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1. UVOD



1.1. Anatomija testisa

Testis (lat. testis) je glavni muski spolni organ. To je parna zlijezda veli¢ine 4 do 5
cm, ovalnog oblika, smjeStena u koznoj vre¢i; moSnjama (lat. scrotum), koja visi slobodno
ispred 1 izmedu bedara, a ispod penisa. Testis ima dvije strane, medijalnu i lateralnu (lat.
facies medialis et lateralis); dva ruba, prednji i straznji (lat. margo anterior et posterior); te

dva kraja, gornji i donji (lat. polus superior et inferior) (1).

1.1.1. Ovojnice testisa

Testis obavijaju tri ovojnice, izvana prema unutra: funica vaginalis, tunica albuginea i
tunica vasculosa (1).

Serozna ovojnica (lat. tunica vaginalis) predstavlja donji, distani kraj vaginalnog
nastavka (lat. processus vaginalis) potrbusnice, koji prati spustanje fetalnog testisa iz
abdo5Smena u skrotum. Nakon migracije, proksimalni dio ovojnice, od unutarnjeg ingvinalnog
prstena pa gotovo do testisa, obliterira i zaostaje zatvorena distalna vreca u kojoj je smjesten
testis (2). Tunica vaginalis gotovo u cijelosti obavija testis, osim na mjestima gdje epididimis
i druge tvorbe spermati¢nog snopa pristupaju na gornji kraj i straznju povrsinu testisa (1).
Sastoji se od vanjskog, parijetalnog i unutrasnjeg, visceralnog lista (lat. lamina parietalis et
visceralis), izmedu kojih se nalazi tanki sloj tekuéine (2).

Tunica albuginea je ¢vrsta vezivna ovojnica gradena uglavom od kolagenih vlankana,
koja u potpunosti ovija testis. Na straznjoj strani testisa ovojnica je deblja i manje gusta te ¢ini
mediastinum testis, kroz koji prolaze krvne Zile testisa (2).

Tunica vasculosa sastoji se od spleta krvnih Zila i rijetkog vezivnog tkiva te obavija

vezivne pregrade i reznjice testisa (2).

1.1.2. Krvna, limfna i Ziv€ana opskrba testisa

Testis arterijskom krvlju opskrbljuje ogranak abdominalne aorte a. testicularis koja
polazi malo ispod bubrezne arterije, u razini drugog lumbalnog kraljeska (L2) i nastavlja svoj
tijek ispod peritoneja po straznjoj trbusnoj stijenci. Desna testikularna arterija ide nadesno,
prelazi preko donje Suplje vene, kriza ureter s njegove prednje strane te preko prednje strane
vanjske ilija¢ne arterije pristupa na prednju trbusnu stijenku. Zatim, prolazi kroz ingvinalni
kanal kao dio sjemenskog snopa (lat. funiculus spermaticus) te ulazi u testis kroz njegov

medijastinum. Lijeva testikularna arterija ima sli¢an tok, samo s lijeve strane trbusne aorte. U



testisu, a. testicularis anastomozira s ogrankom nezakrzljalog dijela pupcane arterije, a.
ductus deferentis, i s ogrankom donje epigastricne arterije a. cremasterica (1).

Venska krv skuplja se u venski splet, plexus pampiniformis, koji se nalazi uz
testikularnu arteriju u sjemenskom snopu. Poslije se venski splet reducira na dvije ili tri
komitantne vene, te konac¢no u jednu testikularnu venu (lat. vena testicularis). Desna se vena
ulijeva u donju Suplju venu, a lijeva u lijevu bubreznu venu (1).

Limfa iz testisa drenira se u lumbalne limfne ¢vorove (lat. nodi lympoidei lumbales).

Testis inerviraju simpaticki Zivei od desetog do dvanaestog segmenta prsnog dijela

kraljezni¢ne mozdine (Th10-Th12), koji oko testisa tvore plexus testis (1).

1.2. Embriologija testisa

Prva osnova spolnih Zlijezda je par uzduznih spolnih nabora (lat. plicae genitales) koji
su smjesSteni medijalno od mezonefrosa. Spolne prastanice, koje migriraju u spolne nabore u
Sestom tjednu razvoja, induciraju razvoj spolnih nabora u spolne Zlijezde: jajnik ili testis.
Mezodermalni celomski epitel spolnog nabora, neposredno prije 1 tijekom dolaska spolnih
prastanica, proliferira i urasta u mezenhim u obliku brojnih, primitivnih spolnih trac¢aka (3).

Spolne prastanice embrija, koji je genetski muskog spola, sadrzavaju XY -par spolnih
kromosoma. Pod utjecajem gena SRY (engl. sex- determining region on Y) na Y-kromosomu,
primitivni spolni tracci nastavljaju proliferirati i prodiru duboko u mezenhim te nastaju
medularni traccei ili tracci testisa. U Cetvrtom mjesecu razvoja tracci testisa se zaviju u obliku
potkove, a krajevi im se nastavljaju u mrezu tankih tracaka stanica, koja €ini rete testis. Sada
se tracci testisa sastoje od spolnih prastanica i Sertolijevih potpornih stanica. Leydigove
intersticijske stanice razviju se od mezenhima u spolnom naboru. U osmom tjednu trudnoce
Leydigove stanice pocinju izlucivati testosteron, koji djeluje na diferencijaciju spolnih kanala
i vanjskih spolnih organa koji su karakteristicni za muSki spol. Tracci testisa ostaju
neprohodni do puberteta kada dobivaju lumen i postaju sjemenski kanali¢i koji se nastavljaju
u kanalice rete testisa i preko njega se spajaju s eferentnim kanali¢ima (lat. ductuli efferentes)

proksimalnog dijela epididimisa, razvijenim od preostalih sekretnih kanali¢a mezonefrosa (3).

1.3. Histologija testisa

Testis je graden od oko 250 piramidnih odjeljaka, koji se nazivaju reznji¢i testisa.

Svaki reznji¢ se sastoji od 1 do 4 vrlo zavijena sjemenska kanali¢a koja su uronjena u mrezu
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rahloga vezivnog tkiva bogatog krvnim 1 limfnim zilama, Zzivcima 1 intersticijskim
(Leydigovim) stanicama. Svaki testis sadrzi 250 do 1000 sjemenskih kanali¢a oblozenih
viSeslojnim zametnim (sjemenskim) epitelom. Kanali¢i su zavijeni i na medijastinalnom kraju
se suzuju i nastavljaju u kratke odsjecCke, nazvane ravni kanali¢i (lat. tubuli recti). Oni
povezuju sjemenske kanalice s mrezom medusobno povezanih kanala koji se nazivaju rete
testis. Ta je mreza smjeStena u vezivnhom tkivu medijastinuma i povezana s glavom
epididimisa s 10 do 20 odvodnih kanali¢a (lat. ductuli efferentes). Sjemenski kanali¢i gradeni
su od ovojnice (lat. tunica propria), gradene od vezivnog tkiva, izraZzene bazalne lamine i
slozenog zametnog ili sjemenskog epitela. Sjemenski epitel sadrzi dvije vrste stanica:

Sertolijeve ili potporne stanice i stanice koje ¢ine spermatogenetsku lozu (4).

1.4. Fiziologija testisa

Testis ima dvije glavne funkcije: proizvodnju hormona i spermija (4).

Proizvodnja spermija, spermatogeneza, odvija se u svim sjemenim kanali¢ima testisa
tijekom aktivnog spolnog zivota. Zapocinje prosjecno u dobi od trinaest godina potaknuta
gonadotropnim hormonima (LH i FSH) koje luc¢i adenohipofiza (5).

Stvaranje spermija, vaznih za oplodnju jajne stanice, odvija se u sjemenim kanali¢ima
iz stanica zametnog epitela, spermatogonija, procesima stani¢ne diobe, mitozom i mejozom;
kao 1 zavr$na diferencijacija spermija, koja se naziva spermiogeneza. Iz spermatogonija
mitozom nastaju primarne spermatocite, koje se mejoticki dijele 1 nastaju sekundarne
spermatocite. One ulaze u drugu mejotiCku diobu te nastaju spermatide iz kojih se na kraju
diferenciraju spermiji (4).

Testisi proizvode nekoliko muskih spolnih hormona, androgena, medu kojima su
testosteron, dihidrotestosteron 1 androstendion. Testosteron je glavni hormon testisa. Stvara se
u intersticijskim Leydigovim stanicama tijekom dva zivotna razdoblja, u prvih nekoliko
mjeseci zivota 1 u odrasla muskarca nakon puberteta (5). Testosteron je vazan za
spermatogenezu, diferencijaciju spola tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja te za kontrolu
sekrecije gonadotropina (4). Takoder je vazan ucinak testosterona na razvoj primarnih i

sekundarnih spolnih obiljezja u odrasla muskarca te na spustanje testisa u skrotum (5).



1.5. Tumori testisa

Tumori testisa podjeljeni su u dvije velike patohistoloske kategorije: tumore zametnih
(germinativnih) stanica i tumore specijaliziranih stromalnih stanica (Leydigovih i Sertolijevih
stanica) (6). Tumori zametnog epitela ¢ine 95% tumora testisa, a preostalih 5% ¢ine stromalni

tumori. U tumore testisa spadaju i metastatski tumori koji su znatno rjedi (7).

1.5.1. Epidemiologija

Tumori testisa ¢ine samo 1% zlo¢udnih tumora u muskaraca, ali su najces¢i solidni
tumori u muskaraca izmedu 15 i 35 godina (8). Takoder, postoji jo$ jedan vrSak pojavljivanja
ovih tumora nakon 60. godine, kada se pojavljuju seminomi kao najc¢es¢i histoloski tip tumora
testisa (9).

Tumori testisa CeS¢e se javljaju u mladih muskaraca bijele rase nego u
Afroamerikanaca, ali kod Afroamerikanaca se bolest javlja u viSem stadiju i prognoza je losija
nego kod bijelaca (10).

Tumori testisa se neSto ¢eS¢e pojavljuju na desnoj strani, a u 1-2% oboljelih su
bilateralni (8).

Ucestalost tumora testisa je u znaCajnom porastu u posljednja Cetiri desetlje¢a. U
Sjedinjenim ameri¢kim drzavama (SAD) se dijagnosticira oko 9 000 novih slucajeva svake
godine. Americka udruga za rak (American Cancer Society) procjenjuje da ¢e tijekom 2015.
godine biti dijagnosticirano 8 430 novih slucajeva u SAD-u, a od ¢ega 380 smrtnih slucajeva
(11). Najvisa incidencija tumora testisa je zabiljezena u Skandinaviji, Svicarskoj i Njemackoj,
a najniza u Africi 1 Aziji (12). U Hrvatskoj je takoder zabiljezen trend porasta broja oboljelih.
Incidencija tumora testisa u Hrvatskoj, zabiljezena 2008. godine, iznosila je 7/100 000, s
ukupno 145 oboljelih. Stopa incidencije raka testisa na 100 000 stanovnika u Hrvatskoj je,
prema podacima iz 2011. godine, iznosila 8.7/100 000, s ukupno 179 oboljelih. U Klini¢kom
bolnickom centru Split te je godine zabiljeZzeno 17 bolesnika s tumorom testisa (9.5% svih
sluc¢ajeva u Hrvatskoj) (13).

Tumori testisa postali su jedni od najizljecivijih solidnih neoplazmi zbog izvanrednog
lijecenja koje napreduje joS od kasnih 70-ih godina proslog stolje¢a. U to vrijeme tumori
testisa Cinili su 11% svih smrti od tumora u muskaraca izmedu 25 i 34 godine, a petogodiSnje
prezivljenje bilo je 64% (14). U 2011. godini u SAD-u, petogodiSnje preZivljenje bilo je preko
95% (15).



1.5.2. Etiologija

Etiologija tumora testisa nije jo§ u potpunosti poznata (16). Medutim, postoji nekoliko
¢imbenika rizika koji se dovode u vezu s nastankom tumora testisa. Najvazniji medu njima je
kriptorhizam u kojem se tumor testisa razvije 10x ¢eS¢e nego u normalno spustenom testisu.
Vazan ¢imbenik rizika je i disgeneza gonada (17).

Prethodna anamneza tumora testisa je jedan od vaznijih ¢imbenika rizika za razvoj
tumora testisa zametnog epitela. Oko 1-2% pacijenata s tumorom testisa razvit ¢e drugi
primarni tumor kontralateralnog testisa (18). Kao vrlo vazan ¢imbenik u nastanku tumora
testisa navodi se pozitivna obiteljska anamneza, osobitno ako se radi o ocu ili bratu blizancu
(19).

Geneticka istraZivanja su dokazala povecanu izraZajnost odredenih gena na kratkom
kraku 12. kromosoma kod svih histoloskih tipova tumora zametnog epitela testisa (20).

Ostali ¢imbenici rizika ukljuuju upale, virusne infekcije, traume, Klinefelterov
sindrom te izloZenost dietilstilbestrolu in utero (21). Posljednje studije su zabiljezile povecanu

incidenciju tumora testisa u ljudi zaraZenih HIV-om (22).

1.5.3. Patohistologija

Tumori testisa u 95% slucajeva su podrijetlom iz stanica zametnog epitela, a
patohistoloSki se dijele u dvije velike skupine: seminome i neseminomske tumore (23).
Seminomi ¢ine 35% slucajeva, a neseminomski tumori, u koje spadaju embrionalni karcinom,
tumor zZumanjcane vrece (,,yolk-sac*), koriokarcinom te teratom, ¢ine 40% slucajeva (24).
Ako u histoloSkom preparatu prevladava seminomska komponenta, a prisutna je i vrlo mala
koli¢ina stanica neseminomskog tumora, ti se tumori svrstavaju u neseminomske i lijece se
kao takvi (25).

Ostali tumori testisa mogu biti podrijetlom iz Sertolijevih 1 Leydigovih stanica te

sarkomi, limfomi, leukemije i metastatski tumori (8).

1.5.3.1. Seminomi

Seminomi ¢ine oko 35% svih zlo¢udnih tumora testisa (23). Tumor ne nalazimo prije
puberteta, a vecina pacijenata je izmedu 25 i 45 godina (6). Seminomi su rijetki u djecaka
mladih od 10 godina, ali su najc¢e$¢i patohistoloSki tip u muskaraca iznad 60 godina.
Seminomski tumori nikad ne stvaraju tumorski biljeg a-fetoprotein (AFP). Serumski biljezi su
naj¢eSc¢e uredni, osim ako su prisutne sinciciotrofoblasticne gigantske stanice, tada je povisen

B-hCG (10% slucajeva) (9).



Tri su histoloska podtipa ovih tumora: klasi¢ni, anaplasti¢ni i spermatocitni seminom.
Najces¢i su klasicni seminomi (85% slucajeva) (23). Tumorske stanice ovog tipa tumora su
velike s obilnom citoplazmom, bogatom glikogenom, 1 hiperkromatskom jezgrom. Tipi¢no je
prisutna limfocitna infiltracija u vezivnim trac¢cima (Slika 1). Klasi¢ni seminomi izuzetno su
osjetljivi na radio i kemoterapiju (6). Anaplasti¢ni seminomi (5-10% seminoma) gradeni su
od stanica s ve¢im brojem mitoza i ve¢im stupnjem nuklearnog pleomorfizma nego $to je to
kod klasi¢nog tipa. Spermatocitne seminome (5-10% seminoma) nalazimo u starijoj

populaciji; veéina pacijenata je starija od 50 godina (>50%) (6).

Slika 1. Seminomski tumor, HE, 40x.

1.5.3.2. Neseminomski tumori

Neseminomski tumori se, kao i seminomi, ne javljaju prije puberteta i najceSce se
javljaju u dobi izmedu 25 i1 45 godina. Najce$¢i neseminomski tumor je embrionalni
karcinom, koji ¢ini 20% svih zlo¢udnih tumora testisa (Slika 2) (23). Izuzetno je zlo¢udan, a
graden je od slabo diferenciranih, pleomorfnih stanica.

Teratom (5% svih bolesnika s tumorima testisa) je benigni tumor, graden od somatskih
stanica koje potjecu iz tri zametna listi¢a: ektoderma, mezoderma i endoderma, a koji ima
potencijal za razvoj metastaza. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji teratomi se dijele na
zrele teratome, nezrele teratome i teratome s malignom transformacijom (6). Zreli teratom se
sastoji od diferenciranih stani¢nih komponenti kao §to su hrskavica, Zlijezdani epitel i ziv€éano

tkivo, dok nezreli teratom sadrzava nediferencirano primitivno tkivo, u prvom redu nezrelo
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neuralno tkivo. Teratom s malignom transformacijom je oblik teratoma u kojemu zrela i
nezrela komponenta histoloski nalikuju tumoru nezametnih stanica kao S$to je akutna
leukemija, sarkom i neuroektodermalni tumor. Primarni tumor testisa koji je histoloski zreli ili
nezreli teratom u muskaraca nakon puberteta se smatra zlo¢udnim tumorom testisa i treba se
lijeciti kao takav (25).

Tumor zumanjcane vrece (,,yolk sac*) je najceséi tumor testisa u novorodencadi i male
djece. U odraslih je rijedak u ¢istom obliku, a nade se kao komponenta mijeSanog tumora
testisa u 40% slucajeva. Izlu€uje tumorski biljeg AFP, ali ne 1 B-hCG.

Koriokarcinom je rijedak neseminomski tumor koji ¢ini 1% svih zlo¢udnih tumora
testisa. Mikroskopski su vidljivi elementi sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta (23). Vrlo je
agresivan tumor sklon ranom hematogenom Sirenju. Povezan je s poviSenim vrijednostima f3-
hCG-a (9).

MijeSani tumori sadrze 2 ili viSe tipova zametnih stanica i ¢ine 40% svih primarnih
tumora testisa. NajCesc¢a je kombinacija teratoma i embrionalnog karcinoma (teratokarcinom)

(23).

Slika 2. Neseminomski tumor, embrionalni karcinom, HE, 40x.

1.5.4. Klinicka slika
Tumor testisa se najéei¢e o¢ituje kao bezbolna oteklina (8). Cesto se fizikalnim
pregledom moZe napipati ¢vor ili masa koja se ne moze odvojiti od testisa. Pacijenti s

prethodno malim, atroficnim testisima zamijetit ¢e povecanje testisa. Oko 30 do 40%



pacijenata se moze tuziti na nelagodu 1 osjetljivost u sjemeniku, na tupu bol i1 osjecaj tezine u
donjem dijelu abdomena, perianalnoj regiji ili moSnjama; dok je akutna testikularna bol
prisutna u 10% bolesnika (26). Ginekomastija, koja se javlja u 5% muskaraca s tumorom
testisa zametnih stanica koji proizvodi B-hCG, kao Sto je koriokarcinom, je sistemna

endokrina manifestacija tumora testisa (27).

1.5.4.1. Inicijalno metastatska bolest

Inicijalno metastatski tumori testisa su tumori koji se klinicki primarno manifestiraju
kao metastatska bolest. U 10% bolesnika prvi su znakovi vezani uz udaljene presadnice,
limfogene ili hematogene (8). Simptomi su razli€iti ovisno o sijelu metastaza pa se tako
tumori testisa inicijalno mogu prezentirati kao cervikalna limfadenopatija koja je znak
metastaza u supraklavikularne limfne ¢vorove. Incidencija metastaza u vratne limfne ¢vorove
je od 4,5 do 15%, a u 5% slucajeva radi se o inicijalnoj prezentaciji tumora testisa (28).
Presadnice u retroperitonealnim limfnim ¢vorovima mogu se prezentirati kao bol u lumbalnoj
regiji. Takoder, metastatska bolest se moZe manifestirati anoreksijom, mucninom,
povracanjem i gastrointestinalnim krvarenjem (retroduodenalne metastaze) (29). Kasalj, bol u
prsistu, hemoptiza i dispneja znak su metastaza u pluca. Zahvacenost srediSnjeg ziv€anog
sustava se rijetko prezentira neuroloskim simptomima. Bolovi u kostima su takoder rijetki (9).
ZabiljeZzen je neobican slucaj metastatskog koriokarcinoma koji je zahvatio guSteracu, a
klini¢ki se inicijalno manifestirao bolovima u trbuhu, gubitkom tjelesne teZine i Zuticom (30).
Inace, svi tumori zametnog epitela testisa imaju sklonost limfogenom Sirenju, ali za

neseminomske tumore testisa je vjerojatnije da ¢e pokazati Sirenje hematogenim putem (31).

1.5.5. Dijagnostika

Najvazniji postupci koji se primjenjuju u dijagnosticiranju tumora testisa ukljucuju
detaljnu anamnezu 1 klini¢ki pregled (palpacija testisa), laboratorijske pretrage krvi (KKS,
DKS, jetreni enzimi, urea, kreatinin, tumorski biljezi), ultrazvucni pregled testisa te rtg-pluca
(8).

Fizikalni pregled testisa trebao bi poceti bimanualnom palpacijom sadrzaja skrotuma
izmedu palca 1 ostalih prstiju, pocevsi od normalnog kontralateralnog testisa, kako bi ispitivac
mogao procijeniti veli¢inu, oblik i konzistenciju zdravog testisa te ga usporediti s bolesnim
testisom (26). Palpacijom bolesnog testisa nade se tvrdi ¢vor ili pak bezbolni uvecani testis
(23). Fizikalni pregled trebao bi ukljucivati i palpaciju abdomena kako bi se iskljucilo

postojanje uvecanih retroperitonealnih limfnih ¢vorova, znaka uznapredovale bolesti.
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Takoder, kako bi se isklju¢ila uznapredovala bolest, treba palpirati supraklavikularne i
ingvinalne limfne ¢vorove, ispitati postojanje bolnosti kostiju, ginekomastije te dispneje (26).

Jetreni enzimi poviSeni su u sluaju metastaza u jetru, a urea i kreatinin zbog ostecene
bubrezne funkcije uzrokovane uvecanim retroperitonealnim limfnim ¢vorovima (23).

Odredivanje tumorskih biljega ima dijagnosticku, terapijsku i prognosticku vrijednost
te se odreduju prije pocetka, tijekom i nakon kirurSkog i kemoterapijskog lijeCenja (32).
Najvazniji tumorski biljezi tumora testisa su alfafetoprotein (AFP), humani korionski
gonadotropin (B-hCG) i laktat dehidrogenaza (LDH). Serumske vrijednosti AFP i B-hCG
povisene su u 80-85% slucajeva neseminomskih tumora testisa. B-hCG i LDH mogu biti
poviseni kod seminoma, ali AFP u c¢istom seminomu nije prisutan (26). Vrlo visoke
vrijednosti tumorskih biljega upucuju na moguéi razvoj metastatske bolesti (8).

Ultrazvuk testisa postao je nastavak fizikalnog pregleda jer se ovom pretragom mogu
detektirati intratestikularne lezije veli¢ine 1-2 mm i lako razluciti tumor od epididimisa ili
hidrokele. Seminomi se prikazuju kao dobro definirane hipoechogene lezije bez cisticnih
podru¢ja, dok se neseminomi tipicno prikazuju kao inhomogena podrucja s kalcifikacijama,
cistama i nejasnim rubovima (33, 34). Primjena ultrazvuka u procjeni muske neplodnosti

povremeno dovodi do slucajne dijagnoze nepalpabilnih tumora testisa (35, 36).

1.5.5.1. Procjena proSirenosti bolesti

Kako bi procijenili stupanj prosirenosti bolesti, potrebno je uciniti CT pluca, trbuha i
male zdjelice (8). Najprije se radi CT trbuha i male zdjelice kako bi se utvrdilo postojanje
regionalnih metastaza u retroperitonealne limfne ¢vorove (37). Preporuca se napraviti CT
prsnog koSa ako je RTG snimka prsnog koSa abnormalna ili ako postoji sumnja na Sirenje
bolesti u prsni kosS. MR mozga i scintigrafija kostiju indicirni su pri sumnji na metastaze u
mozak, odnosno kosti. PET scan je od ogranicene koristi za odredivanje pocetnog stadija kod
pacijenata sa tumorom testisa zbog Ceste pojave lazno negativnih rezultata, stoga se koristi pri

procjeni ostatnih masa nakon primijenjene terapije (38).

1.5.5.2. Odredivanje stadija bolesti

Stadij bolesti odreduje se prema TNM klasifikaciji 1 vrijednostima tumorskih biljega
AFP, B-hCG i LDH (39). TNM Kklasifikacija ukljucuje procjenu primarnog tumora (T),
limfnog ¢vora (N) i udaljenih metastaza (M) (Tablica 1) te se, kombinacijom nje i serumskih

vrijednosti navedenih tumorskih biljega, tumori testisa dijele u 3 stadija (Tablica 2) (8).
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Tablica 1. TNM klasifikacija tumora testisa (8).

PRIMARNI TUMOR (T)

Tx Tumor se ne moze odrediti

TO Nema dokaza primarnog tumora

T1 Tumor je ograniCen na testis 1 epididimis bez limfovaskularne invazije; tumor
moze invadirati albuginealnu tuniku, ali ne i vaginalnu tuniku

T2 Tumor ogranicen na testis 1 epididimis uz limfovaskularnu invaziju ili tumor
prodire kroz albuginealnu tuniku i zahvacéa vaginalnu tuniku

T3 Tumor zahvaca spermati¢ni snop s limfovaskularnom invazijom ili bez nje

T4 Tumor zahvaca skrotum s limfovaskularnom invazijom ili bez nje

LIMFNI CVOROVI (N)

NO Nema zahvacéenih limfnih ¢vorova

N1 Zahvacen jedan regionalni limfni ¢vor ili viSe njih <2 cm u najve¢em promjeru

N2 Zahvacen jedan regionalni limfni ¢vor ili vi§e njih > 2 cm < 5 cm u najveéem
promjeru

N3 Zahvacen limfni ¢vor > 5 cm u najveem promjeru

UDALJENE PRESADNICE (M)

MO Nema udaljenih presadnica

Ml Neregionalne presadnice u limfnim ¢vorovima ili pluéne presadnice

M2 Udaljene presadnice

Tablica 2. Podjela tumora testisa prema stadijima (8).

Stadij I Tumor ograniCen na testis ili su poviSeni tumorski markeri bez
morfoloskog dokaza ostatne bolesti

Stadij 11 Tumor se proSirio na regionalne limfne ¢vorove

Stadij Il | Supradijafragmalno Sirenje u limfne ¢vorove i udaljene presadnice
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Prema International Germ Cell Cancer Collaborative Group (IGCCCG), s obzirom na

sijelo presadnica i vrijednosti tumorskih biljega nakon orhidektomije, seminomi se dijele u

dvije prognosticke skupine, skupinu s povoljnom prognozom i skupinu sa srednjom

(intermedijarnom) prognozom; dok se neseminomi dijele u tri prognostic¢e skupine: povoljnu,

srednju i nepovoljnu (Tablica 3) (32).

Tablica 3. Prikaz prognosti¢kih skupina bolesnika s tumorima testisa u odnosu na stupanj

prosirenosti 1 razinu tumorskih biljega (IGCCCG Kklasifikacija) (32).

PROGNOZA | NESEMINOMSKI TUMORI | SEMINOMSKI TUMORI
Nizak rizik Primarni retroperitonealni ili | Bilo koje sijelo primarnog tumora,
testikularni tumor, odsutnost | odsutnost nepluénih visceralnih
nepluénih visceralnih presadnica i
presadnica i uredan AFP
AFP <1000 ng/ml bilo kakav hCG
hCG <50001i.j./L bilo kakav LDH
LDH < 1,5 x gornja granica
Srednji rizik | Primarni retroperitonealni ili | Bilo koje
testikularni tumor, odsutnost | sijelo primarnog tumora, odsutnost
nepluénih visceralnih nepluénih
presadnica i visceralnih presadnica i
AFP 1000 — 10000 ng/ml uredan AFP
hCG 5000 - 50000 1i.j./L bilo kakav hCG
LDH 1,5 - 10 x gornja granica | bilo kakav LDH

Visoki rizik

Medijastinalni primarni tumor,
odsutnost neplu¢nih visceralnih
presadnica i

AFP > 10000 ng/ml

hCG > 50000 1i.j./L

LDH > 10 x gornja granica

Ne postoje seminomski tumori loSe
prognoze

1.5.6. Lijecenje tumora testisa

Tumori testisa izuzetno dobro odgovaraju na terapiju, ¢ak i ako je prisutna metastatska

bolest. Temeljna metoda lijeCenja tumora testisa je radikalna orhidektomija ingvinalnim

pristupom. Daljni terapijski postupci ovise o patohistoloSkom nalazu i1 klinickom stadiju,

odnosno stupnju proSirenosti bolesti (8).
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1.5.6.1. LijeCenje seminoma

Bolesnici s tumorom ograni¢enim na testis (stadij I) nakon orhidektomije mogu se
klinicki pratiti ili se moZze, ako postoji rizik relapsa bolesti, provesti adjuvantno lijecenje
radioterapijom retroperitonealnih limfnih ¢vorova ili pak monokemoterapija karboplatinom.
Kod tumora stadija II primjenjuje se postoperativno zracenje retroperitonealnih i ipsilateralnih
zdjelinih limfnih ¢vorova. U vi§im stadijima bolesti, ako su limfni ¢vorovi ve¢i od 5 cm ili se
radi o stadiju IIl, provodi se kemoterapija (PEB ili EP protokol- cisplatin, etopozid,
bleomicin) (8).

1.5.6.2. Lijecenje neseminomskih tumora

Nakon provedene orhidektomije, kod bolesnika u stadiju I s niskim rizikom prisutnosti
subklinickih metastaza, provodi se aktivno pracenje ili tzv. nerve sparing retroperitonelana
limfadenektomija. Za procjenu rizika, a time i odredivanja optimalnog terapijskog postupka
ranih stadija bolesti, vazan je podatak o prisutnosti limfovaskularne invazije u tumoru. Tako
se bolesnicima u stadiju I bolesti, koji imaju prisutnu limfovaskularnu invaziju, preporucuje
postoperativno lijecenje kemoterapijom (PEB ili EP protokol). Svim bolesnicima u stadiju II
(zahvaceni retroperitonealni limfni ¢vorovi) i1 III indicirana je kemoterapija po PEB ili EP
protokolu. Ako nakon kemoterapije zaostane rezidualna bolest na plu¢éima ili u
retroperitonealnim limfnim ¢vorovima, lijeCenje se nastavlja kirurSkom resekcijom tumora ili

drugom linijom kemoterapije (8).

1.5.7. Prognoza

Kod seminoma stopa izljeCenja, ovisno o stadiju bolesti, iznosi 90-98%, a kod
neseminoma, ovisno o stadiju bolesti 1 patohistoloSkom tipu tumora, iznosi 50-98% (8). U
bolesnika sa seminomom niskog rizika petogodiSnje preZivljenje iznosi 86%, dok je u
bolesnika sa seminomom srednjeg rizika petogodiSnje prezivljenje 72%. U bolesnika s
neseminomskim tumorom niskog rizika petogodiSnje prezivljenje iznosi 92-94%, srednjeg
rizika petogodiSnje prezZivljenje je 80-83%, a kod onih visokog rizika petogodiSnje

prezivljenje je 71% (40).

1.6.  Cimbenik induciran hipoksijom

Prilagodba stanica i tkiva na niske vrijednosti kisika (hipoksiju) ukljucuje indukciju

niza gena koji sudjeluju u angiogenezi, metabolizmu Zzeljeza, metabolizmu glukoze 1
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proliferaciji, odnosno prezivljenju stanica. Glavni ¢imbenik koji posreduje u ovom odgovoru
je ¢imbenik induciran hipoksijom (engl. hypoxia- inducible factor-1, HIF-1), transkripcijski
¢imbenik osjetljiv na kisik (41).

HIF-1 otkriven je identifikacijom kratke sekvence DNA, HRE (engl. hypoxia response
element) na 3' kraku gena za eritropoetin, na koju se vezao u hipoksijskim uvjetima (42, 43).
HIF-1 je heterodimer, izgleda uzvojnica-omc¢a-uzvojnica, graden od dvije podjedinice; HIF-
la podjedinice osjetljive na hipoksiju i HIF-1B gradevne podjedinice (44). HIF-1a ima kratak
vijek poluraspada (t/2~5min) i visoko je reguliran kisikom. U uvjetima normoksije HIF-1a
proteini se ubrzano razgraduju pa se ne mogu ni otkriti (45). Tijekom hipoksije HIF-1a
postaje stabilan i premijeSta se iz citoplazme u jezgru, gdje stvara dimere s HIF-15
podjedinicom 1 tako nastaje HIF kompleks koji postaje tranakripcijski aktivan (46, 47). Tako
se aktivirani HIF kompleks povezuje s HRE na regulatornim regijama ciljnih gena i, vezujuci
transkripcijske koaktivatore, inducira ekspresiju tih gena (48).

HIF-1 igra vrlo vaznu ulogu u stani¢nom odgovoru na sistemske vrijednosti kisika kod
sisavaca (49). HIF-1, poticu¢i transkripciju viSe od 60 razli¢itih gena, djeluje na razlicite
stanicne procese, primjerice na eritropoezu i metabolizam zeljeza, angiogenezu, metabolizam
glukoze, stani¢nu proliferaciju i prezivljenje te apoptozu (41).

Hipoksija i ekspresija HIF-1 povezani su s razvojem i patofiziologijom brojnih bolesti
u covjeka, cerebralnom ishemijom, ishemijom miokarda i preeklampsijom. Prekomjerna
ekspresija HIF-1a pronadena je u brojnim karcinomima u covjeka, vjerojatno kao posljedica
intratumorske hipoksije (50). U uvjetima hipoksije u tumorima poveca se stabilnost i
aktivnost HIF-1, koji se smatra pozitivnim faktorom tumorogeneze. Osim S$to sudjeluje u
procesu nastanka tumora, HIF-1 se povezuje sa Sirenjem tumora, razvojem metastaza,

rezistencijom na radio i kemoterapiju te loSim ishodom (41).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Ciljevi diplomskog rada su:

analizirati demografske karakteristike pacijenta: prosjecnu dob pacijenta u trenutku
postavljanja dijagnoze 1 lateralizaciju tumora, tj. utvrditi koji je testis najcesce
zahvacen tumorom,

analizirati patohistoloske karakteristike tumora: prosjecnu veli¢inu tumora, Sirenje
tumora, histoloski tip tumora, resekcijske rubove sjemenskog snopa, limfovaskularnu
invaziju te dodatni patohistoloski nalaz,

utvrditi imunohistokemijski izrazaj ¢imbenika HIF-la na parafinskim rezovima
tumora spolnih stanica testisa,

odrediti postoji li razlika imunohistokemijskog izrazaja ¢imbenika HIF -la izmedu
inicijalno metastatskih 1 inicijalno nemetastatskih tumora spolnih stanica testisa,
odrediti postoji li razlika u imunohistokemijskom izrazaju ¢imbenika HIF-1o izmedu
seminomskih i neseminomskih tumora testisa,

odrediti smjestaj (jezgra ili citoplazma) imunohistokemijskog izrazaja ¢cimbenika HIF-

1o u tumorima spolnih stanica testisa.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Organizacija studije

Prema specificnom ustroju provedeno istrazivanje je povijesna presjecna studija. S
obzirom na vremensku orijentaciju radi se o retrospektivnoj studiji koja je prema obradi

podataka opisnog, tj. deskriptivnog tipa.

3.2. Mjesto studije

Istrazivanje je provedeno u Klini¢kom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju Klinickog Bolni¢kog Centra u Splitu.

3.3. Materijali

Uvidom u medicinsku dokumentaciju u razdoblju od 2003. godine do 2015. godine
izdvojeno je 17 pacijenata s inicijalno metastatskim tumorima te 16 pacijenata s inicijalno
nemetastatskim tumorima spolnih stanica testisa koji su lijeeni u Klinickom bolni¢kom
centru Split. U tom razdoblju je bilo ukupno 7 inicijalno metastatskih seminoma koji su
izdvojeni za istrazivanje, dok su 10 inicijalno metastatskih neseminoma, 6 inicijalno
nemetastatskih neseminoma 1 10 inicijalno nemetastatskih seminoma, izabrani nasumce. 1z
arhive Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju KBC-a Split izdvojen je
po jedan parafinski blok s uzorkom tumora od svakog pacijenta (ukupno 33 uzorka) za
imunohistokemijsku analizu te isti broj patohistoloSskih (PHD) nalaza za analizu

patohistoloSkih karakteristika ispitivanih tumora.

3.3.1. Metode prikupljanja i obrade podataka

Podatci su prikupljeni pregledom arhive medicinske dokumentacije na Zavodu za
urologiju KBC-a Split te pregledom arhive patohistoloskih nalaza i patohistoloskih uzoraka u
Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split. Prikupljeni
podatci, kao i rezultati analize obojanih preparata, uneseni su u programske pakete Microsoft

Office za obradu teksta te Microsoft Excel za izradu tabli¢nog 1 grafickog prikaza.
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3.3.2. Uzoreci tkiva testisa
Parafinski blokovi s uzorkom tumora testisa 33 pacijenta s potvrdenom dijagnozom
tumora spolnih stanica testisa, izdvojeni su iz arhive Klinickog zavoda za patologiju, sudsku

medicinu i citologiju KBC-a Split.

3.3.3. Imunohistokemijsko bojanje

Komadi¢i tumorskog tkiva uklopljeni u parafin izrezani su na rezove debljine 4-6
mikrometara i prilijepljeni na pozitivno nabijena predmetna stakalca (Superfrost Plus
Adhesion Slides, Thermo Scientific).

Imunohistokemijski postupak je proveden u uredaju BenchMark ULTRA Automated
IHC/ISH Slide Staining System, Ventana, Tucson, Arizona, USA. Nakon deparafinizacije u
ksilolu na 72°C kroz 10 minuta i rehidracije kroz alkohole silazne koncentracije, rezovi su
obradeni Tris puferom (hidroksimetil aminometan) 52 min na 95°C. Endogena peroksidaza je
inaktivirana inkubacijom u 3%-tnom H,O, 4 minute na 36°C. Nakon toga presjeci su isprani
u otopini fosfatnog pufera (PBS) i inkubirani su primarnim protutijelom za HIF-1a
(QC10952, Aviva Systems Biology, San Diego, USA) u vlaznoj atmosferi tijekom 32 minute.
Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su inkubirani s odgovaraju¢im biotiniziranim sekundarnim
protutijelom i vizualizirani DAB-om (kromogen diminobenzidin) (Ultraview Universal DAB
Detection Kit, Ventana, Tucson, Arizona, SAD). Kao pozitivna kontrola koristen je karcinom

dojke.

3.4. Opis istrazivanja

Provedena studija je retrospektivno istrazivanje koje ukljucuje 33 pacijenta s tumorom
spolnih stanica testisa dijagnosticiranim u Klini¢kom zavodu za patologiju, sudsku medicinu 1
citologiju KBC-a Split u razdoblju od 2003. do 2015. godine. Kriteriji uklju¢enja u studiju su
pacijenti s metastatskom boleS¢u, kao inicijalnom klinickom prezentacijom tumora spolnih
stanica testisa, seminomskih 1ili neseminomskih, te pacijenti sa seminomskim ili
neseminomskim tumorima testisa koji se inicijalno ne prezentiraju metastatskom boles¢u. U
studiju nisu ukljuceni pacijenti s tumorom testisa nezametnog epitela (tumor Leydigovih
stanica, tumor Sertolijevih stanica), sarkomom i limfomom testisa.

U istrazivanju su rabljeni patohistoloski nalazi pacijenata ukljucenih u studiju iz kojih
su analizirani sljede¢i parametri: godiSte, tj. dob pacijenta u trenutku postavljanja dijagnoze,
lateralizacija tumora, veli¢ina tumora (uzet je najveéi promjer tumora izraZzen u cm), Sirenje

tumora, histoloski tip tumora, prisutnost tumora u resekcijskom rubu sjemenskog snopa,
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prisutnost limfovaskularne invazije te dodatni patohistoloski nalaz koji ukljucuje
intratubularnu neoplaziju spolnih stanica.

Takoder su korisSteni uzorci tkiva testisa uklopljeni u parafinske blokove iz kojih su
izradeni histoloski preparati i imunohistokemijski obojani s primarnim protutijelom za HIF-
la. Upotrebom svjetlosnog mikroskopa Olympus BX41 (Olympus, Tokio, Japan) analiziran
je imunohistokemijski izrazaj transkripcijskog ¢imbenika HIF-la u jezgri i u citoplazmi
tumorske stanice. Kako niti u jednoj tumorskoj stanici analiziranih preparata nije uocen
izrazaj HIF-1a u jezgri, tako je kao osnovni kriterij za pozitivan rezultat, tj. prisutnost izrazaja
HIF-10, uzeta djelomicna, smede zrnata, obojenost citoplazme. Prema tom kriteriju u tumore
s pozitivhim imunohistokemijskim izrazajem HIF-1a uvrsteni su tumori kod kojih je bar dio

tumorskih stanica imao citoplazmatsku obojenost na HIF-1a.
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4. REZULTATI
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4.1. Demografske i patohistoloske karakteristike

Rezultati analize demografskih 1 patohistoloskih karakteristika pacijenata s inicijalno

metastatskim i nemetastatskim tumorima spolnih stanica testisa prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Demografske i patohistoloske karakteristike pacijenata s inicijalno metastatskim i

nemetastatskim tumorima spolnih stanica testisa, (n-broj tumora).

Inicijalno Inicijalno Inicijalno Inicijalno
Karakteristike pacijenta metastatski nemetastatski metastatski nemetastatski
neseminom neseminom seminom seminom
Demografske karakteristike
Dob, medijan (raspon)
29 (21-48) |29 (17-39) 38 (28-59) | 39 (27-74)
Lateralizacija
Lijevi testis,  n (%) 2 (20%) 1 (17%) 1 (14%) 2 (20%)
Desni testis,  n (%) 3 (30%) 2 (33%) 2 (29%) 2 (20%)
Nije naznacena, n (%) 5 (50%) 3 (50%) 4 (57%) 6 (60%)
Patohistoloske karakteristike
7,44 cm 4,42 cm 6,89 cm 5,03 cm
Prosjecna veli¢ina tumora (cm) | (raspon 3,0- | (raspon 1,1-8 | (raspon 0,7- | (raspon 1,7-
21,5cm), cm) 14 cm) 10 cm)
Invazija u okolna tkiva,
prisutna, n (%) 4 (40%) 2 (33%) 4 (57%) 3 (30%)
Odsutna, n (%) 1 (10%) 1 (17%) 0 3 (30%)
Nije naznacena, n (%) 3 (30%) 1 (17%) 1 (14%) 0
Ogranicen na testis, n (%) 2 (20%) 2 (33%) 2 (29%) 4 (40%)
Resekcij sk} 'rub'ov1 sjemenskog 2 (20%) 0 0 0
snopa, pozitivni, n (%)
Negativni, (%) 5 (50%) 2 (33%) 5 (71%) 6 (60%)
Nije naznaceno, n (%) 3 (30%) 4 (67%) 2 (29%) 4 (40%)
Seminom, n (%) 7 (41%) 10 (59%)
Neseminom, n (%) 10 (63%) 6 (37%)
Mijesani tip, n (%) 7 (44%) 6 (38%)
Embrionalni karcinom, n (%) 1 (6%) 0
Teratokarcinom, n (%) 1 (6%) 0
Teratom, n (%) 1 (6%) 0
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Prisutna limfovaskularna

invazija, n (%) 4 (40%) 0 2 (29%) 3 (30%)
Odsutna, n (%) 1 (10%) 2 (33%) 1 (14%) 2 (20%)
Nedeterminirana, n (%) 5 (50%) 4 (67%) 4 (57%) 5 (50%)
Dodatni patoloski nalaz

Intratubularna neoplazija spolnih

stanica, prisutna n (%) 3 (30%) > (83%) 1 (14%) 7(70%)
Nije naznacena, n (%) 7 (70%) 1(17%) 6 (86%) 3 (30%)

Tablica 4. Demografske i patohistoloSke karakteristike pacijenata s inicijalno metastatskim i

nemetastatskim tumorima spolnih stanica testisa, (n-broj tumora).

o Prosjecna veliCina inicijalno metastatskih tumora spolnih stanica testisa iznosila je

7,17 cm, a inicijalno nemetastatskih 4,73 cm (Grafikon 1.)

inicijalno
metastatski

inicijalno
nemetastatski

B prosjecna veli¢ina
tumora u cm

Grafikon 1. Prosjec¢na veli¢ina tumora spolnih stanica testisa izraZena u centimetrima.
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4.2. Imunohistokemijski izrazaj HIF-1a transkripcijskog ¢imbenika u tumorima

spolnih stanica testisa

Rezultati imunohistokemijskog izrazaja transkripcijskog c¢imbenika HIF-1a u
uzorcima tumora spolnih stanica testisa, dijagnosticiranih na Klinici za patologiju, sudsku

medicinu i citologiju KBC-a Split u razdoblju od 2003.-2015.godine, prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Imunohistokemijski (IHK*) izrazaj HIF-1a u uzorcima tumora spolnih stanica
testisa (n- broj uzoraka).

Inicijalno metastatski tumori | Inicijalno nemetastatski tumori
spolnih stanica testisa (n 17) | spolnih stanica testisa (n 16)

[HK * izrazaj HIF-1a

Pozitivan, n (%) 8 (24%) 8 (24%)
Negativan, n (%) 9 (28%) 8 (24%)
ukupan broj HIF-1a 16 (48%)

pozitivnih tumora, n (%)

. U 24% uzoraka inicijalno metastatskih, te u isto toliko inicijalno nemetastatskih

tumora spolnih stanica testisa, pozitivan je imunohistokemijski izrazaj HIF-1a (Grafikon 2.)

B HIF-10+ inicijalno
metastatski

B HIF-1a+ inicijalno
nemetastatski
HIF-1a-inicijalno
metastatski

¥ HIF-10- inicijalno
nemetastatski

Grafikon 2. Udio uzoraka tumora spolnih stanica testisa s pozitivnim imunohistokemijskim

izrazajem HIF-1a izraZen u postotcima.
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. Rezultati

imunohistokemijskog

izrazaja transkripcijskog c¢imbenika HIF-la u

uzorcima neseminomskih i seminomskih tumora testisa prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Imunohistokemijski (IHK*) izrazaj HIF-la u uzorcima

seminomskih tumora spolnih stanica testisa (n- broj uzoraka).

neseminomskih 1

Neseminomski tumori (n 16)

Seminomi (n 17)

[HK* izrazaj HIF-1a

pozitivan, n (%) 13 (81%) 3 (18%)
negativan, n (%) 3 (19%) 14 (82%)
. Od ukupno 16 uzoraka tumora spolnih stanica testisa s pozitivhim

imunohistokemisjkim izrazajem HIF-1a, 81% su neseminomski tumori, a 19% su seminomi

(Grafikon 3.).

B Seminomi

B Neseminomski tumori

Grafikon 3. Udio neseminomskih i seminomskih tumora spolnih stanica testisa s pozitivhim

imunohistokemijskim izrazajem HIF-1a izrazen u postotcima.

. Nije uocen imunohistokemijski izrazaj HIF-1a u jezgri niti jedne tumorske stanice

HIF-1a pozitivnih tumora spolnih stanica testisa (Tablica 7).

Smjestaj [HK* izrazaja HIF-
la

Inicijalno metastatski tumori
spolnih stanica testisa

Inicijalno nemetastatski
tumori spolnih stanica testisa

u jezgri, n (%)

0

0

u citoplazmi, n (%)

8 (100%)

8 (100%)

Tablica 7. Smjestaj (jezgra ili citoplazma) imunohistokemijskog (IHK*) izraZaja u HIF-1a

pozitivnim tumorima spolnih stanica testisa (n- broj uzoraka).

25




o Smjestaj imunohistokemijskog izrazaja HIF-1a prikazan je Grafikonom 4.

20

15

10

u jezgri

u citoplazmi

® smjeStaj imunohistokemijskog izrazaja HIF-1a

Grafikon 4. Smjestaj imunohistokemijskog izrazaja HIF-1a tumora spolnih stanica testisa.

o Tako je za osnovni kriterij pozitivnosti na HIF-1a uzeta djelomi¢na zrnata, smeda
obojenost citoplazme tumorske stanice. Prema tome, svi tumori koji su uzeti kao pozitivni na

HIF-1a imali su izraZzenu citoplazmatsku obojenost bar dijela tumorskih stanica (Slika 3 i 4).

Slika 3. Neseminomski,
inicijalno metastatski tumor,
smedkasto zrnato obojenje
citoplazme (strelica),
imunohistokemijsko bojanje

na HIF-1a, 40x.
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Slika 4. Seminom inicijalno
metastatski, nema obojenosti
citoplazmi, imunohistokemijsko

bojanje na HIF-1a, 40x.
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5. RASPRAVA
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Tumori zametnih stanica testisa naj¢eS¢e su neoplazme medu muskarcima dobi
izmedu 15 1 35 godina (51). S tom znacajkom se slazu i rezultati ovog istrazivanja, gdje je
vedina ispitivanih tumora spolnih stanica testisa dijagnosticirana upravo u toj dobnoj skupini.
Ovi tumori ¢ine heterogenu skupinu podijeljenu na dva glavna patohistoloska tipa, seminome
i neseminome. Njihov metastatski potencijal varira, ali znatan udio tumora, posebno
neseminoma, posjeduje sklonost metastaziranju (22). To pokazuju i rezultati ovog diplomskog
rada prema kojima su se neseminomi u ve¢em broju prezentirali metastatskom boles¢u.

Iako zasada jo$ uvijek nije usvojen sustav klasifikacije tumora prema prognostickim
¢imbenicima, dokazano je da su veli¢ina primarnog tumora i infiltracija rete testisa neovisni
prognosticki ¢imbenici pojave okultnih metastaza (52). Infiltracija primarnog tumora u krvne
i limfne zile (limfovaskularna invazija) je najvazniji prognosticki ¢imbenik za pojavu
metastaza 1 trebao bi biti procijenjen kod svih pacijenata s tumorom spolnih stanica testisa
(53). Rezultati ovog istrazivanja potkrepljuju te dokaze te su prema njima metastatski tumori
u vecem broju uzoraka pokazivali Sirenje u okolne strukture, primjerice infiltraciju rete
testisa; te su imali prisutnu limfovaskularnu invaziju. Isto tako se i kod tumora, ¢ija je
prosjecna veli¢ina bila veca, radilo o tumorima koji su se prezentirali metastazama.

Patogeneza tumora spolnih stanica testisa jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena, ali
se zna da razli¢iti okoli$ni ¢imbenici imaju vaznu ulogu u njihovom razvoju (54). Jedan od
glavnih okoliSnih ¢imbenika jest hipoksija, definirana kao razina tkivnog kisika <7%
koncentracije u normalnom i dobro vaskulariziranom tkivu (55). Hipoksija potice
angiogenezu aktivacijom razli¢itih proteina, ukljucuju¢i 1 HIF-1a, koji onda aktiviraju
onkogene signalne puteve i inaktiviraju tumor supresore (56). Transkripcijski faktor HIF-1a
smatra se glavnim regulatorom koji je odgovoran za indukciju gena koji olakSavaju adaptaciju
1 preZivljavanje stanica i Citavog organizma od normoksije do hipoksije (57). Lopez-
Léazarova studija iz 2007. godine pokazuje kako HIF-la igra vrlo vaznu ulogu u, ne samo
razvoju tumora , nego i u invaziji tih tumora i razvoju metastaza (58). Imunohistokemijske
analize pokazale su tek zamjetljive vrijednosti HIF-1la u benignim tumorima, poviSene
vrijednosti u primarnim malignim tumorima, i znatne vrijednosti u tumorskim metastazama, u
odnosu na odsutnost u normalnom tkivu (59, 60). Prema tim podatcima metastatski bi tumori
trebali imati vecu ekspresiju HIF-1a nego nemetastatski tumori. Upravo na tome je temeljeno
ovo istrazivanje, gdje se, u obojenim preparatima tumorskog tkiva testisa, tumora koji su se
inicijalno prezentirali metastatskom bole$¢u, promatrao imunohistokemijski izrazaj HIF-1a te
se usporedio s njegovim izraZzajem u nemetastatskim tumorima. Prema rezultatima ovog

diplomskog rada nema razlike u imunohistokemijskom izrazaju HIF-1a izmedu inicijalno
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metastatskih i nemetastatskih tumora spolnih stanica testisa, $to je potrebno dodatno istraziti
na ve¢em uzorku.

Prema studiji Vranica i suradnika iz 2012. godine, ekspresija HIF-1a pozitivna je u 3
maligniteta (12/36, 33,3%), ali u niskom postotku stanica i bez obzira na histoloski tip
tumora, pri ¢emu je samo jezgrena obojenost razmatrana kao specifi¢na (61). U ovom radu
nije uocena jezgrina obojenost tumorskih stanica, ali jest smedkasta zrnata obojenost
citoplazme, i prema tome je izrazaj ¢imbenika HIF-1a, bio pozitivan u neSto veéem broju
uzoraka tumorskog tkiva testisa, te je uocena razlika u izrazaju HIF-la izmedu
neseminomskih i seminomskih tumora spolnih stanica testisa.

Prekomjerna ekspresija HIF-la pronadena je u razli¢itim tumorima (41) te je u
brojnim studijama zabiljeZena korelacija izmedu prekomjerne ekspresije HIF-1a i smrtnosti
pacijenata, te loSe prognoze i rezistencije na terapiju (62). Upravo bi ciljanje na signalne
puteve HIF-1a moglo biti novi pristup u terapiji tumora (41). Interakcija nekih novih lijekova
sa signalnim putevima mogla bi blokirati funkciju HIF-1a (60) i na taj nacin prevenirati
invaziju tumora u okolne strukture te razvoj metastatske bolesti. Takoder bi se mogla povecati
osjetljivost tumora na radio i kemoterapiju te se na taj nain poboljSati prognoza i ishod
pacijenata s tumorom. Zbog toga je potrebno usmjeriti daljnja istrazivanja na razja$njavanje
vaznosti djelovanja HIF-la u patogenezi tumora spolnih stanica testisa, a posebno na

otkrivanje novih lijekova koji bi ciljali upravo na njegove signalne puteve.
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6. ZAKLJUCAK
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Zakljucci ovog rada su:

1. prosjecna dob pacijenata s neseminomskim tumorom iznosila je 29 godina, a
pacijenata sa seminomskim tumorom 39 godina,

2. tumori spolnih stanica testisa najcesce su bili smjeSteni u desnom testisu,

3. tumori koji su se inicijalno prezentirali metastatskom boles¢u, u prosjeku su bili vecih
dimenzija od inicijalno nemetastatskih tumora. Prosjecna veliina inicijalno metastatskog
tumora iznosila 7,17 cm, a inicijalno nemetastatskog tumora spolnih stanica testisa 4,73 cm,

4. inicijalno metastatski tumori u ve¢em postotku su pokazali Sirenje u okolne stukture,

dok su inicijalno nemetastatski tumori viSe bili ograniceni na testis,

5. inicijalno metastatski tumori su u ve¢em postotku bili histoloskog neseminomskog tipa
tumora,
6. inicijalno metastatski tumori su u vefem postotku uzoraka imali prisutnu

limfovaskularnu invaziju nego inicijalno nemetastatski tumori spolnih stanica testisa,

7. analizom imunohistokemijskog izrazaja HIF-la u uzorcima tumora spolnih stanica
testisa, utvrden je pozitivan imunohistokemijski izrazaj HIF-la u istom broju uzoraka
inicijalno metastatskih i nemetastatskih tumora spolnih stanica testisa,

8. uzorci neseminomskih tumora imali su pozitivan imunohistokemijski izrazaj HIF-1o u
vec¢em broju (13/16) uzoraka, za razliku od seminomskih tumora koji su bili pozitivni u tek 3
uzorka (3/17),

0. nije uocen imunohistokemijski izrazaj HIF-1a u jezgri niti jedne tumorske stanice, ve¢

u citoplazmi kao smeda zrnata obojenost.
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Cilj istrazivanja: Tumori testisa su relativno rijetki te ¢ine tek 1-2% svih malignih tumora
kod muskaraca. Unato¢ tome, oni su naj¢e$¢i maligni tumori muskaraca izmedu 15 i 35
godina. Jednim od glavnih okoliSnih ¢imbenika u patogenezi tumora testisa smatra se
hipoksija, koja dovodi do aktivacije transkripcijskog faktora HIF-1a. U brojnim studijama
uocena je korelacija HIF-1a i rezistencije na radio/kemoterapiju te metastatskog potencijala
tumora. Prema tome, glavni cilj ovog istrazivanja jest utvrditi i usporediti imunohistokemijski
izrazaj HIF-1a izmedu inicijalno metastatskih i nemetastatskih tumora testisa.

Materijali i metode: Retrospektivno istrazivanje obuhvatilo je patohistoloske nalaze 33
pacijenta dobivene nakon orhidektomije te histoloski potvrdene dijagnoze tumora testisa pri
Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split. Iz PHD nalaza
analizirani su sljede¢i parametri: godiSte, lateralizacija tumora, veli¢ina tumora, Sirenje
tumora, histoloski tip tumora, prisutnost tumora u resekcijskom rubu sjemenskog snopa,
prisutnost limfovaskularne invazije te dodatni patohistoloski nalaz koji ukljucuje
intratubularnu neoplaziju spolnih stanica. Arhivski uzorci tumorskog tkiva u parafinskim
blokovima opisanih pacijenta koriSteni su za imunohistokemijsku analizu izrazaja ¢imbenika
HIF-1a u tumorskim stanicama.

Rezultati: Od 33 uzorka tumora spolnih stanica testisa imunohistokemijski obojenih na HIF-
la (17 inicijalno metastatskih, 16 inicijalno nemetastatskih), njih 16 (48%) bilo pozitivnho na
HIF-1a. Od toga se u 8 slucajeva (24%) radilo o inicijalno metastatskim tumorima, te isto
tako u 8 slucajeva (24%) o inicijalno nemetastatskim tumorima zametnih stanica testisa. Od
16 tumora pozitivnih na HIF-1a, njih 13 (81%) spada u neseminomske tumore testisa, a
preostala 3 (19%) su seminomski tumori. Prosje¢na veli¢ina inicijalno metastatskih tumora
spolnih stanica testisa iznosila je 7,17 cm, a inicijalno nemetastatskih 4,73 cm. Uoceno je da
su Sirenje tumora u okolne strukture i limfovaskularna invazija bili prisutni u ve¢em broju
uzoraka inicijalno metastatskih tumora spolnih stanica testisa.

Zakljucci: Analizom imunohistokemijskog izrazaja HIF-lo u tumorima spolnih stanica
testisa nije utvrdena razlika u imunohistokemijskom izrazaju HIF-la izmedu inicijalno
metastatskih i inicijalno nemetastatskih tumora testisa. U brojnim studijama uocena je
povezanost imunohistokemijskog izrazaja HIF-1a s invazijom tumora i pojavom metastaza te
s rezistencijom na radio/ kemoterapiju i lo$ ishod. Stoga su daljnja istrazivanja usmjerena na
otkrivanje novih lijekova koji bi za cilj djelovanja imali upravo puteve preko kojih svoju

funkciju obavlja HIF-1a .
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Diploma thesis title: Expression of HIF1a in initially metastatic and non-metastatic germ cell

tumors of the testis from 2003-2015 years.

Objectives and background: Testicular tumors are relatively rare, since they make 1-2% of
all malignant tumors in the male population. However, they're the most common malignant
tumors in men at ages 15 and 35 years. One of the key enviornmental factors in pathogenesis
of germ cell tumors of the testis is hypoxia which triggers HIF-1a activation. A correlation
between HIF-la overexpression and treatment resistance, or metastatic potential has been
noted in many studies. The aim of the present study was to analyze expression of HIF-1a
between initially metastatic and non-metastatic germ cell tumors of the testis.

Materials and Methods: In period from 2005 to 2015 pathohistological data of 33 patients,
who underwent orchidectomy with confirmed diagnosis of germ cell tumor of the testis, were
retrospectively reviewed. Data were collected from archives of the Department of Pathology,
University Hospital Split. Pathohistological characteristics; patient’s age, tumor lateralization,
tumor size, tumor invasion, histological type, resection margins from the spermatic cord,
limfovascular invasion and additional finding, were analyzed from PHD. Archival paraffin-
embedded tumor tissue samples of described patients were used for immunohistochemical
analysis of the HIF-1a expression in tumor cells.

Results: Of the 33 immunohistochemically stained tissue samples, expression of HIF-1a was
present in 16 cases (48%), 8 initially metastatic (24%) and 8 (24%) initially non-metastatic
germ cell tumors of the testis. 13 (81%) of 16 HIF-1a positive tumors, were nonseminomas,
and 3 (19%) were seminomas. Average size of initially metastatic tumors were 7,17 cm, and
4,73 cm of initially non-metastatic germ cel tumors of the testis. It has been noted that tumor
extension and limfovascular invasion were present in a number of cases of initially metastatic
germ cell tumors.

Conclusions: Analyzing the expression of HIF-1a in testicular germ cell tumors, it has been
established that there’s no difference in HIF-1a expression between initially metastatic and
non-metastatic germ cell tumors of the testis. A connection between HIF-1a overexpression
and tumor extension, metastases appearance or treatment resistance and poor prognosis, has
been noted in many studies. Hence, further studies are focused on finding novel therapeutic

agents targeting signal-transduction pathways of HIF-1a.
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