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KRATICE

AFP - o-fetoprotein

BSA - govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

cfDNA - nestani¢na slobodnocirkuliraju¢a DNA (engl. cell-free DNA)
DNMT - DNA-metiltransferaza

EK - embrionalni karcinom

GCNIS - neoplazija zametnih stanica in situ (engl. germ cell neoplasia in situ)
gDNA - genomska DNA

HE - hemalaun-eozin

KO - koriokarcinom

LDH - laktat dehidrogenaza

MTZST - mijeSani tumor zametnih stanica testisa

NSE - neseminom

OZT - okolno zdravo tkivo

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
POST-EK - postoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom

POST-MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica

testisa

POST-OP - postoperativni uzorci pacijenata s NSE

POST-TE - postoperativni uzorci pacijenata s teratomom

PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom

PRE-MTZST - predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica

testisa
PRE-OP - predoperativni uzorci pacijenata s NSE

PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s teratomom



gPCR - kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze (engl. quantitative polymerase chain

reaction)

RPLND - sekcija retroperitonealnog limfnog ¢vora (engl. retroperitoneal lymph node

dissection)

rpm - obrtaji po minuti (engl. revolutions per minute)
SE - seminom

STM - serum tumorski markeri

TBS - Tris puferirana otopina

TE - teratom

TZST - tumor zametnih stanica testisa

TZV - tumor Zumanj¢ane vrece

ZD - zdravi dobrovoljci

B-hCG - B-humani korionski gonadotropin
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1. UVOD

1.1. Testis

Sjemenik (lat. testis) je muski parni spolni organ ovalnog oblika smjeStena unutar
mosnje (lat. scrotum), lociran iza penisa i ispred anusa. U testisu se proizvode muske spolne
stanice tj. sjeme te se takoder sintetiziraju muski spolni hormoni. Ima masu 20-25 g, ¢ineéi
sveukupnu masu oko 50 g. Testis je duzine 4-5 cm i promjera 2-3 cm (1,2). Testis se sastoji od:
medijalne (lat. facies medialis) i lateralne strane (lat. facies lateralis), prednjeg (lat. margo
anterior) i straznjeg ruba (lat. margo posterior) te gornje (lat. polus superior) i donje polutke
(lat. polus inferior). Dok je prednji rub testisa gladak i konveksan, straznji rub je prekriven
pasjemenikom (lat. epididimis). Epididimis prelazi u hilus, poc¢etni dio sjemenog tracka tj.
funikulusa te kroz njega prolaze sjemenovod, krvne i limfne zile te zivci. Svaki testis je
prekriven kapsulom koju saéinjavaju tunika vaginalis (lat. tunica vaginalis), tunika albuginea
(lat. tunica albuginea) i tunika vaskuloza (lat. tunica vasculosa). Tunika albuginea je debela
vezivna ¢ahura odgovorna za bijelu boja testisa te njegov integritet. Tunika vaskuloza je prozeta
krvnim Zilama, dok je tunika vaginalis serozna vreca podrijetlom iz potrbusnice. Sastoji se od
parijentalnog (lat. lamina parietalis tunicae vaginalis testis) i visceralnog sloja (lat. lamina
visceralis tunicae vaginalis testis). Na prednjoj i lateralnim stranama testisa prekriva tuniku

albugineu (2).

Medijastinum (lat. mediastinum testis) je zadebljanje tunike albugine na straznjoj strani
testisa iz kojega se kroz tkivo testisa protezu septe, uske pregrade, koje dijele parenhim testisa
na 200 do 300 piramidalnih odjeljaka tj. reznjica (lat. lobuli testis). Septe nisu potpune pregrade
te su reznji¢i medusobno povezani. ReZnji¢i testisa sadrze izmedu jednog do Cetiri sjemena
kanalica, koji su zavijenog oblika i ulozeni u vezivno tkivo. U vezivnom tkivu testisa nalaze se
limfne i krvne zile te zivci. U testisu se nalaze i potporne Sertolijeve stanice kao i Leydigove
stanice. Uloga Leydigovih stanica je ranije navedena sinteza androgenih hormona, koja se
odvija pod kontrolom luteiniziraju¢eg hormona iz hipofize (1,2). Reznji¢ testisa je orijentiran
tako da mu je baza okrenuta prema povrsini testisa a vrh prema medijastenumu, gdje se savijeni
sjemeni kanali¢i spajaju u jedan ravni kanali¢ (lat. tubuli seminiferi recti). Kanali¢i reznjeva se
zatim u medijastinumu povezuju u rete testis, koje su s 10 do 20 odvodnih kanali¢a (lat. ductuli
efferentes) povezane s epididimisom, ¢ija je uloga pohrana i dozrijevanje spermija. Iz

epididimisa izlazi sjemenovod (lat. ductus deferens) koji se zatim spaja s kanalom sjemenog
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mjehurica (lat. vesicula seminalis) u ejakulatorni kanali¢ (lat. ductus ejaculatorius) koji prolazi

kroz bazu prostate i otvara se u uretru (2,3).

1.2. Spermatogeneza

Spermatogeneza je proces formiranja muskih spolnih stanica, spermija. Odvija se u
sjemenim kanali¢ima, koji ¢ine oko 90 % mase testisa te su safinjeni od vezivno-miSi¢ne
ovojnice, zametnog epitela i bazalne membrane. Zametni epitel pak ¢ine dva tipa stanica,
potporne Sertolijeve stanice i stanice spermatogenetske loze. Spermatogeneza krece sa
spermatogonijama, primitivnim spolnim stanicama, koje su smjestene uz bazalnu membranu.
Mitozom odrzavaju svoju populaciju. U odredenim uvjetima spermatogonije se diferenciraju u
primarne spermatocite koje se potom, procesom mejoze, diferenciraju u sekundarne
spermatocite. 1z sekundarnih spermatocita se razvijaju spermatide koje sazrijevaju u spermije.

Spermatogeneza zavrsava kada formirani spermiji napustaju zametni epitel (2).

Stanice spermatogenetske loze nastaju diferencijacijom iz embrionalnih spolnih
prastanica, tj. primordijalnih zametnih stanica (engl. primordial germ cells) i gonocita.
Primordijalne zametne stanice prolaze proces epigenetickog reprogramiranja demetilacijom
DNA kako bi se mogle diferencirati u spolne stanice. Prolaskom epigenetickog reprogramiranja
primordijalne zametne stanice diferenciraju se u gonocite, koje se zatim reguliranim procesima
proliferacije, diferencijacije, migracije i apoptoze razvijaju u spermatogonijske mati¢ne stanice
(4,5).

1.3. Tumori zametnih stanica testisa

1.3.1. Tumori

Tumori ili neoplazije su abnormalne tvorevine tkiva uzrokovane greSkama u
mehanizmima koji reguliraju rast i razvoj stanica. Tumori su monoklonalnog porijekla, odnosno
oni nastaju iz jedne inicijacijske stanice tj. prekursorske lezije, koja moze biti bilo koja stanica
u tijelu. Neovisno o tipu tumora, sve tumorske stanice ispoljavaju odredene karakteristike: 1.

selektivan rast i proliferativnu prednost, 2. promijenjen odgovor na stres koji favorizira



prezivljavanje, 3. angiogeneza, 4. sposobnost invazije i metastaze, 5. promjena metabolizma,

6. prilagodavanje mikrookolisa te 7. imunomodulacija (6,7).

Tumori imaju snaznu nasljednu komponentu ali na njihov nastanak moze utjecati i
okolis te su i genetska i epigeneti¢ka komponenta bitne za njihov nastanak i rast. Uzroci samog
tumora su brojni i variraju od mutacija u odredenim genima koje dovode do poremecaja
klju¢nih stani¢nih mehanizama pa do vanjskih podrazaja, poput virusa, kemikalija te radijacije.
Kako tumori nastaju iz jedne pocetne stanice, jedan genetski ili epigeneti¢ki poremecaj nije
dostatan da zdravu stanicu pretvori u tumorsku, on je tek inicijacijski korak. Nakon njega je
potreban slijed od nekoliko ostecenja tj. promotorskih koraka u fazi transformacije stanice (6).

Najcesce, to je proces koji traje godinama.

1.3.2. Incidencija tumora testisa

Prema podacima GLOBOCAN:-a (engl. Global Cancer Observatory) procijenjeno je da
je tijekom 2020. godine u svijetu bilo dijagnosticirano 19.292.789 slucajeva raka a 9.958.133
ljudi je preminulo kao posljedica bolesti. U Hrvatskoj je pak u 2020. godini bilo
dijagnosticirano 26.092 slucajeva raka a 14.326 ljudi je preminulo kao posljedica bolesti.
Tijekom 2020. godine diljem svijeta dijagnosticirano je 74.500 slu¢ajeva tumora testisa, ¢ineci
godina europskog porijekla (Slika 1) (8,9). To je 3.500 slucajeva vise no 2018. godine i stalno
je u porastu. Konkretnije receno, porast incidencije tumora zametnih stanica testisa (TZST)
kroz proteklih 20 godina je bio oko 70 % (10-13). U populacijama africkog porijekla incidencija
je znacajno niza (14). Rastuéa incidencija medu populacijama europskog porijekla biljezi se od
uvodenja registara za rak 1950-ih, s tim da je u zemljama najbrze rastuce incidencije stanovito
usporavanje primijeceno od 2000-ih. Hrvatska je trenutno s razinom incidencije od 9,6
pacijenata na 100.000 ljudi Sesta zemlja svijeta po razini incidencije, dok je susjedna Slovenija
s incidencijom od 10,8 pacijenata na 100.000 ljudi druga zemlja po razini incidencije u svijetu.
Otprilike 95 % svih tumora testisa ¢ine TZST-a, Cija se patogeneza preklapa s genitalnim
malformacijama, kriptorhizmom, smanjem plodnosti te drugim patologijama ,sindroma

testikularne disgeneze™ (8).
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Slika 1. Globalna incidencija tumora testisa. Stopa incidencije tumora testisa u
svijetu po 100.000 stanovnika, medu muskarcima raspona dobi izmedu 15 i 44 godina starosti.
Svjetliji tonovi plave boje oznacavaju nisku stopu incidencije dok tamniji tonovi plave boje

oznacavaju visoku incidenciju. (Preuzeto i prilagodeno s https://gco.iarc.fr/ (15))

Etiologija raka testisa unato¢ brojnim saznanjima iz genetike i povezanosti s ranije
navedenim stanjima vec¢inom nije razja$njena. Doduse, brzo rastu¢a incidencija kod populacije
europskog podrijetla upucuje na utjecaj okoliSa i zivotnih navika. IzloZenost endokrinim
disruptorima je pretpostavljeni rizi¢ni faktor kako in utero tako i u ranim zivotnim stadijima,
ali su kao skupine spojeva slabo istrazeni. Izlozenost majki tijekom trudnoée spojevima
organohalogena 1 organoklorina je povezana uz rizik TZST, kao $to je 1 konzumacija kanabisa
potvrdena kao rizi¢ni faktor. Konzumacija kanabisa je od posebnog interesa kako sve veci broj

zemalja legalizira prodaju i konzumaciju (8).

U razvijenim zemljama zapada, uz porast incidencije odvijao se i pad mortaliteta od
1970-ih 1 uvodenja kemoterapije na temelju platine. U zemljama slabe ili srednje razvijenosti
stopa mortaliteta je 5 do 10 puta viSa. Po mortalitetu je Hrvatska s razinom od 0,6 iznad
regionalnog i Europskog prosjeka, dok Slovenija s razinom od 0,2 na 100 000 je daleko ispod
oba (Slika 2) (8).

y Organization
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Slika 2. Globalni mortalitet tumora testisa. Stopa mortaliteta tumora testisa u svijetu
po 100.000 stanovnika, medu muskarcima raspona dobi izmedu 15 i 44 godina starosti. Svjetliji
tonovi crvene boje oznaCavaju nisku stopu mortaliteta dok tamniji tonovi crvene boje

oznacavaju visoku incidenciju. (Preuzeto i prilagodeno s https://gco.iarc.fr/ (15))

1.3.3. Kilasifikacija tumora testisa

Po klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization,
WHO) tumori testisa se dijele na tumore koji potje¢u od neoplazije zametnih stanica in situ
(engl. germ cell neoplasia in situ, GCNIS) i tumore koji ne potje¢u od GCNIS-a. Razli¢iti tipovi
TZST-a su pogreske u razli¢itim fazama razvoja zametne stanice u procesu spermatogeneze. 1z
navedenog proizlaze njihove molekularne i histoloske razli¢itosti, konkretnije, postoje tri tipa
TZST-a. Tip | su predpubertetski teratomi (TE) i predpubertetski tumori zumanjéane vrece
(TZV), tip 11 &ine seminomi (SE) i neseminomi (NSE) a tip 111 je spermatocitni tumor. Tip | i
tip 111 nisu porijeklom iz GCNIS-a. Tip | se primarno javlja kod djece dok se tip 1l primarno
javlja u starijoj dobi. Tip I i tip 11l zajedno ¢ine oko 5 % incidencije svih tumora testisa. TZST
tipa Il su porijeklom iz GCNIS-a, javljaju se primarno u dobi od 15 do 45 godina starosti (Slika
3) (14). Istrazivanje opisano u ovoj disertaciji je fokusirano na njih i sav spomen TZST-a ¢e se

odnositi iskljugivo na TZST tipa Il.
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Slika 3. WHO Kklasifikacija TZST. Po klasifikaciji WHO-a TZST se klasificiraju u tri
tipa, sukladno tome imaju li ishodiste iz premaligne lezije in situ (GCNIS) ili ne. Od tri tipa

TZST najéesci su tipa II koji ishodiste imaju u GCNIS-u. (Preuzeto i prilagodeno prema Raos
D, (16))

TZST tipa II su klini¢ki i histoloski najraznolikija skupina TZST-a. Mogu se sastojati
od svih histologkih elemenata, kako embrionalnih tako ekstraembrionalnih. Histoloski elementi
koji svoje porijeklo vuku iz zametnih stanica mogu se vidjeti kod podtipa SE, dok se histoloski
elementi koji svoje porijeklo vuku iz linija ili mati¢nih stanica ili somatskih stanica mogu vidjeti
u podtipu u NSE. TZST tipa Il vuku porijeklo iz inicijalnih stanica, GCNIS-a. GCNIS nalikuje
embrionalnim zametnim stanicama, konkretnije, primordijalnim zametnim stanicama (spolnim
prastanicama) u fazi njihove migracije iz epiblasta u gonadni greben i prije prve faze njihovog
dozrijevanja u njemu. GCNIS odgovara gonocitama sprije¢enim u daljnjem dozrijevanju u
spermatogonije. Kao rezultat toga, GCNIS karakterizira ekspresija embrionalnih molekularnih

markera i ne moze se odrediti smjer diferencijacije prema SE ili NSE (9,14).



1.3.4. HistoloSki podtipovi TZST

Kako je ranije navedeno, TZST su histoloski vrlo heterogena grupa koja se dijeli na
dvije skupine: SE i NSE. 55 % TZST-a ¢ini Cisti SE, ¢ija je karakteristika da se javlja u kasnijoj
zivotnoj dobi nego NSE, s vrhuncem incidencije oko 35. godine Zivota. SE je graden od
homogene populacije nediferenciranih stanica (9,17). SE ima dobru prognozu izlje¢enja jer jako
dobro reagira na lijecenje cisplatinom $to dovodi do visoke stope izljeCenja (9). Morfoloski,
stanice SE su jednoli¢ne s uvecanom jezgrom. U stanicama SE prisutna je jezgrica te blijeda
citoplazma. Takoder je u tkivu SE-a ¢esto prisutna infiltracija limfocita (18). Udio SE-a se kroz
godine povecao s 31 % 1990. godine na 55 % 2014. godine a uz udio se i vrhunac incidencije
pomicao s ranih u srednje pa ¢ak i kasne 30-e (19). NSE pak ima udio od 45 %, koji je pao s 69
% 1990. godine. Vrhunac incidencije mu je oko 30-e godine zivota, dok je 1990. bio oko 25-¢
godine (11,19,20). Cetiri razli¢ita podtipa sa¢injavaju NSE: 1. embrionalni karcinom (EK), 2.
postpubertalni TE, 3. postpubertalni TZV i 4. koriokarcinom (KO). Podtipovi NSE se u veéini
sluajeva pojavljuju u razli¢itim kombinacijama navedenih komponenti, tada se nazivaju
mjesoviti tumor zametnih stanica testisa (MTZST), a vrlo rijetko kao ¢iste forme pojedinih
histoloskih podtipova. MTZST-a u otprilike 10 % sadrzava i formu SE (21,22).

EK se sastoji od primitivnih tumorskih mati¢nih stanica bez vidljivih znakova
diferencijacije, koje svojim izgledom nalikuju embrionalnim mati¢nim stanicama iz
embrioblasta koji je dio blastociste skupa s trofoblastom (9,22). Za EK su karakteristi¢ne velike
pleomorfne jezgre, ili vise velikih jezgara, gusta amfofilna citoplazma kao i brojne mitoticke
figure 1 apoptoticka tjelesca te su prisutni nekroza i krvarenje (9,23). Takoder, EK karakterizira
sposobnost brzog Sirenja. EK recidivira u 33 % posto sluc¢ajeva nakon operativnog zahvata i
tretmana kemoterapijom. Ovisno o liniji diferencijacije, iz EK se moze razviti TE
diferencijacijom prema strukturama zametka, TZV nastankom stanica ekstraembrionalnog
endoderma i mezoderma te KO nastankom elemenata trofoblasta (22). Za TE je karateristi¢na
heterogenost, kako patoloski tako i klinicki. Iako se diferencijacija TE-a moze u drugim
dijelovima tijela moze smatrati benignim, U testisu on zadrzava svoju sposobnost malignosti te
je TZST-a koji najcesce razvije rezistenciju na cisplatinu, kako cisplatina djeluje na stanice u
proliferaciji kojih je manje u tkivu diferenciranog TE (17). TE sadrzi tkiva porijeklom iz sva tri

zametna listica te je kod njega mogucée uociti sva somatska tkiva u razliCitim stadijima



diferencijacije (9). TE se makroskopski pojavljuje kao mjeSavina Cvrste mase s cistama (24).
TZV sacinjavaju uglavnom jednoli¢ne stanice, bez velike polimorfije ili izrazene mitotske
aktivnosti. Karakteristike stanica TZV mogu biti velika razlika u arhitekturalnim
karakteristikama, prisutnost glomeruloidnih i Zljezdolikih struktura te solidnih nakupina, kao i
mucinozna kao i mikrocisticna pozadina (25). Karakteristicno se stanice redaju oko lumena
krvnih Zila i &ine tzv. ,,Schiller-Duvalova“ tjeleica (26). TZV se zbog razliitosti morfologke
prezentacije moze diferencijalnodijagnosti¢ki zamijeniti za SE ili EK. TZV, za razliku od
drugih TZST-a, sadrzava izvanembrionalna tkiva (27). KO je veoma agresivan podtip NSE ¢ija
dijagnoza zahtijeva rano i agresivno lijecenje tumora kemoterapijom. Stanice KO-a dolaze u
dva morfoloska oblika, mononuklearni trofoblasti te visejezgreni sinciciotrofoblasti (28). KO
karakteriziraju strukture tipa sincicio- i citotrofoblasta te velika zari$ta krvarenja i nekroze,
opsezna limfovaskularna invazija uz razvoj ranih i opseznih metastaza. TZST s dominantom

komponentom KO-a imaju najnize izgleda izlijecenja (28,29).

1.3.5. Etiologija i rizi¢ni faktori

Etiologija TZST-a jo$ nije dovoljno razjaSnjena unato¢ rastu¢oj incidenciji diljem
svijeta. Tri su primarna razloga za to: 1. epidemioloske studije na TZST-u je teSko provoditi jer
je njihov nastanak pretpostavljen u fazama ranog razvoja organizma, 2. velika je heterogenost
histoloskih oblika TZST-a te 3. nedostatak prikladnih animalnih modela. Epidemioloska
istrazivanja i klinicke studije ukazuju na to da su TZST uzrokovani poremec¢ajem ranog razvoja
testisa te da izloZenost ksenobioticima u koje spadaju 1 endokrini disruptori ima ulogu u
patogenezi tih tumora. Drugi poremecaji plodnosti poput Kriptorhizma, hipospadije te
subfertilnosti su povezane s poremecajem ranog razvoja testisa te uz TZST spadaju u S$iri
sindrom testikularne disgeneze (30). Kriptorhizam je konkretno najveci rizi¢ni ¢imbenik za
razvoj TZST-a. Kriptorhizam rezultira degeneracijom kako Sertolijevih tako i Leydigovih
stanica Sto rezultira atrofijom testisa i abnormalnom spermatogenezom. Kriptorhizam dovodi
do 40 puta veceg rizika za razvijanje TZST-a. Ukoliko se orhidopeksijom testisi spuste iz
abdominalne Supljine ili ingvinalnog kanala prije 10. godine Zivota rizik za razvoj TZST-a se
moze umanyjiti (21,31). Geni povezani sa subfertilnosti su takoder geni za koje se pokazalo da
su ukljuceni u razvojni proces TZST-a. Od velikog interesa je gr/gr delecija, mikrodelecija na

Y kromosomu, koja se moze prenijeti s oca na sina i za koju je potvrdena poveznica kako s



razvojem TZST-a tako i sa subfertilnosti (32). Studije su pokazale znaCajan utjecaj
mikrookolisa na razvoj TZST-a, koji je iznimno kompleksan kod razvoja muskih zametnih
stanica. Prepoznati faktori utjecaja na mikrookoli§ muskih zametnih stanica u razvoju spadaju
kriptorhizam, hipospadija, krvarenje tijekom trudnoce, izlozenost estrogenu tijekom trudnoce,

visoka dob majke, niska porodajna teZina te prijevremeni porod (33).

Unato¢ pronadenim faktorima rizika, ve¢ina TZST-a se pojavljuje spontano bez
identificiranih genetskih regija rizika. Obavljene genomske studije pretpostavljaju vrlo visoku
nasljednu komponentu kod TZST-a od oko 40 %, od koje je svega 9 % objasnjeno prisutnoscu
SNP-ova. Nasljedna komponenta od 40 % je tre¢i po redu najveci utjecaj kod tumora, odmah
iza tumora Stitnjace i drugih endokrinih Zlijezda. Posljedi¢no, braca ili djeca oboljelih imaju
znatno visi rizik oboljenja, bra¢a osam do deset puta, sinovi Sest puta veci rizik od razvijanja
TZST. Takoder, kod TZST-a je prisutna i etni¢ka komponenta gdje je europsko podrijetlo
rizi¢an faktor dok africko podrijetlo ima najnizi rizik oboljenja. Mutacije u genima su korelirane
s rizikom oboljenja, posebice u genima KITLG, SPRY4, BAK1, TERT, DMRT1, PRDM14,
DAZL i HPGDS. Navedeni geni su uklju¢eni u procese razvoja gonada i zametnih stanica.
Unato¢ navedenoj genetskoj pozadini, njome nije moguce objasniti rastu¢u incidenciju koja
pokazuje korelaciju s utjecajem okoliSa i zivotnih navika. Medu zivotne navike dovedene u
korelaciju s incidencijom TZST-a spadaju: konzumacija marihuane, koja nepovoljno djeluje i
na spermatogenezu, izlozenost trudnica velikim koncentracijama dietilstilbestrola kao i

dugotrajno izlaganje polivinil-kloridu (9,20,30,32).

Medu utjecaje okoliSa spadaju i ranije navedeni endokrini disruptori, tvari koje
mijenjaju endogene razine hormona i njihovu sintezu, efekt, metabolizam te procese
eliminacije. Endokrini disruptori se koriste u industrijaliziranim zemljama, primarno u
procesima industrije ukljucujuci i farmaceutsku te agronomsku (pesticidi). Unato¢ dokazanoj
poveznici endokrinih disruptora s urogentinalnim abnorlamnostima kao kriptorhizmom,
hipospadijom i neplodnosti, direktan uc¢inak na razvoj TZST-a jo$ nije dokazan. To je donekle
zato §to je faktore inicijacije teSko razluciti, ali i djelomic¢no zato Sto endokrini disruptori
primarno djeluju na Sertolijeve 1 Leydigove stanice. Njihov ucinak bi mogao biti vise
indirektan, utjecuci na testikularni mikrookolis, koji zatim utjeCe na razvoj TZST-a (33).
Konzumacija kanabisa je dovedena u odnos s brojnim uroloskim poremecajima, ukljucujuci i
TZST-a. Kanabis smanjuje koncentraciju sjemena te je zasad jedan od rijetkih prepoznatih
direktnih rizi¢nih faktora za razvoj TZST. Procjenjuje se da ¢e 10 % korisnika kanabisa razviti

poremecaj vezan uz uporabu kanabisa (34).



1.3.6. Razvoj TZST

Razvoj TZST-a je poligenski, a sastoji se od vise koraka. Pocetak razvoja TZST-a krece
ve¢ tijekom embrionalnog razvoja osobe. Nakon inicijalnog pocetka, slijedi mirovanje do
puberteta kada hormonalna stimulacija vezana uz spermatogenezu pokrece daljnji niz dogadaja

koji rezultiraju u manifestaciji TZST-a (30).

Kako je ranije spomenuto, svi TZST-i nastaju iz prekursorske lezije GCNIS-a, koja je
rezultat bloka diferencijacije primordijalne zametne stanice/gonocite 1 zadrzavanja ranog
embrionalnog molekularnog profila. Razlozi bloka diferencijacije nisu potpuno jasni ali
pretpostavlja se kako suboptimalan mikrookoli§ zbog izlozenosti ksenoestrogenima i
antiandrogenima utjece na funkciju Sertolijevih i Leydigovih stanica, $to dovodi do razvoja
GCNIS-a. Takoder, poremec¢aj puta KIT/KITLG koji regulira prezivljenje, migraciju i
proliferaciju primordijalnih zametnih stanica/gonocita kljucan je za razvoj GCNIS-a. Ta teorija
o meduodnosu genetskih i epigeneti¢kih faktora u razvoju TZST-a se naziva genokoli$na

hipoteza (engl. genvironmental hypothesis) (11,30).

1.3.7. Genske i epigeneti¢ke promjene kod TZST

Unato¢ velikoj heterogenosti podtipova TZST-a, svi imaju svoje ishodiste u premalignoj
leziji GCNIS. Genetika samog GCNIS-a je slabo istrazena ali je primijecena ucestalost mutacija
gena KIT (20).

TZST na genetskoj razini reflektira svoje embrionalno porijeklo, ima nisku incidenciju
mutacija i karakteristican profil metilacije DNA. Stanice SE-a i GCNIS-a su tipi¢no
hipertriploidne dok su stanice NSE-a hipotriploidne. Dok drugi adultni tumori imaju incidenciju

mutacija od 8 - 11 mutacija/megabazi, TZST imaju incidenciju od 0,5 mutacija/megabazi (20).

Prvi opisani genetski marker TZST-a je bio dodatan izokromosom 12 identificiran
analizom kariotipa. FISH analize su potvrdile dodatak 12p kromosoma kod svih analiziranih
pacijenata s TZST-om. Nije potpuno jasno na koji nacin dodatak 12p dovodi do TZST-g, ali na

njemu se nalaze razli¢iti geni bitni za tumorigenezu kao $to su protonkogeni CCND2 i KRAS te
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faktori rasta i geni vezani uz mati¢nost poput TNFRSF1A, GLUT3, REA, FLJ22028, NANOG,
STELLAR/DPPA3 i GDF3 (20).

Iako mutacije nisu uéestale kod TZST-a neke su ipak znacajne, poput mutacije u genu
KIT. Mutacije u genu KIT, koji sadrzava upute za protonkogeni receptorski protein i ima bitnu
ulogu u prezivljenju stanica i proliferaciji, najc¢esc¢a su mutacija kod TZST-a s ucestalos¢u od
19 % u SE-u i 2 % NSE-u. Slijedece po ucestalosti su mutacije u genima KRAS/NRAS, koji
takoder sadrzavaju upute za protoonkogeni receptorski protein koji je aktivator brojnih puteva
poput Raf/MEK/ERK, prisutne u 7 % SE i 0 % NSE. BRAF gen koji sadrzava upute za protein
koji regulira MAP/ERK ciklus i ima vaznu ulogu u proliferaciji i diferencijaciji stanica, mutiran
jeul% SEi2 % NSE. TP53 gen, koji sadrzava upute za p53 protein, regulator stani¢nog
ciklusa koji je vazan u odgovoru na stres kao §to je oStecenje DNA, mutiran jeu 7 % SE i 0 %
NSE (20). Mutacija u genu CHEK?2 je pronadena u 4% pacijenata s TZST-a, ali prisutnost
genetskih promjena u CHEK2 dovodi do povecéanja rizika za njegov razvoj 4 do 6 puta, §to je
jedina mendelska predispozicija zasad detektirana kod TZST-a (35).

Istrazivanja ekspresije gena kod TZST-a nije jednostavno provoditi iz nekoliko razloga:
1. TZST-a predstavljaju rijetku bolest te su sve studije radene na relativho malom broju uzoraka,
2. TZST-a se veoma Cesto prezentiraju kao MTZST-a, kod kojih svaka komponenta ima kako
drukciju histologiju tako 1 molekularni profil 1 3. kao kontrole se najceS¢e koristi okolno
netumorsko tkivo (OZT) testisa, bez neoplasti¢nih promjena. lako se OZT uzima kao zdravo
kontrolno tkivo, u njemu se ipak mogu pronaci stanice GCNIS-a jednako kao $to se unutar
njega mogu nalaziti premaligne promjene na molekularnoj razini, ili pak ono moze biti
kontaminirano prilikom disekcije s tumorskim tkivom oko kojeg se nalazi (20). Ipak, prema
naSem prethodnom istrazivanju, vece studije pokazuju da postoje geni Cija ekspresija moze
razlikovati TZST-a od zdravih testisa, na primjer proteini POU5F1 i NANOG (22). Zbog
navedenih razloga ekspresija gena kod TZST-a je viSe istrazena na proteinskoj razini, koja je
pokazala jasnu razliku medu podtipovima TZST. Kod SE je karakteristi¢na ekspresija OCT3/4,
cKIT, SALL4, D2-40 i SOX17, prisutnost izokromosoma 12p te nedostatak ekspresije SOX2,
CD30, LCA. AFP i bHCG. NSE pokazuju druk¢iji obrazac ekspresije, pa je tako za EK
karakteristi¢na ekspresija CD30, SOX2, OCT3/4 te nedostatak ekspresije cKIT, GPC3 i AFP.
Kod TE je najveca varijacija ekspresije zbog histoloske raznolikosti prisutnih tkiva, ali
konzistentna je ekspresija SALL4. U podtipu TZV je prisutna ekspresija GPC3, AFP, GATA3
te keratina, dok nema ekspresije OCT3/4. Naposljetku, u podtipu KO je prisutna ekspresija
CK7, GATA3 i bHCG. Kod svih NSE je takoder karakteristi¢an izokromosom 12p (25).
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Epigeneticke modifikacije su prepoznate kao bitan faktor razvoja TZST, njihove
progresije i razvijanja otpornosti na cisplatinu. Tri su glavna epigeneticka mehanizma:
posttranslacijske modifikacije histona, interferencija nekodiraju¢im RNA i metilacija DNA.
Utjecaj histonskih modifikacija i nekodiraju¢ih RNA se tek krenuo istrazivati kod TZST-a, pa
mehanizmi i njihov utjecaj nisu potpuno razjasnjeni. Ipak, dosadasnja istrazivanja upucuju da
oba mehanizma imaju znacajnu ulogu u razvoju TZST-a. Najvise istrazivanja epigenetickih
modifikacija kod TZST se provodilo na metilaciji DNA. Metilacija DNA kod TZST-a je
povezana s brojnim kljuénim procesima poput tumorigeneze, odrzavanja pluripotencije,

diferencijacije u podtipove TZST-a te razvoja otpornosti na cisplatinu (20).

1.4. Klinicka slika

TZST se u vecini slu¢ajeva prezentiraju kao bezbolna tvorba tj. uveéanje u jednom
testisu. Bol je rjedi simptom koji se prezentira u oko 30 % slucéajeva, a jaka bol tek u 10 %
slu¢ajeva. U 11 % slucajeva bol se prezentira ne u testisu ve¢ u ledima i lumbalnom podrucju
te pregled pacijenta sa sumnjom na TZST mora ukljucivati i pregled abdomena, toraksa i
supraklavikularnog podru¢ja (36,37). Ukoliko je TZST u uznapredovalom stadiju, Sto
karakterizira inicijacija tumorske invazije i prisutnost metastaza, prisutni su i drugi simptomi

poput gubitka tjelesne tezine, bol u vratu i kostima te problemi s disanjem (38).

TZST mogu oponasati druga stanja, poput orhiepididimitisa, Sto otezava dijagnozu.
Takoder, stanja poput subfertilnosti dovode do slu¢ajne detekcije TZST-a prilikom ultrazvuéne
pretrage. Ukratko, standardna procedura upucuje na to da svaka otkrivena izraslina u testisu
zahtijeva daljnju obradu kojom se dijagnostickim postupcima iskljuci ili potvrdi dijagnoza
tumora testisa (38,39).

Nije u potpunosti razjasnjen mehanizam aktivacije GCNIS-a kao premaligne lezije niti
je sasvim jasna njena ucestalost u populaciji. Doduse, u otprilike 5 % pacijenata s TZST-om u
kontralateralnom testisu je detektiran GCNIS, §to je 1 povezano s njihovim povecanim rizikom

za pojavljivanje TZST-a u kontralateralnom testisu (40).

1.5. Dijagnostika TZST-a
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Trenutno ne postoji metoda probira pacijenata s TZST-om, veé¢ je pocetna tocka
pacijentov samopregled testisa. Ukoliko pri pregledu testisa pacijent napipa kvrzicu, lijecnik
nakon potvrdnog fizikalnog pregleda upucuje osobu na pregled ultrazvukom kako bi se utvrdila
prisutnost lezije (engl. mass forming lesion). Ultrazvukom se radi pregled oba testisa, kako bi
se odmabh i iskljuc¢ila mogucénost mase u kontralateralnom testisu. Ukoliko je potvrdena njena
prisutnost, standardna procedura je pacijenta ¢im prije podvrgnuti radikalnoj orhidektomiji.
lako je uobicajena procedura kod pacijenata sa sumnjom na prisutnost tumora obavljanje tkivne
biopsije u svrhu postavljanja dijagnoze prije samog kirur§kog zahvata, pacijenti sa sumnjom na
TZST slijede drugaciju proceduru. Naime, tkivna biopsija kod pacijenata sa sumnjom na TZST
ne obavlja se zbog vrlo visokog rizika i nuspojava. U slu¢aju sumnje na prisustvo TZST-a u
kontralateralnom testisu provodi se zahvat eksploracije testisa uz hitnu patohistolosku
dijagnostiku, kako pacijent ne bi bez potrebe bio podvrgnut operativhom zahvatu na oba testisa
(38,41,42). Nakon obavljene orhidektomije odstranjena izraslina se analizira patohistoloski
pomoc¢u metoda klasi¢ne histologije i imunohistokemije kako bi se postavila definitivna
dijagnoza (22,43).

1.5.1. Biomarkeri

Biomarkere ¢ine stani¢ne, molekularne ili biokemijske karakteristike koje mogu biti
objektivno mjerene. Prisustvo, ili rjede odsustvo, biomarkera u tkivu od interesa sluzi
identifikaciji tkiva, postavljanju dijagnoze te pomaze u odabiru terapije (44-47). Konkretnije,
biomarkeri se dijele na molekularne/biokemijske, fizioloske i anatomske. Biomarkeri su po
strukturi molekule DNA, RNA, proteini, $eceri, lipidi, metaboliti te cijele stanice. Biomarkeri
su prisutni u tkivima od interesa, ili se nalaze u tjelesnim tekuc¢inama i izlu¢evinama poput krvi,

urina, sline itd. (46,48,49).

1.5.2. Tkivni biomarkeri kod TZST-a

Tkivne biopsije su zlatni standard u dijagnostici i prognostici tumora, osobito TZST-a
(50-52). Standardna procedura je uzimanje bioptata primarnog tumora gdje svaka biopsija
predstavlja molekularno stanje dijela tumora koji je bioptiran u vremenu kada je biopsija
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obavljena. Tu je vazno za naglasiti kako su tumori, osobito TZST, heterogeni te postoji realna
mogucnost da biopsija ne zahvati dio tumora s agresivnijim subklonovima, ili da je obavljena
prije nego ih je moguce detektirati (42). Biopsija je sama po sebi invazivna procedura koja
uvijek sa sobom nosi moguénost diseminacije tumorskog tkiva, koja je u slu¢aju TZST-a toliko
visoka da se biopsija osim u iznimnim sluc¢ajevima ne provodi (38,41,42). Tkivni biomarkeri
kod TZST-a se detektiraju nakon provedene orhidektomije za identifikaciju prisutnih podtipova
u odstranjenom tumoru. To su ranije navedeni: OCT3/4, cKIT, SALL4, D2-40 i SOX17,
izokromosom 12p te nedostatak ekspresije SOX2, CD30, LCA. AFP i bHCG kod podtipa SE,
CD30, SOX2, OCT3/4 te nedostatak ekspresije cKIT, GPC3 i AFP kod EK, SALL4 kod TE,
GPC3, AFP, GATAS te keratina i nedostatak ekspresije OCT3/4 kod TZV i kona¢no CK7,
GATA3 i bHCG kod KO. Opet, kod svih NSE je karakteristicno prisustvo izokromosoma 12p
(25).

1.5.3. Serumski biomarkeri kod TZST-a

Tekucinske biopsije su alternativa tkivnim biopsijama i predstavljaju manje invazivan i
manje rizi€an postupak dolaZenja do biomarkera za stanje od interesa. Kako u tekucinskim
biopsijama biomarker slobodno cirkulira heterogenost tumora je manji problem, a i lakse je
kroz vrijeme pratiti bilo progresiju bilo ucinak lijecenja. Te karakteristike ¢ine tekucinske
biopsije od posebnog interesu kod pacijenata s TZST-om, pa je prac¢enje serumskih tumorskih
markera (STM) rutinski klinicki proces ¢ije pracenje krece prije same orhidektomije (52-54).
U dijagnozi TZST-a se koriste primarno a-fetoprotein (AFP), B-humani korionski gonadotropin
(B-hCG) i laktat dehidrogenaza (LDH) (55). Nazalost, kod preko 40 % svih pacijenatas TZST-
om nema povisenih STM. Ovo je osobito problemati¢no kod pacijenata sa SE kod kojih se
povisene vrijednosti STM-a detektiraju u svega 30 - 40 % pacijenata (42,56). Povisene
vrijednosti STM-a su ipak ¢esce kod dijagnoze NSE i njihove vrijednosti se vezu uz prisutnost
odredenih podtipova. Tako su visoke vrijednosti B-hCG-a indikacija prisutnosti KO, dok pak
poviseni AFP indicira na prisutnost EK ili TZV (9,29). LDH pak nije specifi¢an marker, tj.
njegova prisutnost uvijek upucuje na neoplasticnu promjenu ali nije specifican samo za TZST
(18). Kod TE-a je veoma rijetko specificno povisenja vrijednosti STM-a pa njegova detekcija
predstavlja izazov (17,55). Vrijednosti STM-a su od velike koristi kod procijene stadija te

odgovora na lijecCenje, jer bi se trebale normalizirati pri zavrSetku uspjesnog lijecenja (55).
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AFP je jednolancani glikoprotein od 70 kDa prisutan u ljudskom fetusu tijekom
trudnoce. Sintetizira se u zumanj¢anoj vreci, crijevima i jetri fetusa (42). Njegova uloga tijekom
fetalnog razvoja je supresija majc¢inog imunog sustava kako ne bi doslo do odbacivanja fetusa
te mu je koncentracija najvisa izmedu 12. i 14. tjedna. Godinu dana nakon rodenja,
koncentracija AFP-a znacajno opada. AFP nije jednako eksprimiran kod svih podtipova TZST-
a. On je primarno povisen kod podtipova TZV i EK dok se u oko 20 - 25 % sluéajeva detektira
i kod podtipa TE. AFP se pak uopée ne izluCuje u podtipu SE. AFP je poviSen i u drugim
tumorima i ne-tumorskim stanjima, poput hepatocelularnog karcinoma, karcinoma pluca te

bolestima jetre. Poluvrijeme Zivota AFP-a je od 5 do 7 dana (42,57).

hCG je protein kojeg proizvode stanice sinciciotrofoblasta placente, a veli¢ina mu je 38
kDa. Sastavljen je od o i B podjedinice. hCG ima razli¢ite uloge tijekom trudnoc¢e poput
poticanja diferencijacije fetalnih organa te odrzavanja zutog tijela. TZST-a proizvodi ili cijeli
hCG ili samo njegovu B podjedinicu. Visoka razina f-hCG indikator je prisutnosti KO a
umjerena razina kod prisutstva EK u 40 - 60 % pacijenata. Kod pacijenata sa SE, 10 - 20 %
pacijenata I. stadija ima poviSene razine B-hCG, dok se u 30 - 50 % pacijenata visih stadija

detektira povisenje. Poluvrijeme Zivota B-hCG je izmedu 12 i 36 sati (42,58).

LDH je stani¢ni enzim veli¢ine 134 kDa prisutan u svim tkivima s najve¢om
koncentracijom u jetri, mozgu i mi§i¢ima. Ima pet izoformi od kojih je LDH-1 najvise povezana
s TZST. Kako je LDH opcenito eksprimiran u tkivima njegova prisutnost u krvi je marker
tkivnih ostecenja koja su dovela do njegovog otpustanja. Kao rezultat toga specificnost LDH
kao markera za TZST je niza ali njegova ekspresija je povisena u otprilike 40 - 60 % pacijenata
s TZST, kako NSE tako i SE (42,58).

lako bitni u klini¢koj primjeni, nedostatak specifi¢nosti i relativno niska osjetljivost

dovode do potrebe za boljim markerima za ranu dijagnostiku TZST-a.

1.6. LijecCenje TZST-a

Lijecenje TZST-a pocinje s predoperativnom obradom pacijenta pri kojoj se odreduje
stadij bolesti, a nakon toga slijedi ranije spomenuta radikalna orhidektomija (59). TZST-a imaju
tri stadija bolesti. U stadiju I tumor je lokaliziran unutar testisa, kod stadija II tumor se Siri u

retroperitonealne limfne ¢vorove a u stadiju 1l tumor je metastazirao u udaljene organe (60).
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Vecina pacijenata dolazi na prvi pregled kada je tumor bezbolna masa unutar mosnje
testisa, tj. u stadiju I (60). Daljnji koraci obrade pacijenta poduzimaju se sukladno njegovom
stadiju bolesti. Ukoliko je bolest u | stadiju, Sto je vecinski sluéaj, nakon obavljene
orhidektomije nije potrebna daljnja obrada, pa se pacijent samo redovito prati. Pokazalo se da
bi u oko 70 % slucajeva kod pacijenata u stadiju | daljnje lijeCenje nakon obavljene
orhidektomije dovelo samo do nuspojava bez poboljsanja prognoze lijecenja (55,60). Ukoliko
je bolest uznapredovala do stadija s metastazama nakon orhidektomije, tj. stadija I, primjenjuje
se kemoterapija bazirana na cisplatini i/ili radioterapija. Ovisno o indikaciji moguce je u
odabranim slu¢ajevima uciniti retroperitonealnu limfadenektomiju (engl. retroperitoneal lymph
node dissection, RPLND) prije ili nakon kemoterapije (24,61). U stadiju Ill nakon
orhidektomije odmabh slijedi lije¢enje kemoterapijom (24,60,62). Posebnu iznimku predstavlja
lijeGenje pacijenata S visokim brojem metastaza. Naime kod pacijenta s nedijagnosticiranom
masom u testisu, razinom B-hCG > 50 000 mlU/mL te visokim brojem metastaza mora se
odmah s lijeCenjem kemoterapijom kako bi se pacijentu osigurala Sansa za prezivljavanje.
Standardni postupci orhidektomije, postavljanja patohistoloske dijagnoze te krioprezervacija
sjemena odgadaju pocetak terapije §to je u takvim teskim slu¢ajevima neprihvatljivo. Navedeno
stanje Cesto je kod pacijenata s KO. Uz lije¢enje kroz cetiri ciklusa kemoterapije prate se
vrijednosti STM-a, tj. visina B-hCG (29).

1.7. Nestanicna DNA

Nestani¢nu slobodnocirkulirajuéu DNA (cfDNA) su Mandel i Metai otkrili 1948.
godine u ljudskoj krvnoj plazmi te je kroz vrijeme postala jedna od najistrazenijih molekula u
tekucinskim biopsijama (51,63,64). Potjece iz viSe izvora od kojih su najznacajniji apoptoza
stanica, nekroza stanica te direktna sekrecija iz stanica (65,66). Takoder, cfDNA se luci tijekom
fizioloskih procesa (povecano lucenje tijekom trudnoce i vjezbanja) te uslijed patoloskih stanja,
kako malignih (tumori) tako i ne-malignih (upala, oStecenja tkiva) (51,67). Detektirana je u
raznim tjelesnim tekuc¢inama ukljucujuéi krv, urin, slinu, cerebrospinalnu tekucinu, ejakulat itd.
(68-70). Molekula cfDNA je dvolancana te varijabilne duljine od 100 pa do 10 000 pb. Velika
vec¢ina fragmenata cfDNA je duljine 180 pb, sto odgovara duljini DNA u nukleosomu te je
rezultat apoptotickih procesa (64,71-73). Koncentracija cfDNA u krvi zdravih ljudi varira od 1
do 44 ng/mL te je primarno podrijetla iz hematopoietskih stanica (63,68,71,74). U slucaju
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bolesti koncentracija cfDNA je poviSena, osobito kod onkoloskih pacijenata ali i u stanjima
sepse, upale, ozljeda itd. (63,75-77). Svojstvo cfDNA je da reflektira genetske i epigeneticke
karakteristike svojeg izvorisnog tkiva, poput mutacija i stupnja metilacije DNA (78). To
svojstvo ¢ini ¢fDNA tumorskog podrijetla perspektivnim biomarkerom (79,80). Povecanje
koli¢ine cfDNA kod pacijenata s tumorima rezultat je povecanja frakcije cfDNA tumorskog
podrijetla. Znajuéi to, razvijene su analiticCke metode kako bi se sa $to veCom sigurnos$éu
detektirala tumorska frakcija cfDNA i njeno povecanje. Najpreciznije i najpouzdanije metode
detekcije tumorske frakcije cfDNA su analiza somatskih mutacija cfDNA, analiza strukturnih
varijacija cfDNA te analiza epigenetickih promjena cfDNA (42,81,82). Molekularno
profiliranje genetskih varijanti cfDNA je ve¢ naslo klini¢ku primjenu kod raka pluca, dojke i
jajnika (83,84) dok je analiza stupnja metilacije cfDNA nasla klini¢ku primjenu kod pacijenata

s kolorektalnim karcinomom (85).

Vecéina istrazivanja cfDNA je radena na krvi kao izvoru cfDNA iako su studije pokazale
da nisu sve tekuéine jednako pogodne za istrazivanje svih patoloskih stanja ili tumora. Krv kao
tekucinska biopsija nije se pokazala kao dobar izvor cfDNA za tumore prostate i mozga zbog
postojanja krvnomozdane barijere te krvnoprostatne barijere koje smanjuju koli¢inu otpustene
cfDNA tumorskog podrijetla u krvotok (66,86,87). Kako je testis takoder od opceg krvotoka
odvojen barijerom, moguce je da i ova barijera rezultira istim efektom, tj. da krv nece biti
prigodan odabir za tekuéinsku biopsiju za pacijente s TZST-a (88). Kod tumora prostate
sjemena plazma se pokazala kao dobar izvor cfDNA 1 u njoj je detektirano povecanje koli¢ine
cfDNA kod pacijenata (75,81,86). Za potrebe ove disertacije i krv i ejakulat bit ¢e istrazeni kao
izvor cfDNA pacijenata s TZST.

1.8. Metilacija DNA

Metilacija DNA je epigeneticka modifikacija, tj. nasljedna promjena koja regulira
strukturu kromatina. Kromatin moze biti prisutan u obliku rahlog eukromatina koji je povoljan
za transkripciju ili zgusnutog metiliranog heterokromatina koji se ne prepisuje, pa metilacija
DNA utjece na ekspresiju gena koja nije rezultat promjene u sekvenci DNA za razliku od
genetskih modifikacija poput mutacija. Kako je ranije spomenuto, metilacija DNA,
modifikacije histona i nekodiraju¢ca RNA su glavni epigeneticki mehanizmi, od kojih je

metilacija DNA najistrazeniji. Promijenjen obrazac metilacije DNA doveden je u vezu s
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brojnim patoloskim stanjima, osobito tumorima. Naime, promjene u obrascu metilacije DNA
povezane s tumorigenezom mogu dovesti do poremecaja i inaktivacije regulatora stani¢nog

ciklusa, aptoptotskih mehanizama, mehanizama za popravak DNA i drugih (89,90).

Metilacija DNA je kataliticka adicija metilne skupine posredovana enzimom DNA-
metiltransferazom (DNMT) s D-adenozilmetionina na ugljikov atom na petoj poziciji
citozinskog prstena u CpG dinukleotidu $to rezultira u nastanku 5-metil citozina. Enzimi
DNMT3a i DNMT3b su zaduzeni za de novo metilaciju DNA tijekom embrionalnog razvoja,
kojom nastaju tkivno specifi¢ni obrasci metilacije DNA (91). Metilacija DNA se odnosi na
citozine unutar dinukleotidnog CpG slijeda, a oko 80 % sveukupnih CpG mjesta u genomu je
metilirano. Ukoliko je genomska regija duza od 200 pb te sadrzi visok udio CpG dinukleotida,
tj. ukoliko je sadrzaj gvanina i citozina u regiji veci od 55 %, ta regija se naziva CpG otokom.
To su transkripcijski regulatorni elementi u genomu koji kontroliraju ekspresiju gena te su
ukljuceni u razvoj organizma ili i bolesti. CpG otoci su prisutni u promotorskim regijama kod

barem 50 % gena te metilacija unutar njih ¢ini 90 % metilacije DNA (92,93).

Sama metilacija DNA regulira transkripciju tako $to njena prisutnost onemogucava
pristup transkripcijskih faktora molekuli DNA, sto dovodi do izostanka formiranja
inicijacijskog transkripcijskog kompleksa. Stupanj metilacije DNA unutar CpG otoka je
takoder bitan za uspostavljanje genomskog utiska (engl. genomic imprinting) odredenih gena
koji se eksprimiraju (prepisuju) jedino s maj¢inog ili s o¢evog alela. Nakon nastanka zigote
vecina gena, posebno onih snazno metiliranog spermija prolazi kroz proces demetilacije DNA.
Ipak, u tom procesu demetilacije DNA nema demetilacije utisnutih gena ve¢ zaostaje roditeljem
(majkom ili ocem) odreden obrazac metilacije DNA. Daljnja remetilacija DNA
(reprogramiranje  metilacije) pokrece diferencijaciju (90,93,94). Kod stanica raka
karakteristi¢na je globalna hipometilacija s lokalnom hipermetilacijom DNA u promotorskim
regijama tumor supresorskih gena. Globalna hipometilacija aktivira kako protoonkogene tako i
opcenito proliferacijsku masineriju stanice (89). Nadalje, metilacija DNA je stabilna
modifikacija koja dobro podnosi obradu potrebnu za biomedicinske analize. To ju zajedno s
lako dostupnim preciznim analitickim metodama i pogodnosti svih vrsta biopsija za analize
(kako tkivnim tako i tekuc¢ih ukljucujuéi i nestanicnu DNA) €ini vrlo pogodnim kandidatom za
biomarker raznih patoloskih stanja (51). Dapace, metilacija DNA se u onkologiji zbog njene

vaznosti u tumorigenezi poc¢ela nazivati ,,univerzalnim biomarkerom tumora“ (95).
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1.9. RASSF1A

Gen RASSF1A (engl. Ras association domainfamily 1 isoform A) je tumor supresorski
gen Cija inaktivacija je kljuan dogadaj u tumorigenezi brojnih tumora (96). Inaktivacija
RASSF1A se moze dogoditi kroz tockaste mutacije, vezanje proteina pS3 na promotorsku regiju
gena RASSF1A, histonske modifikacije te, najvaznije metilacijom DNA promotorske regije
(41,43,96-98). Postoji osam izoformi tog proteina ovisno o alternativnom izrezivanju prilikom
njegove sinteze. 1zoforme RASSF1A i RASSF1C su najcesce, prisutne su u svim stanicama,

lokaliziraju mikrotubule i reguliraju rast stanica (99).

Gen RASSF1A se nalazi na kromosomu 3p21.3, unutar regije podlozne brojnim
genetskim i epigenetickim promjenama koje dovode do brojnih patologija i tumora. Gubitak
heterozigotnosti je karakteristican za tu regiju (100). Ipak, najistrazeniji mehanizam
inaktivacije RASSF1A je preko metilacije DNA. Gen RASSF1A posjeduje dva CpG otoka, otok
A'i otok C. Otok A je zaduzen za regulaciju izoforme A, dok je otok C zaduzen za regulaciju
izoforme C. Hipermetilacija otoka A dovodi do gubitka ekspresije RASSF1A pa dolazi do
vezanja RASSF1C za efektore RASSF1A, §to pospjesuje tumorigenezu (101,102).

RASSF1A se aktivira mitogenim podrazajem te djeluje nizvodno na KRAS i regulira
stani¢ni ciklus, apoptozu, proliferaciju i stabilnost mikrotubula (103). RASSF1C je ukljucen u
odgovor na oSteCenja DNA. Nalazi se usidren na proteinu DAXX (engl. death domain
associated protein) i lokaliziran je u jezgri. Prilikom osStecenja DNA, protein DAXX se
degradira §to dovodi do otpustanja RASSF1C iz jezgre u citoplazmu, gdje aktivira JNK signalni
put. U tumorigenezi RASSF1A ima supresorsku ulogu, a RASSF1C djeluje kao protoonkogen
(99).

RASSF1A protein je skelni protein koji stvara proteinske komplekse, tj. nema
enzimatsku funkciju ve¢ svoj bioloski utjecaj ostvaruje kroz interakcije s efektorskim
proteinima. Skelni proteini imaju optimalne koncentracije pri kojima se omjer skelnih proteina
I njihovih efektora podudara, ¢ime se optimizira brzina biokemijskih reakcija. Ukoliko je
koncentracija skelnog proteina iznad ili pak ispod optimuma dolazi do suboptimalnih reakcija
ili ¢ak inhibicije reakcije, §to moze rezultirati razvojem patoloskih stanja poput, u slucaju
RASSF1A, kardiovaskularnih bolesti i tumora (104,105). Opisana je smanjena ekspresija
RASSF1A u tkivu TZST-a (96), a hipermetilacija promotorske regije je opisana kako u tkivu
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TZST-a, tako i u punoj krvi pacijenata ukljucujuci i u cfDNA izolirane iz krvi pacijenata s
TZST (41,43,105,106).

1.10. PRSS21

Gen PRSS21 se nalazi na kromosomu 16p13.3, unutar regije koja je kod brojnih tumora
sklona mutacijama i delecijama. Kodira za protein testisin, serinsku proteazu koja spada u
podgrupu tripsinu-nalik serinskih proteaza uz prostasin, murin i pankreasin. One su
posttranslacijski modificirane s glikozilfosfatidilinozitolskim membranskim sidrom. Pretezito
se nalaze usidrene u plazma membrani, a izlu¢ene se mogu pronaci ukoliko se otpuste sa sidra.
PRSS21 se sastoji od Sest egzona te pet introna. CpG otok gena PRSS21 se sastoji od 50 CpG
dinukleotida koji se protezu od promotorske regije do regije inicijacije transkripcije i regije
inicijacije translacije. Takoder kod gena PRSS21 postoji jos regija s 50 CpG dinukleotida koja
se proteze od egzona | do egzona 111 (107,108).

Testisin je u zdravom testisu eksprimiran u stanicama koje prolaze kroz mejozu. Kako
je u tkivu TZST-a zapazena supresija testisina pretpostavlja se da on posjeduje tumor
supresorski uéinak, iako njegova sama fizioloska uloga jo$ nije u potpunosti razjasnjena (109).
Taj ucinak je potvrden reaktivacijom ekspresije testisina dodavanjem cDNA u stani¢nu kulturu
¢ime se usporava rast stani¢nih linija TZST-a. Istrazivanja su pokazala kako je ekspresija gena
PRSS21 pod epigenetickom kontrolom, to¢nije modifikacija histona i metilacija DNA su se
pokazale glavnim regulatorima ekspresije gena PRSS21. lako, studije su pokazale kako se
glavnina regulacije ekspresije gena PRSS21 odvija mehanizmom metilacije DNA unutar CpG

otoka koji se nalazi u promotorskoj regiji gena (107,110).
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2. HIPOTEZA

Neseminomski tumori zametnih stanica testisa iskazuju povecanje stupnja metilacije
slobodne DNA za gene RASSF1A i PRSS21 u krvi i ejakulatu pacijenata s neseminomskim

tumorima testisa.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

OPCI CILJ:

Utvrditi moguénost promjene obrasca metiliranosti cfDNA promotorskih regija gena
RASSF1A i PRSS21 u ejakulatu i krvi bolesnika kao bioloskog molekularnog biljega

neseminoma testisa.

SPECIFICNI CILJEVI:

1.) Prikupiti 1 usporediti relevantne anamnesticke i ostale klinicke podatke zdravih

dobrovoljaca 1 bolesnika te prikupiti bioloske uzorke.

2.) lzolirati cfDNA iz uzoraka krvi i ejakulata zdravih dobrovoljaca i bolesnika, te

stani¢nu DNA iz tumorskog tkiva bolesnika najboljim uspostavljenim protokolima.

3.) Odrediti i usporediti obrazac i stupanj metiliranosti DNA promotorskih regija gena
RASSF1A i PRSS21 zdravih dobrovoljaca i bolesnika.

4.) Kvantificirati i usporediti ekspresiju gena RASSF1A i PRSS21 na proteinskoj razini
u patohistoloskim preparatima tumorskog tkiva bolesnika u komparaciji s okolnim zdravim

tkivom te korelirati ekspresiju sa statusom metilacije DNA.

5.) Zakljuciti o potencijalu stupnja metiliranosti slobodne DNA u krvi, odnosno

ejakulatu, kao biomarkeru u bolesnika sa neseminomom testisa.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

Tijekom perioda od 2018. do 2021. godine medu pacijentima koji su zbog sumnje na
TZST bili podvrgnuti radikalnoj orhidektomiji u Klinikama za urologiju KBC-a Zagreb i KBC-
a Sestre milosrdnice te kojima je patohistoloSkom dijagnostikom utvrdena dijagnoza NSE
testisa 27 pacijenata je ukljuceno u istrazivanje. Kriterij za uklju¢ivanje u istrazivanje je bila
sumnja na TZST prema klinickom protokolu za procjenu bolesnika, koji ukljucuje ,,nalaz ¢vrste
opipljive mase unutar skrotuma, nalaz ultrazvuka o intratestikularnoj masi s ili bez povisenih
serumskih biljega (AFP, B-HCG, LDH)“. Isklju¢ni kriterij je bila svaka patohistoloska
dijagnoza koja nije ukljucivala NSE testisa. Za potrebe kontrolne skupine u istrazivanje je
ukljuc¢eno 27 muskaraca bez dijagnoze TZST te koji nemaju povijest TZST-a iz opce zdrave

populacije.

Svim sudionicima uklju¢enima u istrazivanje, prije prikupljanja uzoraka, je objaSnjena
svrha istrazivackog rada, tajnost njihovih podataka, namjensko koristenje njihovog genetickog
i bioloSkog materijala te mogucnost svojevoljnog izlaska iz istrazivanja u bilo kojem trenutku.
Svi ukljuceni sudionici su potom potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.
Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom, u sklopu Centra za
reproduktivnu i regenerativnu medicinu ,, Epigenetika tumora zametnih stanica testisa“. Eticka
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Klasa: 643-03-01-18, Broj: 380-59-
10106-18-340/4), KBC-a Zagreb (Klasa: 8.1-18/72-2, Broj: 02/21 AG) i KBC-a Sestre

milosrdnice (Broj:EP-18327/17-3) izdala su dopusnicu za provodenje istrazivanja.

Svim pacijentima su uzeti uzorci krvi i ejakulata prije orhidektomije tj. predoperativni
uzorak krvi i ejakulata te su oznaceni. Zatim u periodu od osam dana do tri mjeseca nakon
orhidektomije i prije moguceg zapocinjanja kemoterapije, tijekom kontrolnog pregleda u
Klinikama za urologiju KBC-a Zagreb i KBC Sestre milosrdnice su uzimani postoperativni
uzorci krvi i ejakulata. Zdravim dobrovoljcima, koji su u istrazivanju sudjelovali unutar okvira

kontrolne skupine, u KBC-u Zagreb i KBC-u Sestre milosrdnice su uzeti uzorci krvi i ejakulata.

Ukupno je za potrebe istrazivanja prikupljeno 81 uzoraka krvi, od kojih 27 uzoraka
zdravih dobrovoljaca, 27 predoperativnih uzoraka pacijenata s dijagnozom NSE testisa te 27

postoperativnih uzoraka tih istih pacijenata. Takoder, za potrebe istrazivanja od istih sudionika
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je prikupljeno 81 uzoraka ejakulata, od kojih 27 uzoraka zdravih dobrovoljaca, 27
predoperativnih uzoraka pacijenata s dijagnozom NSE testisa te 27 postoperativnih uzoraka od

tih istih pacijenata.

Prikupljeni su i klini¢ki podaci o dobi pacijenata, veli¢ini tumora i stadiju bolesti prema
TNM klasifikaciji.

4.2. Metode

4.2.1. Prikupljanje i obrada uzoraka

Uzimanje periferne venske krvi provelo je stru¢no medicinsko osoblje postujuci
nacionalne preporuke za uzorkovanje venske krvi. 12 mL periferne venske krvi prikupljano je
u dvije vakuum epruvete od 6 mL koje su sadrzavale antikoagulans K2EDTA (Vacuette, Greiner
Bio-One GmbH/ Becton Dickinson, NJ, USA). Nakon vadenja, krv je odmah obradena
dvostrukim centrifugiranjem, prvo centrifugiranje na 1.400 x g u trajanju od 10 minuta na
sobnoj temperautima, a zatim drugo centrifugiranje na 4.500 x g u trajanju od 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Dvostruko centrifugiranje je radeno kako bi se dobila nestani¢na krvna
plazma i minimalizirao rizik pucanja krvnih stanica pri obradi te kontaminacija s njihovom

genomskom DNA.

Uzorci ejakulata su prikupljani nakon perioda seksualne apstinencije od tri do pet dana,
masturbacijom u sterilnu ¢aSicu za urin. Uzorci ejakulata su prvo ostavljeni sat vremena na
sobnoj temperaturi kako bi se likveficirali, zatim su obradivani trostrukim centrifugiranjem,
prvo centrifugiranje na 400 x g u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi zatim drugo
centrifugiranje na 12.000 x g u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi i konac¢no trece
centrifugiranje na 20.000 x g u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Trostruko
centrifugiranje je radeno kako bi se dobila nestani¢na sjemena plazma i minimalizirao rizik
pucanja stanica pri obradi te kontaminacija s njihovom genomskom DNA, kao i eliminirali

raspadnuti dijelovi stanica i ostali detritus koji moze smetati tijekom daljnje obrade uzoraka.

Svi uzorci krvne i sjemene plazme pohranjeni su na -80 °C do daljnje obrade.

4.2.2. Prikupljanje i obrada tumorskog tkiva

24



Tkivo NSE testisa dobiveno orhidektomijom obradeno je prema standardnoj histoloskoj
metodi u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb i u Klini¢kom zavodu za
patologiju i citologiju ,,Ljudevit Jurak* KBC-a Sestre Milosrdnice. Obrada ukljucuje 24-satnu
fiksaciju u 10 % puferiranom formalinu, zatim slijedi dehidracija tkiva u etilnom alkoholu
rastucih koncentracija (70 %, 80 %, 96 % i 100 %) u trajanju po 1 sat u svakoj koncentraciji.
Tkivo je zatim stavljeno u ksilol na 30 minuta i onda prebaceno u ¢isti ksilol na 30 minuta te
zatim uklopljeno u teku¢em parafinu na +60 °C. Blokovi su potom hladeni na +4 °C. Nakon
hladenja, parafinski blokovi pacijenata s NSE testisa su priredeni za potrebe daljnjih analiza.
Blokovi pacijenata s NSE testisa su na kliznom mikrotomu narezani kako bi se dobili parafinski
rezovi tkiva debljine 4 um za potrebe histoloskih i imunohistokemijskih metoda i na rezove
tkiva debljine 10 pm za potrebe izolacije genomske DNA koji su zatim fiksirani na silanizirana

predmetna stakalca zagrijavanjem na +37 °C 30 minuta.

Po jedan rez svakog bloka je obojan hemalaun-eozin (HE) metodom. Rezovi su prvo
inkubirani u termostatu na +55 °C kroz 60 minuta, zatim su deparafinirani u ksilolu | kroz 10
minuta i u ksilolu 1l kroz 10 minuta. Rezovi su potom rehidrirani u nizu etilnog alkohola u
sljede¢im uvjetima: 100 % etilni alkohol I kroz 5 minuta, 100 % etilni alkohol 11 kroz 5 minuta,
96 % etilni alkohol | kroz 5 minuta, 96 % etilni alkohol 11 kroz 5 minuta, 70 % etilni alkohol
kroz 5 minuta i na kraju kroz 5 minuta u destiliranoj vodi. Rezovi su zatim inkubirani u
hemalaunu kroz 50 sekundi te su isprani prvo u destiliranoj vodi, zatim u vodovodnoj vodi kroz
5 minuta i potom opet u destiliranoj vodi kroz 5 minuta. Rezovi su potom inkubirani u eozinu
kroz 40 sekundi, nakon Cega su dehidrirani u sljede¢em nizu: 70 % etilni alkohol | kroz 5
sekundi, 70 % etilni alkohol 11 kroz 5 sekundi, 96 % etilni alkohol I kroz 5 sekundi, 96 % etilni
alkohol 11 kroz 5 sekundi, 100 % etilni alkohol | kroz 30 sekundi i 100 % etilni alkohol Il kroz
30 sekundi. Rezovi su potom inkubirani u ksilolu I kroz 30 sekundi, u ksilolu Il kroz 30 sekundi
i zatim u ksilolu 11l kroz 15 minuta nakon ¢ega su uklopljeni u sinteticku smolu (BioMount

DPX Low, BioGnost, Hrvatska) i pokriveni pokrovnicom.

Tako dobivene HE preparati analizirao je klinicki patolog pod svjetlosnim
mikroskopom na povecanju x 100 i X 400, s ciljem analize morfoloske grade tkiva, identifikacije
prisutnih komponenti i oznacivanja NSE tkiva 1 okolnog zdravog tkiva. Okolno zdravo tkivo je

definirano kao sjemeni kanali¢i s odrzanom spermatogenezom.
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4.2.3. Imunohistokemijsko bojenje

Rezovi tkiva testisa pacijenata s NSE na predmetnim stakalcima inkubirani su u
termostatu na +55 °C kroz 60 minuta, zatim su deparafinizirani u ksilolu I kroz 10 minuta i u
ksilolu 11 kroz 10 minuta. Rezovi su potom rehidrirani u nizu etilnog alkohola u sljede¢im
uvjetima: 100 % etilni alkohol I kroz 5 minuta, 100 % etilni alkohol 11 kroz 5 minuta, 96 %
etilni alkohol I kroz 5 minuta, 96 % etilni alkohol Il kroz 5 minuta, 70 % etilni alkohol kroz 5
minuta i na kraju kroz 5 minuta u destiliranoj vodi. Idu¢i korak je bio otkrivanje antigena sto je
postignuto inkubacijom na +99 °C u trajanju od 60 minuta u Tris-EDTA puferu (pH 9, 10 mM
Tris, 1L mM EDTA, 0.05 % Tween 20). Nakon inkubacije uslijedilo je hladenje u trajanju od 30
minuta na sobnoj temperaturi i zatim ispiranje u Tris puferiranoj otopini (TBS; 50 mM Tris,
150 mM NaCl, pH 7.5) u trajanju od 5 minuta. Tkiva su potom opcrtana PAP markerom, kako
bi se otopine predvidene protokolom zadrzale na tkivu. Korak blokiranja je izveden
inkubacijom od 20 minuta na sobnoj temperaturi s 5 % govedim serumskim albuminom (engl.
bovine serum albumin, BSA, Sigma-Aldrich, SAD) kako bi se sprije¢ilo nespecifi¢no vezanje
protutijela. Zatim je BSA uklonjen i naneseno je primarno protutijelo (anti-RASSF1,
HPA040735, Atlas Antibodies; anti-PRSS21, HPA008477, Atlas Antibodies) razrijedeno u
otopini 0.1 % Tween 20, 1 % BSA i 1X TBS u odnosu 1:225 za anti-RASSF1 i 1:100 za anti-
PRSS21. Tkiva s nanesenim primarnim protutijelima su inkubirana na +4 °C preko no¢i. Iduéeg
dana otopine primarnih protutijela s tkiva su isprane u TBS-u pet puta po 5 minuta na mijesalici.
Kako bi se inaktivirale endogene peroksidaze koje mogu stvoriti nespecific¢an signal, na tkiva
je nanesena otopina 3 % H»O, i tkiva su tako inkubirana tijekom 20 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku. Tkiva su zatim isprana tri puta po 5 minuta u otopini TBS-a. Na tkiva je
potom nanesena otopina sekundarnog protutijela (Dako REAL EnVision Detection System,
K5007, Agilent Technologies, Njemacka), $to je inkubirano 60 minuta u termostatu na +37 °C.
Tkiva su potom isprana u TBS-u tri puta po 5 minuta. Kako bi se vizualizirala reakcija antigen-
protutijelo na tkiva je potom nanesena otopina 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorida (DAB,
Dako REAL EnVision Detection System, K5007, Agilent Technologies, Njemacka) u trajanju
od 6 minuta. DAB je potom ispiran s tkiva u destiliranoj vodi 5 minuta. Tkiva su potom obojana
hemalaunom (BioGnost, Hrvatska) u trajanju od 10 sekundi, radi dobivanja kontrastnog
obojenja. Tkiva su potom isprana destiliranom vodom, zatim vodovodnom vodom u trajanju od
8 minuta i zatim destiliranom vodom u trajanju 5 minuta. Slijedila je dehidracija tkiva u

otopinama etilnog alkohola: 70 % etilni alkohol kroz 1 minutu, 96 % etilni alkohol kroz 1
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minutu, 100 % etilni alkohol | kroz 1 minutu, 100 % etilni alkohol Il kroz 2 minute. Zatim su
tkiva inkubirana u ksilolu I kroz 5 minuta i zatim u ksilolu 11 kroz 5 minuta. Tkiva su potom
uklopljena u sinteticku smolu (BioMount DPX Low, BioGnost, Hrvatska) i pokrivena

pokrovnicom.

Pri svakoj izvedbi imunohistokemijskog bojanja koriStene su odgovarajuée pozitivne
kontrole (debelo crijevo za anti-RASSF1 i testis za anti-PRSS21) i negativne kontrole
(karcinom bubrega za anti-RASSFL1 i debelo crijevo za anti-PRSS21).

4.2.4. Morfoloska analiza imunohistokemijske reakcije

Morfoloska analiza imunohistokemijske reakcije na tkivima pacijenata s NSE testisa
provedena je od strane dva nezavisna klinicka patologa koriste¢i svjetlosni mikroskop (Olympus,

Bx51) pod povecanjem x 40 za odredivanje trazenog podrucja i x 400 za samu analizu.

Pozitivnim signalom smatrano je smede obojanje u citoplazmi. Kvantificiran je postotak
imunohistokemijske reakcije (postotak komponente s pozitivnim signalom, 0 % - 100 %) i intenzitet
imunohistokemijske reakcije (0 - nema reakcije, 1 - blaga reakcija, 2 - umjerena reakcija i 3 - snazna
reakcija). Umnoskom postotka i intenziteta reakcije je dobivena H mjera sa skalom od 0 do 300,
koja predstavlja ekspresiju gena na proteinskoj razini. H mjera je izraCunata za sve prisutne

tumorske i netumorske komponente tkiva.

4.2.5. Izolacija gDNA iz parafinskih blokova tkiva

Iz tri prethodno pripremljena reza tkiva pacijenata s NSE testisa debljine 10 um izolirana
je genomska DNA (gDNA). Koristen je protokol razvijen od strane Medunarodne agencije za
istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer) u suradnji s Medicinskim
fakultetom Sveudilista u Zagrebu (111). Rezovi tkiva testisa NSE pacijenata na predmetnim
stakalcima inkubirana su u termostatu na +55 °C, kroz 60 minuta, zatim su deparafinizirani u
ksilolu I kroz 10 minuta i u ksilolu 11 kroz 10 minuta. Rezovi su potom rehidrirani u nizu etilnog
alkohola u sljede¢im uvjetima: 100 % etilni alkohol | kroz 5 minuta, 100 % etilni alkohol I1
kroz 5 minuta, 96 % etilni alkohol | kroz 5 minuta, 96 % etilni alkohol 1l kroz 5 minuta, 70 %
etilni alkohol kroz 5 minuta, destilirana voda kroz 5 minuta i na kraju su prebaceni u TBS u

kojem su inkubirani 72 sata na sobnoj temperaturi.
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Prema HE preparatima na kojima su klinicki patolozi oznacili dijelove tkiva na kojima
je NSE i na kojima je OZD su disecirani OZT i NSE tkivo. Sterilnim skalpelom su tkiva
sastrugana i odvojeno stavljena u plasti¢ne tubice od 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka) u koje je
prethodno stavljeno 500 pulL TES pufera (50 mM Tris-HCI pH8; 100 mM EDTA; 100 mM
NaCl). U tubice je dodano 100 pL proteinaze K i zatim su uzorci stavljeni na termoblok na +56
°C preko no¢i kako bi se izolirala DNA iz tkiva. Zatim je u uzorke dodano 200 uL. 6 M NaCl
kako bi se procistili uzorci od proteina. Uzorci su na termobloku na sobnoj temperaturi treseni
pet minuta i zatim centrifugirani na 13.000 rpm (engl. revolutions per minute) u trajanju od 10
minuta. Dobiveni supernatant je prebacen u novu plasti¢nu tubicu od 1,5 mL u koju je dodan
jednak volumen izopropanola. Uzorci su zatim protreseni na termobloku pri sobnoj temperaturi
u trajanju dvije minute i centrifugirani na 13.000 rpm u trajanju 15 minuta kako bi se istalozio
DNA. PaZljivo je odbacen supernatant te je u tubicu dodan 1 mL 70 % etilnog alkohola sto je
vorteksirano kroz 10 sekundi i zatim centrifugirano na 13.000 rpm u trajanju 15 minuta kako
bi se isprao talog DNA. Supernatant je pazljivo odbacen i otvorene tubice su stavljene na
termoblok na +56 °C kroz 30 minuta kako bi se talog potpuno osusio. U tubice je potom dodano
100 uL TE pufera i zatim su uzorci stavljeni u termoblok na 40 °C u trajanju 60 minuta kako bi
se istalozen DNA u potpunosti otopio. Pomocu spektrofotometra Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific, SAD) je izmjerena koncentracija i Cistoca izoliranog DNA u triplikatu, izrazena kao

prosjecna vrijednost triplikata.

4.2.6. Izolacija i kvantifikacija cfDNA iz krvne i sjemene plazme

Za potrebe izolacije ¢cfDNA iz uzoraka krvne i sjemene plazme koristen je NucleoSnap
cfDNA kit (Macherey-Nagel, Njemacka) po uputama proizvodaca uz modifikaciju da je
koristena duplo veca koli¢ina proteinaze K te da je inkubacija trajala preko noc¢i. Modifikacije

su uvedene tijekom ranije optimizacije protokola radi optimiziranja izolacije cfDNA (51).

Uzorci plazme su prebaceni u plasti¢ne tube od 50 mL (Eppendorf, Njemacka) te je za
svaki mL plazme dodano 30 puL proteinaze K. Uzorak je lagano promijesan i ostavljen na sobnoj
temperaturi 5 minuta. U plasti¢ne tube je zatim za svaki mL plazme dodan jedan mL pufera
VL. Uzorak je zatim vorteksiran kroz 20 sekundi. Uzorci su stavljeni na termoblok na +50 °C
preko noci. U plasti¢ne tube je za svaki mL plazme dodan jedan mL 100 % etilnog alkohola te

su uzorci vorteksirani kroz 10 sekundi. Za vrijeme inkubacije uzoraka na sobnoj temperaturi
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sastavljena je usisna stanica (QlAvac 24 Plus vakuum stanica, Qiagen, Njemacka; VacValves,
Qiagen, Njemacka) te su na nju montirane kolone za prociS¢avanje cfDNA. Na kolone je
naneseno 500 uL column conditioner-a i provuceno pod tlakom, kako bi se ¢cfDNA S§to
uspjesnije vezala za kolone. Dvije minute nakon prolaska column conditioner kroz kolone,
dodani su uzorci iz plasti¢nih tuba na kolone te su provuceni pod tlakom. Na kolone je zatim
prvo dodano 1 mL pufera VW1 i provuceno je pod tlakom, pa onda i 500 puL pufera WB te je
provuceno pod tlakom, oboje kako bi se s kolone uklonile necistoce i ostala vezana samo
cfDNA. Kolone su zatim skinute s usisne stanice i prebacene u kolekcijske tubice i
centrifugirane na 20 000 x g tri minute kako bi zaostala tekucina bila uklonjena s kolone.
Kolone su potom prebacene u nove plasti¢ne tubice od 1,5 mL (Ependorf, Njemacka) te je na
membrane kolona dodano 50 pL pufera za eluciju i inkubirano tri minute na sobnoj temperaturi.
Kolone su potom centrifugirane na 20.000 x g jednu minutu, korak elucije je ponovljen jo$
jednom, pa je krajnji volumen elutirane cfDNA bio 100 pL. Izolirana cfDNA je pohranjena na
-80 °C do daljnjih analiza.

Za kvantifikaciju uzoraka cfDNA koristena je metoda kvantitativne lancane reakcije
polimeraze (engl. Quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR) koriste¢i kit kemikalija
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Njemacka) po uputama proizvodaca

te pocetnice za umnazanje fragmenta repetitivne (ponavljajuce) regije DNA LINE-1.

Reakcijska smjesa je napravljena po tablici 1, a 19 uL je stavljeno u jazZice ploce s 96
jazica (Bio-Rad, Njemacka). Po 1 pL eluirane cfDNA pojedinog uzorka je stavljen u svaku
jazicu, S time da je svaki uzorak analiziran u triplikatu. Uz uzorke je takoder koriSten
komercijalni DNA standard (Promega, SAD), serijski diluiran (150 ng, 15 ng, 1,5 ng, 0,15 ng,
0,015 ng i samo pufer) u TE puferu za potrebe apsolutne kvantifikacije. Dobivene koncentracije

su analizirane u CFX Maestro rac¢unalnom programu (Bio-Rad, Njemacka).
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Tablica 1. Pocetnice za analizu koncentracije cfDNA i uvjeti kvantitativne lancane
reakcije polimeraze. Tablica prikazuje komponente gPCR reakcijske smjese i njene uvjete. F

- forward pocetnica, R - reverse pocetnica.

Volumen
Gen Komponente
P (L)
Supermix 10
F pocetnica 250 05
Line-1 nM
R pocetnica 250
0.5
nM
miliQ voda 8
Ciklusi Temperatura Vrijeme .Broj
ciklusa
Aktivacija polimeraze 98 °C 3 minute 1
Denaturacija 98 °C 10 sekundi
Prljanjarvu‘e/ekst‘enzua + 60 °C 30 sekundi 40
ocCltavanje

4.2.7. Bisulfitna konverzija izolirane gDNA i cfDNA

Za potrebe analize metilacije DNA metodom pirosekvenciranja izolirana gDNA i
cfDNA morala je biti bisulfitno konvertirana, kako bi se nemetilirani citozini pretvorili u uracile
a metilirani citozini ostali nepromijenjeni. KoriSten je EpiTect® Bisulfite Kit (Qiagen,

Njemacka) prema uputama proizvodaca.

U PCR tubice (Isolab, Spanjolska) je dodana voda bez RNaza (engl. RNase free water),
uzorak izolirane DNA i DNA zastitni pufer (engl. DNA protect buffer). Najveca koli¢ina DNA
pojedinog uzorka koja je stavljena u reakciju bisulfitne konverzije bila je 500 ng. Ta koli¢ina
od 500 ng DNA je odabrana sukaldno uputama proizvodac¢a kako bi bili sigurni da je sva DNA
u reakciji bila bisulfitno konvertirana. PRC tubice su zatim vorteksirane, centrifugirane i
stavljene u uredaj C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Njemacka). Reakcija je pokrenuta
prema sljede¢im uvjetima: denaturacija kroz 5 minuta na +95 °C, inkubacija kroz 25 minuta na
+60 °C, denaturacija kroz 5 minuta na +95 °C, inkubacija kroz 85 minuta na +60 °C,
denaturacija kroz 5 minuta na +95 °C, inkubacija kroz 175 minuta na +60 °C te hladenje na
+20 °C do =zapocinjanja prociS¢avanja. Pri zavrSetku reakcije uzorci su vorteksirani i
centrifugirani te prebaceni u nove tubice od 1,5 mL. Uzorcima je potom dodano 310 pL BL

pufera u koji je bila dodana carrier RNA, kako bi poboljsala vezanje DNA na kolone. Uzorcima
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je potom dodano 250 pulL 100 % etilnog alkohola te su vorteksirani kroz 10 sekundi i kratko
centrifugirani. Uzorci su potom prebaceni u kolone umetnute u kolekcijske tubice te
centrifugirani na 20.000 x g kroz jednu minutu. Filtrat je izbacen iz kolekcijskih tubica te je
napravljen korak ¢is¢enja dodavanjem 500 puL pufera BW na kolone, centrifugiranja na 20.000
X g kroz jednu minutu i odbacivanja filtrata. Desulfonacijski pufer BD je zatim dodan u kolone
te je inkubiran na sobnoj temperaturi 15 minuta nakon ¢ega je centrifugirano na 20.000 x g kroz
jednu minutu. Zatim je dvaput napravljen korak ¢iS¢enja dodavanjem 500 uL pufera BW na
kolone, centrifugiranja na 20.000 x g kroz jednu minutu i odbacivanja filtrata. Na kolone je
dodano 250 pL 100 % etilnog alkohola te su kolone centrifugirane na 20.000 x g kroz jednu
minutu i odbacen je filtrat. Kolone su potom prebacene u nove kolekcije tubice i centrifugirane
na 20 000 x g kroz jednu minutu, kako bi zaostala tekucina bila uklonjena s kolone. Kolone su
zatim prebacene u nove tubice od 1,5 mL 1 na njih je dodano 20 puL elucijskog pufera, koji je
ostavljen jednu minutu na sobnoj temperaturi. Potom su uzorci centrifugirani na 15.000 x g
kroz jednu minutu. Eluirani bisulfitno konvertirani uzorci su zatim pohranjeni na -80 °C do

daljnjih analiza.

4.2.8. Pocetnice za PCR i pirosekvenciranje

Pocetnice za umnazanje fragmenata RASSF1A lancanom reakcijom polimeraze (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR) i sekvenciranje metodom pirosekvenciranja pronadene su
pregledom literature, dok su pocetnice za PRSS21 dizajnirane de novo. Sekvence pocetnica,
analizirana regija, broj analiziranth CpG myjesta 1 duZina umnozenog fragmenta prikazane su u

tablici 2.
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Tablica 2. Pocetnice za analizu metilacije DNA gena RASSF1A i PRSS21 u ovoj

studiji. Tablica prikazuje pocetnice i njihove sekvence, analiziranu sekvencu te broj CpG

mjesta. F - forward pocetnica, R - reverse pocetnica, Seq - pocetnica za sekvenciranje.

Gen Pocetnica Sekvenca pocetnice C_pG
mjesta
F 5-AGTTTGGATTTTGGGGGAGG-3'
R biotin-5'-CAACTCAATAAACTCAAACTCCCC-3' 9
Seq 5-GGGTTAGTTTTGTGGTTT-3'
RASSF1A
5'-
Analizirana | YGTTYGGTTYGYGTTTGTTAGYGTTTAAAGTT
sekvenca AGYGAAGTAYGGGTTTAATYGGGTTATGTYG
-3
F 5-GTAGATAAGAAAGGGATTGTG-3'
R 5-CCCAAAAACTATTTAAAACCTCTCAT-3' 3
Seq 5-GGATTGTGGGGTTTA-3'
PRSS21
5-TYGGGTTTGG GTTATATTAA
Analizirana | GAAGTGTGGT TGAAGATTYG TTTTTAGGGG
sekvenca TTGAAAGTTA
GGGYGTTGTT AGGTATGAGA GGTTTTAAA-3'

PCR pocetnice optimizirane su na uzorcima najmanje i najvece koncentracije eluirane

bisulfitno konvertirane DNA uzoraka, za 1 uL eluiranog uzorka po reakciji. Temperatura

vezanja pocetnica optimizirana je gradijentnim PCR-om u rasponu temperatura od +56 °C do

+65 °C 1 vizualizacijom PCR produkta gel elektroforezom. 5 pL optimizacijskog uzorka

razli¢itih temperatura prianjanja i DNA standard (SimplyLoadTM 100 pb DNA Ladder, Lonza,

Svicarska) naneseni su na 2 %-tni agarozni gel s dodatkom otopine boje za vezanje na DNA
(GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain, Lonza, Svicarska) u 1 x TAE puferu (Tris-acetat-EDTA),

pod naponom od 80 V u trajanju od 10 minuta i zatim od 120 V u trajanju od 30 minuta. Pri

zavrSetku gel-elektroforeze, vizualiziran je gel na UV transiluminatoru i usporedena je veli¢ina

dobivenih fragmenata s DNA standardom, kao i intenzitet fragmenata. Optimizirani uvjeti PCR

reakcija prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Optimizirani uvjeti PCR reakcija za amplificiranje fragmenata gena
RASSF1A i PRSS21 za analizu metilacije DNA metodom pirosekvenciranja. Tablica
prikazuje komponente s odgovaraju¢im volumenima te temperaturu prianjanja i broj ciklusa

same PCR reakcije.

Gen Komponente Volumen Temperatura .Broj
(uL) prianjanja ( °C) | ciklusa
Master Mix 12,5
CoralLoad 2,5
MgCI2 1
F pocetnica 10 05
RASSF1A uM : +65 50
R pocetnica 10
p M 0,5
Uzorak DNA 1
miliQ voda 7
Master Mix 12,5
CoralLoad 2,5
F pocetnica 10 05
PRSS21 M +56 50
R pocetnica 10 05
uM ’
Uzorak DNA 1
miliQ voda 8
4.2.9. PCR (Ian¢ana reakcija polimerazom)

Bisulfitno konvertiranim uzorcima DNA PCR reakcijom umnoZeni su fragmenti
RASSF1A i PRSS21. Za PCR reakcije koristen je kit kemikalija PyroMark® PCR kit (Qiagen,
Njemacka), prema uputama proizvodaca i sukladno prethodno navedenim optimiziranim
protokolima. DNA komercijalnih bisulfitno konvertiranih potpuno metiliranih i nemetiliranih
kontrola (EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen, Njemacka) je takoder umnozena PCR

reakcijama, za potrebe kontrole kvalitete pirosekvenciranja.

Za potrebe PCR reakcija koriSten je uredaj C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad,
Njemacka). Svi uzorci pri zavrsetku PCR reakcije i prije analize pirosekvenciranjem pohranjeni

su na +4 °C maksimalno do 5 dana.
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4.2.10.  Pirosekvenciranje

Za potrebe analize metilacije gDNA i cfDNA pirosekvenciranjem, koristen je uredaj
Pyromark Q24 Advanced (Qiagen, Njemacka), racunalni program PyroMark Q24 Advanced
Software (Qiagen, Njemacka) i kemikalije PyroMark Q24 Advanced CpG Reagents (Qiagen,

Njemacka) sukladno uputama proizvodaca.

Koriste¢i PyroMark Q24 Advanced Software i prema sekvencama za analizu,
konstruirani su eseji za pirosekvenciranje gena RASSF1A i PRSS21, koji odreduju redoslijed

dispenzacije nukleotida unutar reakcije pirosekvenciranja.

Sukladno uputama proizvodaca, svi uredaji potrebni za pirosekvenciranje su upaljeni 30
minuta prije pocetka rada, dok su kemikalije inkubirane kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi
prije pocetka rada. Radna postaja PyroMark® Q24 Vacuum Workstation je pripremljena,
napunjene su posudice 70 %-tnim etilnim alkoholom, destiliranom vodom te proizvodacevom
denaturacijskom otopinom (engl. denaturation buffer) i puferom za ispiranje (engl. wash
buffer). Pripremljena je otopina za vezanje DNA, koja sadrzi streptavidinom obloZene
sefarozne kuglice (Streptavidin Sepharose® High Performance, GE Healthcare, Svedska) te
reakcijska smjesa za pirosekvenciranje (Tablica 4).

Tablica 4. Komponente i volumeni otopine za vezanje biotiniliranog PCR produkta

na sefarozne kuglice te reakcijske smjese za pirosekvenciranje.

. Volumen
Smjesa Komponente
. P (L)
Sefarozne kuglice 1
. . Pufer za vezanje 40
Otopina za vezanje DNA miliQ voda 19
PCR produkt 20
Reakcijska smjesa za Pufer %a pruanjanje 19,25
pirosekvenciranje pocetnice za 0,75
sekvenciranje

60 pL otopine za vezanje DNA dodano je u jazice PCR ploce s 24 jazice (Eppendorf,
Njemacka), zatim je dodano 20 pL. PCR produkta. PCR plo¢a je potom zatvorena
samoljepljivom folijom i stavljena na treskalicu na 1.400 rpm kroz 10 minuta na sobnoj

temperaturi, kako bi se omogucilo vezanje PCR produkata na sefarozne kuglice. Zatim je prema
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uputama proizvodaca pripremljen spremnik za pirosekvenciranje (PyroMark® Q24 Cartridge,
Qiagen, Njemacka) dodavanjem otopina enzima (DNA polimeraze, ATP sulfurilaze, luciferaze
i apiraze), supstrata (adenozin 5' fosfosulfat i luciferin) i nukleotida, s volumenima prema ranije
spomenutim esejima. Jazicama PyroMark Q24 ploce je dodano 20 uL reakcijske smjese za
pirosekvenciranje. DovrSetkom treSnje PCR plo¢e s PCR produktom prebacena je na radnu
postaju te su pomocéu sonda pod tlakom provuceni uzorci tijekom 30 sekundi. Sonde na
vrskovima sadrze filtere koji onemogucavaju prolazak sefaroznih kuglica a vakuum ih drzi na
sondama, $to omogucava procis¢avanje PCR produkta provlacenjem kroz zadani niz: 70 %
etilni alkohol kroz 5 sekundi (ispiranje nevezanih DNA koje nisu biotinilirani), denaturacijski
pufer kroz 5 sekundi (razdvajanje lanaca DNA, samo biotinilirani lanac ostaje vezan za
sefaroznu kuglicu) pufer za ispiranje kroz 10 sekundi te drzanje sondi u okomitom polozaju
kroz 5 sekundi kako bi se rijesila zaostala tekuc¢ina u sondama. Nakon zavr$etka niza, sonde su
pozicionirane iznad ploc¢e za pirosekvenciranje te je ugaSen vakuum, Sto je omogudéilo da
laganim treskanjem PCR produkt vezan za sefarozne kuglice padne u pripadajuce jazice. Ploca
za pirosekvenciranje je grijana na +80 °C u trajanju od 5 minuta te je nakon toga prebacena u

pirosekvencer gdje je pokrenuta reakcija.

4.2.11.  Analiza podataka dobivenih pirosekvenciranjem

Pri zavrSetku pirosekvenciranja u racunalnom programu PyroMark Q24 Advanced
Software (Qiagen, Njemacka) su analizirani dobiveni pirogrami. Svi uzorci s intenzitetom
svjetlosnog signala ve¢im od 150 RLU (engl. relative light units) su odabrani kao vazeéi. Za
svako CpG mjesto je dobiven postotak metilacije DNA. Rezultati pirosekvenciranja su

eksportirani u Microsoft Excel (Microsoft, SAD) za daljnju statisticku obradu.

4.2.12. Statisticka obrada podataka

D'Agostino-Pearson-ov test normalnosti je koristen kako bi se provjerila distribucija
rezultata. Kako su rezultati ispali neparametrijski, za daljnje statisticke obrade koristene su

neparametrijske metode.
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Mann-Whitney test (engl. Mann Whitney U test) i Kruskal-Wallis-ov test s Dunn-ovim
testom visestrukih usporedbi (engl. Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple comparisons test)
su koriSteni za statisticku obradu morfometrijske analize imunohistokemijskog bojanja.

Rezultati su smatrani statisticki znacajnima kada je p < 0,05.

Mann-Whitney test i Kruskal-Wallis-ov test s Dunn-ovim testom visestrukih usporedbi
su koriSteni za statistiCku obradu skupina s neuparenim uzorcima, dok je Wilcoxon-ov test
uparenih rangova (engl. Wilcoxon matched-pairs signed rank test) koristen za obradu skupina

s uparenim uzorcima. Rezultati su smatrani statisticki znac¢ajnima kada je p < 0,05.

Sperman-ov neparametrijski koeficijent korelacije (engl. Spearman’s rank correlation
coefficient) je koriSten za izra¢un korelacija. Rezultati su smatrani statisticki znacajnima kada

je p<0,05.

Osjetljivost 1 specificnost su analizirane krivuljom operativnih karakteristika (engl.

receiver operating characteristic curve, ROC).
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5. REZULTATI

5.1. Pacijenti i dobrovoljci

Srednja dob pacijenata s NSE testisa je bila 30 (raspon 19 - 42) godina, dok je srednja
dob zdravih dobrovoljaca (ZD) bila 26 (raspon 21 - 33) godina. Dobi su prikazane u tablici 4.
Prema TNM Klasifikaciji, u 13 od 27 (48 %) pacijenata je stadij dijagnosticiran kao TINxXMX,
u 10 od 27 (37 %) pacijenata je stadij dijagnosticiran kao T2NxMx i 4 od 27 (15 %) pacijenata
je stadij dijagnosticiran kao T3NXMX.

Od 27 pacijenata s NSE testisa 18 (67 %) ih je imalo tumor na lijevom testisu, dok je
preostalih 9 (33 %) pacijenata imalo tumor na desnom testisu. Prosje¢na veli¢ina tumora je bila

promjera 2.9 (raspon 1 - 7) cm (Tablica 5).

Od 27 pacijenata s NSE sedam ih je imalo ¢istu formu EK, dva su imala ¢istu formu TE
dok ih je kod 18 bio prisutan MTZST. Kod 18 pacijenata s dijagnozom MTZST utvrdeno je 13
komponenti EK, 10 komponenti TE, 7 komponenti TZV te 12 komponenti SE (Tablica 5).

Tablica 5. Klinickopatoloski podaci pacijenata ukljucenih u studiju.

5.2. Ekspresija gena RASSF1A i PRSS21 na proteinskoj razini u tkivu

Klini¢kopatoloski parametri NSE(np:aZC7lj)entl Zd rav;r(]jzozb;’)ovolju
Prosje¢na dob, godine 30 (19-42) 26 (21-33)
(raspon)
TNM Kklasifikacija
TINXMx 13
T2NxXMx 10
T3NxMx 4
Karakteristike tumora
Desni testis 9
Lijevi testis 18
Prosjecna veliCina, cm 2.9 (1-7)
(raspon)
Dijagnoza
EK 7
TE 2
MTZST 18




5.2.1. Ekspresija gena RASSF1A

Analiza imunohistokemijske reakcije u komponentama NSE i OZT je prikazana

koriste¢i H mjeru.

Ekspresija gena RASSF1A na proteinskoj razini smanjena je u komponentama TZST u
odnosu na OZT. Najmanje smanjenje ekspresije je pokazano kod komponenti TE i SE, a
najvece i statisti¢ki znacajno kod komponenti EK i TZV (Slika 4). Statisti¢ki znac¢ajne razlike

su prikazane u tablici 6.

RASSF1A
300~
E 200
-
N
o
T
100
T
0 1 | 1

1 1 1 |
OZT T2ST EK TE TZV SE

Slika 4. Ekspresija gena RASSF1A na razini proteina u tkivu pacijenata s
neseminomom testisa te okolnom zdravom tkivu, prikazana H mjerom. Rezultati su
prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednoscu.
OZT - tkivo testisa s ocuvanom spermatogenezom, TZST - tumor zametnih stanica testisa, EK
- komponenta embrionalnog karcinoma, TE - komponenta teratoma, TZV - komponenta tumora

Zzumanjcane vrece, SE - komponenta seminoma.
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Tablica 6. Statisticka analiza ekspresije gena RASSF1A na razini proteina. Tablica

prikazuje tip testa koji je koriSten, usporedivane grupe te statisticku znacajnost. Statisticki

znacajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (** oznacCava p-vrijednost < 0,01, *** oznacava

p-vrijednost < 0,001, **** oznacava p-vrijednost < 0,0001). OZT - tkivo testisa s oCuvanom

spermatogenezom, TZST - tumor zametnih stanica testisa, EK - komponenta embrionalnog

karcinoma, TZV - komponenta tumora Zumanj¢ane vrece.

Wilcoxon-ov test uparenih rangova

P vrijednost

OZT vs. TZST

**

Dunn-ov test visestrukih usporedbi

P vrijednost

EK vs. OZT

*kkk

TZV vs. OZT

**k*

5.2.2. Ekspresija gena PRSS21

Ekspresija gena PRSS21 na proteinskoj razini je statisticki znac¢ajno smanjena kod svih

komponenta TZST-a naspram OZT (Slika 5). Statisticki zna¢ajne razlike su prikazane u tablici

7.

39



PRSS21

300
—

200+

H rezultat

100 =

I+ L

1 || 1 |
OZT T2ST EK TE TZV SE

Slika 5. Ekspresija gena PRSS21 na razini proteina u tkivu pacijenata s
neseminomom testisa te okolnom zdravom tkivu, prikazana H mjerom. Rezultati su
prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednos¢u.
OZT - tkivo testisa s oCuvanom spermatogenezom, TZST - tumor zametnih stanica testisa, EK
- komponenta embrionalnog karcinoma, TE - komponenta teratoma, TZV - komponenta tumora

Zumanjcane vrée, SE - komponenta seminoma.
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Tablica 7. Statisticka analiza ekspresije gena PRSS21 na razini proteina. Tablica
prikazuje tip testa koji je koriSten, usporedivane grupe te statisticku znacajnost. Statisticki
znaCajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (*** oznaCava p-vrijednost < 0,001, ****
oznacava p-vrijednost < 0,0001). OZT - tkivo testisa s oCuvanom spermatogenezom, TZST -
tumor zametnih stanica testisa, EK - komponenta embrionalnog karcinoma, TE - komponenta

teratoma, TZV - komponenta tumora zumanj¢ane vrece, SE - komponenta seminoma.

Wilcoxon-ov test uparenih rangova . P
vrijednost
OZT vs. TZST falalaie
Dunn-ov test viSestrukih usporedbi . P
vrijednost
EK vs. OZT Fkkk
TE vs. OZT kel
TZV vs. OZT faialale
SE vs. OZT Fkkk

5.3. Metilacija gDNA promotorske regije gena RASSF1A i PRSS21 u

tkivu

5.3.1. Metilacija gDNA gena RASSF1A

Rezultati analize metilacije gDNA gena RASSF1A prikazani su kao postotak metilacije
po pojedina¢nom analiziranom CpG mjestu te kao prosjecan postotak metilacije promotorske
regije.

Metilacija gDNA promotorske regije gena RASSF1A je bila statisticki znacajno
hipermetilirana u tkivu TZST-a naspram OZT na razini prosje¢ne metilacije te CpG myjesta 1,
2 i 3 (Slika 6 A). Tkivo ¢iste komponente EK je bilo statisticki znacajno hipermetilirano na
CpG mijestu 2 naspram OZT, dok je tkivo MTZST-a bilo statisticki znacajno hipermetilirano
naspram OZT na CpG mjestu 9 (Slika 6 B). Sve statisticki znacajne razlike su prikazane u
tablici 8.
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Slika 6. Postotak prosjecne i pojedinac¢ne metilacije po analiziranim CpG mjestima
gDNA gena RASSF1A u tumorskom tkivu pacijenata s neseminomom testisa te okolnom
zdravom tkivu. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i
maksimalnom vrijednoséu. A - Status metilacije gDNA promotorske regije gena RASSF1A u
okolnom tkivu i tkivu TZST. B - Status metilacije gDNA promotorske regije gena RASSF1A u
tkivu Cistog EK, TE i MTZST. OZT - okolno zdravo tkivo, TZST - tumor zametnih stanica

testisa, EK - embrionalni karcinom, TE - teratom, MTZST - mijeSani tumor zametnih stanica

testisa.
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Tablica 8. Statisticka analiza metilacije gDNA gena RASSF1A u tkivu pacijenata s

NSE testisa. Tablica prikazuje tip testa koji je koristen, usporedivane grupe te statisticku

znacajnost. StatistiCki znacajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (* oznacava p-vrijednost

<0,05, ** oznacava p-vrijednost <0,01, *** oznacava p-vrijednost <0,001). OZT - tkivo testisa

s oCuvanom spermatogenezom, TZST-a - tumor zametnih stanica testisa, EK - komponenta

embrionalnog karcinoma, MTZST - mijeSani tumor zametnih stanica testisa.

C_pG Wilcoxon-ov test uparenih rangova . P
mjesto vrijednost
CpG1 TZST vs. OZT *
CpG2 TZST vs. OZT *
CpG3 TZST vs. OZT *x
CpG9 TZST vs. OZT kel
AVG TZST vs. OZT *

CpG Dunn-ov test viSestrukih usporedbi P
mjesto vrijednost
CpG2 OZT vs. EK *
CpG3 OZT vs. TZST

OZT vs. TZST
CpG9 OZT vs. MTZST
5.3.2. Metilacija gDNA gena PRSS21

Rezultati analize metilacije gDNA gena PRSS21 prikazani su kao postotak metilacije

po pojedina¢nom analiziranom CpG myjestu te kao prosjecan postotak metilacije promotorske

regije.

Metilacije gDNA promotorske regije PRSS21 u tkivu TZST-a je bila istovjetna
metilaciji DNA OZT (Slika 7 A). Ciste komponente i MTZST su takoder imale jednaku stopu
metilacije DNA poput OZT (Slika 7 B).
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Slika 7. Postotak prosje¢ne i pojedina¢ne metilacije po analiziranim CpG mjestima
gDNA gena PRSS21 u tumorskom tkivu pacijenata s neseminomom testisa te okolnom
zdravom tkivu. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i
maksimalnom vrijedno$¢u. A - Status metilacije gDNA promotorske regije gena PRSS21 u
okolnom tkivu i tkivu TZST. B - Status metilacije gDNA promotorske regije gena PRSS21 u
tkivu Cistog EK, TE i MTZST. OZT - okolno zdravo tkivo, TZST - tumor zametnih stanica

testisa, EK - embrionalni karcinom, TE - teratom, MTZST - mijeSani tumor zametnih stanica

testisa.

5.4. Korelacija metilacije gDNA promotorske regije gena RASSF1A i

PRSS21 u tkivu s ekspresijom na proteinskoj razini
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Koeficijent korelacije metilacije gDNA promotorskih regija gena RASSF1A i PRSS21 s
ekspresijom gena RASSF1A i PRSS21 na proteinskoj razini je dobiven Spearman-ovim testom.
Negativan trend korelacije metilacije gDNA i ekspresije gena je uocen ali nijedan odnos nije
bio statisti¢ki znacajan (p>005) (Slika 8).

Odnosi su prikazani matricom korelacija, u kuc¢icama je broj trenda korelacije a skala
boje prikazuje pozitivan trend (plave boje), negativan trend (crvene boje) ili odsustvo korelacije
(bijela boja). Kako je medu uklju¢enim pacijentima samo dvoje bilo s ¢istim formama TE nije

bilo moguce racunati korelacije za njih te su prikazane kao bijele prekrizene kucice u matrici.
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Slika 8. Korelacija statusa metilacije gDNA promotorske regije gena RASSF1A i
PRSS21 s ekspresijom gena RASSF1A i PRSS21 na proteinskoj razini u tkivu TZST-a i
okolnom zdravom tkivu. TZST - tumor zametnih stanica testisa, EK - embrionalni karcinom,

TE -teratom, OZT - tkivo testisa s ouvanom spermatogenezom.

5.5. Analiza metilacije cfDNA promotorske regije gena RASSF1A u

tekucinskim biopsijama

Rezultati analize metilacije cfDNA gena RASSF1A prikazani su kao postotak metilacije

po pojedinacnom analiziranom CpG mjestu te kao prosje¢an postotak metilacije promotorske
regije.
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Uzorci cfDNA izolirani iz krvi pacijenata s NSE predoperativno su pokazali statisticki
znacajnu hipermetiliranost kod CpG mjesta 4, 5 i 7 (Slika 9 A). Pacijenti s MTZST-a su kod
predoperativnih uzoraka pokazali statisticki zna¢ajnu hipermetiliranost kod CpG mjesta 4
(Slika 9 B). Uzorci cfDNA pacijenata s NSE postoperativno i pacijenata s MTZST-a
postoperativno su pokazali statisticki znacajnu hipermetiliranost naspram zdravih kontrola kod
CpG mjesta 2, 4, 51 6 kao i kod prosjecne razine metilacije gena RASSF1A (Slika 9 C). Nije
detektirana razlika izmedu predoperativnih i postoperativnih uzoraka. Sve statisticki znac¢ajne

razlike su prikazane u tablici 9.

Najveca osjetljivost 1 specifi¢nost metilacije cfDNA gena RASSF1A za razlikovanje
pacijenata od ZD je izmjerena kod CpG-a 4 i to 59 % osjetljivost i 81 % specificnost. Podtip s
najve¢om osjetljivosti su MTZST s 61 % osjetljivosti i 81 % specificnosti kod CpG-a 4.
Osjetljivost i specifi¢nost predoperativnih uzoraka naspram zdravih kontrola prikazane su u
tablici 10.
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Slika 9. Postotak prosjecne i pojedinac¢ne metilacije po analiziranim CpG mjestima
gena RASSF1A u cfDNA iz krvi pacijenata s neseminomom testisa iz krvi zdravih
dobrovoljaca. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i
maksimalnom vrijednoscu. A - Status metilacije cfDNA promotorske regije gena RASSF1A iz
uzoraka krvi zdravih dobrovoljaca te predoperativnih i postoperativnih uzoraka pacijenata. B -

Status metilacije cfDNA promotorske regije gena RASSF1A iz predoperativnih uzoraka krvi
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pacijenata s NSE. C - Status metilacije cfDNA promotorske regije gena RASSF1A iz
postoperativnih uzoraka krvi pacijenata s NSE. ZD - zdravi dobrovoljci, PRE-OP -
predoperativni uzorci pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni uzorci pacijenata s NSE,
PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, PRE-TE -
predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-MTZST - predoperativni uzorci pacijenata
s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa, POST-EK - postoperativni uzorci pacijenata s
embrionalnim karcinomom, POST-TE - postoperativni uzorci pacijenata s teratomom, POST-

MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa.

Tablica 9. Statisticka analiza metilacije cfDNA gena RASSF1A iz Krvi pacijenata s
NSE testisa. Tablica prikazuje tip testa koji je koriSten, usporedivane grupe te statisticku
znacajnost. Statisticki znacajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (* oznacava p-vrijednost
< 0,05, ** oznaCava p-vrijednost < 0,01, *** oznaCava p-vrijednost < 0,001). ZD - zdravi
dobrovoljci, PRE-OP - predoperativni uzorci pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni
uzorci pacijenata s NSE, PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim
karcinomom, PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-MTZST -
predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa, POST-EK -
postoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, POST-TE - postoperativni
uzorci pacijenata s teratomom, POST-MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim

tumorom zametnih stanica testisa.

CpG Dunn-ov test viSestrukih P
mjesto usporedbi vrijednost
ZD vs. POST *
CpG2 ZD vs. POST-MTZST *
ZD vs. PRE *
ZD vs. PRE-MTZST *
CpG4 ZD vs. POST *
ZD vs. POST-MTZST *
ZD vs. PRE
CpG5 ZD vs. POST **
ZD vs. POST-MTZST **
ZD vs. POST falale
CpGo ZD vs. POST-MTZST =
CpG7 ZD vs. PRE *
ZD vs. POST kel
AVG ZD vs. POST-MTZST **
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Tablica 10. Osjetljivost i specificnost metilacije cfDNA gena RASSF1A iz krvi kod

pacijenata s NSE testisa. Tablica prikazuje specifi¢nost i osjetljivost po analiziranom CpG

mjestu te za srednju vrijednost analiziranog fragmenta. ZD - zdravi dobrovoljci, PRE-OP -

predoperativni uzorci pacijenata s NSE, PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s

embrionalnim karcinomom, PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-

MTZST - predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa.

CpG . Osjetljivost | Specificnost | PovrSina pod
miesto ROC analiza Prag (%) (%) krivuljom
>
PRE vs. ZD 2 860 59.26 81.48 0.7373
PRE-EK vs. ZD > 57.14 81.48 0.6376
2.860
CpG4 >
PRE-TE vs. ZD 5 985 50 81.48 0.7963
>
PRE-MTZST vs. ZD 5910 61.11 81.48 0.7695
>
PRE vs. ZD 3415 48.15 81.48 0.7346
PRE-EK vs. ZD > 57.14 81.48 0.7302
3.415
CpG5 N
PRE-TE vs. ZD 3755 50 81.48 0.8704
>
PRE-MTZST vs. ZD 3.480 44.44 81.48 0.7212
>
PRE vs. ZD 3010 29.63 81.48 0.7174
PRE-EK vs. ZD > 28.57 81.48 0.7011
3.010
CpG7 N
PRE-TE vs. ZD 3010 50 81.48 0.8333
>
PRE-MTZST vs. ZD 3.010 27.78 81.48 0.7109

Uzorci cfDNA izolirani iz ejakulata pacijenata s NSE predoperativno su imali jednaku

stopu metilacije kao uzorci zdravih kontrola (Slika 10 A). Postoperativni uzorci pacijenata s

EK pokazali su hipermetilaciju u odnosu na zdrave kontrole na CpG mjestima 4, 5, 6, 81 9 te

na prosjecnoj metilaciji cfDNA, dok su postoperativni uzorci MTZST-a pokazali

hipermetilaciju na CpG mjestima 4, 5, 6 i 9 te na prosje¢noj metilaciji cfDNA (Slika 10 C).

Postoperativni uzorci EK su pokazali hipermetilaciju u odnosu na predoperativne uzorke EK

na CpG mjestima 2, 519 (Slika 10 B). Sve statisticki znacajne razlike prikazane su u tablici 11.
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Slika 10. Postotak prosjetne i pojedinacne metilacije po analiziranim CpG
mjestima gena RASSF1A u cfDNA iz ejakulata pacijenata s neseminomom testisa te iz
ejakulata zdravih dobrovoljaca. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom
te minimalnom i maksimalnom vrijednos$¢u. A - Status metilacije cfDNA promotorske regije

gena RASSF1A iz uzoraka ejakulata zdravih dobrovoljaca te predoperativnih i postoperativnih

50



uzoraka pacijenata. B - Status metilacije cfDNA promotorske regije gena RASSFI1A iz
predoperativnih uzoraka ejakulata pacijenata s NSE. C - Status metilacije cfDNA promotorske
regije gena RASSF1A iz postoperativnih uzoraka ejakulata pacijenata s NSE. ZD - zdravi
dobrovoljci, PRE-OP - predoperativni uzorci pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni
uzorci pacijenata s NSE, PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim
karcinomom, PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-MTZST -
predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa, POST-EK -
postoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, POST-TE - postoperativni
uzorci pacijenata s teratomom, POST-MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim

tumorom zametnih stanica testisa.
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Tablica 11. Statisticka analiza metilacije ¢fDNA gena RASSFI1A iz ejakulata

pacijenata s NSE testisa. Tablica prikazuje tip testa koji je koristen, usporedivane grupe te

statisticku znacajnost. Statisticki znacajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (* oznacava p-

vrijednost < 0,05, ** oznafava p-vrijednost < 0,01). ZD - zdravi dobrovoljci, PRE-OP -

predoperativni uzorci pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni uzorci pacijenata s NSE,

PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, PRE-TE -

predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-MTZST - predoperativni uzorci pacijenata

s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa, POST-EK - postoperativni uzorci pacijenata s

embrionalnim karcinomom, POST-TE - postoperativni uzorci pacijenata s teratomom, POST-

MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa.

C_pG Dunn-ov test visestrukih usporedbi . P
mjesto vrijednost

ZD vs. POST-EK *
cpea POST-EK vs. POST-MTZST *
ZD vs. POST-EK *
PG POST-EK vs. POST-MTZST *
- *

CpG6 ZD vs. POST-EK
POST-EK vs. POST-MTZST *x
CpG8 ZD vs. POST-EK *
- *

CpGo ZD vs. POST-EK
POST-EK vs. POST-MTZST *
- *

AVG ZD vs. POST-EK
POST-EK vs. POST-MTZST *
CpG Wilcoxon-ov test uparenih rangova P

mjesto vrijednost

CpG2 POST-EK vs PRE-EK *
CpG5 POST-EK vs PRE-EK *
CpG9 POST-EK vs PRE-EK *

5.6. Analiza metilacije cfDNA promotorske regije gena PRSS21 u

tekuéinskim biopsijama

Rezultati analize metilacije cfDNA gena PRSS21 prikazani su kao postotak metilacije

po pojedinacnom analiziranom CpG mjestu te kao prosjec¢an postotak metilacije promotorske

regije. 1zolirana cfDNA iz uzoraka krvi i ejakulata je odvojeno analizirana.
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Uzorci cfDNA izolirani iz krvi pacijenata s NSE predoperativno pokazali su jednaku
stopu metilacije kao uzorci zdravih kontrola (Slika 11 A). Postoperativni uzorci pacijenata s
NSE nisu pokazali razliku u stopi metilacije u odnosu na predoperativne uzorke ili u odnosu na

zdrave kontrole (Slika 11 B, Slika 11 C)).
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Slika 11. Postotak prosjecne i pojedinacne metilacije po analiziranim CpG
mjestima gena PRSS21 u cfDNA iz krvi pacijenata s neseminomom testisa te iz Krvi
zdravih dobrovoljaca. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te
minimalnom i maksimalnom vrijedno§¢u. A - Status metilacije cfFDNA promotorske regije gena
PRSS21 iz uzoraka krvi zdravih dobrovoljaca te predoperativnih i postoperativnih uzoraka
pacijenata. B - Status metilacije cfDNA promotorske regije gena PRSS21 iz predoperativnih
uzoraka krvi pacijenata s NSE. C - Status metilacije cfDNA promotorske regije gena PRSS21
iz postoperativnih uzoraka krvi pacijenata s NSE. ZD - zdravi dobrovoljci, PRE-OP -
predoperativni uzorci pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni uzorci pacijenata s NSE,
PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, PRE-TE -
predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-MTZST - predoperativni uzorci pacijenata
s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa, POST-EK - postoperativni uzorci pacijenata s
embrionalnim karcinomom, POST-TE - postoperativni uzorci pacijenata s teratomom, POST-

MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa.

Uzorci cfDNA izolirani iz ejakulata pacijenata s NSE predoperativno pokazali su
statisti¢ki znacajnu hipermetilaciju u odnosu na zdrave kontrole kod CpG mjesta 1, 2 i 3 te na
razini prosje¢ne metilacije cfDNA (Slika 12 A). Ciste komponente EK i TE te pacijenti s
MTZST-a su predoperativno pokazali statisticki znacajnu hipermetilaciju u odnosu na zdrave

kontrole kod CpG mjesta 1, 2 i 3 te na razini prosje¢ne metilacije cfDNA (Slika 12 B).

Uzorci cfDNA izolirani iz ejakulata pacijenata s NSE postoperativno su pokazali
statisti¢ki znacajnu hipermetilaciju u odnosu na zdrave kontrole kod CpG mjesta 1, 2 i 3 te na
razini prosje¢ne metilacije cfDNA (Slika 12 C). Ciste komponente EK i TE te pacijenti s
MTZST-a su postoperativno pokazali statisti¢ki znac¢ajnu hipermetilaciju u odnosu na zdrave

kontrole kod CpG myjesta 1, 2 1 3 te na razini prosjecne metilacije cfDNA.

Predoperativni i postoperativni uzorci cfDNA pacijenata s NSE izoliranih iz ejakulata
nisu pokazali razliku u stopi metilacije cfDNA medusobno. Sve statisticki znacajne razlike

prikazane su u tablici 12.

Najveca osjetljivost i specificnost metilacije cfDNA gena PRSS21 za razlikovanje
pacijenata od ZD je izmjerena kod CpG-a 1 i to 100 % osjetljivost i 96 % specifi¢nost. Podtip
s najvecom osjetljivosti su EK 1 MTZST s 100 % osjetljivosti i 96 % specifi¢nosti kod CpG-a

1. Dobivene osjetljivosti 1 specificnosti prikazane su u tablici 13.
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Slika 12. Postotak prosjetne i pojedinacne metilacije po analiziranim CpG
mjestima gena PRSS21 u cfDNA iz ejakulata pacijenata s neseminomom testisa te iz
ejakulata zdravih dobrovoljaca. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom
te minimalnom i maksimalnom vrijedno$¢u. A - Status metilacije cfDNA promotorske regije

gena PRSS21 iz uzoraka ejakulata zdravih dobrovoljaca te predoperativnih i postoperativnih
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uzoraka pacijenata. B - Status metilacije cfDNA promotorske regije gena PRSS21 iz
predoperativnih uzoraka ejakulata pacijenata s NSE. C - Status metilacije cfDNA promotorske
regije gena PRSS21 iz postoperativnih uzoraka ejakulata pacijenata s NSE. ZD - zdravi
dobrovoljci, PRE-OP - predoperativni uzorci pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni
uzorci pacijenata s NSE, PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim
karcinomom, PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-MTZST -
predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa, POST-EK -
postoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, POST-TE - postoperativni
uzorci pacijenata s teratomom, POST-MTZST - postoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim

tumorom zametnih stanica testisa.
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Tablica 12. Statisticka analiza metilacije ¢cfDNA gena PRSS21 iz ejakulata

pacijenata s NSE testisa. Tablica prikazuje tip testa koji je koristen, usporedivane grupe te

statisticku znacajnost. Statisticki znaCajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (* oznacava p-

vrijednost < 0,05, ** oznacCava p-vrijednost < 0,01, *** oznacava p-vrijednost < 0,001, ****

oznacava p-vrijednost < 0,0001). ZD - zdravi dobrovoljci, PRE-OP - predoperativni uzorci

pacijenata s NSE, POST-OP - postoperativni uzorci pacijenata s NSE, PRE-EK - predoperativni

uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom, PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s

teratomom, PRE-MTZST - predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih

stanica testisa, POST-EK - postoperativni uzorci pacijenata s embrionalnim karcinomom,

POST-TE - postoperativni uzorci pacijenata s teratomom, POST-MTZST - postoperativni

uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa.

CpG
mjesto

Dunn-ov test visestrukih
usporedbi

P
vrijednost

CpG1

ZD vs. PRE

*hkk

ZD vs. PRE-EK

*

ZD vs. PRE-TE

*

ZD vs. PRE-MTZST

*hkk

ZD vs. POST

*hkk

ZD vs. POST-EK

**k*k

ZD vs. POST-TE

**

ZD vs. POST-MTZST

*kkk

CpG2

ZD vs. PRE

*kkk

ZD vs. PRE-EK

**

ZD vs. PRE-TE

ZD vs. PRE-MTZST

*kkk

ZD vs. POST

*kkk

ZD vs. POST-EK

**k*

ZD vs. POST-TE

**

ZD vs. POST-MTZST

*kkk

CpG3

ZD vs. PRE

*kkk

ZD vs. PRE-EK

ZD vs. PRE-TE

**

ZD vs. PRE-MTZST

*kkk

ZD vs. POST

*khkk

ZD vs. POST-EK

**%k

ZD vs. POST-TE

**

ZD vs. POST-MTZST

*khkk

AVG

ZD vs. PRE

*kkk

ZD vs. PRE-EK

**

ZD vs. PRE-TE
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ZD vs. PRE-MTZST

*kk*k

ZD vs. POST

*hkk

ZD vs. POST-EK

*k*k

ZD vs. POST-TE

**

ZD vs. POST-MTZST

*hkk

Tablica 13. Osjetljivost i specifiénost metilacije cfDNA gena PRSS21 iz ejakulata

kod pacijenata s NSE testisa. Tablica prikazuje specifi¢nost i osjetljivost po analiziranom

CpG mjestu te za srednju vrijednost analiziranog fragmenta. ZD - zdravi dobrovoljci, PRE-

OP - predoperativni uzorci pacijenata s NSE, PRE-EK - predoperativni uzorci pacijenata s

embrionalnim karcinomom, PRE-TE - predoperativni uzorci pacijenata s teratomom, PRE-

MTZST - predoperativni uzorci pacijenata s mijeSanim tumorom zametnih stanica testisa.

CpG . Osijetljivost | Specifi¢nost | PovrSina pod
mjesto ROC analiza Prag | o) > %) ivuliom

PRE vs. ZD > 53.48 100 96.3 0.9849

CpG1 PRE-EK vs. ZD > 53.80 100 96.3 0.9788
PRE-TE vs. ZD >50.36 100 92.59 1

PRE-MTZST vs. ZD > 53.48 100 96.3 0.9856

PRE vs. ZD > 49.81 100 92.59 0.9712

CpG2 PRE-EK vs. ZD >52.73 100 92.59 0.9735
PRE-TE vs. ZD >52.73 100 92.59 1

PRE-MTZST vs. ZD > 49.81 100 92.59 0.9671

PRE vs. ZD > 27.07 100 88.89 0.9739

CpG3 PRE-EK vs. ZD > 28.36 100 88.89 0.9683
PRE-TE vs. ZD > 28.36 100 88.89 1

PRE-MTZST vs. ZD > 27.07 100 88.89 0.9733

PRE vs. ZD > 4453 100 92.59 0.9739

AVG PRE-EK vs. ZD > 46.00 100 92.59 0.9735
PRE-TE vs. ZD > 46.00 100 92.59 1

PRE-MTZST vs. ZD > 4453 100 92.59 0.9712
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6. RASPRAVA

U ovoj disertaciji smo istrazili meduodnos ekspresije gena RASSF1A i PRSS21 na
proteinskoj razini tkiva pacijenata s NSE testisa i metilacije gDNA promotorske regije gena
RASSF1A i PRSS21 iz istog tkiva pacijenata s NSE.

U ovoj disertaciji takoder je, po prvi put, istrazen potencijal metilacije cfDNA
promotorske regije gena RASSF1A i PRSS21 u svrhu detekcije pacijenata s NSE te za njihovo
postoperativno prac¢enje. Uzorci cfDNA predoperativnih 1 postoperativnih uzoraka pacijenata
su usporedeni s uzorcima ZD. Istrazen je potencijal krvi i ejakulata kao izvora cfDNA za

dijagnostiku pacijenata s TZST.

Raspon dobi ukljucenih pacijenata s NSE odgovara rasponu koji je zabiljezen na
globalnoj razini za pacijente s NSE. Prosjeéna dob pacijenata ukljuenih u ovu studiju je 30
godina, kao $to je i prosje¢na dob pojavnosti NSE na globalnoj razini 30 godina (11,19,20). To

znaci da ukljueni pacijenti predstavljaju dobno reprezentativan uzorak.

6.1. Stopa metilacije gDNA i ekspresija na proteinskoj razini gena
RASSF1A i PRSS21 u tkivima pacijenata s NSE

U TZST-a je detektirana smanjena ekspresija gena RASSF1A na proteinskoj razini u
odnosu na OZT. Analizom pojedina¢nih komponenti TZST-a smanjena ekspresija je
detektirana u komponentama EK i TZV. Prijasnje istraZivanje od Tian i sur. (96) je pokazalo
smanjenu ekspresiju gena RASSF1A kod svih komponenti TZST-a u odnosu na zdravo tkivo
testisa. Preostala istraZivanja ekspresije gena RASSF1A na proteinskoj razini su bila radena na
stanicnim linijama EK, gdje je potvrdena smanjena ekspresija gena RASSF1A (98).
Bioinformatickom analizom podataka The Cancer Genome Atlas-a (TCGA) prikazanom u
nasem prethodnom radu Raos i sur. (22) pokazana je na razini MRNA smanjena ekspresija gena
RASSF1A u TZST-a u odnosu na zdravo tkivo testisa, s time da je u komponentama NSE
ekspresija manja nego u komponenti SE, sto je u skladu s dobivenim rezultatima. Relativno
ocuvana ekspresija RASSF1A u komponenti SE moze biti rezultatom hipometilacije promotora

RASSF1A u komponentama SE naspram komponenti NSE pa i OZT, §to omogucava nesmetanu
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ekspresiju gena (105,112). Ekspresija gena RASSF1A u komponentama TE moze biti rezultat
demetilacije koja se dogada tijekom diferencijacije tumorskog tkiva karakteristi¢ne za TE (17).

Analiza metilacije gDNA promotorske regije RASSF1A iz tkiva pacijenata s NSE i
njihovog OZT je pokazala hipermetilaciju tkiva TZST-a na pojedina¢nim CpG mjestima (1, 2,
319)ina prosjecnoj razini metilacije promotorske regije. Hipermetilacija je takoder detektirana
u ¢istom EK (CpG 2) i MTZST-a (CpG 9). Dobiveni rezultati ove studije su u skladu s
dosadasnjim spoznajama. Hipermetilacija gDNA u tkivu NSE u odnosu na zdravi testis i tkivo
SE je pokazana u starijim radovima Koul i sur. (106), kao i Honorio i sur. (105). Lind i sur.
(113) takoder potvrduju hipermetilaciju NSE, osobito u komponentama TZV. Shen i sur. (114)
kao i na$ prethodni rad Raos i sur. iz 2020. (22) analizom TCGA podataka potvrduju
hipermetilaciju NSE u odnosu na SE, dok Ahmad i sur. (97) potvrduju kako je smanjena
metilacija kod MTZST-a u odnosu na NSE kao skupinu rezultat primjese SE. Sukladno tome,
mozemo govoriti o hipermetilaciji gDNA promotorske regije RASSF1A kod TZST naspram

zdravog testisa te kod NSE naspram SE kao potencijalnom dijagnostickom biomarkeru.

Detektirana ekspresija PRSS21 na proteinskoj razini u OZT bila je gotovo potpuno
utiSana kod svih komponenti TZST-a. U nasem prethodnom radu (22) ekspresija PRSS21 na
proteinskoj razini se nije pokazala promijenjenom izmedu TZST-a i OZT, ali je analiza mRNA
podataka TCGA je pokazala utisanje ekspresije kod TZST, jednakih razmjera kod SE i NSE,
Sto je u skladu s nasim dobivenim rezultatima. Ekspresiju PRSS21 na proteinskoj razini u
primarnim spermatogonijama testisa su pokazali Hooper i sur. i takoder, u skladu s naSim

rezultatima, su pokazali nedostatak ekspresije u tkivu TZST-a (109).

Analiza metilacije gDNA promotorske regije PRSS21 u tkivu pacijenata s NSE i
njihovom OZT nije pokazala razliku metilacije gDNA izmedu tumorskog tkiva i tkiva bez
neoplasti¢nih promjena. Dosadasnja istrazivanja su pokazala suprotno, pocevsi s Manton i Sur.
(107) koji su pokazali hipermetilaciju promotorske regije kako kod stani¢nih linija TZST-a tako
i kod pacijenata s TZST-a u odnosu na OZT. Kempkensteffen i sur. (110) su potvrdili
hipermetilaciju promotora gena PRSS21 kod pacijenata s TZST-a u odnosu na kontralateralne
zdrave testise pacijenata ukljucenih u studiju te su utvrdili da su NSE hipermetilirani i u odnosu
na pacijente sa SE. Rijlaarsdam i sur. (108) su takoder pokazali hipermetilaciju u svim TZST,
kao i u nasem prethodnom istrazivanju TCGA (22). Dobivena diskrepancija moze biti
objasnjena manje konzervativnom disekcijom tkiva, koja je mogla zahvatiti dijelove s GCNIS-
om, kao i time da je OZT nasih pacijenata ve¢ moglo imati epigeneticke promjene zbog

prisustva tumorskog tkiva. U nasem prethodnom istrazivanju (22) nismo detektirali razlike
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genske ekspresije na proteinskoj razini gena PRSS21 izmedu tkiva TZST-a 1 OZT
pretpostavivsi isti razlog. Kako bi bio razjasnjen odnos metilacije gDNA TZST i zdravog testisa
potrebno bi bilo analizirati metilaciju gDNA u svjezem zdravom tkivu testisa usporedeno sa

svjezim tkivom tumora.

Ukratko, obavljena analiza korelacije ekspresije gena na proteinskoj razini s metilacijom
gDNA promotorskih regija RASSF1A i PRSS21 je pokazala trendove korelacije smanjene

ekspresije s pove¢anom metilacijom gDNA, iako nijedna nije bila statisticki znacajna.

Sukladno navedenom, smanjenje ekspresije gena RASSF1A i PRSS21 na proteinskoj
razini u tumorskom tkivu pacijenata s NSE je potvrdeno kao biomarker neoplasti¢nih promjena.
Hipermetilacija gDNA u tumorskom tkivu pacijenata s NSE je takoder diskriminatorna u
odnosu na OZT kod gena RASSF1A, dok kod gena PRSS21 takav odnos nije detektiran.

6.2. Metilacija cfDNA gena RASSF1A u tekuéinskim biopsijama
pacijenata s NSE

Metilacija cFDNA pacijenata s NSE testisa pokazala je hipermetilaciju na CpG mjestima
4, 517, od kojih je CpG mjesto 4 pokazalo najvecu osjetljivost i specificnost za detekciju
pacijenata naspram ZD od 59 % osjetljivosti i 81 % specifi¢nosti. Dobiveni rezultati su u skladu
dosad obavljenim istrazivanjima. Markulin i sur. (41) su analizom metilacije DNA izolirane iz
pune Krvi pacijenta s TZST-a pokazali trend hipermetilacije na CpG mjestima 2, 3, 4 i 5, od
kojih je na poziciji 5 hipermetilacija bila statisticki znacajna. Manju osjetljivost se moze
objasniti prisustvom genomske DNA iz bijelih krvnih stanica jer, su u radu izolirali DNA iz
pune krvi. Prvo istrazivanje metilacije CfDNA gena RASSF1A u pacijenata s TZST-om su
proveli Ellinger i sur. (115) na cfDNA izoliranoj iz seruma krvi. Detektirali su hipermetiliranost
promotorske regije gena RASSF1A, koja je bila visa u pacijenata s NSE testisa te koja je imala
dijagnosticku sposobnost od 51,4 % osjetljivosti te 100 % specifi¢nosti. Lobo i sur. (52) su
ponovili istrazivanje Ellinger i sur. s ve¢im brojem uzoraka i osjetljivijom PCR metodom, t.
ddPCR a ne gPCR. Njihova grupa potvrduje hipermetilaciju gena RASSF1A u cfDNA
pacijenata s TZST, s viSom stopom za pacijente s ¢istom formom SE. Kao biomarker za

pacijente s NSE testisa osjetljivost je bila 86 % a specifi¢nost 100 %.
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Postoperativni uzorci cfFDNA porijeklom iz krvne plazme pacijenata s NSE su takoder
pokazali hipermetilaciju cfDNA na CpG mjestima 2, 4, 5, 6 i na razini prosjecne metilacije.
Povecan stupanj metilacije na tim CpG mjestima je eksperimentalno povezan s epigenetickim
utiSavanjem gena vezanim uz neoplasticne promjene (41,98,116), Sto je protivno ranijem
istrazivanju Markulin i sur. (41) u kojem su autori pokazali povratak razina metilacije gDNA
na razine u ZD. Kako je ranije navedeno za potrebe njihovog istrazivanja koriStena je gDNA
izolirana iz pune krvi koju pretezito sacinjava DNA iz bijelih krvnih stanica (51), $to moguce
objasnjava dobivenu diskrepanciju. Naime, kako u punoj krvi najveéi udio ¢ini genomska DNA,
uklanjanjem tumora se lako moze izgubiti utjecaj razine metilacije tumorske cfDNA. Suprotno
tome, kako je u ovom istrazivanju koriStena krvna plazma koja nema stani¢nu frakciju, moguce
da se zaostala tumorska cfDNA moze detektirati kroz duze vrijeme, 0sobito ona pohranjena u
egzosomima. Takoder, postoje dvije bitne metodoloske razlike izmedu studije Markulin i sur.
(41) 1 one primijenjene u ovoj disertaciji. Naime, u studiji Markulin i sur. (41) prvi uzorak krvi
je uzet nakon obavljene orhidektomije, koja je invazivan operativni zahvat, dok je pacijentima
uklju¢enima u ovu studiju predoperativni uzorak uziman prije same orhidektomije. Invazivni
zahvati poput biopsija ili operativnih zahvata dokazano utjecu na koli¢inu ¢cfDNA u opticaju,
tj. dokazano je povecanje koli¢ine cfDNA u opticaju kod pacijenata s rakom prostate nakon
obavljene biopsije (66). Realna je moguénost da su uzorci Markulin i sur. bili uzeti unutar tog
vremenskog razdoblja tijekom kojeg je bila povecana koli¢ina tumorske frakcije cfDNA u
opticaju, budu¢i da sama operacija zadire u testis i krvno-testisnu barijeru. Sukladno tome,
tumorsku frakciju ¢fDNA 1 njenu razinu metilacije bi trebalo lakSe detektirati. Druga
metodoloska razlika medu studijama je uzimanje uzoraka nakon tretmana u studiji Markulin i
sur., koji su uzeti nakon sto su pacijenti primili dva ciklusa kemoterapije, dok su uzorci u ovoj
studiji nakon orhidektomije pacijenti koji nisu primali nikakvu terapiju. Kemoterapija povecava
otpustanje cfDNA u tjelesne tekucine, a u ranijim studijama je pokazano kako se u tom
povecanju umanji udio tumorske cfDNA 1 nije moguce detektirati porast stupnja metilacije
karakteristi¢an za tumorsko tkivo (117). Zajednicki utjecaj tih dvaju faktora moze objasniti

naizgled oprec¢ne rezultate dviju studija.

Metilacija cfDNA promotorske regije RASSF1A u uzorcima ejakulata nije pokazala
promijenjen stupanj metilacije izmedu pacijenata s NSE testisa 1 ZD. DoduSe, postoperativni
uzorci cfDNA iz ejakulata su pokazali hipermetilaciju u odnosu na ZD na CpG mjestima 4, 5,
6, 8, 9 kao 1 na razini prosje¢ne metilacije, dok je kod pacijenata s Cistim EK primijecena

hipermetilacija kod postoperativnih uzoraka na CpG mjestima 2, 5 i 9 u odnosu na njihove
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predoperativne uzorke. U vrijeme pisanje ove disertacije nije objavljena nijedna studija na
metilaciji promotorske regije RASSF1A u ejakulatu pacijenata s NSE te nedostaje kontekst za

raspravljanje o prirodi rezultata.

Sukladno tome, potvrdujemo potencijal promjene metilacije cfDNA gena RASSF1A iz

krvne plazme za dijagnosticki biomarker pacijenata s NSE.

6.3. Metilacija cfDNA gena PRSS21 u tekucinskim biopsijama
pacijenata s NSE

Istrazen je potencijal metilacije cfDNA promotorske regije PRSS21 u svrhu detekcije
pacijenata s NSE te za njihovo postoperativno pracenje. Uzorci cfDNA predoperativnih i
postoperativnih uzoraka pacijenata su usporedeni s uzorcima ZD. Istrazen je potencijal krvi i

ejakulata kao izvora cfDNA.

Nije pronadena razlika u stupnju metilacije cfDNA promotorske regije PRSS21 u krvnoj
plazmi pacijenata s NSE testisa, kako spram ZD tako i spram postoperativnih uzoraka. U
trenutku pisanje disertacije nije objavljena nijedna studija koja je istrazila metilaciju
promotorske regije PRSS21 u krvi pacijenata s TZST-om, niti cFDNA niti gDNA iz pune Krvi.
Stoga nam nedostaju komparabilna istrazivanja neophodna za argumentiranu raspravu o
uobiajenim razinama metilacije CFDNA i o detekciji tumorske cfDNA kod pacijenata (66).
Doduse, brojne studije su pokazale kako nije svaka tjelesna tekucina primjerena za istraZivanje
svakog tipa raka ili koriStenje istih gena za analizu metilacije cfDNA (51). Kako je stupanj
metilacije promotora PRSS21 u cfDNA ZD bio sli¢nih razina kao u tumorskom tkivu pacijenata
s NSE, tumorska cfDNA u krvi pacijenata s NSE onda uopce nije detektibilna.

Kod uzoraka ejakulata pacijenata s NSE testisa detektiran je promijenjen stupanj
metilacije cfDNA promotorske regije PRSS21 naspram ZD. Detektirana je hipermetilacija na
CpG mijestima 1, 2, 3 te na razini prosjeéne metilacije. CpG mjesto 1 pokazalo je 100 %
osjetljivost i 96,3 % specificnost za pacijente s NSE spram ZD. Doduse, nije uoc¢en povratak
stupnja metilacije kod postoperativnih uzoraka na razine kao kod ZD, ve¢ je stupanj ostao kao
kod predoperativnih uzoraka. Detektiran povecan stupanj metilacije u cfDNA iz ejakulata
pacijenata s NSE spram ZD ne mozemo diskutirati u kontekstu tudih rezultata, jer je ova

disertacija prvo istrazivanje stupnja metilacije gena PRSS21 u cfDNA pacijenata s NSE, a ¢ak
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I U tekucih biopsija opéenito. Iako je ranije navedeno kako nije uocena razlika u stupnju
metilacije promotorske regije gena PRSS21 izmedu tkiva TZST-a i OZT, stupanj metilacije
pokazuje vrlo visoku osjetljivost i1 specificnost u fragmentima cfDNA za pacijente s NSE
naspram ZD. Doduse, kako je stupanj metilacije DNA u OZT-u na razini metilacije DNA u
TZST, tesko je govoriti o odnosima frakcija tumorske cfDNA naspram cfDNA otpustene iz
OZT u pacijenata s NSE. To ne umanjuje njen potencijal kao biomarkera, jer sve i da je znacajna
koli¢ina ¢cfDNA porijeklom iz OZT a ne tkiva tumora, dospijece DNA fragmenata u sjemenu

plazmu je moguce vezano uz neoplasti¢énu promjenu.

Sukladno navedenom, ova disertacija je prvo objavljeno istrazivanje potencijala
promjene metilacije cfDNA gena PRSS21 iz sjemene plazme kao dijagnostickog biomarkera

pacijenata s NSE.

6.4. Potencijal metilacije gena cfDNA PRSS21 i RASSF1A kao
biomarkera kod NSE

Lange i Winfield su 1987. (118) opisali sedam osobina idealnog tumorskog markera
koje su: 1. proizvodi ga samo tumor, 2. izluCuje se u tjelesne tekucine, 3. moze se lako 1
reproducibilno mjeriti, 4. korelira s kolicinom tumora, 5. moze se detektirati u ranom stadiju
bolesti, 6. ima dovoljno kratak poluzivot, §to sprjecava akumulaciju i lazno pozitivne rezultate,

i 7. korelira odgovoru na tretman (118,119).

Tocku 1, specificnost za tumor, metilacija RASSF1A u cfDNA porijeklom iz krvi
zadovoljava u potpunosti, jer je u tumorskom tkivu zabiljezen porast stupnja metilacije naspram
OZT i taj porast je detektiran u tekuc¢inskim biopsijama pacijenata spram ZD. Metilacija
PRSS21 u cfDNA porijeklom iz ejakulata ne zadovoljava uvjet u potpunosti, iako je detektiran
visok porast stupnja metilacije u teku¢inskim biopsijama pacijenata spram ZD, ne moZemo sa
sigurno$c¢u reci da je taj porast sasvim iz tumorskog tkiva, jer nije detektirana razlika u stupnju

metilacije izmedu tumorskog tkiva i OZT.

Tocku 2, prisutnost u tjelesnim teku¢inama, zadovoljavaju metilacija gena RASSF1A i
PRSS21, jer prvi je detektibilan u krvi a drugi u ejakulatu. Njihova detekcija je rezultat
pojacanog lu¢enja cfDNA iz tumorskog tkiva u dovoljnoj mjeri da promijeni stupanj metilacije

DNA tekucine u koju se izlucuju.
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Tocku 3 oba gena zadovoljavaju u potpunosti. Metodom pirosekvenciranja stupanj
metilacije promotorskih regija gena RASSF1A i PRSS21 se mogu u potpunosti jednostavno i

reproducibilno mjeriti (51).

Tocku 4 ne zadovoljava s obzirom na to da nije pronadena korelacija veli¢ine tumora i
stupnja metilacije cfDNA gena RASSF1A i PRSS21.

Tocku 5 ne zadovoljava, s obzirom na to da nije detektirana razlika stupnja metilacije
cfDNA gena RASSF1A i PRSS21 izmedu razli¢itih stadija bolesti pacijenata s NSE ukljucenih
u istrazivanje. Nasi rezultati su u skladu s dosada$njim istrazivanjima, jer ni kod drugih studija

na metilaciji cFDNA pacijenata s TZST-a nije pronadena razlika u detekciji s obzirom na stadjij.

Tocka 6 - poluzivot cfDNA u tjelesnim tekuc¢inama je relativno kratak te je ona zato
pogodna za pracenje tretmana (51). lako metilacija gena RASSF1A i PRSS21 u cfDNA
pacijenata s NSE nakon tretmana orhidektomijom nije pokazala povratak stupnja metilacije na
razine kod ZD za to postoji plauzibilno objasnjenje. Povratak stupnja metilacije gena RASSF1A
u DNA u studiji Markulin i sur. (41) izoliranoj iz pune krvi je pokazan kod pacijenata ¢iji je
prvi uzorak uzet nakon orhidektomije, kada je koli¢ina tumorske DNA na svom vrhuncu (66)
dok je drugi uzorak uzet nakon dva ciklusa kemoterapije (41). Kemoterapija snazno potice

lucenje cfDNA iz zdravog tkiva u tjelesne tekucine (117) sto dovodi do gubljenja metilacijskog

obrasca tumorske DNA.

Tocku 7, odgovor tretmanu, ne zadovoljava, kako se nije dogodio povratak razine

metilacije cfFDNA gena RASSF1A i PRSS21 na razinu kod ZD u postoperativnim uzorcima.

U okviru ove rasprave, vazno je napomenuti kako dosad nije pronaden nijedan
biomarker za tumore testisa koji bi potpuno zadovoljavao sve navedene Kriterije, a zbog
navedenih faktora: 1. brojni tumorski markeri su citoplazmatski ili transmembranski proteini
koji se nepotpuno izluuju u tjelesne tekucine, tako da su tumorski markeri najéesce ili tkivni
ili cirkulirajuéi, 2. ve¢ina tumorskih markera je eksprimirano i u zdravom tkivu te je detekcija
kvantitativna a ne kvalitativna, 3. problem specifi¢nosti protutijela ili pocetnica za detekciju i

4. tumori, osobito testisa, su heterogene tvorevine koje ne eksprimiraju uvijek isti marker (118).

Za potpunu analizu potencijala metilacije cfDNA gena RASSF1A i PRSS21 u
tekucinskim biopsijama svakako bi trebalo ukljuditi vise pacijenata u visem stadiju bolesti te
istraziti utjecaj terapije na stupanj metilacije ¢cfDNA. Zasad, mozemo govoriti o njihovom

dijagnostickom potencijalu.
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Na temu metilacije cfDNA su u trenutku pisanje ove disertacije publicirana tri
istrazivanja. Kawakami i sur. (120) su detekcijom nemetiliranog fragmenta XIST u krvnoj
plazmi ostvarili 55 % osjetljivosti i 100 % specifi¢nosti za pacijente s NSE. Ellinger i sur. (115)
su detekcijom hipermetiliranih fragmenata panela Sest gena u krvnom serumu ostvarili 76 %
osjetljivosti i 80 % specifi¢nosti, dok je metilacija samog RASSF1A ostvarila 51 % osjetljivosti
I 100 % specificnosti. I kona¢no Lobo i sur. (52) su pokazali 86 % osjetljivosti i 100 %
specifi¢nosti u krvnom serumu pri upotrebi metilirane RASSF1A cfDNA kod pacijenata s NSE
testisa. U ovoj studiji dobivena osjetljivost od 59 % i specifi¢nost od 81 % kod metiliranih
fragmenata cfDNA RASSF1A u krvnoj plazmi je u rasponu ranije navedenih istrazivanja, kao
§to je i veée osjetljivosti i specifi¢nosti nego trenutni STM u upotrebi. Sto se ti¢e metilacije
PRSS21 u cfDNA sjemene plazme, s detektiranom osjetljivosti od 100 % i specifi¢nosti od 96

%, trenutno je najosjetljiviji istrazeni cFDNA biomarker za pacijente s NSE.
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7. ZAKLJUCAK

Sukladno rezultatima mozemo zakljuditi:

1.

Regrutirani pacijenti su mlade zivotne dobi ¢iji raspon godina odgovara globalnom
rasponu pacijenata s NSE. Sukladno tome uzorak pacijenata uklju¢enih u studiju se

moze smatrati reprezentativnim.

Smanjenje ekspresije gena RASSF1A na proteinskoj razini u komponentama EK i

TZV je biomarker neoplastiénih promjena te potencijalni dijagnosti¢ki marker.

Smanjenje ekspresije gena PRSS21 na proteinskoj razini je biomarker neoplasti¢nih

promjena vezanih uz sve komponente TZST te potencijalni dijagnosti¢ki marker.

Hipermetilacija gDNA gena RASSF1A u tumorskom tkivu pacijenata s NSE je

biomarker neoplasti¢nih promjena te potencijalni dijagnosticki marker.

Nije detektirana promjena stupnja metilacije gDNA gena PRSS21 izmedu

tumorskog tkiva i okolnog zdravog tkiva pacijenata s NSE.

Nije pronadena korelacija ekspresije gena RASSF1A i PRSS21 i njihovog stupnja
metilacije u gDNA.

Metilacija cfDNA gena RASSF1A u krvi pacijenata se pokazala kao pogodan

biomarker za dijagnostiku NSE s osjetljivos¢u od 59 % i specifi¢no$¢u od 81 %.

Metilacija cfDNA gena PRSS21 u ejakulatu pacijenata se pokazala kao pogodan
biomarker za dijagnostiku NSE s osjetljivos¢u od 100% i specificnoséu od 96%.

Utvrdili smo mogucénost promjene stupnja metiliranosti CFDNA promotorskih regija
gena RASSF1A i PRSS21 u ejakulatu i krvi bolesnika kao bioloskog molekularnog biljega

neseminoma testisa. Metilacija cfDNA oba gena je pokazala vecu osjetljivost i specificnost od

STM koji su trenutno u klinickoj upotrebi.
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8. SAZETAK

Tumori zametnih stanica testisa (TZST) su najceS¢a neoplazija koja pogada mladu
musku populaciju. Dijele se na seminome i neseminome (NSE). Potvrda dijagnoze TZST
neizostavno ukljucuje radikalnu orhidektomiju te je pouzdana neinvazivna dijagnosticka
metoda potrebna za raniju dijagnostiku. Analiza slobodnocirkulirajuée nestani¢cne DNA
(cfDNA) iz tjelesnih tekucina je perspektivan neinvazivan postupak za dijagnozu onkoloskih
pacijenata. Metilacija genomske DNA (gDNA) gena RASSF1A i PRSS21 iz tkiva TZST-a se
pokazala perspektivnim biomarkerom. Cilj rada je utvrditi potencijal metilacije cfDNA gena
RASSF1A i PRSS21 iz krvi i ejakulata kao biomarkera za identifikaciju pacijenata s NSE.
Pirosekvenciranjem je istraZzena stopa metilacije cfDNA promotorske regije gena RASSF1A i
PRSS21 iz krvi i ejakulata pacijenata s potvrdenom dijagnozom NSE i zdravih dobrovoljaca
bez prijasnje dijagnoze TZST-a te gDNA iz tumorskog tkiva i okolnog zdravog tkiva pacijenata
s NSE. Hipermetilirana gDNA RASSF1A bila je detektirana u tkivu NSE naspram okolnog
zdravog tkiva. U gena PRSS21 nije detektirana razlika u stupnju metilacije gDNA. Kod
pacijenata s NSE detektirana je hipermetilacija cFDNA gena RASSF1A u krvi, dok je u ejakulatu
detektirana hipermetilacija cfDNA gena PRSS21. Metilacija cfDNA gena RASSF1A i PRSS21
je pokazala visu osjetljivost i specifi¢nost od biomarkera koji su trenutno u klini¢koj upotrebi.
Ovim istrazivanjem je potvrden potencijal metilacije cfDNA gena RASSF1A u krvi te je
otkriven potencijal metilacije cfDNA gena PRSS21 u ejakulatu kao dijagnostickih biomarkera

pacijenata s NSE.
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9. ABSTRACT

Cell Free DNA Methylation of RASSF1A and PRSS21 Genes in Blood and Semen

of Patients with Nonseminomatous Testicular Germ Cell Tumors, Jure Krasié, 2022.

Testicular germ cell tumors (TGCT) are the most common malignancy among young
males. TGCT are subdivided into seminomas and nonseminomas (NSE). Confirmation of a
TGCT diagnosis always includes radical orchidectomy, making a reliable noninvasive
diagnostic method required for earlier diagnosis. Analysis of circulating cell-free DNA
(cfDNA) from body liquids is a perspective noninvasive procedure for diagnosis of oncological
patients. Genomic DNA methylation (JDNA) of RASSF1A and PRSS21 genes in the tissue of
TGCT has been shown as a potential biomarker. The aim of this study was to assess the potential
of cfDNA methylation of genes RASSF1A and PRSS21 in the blood and ejaculate as biomarkers
for patients with NSE. Pyrosequencing was used to analyze cfDNA methylation of genes
RASSF1A and PRSS21 in blood and ejaculate of patients with a confirmed diagnosis of NSE
and healthy donors with no prior diagnosis of TGCT as well as in gDNA from the tumor tissue
and the surrounding healthy tissue of patients with NSE. RASSF1A was hypermethylated in
gDNA of tumor tissue. No difference in gDNA methylation levels was found in PRSS21. In
NSE patients hypermethylated RASSF1A was detected in cfDNA isolated from the blood, while
hypermethylated PRSS21 was detected in cfDNA isolated from the ejaculate. Methylation of
RASSF1A and PRSS21 cfDNA shows higher sensitivity and specificity than the currently used
clinical biomarkers. This study confirms the potential of methylation of RASSF1A in cfDNA
from blood and discovers the methylation of PRSS21 in cfDNA from the ejaculate as diagnostic
biomarkers of patients with NSE.
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