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1. UvOD

Kadherini su transmembranski glikoproteini ovisni o kalciju, a spadaju u skupinu
adhezivnih molekula. Poznato je vise od 80 razlicitih kadherina, a najpoznatiji su E (epitelni),
N (neuralni) i P (placentarni) kadherin. E i N kadherini imaju zna¢ajnu ulogu u embrionalnom
razvoju i diferencijaciji te metastatskom ponaSanju tumora.
benignog bioloskog ponaSanja, pojedini tumori pokazuju maligni karakter usprkos tome sto
histoloSkom gradom ne odudaraju od benignih. Upravo zbog toga postoji potreba za
diferencijacijom takvih oblika tumora.

U ovom diplomskom radu se imunohistokemijskom metodom, upotrebom tumorskih
biljega E- i N-kadherina obavila analiza 10-tak odabranih uzoraka tumora testisa pasa iz arhive
Zavoda za veterinarsku patologiju, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, te su se
dobiveni rezultati usporedili s histopatoloskim tipom tumora. Hipoteza istrazivanja je bila da
postoji razlika u ekspresiji E- i N- kadherina u pojedinih tipova tumora sjemenika psa te izmedu
tumorski promijenjenih i nepromijenjenih uzoraka testisa pasa. Istrazivanje ima cilj olakSavanje
postavljanja dijagnoze i prognoze za tumore sjemenika pasa pomoc¢u usporedbe ekspresije E- i

N- kadherina i histopatoloskog tipa tumora.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1.  Tumori sjemenika

Tumori sjemenika su najéeSée neoplazme reproduktivnog sustava muskih pasa.
(NORTH i sur., 2009.). Primarni tumori sjemenika su gotovo uvijek benigni i nemaju
tendenciju metastaziranja. Ako se pojave, metastaze se najéeS$ce ocituju u sjemenom uzetu,
skrotalnim limfnim ¢vorovima, ali i udaljenim organima ( MCGAVIN i ZACHARY, 2006.).
Ucestalost tumora sjemenika je veéa kod starijih nekastriranih pasa te kod kriprohidnih testisa.
Najcesce se javljaju tri tipa tumora: tumor Leydigovih stanica, seminom i tumor Sertolijevih
stanica (MASSERDOTTI i sur., 2004.). Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije
razlikuju se sljede¢i tumori domacih Zivotinja: tumori strome testisa (tumor Leydigovih stanica,
tumor Sertolijevih stanica), tumori zametnih stanica (seminom, teratom, embrionalni
karcinom), mjeSoviti tumor zametnih stanica i stanica stroma sjemenog uzeta, te ostali tumori

testisa (KENNEDY i sur., 1998.; HOHSTETER, 2012.)

2.1.1. Tumor Leydigovih stanica

Tumor Leydigovih stanica najc¢eséi je tumor testisa kod pasa, a nastaje od intersticijskih
(Leydigovih) stanica normalng testisa (MEUTEN, 2002.). Makroskopski se moze prepoznati
po broncanoj boji te ¢estim krvarenjima. Okruglog je oblika te je dobro ogranien od ostatka
zdravog dijela testisa. Uvijek je benignog bioloSkog ponaSanja. Ponekad proizvodi hormone,
ukljucujudi i estrogene. Histoloski, tumorske stanice mogu biti velike, okrugle, poliedri¢ne ili
vretenstog oblika te sadrze obilnu citoplazmu koja je Cesto vakuolizirana i1 sadrzi smedi
pigment. Tumor Leydigovih stanica je obi¢no inkapsuliran i nije invazivan unato¢ Cesto
prisutnim nekrozama i krvarenjima unutar njega (McGAVIN i ZACHARY, 2006.).

2.1.2.  Tumor Sertolijevih stanica

Kod pasa se vise od 50% tumora Sertolijevih stanica javlja u testisima koji se nisu
spustili u skrotum ( McGAVIN i ZACHARY, 2006.). Tumori Sertolijevih stanica se razvijaju
iz potpornih stanica sjemenih tubula. Oko 20-30% tumora Sertolijevih stanica se manifestira
znacima hiperestrogenizma. Makroskopski, tumori su nodularni ili multinodularni, izrazito
¢vrste konzistencije te su dobro ograni¢eni unutar zahvacéenog testisa. Zbog svoje veli¢ine mogu

uzrokovati deformaciju zahvacenog testisa te se obi¢no oko tumora nalazi komprimirano,
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atroficno tkivo zdravog testisa. Na prereznoj povrsini su bijele ili sive boje sa ponekad
prisutnim hemoragi¢nim podrucjima. Neoplasti¢ne Sertolijeve stanice podsjecaju na normalne
Sertolijeve stanice ili su viSe pleomorfne. Histoloski postoje dva oblika: difuzni i intratubularni
oblik tumora Sertolijevih stanica,a neoplasti¢ne stanice imaju tendenciju palisadnog poretka

duz jako razvijene fibrozne strome ili formiraju tubularne strukture ( MEUTEN, 2002.).

2.1.3. Seminomi

-----

testikularna neoplazija u pasa. Cesce se javljaju u kriptorhidnim nego u spustenim testisima
(McGAVIN i ZACHARY, 2006.). Seminomi nastaju od zametnih stanica spermatogenog
epitela sjemenih kanali¢a. Varijabilne su veli¢ine te mogu prouzrociti povecanje zahvacenog
testisa (MEUTEN, 2002.). Tumor je bijele ili ruzi¢astosive boje i homogene grade. Seminomi
mogu biti intratubularni ili difuzni, a neoplasti¢ne stanice su poliedri¢ne, dobro demarkirane sa
velikim jezgrama razli€itih veli¢ina i malom koli¢inom citoplazme. Oko krvnih Zila prisutni su
limfoidni agregati §to je znacajno obiljezje u dijagnostici. Biolosko ponaSanje veéine seminoma

je benigno, unato¢ ¢esto vidljivih mitoza stanica ( MCGAVIN i ZACHARY, 2006.).

2.2. Kadherini

Kadherini su transmembranski glikoproteini koji spadaju u skupinu stani¢nih adhezivnih
molekula. Ovisni su o kalciju te su odgovorni za povezivanje susjednih stanica i sudjelovanje
u izgradnji stani¢nog citoskeleta (COOPER, 2000.). Prema istrazivanjima, otkriveno je vise od
osamdeset razli¢itih vrsta kadherina od kojih su najznacajniji E (epitelni), N (neuralni) 1 P
(placentarni) kadherin (LECKBAND i SIVASANKAR, 2012.). Molekula kadherina sastoji se
od N-terminalne izvanstani¢ne regije, transmembranskog segmenta i C-terminalnog
citoplazmatskog repa. Ekstracelularna domena sadrzi sekvence ¢ija su mjesta znaCajna za
vezanje Ca?* i adheziju izmedu stanica, dok citoplazmatska domena sluZi za povezivanje sa
aktinom i sudjeluje u izgradnji stani¢nog citoskeleta (LODISH i sur., 2000.). Svim vrstama
kadherina zajednicka je molekulska grada, ovisnost o kalciju i osjetljivost na proteaze, no svaki
od kadherina ima jedinstven obrazac distribucije u tkivima te imunoloSku specifi¢nost.
Primjerice, epitel o¢ne leCe najvise eksprimira E i N-kadherin, epidermis i stanice unutarnjeg
uha eksprimiraju E i P-kadherin, a neki derivati mezoderma P i N- kadherin. To ukazuje da

adhezijskim osobinama individualnih stanica upravljaju razliite kombinacije viSe vrsta
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kadherina. Ekspresija E, N i P-kadherina je u organizmu tkivno i stani¢no specifi¢na, s time da
je najveca distribucija E-kadherina u epitelnom tkivu, N-kadherina u neuralnom i miSi¢nom
tkivu, dok je distribucija P-kadherina najviSe zastupljena u placenti (TAKEICHI, 1988.).
Kadherini imaju klju¢nu ulogu u povezivanju stanica tijekom embrionalnog razvoja organa i
kod bioloskog ponasanja odredenih tumora, no djeluju i kao metastatsko supresivni proteini
(BREMMER i sur., 2015.). Svaki kadherin ima karakteristi¢nu distibuciju u tkivu pa se tako
tijekom diferencijacije stanica i kod odredenih bolesti, mijenjaju svojstva i koli¢ina kadherina.
Mijenjanjem svojstva, kadherini utje¢u na mnoge aspekte stani¢ne adhezije i migracije stanica
pa tako gubitak kadherina na povrsini stanica korelira sa metastatskim ponaSanjem tumora.
Poznato je da su kadherini jedni od adhezijskih molekula izmedu stanica tumora pa tako
poremecaji funkcije kadherina uzrokuju privremenu ili trajnu disagregaciju tumorskih stanica 1

pospjesuju invaziju i metastaziranje takvih stanica (TAKEICHI, 1993.).

2.2.1. E-kadherin

E-kadherin je glikoprotein ovisan o Ca®* koji preko homofilnih veza sudjeluje u adheziji
stanica vezuci se za izvanstani¢nu domenu E-kadherinske molekule druge stanice. Sastoji se
od citoplazmatske domene, transmembranskog dijela i izvanstaniénog veznog dijela.
Citoplazmatska domena E-kadherina se veze za beta ili gama-katenin koji se preko amino-
terminalnog dijela alfa-katenina vezu za aktinske filamente citoskeleta te tako daju mehanicku
stabilnost stanici (OZANIC BULIC, 2011.). Istrazivanja su pokazala da smanjenje ili gubitak
E-kadherina pospjeSuje progresiju 1 metastaziranje tumora (SAITO i sur.,, 2000.).
Imunohistokemijski je ustanovljena abnormalna ekspresija E-kadherina (heterogeni,
citoplazmatski ili odsutan) u razli¢itim slabo diferenciranim, invazivnim i metastatskim
tumorima kao $to su zelucani adenokarcinom, lobularni karcinom dojke, tumori rektuma i
kolona, adenokarcinom prostate, gusterace i tumor mokra¢nog mjehura (BATISTATOU i sur.,
2005.). Smanjenje ekspresije E-kadherina jedan je od vaznijih razloga agresivnog ponasanja
tumora. Gubitkom funkcionalnog E-kadherina, a time i kontakta izmedu pri¢vrsnih spojeva
stanica, dolazi do odvajanja tumorskih stanica od glavne tumorske mase. Odvojene tumorske
stanice postaju mobilne te u dodiru s izvanstani¢nim matriksom metastaziraju (BARANWAL
i  ALAHARI, 2009.). Gubitak E-kadherina ima Sirok raspon funkcionalnih posljedica za
epitelne stanice. Stjecanje metastatskih sposobnosti stanica tumora nakon gubitka E-kadherina

nije iskljuc¢ivo zbog poremecaja medustani¢nih adhezivnih kontakta. Gubitak E-kadherina je
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jedan od razloga Sto dolazi do aktiviranja epitelno mezenhimalne tranzicije ¢ime se postize
povecana stani¢na pokretljivost, invazivnost i otpornost stanica na apoptozu (ONDER i sur.,
2008.). E-kadherin je znacajan u supresiji tumora, dok je njegova inaktivacija znacajna u

progresiji tumora. (BARANWAL i ALAHARI, 2009).

2.2.2. N-kadherin

N-kadherin je protein koji je prvi put identificiran 1982. godine na stanicama mreZnice
pili¢a. Tipi¢no formira homotipne homofilne interakcije izmedu stanica, no ustanovljeno je da
izmedu Sertolijevih stanica i spermatida formira heterotipne homofilne i heterofilne interakcije.
(SHAN i sur., 2000.). U embriogenezi je klju¢na molekula tijekom gastrulacije i razvoja
neuralnog stabla. Tijekom gastrulacije stanice prolaze epitelno-mezenhimalnu tranziciju $to
dovodi do pojacane ekspresije N-kadherina i smanjene ekspresije E-kadherina u mezodermu.
Sli¢na situacija se pojavljuje kod karcinoma gdje je gubitak E-kadherina u korelaciji s
povecanom ekspresijom N-kadherina (DERYCKE i BRACKE, 2004.). NajizraZzenija
ekspresija N-kadherina prisutna je u stanicama ziv¢éanog tkiva, mreznici oka, endotelnim i
mezotelnim stanicama, miocitima, stanicama hrskavi¢nog tkiva, oocitama, sprematidama i
Sertolijevim stanicama. N-kadherin ima vaznu ulogu u razli¢itim procesima kao $to su adhezija
stanica, diferencijacija, embriogeneza i migracija stanica, prijenos signala izmedu stanica te
kod invazije i metastatkog ponasanja tumora (BREMMER i sur., 2015.). Ekspresija N-
kadherina u epitelnim stanicama inducira promjenu morfologije stanica u fibroblasti¢ni fenotip,
¢ime stanice postaju pokretljivije 1 invazivnije. Medutim, u nekim vrstama karcinoma, kao §to
je osteosarkom, N-kadherin se ponasa kao tumorski supresor. Ovisno o stani¢nom kontekstu,
N-kadherin moZe promicati adheziju ili inducirati migraciju stanica. Kod karcinoma, kadherini
kontroliraju ravnotezu izmedu supresije i promicanja invazije tumora. E- kadherin funkcionira
kao supresor invazije tumora te je njegova ekspresija smanjena u veéini tumora, dok je N-

kadherin ¢esto reguliran kao promotor invazije tumora (DERYCKE i BRACKE, 2004.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci

Za potrebe izrade diplomskog rada koristeni su uzorci tumora sjemenika pasa sa Zavoda
za veterinarsku patologiju, Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Za svakog psa su
prikupljeni 1 analizirani sljede¢i podaci: dob odnosno starost te pasmina psa, histoloski tip
tumora sjemenika te intenzitet, mjesto i indeks ekspresije E i N-kadherina u tumorski
promijenjenim stanicama sjemenika pasa. Histopatoloska analiza te imunohistokemijska
analiza tumorskih biljega E i N-kadherina radena je komparativno na 13 odabranih arhiviranih
uzoraka testisa pasa. Nastojala se utvrditi korelacija izmedu tipova i biolo§kog ponasanja
tumora testisa analiziranih histopatoloSkom analizom te imunohistokemijskom analizom
tumorskih biljega E- i N-kadherina. Ujedno se htjela usporediti razlika u ekspresiji E- i N-
kadherina te njezin znacaj u bioloSkom ponaSanju tumora te lakSem dijagnosticiranju i

prognoziranju bolesti.

3.2. HistopatoloSka pretraga

U svrhu histopatoloSke pretrage, svi uzorci tumora testisa bojani su rutinskom metodom

bojanja hematoksilin-eozinom (HE). Uzorci su analizirani pomocu svjetlosnog mikroskopa.

HistopatoloSka klasifikacija tumora testisa provedena je u skladu s kriterijima histoloske
klasifikacije tumora sjemenika pasa i ljudi Svjetske zdravstvene organizacije (KENNEDY i
sur., 1998.).

3.3.  Imunohistokemijska analiza
3.3.1. Koristeni reagensi

Istrazivana je nazoc¢nosti tumorskog biljega E-kadherina sa specifi¢nim mis§jim monoklonskim
protutijelima ( E-kadherin Clone NHC-38, code M3612, DAKO; N-kadherin, Clone 6G11,
code, M3613, DAKO), streptavidin-biotin kompleks metodom.

3.3.2. Metoda bojenja

- predigestija tkiva: kuhanje u prethodno zagrijanom citrathnom puferu, pH 6.0 (Dako
REALTM Target Retrieval Solution, kod S2031) u mikrovalnoj pe¢nici 20 minuta
- ohladiti
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isprati u puferu

DAKO REALTM Peroxidase-Bloking Solution 5 minuta

isprati puferom

primarno protutijelo 1:50, 30 minuta

isprati puferom

sekundarno protutijelo ( Dako REALTM En VisionTM/HRP, Rabbit/Mouse), 30
minuta

isprati puferom

substrat Dako REALTM DAB + Chromogen 10 minuta

isprati u vodi

hemalaun 30-60 sekundi

KONTROLA: E-kadherin — normalna cirkumanalna zlijezda psa; N-kadherin — mozak i

meninge psa

3.4.

Procjenjivanje rezultata imunohistokemijske analize

Imunohistokemijski obradeni preparati analizirani su pomocu svjetlosnog mikroskopa.

Na svakom uzorku odredivao se (HEIDENBERG i sur., 2012.):

indeks ekpresije E- i N- kadherina u stanicama: 0 — nije doslo do ekspresije
1 — 1-25% stanica je ekspimirano
2 — 26-50% stanica je eksprimirano
3 —51-74% stanica je eksprimirano
4 - >75% stanica je eksprimirano
intenzitet obojenja stanica: 1 — slabo
2 — umjereno
3 —jako
mjesto ekspresije : 1 — citoplazma
2 —membrana

1,5 — citoplazma i membrana

Nakon analiziranja imunohistokemijski primjenjenih tumorskih biljega E- i N-kadherina,

obavljena je statisticka obrada dobivenih rezultata.
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4. REZULTATI

U diplomskom radu je patohistoloski analizirano 13 uzoraka tumora testisa pasa te je
obavljena analiza ekspresije imunohistokemijskih biljega E- i N-kadherina u tumorskim

stanicama.

4.1. Histopatolo§ka analiza tumora sjemenika pasa

Od ukupno trinaest uzoraka tumora sjemenika pasa na kojima je radena patohistoloska
analiza, sedam uzoraka su bili difuzni seminomi, tri uzorka intratubularni seminomi, jedan
mjesoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom, jedan mjeSoviti tumor Leydigovih i
Sertolijevih stanica te jedan uzorak mjeSovitog tumora Leydigovih stanica i intratubularni

seminom.

Dob pasa bila je u rasponu od 2 do 15 godina. Prosje¢na dob pasa bila je 10,5 godina.
Prosje¢na dob pasa prema vrsti tumora je bila za difuzne seminome 10,2 godine i intratubularne
seminome 8,6 godina. Pas sa mjeSovitim tumorom Leydigovih stanica i difuznog seminoma
imao je 15 godina, dok je pas sa mjeSovitim tumorom Leydigovih i Sertolijevih stanica imao

13 godina kao i pas sa mjeSovitim tumorom Leydigovih stanica i intratubularnim seminomom.

Difuzni seminom je bio dijagnosticiran kod dva jorksirska terijera, koker $panijela,
hrvatskog ovcara, aljaskog malamuta te kriZanca. Intratubularni seminom je bio dijagnosticiran
kod krizanca i boksera. MjeSoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom je bio
dijagnosticiran kod krizanca dok su kod sibirskog haskija bili dijagnosticirani difuzni seminom,
mjeSoviti tumor Leydigovih i1 Sertolijevih stanica te mjeSoviti tumor Leydigovih stanica 1

intratubularni seminom.
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Zastupljenost tumora sjemenika pasa u
odabranim uzorcima

H DIF.SEM.
M |TS.SEM.
u LCT/SEM.DIF
wLCT/SCT
M LCT/ITS.SEM.

Slika 1.  Zastupljenost tumora sjemenika pasa u odabranim uzorcima

Ucestalost pojedinih tipova tumora
sjiemenika prema dobi pasa

2,5
2
=
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Slika 2.  Ucestalost pojedinih tipova tumora sjemenika pasa prema dobi pasa
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Slika 4. Intratubularni seminom, testis, pas, HE x 20
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Slika 6.  Tumor Sertolijevih stanica, testis, pas, HE x 40
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4.2.  Ekspresija imunohistokemijskih biljega E- i N-kadherina
4.2.1. E-Kadherin

Pozitivna imunohistokemijska reakcija za E-kadherin se ocitovala bojenjem citoplazme
u 68,7% stanica, membrane u 6,3% te membrane i citoplazme u 25% tumorozno promijenjenih
stanica testisa pasa. Kod difuznog seminoma sa slabim intenzitetom obojenja (Slika 7.), do
25% stanica je pokazalo ekspresiju E-kadherina i to samo u citoplazmi stanica u gotovo svih
sedam uzoraka. Kod intratubularnog seminoma samo je kod psa krizanca intenzitet ekspresije
E-kadherina bio umjeren, sa 51-74% eksprimiranih stanica u citoplazmi i na membrani stanica.
Kod preostala dva uzorka intratubularnih seminoma, ekspresija je bila ista kao i kod uzoraka sa
difuznim seminomima. MjeSoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom pokazao je
slabu ekspresiju u oba dijela tumora, no za razliku od dijela tumora s difuznim seminomom,
kod dijela tumora s neoplazijom Leydigovih stanica postotak ekspresije u stanicama je bio veéi
za 25% te je ekspresija bila vidljiva u citoplazmi i membrani stanica dok je kod stanica
seminoma ekspresija bila vidljiva samo u citoplazmi stanica. Kod mjeSovitog tumora
Leydigovih i Sertolijevih stanica ekspresija je bila vidljiva u citoplazmi i membrani stanica oba
dijela tumora. Dio sa proliferacijom Sertolijevih stanica pokazao je u vise od 75% stanica jaku
ekspresiju E-kadherina, dok je kod dijela s tumorom Leydigovih stanica intenzitet obojenja bio
umjeren (slika 8.) sa 50-74% eksprimiranih stanica. Kod mjeSovitog tumora Leydigovih
stanica i intratubularnog seminoma intezitet i ekspresija stanica u citoplazmi dijela s
intratubularnim seminomom su bili izrazito slabi, dok je dio s tumorom Leydigovih stanica
pokazao jaku ekspresiju u citoplazmi vise od 75% stanica.

StatistiCki nije utvrdena znacajnost u ekspresiji E-kadherina u odnosu na histoloski tip

tumora.
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Slika 7. Difuzni seminom, testis, pas, slaba ekspresija E-cad, x10

Slika8.  Tumor Leydigovih stanica, testis, pas, jaka ekspresija E-cad, x40
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4.2.2. N-kadherin

Mjesto ekspresije N-kadherina bilo je izrazeno u citoplazmi i membrani stanica kod
vecdine tumora sjemenika pasa. Kod ostalih tumora ekspresija je bila izrazena samo u citoplazmi
ili na membrani stanica. Kod difuznog seminoma je bilo vise od 75% stanica eksprimirano sa
jakim intenzitetom obojenja isto kao i kod intratubularnog seminoma (slika 10.) i mjeSovitog
tumora Leydigovih stanica 1 difuznog seminoma. MjeSoviti tumor Leydigovih 1 Sertolijevih
stanica pokazao je ekspresiju u 51-74% stanica sa slabim intenzitetom obojenja u dijelu tumora
Leydigovih stanica (slika 9.), dok je kod dijela tumora Sertolijevih stanica vise od 75% stanica
N-kadherin bio eksprimiran umjerenim intenzitetom. Kod mjeSovitog tumora Leydigovih
stanica i intratubularnog seminoma, dio s tumorom Leydigovih stanica pokazao je umjereno
obojenje u 26-50% eksprimiranih stanica, dok je 51-74% stanica kod dijela s intratubularnim
seminomom imalo jak intenzitet obojenja.

Statisticki nije utvrdena znacajnost u ekspresiji N-kadherina u odnosu na histoloski tip

tumora.

Slika 9.  Tumor Leydigovih stanica, testis, pas, slaba ekspresija N-cad, x40
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Slika 10. Intratubularni seminom, testis, pas, jaka ekspresija N-cad, x10
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Tablica 1. Ekspresija E- i N- kadherina u tumorima sjemenika pasa

EKSPRESIJA EKSPRESIJA

E-KADHERINA N-KADHERINA

I I
N S5 BRIl S R
BROJ PASMINA | DOB |DIJAGNOZA | Z | B | @ | =2 | & | @
L =z ) LL =z )
= = = = = =

Z =z
1. jorksirski terijer 13 SEM. DIF 2 3 1 3 4 1,5
2. sibirski haski 11 SEM. DIF 1 1 1 3 4 15
3. jorksirski terijer 9 SEM. DIF. 1 2 1 2 4 1
4, koker Spanijel 12 SEM. DIF. 1 1 1 3 4 15
5. hrvatski ovéar 2 SEM.DIF. 1 1 1 3 4 15
6. aljaski malamut 13 SEM. DIF. 1 1 1 3 3 15
7. krizanac 12 SEM. DIF. 1 1 1 3 4 15
8. krizanac 12 IT. SEM. 2 3 15 3 4 15
9. bokser 7 IT. SEM. 1 1 1 3 4 15
10. bokser 7 IT. SEM. 1 1 1 3 4 15
. LCT/ 1 2 15 3 4 15
11. krizanac 15 SEM. DIF. 1 1 1 3 4 2
e . LCT/ 2 3 15 1 3 1
12. sibirski haski 13 SCT 3 4 15 5 4 1
. . LCT/ 3 4 2 2 2 15
13. sibirski haski 13 IT._ SEM. 1 1 1 3 3 15

Intenzitet obojenja stanica: 1- slabo, 2 — umjereno, 3 — jako
Indeks ekspresije u stanicama: 0 — nema ekspresije, 1 — 1-25% stanica je eksprimirano, 2 —
26-50% stanica je eksprimirano, 3 — 51-74% stanica je eksprimirano, 4 - > 75% stanica je
eksprimirano
Mjesto ekspresije u stanicama: 1- citoplazma, 1,5 — citoplazma i membrana, 2 — membrana

SEM.DIF. — difuzni seminom

IT.SEM — intratubularni seminom
LCT/SEM.DIF. — mjesoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom

LCT/SCT — mjesoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih Stanica
LCT/IT.SEM. — mjesoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom
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4.2.3. Prosjec¢ne vrijednosti ekspresije E- | N-kadherina u odabranim uzorcima tumora
sjemenika pasa

Od sveukupno 13 uzoraka tumora sjemenika pasa, utvrdena su 3 uzorka mjesSovitih
tumora koji su radi lakSe analize podijeljeni na zasebne komponente te je tako obavljena analiza
ekspresije imunohistokemijskih biljega E- i N- kadherina za difuzne seminome, intratubularne
seminome, tumore Leydigovih stanica i jedan tumor Sertolijevih stanica. Od sveukupnih
vrijednosti dobivenih analizom tumora, izraCunate su prosje¢na vrijednost, standardna
devijacija te koeficijent varijabilnosti za difuzne i intratubularne seminome te tumore
Leydigovih stanica. Uz dijagnosticirani samo jedan uzorak tumora Sertolijevih stanica,
navedene vrijednosti nije bilo moguée izracunati. U tablici 2, oznac¢ene su navedene vrijednosti
za svaki od tih tumora. Iz tablice je vidljivo da su prema prosje¢nim vrijednostima difuzni i
intratubularni seminomi analizom ekspresije E kadherina pokazali slab intenzitet obojenja u
citoplazmi 1-25% eksprimiranih tumorozno promijenjenih stanica. Kod tumora Leydigovih
stanica, prosjecan intenzitet obojenja stanica je bio umjeren sa 51-74% eksprimiranih stanica u
citoplazmi i membrani, dok je tumor Sertolijevih stanica pokazao jak intenzitet obojenja stanica
sa viSe od 75% eksprimiranih stanica u citoplazmi i membrani. Analizom prosjecne ekspresije
N-kadherina kod difuznog i intratubularnog seminoma ustanovljen je jak intenzitet obojenja
citoplazme i membrane stanica sa viSe od 75% eksprimiranih stanica. Tumor Leydigovih
stanica pokazao je umjeren intenzitet obojenja citoplazme i membrane stanica sa 51-74%
eksprimiranih stanica, dok je kod tumora Sertolijevih stanica eksprimirano bilo vise od 75%
stanica sa umjerenim intenzitetom obojenja citoplazme tumorozno promijenjenih stanica. Sto
se tiCe standardne devijacije, prosje¢no odstupanje od prosje¢nih vrijednosti intenziteta
ekspresije E- i N-kadherina je bilo najve¢e kod tumora Leydigovih stanica, a najmanje
odstupanje je bilo kod seminoma. Prosje¢no odstupanje od prosjecnih vrijednosti broja
eksprimiranih stanica je bilo najve¢e u uzorcima intratubularnin seminoma u ekspresiji E-
kadherina, a najmanje u ekspresiji N-kadherina, dok je u uzorcima tumora Leydigovih stanica
najmanje odstupanje eksprimiranih stanica bilo u slu¢aju ekspresije E-kadherina, a najvece u

broju eksprimiranih stanica N-kadherina.

Prosje¢ne vrijednosti intenziteta, indeksa i mjesta ekspresije za pojedine tumore
navedene su i u grafikonima. Prema grafikonima je vidljivo da je kod ekspresije E-kadherina
tumor Sertolijevih stanica pokazao najjaci intenzitet obojenja citoplazme i membrane u

najve¢em broju eksprimiranih stanica, dok su seminomi pokazali najslabiji intenzitet obojenja
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u najmanje eksprimiranih stanica E-kadherina. Kod ekspresije N-kadherina, u grafikonu je
vidljivo da je najjaci intenzitet obojenja vidljiv u citoplazmi i membrani seminoma sa najve¢im
brojem eksprimiranih stanica, dok je tumor Leydigovih stanica pokazao umjeren intenzitet

obojenja sa najmanje eksprimiranih stanica.

Tablica 2. Prosjecne vrijednosti ekspresije E- i N-kadherina u tumorima sjemenika pasa

EKSPRESIJA E- EKSPRESIJA N-
KADHERINA KADHERINA
i "
= 1R E |28
N w n N w %)
i o | 5 | &2 |58
= = > = = =
£ Z
PROSJECNA
VRIJEDNOST 1,125 1375 | 1 | 2875|3875 | 15
STANDARDNA
SEM.DIF. DEVIIACLIA 0353 |0744| 0 | 033 | 035 | 0267
KOEFICIJENT : - ) ) - :
VARIJABILNOSTI 31% 54% | 0% | 12% | 9% | 18%
PROSJECNA
VRIJEDNOST 1.25 15 |[1125| 3 | 375 | 15
STANDARDNA
I'T.5SEM DEVIJACIJA 0.5 1 0,25 0 0,5 0
KOEFICIJENT . ) ) : : :
VARIJABILNOSTI 40% 67% | 22% | 0% | 13% | 0%
PROSJECNA
VRIJEDNOST 2 3 | 166 | 2 3 | 1,33
STANDARDA
LCT DEVIJACIJA 1 1 1028 | 1 1 | 0,288
KOEFICIJENT : - ) ) : :
VARLIABILNOSTI 50% 33% | 17% | 50% | 33% | 22%
SCT *jedan uzorak 3 4 1,5 2 4 1
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Prosjecne vrijednosti ekspresije E- i N-kadherina
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Slika 11. Prosje¢ne vrijednosti ekspresije E- i N-kadherina u tumorima sjemenika pasa
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Slika 12. Prosjecne vrijednosti ekspresije E-kadherina u tumorima sjemenika pasa
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Prosjecne vrijednosti ekspresije N-kadherina
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Slika 13. Prosjecne vrijednosti ekspresije N-kadherina u tumorima sjemenika pasa
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5. RASPRAVA

Incidencija tumora sjemenika pasa je sve veca te postoji potreba za dodatnim
imunohistokemijskim analizama 1 pronalazenju morfoloskih i bioloskih obiljezja tumora koja
bi se mogla koristiti u svrhu prognoziranja i optimizaciji terapije tumora sjemenika pasa.
Upravo zbog oskudnih istrazivanja imunohistokemijskih biljega znacajnih u diferencijaciji
tumora sjemenika psa, u ovom diplomskom radu je provedena analiza ekspresije E- i N-

kadherina kod tumora sjemenika pasa.

Kod analiziranih uzoraka tumora sjemenika, prosjecna dob pasa iznosila je 10,5 godina.
Taj podatak se podudara s informacijama iz literature koji pokazuju da se tumori sjemenika
najcesce javljaju kod starijih pasa (MCGAVIN i ZACHARY, 2006.).

Od sveukupno 13 uzoraka, histopatoloskom analizom utvrdeno je 76,92% jednostavnih
tumora i to seminoma ( 53,84% difuzni seminomi , te 23,07% intratubularni seminomi) te
23,08% mjesovitih tumora. Od mjeSovitih tumora utvrden je uzorak mjeSovitog tumora
Leydigovih stanica i difuznog seminoma, uzorak mjesovitog tumora Leydigovih i Sertolijevih
stanica te uzorak mjeSovitog tumora Leydigovih stanica i intratubularnog seminoma. Prema
literaturi seminom se smatra drugom najéeS¢om neoplazijom testisa pasa (MCGAVIN,
ZACHARY, 2006.), §to prema analiziranim uzorcima U ovom radu nije slucaj. No, kako je u
ovom diplomskom radu istrazivan mali broj uzoraka tumora sjemenika pasa to se ne moze uzeti

kao znacajan podatak.

Ekspresija E- i N-kadherina ocitovala se u svim analiziranim tumorozno promijenjenim
uzorcima sjemenika pasa. Od sveukupno 13 uzoraka tumora sjemenika pasa, utvrdena su 3
uzorka mjeSovitih tumora koji su radi lakSe analize podijeljeni na zasebne komponente te je
tako obavljena analiza ekspresije imunohistokemijskih biljega E- i N- kadherina za difuzne
seminome, intratubularne seminome, tumore Leydigovih stanica i jedan tumor Sertolijevih

stanica.

Podaci o ekspresiji E-kadherina u ovom radu se djelomi¢no slazu sa istrazivanjem kod
kojeg je analizirano 40 seminoma, 40 tumora Leydigovih stanica te 40 tumora Sertolijevih
stanica pasa. Prema tom istrazivanju, tumori Leydigovih stanica pokazali su umjereno do jaku
ekspresiju stanica, a seminomi u najve¢em postotku nisu pokazali ekspresiju u tumorozno
promijenjenim stanicama ili im je ekspresija E-kadherina bila slaba (CIAPUTA i sur. 2014).

Prema drugom istrazivanju tumori zametnih stanica, U koje spadaju seminomi, pokazali su slab
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intenzitet obojenja eksprimiranih stanica za E-kadherin, dok je tumor Sertolijevih stanica
pokazao jak intenzitet obojenja u vise od 50% eksprimiranih stanica za E-kadherin kao i kod
analiziranih uzoraka u ovom diplomskom radu (OWSTON i RAMOS-VARA, 2007) .

Analizom ekspresije imunohistokemijskog biljega N-kadherina, u odabranim uzorcima
tumora sjemenika, ustanovljena je izrazenija ekspresija N-kadherina kod difuznog i
intratubularnog seminoma, u odnosu na tumor Leydigovih i tumor Sertolijevih stanica. Prema
istrazivanju u kojem je radena analiza ekspresije N-kadherina u tumorima testisa ¢ovjeka
takoder je ustanovljena izraZenija ekspresija N-kadherina u seminoma u odnosu na tumor
Leydigovih i tumor Sertolijevih stanica (HEIDENBERG i sur., 2012.). Takoder, ustanovljeno
je da je ekspresija N-kadherina od koristi u diferencijaciji embrionalnog karcinoma i
korionskog karcionoma od ostalih histoloskih podtipova tumora zametnih stanica testisa
muskaraca (BREMMER i sur., 2012).

Razlika tumora sjemenika pasa i muskaraca postoji u bioloskom ponasanju tumora
sjemenika, pa se tako seminomi pasa klasificiraju kao benigni, dok se kod muskaraca
Klasificiraju kao maligni tumori (HOHSTETER, 2012). Takoder, postoji pretpostavka da je
slabija ekspresija E-kadherina povezana s mobilno$¢éu tumorskih stanica, $to povecava rizik od
sirenja tumora (CIAPUTA i sur. 2014.), te da gubitak N-kadherina moze utjecati na malignitet
tumora zametnih stanica (BREMMER i sur. 2012).

Statisti¢ki nisu utvrdene znacajne razlike u ekspresiji E- i N-kadherina u odabranim
uzorcima tumora sjemenika, no ustanovljena je jaca ekspresija E-kadherina u tumorima
Leydigovih stanica i tumoru Sertolijevih stanica u odnosu na seminome. To moze biti posljedica
toga $to su seminomi tumori okruglih pojedina¢nih stanica koje nisu medusobno povezane, a
Leydigove i Sertolijeve stanice su stanice koje rastu u koherentnim nakupinama pa se iz tog
razloga vjerojatno teze odvajaju 1 stvaraju metastaze. Takoder, zanimljiva je razlika izmedu
intratubularnih i difuznih seminoma, gdje je ustanovljena visa ekspresija E-kadherina kod
intratubularnih seminoma koji su vjerojatno samo ranija faza difuznih seminoma pa postoji jaca
tendencija da su u kasnijoj fazi stanice slabije povezane te tako lakSe infiltriraju tkivo 1 stvaraju
moguce metastaze. U svakom slu¢aju bilo bi zanimljivo usporediti tumore koji su stvorili
metastaze sa onima Kkoji nisu stvorili metastaze, iz svih tipova tumora, te istraziti postoji li
razlika medu njima. U prognostici bi to bilo od izuzetne koristi kako bi se istrazilo da li tumori
imaju sklonost infiltrativnom rastu ili metastaziranju. S druge strane, N-kadherin je jace

eksprimiran u seminoma $to moze biti posljedica njihovog brzeg proliferacijskog potencijala.
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Upravo zbog oskudnih istrazivanja imunohistokemijskih tumorskih biljega kod tumora

sjemenika pasa, postoji potreba za detaljnijim dijagnosti¢kim kriterijima te provodenjem

istrazivanja na ve¢em broju uzoraka.

Provodenjem ovog istrazivanja ustanovljeno je da imunohistokemijski biljezi E- i N-

kadherin mogu biti korisni kao jedna od metoda to¢nije diferencijacije tumora testisa pasa.
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6. ZAKLJUCAK

1. Provedenim istrazivanjem utvrdeno je da je prosjecna dob pasa s tumorima testisa bila
10,5 godina §to se podudara s podacima iz literature koja navode da se tumori testisa
najcesce javljaju kod starijih pasa.

2. Od sveukupno 13 uzoraka, histopatoloSkom analizom utvrdeno je 10 seminoma (7
difuznih i 3 intratubularna seminoma) i 3 mjeSovita tumora ( mjeSoviti tumor
Leydigovih stanica i difuzni seminom, mjeSoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih
stanica, te mjeSoviti tumor Leydigovih stanica i intratubulani seminom).

3. Ekspresija E- i N-kadherina o¢itovala se u svim analiziranim tumorozno promijenjenim

uzorcima sjemenika pasa.

4. U svih analiziranih tumora, ustanovljena je jaca ekspresija N-kadherina u odnosu na E-
kadherin

5. Seminomi su pokazali slabiju ekspresiju E-kadherina i ja¢u ekspresiju N-kadherina od
tumora Leydigovih i tumora Sertolijevih stanica.

6. Intratubularni seminomi su pokazali jacu ekspresiju E-kadherina od difuznih seminoma.
7. Analizirani tumorski biljezi E- i N-kadherin mogu biti od pomo¢i u dijagnosticiranju

tumora sjemenika pasa, osobito ako se koriste uz histopatolosku pretragu.
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7. SAZETAK

Tumori sjemenika su naj¢es¢e neoplazme reproduktivnog sustava pasa i najcesce se javljaju
kod starijih zivotinja. Kadherini su transmembranski glikoproteini, ovisni o kalciju, Kkoji
spadaju u skupinu stani¢nih adhezivnih molekula. Od osamdesetak poznatih kadherina,
najznacajniji su epitelni (E-kadherin) i neuralni (N-kadherin). E-kadherin funkcionira kao
supresor invazije tumora te je njegova ekspresija smanjena u vecéini tumora, dok je N-kadherin

Cesto reguliran kao promotor invazije tumora.

U ovom radu provedena je usporedna imunohistokemijska analiza tumorskih biljega E- i
N-kadherina te histopatoloska analiza arhiviranih uzoraka tumora sjemenika pasa. Cilj je bio
odrediti prisutnost i distribuciju transmembranskih glikoproteina E- i N-kadherina u odabranim
uzorcima tumora sjemenika pasa. Od ukupno 13 uzoraka, histopatoloSkom analizom utvrdeno
je 10 jednostavnih tumora i to seminoma (7 difuznih i 3 intratubularna seminoma) te 3 mjesovita
tumora (mjeSoviti tumor Leydigovih stanica i1 difuzni seminom, mjesSoviti tumor Leydigovih i
Sertolijevih stanica, te mjeSoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom).
Ekspresija E- i N-kadherina ocitovala se u svim analiziranim tumorozno promijenjenim
uzorcima sjemenika pasa te je u svih analiziranih tumora ustanovljen izrazeniji intenzitet
obojenja u vecem postotku ekspirimiranih stanica N-kadherina u odnosu na E-kadherin. Kod
seminoma je utvrdena slabija ekspresija E-kadherina i jaca ekspresija N-kadherina u odnosu na
tumor Leydigovih i tumor Sertolijevih stanica. Takoder, utvrdena je jaca ekspresija E-kadherina

kod intratubularnih u odnosu na difuzne seminome.

Incidencija tumora sjemenika pasa je sve veca te postoji potreba za dodatnim
imunohistokemijskim analizama i pronalazenju morfoloskih i bioloskih obiljezja tumora koja
bi se mogla koristiti u svrhu prognoziranja i optimizaciji terapije tumora sjemenika pasa.
Analiza imunohistokemijskih biljega E- i N-kadherina moze biti od pomo¢i u dijagnostici

tumora sjemenika pasa, osobito ako se koristi uz histopatoloSku pretragu.

Kljuéne rije¢i: tumor, sjemenik, pas, histopatologija, imunohistokemija, E-kadherin, N-
kadherin
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8. ABSTRACT

Expression of E and N cadherin in canine testicle tumors

Testicular tumors are the most common neoplasms of the reproductive system in dogs and
they most commonly occur in older animals. Kadherins are calcium dependent transmembrane
glycoproteins belonging to a group of cell adhesion molecules. Of the eighty known cadherins,
the most significant are epithelial ( E-cadherin) and neural (N-cadherin). E-cadherin functions
as a suppressor of tumor invasion and it's expression is reduced in most tumors, while N-

cadherin is often regulated as a tumor invasion promoter.

In this research a histopathological and parallel immunohistochemical analysis of tumor
markers of E- and N-cadherin on canine testicular tumors was performed. Aim of this study
was to determine the presence and distribution of tumor markers E- and N-cadherin in selected
samples of dog testicular tumors. The histopathological analysis of 13 testicular tumors samples
showed 10 simple tumors, namely seminoma (7 diffuse and 3 intratubular seminomas), and 3
mixed tumors (mixed tumor of Leydig cell and diffuse seminoma, mixed tumor of Leydig and
Sertolian cells and mixed tumor of Leydig cell and intratubular seminoma). Expression of E-
and N-cadherin was revealed in all analyzed tumor-modified samples of canine testicular
tumors, also in all analyzed tumors was found a higher intensity of coloration and a higher
percentage of expressed N-cadherin in cells compared to E-cadherin. Lower E-cadherin and
stronger N-cadherin expression was found in seminoma compared to Leydig cell tumors and
Sertoli tumor cells. Also, stronger expression of E-cadherin was found in intratubular compared

to diffuse seminoma.

The incidence of dog testicular tumors is increasing and there is a need for further
immunohistochemical evaluations and search for biological feautures of the tumor that would
be of benefit in optimizing canine testicular tumor therapy. The analysis of
immunohistochemical markers of E- and N-cadherin combined with histopathological

examination has the capacity to improve diagnosis of canine testicular tumors.

Key words: tumor, testicle, canine, histopathology, immunohistochemistry, E-cadherin, N-

cadherin
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