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I. POPIS KRATICA
AFIP – Armed forces institute of pathology, engl.

AFP - alfa fetoprotein 

ALP - alkalna fosfataza 

ANOVA – analiza varijanci

CD 143 - angiotensin converting enzyme 1, engl.
CD 30 (TNFRSF8; Ki-1)- stanični membranski protein 30 iz skupine faktora tumorske nekroze
CIS - carcinoma in situ, lat.

c-KIT (CD117, KIT) - proteinski transmembranski receptor tirozin kinaze
EBV - Epstein-Barr virus

EDTA - etilen-diamin-tetraoctena kiselina 

EMB.CA. – embrionalni karcinom

FSH - folikulostimulirajući hormon

GATA-4 – transkripscijski čimbenik GATA-4
GCAP - germ cell alcaline phosphatase, engl.

HCG – human chorionic gonadotropine, engl.

HE – hematoksilin eozin

IGCNU -  neklasificirane intartubularne neoplazije zametnih stanica
kDa – kiloDalton

Ki67 – Kiel-67 (prema gradu u kojem je protein otkriven)
KORIO.CA. – koriokarcinom

L.C.T. – tumor Leydigovih stanica

L.C.T./SEM.DIF. -  mješoviti tumor Leydigovih stanica i difuzi seminom

L.C.T./SEM.IT. – mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom 

TNALP – tkivno nespecifična alkalna fosfataza

M2A  - monoklonalno protutijelo specifično za seminome
MIX.T. – mješoviti tumor

MIX.T.Z.ST. – mješoviti tumor zametnih stanica

NANOG – transkripcijski čimbenik uključen u obnavljanje nediferenciranih embrionalnih zametnih stanica
NK-T – natural killer T limfocytes, engl.

n.s. – nije specificirano 

NY-ESO-1  - autoimmunogenic cancer/testis antigen NY-ESO-1, engl.

OCT3/4 -  protutijela iz porodice transkripcijskih čimbenika koja eksprimiraju embrionalne zametne stanice

p53 protein – protein 53
PAS - perjodna kiselina-Schiffova reakcija
PGP 9.5 – protein gene product 9.5, engl.
PLAP -  placentalna alkalna fosfataza 

S100 protein - S100 kalcij vežući protein
S.A.D. – Sjedinjene Američke Države

SCF - stem cell factor, engl. 
S.C.T. – tumor Sertolijevih stanica

S.C.T./L.C.T. – mješoviti tumor Sertolijevih i Leydigovih stanica

S.C.T:/SEM.DIF. – mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom

SCT./SEM.IT. – mješoviti tumor Sertolijevih i intratubularni seminom

SEM. - seminom

SEM. DIF. – difuzni seminoma

SEM. IT.  – intratubularni seminom

SŽS  - središnji živčani sustav

TERAT. – teratom

TNF – tumor necrosis factor, engl.

TRA-1 – transkripcijski faktor 1
TRS - target retrieval solution, engl.

T.ŽUM.V. – tumor žumanjčane vrećice

WHO – World health organisation, engl.
VASA – RNK vežući protein sa RNK ovisnim helikazama
1. UVOD


Tumori sjemenika su jedni od najčešćih tumora u muškaraca i pasa. Kod muškaraca su od svih tumora sjemenika najčešći tumori zametnih stanica, a među njima prevladavaju seminomi, dok su tumori stromalnih stanica sjemenog tračka relativno rijetki. Kod pasa su češći tumori stromalnih stanica sjemenog užeta, a od njih su najčešći tumori Sertolijevih i tumori Leydigovih stanica, odmah iza njih se po učestalosti nalaze seminomi. Osim razlike u pojavnosti ovih tumora u pasa posebno je  zanimljiva razlika u biološkom ponašanju tumora sjemenika pasa i muškaraca, pa se tako kod muškaraca svi seminomi klasificiraju kao maligni tumori dok su naprotiv kod pasa gotovo svi seminomi dobroćudni. Zbog svoje malignosti oni predstavljaju značajan uzrok smrti u muškaraca, osobito kod onih koji su mlađe i srednje dobi. Kod pasa su ovi tumori rijetko uzrok uginuća, no kao i kod ljudi su značajan uzrok neplodnosti. 


Upravo zbog njihovog različitog biološkog ponašanja, iako su histološki vrlo slični, istraživanje tumora sjemenika pasa i ljudi je vrlo značajno s gledišta poredbene onkologije. U  pasa postoji relativno jednostavna klasifikacija tumora sjemenika u odnosu na ljude. Jedan od mogućih uzroka je oskudno istraživanje  imunohistokemijskih biljega koji su značajni za diferencijaciju tumora sjemenika. Kod pasa je provedeno i malo istraživanja koja se odnose na neklasificirane intratubularne neoplazije zametnih stanica (IGCNU) sjemenika, koje se u ljudi vrlo često javljaju, najčešće kao preteča tumora zametnih stanica. 


U ovom doktoratu će se analizirati po pedesetak biopsiranih tumora sjemenika pasa i ljudi te će se oni histopatološki klasificirati prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije za domaće životinje i humane tumore sjemenika. Također će se ispitivati sjemenici pasa na kojima je obavljena obdukcija te će se u njima utvrđivati prisutnost neoplastičnih promjena, osobito IGCNU. Prilikom istraživanja će se koristiti histopatološka pretraga hemalaun-eozin (HE) metodom i PAS metodom te imunohistokemijske metode. I u pasa i u muškaraca će se upotrebom tumorskih biljega placentalne alkalne fosfataze (PLAP), c-KIT, CD 30  i citokeratina AE1/AE3 obaviti njihova histološka tipizacija te utvrditi evantualna prisutnost i udio neseminomatoznih tumora u tumorima koji su histološki okarakterizirani kao seminomi, te eventualna prisutnost neklasificiranih intratubularnih neoplazija zametnih stanica. Svi dobiveni rezultati će biti obrađeni odgovarajućim statističkim metodama.


2. PREGLED LITERATURE

2.1 ANATOMIJA I HISTOLOGIJA SJEMENIKA 


Sjemenici (testisi) ili muške gonade su mješovite endokrine i egzokrine žlijezde čija je funkcija  proizvodnja sperme i androgenih hormona (VAD DE GRAAFF i sur., 1997.). Sjemenici su kod svih sisavaca pa tako i kod pasa i muškaraca parni organi koji imaju embrionalno porijeklo iz primordijskih gonada medijalnog mezonefrosa u slabinskom području, slično kao jajnici u ženki (ČERVENY i sur., 2009.). Tijekom embrionalnog razvoja muške gonade migriraju s mjesta razvitka u trbušnoj šupljini u vaginalni izdanak potrbušnice (processus vaginalis) u mošnju (scrotum) što se naziva spuštanje ili descensus sjemenika. Spuštanju sjemenika pomaže gubernaculum testis koji predstavlja mezemhimalnu vrpcu koja se proteže od sjemenika kroz ingvinalni kanal do procesusa vaginalisa (ČERVENY i sur., 2009.).  Gubernakulum se u prvom stadiju spuštanja testisa produžava i širi  iznad ingvinalnog kanala te ga proširuje dok se u drugom stadiju skraćuje i smješta testis u processus vaginalis. Sam proces spuštanja testisa je posljedica povećanja intraabdominalnog tlaka i djelovanja gubernakuluma. Samo spuštanje sjemenika je važno zbog sniženja tjelesne temperature u testisima što je bitno za stvaranje i razvoj spermija tj. spermatogenezu. Izostanak spuštanja testisa se naziva kriptorhizam (ČERVENY i sur., 2009.). 

Sjemenici leže u vrećastoj duplikaturi - skrotumu, koja je građena od kože, fascije, peritoneuma i glatkomišićnog tkiva (KOZARIĆ, 1998.). Kod pasa su testisi različite veličine ovisno o pasmini dok su kod muškaraca prilično ujednačene veličine pa tako prosječni Europljanin ima testis volumena 18 cm³ tj. nakon puberteta prosječni testis ima dimenzije 5 x 2 x 3 cm (NIESCHLAG  i sur., 2000.) Testisi su kod pasa položeni horizontalno u skrotumu. Svaki testis je ovalnog oblika latero-lateralno spljošten, te je dorzalno spojen s epididimisom. Glava i rep epididimisa su povezani sa testisom dok je tijelo epididimisa dijelom slobodno te na taj način stvara tzv. testikularnu burzu (DYCE i sur., 1996.). Površina sjemenika je prekrivena vezivnotkivnom čahurom (tunica albuginea) debljine 1-2 mm koja je građena od kolagenih vlakana i sadržava velike krvne žile (arteria i vena testicularis). Izvana na tuniku albugineu naliježe viscelarni list procesusa vaginalisa potrbušnice (epiorchium) koji je kao serozna prevlaka koja joj daje gladak izgled.  Tunika albuginea stvara pregrade u parenhimu testisa. Od čahure se radijalno u parenhim pružaju vezivnotkivne pregrade (septula testis) i dijeli ga u piramidno oblikovane režnjeve (lobuli testis), a pregrade se spajaju u središtu testisa gdje oblikuju vezivnotkivno tijelo (mediastinum testis). Epididimis ili nuzsjemenik je čvrsto pripojen duž sjemenika i sastoji se od glave (caput epididymidis), tijela (corpus epididymidis) i repa (cauda epididymidis) ČERVENY i sur., 2009.).  


Parenhim testisa je građen od zavinutih sjemenih kanalića (tubuli seminiferi contorti) koji na medijastinalnom dijelu testisa prelaze u ravne kanaliće (tubuli seminiferi recti). Ravni se kanalići međusobno spajaju u mrežu  kanalića koja se naziva rete testis iz koje izlazi veći broj odvodnih kanalića (ductuli efferentes) koji ulaze u caput epididymis i tvore ductus epididymidis. Nakon izlaska iz epididimisa, ductus epididymidis se nastavlja u sjemenovod (ductus deferens) (KOZARIĆ, 1998.). 

U intertubularnim prostorima testisa se nalazi rahlo vezivno tkivo, krvne i limfne žile te intersticijske endokrine (Leydigove) stanice. Leydigove stanice su velike polimorfne stanice koje imaju okruglaste jezgre. Ove stanice se nalaze u tračcima ili nakupinama, a svaka od stanica nije u kontaktu s kapilarama, njihova funkcija je proizvodnja steroidnih hormona tj. testikularnih androgenih hormona (testosterona) na što upućuje i prisutnost lipidnih vakuola u njihovoj citoplazmi (KOZARIĆ; 1998.). Testikularni androgeni hormoni čine više od od 90% svih androgenih hormona u organizmu. Zavinute sjemene cjevčice su krivudave petlje sa dva kraja, a iznutra su sačinjene od višeslojnog spermatogenog epitela (germinativni epitel), okruženog s laminom propriom. Oba kraja zavinutih cjevčica se nastavljaju u  sjemene kanaliće. Osim lamine proprije i spermatogenog epitela sjemene cjevčice čine još i potporne, sustentakularne ili Sertolijeve stanice (WROBEL i BERGMANN, 2006.). Sama lamina propria je građena od unutarnje bazalne membrane koja često ima izvrnuća koja se nalaze između potpornih stanica ili spermatogonija. Bazalna membrana je s kolagenim i elastičnim vlaknima povezana za plosnate peritubularne stanice koje su posložene u jedan do pet slojeva. Funkcija ovih mezenhimalnih stanica, koje sadrže snopove aktinskih vlakanaca položenih u podužnim i u cirkularnim smjerovima je sudjelovanje u transportu tubularnog sadržaja i otpuštanju spermatozoa u lumen sjemenih cjevčica. Vanjski sloj lamine proprije sadržava fibroblaste i kolagena vlakna. 


Sertolijeve stanice nastaju od nediferenciranih potpornih stanica prepubertetskih gonada. Nediferencirane sustentekularne stanice su mitotski aktivne i proizvode antimezonefrični hormon koji suprimira razvoj maternice, jajovoda i rodnice u mužjaka. Nakon puberteta te stanice gube mitosku sposobnost te podliježu morfološkoj transformaciji u nepravilne dugoljaste stanice čiji je širi dio uz bazalnu membranu, a ostatak citoplazme se širi u obliku lateralnih i apikalnih nastavaka prema tubularnom lumenu, te na taj način u potpunosti ispunjavaju sav prostor između spermatogenih stanica. Ovalna ili kruškolika jezgra im je smještena uz bazalnu membranu, a obično ima jednu veliku jezgricu. Privremeno povezivanje Sertolijevih stanica sa zametnim stanicama ima ulogu u vertikalnom pomicanju i otpuštanju zametnih stanica u lumen sjemenih cjevčica. Međusobno su Sertolijeve stanice povezane jakim vezama  pomoću aktinskih filamenata, a te veze odvajaju bazalni dio od tzv. adluminalnog dijela stanica i na taj način čine tzv. barijeru krv-testis. Obnavljanje spermatogenih zametnih stanica i umnažanje spermatogonija se odvija u bazalnom dijelu do kojeg intratubularna tekućina ima relativno slobodan pristup. Uloga barijere krv-testis je  onemogućavanje ulaska mnogim tvarima u adluminalne prostore i na taj način osiguravanje relativno kontroliranih uvjeta za procese mejoze i spermiogeneze, i sprečavanje autoimune reakcije organizma na postspermatogonijske zametne stanice. Mladi spermatociti mogu proći kroz ove specijalizirane veze koje povezuju Sertolijeve stanice bez remećenja barijere krv-testis. Sertolijeve stanice imaju za spermatogene stanice hranidbenu, zaštitnu i potpornu funkciju, a također fagocitiraju degenerirane spermatogene stanice i  ostatke tijela spermatida te otpuštaju spermatozoe u lumen sjemenih cjevčica. Uz to one usklađuju djelovanje folikulostimulirajućeg hormona (FSH) i testosterona na zametne stanice i sinhroniziraju spermatogenezu, te luče transferin, androgen-vezajući protein  i inhibin, te na taj način utječu na hipofizu i lučenje FSH. Iako normalne Sertolijeve stanice proizvode minimalnu količinu steroidnih hormona, njihovi tumori mogu proizvoditi velike količine estrogena i dovesti do feminizacije životinja.

Različite spermatogene stanice koje predstavljaju pojedine faze u razvoju i diferencijaciji spermatozoa su smještene između Sertolijevih stanica. Slijed događaja u razvoju spermatozoa od spermatogonija se naziva spermatogeneza, a odvija se u tri faze: a) spermatocitogeneza je proces u kojem se spermatogonije mitotski dijele nekoliko puta i razvijaju u primarne spermatocite; b) mejoza je dioba i sazrijevanje spermatocita u spermatide koje imaju smanjeni (haploidni) broj kormosoma; c) spermiogeneza je proces pretvorbe spermatida u spermatozoe. Spermatogonijske zametne i prekursorske stanice su morfološki slične cirkulirajućim spermatogonijama te se također nalaze u bazalnom dijelu sjemenih cjevčica (WROBEL i BERGMANN, 2006.).  Matične stanice spermatogeneze su spermatogonije koje dolaze u tri tipa. Spermatogonije tipa A su najveće spermatogonije i imaju dobro vidljivu jezgru i jezgricu, a kromatin je difuzno raspršen i u kontaktu  su sa bazalnom membranom sjemenih cijevčica. One se mitotički dijele te nakon nekoliko generacija nastaje jedna generacija spermatogonija B tipa. B spermatogonije su male stanice s ovalnim jezgrama koje sadržavaju brojne kromatinske čestice i slabije vidljivu jezgricu. Većina spermatogonija pojedinog segmenta sjemene cijevčice je međusobno povezana pomoću citoplazmatskih nastavaka te čini mrežu sastavljenu od pojedinačnih stanica (WROBEL i BERGMANN, 2006.).   Mitotskom diobom B spermatogonija nastaju primarne spermatocite ili spermatocite I. reda . One su velike stanice s velikom jezgrom čiji raspored kromatina ovisi o fazi diobe. Od njih prvom mejotičkom diobom nastaju sekundarne spermatocite  (spermatocite II. reda). One imaju haploidan broj kormosoma i nešto su manje od primarnih spermatocita. Drugom mejotičkom diobom od sekundarnih spermatocita nastaju spermatide s haploidnim brojem kromosoma koje ispunjavaju vršni dio Sertolijevih stanica. Daljinim promjenama u citoplazmi i jezgri od spermatida nastaju spermiji. Jezgra postaje manja, kormatin gušći, a citoplazma se izdužuje. Na jednoj strani od Golgijevih mjehurića nastaje akrosomalna kapa, a od  centriola na suprotnoj strani nastaje rep spermija. Odbacivanjem viška citoplazme od spermatide nastaje spermij (KOZARIĆ, 1998.).

2.2 TUMORI SJEMENIKA PASA

Tumori sjemenika pasa predstavljaju najčešće tumore spolnog sustava pasa (NØDTVEDT  i sur., 2011). Oni u pasa čine više od 90% svih tumora reproduktivnog sustava (NORTH  i sur., 2009.), a od svih domaćih životinja psi su  vrsta koja najčešće oboljeva od tumora sjemenika. Uspoređujući pojavnost ovih tumora u pasa u odnosu na ljude ona je veća kod pasa. Prema epidemiološkim istraživanju provedenom u S.A.D.-u od svih tumora pasa tumori testisa su treći po učestalosti u muških jedinki, tj. nalaze se iza tumora kože i vezivnog tkiva, dok su kod kuja na prvom mjestu tumori mliječne žlijezde. Incidencija  tumora testisa u ovom je istraživanju bila 33,9 na 100 000 pasa (REIF, 2007.). Za razliku od ovog istraživanja Dobson i sur. (2002.) su u Velikoj Britaniji u razdoblju od 1. lipnja 1997. do 31. svibnja 1998. godine ustanovili incidenciju od 93 tumora testisa na 100 000 pasa. 
Postoji malo podataka o incidenciji tumora sjemenika  prema pojedinim pasminama pasa, pa se u jednom istraživanju provedenom u Norveškoj navodi da se oni najčešće javljaju u šetlandskih ovčarskih pasa, škotskih ovčara, norveških elkhound-a, sibriskih haskija, pudla, jazavčara, tibetanskoih španijela, erdelterijera, bišona, zlatnog retrivera i križanaca dok su se rijetko javljali u labradora, pointera, dobermana, rotvajlera, ravnodlakih retrivera, buvijea i leonbergera (NØDTVEDT  i sur., 2011.). 

U pasa se najčešće javljaju tri tipa tumora čiji je udio otprilike podjednak. To su tumori Sertolijevih stanica, tumori Leydigovih ili intersticijskih stanica i seminomi. Iako su razlike kod udjela ovih tumora vrlo male nešto se učestalije u pasa javljaju tumori intersticijskih stanica, zatim seminomi, a na trećem su mjestu tumori Sertolijevih stanica (NØDTVEDT  i sur., 2011.) iza njih po učestalosti slijede, iako su rijetki, mješoviti tumori porijekla zametnih stanica i stanica sjemenog užeta, te hemangiomi, granuloza stanični tumori, teratomi, sarkomi, embrionalni karcinomi, gonadoblastomi, limfomi i rete testis mucinozni adenokarcinomi (FAN i DE LORIMER, 2007.; FOSTER i LADDS, 2007.; WITHROW i REEVES, 1996.; FOSTER, 2008.). Za razliku od ovih podataka retrospektivno istraživanje koje su proveli Liao  i suradnici (2009.) pokazuju nešto drugačije udjele pojedinih tumora pa su tako na prvom mjestu seminomi, zatim dolaze tumori intersticijskih stanica, mješoviti tumori zametnih stanica i stanica sjemenog tračka te tumori Sertolijevih stanica. Dosadašnja istraživanja koja se baziraju pretežito na pretraživanju testisa tijekom obdukcije ukazuju na visoku incidenciju tumora sjemenika kod pasa. U jednom istraživanju koje je provedeno na obduciranim psima 1962. godine utvrđena je učestalost od 16,00% (DOW, 1962), dok je u istraživanju iz 2008. godine kojeg su proveli Grieco i suradnici incidencija tumora testisa kod obduciranih pasa bila 27% (GRIECO i sur., 2008.a). Što se tiće biopsija testisa Gamlem i sur. (2008.) su u razdoblju od 1990. do 1998. godine utvrdili učestalost tumora u testisa dostavljenih s operacije od 7,14 % u odnosu na ukupan broj biopsiranih tumora muških pasa, dok su Vascellari i sur. (2009.) utvrdili učestalost svih neoplazija muškog spolnog sustava u dostavljenim biopsijama muških pasa od 13,4%  u razdoblju od 2005. do 2008. godine. Tumori testisa pasa se obično javljaju kao pojedinačni, ali se unutar jednog sjemenika mogu naći i multiple neoplazije. Istraživanja pokazuju da oko 40% pasa kod kojih je dijagnosticiran tumor sjemenika ima više od jedne vrste primarnog tumora sjemenika (FAN i DE LORIMER, 2007.). Većina tumora sjemenika ne uzrokuje nikakve kliničke simptome osim povećanja zahvaćenog testisa, a spermiogramom se može utvrditi smanjena i poremećena spermatogeneza, osobito ako se radi o bilateralnim tumorima, dok se kod tumora Leydigovih stanica  mogu javiti znaci hiperestrogenizma (PETERS i sur., 2002.).  Većina primarnih tumora sjemenika pasa je dobroćudna, no postoje iznimke od kojih se najčešće javljaju maligni tumori Sertolijevih stanica i seminomi. Jedini u potpunosti siguran dokaz da se radi o malignom tumoru sjemenika je nalaz metastaza u limfne žile, sjemeno uže, limfne čvorove ili udaljene organe te se bez toga histološki ili citološki dijagnoza malignog tumora sjemenika ne može sa sigurnošću postaviti. (FOSTER i LADDS, 2007.).  


Tumori sjemenika se javljaju najčešće u starijih pasa, a osobito je sa starošću povezana pojavnost tumora Sertolijevih stanica (FAN i DE LORIMER, 2007.; PETERS  i sur., 2000.). Tumori sjemenika su u pasa puno češće lokalizirani u desnom sjemeniku i češći su u kriptorhidnim testisima. Kriptorhidni pas ima oko13,6 puta veći rizik da oboli od seminoma ili tumora Sertolijevih stanica sjemenika od nekriptorhidnog i kod kriptorhidnih životinja je niža dob u kojoj se razvijaju tumori testisa (WITHROW i REEVES, 1996.). Epidemiološka retrospektivna istraživanja su pokazala da psi s ingvinalnom hernijom imaju oko 4,7 puta veći rizik za oboljevanje od tumora sjemenika (HAYES i PENDERGRASS, 1976.).  Drugi rizični faktori za razvoj primarnih tumora sjemenika su starija dob, te pasminska predispozicija (bokser, njemački ovčar, afganistanski hrt, vajmarski gonič i šetlandski ovčarski pas). Izlaganje okolišnim karcinogenima je povećalo učestalost seminoma kod vojnih pasa tijekom Vijetnamskog rata. Iako u ovom slučaju nije točno detektiran karcinogen pretpostavlja se da bi to mogli biti fenoksi herbicid, dioksin ili tetraciklin (HAYES i sur., 1995.). Metastatski tumori su u testisima rijetki i najčešće se javljaju kao limfomi ili hemangiosarkomi (FOSTER i LADDS, 2007.). 

Histološki su tumori testisa slični tumorima jajnika. Dijele se na  tumore koji nastaju iz stromalnih elemenata sjemenog užeta gonada ili od germinativnih stanica. U tumore porijekla zametnih stanica spadaju seminomi (odgovaraju disgerminomima jajnika), teratomi, embrionalni karcinomi i karcinomi žumanjčanih vrećica. U tumore porijekla sjemenog užeta testisa se ubrajaju tumori Leydigovih (intersticijskih) stanica i tumore Sertolijevih stanica. Tumori Sertolijevih stanica su, slično mnogim stromalnim tumorima sjemenog užeta jajnika, hormonski aktivni. Za razliku od jajnika kod kojih su česti tumori površinskog epitela, kod sjemenika životinja se jedino mezoteliomi javljaju nešto češće (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; VASCELLARI i sur., 2011.). Osim jednostavnih tumora kod pasa se često javljaju i mješoviti tumori koji se sastoje od više komponenti, ovi tumori su tzv. kolizijski tumori jer nastaju spajanjem dva različita tumora koji se razvijaju unutar istog testisa (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.).
Iako znatno jednostavnija postoji klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (WHO)  i Instituta za patologiju oružanih snaga S.A.D. (AFIP) (KENNEDY i sur., 1998.) prema kojoj se razlikuju slijedeći tumori sjemenika domaćih životinja: 

Tumori strome testisa 

Tumor Leydigovih (intersticijskih) stanica
Tumor Sertolijevih (sustentakularnih) stanica 

Tumori zametnih stanica

Seminom
Teratom
Embrionalni karcinom

Mješoviti tumor zametnih stanica i stanica stroma sjemenog užeta 

Ostali tumori testisa


2.2.1 TUMORI STROME TESTISA (TUMORI SJEMENOG TRAČKA)
Tumori Sertolijevih stanica

Razvijaju se iz potpornih stanica (tumori sustentekularnih stanica) sjemenih tubula. Često  se javljaju u pasa pogotovo u kriptorhidnim testisima, a rijetki su u pastuha, bikova, mačaka i drugih životinja. Kod pasa je visoka učestalost ovog tumora opisana u minijaturnih šnaucera sa perzistentnim sindromom Müllerianovih kanala te kod norveških goniča, foks terijera, afganistanskog hrta, zapadnoškotskog bijelog terijera, erdel terijera, wajmaranskog krvosljednika,  pekinezera i šetlandskog ovčarskog psa (COOLEY i WATERS, 2001.). Tumori Sertolijevih stanica su najčešći u starijih životinja. Obično su unilateralni, ali se relativno često  javljaju i bilateralno. Kod pasa ih oko 50% nastaje od kriptorhidnih testisa i kod njih je učestalost oko 20 puta veća nego u nekriptorhidnim testisima (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; NORTH i BANKS, 2009.). Oko 20-30%  tumora se kod pasa manifestira sa znacima hiperestrogenizma (feminizacija, ginekomastija, atrofija kontralateralnog testisa, skvamozna metaplazija prostate s čestim gnojnim prostatitisom, alopecija i atrofija koštane srži). Nije dokazano da je estrogen sam odgovoran za ove manifestacije jer kod nekih pasa nije utvrđena povišena koncentracija serumskog estrogena. Drugi sekretorni produkti kao što je npr. inhibin doprinose ovome sindromu te su odgovorni za nastanak drugih lezija (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; FOSTER i LADDS, 2007.). Inhibin iz neoplastičnih Sertolijevih stanica snižava produkciju testosterona preko inhibicije hormona hipofize (GROOTENHUIS i sur., 1990.). Feminizacija pasa s tumorima Sertolijevih  stanica može dovesti do privlačnosti za druge pse, može uzrokovati letargiju, gubitak libida, otećenje prepucija i redistribuciju tjelesne masti. Supresijski tj. mijelotoksični učinak na koštanu srž može biti tako izrazit da unatoč početnom povećanju granulocitopoeze i neutrofiliji, kasnije može, zbog hipoplazije pojedinih staničnih linija, uzrokovati anemiju, leukopeniju i trombocitopeniju što može izazvati hemoragičnu dijatezu. Obično je mijelotoksični učinak jače izražen kod starijih pasa (MORRISON, 2002.; SANPERA i sur., 2002.). Promjene u dlačnom pokrivaču se kod pasa s hiperestrogenizmom javljaju u obliku bilateralno simetričnih alopecija, atrofije epidermisa i dlačnih folikula, slično kao kod endokrinopatija uzrokovanih Cushing-ovom bolesti ili hipotiroidizmom. Izražena je i skvamozna metaplazija prizmatičnog epitela žlijezdi i kanalića prostate. Keratinizacija skvamoznog  epitela može biti izraženija zbog nakupljanja neutrofila i drugih upalnih stanica. Kod nekih pasa se javlja ginekomastija, osobito dva kaudalna para žlijezdi. Ona se manifestira kao izduživanje mliječnih papila s ili bez povećanja same žlijezde. Ovi simptomi nestaju nakon kastracije, ako tumor već nije metastazirao. 

Tumori Sertolijevih stanica makroskopski izgledaju kao tvrde, nodularne ili multinodularne proliferacije, nepravilna ovalnog oblika, a mogu biti i lobularni te su obično  dobro ograničeni od ostatka zahvaćenog testisa, i ne probijaju tuniku albugineu. Mogu se jako povećati te dovesti do značajne deformacije testisa. Većina tumora zahvaća samo testis, a samo veliki maligni tumori se šire u susjedne strukture tunike albuginee, epididimisa ili sjemenog užeta. Na prereznoj površini tumori su bijele ili sive boje, a ponekad imaju i žućkasta ili smeđa područja s krvarenjima. Obično se oko tumora nalazi prsten komprimiranog atrofičnog zdravog tkiva testisa. Tumori Sertolijevih stanica su znatno tvrđi od seminoma ili tumora intersticijskih stanica, a dijele se na osnovi histološkog izgleda u intratubularne ili difuzne oblike. Tvrdoća tumora je posljedica obilne strome. Histološki tumori Sertolijevih stanica mogu imati dva tipa, intratubularni tip (s ili bez invazije i probijanja bazalne mambrane) i difuzni oblik. Obilna stroma gustog, zrelog vezivnog tkiva može biti hijalinizirana, a stromalno tkivo stvara arhitekturu za tubularni izgled tumora u kome su tumorske Sertolijeve stanice u većini tumora palisadno raspoređene. Intratubularni oblik tumora se sastoji od dobro formiranih tubula koji su ograničeni s više slojeva tumorskih Sertolijevih stanica koje normalno čine sjemene tubule, posloženih okomito na bazalnu membranu. Nasuprot tome difuzni oblik nema organiziranu tubularnu arhitekturu, te se tumorske stanice nalaze u obliku širokih slojeva (plahti) ili otočića podijeljenih gustom fibroznim stromom. U nekih tumora Sertolijeve stanice mogu biti raspoređene u nakupinama koje izgledaju poput otočića. U ranoj fazi i u dobro diferenciranih tumora stanice su izgleda normalnih Sertolijevih stanica, te su izdužene, s malim okruglim do ovalnim jezgrama, koje su tamne, bazofilne i smještene u pravilu bazalno. Citoplazma im je ili gusta ili vakuolizirana, eozinofilna te često sadržava lipokromne pigmentne granule.  Kod slabije diferenciranih tumora stanice su također izdužene i imaju eozinofilnu citoplazmu, no jezgre su pleomorfne i izdužene te više nisu smještene bazalno. Rijetko se javljaju tumori kod kojih stanice uopće ne pokazuju ili pokazuju izrazito slabu tandenciju za stvaranje palisada, te su ove stanice okrugle, sa dobro uočljivom eozinofilnom citoplazmom i nepravilnim jezgrama. Lipidi su u citoplazmi dobro diferenciranih tumorskih stanica vidljivi kao veće lipookromne granule ili kuglice, dok su u slabije diferenciranim stanicama u obliku finih granula. 

Sertolijeve stanice su jedine stanice sjemenika čija je citoplazma imunohistokemijski izrazito  pozitivna  na neuron specifičnu enolazu, a isto tako se difuzno  boji vimentinom. U većini slučajeva tumorske stanice su pozitivne na E-kadherin, GATA-4, citokeratin  i inhibin-α, dok su  OCT3/4, PGP 9.5 i dezmin imunohistokemijski  negativni, dok su kalretinin, Ki67, KIT i melan A u nekim istraživanjima bili pozitivni dok su u većine slučajeva negativni (BANCO i sur., 2010; GRIECO i sur., 2010.;  FOSTER i LADDS, 2007.; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.). Laminin pozitivne bazalne membrane se uočavaju kod intratubularnih tumora bez okolne invazije dok su te bazalne membrane fragmentirane kod difuznih oblika (BENAZZI i sur., 1995.).   

Većina tumora Sertolijevih stanica je dobroćudna, no oko 10-15% tumora je maligno (FAN i DE LORIMER, 2007.).  Metastaziranje je najčešće kod velikih tumora, a učestalost metastaziranja u tumora manjih od 2 cm je niska, osobito ako se terapiraju kastracijom. Biološko ponašanje difuznih histoloških oblika je češće maligno, dok su intrartubularni oblici najčešće benigni. Metastaze su najčešće u regionalne limfne čvorove sublumbalne ili zdjelične regije i u unutrašnje organe. Metastatski čvorići imaju histološke karakteristike slične primarnim tumorima te  također mogu biti hormonski aktivni.


Prognoza je za ove tumore u pravilu povoljna te je kompletna resekcija kurativna ako nije došlo do hipoplazije koštane srži ili metastaza. Smrtnost je veća od 70% ako je došlo do jače depresije koštane srži. Da bi došlo do normalizacije hematoloških parametara potrebno je više mjeseci iako se sa tumorom ukloni izvor estrogena. Životinje kod kojh jaka trombocitopenija traje duže od dva tjedna imaju slabiju prognozu. Kod životinja s perzistentnom pancitopenijom se mogu javiti krvarenja, depresija, umor i infekcije (NORTH i BANKS, 2009.).  

Tumori Leydigovih (intersticijskih) stanica

Nastaju od intersticijskih (Leydigovih) stanica normalnog testisa te im histološki sliče. Od svih životinja su najčešći su u pasa, ali se javljaju i kod bikova, mačaka i pastuha. Tumori intersticijskih stanica se obično javljaju kod starijih životinja, mogu biti uni- ili bilateralno te jednostruki ili multipli. Postoje podaci da su tumori Leydigovih stanica povezani s bolestima i povećanjem prostate te s perinealnim herinijama, a najčešće se javljaju kod sibirskih haskija, foksterijera, staroengleskih ovčarskih pasa, šetlandskih ovčarskih pasa, bulterijera i dalmatinskih pasa (COOLEY i WATERS, 2001.). Iako intersticijske stanice proizvode androgene hormone, a tumorske stanice proizvode veće količine tih hormona, nema dokaza da ovi tumori dovode do hiperandrogenizma.  Smatra se da je česta pojava ovih tumora sa tumorima prostate, neoplazijama perianalnih žlijezdi i  posljedica pretjerane sekrecije androgena. Kod ovih tumora se rijetko javljaju sindromi feminizacije, a samo je kod nekoliko pasa utvrđen hiperestrogenizam s povećanom koncentracijom estradiola u krvi iz testikularnih vena (NORTH i BANKS, 2009.; FOSTER i LADDS, 2007.). Koncentracija estradiola se vraća na normalnu razinu nakon uklanjanja tumora. Ultrazvučno su tumori intersticijskih stanica obično vidljivi kao dobro ograničena hipoehogena ili hiperehogena područja (JOHNSTON i sur., 1991.).
Ovi tumori su obično veličine od 1 mm do 2 cm, te su samo iznimno dovoljno veliki da bi uzrokovali povećanje testisa, no mogu uzrokovati promjenu normalnog oblika testisa, obično u vidu okruglih ispupčenja na površini malih, mekanih i atrofičnih testisa. Na presjeku su ovi tumori dobro ograničeni, ali nisu inkapsulirani ili su samo vrlo slabo inkapsulirani.  Oni su žuto-smeđe boje i zbog male količine strome meke konzistencije. Na prereznoj površini prominiraju te su lagano zrnati, a neki imaju zone krvarenja i cisti. Veći tumori mogu biti sastavljeni od međusobno konfluiranih manjih nodula.
Kriteriji za razlikovanje hiperplazije intersticijskih stanica, koja se javlja u starijih životinja, od tumora su subjektivni i najčešće se baziraju na veličini lezija. Obično se mikroskopski čvorići i oni veličine do 1 cm  svrstavaju u hiperplazije dok se veći svrstavaju u tumore. Točniji kriteriji uključuju procjenu invazivnosti i kompresije u okolno tkivo. Nodularna hiperplazija je vjerojatno preneoplastična promjena za neke tumore intersticijskih stanica. Hiperplastični se čvorići javljaju prvenstveno u senilno atrofiranim testisima, a iako su ti čvorići mali i nekapsulirani nekada se mogu makroskopski vidjeti, a sastoje se od umnoženih intersticijskih endokrinih stanica u intertubularnoj stromi.  Do sada nije dokazano da difuzna hiperplazija intersticijskih endokrinih stanica u hipoplastičnih ili kriptorhidnih testisa predisponira nastanku tumora. Histološki su, i kod nodularne i kod difuzne hiperplazije, hiperplatične stanice pravilne po svome obliku i veličini, s nešto izraženijom acidofilijom citoplazme i bez uočljivih mitoza (FOSTER i LADDS, 2007.).    
 Histološki su tumorske stanice slične normalnim intersticijskim stanicama, te su okrugla do poliedričnog oblika s obilnom eozinofilnom citoplazmom koja može biti fino granulirana ili vakuolizirana i često sadrži žute granule lipokromnog pigmenta. Jezgre tumorskih stanica su obično male, tamne, okrugle, a mitoze su izrazito rijetke. Ponekada se u tumoru mogu uočiti stanice koje imaju više mezenhimalan izgled, vretenastog su oblika sa slabije vidljivim staničnim granicama i nitastim rasporedom. Kod takvih su tumora češće pojave nekroza i cisti. Stroma u kojoj se nalazi kapilarna mreža je oskudna, te nekada nije dovoljno naglašena da bi tumor imao izgled neoplazije endokrinog porijekla. Stanice mogu biti organizirane u solidne ploče (plahte) ili u nepravilne acinuse, te su odvojene finom fibrovaskularnom stromom. Kod cističnih tumora je lumen cisti uvijek obložen tumorskim stanicama. Kod otprilike 15% ovih tumora se u neoplastičnim stanicama mogu uočiti intranuklearne citoplazmatske invaginacije. Ove su invaginacije građene od glatkog i hrapavog endoplazmatskog retikuluma, lipidnih vakuola, mijelina i djelova staničnih membrana. Jezgre stanica s invaginacijama su izdužene, a ove invaginacije nisu utvrđene kod drugih tumora sjemenika.    

Većina tumora intersticijskih stanica je benigna, iako su opisani i maligni oblici (karcinomi intersticijskih stanica). U karcinomima stanice su često nepravilnijeg oblika, mitoze su brojnije, te su vidljive invazije u krvne žile, no u nedostatku metastaza, teško je samo na osnovu histoloških karakteristika razlučiti maligne od benignih tumora.


Imunohistokemijski postoji vrlo malo istraživanja rađenih na tumorima interstcijskih stanica testisa, a njihovi rezultati su međusobno oprečni. Tako su Owston i Ramos-Vara (2007.)  proveli istraživanje u kojem su tumori Leydigovih stanica pokazivali visoku imunoreaktivnost na vimentin i melan A, umjerenu na inhibin-α i kalretinin, a slabu na S100 protein i Ki 67, dok nisu pokazivali imunoreaktivnost na OCT 3/4, citokeratine, dezmin, KIT i neka druga protutijela. Za razliku od toga Grieco i suradnici su 2010. objavili svoje istraživanje u kojem su svi uzorci tumora Leydigovih stanica bili pozitivni na c-KIT. Suprotno od seminoma i tumora Sertolijevih stanica tumori Leydigovih stanica nikada nisu pozitivni na laminin, osim bazalnih membrana oko krvnih žila (BENAZZI i sur., 1995.). 

Što se tiče terapije i prognoze u velikoj većini slučajeva kastracija dovodi do izliječenja. 

2.2.2 TUMORI ZAMETNIH STANICA
U njih se ubrajaju seminomi, teratomi, embrionalni karcinomi i karcinomi žumanjčanih vrećica. Kod domaćih životinja od svih ovih tumora jedino se seminomi češće pojavljuju (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.).

Seminomi

Nastaju od zametnih stanica spermatogenog epitela sjemenih kanalića. Od svih vrsta životinja najčešći su u pasa. Javljaju se pretežito kod starijih životinja, a češći su  u kriptorhidnim testisima u odnosu na skrotalne, pa se smatra da je kriptorhizam predisponirajući čimbenik za nastanak seminoma, dok su se prijašnje pretpostavke da su seminomi povezani s povećanjem prostate, hiperplazijom cirkumanalnih žlijezda, perianalnim hernijama i tumorima pokazale pogrešnima (COOLEY i WATERS, 2001.). U kriptorhidnim sjemenicima nalazi se oko 34% od svih utvrđenih seminoma pasa i u  18% slučajeva javljaju bilateralno u sjemenicima, a ako su unilateralno češći su u desnom testisu (NORTH i BANKS, 2009.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.). Što se tiče pasminske predispozicije  najčešći su u boksera, staroengleskih ovčarskih pasa, sibirskih haskija, foksterijera, norveških goniča, danskih doga, samojeda, buldoga i wajmaranera (COOLEY i WATERS, 2001.). Kao i kod tumora intersticijskih stanica i kod seminoma se iznimno rijetko javlja feminizacija (COOLEY i WATERS, 2001.). Seminomi variraju u veličini pa veći tumori uzrokuju povećanje zahvaćenog testisa. Vrlo često mogu doseći veličinu veću od 6 cm, pa zbog toga može doći do rastezanja tunike albuginee koja obavija tumorsko tkivo.  Naglo povećanje sjemenika uz prateću bolnost se često javljaju kod seminoma i  bolnost je obično posljedica intratumoralnih krvarenja i nekroze.  Seminomi su obično meke konzistencije, iako ponekad mogu biti i tvrdi, ali u manjoj mjeri nego tumori Sertolijevih stanica. Imaju homogen, sjajan i vlažan, sivo-bijeli izgled na presjeku, a mogu biti i lobularne građe. Na pritisak se na presjeku obično cijedi  mliječno bijela tekućina. Sama tekstura i boja tumora vrlo nalikuje neoplastično promijenjenom limfatičnom tkivu (GRABAREVIĆ i sur., 2002.a; FOSTER i LADDS, 2007.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.). Neki tumori imaju područja diskoloracije koja su posljedica krvarenja i nekroza. 


Histološki se dijele u intratubularne i difuzne oblike. Intratubularni se javljaju ranije i sačinjeni su od nakupina germinativnih stanica koje ispunjavaju lumene sjemenih tubula, te zamjenjuju normalne slojeve spermatogenih i Sertolijevih stanica. Rupturom tubula u kojima proliferiraju tumorske stanice rast postaje difuzan te se stvaraju široke "plahte" gusto posloženih tumorski stanica. Zbog toga se i ovaj oblik tumora naziva difuznim seminomom. Izgled tumorskih stanica je karakterističan i sličan je disgerminomima jajnika. Stanice su velike, poliedrične, oštrih granica, citoplazma je obično oskudna te je vidljiva samo kao bazofilni do amfofilni prsten oko jezgre. Jezgre su velike i okruglastog oblika te obično hiperkromatične sa jednim do više acidofilnih nukleolusa. U pojedinih tumorskih stanica jezgre su velike i vezikularne, ali zadržavaju pravilan oblik, a neoplastične stanice su gusto posložene sa slabo uočljivom  citoplazmom. Mitoze su brojne i često bizarne. U tumorskom tkivu su u seminomima česti fokalni agregati CD8+ limfocita što je vrlo korisno za postavljanje dijagnoze (FOSTER i LADDS, 2007.). Kod mnogih seminoma se mogu vidjeti rasijane mononuklearne ili multinuklearne divovske stanice s obilnom granularnom acidofilnom citoplazmom. Nekroze pojedinačnih stanica mogu stvoriti tzv. efekt zvjezdanog neba. U većine seminoma se uz rub tumora mogu uočiti atrofični tubuli, a povremeno se u tumorozno promijenjenom testisu mogu uočiti žarišta naglašene intratubularne spermatogonijske proliferecije.  Fokalne mikroskopski vidljive intratubularne proliferacije  spermatogonija koje se nalaze u degeneriranom sjemeniku se ne smatraju za neoplastični već samo displastični proces. Osim ovih histoloških karakteristika u veterinarskoj medicini su opisani pojedinačni slučajevi diferencijacije seminoma u neuroektodermalno tkivo koje onda može biti imunoreaktivno na S100 protein, neuornspecifičnu enolazu, sinaptofizin, vimentin, neurofilament-68 kDa i na mikrotubule vezan protein 2 (SAEGUSA i sur., 2011).


U posljednje vrijeme postoje određena istraživanja koja govore da se vjerojatno i u pasa seminomi kao i kod muškaraca mogu svrstati u tzv. klasične seminome i u spermatocitične seminome iako do sada još nema službene klasifikacije koja bi seminome tako diferencirala. Pretpostavlja se da su, kao i kod ljudi, spermatocitični seminomi porijekla zrelih spermatocita dok su  klasični seminomi porijekla gonocita (spermatogonija) tj. da nastaju od nediferenciranih zametnih stanica sjemenika (GRIECO i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2008.b.).  Kod ljudi se klasični seminomi većinom javljaju u mlađih muškaraca te se uvijek smatraju za maligne neoplazije, dok se spermatocitični seminomi javljaju prvenstveno u starijoj dobi te su rijeđe maligni i rijetko metastaziraju (EBLE i sur., 2004.). Upravo to različito biološko ponašanje je najvjerojatnije posljedica i njihovog različitog staničnog porijekla. Činjenice da se  kod pasa također većina seminoma javlja u starijoj dobi te većina njih nije maligna  ukazuju na to da ti tumori možda predstavljaju pseću inačicu spermatocitičnih seminoma (GRIECO i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2008.b.; LOOIJENGA, 1994.; MAIOLINO i sur., 2004.). Histološki se kod spermatocitičnih seminoma često mogu uočiti Leydig-stanični elementi koji predstavaljaju reaktivnu promjenu, a ne bifazičnu diferencijaciju zametnih stanica u zametne stanice i stanice sjemenog užeta (LOOIJENGA i sur., 1994.).  Isto tako morfometrijska istraživanja koja su proveli Maiolino i suradnici (2004) upućuju na to da intratubularni seminomi bez okolne invazije te čisti difuzni seminomi kod pasa imaju karakteristike spermatocitičnih seminoma ljudi dok intratubularni seminomi s okolnom invazijom imaju karakteristike klasičnih seminoma muškaraca. Prema tim istraživanjima klasični seminomi pasa imaju veće jezgre te postoji veća varijabilnost u obliku jezgri u odnosu na spermatocitične seminome. Za razliku od muškaraca kod pasa se i klasični i spermatocitični seminomi razvijaju u starijih životinja. Smatra se da je to posljedica toga što prekursorska lezija za nastanak klasičnih seminoma tzv. IGCNU treba poticaj onkogenih faktora kako bi se razvila u pravu neoplaziju. Postnatalno izlaganje različitim oblicima zračenja, pesticidima ili ftalatima najvjerojatnije ima važnu ulogu u indukciji i patogenezi klasičnih seminoma (GRIECO i sur. 2007;  LOTTRUP i sur., 2006) 

Za razliku od sjemenika muškaraca na sjemenicima pasa je provedeno relativno malo istraživanja imunohistokemijskih biljega, a i ta istraživanja provedena su na pojedinačnim tumorima ili na malom broju uzoraka. Provedena istraživanja pokazuju da su zametne tumorske stanice imunohistokemijski, kao i druge zametne stanice, pozitivne na vimentin i to pretežito perinuklearno. S druge strane ove stanice su negativne na neuron-specifičnu enolazu, GATA-4, melan A, OCT3/4, S100 protein, inhibin-α, inhibin-ßB, inhibin-Aß i citokeratin (FOSTER i LADDS, 2007; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.; TANIYAMA i sur., 2001.; YU i sur., 2009.).). U više istraživanja seminomi su bili u 100% slučajeva pozitivni na c-KIT, no posljednje istraživanje koje su proveli Grieco i sur. (2010.) pokazuju da postoji velika vjerojatnost da kao i kod ljudi postoje seminomi koji odgovaraju humanim spermatocitičnim seminomima koji su c-KIT negativni i oni koji odgovaraju humanim klasičnim seminomima koji su c-KIT pozitivni (YU i sur., 2009.). Slični rezultati su dobiveni i za  PLAP  koja je kod spermatocitičnih seminoma negativna, osim u manjem broju tumora kod kojih mogu biti pozitivne pojedinačne tumorske stanice, a kod klasičnih seminoma je pozitivna (GRIECO i sur. 2007.; GRIECO i sur., 2010.; YU i sur., 2009.). Laminin pozitivne bazalne membrane se uočavaju kod intratubularnih seminoma dok su te bazalne membrane fragmentirane kod difuznih oblika (BENAZZI i sur., 1995.).  Jača vaskulariziranost difuznih oblika seminoma, što potvrđuje jača ekspresija faktora rasta vaskularnog epitela, također upućuje na jači malignitet ovog oblika seminoma (RESTUCCI i sur., 2003.). Stanice seminoma u više od 50% eksprimiraju kalretinin i Ki67, a većina ih eksprimira i ß-intergrin dok su dezmin, E-kadherin i inhibin-α pozitivni u manje od 5% tumorskih stanica seminoma (YU i sur., 2009.; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.; RESTUCCI i sur., 2000.).    


Po biološkom ponašanju rijetki su maligni seminomi, iako su metastaze češće kod seminoma nego kod tumora Sertolijevih i Leydigovih stanica. Histološki se teško razlikuju maligni od benignih oblika seminoma, jer obje varijante imaju histološki izgled malignog tumora. Ovi tumori su često lokalno invazivni te tumorske stanice infiltriraju okolne krvne žile ili tkivo tunike albuginee, epididimisa ili sjemenog užeta što predstavlja jasne kriterije maligniteta. Metastaze se kod pasa javljaju u manje od 10% slučajeva. Metastaze najčešće zahvaćaju regionalne limfne čvorove, ali se javljaju i u plućima, jetri, slezeni, nadbubrežnoj žlijezdi, gušterači, središnjem živčanom sustavu, očima i u koži (FOSTER i LADDS, 2007.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; NORTH i BANKS, 2009.). Do sada u literaturi nema podataka da li kao i kod muškaraca postoji razlika u malignitetu između klasičnih i spermatocitičnih seminoma kod pasa.   
Neklasificirane intartubularne neoplazije zametnih stanica (IGCNU; carcinoma in situ, lat. ; CIS)

Za razliku od prijašnjih podataka i kod pasa se kao i kod muškaraca sve češće javljaju podaci o postojanju tzv. carcinoma in situ  ili neklasificiranih intratubularnih neoplazija zametnih stanica (IGCNU) (GRIECO i sur. 2007.; GRIECO i sur., 2008.b; SAEGUSA  i sur., 2011.). Ove lezije imaju histološki izgled tubula građenih od velikih, okruglih do ovalnih, maligno promijenjenih primitivnih i atipičnih zametnih stanica koje su veće od normalnih spermatogonija. Stanice sadržavaju veliku količinu svijetlo eozinofilne citoplazme koja može biti vakuolizirana. Citoplazma je bogata glikogenom koji se dobro boji  PAS reagensom. Jezgre tumorskih stanica su ovalna do okrugla oblika sa rubno zgusnutim kromatinom i dobro izraženim jezgricama. Ove strukture koje su morfološki identične humanim IGCNU  su otkrivene i u sjemenicima pasa i to u prvenstveno parenhimu koji okružuje tumore sjemenika, a rijeđe unutar samih velikih neoplastičnih masa (GRIECO i sur. 2007.;GRIECO i sur., 2008b.; HOEI-HANSEN i sur., 2005.). Kod histopatološke procjene ovih promjena treba imati na umu da IGCNU mogu morfološki sličiti zaostalim sekundarnim spermatocitama koje nisu završile sekundarnu majotičku diobu dok druge stanice u tubulima nastavljaju normalno sazrijevanje (CREASEY, 2012).  
Imunohistokemijski tumorske stanice IGCNU pokazuju konzistentnu imunoreaktivnost za PLAP sa jakom i difuznom  intracitoplazmatskom pozitivnošću.


Istraživanja su pokazala da se ove maligne promjene javljaju u oko 75% uzoraka sjemenika sa klasičnim seminomima i u oko 39% uzoraka sjemenika u kojima su dijagnosticirani spermatocitični seminomi. Ovi rezultati se razlikuju od humanih podataka jer se kod muškaraca IGCNU javljaju prvenstveno kod klasičnih seminoma dok ih kod spermatocitičnih seminoma obično nema (HOI-HANSEN i sur., 2005.; GRIECO i sur.,  2007.). Grieco i suradnici (2008.b) su također dokazali da se zajedno sa IGCNU kod određenog broja pasa kao i kod muškaraca javlja sindrom testikularne disgeneze. Ovaj sindrom karakterizira kriptorhizam, hipospadija, smanjena kvaliteta sperme te razvoj seminoma. Iako se spermatocitični seminomi ne razvijaju od IGCNU nalaz ovih preneoplastičnih promjena u oko 39 % sjemenika pasa u kojima se nalaze spermatocitični seminomi upućuje na mogući poremećaj razvoja testisa i sjemenog epitela koji bi se mogli razviti u klasični seminom (GRIECO i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2008.b.). 
Teratomi

Teratomi su tumori koji su građeni od više od jednog germinativnog sloja, pa se pretpostavlja da nastaju od multipotentnih germinativnih stanica koje su prošle djelomičnu diferencijaciju. U pasa su rijetki, a kod životinja se češće javljaju u pastuha, osobito kriptorhida starih od 1 do 5 godina, što upućuje na mogućnost kongenitalne neoplazije. Razvoj ovog tumora u testisu može onemogućiti normalno spuštanje testisa (NIELSEN i LEIN, 1974.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.). 

Makroskopski mogu biti uni- ili bilateralni, pojedinačni ili multipli te mogu uzrokovati povećanje testisa. Mogu imati multinodularna solidna ili cistična područja te mogu sadržavati žarišta hrskavice, kosti, masti ili kože s dlakama. Cistične strukture su posljedica pseudosebaceozne sekrecije te se zato ove strukture nazivaju i dermoidne ciste.
Histološki im izgled varira. U tumorima obično postoje različite strukture građene od tkiva ektodermalnog porijekla (dermoidne ciste, zub, dlaka), neuroektodermalnog tkiva (živčano tkivo, melanoblasti), endodermalnog tkiva (tkivo slinske žlijezde, respiratorni epitel, jetre) ili od tkiva mezodermalnog porijekla (fibrozno ili masno tkivo, kost, hrskavica, mišići, limfatično tkivo, tkivo slezene, bubrega ili horioidnog pleksusa). U gotovo svim tumorima je prisutno živčano tkivo, a često i masno tkivo. Tkivo testisa uz teratom obično pokazuje različite stupnjeve tubularne atrofije, te je reducirana spermatogeneza. Teratomi mogu biti benigni, javljaju se češće, ili maligni (teratokarcinomi), koji kasnije postaju nediferencirani teratomi sa zrelim i embrionalnim elementima. Kod teratokarcinoma se javljaju  slabo diferencirani i maligni oblici prije opisanih tkiva. (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; FOSTER i LADDS, 2007.).
Embrionalni karcinomi

Oni su rijetki tumori testisa domaćih životinja. Nastaju od slabo diferenciranog embrionalog epitela nejasnog porijekla. Histološki izgledaju kao slabo diferencirani karcinomi koji mogu biti sa solidnim, papilarnim ili tubularnim područjima i  okruženi obilnom vezinotkivnom stromom. Histogenetski se nekada oni uspoređuju s teratomima samo što ne pokazuju toliki stupanj tkivne diferencijacije. Tumorske su stanice neodređenog embrionalnog porijekla. Stanice su gusto posložene s velikim jezgrama i interceularnim dezmosomima. Ove tumore je nekada teško razlikovati od anaplastičnih seminoma i rete testis karcinoma. Također  je važna karakteristika ovih tumora trofoblastna diferencijacija. Dijagnoza testikularnih embrionalnih karcinoma se zasniva  na histološkoj i ultrastrukturalnoj građi te imunohistokemijskoj pozitivnosti epitelnih stanica na alfa fetoprotein (FOSTER i LADDS, 2007.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; NIELSEN i LEIN, 1974.).
Karcinomi žumanjčane vrećice

Nazivaju se još i tumori endodermalnog sinusa, a predstavljaju maligne tumore zametnih stanica koje se nalaze u testisima i jajnicima. Ovi tumori su vrlo rijetki te se sastoje od različitih  struktura uključujući solidna gnijezda i papilarne strukture različitog stupnja epitelne diferencijacije. Tumorske stanice sadržavaju intracitoplazmatske lipidne i PAS pozitivne eozinofilne inkluzije. Imunohistokemijski su tumorske stanice pozitivne na alfa-fetoprotein i PLAP (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.). 
2.2.3 MJEŠOVITI TUMORI TESTISA
U pojedinih životinja se javljaju višestruki tumori testisa, osobito u kriptohidnih pasa. Mogu biti različite kombinacije tumora Sertolijevih stanica, Leydigovih stanica i/ili seminoma. Nasuprot tome pravi mješoviti tumori su jednostruki tumori koji uključuju mješavinu različitih neoplastičnih stanica.

Mješoviti tumori zametnih stanica i stromalnih stanica sjemenog užeta

Ovi tumori predstavljaju oko 7% svih tumora sjemenika pasa (NORTH i BANKS, 2009.). Sastoje se od neoplastičnih elemenata zametnih stanica i stromalnih stanica  sjemenog užeta testisa. Najčešći su kod pasa, a pojedini slučajevi se javljaju  i kod pastuha (PATNAIK i MOSTOFI, 1993.). Oni imaju karakteristike seminoma i Sertolijevih staničnih tumora unutar jednog tumora. Seminomi se ponekad nalaze unutar tumora Sertolijevih stanica. Ovi tumori se u stvari nazivaju kolizijski tumori, tj predstavljaju spajanje dva razlčita tumora (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.). U pravih mješovitih tumora, neoplastične Sertolijve stanice i zametne stanice su međusobno pomiješane unutar tubularnih strukura koje su odijeljene fibroznom stromom različite gustoće. Imunohistokemijski neuron specifična enolaza, dezmin i vimentin mogu biti korisni za razlikovanje ovih staničnih populacija. Sertolijeve stanice se boje pozitivno na neuron specifičnu enolazu i dezmin, dok se na njih ne boje zametne stanice. Sertolijeve stanice  se difuzno boje, a zametne samo fokalno na vimetin dok na citokeratin nisu pozitivne niti jedne stanice. I ovi se tumori najčešće javljaju u kriptorhida, te su uni- ili bilateralni. Biološko ponašanje je slično seminomima ili Sertolijevim staničnim tumorima, iako oni obično ne izazivaju hiperestogenizam, a obično su benigni. 

Gonadoblastomi

Ovi tumori su izrazito rijetki, jedan je slučaj opisan u pasa (TURK i sur., 1981.).  Ovi tumori su hormonski aktivni. Makroskopski su bijele do smeđe boje, tvrde konzistencije i imaju ekspanzivan rast. Veliki tumori mogu imati područja s krvarenjima. Histološke karakteristike su kombinacija seminoma i tumora Sertolijevih stanica, a sastoje se od žarišta intersticijskih stanica koje se nalaze oko tublarnih struktura koje čini mješavina neoplastičnih Sertolijevih i zametnih stanica. Imunohistokemijska bojenja na neuron specifičnu enolazu za Sertolijeve stanice i na vimentin za zametne stanice potvrđuju dvojnu prirodu ovih  tumora (FOSTER i LADDS, 2007.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.).        

2.2.4 OSTALI TUMORI TESTISA
Javljaju se rijetko i uključuju mezoteliome (nastaju od mezotela oko tunike vaginalis),  fibrome/fibrosarkome, hemangiome/hemangiosarkome, leiomiome/leiomiosarkome, tumore ovojnica perifernih živaca, histiocitne sarkome te se ne razlikuju od sličnih tumora s drugih lokacija. Rijetko se javljaju i mastocitomi (FOSTER I LADDS, 2007.; ROTHWELL i sur., 1986.VASCELLARI i sur. 2011.). 

Rete testis adenomi/karcinomi

Ovo su tipični cistični tumori koji zahvaćaju različiti postotak tkiva testisa, te se sastoje od nepravilnih tubulopapilarnih struktura, epitelnih tračaka i papila odijeljenih s oskudnom vezivnotkivnom stromom u obliku septi. Papile i anastomozirajući tubuli su građeni od malih, gusto posloženih stanica u jednom ili više slojeva s oskudnom citoplazmom.  Dokaz transformacije normalnog u neoplastični epitel rete testis je važan kriterij u dijagnostici te u svrhu isključivanja drugih teratomatoznih struktura ili drugih primarnih tumora. Unutar njih se mogu naći krvarenja i nekroze što je češće u malignih tumora. Imunohistokemijski su tumorske epitelne stanice pozitivne na citokeratin (FOSTER i LADDS, 2007.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.).
Metastatski tumori

Jako su rijetki, a mogu se javiti metastaze limfosarkoma i hemangiosarkoma i drugih tumora (MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.).

2.3 TUMORI SJEMENIKA MUŠKARACA
O tumorima sjemenika ljudi postoji puno veći broj istraživanja nego za tumore sjemenika pasa. Tumori  sjemenika muškaraca čine oko 1 do 2 % svih tumora, a njihova učestalost u svijetu varira. Najčešći su u Skandinaviji i  Švicarskoj, srednja im je učestalost u Australiji, Velikoj Britaniji i S.A.D., a najrijeđe se javljaju u Aziji i Africi (WILSON, 2006.).  U muškaraca dobi od 20 do 39 godina čine oko 20% svih tumora (EPSTEIN, 2010.). U Hrvatskoj su tumori sjemenika među tri najčešća tumora u dobi od 10 do 19 godina, a najčešći tumori u dobi od 20 do 29 godina starosti (HRVATSKI ZAVOD ZA JAVNO ZDRAVSTVO, 1997.). Prosječna učestalost u Hrvatskoj im je 1995. godine bila 2,9/100.000 (HUYGHE i sur., 2007.).  Njihova incidencija u svijetu kontinuirano raste, a u razdoblju od 1973. do 1995. godine se udvostručila (WILSON, 2006.)  

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (MOSTOFI i sur., 1998.) razlikuju se slijedeći tumori sjemenika: 

Tumori zametnih stanica

Neklasificirane intratubularne neoplazije zametnih stanica (IGCNU)


Ostali  tipovi

Tumori jednog histološkog tipa (čisti oblici)


Seminom



Seminom sa sinciciotrofoblastnim stanicama


Spermatocitički seminom



Spermatocitički seminom sa sarkomom


Embrionalni karcinom


Tumori žumanjčane vrećice

  
Trofoblastni tumori



Koriokarcinom



Trofoblastne neoplazije različite od koriokarcinoma




Konofazični horiokarcinom




Trofoblastni tumor s placentalnog mjesta


Teratomi



Dermoidna cista



Monodermalni teratom 



Teratom sa somatskim tipom maligniteta

Tumori s više od jednim histološkim tipom stanica (mješoviti oblici)


Mješoviti embrionalni karcinom i teratom


Mješoviti teratom i seminom 


Horiokarcinom i teratom / embrionalni karcinom


Ostali tipovi

Gonadalni tumori strome sjemenog užeta


Čisti oblici



Tumor Leydigovih stanica



Maligni tumor Leydigovih stanica



Tumor Sertolijevih stanica




Tumor Sertolijevih stanica - mastima bogat tip




Sklerozirajući tumor Sertolijevih stanica




Tumor Sertolijevih stanica sa velikim kalcificirajućim stanicama



Maligni tumor Sertolijevih stanica



Granuloza stanični tumor




Granuloza stanični tumor - odrasli tip




Granuloza stanični tumor - juvenilni tip



Tumori iz tekoma/fibroma skupine




Tekomi




Fibromi



Nepotpuno diferencirani gonadalni tumori strome sjemenog užeta   



Mješoviti gonadalni tumori strome sjemenog užeta



Maligni gonadalni tumori strome sjemenog užeta



Tumori koji sadržavaju zametne stanične i elemente strome sjemenog užeta




Gonadoblastomi




Neklasificirani tumori zametnih stanica- stanica strome sjemenog užeta

Mješoviti tumori sjemenika


Karcinoidni tumor


Tumori ovarialnog epitelnog tipa



Serozni tumor rubne granične malignosti



Serozni karcinom



Dobro diferencirani endometroidni karcinom



Mucinozni cistadenom



Mucinozni cistadenokarcinom



Brenner-ov tumor


Nefroblastom


Paragangliom

Hemopoetski tumori

Tumori sabirnih kanalića i rete testis


Adenom


Karcinom

Tumori paratestikularnih struktura


Adenomatoidni tumor


Maligni mezoteliom


Benigni mezoteliom



Dobro diferencirani papilarni mezoteliom



Cistični mezoteliom


Adenokarcinom epididimisa


Papilarni cistadenokarcinom epididimisa


Melanotični neuroektodermalni tumor


Dezmoplastični tumor malih okruglih stanica

Mezenhimalni tumori sjemenog užeta i adneksa sjemenika

Sekundani tumori sjemenika

2.3.1 TUMORI ZAMETNIH STANICA
Kod muškaraca su tumori zametnih stanica najčešći i najznačajniji tumori sjemenika, a među njima su najčešći seminomi (EPSTEIN, 2010.).

Velika većina primarnih tumora sjemenika muškaraca su porijekla zametnih stanica pa čine  više od 90% svih tumora sjemenika (BAHRAMI i sur., 2007.), a više od polovice se sastoji od više od jednog tipa stanica.  Učestalost im je u S.A.D.-u oko 6 tumora na 10 000 stanovnika (EPSTEIN, 2010.), a u Europi  im je učestalost oko 1 na 500 muškaraca u dobi od 15 do 40 godina (RAPLEY i sur., 2000.). Širom svijeta  raste učestalost ovih tumora. U muškaraca u dobi od 15 do 34 godine predstavljaju najčešće tumore, te uzrokuju oko 10% smrtnosti zbog tumora. Češći su u bijelaca u odnosu na crnce  (EPSTEIN,  2010). U ovih tumora postoji veliki broj anatomskih tipova tumora te se oni dijele u seminomatozne i neseminomatozne. Većina tumora zametnih stanica su agresivni tumori sposobni za brzo širenje, a većina je ipak izliječiva primjenom modernih oblika terapije. Nasuprot tome većina stromalnih tumora sjemenog tračka su benigni. 


Postoji više čvrstih indikacija da su tumori zametnih stanica testisa povezani s abnormalnim stanjima tijekom fetalnog života, od toga su najznačajnije kongenitalne malformacije muških spolnih organa. Tumori zametnih stanica su povezani sa spektrom poremećaja poznatim kao sindrom testikularne disgeneze. Ovaj sindrom obuhvaća kriptorhizam, hipospadiju i lošu kvalitetu sperme te se smatra da bi uzrok tome moglo biti intrauterino izlaganje pesticidima i nesteroidnim estrogenima. Kriptorhizam je povezan sa 3-5 puta većim rizikom za nastajanje tumora zametnih stanica (EBLE i sur.,  2004.), s time da je povećani rizik za nastanak tumora u oba testisa i kriptorhidnom i nekriptorhidnom.  Učestalost tumora sjemenika se povećava kod muškaraca s hipospadijom te ingvinalnom hernijom no dokazi za to su manje čvrsti  (PRENER i sur., 1996.), dok atrofija kritporhidnog testisa također povećava rizik za nastajanje tumora.  Postoje dokazi da je veća učestalost tumora testisa povezana sa niskom porođajnom težinom djece, što ukazuje na zaostajanje u njihovom intrauterinom rastu. Također postoje indikacije da niska razina fizičke aktivnosti i viši socioekonomski položaj u odraslih muškaraca povećavaju rizik za nastajanje tumora testisa. Učestalost tumora testisa je također veća kod imunosuprimiranih pacijenata sa transplantiranim bubrezima i kod ljudi inficiranih HIV-om (EBLE i  sur., 2004.). Muškarci koji pate od smanjene plodnosti ili neplodosti su također podložniji razvoju ovih tumora. Istraživanja izloženosti djelovanju egzogenih estrogenih i antiandrogenih tvari na embrio upućuju na mogući učinak na dvostruko veću učestalosti tumora testisa (STROHSNITTER i sur., 2001). Za razliku od klasičnih seminoma, spermatocitički seminomi nisu povezani s intratubularnim neoplazijama zametnih stanica pa stoga vjerojatno nisu prenatalnog porijekla (EBLE i sur., 2004). Osim prije pobrojanih činjenica smatra se da porodična predispozicija i genetska prijemčljivost  predstavljaju značajne čimbenike u razvoju tumora sjemenika. Porodični rizik za pojavu tumora zametnih stanica testisa je 3,8 puta veći za očeve, 8,3 puta za braću i 3,9 puta za sinove  (EBLE i sur., 2004.). Pojava ovih tumora  u muškaraca mlađe dobi te često bilateralno pojavljivanje  upućuje na mogući genetski utjecaj u nastanku ovih tumora. Uzročnik tome su genetske promjene na kromosomima 2p23, 3p12, 3q26, 12p13-q21, 18q21-q23 i Xq27 koje predisponiraju nastanku tumora zametnih stanica dok heterogenost lokusa Xq27 predisponira i kriptorhizmu (CROCKFORD, 2006.; RAPLEY i sur., 2000.).  Najčešća strukturalna kromosomska aberacija kod invazivnih tumora zametnih stanica je na 12p sekvenci (EBLE i sur., 2004.).
Tumori zametnih stanica sjemenika se dijele u dvije skupine: seminomatozni i neseminomatozni. Seminomatozni tumori su sastavljeni od stanica koje podsjećaju na primitivne zametne stanice ili rane gonocite. Neseminomatozni  tumori mogu biti sastavljeni od nediferenciranih stanica koje podsjećaju na embrionalne zametne stanice što je slučaj kod embrionalnih karcinoma. Maligne se stanice mogu diferencirati u razne stanične linije te mogu nastati tumori žumanjčane vrećice, horiokarcinomi i teratomi. Tumori zametnih stanica mogu imati samo jednu vrstu stanica, no u oko 60% slučajeva ih čini mješavina seminomatoznih i neseminomatoznih staničnih i tkivnih komponenti. Kod teratoma  su prisutna tkiva tri zametna sloja što je posljedica diferencijacije embrionalnih karcinomskih stanica. Seminomi čine oko 50% neoplazija zametnih stanica testisa te su najčešći tumori testisa. Većina zametnih testikularnih tumora nastaje od lezija koje se nazivaju neklasificirane intratubularne neoplazije zametnih stanica (IGCNU), no smatra se da one nisu preteća tumora žumanjčane vrećice u djece, teratoma i spermatocitičkih seminoma u odraslih (LOOIJENGA, OOSTERHUIS, 1999.; DEL VECCHIO, 2006.). 
Kliničke karakteristike tumora zametnih stanica

Iako su bezbolna povećanja testisa karakteristika tumora zametnih stanica, svaku solidnu masu treba  gledati kao neoplaziju dok se ne dokaže suprotno. Biopsiranje tumora testisa je povezano uz rizik širenja, što onda dovodi do neophodnosti uklanjanja kože skrotuma nakon orhiektomije. Tumori sjemenika imaju karakterističan obrazac širenja. Limfatički put širenja je čest u svih tumora testisa. Obično su prvo zahvaćeni retroperitonealni paraaortalni čvorovi, a zatim se šire na mediastinalne i supraklavikularne čvorove. Hematogeno se šire primarno u pluća, ali mogu doći i u jetru, mozak i kosti. Histološki metastaze mogu nekada biti različite od testikularnog tumora. Pa tako embrionalni karcinomi mogu u metastazi imati sliku teratoma. Zbog toga što su svi tumori proizašli od pluripotentnih stanica moguća je diferencijacija i u smjeru sazrijevanja, a i obrnuto. Objašnjenje za različitu morfološku građu metastaza može biti i to da komponente tumora koje nisu reagirale na kemoterapiju  preživljavaju  te one stvaraju dominantni oblik metastaza.

Klinički se tumori zametnih stanica dijele u dvije kategorije: seminomatozni i neseminomatozni tumori. Seminomatozni tumori su lokalizirani u testisu duže vrijeme, te su zato u  70%  slučajeva u I. kliničkom stadiju (tumori vezani uz testis, epididimis i sjemeno uže), dok oko 60% muškaraca s neseminomatoznim tumorima ima uznapredovale kliničke stadije (II. stadij -  tumori su prošireni na retroperitonealne čvorove do razine ošita;  III. stadij - metastaze izvan retroperitonealnih limfnih čvorova i iznad dijafragme). Metastaze iz seminomatoznih tumora zahvaćaju obično limfne čvorove, a tek kasnije dolazi do hematogene diseminacije, dok neseminomatozni metastaziraju ranije te su češće hematogene diseminacije. Najagresivniji neseminomatozni tumor je „čisti“ horiokarcinom, ali je i rijedak, a iako ne mora izazvati povećanje testisa dominantno se i brzo širi krvlju, pa su gotovo obligante metastaze u pluća i jetru. 

Terapijski su seminomi jako radiosenzitivni, dok su neseminomatozni tumori zametnih stanica relativno radiorezistentni. Zbog svega toga su neseminomatozni tumori biološki agresivniji i imaju lošiju prognozu od seminoma. Tumori zametnih stanica sjemenika često luče polipeptidne hormone i određene enzime koji se mogu detektirati u krvi. Ti biološki markeri su HCG, AFP i laktat dehidrogenaza. Porast razine laktat dehidrogenaze korelira s veličinom tumorske mase. Značajan porast serumskog AFP i HCG upućuje na tumore žumanjčane vrećice i elemente horiokarcinoma. Oba ova markera su povišena u više od 80% ljudi s neseminomatoznim tumorima zametnih stanica u vrijeme postavljanja dijagnoze. Oko 15% seminoma imaju sinciciotrofne divovske satnice i minimalan porast serumskog HCG, što nema utjecaj na kliničku prognozu. 

Zbog svega navedenog kod tumora sjemenika vrijednosti serumskih markera su važne radi:  procjene veličine tumora, procjene kliničkog stadija (npr. povišena razina HCG i AFP nakon orhiektomije upućuje na stadij II iako limfni čvorovi nisu povećani), procjene tumorskog opterećenja i kao kontrola uspješnosti terapije (pad razine markera - uspjeh terapije).

Terapija i prognoza se bazira uglavnom na kliničkom stupnjevanju i histološkoj tipizaciji. Pa zato seminomi imaju bolju prognozu, pa tako više od 95% pacijenata s stupnjem I. i II. budu izliječeni. Dok kod neseminomatoznih tumora zametnih stanica histološki tip ne utječe značajno na prognozu pa se oni terapiraju na isti način, a tu je izlječivost oko 90% nakon agresivne kemoterapije. Čisti horiokarcinomi imaju lošu prognozu, pogotovo ako se oni pojave kao manja komponenta u mješovitom tumoru. Ako se jave metastaze one se u svih tumora zametnih stanica testisa javljaju u roku do 2 godine nakon terapije. 

Neklasificirane intratubularne neoplazije zametnih stanica (IGCNU)


IGCNU su u osnovi vrsta carcinoma in situ, iako se termin carcinoma in situ sve rijeđe koristi za ovu leziju. Ove se lezije razvijaju još intrauterino, a smatra se da miruju do puberteta  kada mogu  progradirati u seminome ili neseminomatozne tumore (EPSTEIN, 2010.). Kod odraslih kriptorhida se javljaju u 2-4% dok kod djece u 0,5% slučajeva (CORTES i sur., 1999.; ROGERS i sur., 1998.). Češći su kod muškaraca s problemima plodnosti, od 1 do 5%, te interseks sindromom, 6-25% (EBLE i sur., 2004.). Nekoliko istraživanja je pokazalo da je učestalost IGCNU ista kao i tumora zametnih stanica (DIECKMANN, 1999.).  Klinički simptomi kod IGCNU su vezani uglavnom za s njima povezana stanja kao što su atrofija testisa, neplodnost, kriptorhizam, vidljivi tumor i simptomi interseksualnosti.  Makroskopski nisu vidljive nikakve specifične lezije povezane s IGCNU. Histopatološki  se ove lezije sastoje od malignih, primitivnih, atipičnih zametnih stanica koje su veće od normalnih spermatogonija. Imaju obilnu prozirnu ili vakuoliziranu citoplazmu. Citoplazma je bogata glikogenom koji se dobro boji PAS reagensom. Jezgra je velika, nepravilna, hiperkromatična s dobro uočljivom jednom ili više jezgrica. Mitoze, uključujući i abnormalne nisu rijetke. Stanice su obično smještene bazalno između Sertolijevih stanica. Spermatogeneze obično nema. Tubuli su obično segmentalno zahvaćeni, no mogu biti i difuzno. Ove maligne stanice se mogu vidjeti i u rete testis te u kanalima epididimisa. Izolirane maligne stanice u intersticiju ili limfnim žilama predstavljaju mikroinvazivni oblik bolesti. U intratubularnim i mikroinvazivnim žarištima često su uočljivi limfocitni infiltrati. (EBLE i sur., 2004). Imunohistokemijski su IGCNU u 83-99% slučajeva pozitivni na placentalnu alkalnu fosfatazu (PLAP) što se koristi u njihovoj dijagnostici (GIWERCMAN i sur., 1991). Drugi markeri koji se koriste  su c-KIT (CD117), M2A i TRA-1 (EBLE  i sur. 2004). Tumorske stanice zadržavaju i ekspresiju transkripcijskih faktora OCT3/4 i NANOG koji su vezani uz pluripotentne normalne embrionalne zametne stanice (STOOP i sur., 2008.).  
Diferencijalno dijagnostički IGCNU treba razlikovati od zastoja spermatogeneze u fazi spermatogonija, no takve stanice nemaju jezgre karakteristika IGCNU,  imunohistokemijski su  PLAP negativne, a za razliku od intratubularnih seminoma IGCNU ne obliteriraju i ne proširuju tubule. U recentnim istraživanjima  su obavljene analize koje upućuju da se kao imunohistokemijski marker za diferencijaciju IGCNU od zastoja u diferencijaciji zametnih stanica može koristiti i SCF (čimbenik zametnih stanica,  „stem cell factor“, eng.) (STOOP i sur. 2008.). Oko 50% ovih tumora se u roku od 5 godina razvije u invazivne tumore zametnih stanica, a 90% ih se u njih razvije u roku od 7 godina (EBLE i sur., 2004.).

Seminomi 

Seminomi su najčešći tumori zametnih stanica muškaraca i čine oko 50% tih tumora. Najčešće se javljaju u muškaraca u 30-tim godinama, a gotovo nikada u djece (EPSTEIN, 2010.). Isti tumori se javljaju i u jajnicima žena gdje se nazivaju disgerminomima. Ako nije drukčije navedeno, kada se govori o seminomima, misli se na klasični ili tipični seminom koji se sastoji od uniformne populacije stanica. Genetska karakteristika seminoma je da imaju izokromosom 12p (EPSTEIN, 2010.).  Klinički je najčešći simptom povećanje testisa koje obično nije praćeno pojačanom bolnošću, a može se javiti i hidrocele. Seminomi mogu narasti u obliku nabubrenih masa do desetak puta većih od normalnog testisa. Ovi tumori su obično dobro ograničeni i ultrazvučno uniformno hipoehogeni. Mogu biti lobularni ili multinodularni, a veći tumori mogu u potpunosti zamijeniti normalno tkivo testisa. Karakteristika seminoma je da su sive do krem ili svijetlo ružičaste boje, a mogu imati nepravilna nekrotična  područja žute boje. Kod nijh su izuzetno rijetko uočljiva područja krvarenja ili stvaranje cisti. Obično tunika albuginea nije probijena, a širenje tumora u epididimis i sjemeno uže je rijetko. Histološki su seminomi građeni od uniformnih stanica posloženih u "plahte" ili su podijeljene u klastere ili gredice s nježnim fibroznim trbekulama u kojima je obično limfocitni infiltrat koji može biti u obliku folikula. Povremeno se u infiltratu mogu uočiti i plazma stanice i eozinofili. Rijeđe se u seminomima mogu uočiti gusta fibrozna područja i cistični prostori koji nastaju kao posljedica edema.  Granulomatozna reakcija i fibroza ponekad mogu biti tako jake da prekriju tumor. Stanice seminoma obično obliteriraju arhitekturu testisa ali mogu također i infiltrirati u intersticij i u lumen tubula ili se širiti preko rete testis. Tumorske stanice su okruglog ili poligonalnog oblika s dobro uočljivim staničnim membranama. Citoplazma je obično prozirna što je posljedica citoplazmatskih nakupina glikogena i lipida, a rijetko je citoplazma  gusta i tamnije boje. Jezgre imaju dobro izražene jezgrice koje mogu biti štapićasta oblika. Broj tumorskih mitoza varira. Postoje i kribriformne, pseudoglandularne ili tubularne varijante seminoma, a tubularna varijanta može podsjećati na tumor Sertolijevih stanica. Seminomi koji imaju jače izražen pleomorfizam, višu mitotsku aktivnost i slabiju stromalnu limfocitnu infiltraciju se nazivaju još i atipični ili anaplastični seminomi (EBLE i sur., 2004.).  Postoje također i seminomi sa sinciciotrofoblastnim stanicama. To su divovske stanice koje imaju morfološke i ultrastrukturalne karakteristike sinciciotrofoblastnih stanica (SEHESTED i JACOBSEN, 1987.). Te stanice su multinuklearne s obilnom svijetlo bazofilnom citoplazmom, a mogu imati i intracitoplazmatske lakune. Mogu biti okružene s područjima krvarenja, a pozitivno se boje na hCG i druge proteine i citokeratine vezane uz trudnoću (BERNEY i sur., 2005.). Oko 7% klasičnih seminoma u sebi ima vidljive sinciciotrofoblastne stanice a u oko 25% seminoma se nalaze hCG pozitivne stanice, s time da one nemaju utjecaj na slabiju prognozu tumora (EBLE i sur., 2004). U seminomima se mogu naći i divovske stanice tipa Langhans koje su upalnog karaktera. Imunohistokemijski je oko 85-100% seminoma difuzno pozitivno na PLAP (EBLE i sur., 2004.; EMERSON i ULBRIGHT, 2005.; ICZEKOWSKI i BUTLER, 2006.). Tumorske stanice su difuzno pozitivne i na c-KIT,  VASA, CD143 te OCT4 (DUFFY, 2004.; EBLE i sur., 2004.; EDLING i HALBERG, 2007.; NIWA, 2001.). Seminomi metastaziraju prvenstveno putem limfnih žila u paraaortalne limfne čvorove, a nakon njih u medijastinalne i supraklavikularne. Hematogeno širenje najčešće uslijedi kasnije u jetru, pluća, kosti i druge organe (EBLE i sur., 2004). Diferencijalno dijagnostički seminome je nekada teško razlikovati od embrionalnih karcinoma, no seminomi imaju uniformne stanice dok su stanice embrionalnog karcinoma pleomorfne. Limfocitna i granulomatozna reakcija je česta kod seminoma dok je rijetka u embrionalnim karcinomima.  Postoje neka kromosomalna i molekularna istraživanja koja pokazuju da su seminomi sposobni za diferencijaciju u embrionalna (embrionalni karcinomi i teratomi) i ekstraembrionalna tkiva (tumori žumanjčane vrećice, koriokarcinomi) pa neki seminomi mogu pokazivati epitelijalnu diferencijaciju sa stvaranjem dezmosoma i ekspresijom citokeratinskih filamenata. Pa tako postoje i tzv. prijelazni tumori koji su između seminoma i embrionalnih karcinoma (CHEVILLE i sur., 2000; SUSTER i sur., 1998.). Imunohistokeminjski su PLAP i CD117 jače i difuznije pozitivni u seminomima dok su CD30 i pancitokeratin naglašeniji u embrionalnim karcinomima. Drugi tumori kao što su spermatocitički seminomi, tumori Leydigovih stanica (posebice oni s vakuoliziranim, prozirnim citoplazmama) i tubularni oblici Sertolijevih tumora se ponekad mogu zamijeniti sa seminomima (EBLE i sur., 2004.). Seminomi su samo vrlo rijetko citokeratin pozitivni i to većinom samo fokalno što se povezuje s njihovom epitelijalnom diferencijacijom (CHEVILLE i sur., 2000.). Prognostički su za seminome važni pokazatelji prisutnosti nekroze, vaskularnih prostora, invazije tunike te postojanje primarnih invazija te zahvaćenosti rete testis (WARDE i sur., 2002.). 

Spermatocitički seminomi

Iako se nazivaju seminomi od tih se tumora razlikuju klinički.  Oni su rijetki tumori (čine 1-2% tumora zametnih stanica)  te se javljaju u starijih osoba (stariji od 65 godina), a za razliku od klasičnih seminoma rastu sporo i ne stvaraju metastaze, pa im je stoga dobra porognoza. Također se kod njih ne javljaju limfocitni infiltrati, granulomi, sinciciotrofoblasti, te ne nastaju izvan testisa, a njihov nastanak nije vezan uz  intratubularne neoplazije zametnih stanica (EPSTEIN, 2010.). Neka istraživanja su pokazala da im se učestalost ne povećava u kriptorhidnim testisima (EBLE i sur., 2004.). Oni se javljaju u starijih muškaraca, ali i u muškaraca u 30-tim godinama, a za razliku od drugih tumora zametnih stanica javljaju se samo u jednom testisu. Klinički se očituju samo bezbolnim otečenjem testisa, dok tumorski markeri u serumu nisu povišeni. Makroskopski variraju u veličini od 2 do 20 cm (prosječne veličine oko 7 cm). Najčešće su meke konzistencije, svijetlo sive boje te su dobro ograničeni sa prominirajućom mucinoznom prereznom površinom. Mogu biti lobulirane ili cistične građe, s krvarenjima i ponekad nekrozama. Rijetko su zabilježena širenja tumora u paratestikularno tkivo. Histološki su tumorske stanice slabo kohezivne, a stroma je oskudna ili edematozna. Edem može davati pseudoglandularni izgled tumora.  Limfocitna infiltracija i granulomatozna reakcija su rijetko prisutne. Tumor se sastoji od tri osnovna tipa stanica. Dominantni tip stanica su okrugle stanice različite veličine, s različitom količinom eozinifilne citoplazme. Jezgre su ovalne s finom distribucijom  kromatina i filamentoznim ili spiralnim oblicima, a u nekim stanicama izgledaju slično kao u fazi mejoze neneoplastičnih spermatocita. Drugi tip stanica su male stanice  s tamnom jezgrom i malom količinom eozinofilne citoplazme koje podsjećaju na sekundarne spermatocite. Treći tip stanica su divovske stanice koje obično imaju jednu, a rijeđe više jezgri, koje su okruglog, ovalnog ili dugoljastog nepravilnog oblika. U njihovim jezgrama je kromatin također često raspoređen u obliku niti ili spirala. Mitoze, uključujući i atipične mitoze, su česte. Ovi tumori se mogu invazivno širiti u krvne žile, tuniku i epididimis. Okolni sjemeni tubuli su često zahvaćeni sa tumorskim proliferacijama, dok se, za razliku od drugih tumora zametnih stanica, u okolnim tubulima ne nalaze tumorske stanice IGCNU (EBLE i sur., 2004.). Imunohistokemijski markeri koji su pozitivni kod drugih tumora zametnih stanica su obično negativni kod spermatocitičkih seminoma. VASA je difuzno pozitivna (ZEEMAN, 2002.) dok je PLAP pozitivna samo u izoliranim ili malim skupinama stanica (DEKKER, 1992.). Prema većini autora c-KIT je negativan dok neki autori imaju pozitivne rezultate njegove ekspresije u spermatocitičkim seminomima (EBLE i sur., 2004.; ULBRIGHT, 2005.). NY-ESO-1 tumor specifični antigen je pozitivan u oko 50% spermatocitičkih seminoma te u IGCNU, a negativan je u ostalim tumorima zametnih stanica (SATIE, 2002.).     
Diferencijalno dijagnostički spermatocitičke seminome treba razlikovati od klasičnih seminoma ili limfoma. No klasični seminomi obično imaju fibroznu stromu te limfocitnu ili granulomatoznu reakciju, te su PLAP pozitivni, a nalazi se i IGCNU komponenta. Limfomi imaju dominantan intersticijski rast te nemaju spiralni raspored kromatina u stanicama. Prognoza spermatocitičkih seminoma je povoljna te je opisan samo jedan slučaj metastatskog spermatocitičkog seminoma (MATOSKA, 1988.). 
Kod spermatocitičkih seminoma postoji još i oblik tumora kod kojeg se zajedno sa njim javlja sarkom, koji je najčešće nediferencirani. Makroskopski ti tumori mogu doseči do 25  cm u promjeru, te imati područja nekroza, krvarenja ili miksomatozna područja. Histološki se u tumorskom tkivu koje odgovara spermatocitičnom karcinomu uočavaju žarišta jako pleomorfnih stanica koja odgovaraju sarkomatoznoj komponenti, a mogu nalikovati rabdomiosarkomima, sarkomima vretenastih stanica ili hondrosarkomima. Ova sarkomatozna komponenta vrlo često stvara metastaze, a vrijeme preživljavanja je kratko i iznosi prosječno oko godinu dana (EBLE i sur., 2004.).   

Embrionalni karcinomi

Najčešće se javljaju u muškaraca starosti od 20 do 30 godina te su agresivniji od seminoma. Oni se u svega 2-10% slučajeva javljaju kao samostalni tumori dok su u preko 80% slučajeva jedna od komponenti mješovitih tumora zametnih stanica (EBLE sur., 2004.; MOSTOFI i sur., 1988.). 
Klinički se kod ovih tumora uz povećanje češće javlja i bolnost testisa što je posljedica bržeg rasta tumora. Makroskopski su manji od seminoma te obično ne infiltriraju cijeli testis. Na prereznoj površini su prošaranog izgleda, slabo vidljivih margina i u njima se nalaze žarišta krvarenja i nekroza, a često probijaju tuniku albugineu i infiltriraju epididimis ili sjemeno uže. Histološki  tumorske stanice formiraju različite uzorke od solidnog i sincicijskog  do alveolarnog ili tubularnog uzorka koji ponekad ima i papilarne projekcije. Fibrovaskularna stroma može biti ili ne mora biti razvijena. No kod njih se ne stvaraju dobro formirane žlijezde s bazalno smještenim jezgrama i apikalnom citoplazmom, što se nalazi kod teratoma. Kod slabije diferenciranih oblika javljaju se i plahte tumorskih stanica. Neoplastične stanice su slabo diferencirane, ali imaju epitelni izgled. Velike su, poligonalne, prizmatične ili anaplastične te imaju velike, nepravilne, vezikularne jezgre koje mogu biti hiperkromatične s istaknutom jednom ili više jezgrica. Za razliku od seminoma stanične granice su slabo vidljive te postoje znatne varijacije u veličini i obliku kako stanica tako i jezgri. Citoplazma je obilna, obično fino granulirana. Stanice se često nagomilavaju jedna na drugu te im se preklapaju jezgre. Mitotske figure su česte, uključujući i abnormalne mitoze. Sinciciotrofoblastne stanice se mogu pojedinačno ili u skupinama uočiti rasijane po tumoru. Na periferiji tumora stanice su obično degenerirane ili apoptotične, zbog čega tumor izgleda kao da ima dva tipa stanica pa može imitirati horiokarcinome. Stroma tumora je obično nježnija u sredini dok je na periferiji gušća, može biti prisutna limfocitna infiltracija, a u granulomatoznom tkivu se ponekad mogu naći i eozinofili.  U okolnom tkivu se često nalaze intratubularne, te vaskularne i limfocitne invazije embrionalnog karcinoma. Imunohistokemijski su pozitivni na CD30, a za razliku od seminoma, pozitivni su i na različite klase citokeratina, dok vimentin, karcinoembriogeni antigen te antigen epitelijalnih membrana obično nisu pozitivni (EBLE i sur., 2004.; ULBRIGHT, 2005.).  Embrionalni karcinomi kao i seminomi su pozitivni na OCT 3/4,  a  PLAP pokazuje fokalnu pozitivnu reakciju, te su negativni na c-KIT (EMERSON i ULBRIGHT, 2005.). Diferencijalno dijagnostički treba ih razlikovati od drugih tumora zametnih stanica te anaplastičnog oblika limfoma velikih stanica i malignog tumora Sertolijevih stanica. Embrionalni karcinomi se pretežito šire preko limfnih žila u retroperitonealne limfne čvorove, a nakon toga u medijastinum dok hematogeno najčešće metastaziraju u pluća. Pacijenti koji imaju čisti embrionalni karcinom s vaskularnom invazijom imaju lošiju prognozu (EBLE i sur., 2004.).  
Tumori žumanjčane vrećice  

Nazivaju se i tumori endodermalnog sinusa i najčešći su tumori testisa u djece do 3 godine starosti. U ovoj dobnoj skupini imaju vrlo dobru prognozu. U odraslih su rijetki i obično dolaze u komibnacji s embrinonalnim karcinomima (EPSTEIN, 2010.). Većina ovih tumora se javlja u desnom sjemeniku, te obično osim povećanja testisa nema drugih kliničkih simptoma.  U času otkrivanja tumora u 10-20% djece su prisutne metastaze, s time  da su češće hematogene metastaze (EBLE i sur., 2004.). Makroskopski su ovi tumori nekapsulirani, te su na prerezu homogene građe, meke konzistencije žuto-bijele boje i sluzavog ili želatinoznog izgleda. Mikroskopski je za njih karakteristično da postoji više histoloških oblika koji mogu biti kombinirani, a rijetki su tumori sastavljeni samo od jednog histološkog oblika. Kod većine oblika se unutar i izvan citoplazme mogu naći eozinofilne, hijalinu slične kuglice koje su imunohistokemijski pozitivne na alfa fetoprotein (AFP) i alfa-1 antitripsin. AFP pozitivnost je karakteristična i neophodna za diferencijaciju stanica žumanjčane vrećice.

Najčešći je mikrocistični ili retikularni oblik koji se sastoji od mreže vakuoliziranih stanica koje daju izgled pčelinjeg saća. Tumorske stanice su male i mogu biti komprimirane od vakuola ispunjenih sa svijetlo eozinofilnim sadržajem. Jezgre variraju u veličini, ali većinom su male, a mitoze su česte. (VAN ECHTEN i sur., 2002.).  Makrocistični oblik se sastoji od nakupina prostora različitih veličina okruženih tankim stjenkama tumorskih stanica. Solidni oblik se sastoji od nodularnih nakupina srednje velikih tumorskih stanica svijetle citoplazme,  sa izraženim jezgrama i jakom mitotskom aktivnosti. Kod ovog oblika, se često periferno javlja kombinacija s mikrocističnim oblikom. Žlijezdano-alveolarni oblik se sastoji od nakupina nepravilnih alveola, žlijezdama sličnih prostora i tubularnih struktura. Oblik sa strukturama koje sliče endodermalnim sinusima te ima stromu građenu od vezivnog tkiva i tankih krvnih žila. Stroma je obložena tankim jednim slojem kuboidnih stanica pa te strukture podsječaju na  primitivne glomerule. Papilarni oblik karakteriziraju brojne, nježne papile. Miksomatozni oblik se sastoji od nakupina miksomatoznog tkiva u kome se nalaze oskudni tračci ili nakupine pojedinačnih tumorskih stanica. Polivezikularni žumanjčani oblik čine nakupine vezikula ili cisti okruženih vezivnim tkivom, a obložene su s jednim slojem tumorskih stanica. Hepatoidni oblik ima nakupine hepatoidalnih stanica te hijaline kuglice. Enterički oblik ima pojedinačne ili nakupine nezrelih žlijezda koje imitiraju alantoisne, enterične ili endometrijske žlijezde.  Imunohistokemijski je bojenje na AFP korisno no nekada je reakcija izuzetno slaba pa negativno bojenje ne isključuje tumor žumanjčane vrećice, dok ovi tumori pokazju jaku pozitivnost na niskomolekuklarni citokeratin (EBLE i sur., 2004.). Što se tiče prognoze dob ne utječe na ishod, no sam klinički stupanj i pozitivnost na AFP su prognostički bitni. Osim limfovaskularne invazije ne postoje morfološki kriteriji koji bi mogli utjecati na prognozu (ROSS i sur., 2002.). 
Koriokarcinomi

Ovo su visoko maligni tumori, a njihovi čisti oblici su jako rijetki i predstavljaju manje od 1% tumora zametnih stanica i javljaju se pretežito u muškaraca između 25 i 30 godina starosti. Oni obično ne izazivaju povećanje testisa te se uočavaju samo palpacijom kao mali čvorići, a klinički simptomi su najčešće posljedica metastaziranja. Ovi tumori se također javljaju i u ženskom spolnom sustavu (EPSTEIN, 2010.). Multipla krvarenja u visceralnim organima su najvažniji znak tzv. "horiokarcinomskog sindroma". Oni su obično mali  i jako rijetko veći od 5 cm, a u njima su izuzetno česta krvarenja i nekroze. Građeni su od tri tipa stanica, sinciciotrofoblastne stanice su velike, a imaju brojne nepravilne ili lobularne hiperkromatične jezgre i obilnu eozinofilnu, vakuoliziranu citoplazmu. U citoplazmi se u pravilu može dokazati HCG. Druga vrsta su citotrofoblastne stanice koje su uniformnije, poligonalnog oblika, jasnih staničnih granica i svijetle citoplazme, a rastu u obliku tračaka ili homogenih masa i imaju po jednu uniformnu jezgru. Intermedijarne trofoblastne stanice imaju eozinofilnu do prozirnu citoplazmu i jednu jezgru koja je obično veća od one citotrofoblastnih stanica, no nekada se od tih stanica teško razlikuju bez imunohistokemijske pretrage. Imunohistokemijski su sinciciotrofoblastne stanice pozitivne na HCG, alfa podjedinicu inhibina i epitelijalni membranski antigen. Intermedijarne trofoblastne stanice su uz to pozitivne i na humani placentalni laktogen, a sve tumorske stanice eksprimiraju sve tipove citokeratina, dok  u oko 50% tumora postoji fokalna pozitivnost na PALP. Prognostički se smatraju za najnepovoljniji od svih tumora zametnih stanica jer u većine pacijenata, u trenutku postavljanja dijagnoze, već postoji diseminacija procesa (EBLE i sur., 2004.).  
Teratomi 

Ti tumori spadaju u skupinu kompleksnih tumora sjemenika koji imaju različite stanične i organoidne komponente koje podsječaju na normalne derivate više od jednog germinativnog sloja. Javljaju se u svih dobnih skupina, a najčešći su u djece kod kojih su drugi po učestalosti nakon tumora žumanjčane vrećice. Kod odraslih su čisti teratomi rijetki, čine oko 2-3% tumora zametnih stanica, no u kombinaciji s drugim tumorima zametnih stanica čine oko 45% tumora zametnih stanica.  Makroskopski  obično predstavljaju velike mase promjera od 5 do 10 cm. Zbog različitog tkivnog sastava, izgled im je heterogen s ponekad solidnim područjima hrskavice ili cisti. Krvarenja i nekroze se obično javljaju kod kombinacije s embrionalnim karcinomima i/ili horiokarcinomima. Teratomi su sastavljeni od heterogenih, nasumično raspoređenih diferenciranih stanica ili organoidnih struktura kao što su živčano tkivo, mišićni snopovi, otočići hrskavice, skvamoznog epitela, struktura sličnih štitnoj žlijezdi, bronhiolarnom ili bronhalnom epitelu, dijelovima stijenke crijeva ili moždanog tkiva, što je sve uklopljeno u fibrozno-miksoidnu stromu. Ovi tkivni elementi mogu biti zreli (kao u odraslih) ili nezreli (slični embrionalnom tkivu). Dermoidne ili epidermoidne ciste su oblici teratoma koji su česti u jajnika, ali se rijetko javljaju u sjemenicima, i za razliku od testikularnih teratoma imaju uniformno benigno ponašanje. Rijetko se u teratomima može naći i proliferacija malignog tumora nezametnih stanica, pa se taj oblik naziva teratomom s malignom transformacijom. Takva se transformacija može odvijati u jednom ili više slojeva pa mogu nastati žarišta planocelularnog karcinoma, mucin-lučećeg adenokarcinoma ili sarkoma. Važnost prepoznavanja maligne komponente porijekla nezametnih stanica u teratomu je u tome što te komponente ne reagiraju na kemoterapiju i šire se izvan testisa (EPSTEIN, 2010.). Ove tumorske stanice imaju također izokromosom 12p kao i zametne stanice od kojih nastaju. Teratomi su u testisima djece diploidni, a smatra se da postoji konstitucionalna translokacija između kormosoma 12 i 15 koja može predisponirati nastanku teratoma  (VELTMAN i sur., 2002.). Kod odraslih pacijenata teratomi su hipertriploidni. Imunohistokemijska pozitivnost ovisi o diferencijaciji samih stanica tumora, a u 19-36% teratoma postoji pozitivna reakcija na alfa-fetoprotein (EBLE i sur., 2004.), a nezreli oblici mogu biti CD 30 pozitivni (CHO i sur., 2005.).  Kod djece diferencirani teratomi obično imaju povoljan ishod, dok se nakon puberteta svi teratomi smatraju za maligne neoplazije s metastskim ponašanjem neovisno o zrelosti njihovih elemenata (EPSTEIN, 2010.).
Mješoviti tumori zametnih stanica
Između 32 i 54% tumora zametnih stanica je sastavljeno od više od jednog "čistog" oblika (MOSTOFI i sur., 1987.). Česti su mješoviti tumori sačinjeni od teratoma, embrionalnog karcinoma i tumora žumanjčane vrećice, zatim seminoma i embrionalnih karcinoma i embrionalnih karcinoma i teratoma (teratokarcinomi). Najčešće se prognoza pogoršava s kombinacijom agresivnijeg tipa (EPSTEIN, 2010.).

2.3.2 STROMALNI TUMORI SJEMENOG TRAČKA
Oni se dijele prema histogenezi i diferencijaciji, a najčešći su tumori Leydigovih stanica i Sertolijevih stanica dok su grauloza stanični tumori i tumori iz tekoma-firbroma skupine rijeđi (EPSTEIN, 2010.; EBLE  i sur., 2004.).  

Tumori Leydigovih stanica

Ovi tumori čine  od 1 do 3% tumora sjemenika, a 5 do 10% pacijenata s ovim tumorima ima anamnezu kriptorhizma. Javljaju se u svih dobnih skupina no najščešće između 20.-te  i 60.-te godine. Ovi tumori mogu stvarati androgene hormone, estrogene, a u nekim slučajevima i kortikosteroide. Kao  i kod drugih tumora najčešći je simptom bezbolno povećanje testisa, ali u nekih pacijenata, kao posljedica produkcije hormona, prvi je simptom ginekomastija. Kod djece prvi simptom može biti prerano spolno sazrijavanje. Oni se rijetko javljaju bilateralno.  Ovi tumori stvaraju ograničene nodule koji su obično manji od 5 cm, a imaju karakterističnu zlatno-smeđu boju na prerezu, i homogenu građu. U tumoru se mogu stvarati ciste, te se mogu uočiti krvarenja i nekroze, a mogu se uočiti i područja hijalinizacije i kalcifikacije.  U oko 10 do 15% slučajeva uočljivo je širenje tumora u paratestikularno tkivo. (EPSTEIN, 2010.; EBLE i sur., 2004.). Histološki su neoplastične Leydigove stanice slične normalnima, tj. imitiraju razvojne oblike Leydigovih stanica. Najčešće stanice su srednje velike do velike poligonalne stanice s velikom količinom eozinofilne citoplazme i uočljivim staničnim granicama. Citoplazma može biti vakuolizirana ili pjenušava ovisno o količini lipida. Može se javiti i masna metaplazija. U oko 30 do 40% slučajeva mogu se uočiti  tzv. Reinke-ovi kristali, koji su uglavnom intracitoplazmatski, no mogu se naći i intranuklearno ili u intersticiju. Pigment lipofuscin se nalazi u oko 15% tumora. Povremeno su tumorske stanice vretenaste s oskudnom citoplazmom. Jezgre tumorskih stanica su ovalne ili okrugle s prominirajućom jezgricom. Veličina jezgri varira, a moguće su binuklearne i multinuklearne stanice. Mitoze su u pravilu rijetke. Ovi tumori su dobro vaskularizirani što je karakteristika i drugih endokrinih tumora. Stroma je obično slabo razvijena, no može biti i obilna i hijalinizirana. Obično je prisutan edem u tumorskom tkivu, a mogu se javiti i tzv. psamomatozna tjelešca. Tumor obično raste difuzno no mogući su i trabekularni oblici, te oblici poput otočića, pseudotubula ili trakasti oblici rasta.
Imunohistokemijski su ovi tumori, kao i drugi tumori koji proizvode steroidne hormone, pozitivni na vimentin i inhibin, a dio ih pokazuje imunoreaktivnost na S100 protein, dok pozitivna reakcija na citokeratin ne iskuljučuje dijagnozu tumora Leydigovih stanica (EBLE i sur., 2004.; SHANKS i ICZKOWSKI, 1998.).  Diferencijalno dijagnostički tumore Leydigovih stanica treba razlikovati od multinodiularnih tumora adrenogenitalnog sustava koji su obično bilateralni, tamnosmeđe boje te pokazuju stanični pleomorfizam, pigmentaciju i imaju hijaliniziranu fibroznu stromu (EBLE i sur., 2004.). 

Oko 10% tumora Leydigovih stanica je maligno. Maligni tumori su veći (više od 5 cm), izražena je stanična atipija, veći je broj mitoza, te su češće nekroze i vaskularne invazije (MCCLUGGAGE, 1998.). Karakteristika malignih tumora je da ne reagiraju na kemoterapiju i zračenje te im je loša prognoza uz razvoj metastaza koje uzrokuju smrt pacijenta (EBLE i sur., 2004.).   
Tumori Sertolijevih stanica

Predstavljaju manje od 1% svih tumora sjemenika. Ovi se tumori javljaju u muškaraca prosječne starosti od 45 godina, a rijetko u mlađih od 20 godina (YOUNG i sur., 1999.). Klinički se uočavaju kao sporo rastuće testikularne mase, a obično nisu hormonski aktivni. Oni su makroskopski tvrde okrugle ili režnjevite dobro ograničene mase, veličine od 1 do 20 cm (prosječno 3,5 cm). Na presjeku su obično žućkastosmeđe do sivo-bijele boje. Povremeno se u njima mogu uočiti žarišna krvarenja, dok nekroze nisu prisutne.  Tumori Sertolijevih stanica nepoznatog porijekla su unilateralni dok oni koji su povezani s Peutz-Jeghersovim sindromom kod dječaka  mogu biti bilateralni. Većina tumora Sertolijevih stanica spada u tzv. neklasificirane tumore koji su histološki građeni od stanica koje imaju ovalne, okrugle ili izdužene jezgre, a jezgrice obično nisu uočljive. Citoplazma je svijetlo eozinofilna ili prozirna i vakuolizirana zbog sadržaja lipida. Stanice su obično uniformne, a u malom broju slučajeva je uočljiv umjereni pleomorfizam i nuklearna atipija. Mitoze su rijetke i obično ih je manje od 5 na 10 vidnih polja s velikim povećanjem, a povećani broj mitoza nije povezan s višim malignitetom tumora.  Tumorske stanice su obično posložene u obliku tubula okruženih bazalnom membranom. Ovi tubuli mogu biti solidni ili šuplji s centralnim lumenom. Tumorske stanice također mogu stvarati retikularne ili žlijezdane strukture. Neki tumori imaju dominantno solidan izgled, no i u njima se mogu vidjeti tubuli. Stroma između tubula i tračaka je obično fibrozna te može biti hijalinizirana, s dilatiranim krvnim žilama i edematozna. Obično u tumoru nema upalnih stanica, a u oko 10% slučajeva se uočavaju kalcifikacije (EBLE i sur., 2004.). Osim neklasificiranih tumora Sertolijevih stanica postoje i dvije varijante ovog tumora i to, tumor oblika velikih stanica s kalcifikacijama koji se javlja ili sporadično ili kao dio Carney i Peutz-Jaghers-ova sindroma koji se javlja kod dječaka i mlađih muškaraca. Histološki ga karakteriziraju gnijezda ili tračci velikih poligonalnih stanica s eozinofilnom citoplazmom uklopljenih u miksohijalinu stromu, a u stromi su brojna velika kalcificirana područja.  Sklerozirajuća varijanta tumora Sertolijevih stanica  je jako rijetka i javlja se u odraslih muškaraca u obliku malih tumora koji su histološki karakterizirani malim neoplastičnim tubulima okruženim s gustom sklerotičnom stromom (EBLE i sur., 2004.). 
Diferencijalno dijagnostički treba ove tumore razlikovati od nodula Sertolijevih stanica te tumora Leydigovih stanica i rete adenoma. Prognoza im je u pravilu povoljna jer ih je većina dobroćudna. Maligni tumori Sertolijevih stanica su jako rijetki, makroskopski su veći od benignih te obično imaju nekroze i krvarenja. Histološki su češći solidni oblici s brojnim mitozama, jače izraženim pleomorfizmom i finijom stromo, a česte su limfovaskularne invazije tumorskih stanica. 

Imunohistokemijski su Sertolijevi tumori u 90% slučajeva pozitivni na vimentin, a u 80% na citokeratin, dok se na inhibin boji 40%, a S100 protein 30% tumora. Tumorske stanice su negativne na PLAP, alfa fetoprotein i humani korionski gonadotropin (TANAKA i sur., 2002.; YOUNG i sur., 1999.; EBLE i sur., 2004.). 
Ostali tumori porijekla sjemenog tračka


Javljaju se rijetko i uključuju granuloza stanične tumore koji se javljaju u dvije varijante tzv. juvenilni i adultni oblik, tumore iz tekoma/fibroma skupine, te nediferencirane i mješovite tumore sjemenog tračka (EBLE i sur., 2004.). 
2.3.3. TUMORI SASTAVLJENI OD ZAMETNIH STANICA I STANICA SJEMENOG TRAČKA

Gonadoblastomi 

Gonadoblastomi su rijetki tumori koji se sastoje od mješavine zametnih stanica i elemenata gonadalne strome, te se gotovo uvijek javljaju u testisima koji imaju neki oblik disgeneze. Izuzetno rijetko se ovi tumori javljaju u genotipski normalnih muškaraca. Makroskopski izgledaju kao sitna ili velika područja, do 8 cm u promjeru, žućkasto, smeđe boje i zrnate površine. Histološki se lezije sastoje od nezrelih Sertolijevijh stanica i zametnih stanica koje stvaraju okruglaste ili nepravilne nakupine. Sertolijeve stanice okružuju hijaline tzv. čvorove te su usko povezane s bazalnom membranom koja okružuje nakupine stanica. Kod drugog oblika ovog tumora Sertolijeve stanice okružuju velike zametne stanice, a u trećem obliku  zametne stanice se nalaze u centru, dok Sertolijeve stanice stvaraju periferni prsten. U tumorskom tkivu se mogu uočiti i fokalne kalcifikacije te mogu zahvaćati hijalina tjelešca ili šira područja. U oko 50% pacijenata s dijagnosticiranim gonadoblastomima se kasnije razviju seminomi, a u oko 8% tumori koji spadaju u skupinu ostalih tumora (EPSTEIN, 2010.; EBLE i sur., 2004.). 

Imunohistokemijski zametne stanice u gonadoblastomima eksprimiraju VASA protein te jako eksprimiraju p53 protein, a kao i ostale intratubularne neoplazije zametnih stanica eksprimiraju PLAP i c-kit. Stromalne stanice su  pozitivne na inhibin i na gen Wilmsovog tumora (EBLE i sur., 2004.).

Diferencijalno dijagnostički se s gonadoblastomima mogu zamijeniti noduli Sertolijevih stanica koji sadrže i zametne stanice. 
Neklasificirani tumori zametnih stanica i sjemenog tračka

Ovi tumori su definirani kao neoplazije koje imaju kombinaciju tumorskih zametnih stanica i tumorskih stanica sjemenog tračka koje nisu organizirane u obliku gnjezda ili nakupina već su difuzno izmiješane. Novija istraživanja ukazuju da se kod ovih tumora vjerojatno radi o tumorima sjemenog tračka koji sadrže neneoplastične zametne stanice. Imunohistokemijski su zametni elementi negativni na PLAP i c-kit, dok su stromalne stanice pozitivne na alfa podjedinicu inhibina. Ovi tumori ne pokazuju maligno ponašanje i rijetko se javljaju i to pretežito u odraslih muškaraca (EBLE i sur., 2004.).

2.3.4 MJEŠOVITI TUMORI TESTISA 
U ove tumore spadaju karcinoidni tumori, tumori tipa ovarijalnog epitela, Brennerov tumor, nefroblastomi i paragangliomi. Oni su rijetki i pojavljuju se uglavnom u pojedinačnim slučajevima kod manje od jedan posto tumora testisa (EBLE i sur., 2004.).

2.3.5 OSTALI TUMORI TESTISA

Testikularni limfomi i plazmacitomi
Iako su rijetki, oni mogu imitirati primarne tumore testisa jer također mogu izazvati povećanje testisa. Agresivni non-Hodgkin limfomi se javljaju u oko 5% tumora sjemenika, te su najčešći tumori testisa muškaraca starijih od 60 godina (EPSTEIN, 2010.). Najčešće je u trenutku detekcije ovaj tumor već proširen izvan testisa. Prema učestalosti testikularni limfomi su difuzni B stanični limfom, Burkitt-ov limfom, EBV-pozitivni ekstranodalni NK-T stanični limfom. Pacijenti s testikularnim limfomima imaju češće zahvaćen SŽS u odnosu na slične tumore s drugih lokacija. Plazmacitomi testisa se javljaju rijetko te su opisani samo pojedinačni slučajevi. Makroskopski, histološki i imunohistokemijski se testikularni limfomi ne razlikuju od ostalih limfoma, a najčešći su (70-80% slučajeva) difuzni. B stanični limfomi tipa velikih stanica koje infiltriraju intersticij oko sjemenih tubula te uzrokuju prestanak spermatogeneze. Prognoza im je kod odraslih pacijenata općenito nepovoljna, dok limfomi lokalizirani u epididimusu i kod mlađih pacijenata imaju dobru prognozu, a primarni i sekundarni limfomi djece su prognostički vrlo povoljni (EBLE i sur., 2004.).
Tumori sabirnih kanalića i tumori rete testis



Ovo su rijetki tumori u koje spadaju adenomi i adenokarcinomi. Adenomi su tumori epitelnog porijekla koji se javljaju u dilatiranim rete testis te imaju tubularnu građu koja podsjeća na tumore Sertolijevih stanica. Rijetko se javljaju u odraslih muškaraca i stvaraju polipoidne čvoriće koji se šire u dilatirane lumene rete testis. 

Kriteriji za postavljanje dijagnoze rete testis adenokarcinoma su da ne postoji histološki sličan ekstraskrotalni primarni tumor koji je smješten u hilusu sjemenika, te da u testisu nije utvrđen tumor zametnih ili nezametnih stanica te da postoji solidni oblik rasta ovog tumora, bez stvaranja kapsule (EBLE i sur., 2004.).

2.4 IMUNOHISTOKEMIJSKI TUMORSKI BILJEZI

U svrhu dijagnostike i identifikacije vrste i porijekla  tumora se već više desetljeća koriste imunohistokemijske tehnike. Imunohistokemija se zasniva na procesu lokalizacije antigena u stanicama u histološkim preparatima na principu specifičnog vezanja protutijela za specifične antigene u biološkim tkivama (RAMOS-VARA, 2005.). Postoji veliki broj različitih protutijela koja se vežu za specifične stanične proteine pa tako i proteine koji eksprimiraju tumorske stanice. Iako ne postoje markeri koji bi bili striktno specifični samo za tumorske stanice, a nema niti markera koji bi bio specifičana samo za maligne ili samo za benigne tumore, imunohistokemijske su tehnike u širokoj upotrebi u dijagnostici tumorskih bolesti. Bez obzira što nisu specifični samo za tumorske stanice ekspresija pojedinih specifičnih molekularnih biljega je karakteristična za pojedine stanične događaje ili faze staničnog ciklusa kao što su proliferacija ili smrt stanice pa se prema tome zbog razlike u fiziologiji biokemijskih procesa mogu pomoću imunohistokemije razlikovati tumorske u odnosu na zdrave stanice. Osim toga pojedine vrste stanica eksprimiraju različite biljege što se koristi radi utvrđivanja porijekla odnosno vrste tumora koje osnovnim histološkim metodama nije moguće diferencirati. Izuzev dijagnostike, imunohistokemija se koristi i u svrhu određivanja terapije i prognoze tumorskih procesa (GRABAREVIĆ i sur., 2002.b).  
Zbog svega navedenog danas se imunohistokemijske metode rutinski koriste u onkologiji kod kategorizacje nediferenciranih malignih tumora, kategorizacije leukemija i limfoma, utvrđivanja porijekla metastatskih tumora i za utvrđivanje različitih molekula koje mogu imati značenje za terapiju ili prognozu (KUMAR i sur., 2005.).  

Tijekom provedbe ovog istraživanja proučavani su slijedeći imunohistokemijski biljezi: placentalna alkalna fosfataza (PLAP), c-KIT, CD 30 i citokeratin.   
2.4.1 c-KIT


c-KIT ili CD117 je proteinski transmembranski receptor tirozin kinaze. On je eksprimiran na površini hematopoetskih i drugih zametnih stanica, a tirozinkinaza koja se veže za njega izaziva rast određenih staničnih tipova. Njegov ligand je zametni stanični čimbenik (SCF) koji spada u porodicu čimbenika rasta koji su vezani uz staničnu površinu (GRIECO i sur., 2010.).  Naziv c-KIT dolazi od protoonkogena c-KIT koji ga kodira. c-KIT je eksprimiran u različitim tipovima stanica uključujući pojedine stanice gastrointestinalnog trakta, mastocite, pojedine porodice hematopoetskih zametnih stanica i melanocita. Interakcija između c-KIT-a i SCF je neophodna za razvoj, proliferaciju i sazrijevanje navedenih stanica. Tako između ostalog i primordijalne zametne stanice migriraju u embrionalni testis gdje se pod utjecajem c-KIT-a u interakciji sa Sertolijevim stanicama diferenciraju u gonocite. Prije rođenja gonociti se transformiraju u prespermatogonije, a od puberteta pa tijekom cijeloga života c-KIT promiče diferencijaciju prespermatogonija u spermatogonije (GRIECO, 2010.). Promjenjeni oblik ovog receptora može dovesti do razvoja nekih oblika tumora pa tako i tumora zametnih stanica sjemenika. Ekspresija c-KIT prestaje kada se spermatogonije diferenciraju u spermatocite pa tako od njih nastali spermatocitični seminomi nisu c-KIT pozitivni, dok su klasični seminomi koji nastaju od prespermatogonija i spermatogonija A i B pozitivni (MAUDUIT, 1999.). c-KIT je pojačano eksprimiran u seminomima pa se koristi u njihovoj diferencijaciji kod muškaraca, a postoje i jedno istraživanje kod pasa gdje se ovaj biljeg koristio u istu svrhu (EBLE i sur., 2004.; EDLING i HALBERG, 2007.; GASAHAW i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2010.; NIKOLAU i sur., 2007.). c-KIT  je eksprimiran  u humanim intratubularnim neoplazijama zametnih stanica testisa tj. u klasičnim seminiomima, a jako je rijetko eksprimiran u spermatocitičnim seminomima, dok nije eksprimiran u neseminomatoznim tumorima zametnih stanica. Sertolijeve stanice i njihovi tumori ne eksprimiraju c-KIT. (EMERSON i ULBRIGHT, 2005.;, MIETTINEN i LASOTA, 2005; TICKOO i sur., 2002). U humanoj dijagnostičkoj patologiji se imunohistokemijsko bojenje na c-KIT koristi  za razlikovanje klasičnih seminoma od spermatocitičkih seminoma.  Pri tome su klasični seminomi u pravilu pozitivni na ovaj marker dok ga spermatocitični ne eksprimiraju (STOOP i sur., 2008.;  CUMMINGS i sur., 1994.). To upućuje na zaključak da se klasični seminomi razvijaju od zametnih stanica u ranoj fazi sazrijevanja dok spermatocitični seminomi nastaju od stanica koje su zrelije pa je kod njih ekspresija  oba ova antigena smanjena.  Za razliku od ljudi kod pasa je provedeno malo istraživanja  ekspresije c-KIT u neoplazijama testisa, pa je tako istraživanje Owston i Ramos Vara (2007.) pokazalo da brojne stanice u mješovitim tumorima zametnih stanica i stanica sjemenog tračka eksprimiraju c-KIT te neoplastične zametne stanice imaju jaku pozitivnost citoplazmatske membrane i nešto slabije difuzno pozitivnu citoplazmu. Istraživanja koja su proveli Grieco i sur. (2010.) i Yu i sur. 2009. također pokazuju da neki seminomi pasa mogu eksprimirati c-KIT. Tumorske stanice gonadoblastoma testisa također pokazuju pozitivnost na c-KIT (REIS-FILHO i sur., 2004.). Samo rijetke Sertolijeve stanice pokazuju citoplazmatsko paranuklearno bojanje na c-KIT (OWSTON i RAMOS VARA, 2007.). Za razliku od seminoma neoplastične stanice embrionalnih karcinoma, teratoma, tumora žumanjčane vrećice i koriokarcinoma ne eksprimiraju c-KIT (GOPALAN i sur., 2009.). 
2.4.2 PLACENTALNA ALKALNA FOSFATAZA (PLAP)


Alkalna fosfataza (ALP) je hidrolitički enzim odgovoran za uklanjanje fosfatnih skupina iz  različitih molekula uključujući nukleotide, proteine i alkaloide. Samo joj ime govori da je proces defosforilacije najučinkovitiji u lužnatom mediju. Radi se o dimeričkom enzimu koji je pomoću glikozilfosfatidilinozitola vezan na staničnu membranu. Specifične fosfolipaze cijepaju te veze te se oslobađa ALP.  ALP čini porodica od četiri izoenzima: placentalna ALP (PLAP),  ALP zametnih stanica (GCAP ili eng. PLAP-like), crijevne ALP (IAP) i  nespecifične tkivne ALP (TNALP ili jetrena, bubrežna, koštana ALP) (STINGHEN i sur., 2006.).  PLAP se sintetizira u humanom placentalnom sinciciotrofoblastu nakon 12. tjedna trudnoće (FISHMANN i sur., 1976.)  te se smatra da je povezana sa transplacentalnim transportom IgG (STINGHEN i sur., 2006.).  Enzimi slični PLAP se primarno sintetiziraju u stanicama testisa, cerviksa i timusa, a u tragovima se nalaze u placenti i plućima. Pušenje u ljudi može dovesti do povećanja serumske koncentracije PLAP koja normalno čini do 1% svih ALP. Ektopična ekspresija PLAP je povezana s tumorima jajnika, testisa, pluća i kolorektalnog trakta. Kod muškaraca seminomi i IGCNU eksprimiraju dominantno PLAP-slične enzime dok embrionalni karcinomi sjemenika eksprimiraju i PLAP i PLAP-slične enzime (ROELOFS i sur., 1999.). Zbog njihove visoke homolognosti PLAP i PLAP-slični enzimi se ne mogu lagano diferencirati upotrebom poliklonskih i monoklonskih protutijela pa se obično utvrđuje ukupna enzimatska aktivnost PLAP i PLAP-sličnih enzima (HOYLAERTS i MILAN, 1991.).  Povišene razine PLAP u serumu su utvrđene u 22 do 89 % humanih pacijenata s tumorima testisa (WEISSBACH, 1997.). Imunohistokemijski, se zato što je prisutna u stanicama seminoma testisa, često koristi za diferencijaciju tumora testisa (EMERSON i  ULBRIGHT, 2005.; PAIVA i sur., 1983.; GRIECO i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2008.b). Osobito se često korist za dijagnostiku IGCNU  jer je kod njih u 83-99% slučajeva pozitivna (BURKE i MOSTOFI, 1988., EBLE i sur., 2004.; DEKKER i sur., 1992.; KIM i sur., 2010.). Kod muškaraca kao i kod pasa PLAP daje pozitivnu reakciju kod klasičnih seminoma dok je kod spermatocitičnih seminoma većinom, osim rijetke fokalne ekspresije, negativna (EBLE i sur., 2004.;  GRIECO i sur., 2010.; YU i sur., 2009.). Razlog za ovo je što se smatra da su klasični seminomi porijekla gonocita (prespermatogonija), a te stanice eksprimiraju PLAP kao i PAS pozitivne intracitoplazmatske granule (GASKELL  i sur., 2004.; GRIECO i sur., 2007.; .GRIECO i sur., 2008.b.; KIM i sur., 2010.; RAJPERT-DE MEYTS i sur.; 2003.; YU i sur., 2009.).  Za razliku od njih spermatocitički seminomi muškaraca, a neki autori smatraju da je jednako i kod pasa nastaju od zrelih spermatocita koje rijetko eksprimiraju PLAP te ne sadržavaju PAS pozitivne granule (DEKKER i sur., 1992; GASKELL i sur., 2004.; GRIECO i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2008.b; GRIECO i sur., 2010.).
2.4.3  CITOKERATIN AE1/AE3
Citokeratini su najveća i najraznovrsnija skupina intermedijarnih filamenata u humanim i animalnim stanicama. Njihova prisutnost je indikativna za epitelnu diferencijaciju te su zato prisutni u neoplastičnim epitelnim stanicama (CHEVILLE i sur., 2000.). Citokeratin AE1/AE3 je kombinacija dva klona antikeratinocitnih monoklonalnih protutijela AE1 i AE3. Oba klona detektiraju pojedine niskomolekularne i visokomolekularne citokeratine. Klon AE1 detektira visokomolekularne citokeratine 10, 14, 15 i 16 te niskomolekularni citokeratin 19, a klon AE3 detektira visokomolekularne citokeratine 1, 2, 3, 4, 5, i 6 te niskomolekularne citokeratine 7 i 8. Zbog svoje široke imunoreaktivnosti citokeratin AE1/AE3 se naziva još i  "pancitokeratin". On se  često koristi kao biljeg za tumore epitelnog porijekla, no zbog toga što ne pokazuje reaktivnost na citokeratin 17 i 18 nije reaktivan u svim karcinomima, te je izrazito slabo reaktivan u hepatomima (ICZKOWSKI i BUTLER, 2006.; MILLER, 2003.). Zbog svega toga se citokeratin AE1/AE3 koristi za diferencijaciju  epitelnih komponenti u slabo diferenciranim malignim tumorima, no negativan rezultat nije dovoljan da bi se u potpunosti isključili karcinomi. Najznačajniji epitelni tumori koji ne pokazuju reaktivnost na ovaj antigen su hepatocelularni karcinomi i hepatomi, kod kojih se ponekad samo fokalno mogu naći pozitivna područja, a također i karcinomi bubrega, adrena, prostate i neuroendokrinih stanica mogu biti negativni (MILLER, 2003.). Uz epitelne tumore citokeratin AE1/AE3 pokazuje imunoreaktivnost u tumorima glija stanica te u mezenhimalnim neoplazijama koje eksprimiraju glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP) kao što su Schwanomi (MILLER, 2003.). U humanoj dijagnostici tumora sjemenika citokeratin AE1/AE3 se koristi za razlikovanje tumora zametnih stanica tj. seminoma od embrionalnih karcinoma i tumora žumanjčane vrećice (CHEVILLE i sur., 2000.; EBLE i sur., 2004.). Pri čemu u seminomima ne postoji ili postoji samo mala (do 10% stanica) fokalna imunoreaktivnost na citokeratin AE1/AE3 (CHEVILLE i sur., 2003.) dok je u karcinomima žumanjčane vrećice, embrionalnim karcinomima, primarnim karcinoidnim tumorima i drugim karcinomima testisa i epididimisa izrazita imunoreaktivnost (CHANG i sur., 2002.; CHEVILLE i sur., 2000.; RADI i sur., 2004.). Tumori Sertolijevih i Leydigovih stanica u pravilu pokazuju imunoreaktivnost na citokeratin AE1/AE3 (BANCO i sur, 2010.; EBLE i sur., 2004.). U dijagnostici tumora sjemenika pasa ima vrlo malo podataka o imunoreaktivnosti citokeratina. Postoje podaci o ekspresiji citokeratina u mješovitim tumorima Leydigovih i Sertolijevih stanica te u karcinomima testisa, s time da u istraživanju koje su proveli Owston i Ramos-Vara (2007.) tumori Leydigovih stanica nisu pokazivali imunoreaktivnost na citokeratinske filamente (GOMEZ-LAGUNA i sur., 2008.; RADI i sur., 2004.). Što se tiče tumora zametnih stanica oni su negativni na citokeratine dok podaci o zasebnim istraživanja seminoma nisu poznati (OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.). 
2.4.4 CD 30


CD 30 (TNFRSF8; Ki-1) je  stanični membranski proteinski receptor faktora tumorske nekroze.  CD30 je glikoprotein težine 120 kDa koji pokazuje sekvencijsku homolognost s ostalim članovima porodice TNF receptora. Njegova funkcija  je aktivacija signala za staničnu proliferaciju te apoptozu i citotoksičnu aktivnost limfoidnih stanica. (LATZA i sur., 1995.). Ovaj je protein eksprimiran na mitogeno aktiviranim T i B limfocitima, ali nije eksprimiran na zrelim limfocitima i monocitima. Također je eksprimiran i u stanicama Hodgkin-ovog limfoma  te u nekim virusima transformiranim stanicama i to prvenstveno T i B limfocitima. Ustanovljena je i jaka ekspresija CD30 antigena u stanicama embrionalnih karcinoma testisa te u njihovim metastazama, a također i u komponenti embrionalnih karcinoma u mješovitim tumorima zametnih stanica testisa. (GOPALAN i sur., 2009.; LEROY i sur., 2002.; PALLESEN i HAMILTON-DUTOIT, 1988.). Iako u pravilu nije pozitivan u neoplastičnim stanicama seminoma i IGCNU u pojedinim humanim seminomima se fokalno može uočiti manje od 10% CD30 pozitivnih stanica (LEROY i sur., 2002.). Ova njihova fokalna ekspresija u nekim seminomima je možebitno povezana s transformacijom seminoma u embrionalne karcinome (HITTMAIR, 1996.). Varijabilno se na CD30 boje stanice tumora žumanjčane vrećice i karcinoma velikih stanica u ljudi (ULBRIGHT, 2005.).  Karcinoidi testisa su CD30 negativni što također dokazuje njihovo zametno stanično porijeklo (ABBOSH i sur., 2008.). Zbog ovih imunohistokemijskih karakteristika CD30 se u humanoj patologiju koristi kao biljeg za razlikovanje ovih embrionalnih karcinoma od drugih tumora zametnih stanica testisa (EMERSON i ULBRIGHT, 2005.; ICZKOWSKI i BUTLER, 2006.).  U veterinarskoj medicini je provedeno malo istraživanja ovog imunohistokemijskog biljega, a ona se podudaraju sa rezultatima iz humane medicine pa su također embrionalni karcinomi pasa CD30 pozitivni dok u seminomima nema ekspresije ovog biljega, a nema niti podataka o fokalnoj ekspresiji ovog biljega u seminomima (YU i sur., 2009.).
3. CILJ DISERTACIJE

1. Utvrditi zastupljenost tumora sjemenika kod psa i čovjeka u Republici Hrvatskoj

2. Obaviti histopatološku  analizu pomoću standardnog hematoksilin-eozin bojenja i kod pasa dodatnog specijalnog PAS bojenja te klasificirati tumore prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije iz 1999. i utvrditi udio pojedinih tipova tumora

4. Obaviti imunohistokemijsku analizu slijedećih tumorskih biljega: placentalna alkalna fosfataza, c-KIT, CD-30 i citokeratin.

5. Upotrebom tumorskih biljega obaviti diferencijaciju tumora zametnih stanica u odnosu na tumore sjemenog tračka.

6. Utvrditi prisutnost tumora testisa i eventualnu prisutnost IGCNU u tkivu testisa u kojima su uočeni tumori i u klinički nepromijenjenim testisima pasa. 
7. Utvrditi eventualnu prisutnost embrionalnih karcinoma te potvrditi hipotezu o diferencijaciji psećih seminoma na spermatocitične i nespermatocitične.

8. Rezultate statistički obraditi i utvrditi razinu značajnosti pojedinih biljega i tipa tumora korištenjem uobičajenih statističkih parametrijskih i neparametrijskih metoda. 

4. MATERIJAL I METODE

4.1. UZORKOVANJE TUMORA

U istraživanju sam koristio arhivske uzorke tumora sjemenika pasa sa Zavoda za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu dobivenih nakon operacije tumora (u razdoblju od 1. travnja  2007. do 31. siječnja 2011.) te uzorke tumora dobivenih nakon obdukcije pasa (u razdoblju od 1. listopada 2009. do 31. prosinca 2010.). Također su analizirani arhivski uzorci tumora sjemenika muškaraca sa Zavoda za opću patologiju i patološku anatomiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, Kliničkog bolničkog centra „Rebro“ dobivenih nakon operacije tumora (u razdoblju od  1. siječnja 2007. do 31. siječnja 2011.). Veličina uzorka biopsiranih testisa muškaraca je prilagođena broju biopsiranih testisa pasa te je analiziran isti broj nasumično odabranih uzoraka testisa muškaraca. Analizirana je ukupna pojavnost tumora sjemenika pasa i muškaraca dijagnosticiranih u prikupljenim uzorcima u nevedenim vremenskim razdobljima.

4.2. HISTOPATOLOŠKA ANALIZA

U svrhu histopatološke analize, svi uzorci tumora i uzorci makroskopski nepromijenjenih testisa pasa su bojani hemalaun-eozin metodom. Uzorci testisa pasa su bojani i klasičnom PAS metodom (perjodna kiselina-Schiffova reakcija). Histopatološka klasifikacija tumora je provedena prema kriterijima histološke klasifikacije tumora sjemenika pasa i ljudi Svjetske zdravstvene organizacije, 1999. Makroskopski nepromijenjeni uzorci sjemenika pasa i dijelovi tkiva sjemenika u kojima se nalazi tumor su histološki pretraživani na prisutnost IGCNU ili prisustvo drugih neoplastičnih promjena. Histopatološka analiza je obavljena pomoću svjetlosnog mikroskopa (OLYMPUS, CX 21)  s time da su svi uzorci u potpunosti pregledani pod povećanjem od 4x i 10x, a zatm su uočene promjene pregledane pod povećanjem od 20x i 40x.
Zbog toga što se IGCNU u humanih pacijenata nalaze i u testisima koji nisu makroskopski promijenjeni te u tkivu testisa u blizini tumorskih proliferacija, PAS metodom su bojani uzorci testisa kod kojih je HE metodom utvrđena neoplastična promjena s time da su testirani oni dijelovi testisa u kojima je bio najveći udio histološki nepromijenjenog tkiva testisa, a testirani su i uzorci tumora koji su u potpunosti infiltrirali cijeli testis. Također su PAS metodom bojani uzorci testisa u kojima  HE metodom nije dijagnosticiran tumor, a intratubularno su uočene velike, vakuolizirane  stanice koje su podsjećale na IGCNU. Ovom metodom je određivana prisutnost PAS pozitivnih, velikih vakuola, ispunjenih glikogenom, u stanicama tubula sjemenika, da bi se na taj način lakše uočile maligno promijenjene stanice zametnog epitela tj. prisutnost IGCNU u tkivu testisa.
 Pri procjeni PAS-om obojenih uzoraka rezultat je mogao biti trojak: pozitivan (P), suspektan (S) i negativan (N).

4.3. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA


4.3.1. PRIMIJENJENI IMUNOHISTOKEMIJSKI BILJEZI
Kako opseg imunohistokemijske analize svih tumora skupljenih u proučavanom razdoblju ne bi bio preobiman, imunohistokemijski je analizirano osamdesetak uzoraka (parafinskih blokova) sjemenika pasa dobivenih nakon razudbe i pedesetak uzoraka sjemenika pasa dobivenih nakon operacije tumora sjemenika te pedesetak tumora sjemenika muškaraca. Analiza je obavljena na reprezentativnim uzorcima testisa kod kojih su utvrđeni tumori HE pretragom. Svi uzorci tumora sjemenika pasa i muškaraca kao i uzorci makroskopski nepromijenjenih sjemenika pasa u kojima je histopatološki HE ili PAS metodom bila utvrđena prisutnost ili sumnja na prisutnost IGCNU pretraživani su na nazočnost tumorskih biljega. 

Isto je tako kod HE nepromijenjenih testisa imunohistokemijska pretraga obavljena na po jednom uzorku testisa. U imunohistokemijsku analizu nisu bili uključeni uzorci od pasa kod kojih su HE pretragom utvrđene izrazito uznapredovale autolitične promjene. Prilikom imunohiostokemijske analize korištena su slijedeća protutijela:

1. PLAP, monoklonsko, miš, anti-human, klon 8A9; proizvođač Dako, M7191
2. c-KIT,  poliklonsko, zec, anti-human; proizvođač Dako; A4502
3. CD 30, monoklonsko, miš, anti-human, klon BER-H23; proizvođač Dako, M0751
4. citokeratin, monoklonsko, miš, anti-human, klon AE1/AE3; proizvođač Dako, M3515
4.3.2. OSTALE KORIŠTENE REAGENCIJE 
1. Dako Wash Buffer, S3006; Dako Target Retrieval Solutions, S2367; Dako REALTM,Target Retrieval Solutions, S2031. 
2. Dako REALTM EnVisionTM Detection System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse, K5007.
3. Dako REALTM Antibody Diluent, S2022.
4. Dako REALTM Hematoxylin, S2020.

5. Dako Proteinase K (Concentrate), S3004.
6. Dako Target Retrieval Solution, S1700.
4.3.3. METODE BOJENJA

Imunohistokemijsko bojenje je provedeno avidin-biotin kompleks metodom. Bojenje je provedeno na deparafiniziranim histološkim rezovima debljine 4 µm na slijedeći način:

Placentalna alkalna fosfataza

- Predigestija tkiva: kuhanje u EDTA puferu (etilen-diamin-tetraoctena kiselina), pH 9 u mikrovalnoj pećnici 4x5 minuta

- Ohladiti

- Isprati u puferu

- Primarno protutijelo 1:25, 30 minuta.

- Isprati puferom

- Sekundarno protutijelo (Dako REALTM EnVisionTM /HRP, Rabbit/Mouse), 30 minuta.

- Isprati puferom
- Substrat Dako REALTM DAB+Chromogen 10 minuta

- Isprati u vodi

- Hemalaun 30-60 sekundi

Kontrola:  Humana placenta.
c-KIT

- Predigestija tkiva: kuhanje u TRS (Dako Target Retrieval Solution, S1700) otopini u mikrovalnoj pećnici 20 minuta

- Ohladiti

- Isprati u puferu

- Primarno protutijelo 1:400, 30 minuta.

- Isprati puferom

- Sekundarno protutijelo (Dako REALTM EnVisionTM /HRP, Rabbit/Mouse), 30 minuta.

- Isprati puferom

- Substrat Dako REALTM DAB+Chromogen 10 minuta

- Isprati u vodi

- Hemalaun 30-60 sekundi

Kontrola: Humani seminom.
CD 30

- Predigestija tkiva: kuhanje u EDTA puferu (etilen-diamin-tetraoctena kiselina), pH 9 u mikrovalnoj pećnici 4x5 minuta

- Ohladiti

- Isprati u puferu

- Primarno protutijelo 1:20, 30 minuta.

- Isprati puferom

- Sekundarno protutijelo (Dako REALTM EnVisionTM /HRP, Rabbit/Mouse), 30 minuta.

- Isprati puferom

- Substrat Dako REALTM DAB+Chromogen 10 minuta

- Isprati u vodi

- Hemalaun 30-60 sekundi

Kontrola:  Humana placenta.

Citokeratin AE11/AE3
- Predigestija tkiva: proteinaza K (Dako Proteinase K, S3004) na sobnoj temperaturi 5 minuta

- Ohladiti

- Isprati u puferu

- Primarno protutijelo 1:50, 30 minuta.

- Isprati puferom

- Sekundarno protutijelo (Dako REALTM EnVisionTM /HRP, Rabbit/Mouse), 30 minuta.

- Isprati puferom

- Substrat Dako REALTM DAB+Chromogen 10 minuta

- Isprati u vodi

- Hemalaun 30-60 sekundi

Kontrola: Humani uterus

4.3.4. PROCJENJIVANJE IMUNOHISTOKEMIJSKE REAKCIJE
Imunohistokemijski obrađeni preparati su pregledavani svjetlosnim mikroskopom pod povećanjima 4x i 10x te je na tim povećanjima obavljeno procjenjivanje postotka pozitivnih tumorskih stanica (u rasponu od 0 do 100%) kako bi se kvantificirala reakcija. Distribucija obojenja (membransko, citoplazmatsko ili nuklearno) je procjenjivana na velikom povećanju (40x) svjetlosnog mikroskopa (BLACKHALL i sur., 2003.). 
4.3.5. STATISTIČKA OBRADA REZULTATA

Dobiveni rezultati su statistički obrađeni i utvrđena je razina značajnosti između pojedinih biljega i tipa tumora korištenjem uobičajenih statističkih parametrijskih i neparametrijskih metoda. Statistička analiza svih navedenih pokazatelja napravljena je korištenjem programa MedCalc® verzija 10.2.0.0 (MedCalc Software bvba, Mariakerke, Belgium). Osnovna statistička analiza promatranih rezultata provedena je uobičajenim metodama opisne statistike, određivanjem aritmetičke sredine, minimalne i maksimalne vrijednosti, geometrijske sredine i medijana te standardne devijacije. Provjera normalnosti raspodjele podataka unutar istraživanih skupina, za svaki pojedini pokazatelj (dijagnoza tumora), utvrđena je Kolmogorov–Smirnov testom (kvantifikacija diskrepance distribucije izmjerenih vrijednosti i Gaussove distribucije). Znatnost razlika između podataka unutar istraživanih skupina koje su slijedile normalnu distribuciju određene su jednofaktorskom analizom varijanci (one-way ANOVA), a za skupine koje nisu slijedile normalnu raspodjelu korištena je Kruskal–Wallis analiza varijanci. Za testiranje statističke značajnosti razlika između uzoraka pojedinih skupina  korišteni su parametrijski i neparametrijski testovi signifikantnosti. Statističke hipoteze su testirane na nivou signifikantnosti od p = 0,05, odnosno razlika među uzorcima smatrana je značajnom ako je p < 0,05. 
5. REZULTATI

5.1 UČESTALOST I HISTOLOŠKA KLASIFIKACIJA TUMORA SJEMENIKA 
5.1.2. TESTISI OBDUCIRANIH PASA
Od ukupno 85 obduciranih pasa kod kojih je rađena patohistološka pretraga testisa kod 44 (51,76%) psa su utvrđeni tumori testisa, s time da su kod 12 pasa (14,12%) tumori utvrđeni u oba testisa. Pri tome je bilo 56 (32,94 %) neoplastično promijenjenih testisa u odnosu na ukupan broj od 170 testisa. 
Kod 41 (48,24%) psa tumori nisu utvrđeni niti u jednom testisu, dok su ukupno 114 testisa (67,06%) bila negativna na nalaz tumora. 

S obzirom na dob obduciranih pasa ona je bila u rasponu od 1 do 18 godina s time da za jednog psa (1,18%) nisu bili dostavljeni podaci o starosti.  Prosječna dob svih obduciranih pasa je bila 8,29 godina dok je prosječna dob pasa s  tumorima sjemenika bila 10,16 godina, a prosječna dob obduciranih pasa koji nisu imali tumore testisa bila je 6,46 godina (slika 1.).

Prosječna dob prema vrsti tumora je bila za tumore Sertolijevih stanica 10,29 godina, tumore Leydigovih stanica 11,95 godina, intratubularne seminome 5,71 godina, difuzne seminome 9,00 godina, IGCNU 10,00 godina, mješovite tumore Leydigovih i Sertolijevih stanica 12,00 godina, mješovite tumore Leydigovih stanica i seminome 11,80 godina, mješovite tumore Sertolijevih stanica i seminom 8,00 godina i jedan limfom kod životinje koja je bila stara 5 godina. Prosječna dob pasa kojima su uz primarni tumor dijagnosticirani i IGCNU je bila 13,36 godina (slika 2.).
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Slika 1. Distribucija tumora testisa ovisna o dobi obduciranih pasa.
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Slika 2. Učestalost pojedinih tipova tumora testisa prema dobi kod obduciranih pasa.

Najčešće su se tumori javljali u pasa križanaca pa je tako od ukupno obduciranih 24 (28,24%) križanca 13 (54,17%) imalo tumore sjemenika s time da su 4 psa imala tumore u oba testisa. Sljedeći su po učestalosti bili labradori kojih je ukupno obducirano 8 (9,41%),a od njih je 5 (62,50%) imalo tumore sjemenika od kojih su dva psa bila s bilateralnim neoplazijama. Kod pudla su kod sva 4 (100,00%) obducirana psa utvrđene neoplazije testisa, a dva su psa imala bilateralne tumore. Od drugih još su kod zlatnog retrivera, aljaškog malamuta i mastifa utvrđeni tumori kod dvije (4,54%) životinje, dok su kod ostalih pasmina testikularne neoplazije utvrđene samo kod pojedinačnih životinja (tablica 1.) 

Tablica 1. Udio pojedinih pasmina kod kojih su dijagnosticirani tumori kod obduciranih pasa.

	PASMINA
	BROJ TUMORA
	POSTOTAK OD SVIH PASA S TUMORIMA / %

	Kiržanac
	13
	29,55

	Labrador
	5
	11,36

	Pudl
	4
	9,09

	Zlatni retriver
	2
	4,54

	Aljaški malamut
	2
	4,54

	Mastif
	2
	4,54

	Ostale pasmine (po jedao pas)
	16
	36,36

	UKUPNO 
	44
	100,00


Od svih obduciranih životinja samo je jedna životinja bila kriptorhid (desni, abdominalni) i kod te životinje nisu ustanovljene nikakve neoplastične promjene. 
Od dijagnosticiranih tumora 43 (76,79%) je bilo jednostavnih tumora i to 19 (33,93 %) tumora Leydigovih stanica, 7 (12,50%) tumora Sertolijevih stanica (slike 3. i 5.), 7 (12,50%) intratubularnih seminoma (slika 6.), 4 (7,14%) difuznih seminoma i  6 (10,71%) IGCNU (slika 7.). Mješovitih tumora je bilo 12 (21,43%) od čega 5 (8,93%) mješovitih tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica, 3 (5,36%) mješovitih tumora Leydigovih stanica i intratubularnih seminoma, 2 (3,57%) tumora Leydigovih stanica i difuznih seminoma te 2 (3,57%) tumora Sertolijevih stanica i difuznih seminoma. U jednom testisu (1,79%) je ustanovljena metastaza limfoma (tablica 2.). 


Osim IGCNU, koji su se nalazili kao samostalna promjena, u još 14 testisa (25,00% od ukupnog tumorozno promijenjenih testisa) su utvrđene neoplastične stanice koje su morfološki odgovarale IGCNU. Pri tome su IGCNU najčešće dijagnosticirani uz tumore Leydigovih stanica i to u 7 slučajeva (36,84% od ovog tipa tumora). Također su IGCNU utvrđeni uz dva tumora Sertolijevih stanica (28,57% od ovog tipa tumora) i dva intratubularna seminoma (28,57% od ovog tipa tumora). Također su dijagnosticirani  kod dva mješovita tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica (40,00% od ovog tipa tumora) i jednog mješovitog tumora Leydigovih stanica i intartubularnog seminoma (33,33% od ovog tipa tumora). 
Samo je kod dva psa utvrđeno metastaziranje tumora sjemenika i to metataze seminoma u epididimis te metastaziranje tumora Sertolijevih stanica u trbušnu šupljinu i bubreg (slika 4.), dok kod drugih pasa nije utvrđeno metastatsko širenje tumora testisa. 
Tablica 2. Udio pojedinih histoloških  tipova tumora dijagnosticiranih u testisima kod obduciranih pasa.
	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	BROJ 

TUMORA
	POSTOTAK

 / %
	BROJ TUMORA 
S IGCNU
	POSTOTAK  IGCNU OD TIPA TUMORA/ %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	43
	76,79
	11
	25,58

	Tumor Leydigovih stanica
	19
	33,93
	7
	36,84

	Tumor Sertolijevih stanica
	7
	12,50
	2
	28,57

	Intratubularni seminom
	7
	12,50
	2
	28,57

	Difuzni seminom
	4
	7,14
	0
	0

	IGCNU
	6
	10,71 
	/
	/

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	12
	21,43
	3
	25,00

	Mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica
	5
	8,93
	2
	40,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 
i intratubularni seminom
	3
	5,36 
	1
	33,33

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 
i difuzni seminom
	2
	3,57
	0
	0

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 
i difuzni seminom
	2
	3,57


	0
	0

	METASTATSKI TUMORI (UKUPNO)
	1
	1,79
	0
	0

	Metastaza limfoma
	1
	1,79
	0
	0

	UKUPNO 
	56
	100,00
	14
	7,14
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Slika 3. Tumor Sertolijevih stanica, testis, pas.
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Slika 4. Metastaze tumora Sertolijevih stanica u bubreg i trbušnu šupljinu, testis, pas.
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Slika 5. Tumor Sertolijevih stanica, testis, pas, HE, x 10.
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Slika 6. Intratubularni seminom, testis, pas, HE, x 20.

[image: image7.jpg]w3 AR .L"
o

SN 2
Pelp T W0 ua e
3 ' ./ ?o .“.’;n A
NS 'r "3’ :‘4_""',-.,..,




Slika 7. IGCNU, testis, pas, HE, x 40.

PAS bojenje je izvršeno na ukupno 103 testisa obduciranih pasa pri tome su u 10 testisa od 9 pasa utvrđene PAS pozitivne stanice koje morfološki odgovaraju IGCNU (slika 8.),  dok su kod 9 testisa od 9 pasa utvrđene PAS pozitivne stanice koje su ocjenjene kao IGCNU suspektne. 

Prosječna dob pasa koji su bili PAS i IGCNU pozitivni je bila 10,35 godina, dok je kod suspektnih testisa prosječna dob bila 13,89 godina. U obje katagorije najčešća pasmina je bila križanac 4 (44,44%) od 9 pozitivnih pasa, dok su ostale pasmine bile zastupljene s po jednim uzorkom testisa, osim njemačkog ovčara koji je imao PAS i IGCNU pozitivan nalaz u oba testisa.  Kod suspektnih testisa križanaca je bilo 5 (55,56%) od ukupno 9 pasa, i svi su imali promjene u jednom testisu.
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Slika 8. IGCNU, testis, pas, PAS, x 40.

5.1.2. TESTISI PASA DOSTAVLJENI S OPERACIJA  

Ukupno su od 52 psa dostavljeni uzorci testisa za histološku pretragu. Budući su od nekih životinja dostavljena oba testisa ukupno je dostavljeno 59 testisa. Kod 51 (98,07%) psa su utvrđeni tumori testisa, s time da su kod 6 pasa (11,54%) tumori utvrđenu u oba testisa. Pri tome je ukupno bilo 57 (96,61%) neoplastično promijenjenih testisa. U istraživanom razdoblju ukupna pojavnost svih tumora u muških pasa  je bila u 717 slučajeva  pa je tako udio tumora sjemenika u ukupnom  broju tumora bio 7,11%. Ukupno je 5 (9,80%) biopsiranih testisa bilo kriptorhidnih i to 4 desna i jedan lijevi. Od ovih testisa u 3 su dijagnosticirani difuzni seminomi dok su u 2 dijagnosticirani tumori Sertolijevih stanica. Prosječna dob pasa s kriptorhidnim testisima je bila 9,00 godina. 
S obzirom na dob pasa, psi su bili u dobi od 1 do 15 godina s time da za jednog psa (1,92%) nisu bili dostavljeni podaci o starosti.  Prosječna dob svih pasa od kojih su bili dostavljeni testisi je bila 10,06 godina dok je prosječna dob pasa s  tumorima sjemenika bila 10,24 godina, dok je pas kod kojega nisu utvrđene neoplazije u dostavljenim testisima bio star 1 godinu (slika 9.). Prosječna dob prema vrsti tumora je bila za tumore Sertolijevih stanica 9,50 godina, tumore Leydigovih stanica 11,25 godina, intratubularne seminome 10,00 godina, IGCNU 11,00 godina, difuzne seminome 10,34 godina, mješovite tumore Leydigovih stanica i seminome 11,40 godina, mješovite tumore Sertolijevih stanica i seminome 10,67 godina. Pas kod kojeg je utvrđen jedini mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica je bio star 9 godina kao i pas sa bilateralnim PNST testisa, dok je teratom dijagnosticiran kod jednog psa starog 8 godina. Prosječna dob pasa kojima su uz primarni tumor dijagnosticirani i IGCNU je bila 10,07 godina, s time da kod jednog uzorka nije bila poznata starost životinje (slika.10.).
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Slika 9. Distribucija tumora testisa ovisna o dobi operiranih (biopsiranih) pasa.
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Slika 10. Učestalost pojedinih tipova tumora testisa dostavljenih s operacije prema dobi pasa.

Što se tiče pasminske predispozicije (tablica 3.) jedina pasmina od koje su dostavljeni uzorci tetsisa, a nije utvrđen tumor sjemenika je bila engleski buldog, dok su sve ostale pasmine imale tumor. Od toga su najbrojniji  bili križanci s 10 pasa (19,61%), zlatni retriveri, njemački ovčari, pekinezeri i jorkširski terijeri su bili zastupljneni s po 4 životinje (7,84%), a tumori su dijagnosticirani kod još 3 (5,88%) labradora. Od drugih pasmina još su kod sibirskog haskija, škotskog ovčara, bobtaila, pinča i dva psa nepoznate pasmine utvrđeni tumori testisa kod dvije (3,92%) životinje, dok su kod ostalih pasmina testikularne neoplazije utvrđene samo kod pojedinačnih životinja. Od 6 pasa koji su imali bilateralne tumore 3 su bila križanca, te po jedan zlatni retriver, jorkširski terijer i bokser.

Tablica 3. Udio pojedinih pasmina kod kojih su dijagnosticirani tumori iz biopsiranih testisa.

	PASMINA
	BROJ TUMORA
	POSTOTAK OD SVIH PASA S TUMORIMA / %

	Kiržanac
	10
	19,61

	Njemački ovčar
	4
	7,84

	Pekinezer
	4
	7,84

	Zlatni retriver
	4
	7,84

	Jorkširski terijer
	4
	7,84

	Labrador
	3
	5,88

	Sibriski haski
	2
	3,92

	Škotski ovčar
	2
	3,92

	Bobtail
	2
	3,92

	Pinč
	2
	3,92

	Ostale pasmine (po jedan tumor)
	3
	5,88

	Nepoznata pasmina
	15
	26,32

	UKUPNO 
	57
	100,00


Od dijagnosticiranih tumora 48 (84,21%) je bilo jednostavnih tumora i to 20 (35,08%) difuznih seminoma (slike 12., 14.) i  tumora Sertolijevih stanica 16 (28,07%). Tumora Leydigovih stanica (slike 11., 13.) je bilo 5 (8,77 %),  a intratubularnih seminoma 2 (3,51%), kao i dva slučajeva (3,51%) IGCNU, a teratom je (slika 17.) dijagnosticiran kod jednog psa (1,75%). Kod jednog psa je dijagnosticiran i tumor ovojnica perifernih živaca (slika 15.), u oba testisa (3,51%). Mješovitih tumora je bilo 9 (15,79%) od čega 4 (7,02%) mješovita tumora Sertolijevih stanica i difuznih seminoma (slika 16.), 3 (5,26%) mješovita tumora Leydigovih stanica i difuznih seminoma, te po jedan (1,75%) mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica i mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom.  

Osim IGCNU, koji su se nalazili kao samostalna promjena, u još 11 testisa (19,30% od ukupnog broja) u kojima su utvrđene neoplastične promjene su dijagnosticirane stanice koje su morfološki odgovarale IGCNU. Pri tome su IGCNU najčešće dijagnosticirani uz difuzne seminome, u 4 slučajeva (20,00% od ovog tipa tumora). Od ostalih jednostavnih tumora IGCNU su utvrđeni uz tri tumora Leydigovih stanica (60,00% od ovog tipa tumora) i kod pojedinačnog  teratoma (100,00% od ovog tipa tumora). Od mješovitih tumora dijagnosticirani su uz pojedinačni mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom(25,00% od ovog tipa tumora),  jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom (33,33% od ovog tipa tumora) i jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i intartubularni seminom (100,00% od ovog tipa tumora) (tablica 4.)
Kod jednog (1,92%) psa nisu utvrđeni tumori ni u jednom testisu, dok su kod ostalih pasa u svim dostavljenim testisima utvrđene neoplastične promjene. 

Tablica 4. Udio pojedinih histoloških tipova tumora dijagnosticiranih u testisima dostavljenim s operacija pasa. 

	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	BROJ 

TUMORA
	POSTOTAK

/%
	BROJ 

TUMORA 
S IGCNU
	POSTOTAK  IGCNU OD TIPA TUMORA/ %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	48
	84,21
	8
	16,67

	Difuzni seminom
	20
	35,08
	4
	20,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	16
	28,07
	0
	0

	Tumor Leydigovih stanica
	5
	8,77
	3
	60,00

	Intratubularni seminom
	2
	3,51
	0
	0

	IGCNU
	2
	3,51
	0
	0

	PNST
	2
	3,51
	0
	0

	Teratom
	1
	1,75
	1
	100,00

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	9
	15,79
	3
	33,33

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom
	4
	7,02
	1
	25,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom
	3
	5,26
	1
	33,33

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom
	1
	1,75
	1
	100,00

	Mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica
	1
	1,75
	0
	0

	UKUPNO 
	57
	100,00
	11
	19,30
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Slika 11. Tumor Leydigovih stanica, testis, pas.
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Slika 12. Seminom, testis, pas.
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Slika 13. Tumor Leydigovih stanica, testis, pas, HE x 20.
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Slika 14. Difuzni seminom, testis, pas, HE x 20.
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Slika 15. Tumor ovojnica perifernih živaca, testis, pas, HE, x20.
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Slika 16. Mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom, testis, pas, HE, x20.
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Slika 17. Teratom, testis, pas, HE, x 20.
PAS bojenje je izvršeno na ukupno 53 testisa kastriranih pasa pri tome su u 6 testisa od 6 pasa utvrđene PAS pozitivne stanice koje morfološki odgovaraju IGCNU, dok su kod 9 testisa od 9 pasa utvrđene PAS pozitivne stanice koje su ocjenjene kao IGCNU suspektne. 

Prosječna dob pasa koji su bili PAS i IGCNU pozitivni je bila 11,5 godina, dok je kod suspektnih testisa prosječna dob bila 9,38 godina. U obje katagorije najčešća pasmina je bila križanac 3 (50,00%) od 6 pozitivnih pasa, dok su ostale pasmine bile zastupljene s po jednim uzorkom testisa.  Kod suspektnih testisa križanaca je bilo 2 (22,22%) od ukupno 9 pasa, i svi su imali promjene u jednom testisu.

5.1.3 TESTISI MUŠKARACA
Ukupno su od 51 muškarca analizirani uzorci od po jednog testisa za histološku pretragu. U svim uzorcima su utvrđeni tumori testisa. Muškarci kod kojih su utvrđeni tumori sjemenika su bili u dobi od 15 do 64 godine, a prosječna starost im je bila 33,35 godina (slika 18.). Prosječna dob prema vrsti tumora je bila za seminome 39,60 godina, mješovite tumore zametnih stanica 30,19 godina, embrionalne karcinome 25,60 godina, teratome 27,50 godina. IGCNU su se javljali kod muškaraca koji su prosječno bili stari 33,91 godinu (slika19.).  
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Slika 18. Dobna distribucija tumora testisa muškaraca.
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Slika 19: Učestalost pojedinih tipova tumora testisa muškaraca prema dobi.

Od analiziranih tumora  testisa muškaraca 29 (56,86%) je bilo jednostavnih tumora i to 21 (41,18%) seminom (slika 20.), 5 (9,80%) embrionalnih karcinoma (slika 21.), 2 (3,92%) zrela teratoma (slika 22.)  i 1 (1,96%) samostalan IGCNU (slika 23.).  Mješovitih tumora  je bilo 22 (43,14%) od toga su svi bili mješoviti tumori zametnih stanica od čega je bilo 5 (9,80%) mješovitih embrionalnih karcinoma i teratoma, 4 (7,84%) mješovita embrionalna karcinoma i seminoma, 2 (3,92%) mješovitih seminoma i teratoma, i 2 (3,92%) mješovitih teratoma, embrionalnih karcinoma i koriokarcinoma. Osim toga dijagnosticiran je po 1 (1,96%) mješoviti teratom i tumor žumanjčane vrećice (slika 24.), mješoviti teratom, embrionalni karcinom i tumor žumanjčane vrećice,  mješoviti teratom, embrionalni karcinom, seminom i tumor žumanjčane vrećice, te  jedan mješoviti seminom i koriokarcinom. Utvrđeni su i po jedan embrionalni karcinom i koriokarcinom, jedan embrionalni karcinom, koriokarcinom i seminom,  jedan mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom, jedan mješoviti embrionalni karcinom, teratom i seminom i jedan mješoviti teratom, embrionalni karcinom, koriokarcinom i tumor žumanjčane vrećice. Uz ove tumore su još dodatno, u 33 testisa  (64,71%), utvrđene i IGCNU.  Pri tome su IGCNU utvrđene u 15 mješovitih tumora zametnih stanica (68,18% od tih tumora), i 15 seminoma (71,43% od tih tumora) i u 3 embrionalna karcinoma (60% od tih tumora) dok kod teratoma u tkivu testisa nisu utvrđene IGCNU (tablica 5.).  

Tablica 5. Udio pojedinih histoloških tipova tumora dijagnosticiranih u testisima muškaraca.

	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	BROJ 

TUMORA
	POSTOTAK

/ %
	BROJ TUMORA 
S IGCNU
	POSTOTAK  IGCNU OD SVIH TUMORA TOG  TIPA/ %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	29
	56,86
	18
	62,07

	Seminom
	21
	41,18
	15
	71,43

	Embrionalni karcinom
	5
	9,80
	3
	60,00

	Teratom
	2
	3,92
	0
	0

	IGCNU (samostalan)
	1
	1,96
	0
	0

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	22
	43,14
	15
	68,18

	Mješoviti  embrionalni karcinom i teratom
	5
	9,80
	3
	60,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i seminom
	4
	7,84
	3
	75,00

	Mješoviti seminom i teratom
	2
	3,92
	2
	100,00

	Mješoviti teratom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	1,96
	1
	100,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i tumor žumanjčane vrećice 
	1
	1,96
	1
	100,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, seminom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	1,96
	0
	0

	Mješoviti seminom i koriokarcinom
	1
	1,96
	0
	0

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i koriokarcinom
	2
	3,92
	2
	100,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	1,96
	1
	100,00

	Mješoviti embrionalni karcinom, koriokarcinom i seminom
	1
	1,96
	0
	0

	Mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom
	1
	1,96
	1
	100,00

	Mješoviti  embrionalni karcinom, teratom i seminom
	1
	1,96
	1
	100,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, koriokarcinom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	1,96
	0
	0

	UKUPNO 
	51
	100,00
	33
	64,71
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Slika 20. Seminom, muškarac, HE x 20
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Slika 21. Embrionalni karcinom, muškarac, HE x 10.
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Slika 22. Teratom, muškarac, HE x 10.
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Slika 23. IGCNU, muškarac, HE x 40.
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Slika 24. Mješoviti tumor zametnih stanica, teratom i tumor žumanjčane vrećice, muškarac, HE x 20.

5.2. NAZOČNOST IMUNOHISTOKEMIJSKIH BILJEGA 
5.2.1. TESTISI OBDUCIRANIH PASA
c-KIT

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na c-KIT se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana zametnih stanica testisa tj. spermatogonija u tumorozno promjenjenih testisa (slika 25.), a intenzitet bojenja je  uglavnom bio umjeren.
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Slika 25. Difuzni seminom, testis, pas, c-KIT, x 40.

Ekspresija c-KIT se očitovala u ukupno 12 (7,06%) uzoraka testisa od ukupno 170 pregledanih od čega su 9 bili tumorozno promijenjeni (16,07% od ukupno 56 tumorozno promjenjenih testisa). Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5 do 100%, a prosječno je kod tumorozno promijenjenih testisa bio 32,22%  dok je kod testisa u kojima nisu uočeni tumori iznosio 6,67%.  Najčešće su c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima ukupno 6 (25,00%) tumora od ukupno dijagnosticiranih 24 ova tumora, a kod kojih je prosječno bilo pozitivno 73,33% stanica. Od 9 pozitivnih tumora 2 (50,00%) od ukupno 4 patohistološki dijagnosticiranih su bila difuzna seminoma te je kod njih prosječno bilo pozitivno 90,00% stanica, dok su sa po jednim pozitivnim uzorkom bili zastupljeni intratubularni seminom (14,29% od 7 histopatološki dijagnosticiranih) s 5,00% pozitivnih stanica, IGCNU (16,67% od 6 histopatološki dijagnosticiranih) s 5,00% pozitivnih stanica, mješoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom (50,00% od 2 histopatološki dijagnosticirana) s 5,00 % pozitivnih stanica, mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom (33,33% od 3 histopatološki dijagnosticiranih) s 10,00% pozitivnih stanica, mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom (50,00% od 2 histopatološki dijagnosticirana) s 5,00% pozitivnih stanica, mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica (20,00% od 5 histopatološki dijagnosticiranih) s 20,00% pozitivnih stanica i jedan jednostavni tumor Leydigovih stanica (5,26% od 19 histopatološki dijagnosticiranih) s pozitivnih 5,00 stanica. Kod svih mješovitih tumora prosječno je bilo pozitivno 15,71% stanica (tablica 6.). 

Statistički nije utvrđena značajnost u ekspresiji c-KIT u odnosu na histološki tip tumora.
Tablica 6. Ekspresija c-KIT u odnosu na histološki tip tumora kod obduciranih pasa.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj 

c-KIT

pozitivnih 

tumora
	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK c-KIT POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI
(UKUPNO)
	5
	11,90
	39,00

	Tumor Leydigovih stanica
	1
	5,26
	5,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	0
	0
	0

	Intratubularni seminom
	1
	14,29
	5,00

	Difuzni seminom
	2
	50,00
	90,00

	IGCNU
	1
	16,67
	5,00

	MJEŠOVITI TUMORI 
(UKUPNO)
	4
	33,33
	23,75

	Mješoviti tumor Leydigovih 
i Sertolijevih stanica
	1
	20,00
	20,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 
i intratubularni seminom
	1
	33,33
	10,00

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 
i difuzni seminom
	1
	50,00
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 
i difuzni seminom
	1
	50,00
	60,00

	METASTATSKI TUMORI (UKUPNO)
	0
	0
	0

	Metastaza limfoma
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	9
	16,07
	32,22


PLAP

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na PLAP se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana zametnih stanica testisa tj. spermatogonija u tumorozno promjenjenim testisima te IGCNU (slika 26.), a intenzitet bojenja je  uglavnom bio umjeren.
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Slika 26. IGCNU, testis, pas, PLAP, x 40.

Ekspresija PLAP se očitovala u ukupno 18 (10,59%) uzoraka testisa od ukupno 170 pregledanih od čega su 13 bili tumorozno promijenjeni (23,21%)  od ukupno 56 tumorozno promjenjenih testisa). 5 (4,39% od 114 tumorozno nepromijenjenih testisa) PLAP pozitivnih uzoraka je bilo iz testisa u kojima histopatološki nisu utvrđene neoplastične promjene. Postotak pozitivnih stanica se kretao do 5%, te su u svim uzorcima pozitivne stanice bile fokalno intratubularno raspoređene i imunohistokemijski su odgovarale IGCNU.  Najčešće su na PLAP bili pozitivni tumori Leydigovih stanica s ukupno 4 (21,05%) tumora od ukupno dijagnosticiranih 19 ovih tumora. Po dva pozitivna uzorka su bili tumori Sertolijevih stanica (28,57% od ukupnog broja ovih tumora), IGCNU (33,33% od ukupnog broja ovih tumora) te dva mješovita tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica (40,00% od ukupnog broja ovih tumora). Po jedan uzorak difuznih seminoma (25,00% od ukupnog broja ovih tumora), intratubularnog seminoma (14,29% od ukupnog broja ovih tumora), mješovitog tumora Sertolijevih stanica i difuznog seminoma (50,00% od ukupnog broja ovih tumora) je bio PLAP pozitivan (tablica 7.). Od svih 13 PLAP pozitivnih tumora kod 8 tumora su  i HE i PAS metodom postavljene dijagnoze IGCNU.

Statistički nije utvrđena značajnost u ekspresiji PLAP u odnosu na histološki tip tumora.

Tablica 7. Ekspresija PLAP u odnosu na histološki tip tumora kod obduciranih pasa.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj PLAP
pozitivnih

tumora 
	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK PLAP POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	10
	23,26
	5,00

	Tumor Leydigovih stanica
	4
	21,05
	5,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	2
	28,57
	5,00

	Intratubularni seminom
	1
	14,29
	5,00

	Difuzni seminom
	1
	25,00
	5,00

	IGCNU
	2
	33,33
	5,00

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	3
	25,00
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	2
	40,00
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	1
	50,00
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	METASTATSKI TUMORI (UKUPNO)
	0
	0
	0

	Metastaza limfoma
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	13
	23,21
	5,00


Citokeratin AE1/AE3

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na citokeratin AE1/AE3 se očitovala bojenjem citoplazmi neoplastičnih stanica epitelnog porijekla, a intenzitet bojenja je uglavnom slabiji do umjeren, dok su neoplastične stanice germinativnog porijekla bile negativne. 
Ekspresija citokeratina se očitovala u ukupno 20 (35,71%) od 56 tumorozno promijenjenih testisa, a nije se očitovala kod nepromijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5 do 90%, a prosječno je bio 21,75%.  Najčešće su na citokeratin bili pozitivni tumori Sertolijevih stanica s ukupno 5 pozitivnih uzoraka od ukupno 7 (71,43%) , a prosječno je bilo pozitivno 32,00% stanica (5,00-90,00%) . Od ostalih tumora po 3 uzorka tumora Leydigovih stanica (15,79% od ukupnog broja ovih tumora) s prosječno 16,67% pozitivnih stanica i mješovitih tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica (60,00% od ukupnog broja ovih tumora) je bilo citokeratin pozitivno s prosječno 23,33% pozitivnih stanica koje su odgovarale stanicama porijekla sjemena užeta. Po dva pozitivna uzorka intratubularnih seminoma (27,57% od ukupnog broja ovih tumora) s 5,00% pozitivnih stanica, mješovitih tumora Leydigovih stanica i intratubularnog seminoma (60,00% od ukupnog broja ovih tumora) s 17,50% pozitivnih stanica i  tumora Sertolijevih stanica i difuznog seminoma (100,00% od ukupnog broja ovih tumora) je bilo pozitivno, a pozitivno je bilo 30,00% stanica koje su također odgovarale stanicama neseminomatoznog porijekla.  Također su bili citokeratin pozitivni po jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom (50,00% od ukupnog broja tumora) s 40,00% pozitivnih stanica, te po jedan difuzni seminom (14,29% od ukupnog broja ovih tumora)  i IGCNU (16,67% od ukupnog broja ovih tumora) sa po 5,00% pozitivnih stanica (tablica 8. i slika 27.).
Tablica 8. Ekspresija citokeratin AE1/AE3 u odnosu na histološki tip tumora kod obduciranih pasa.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj  citokeratin AE1/AE3 pozitivnih tumora


	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK Citokeratin AE1/AE3 POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	12
	27,90
	19,17

	Tumor Leydigovih stanica
	3
	15,79
	16,67

	Tumor Sertolijevih stanica
	5
	71,43
	32,00

	Intratubularni seminom
	2
	28,57
	5,00

	Difuzni seminom
	1
	25,00
	5,00

	IGCNU
	1
	16,67
	5,00

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	8
	66,67
	25,63

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	3
	60,00
	23,33

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	2
	60,00
	17,50

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	2
	100,00
	30,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	1
	40,00
	40,00

	METASTATSKI TUMORI (UKUPNO)
	0
	0
	0

	Metastaza limfoma
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	20
	35,71
	21,75


Statistički je značajno, na razini od p<0,05, promijenjena ekspresija citokeratina u odnosu na histološki tip tumora i to između tumora Sertolijevih stanica i intratubularnih seminoma, tumora Sertolijevih stanica i tumora Leydigovih stanica te tumora Leydigovih stanica i mješovitih tumora Leydigovih stanica i intratubularnih seminoma. 
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Slika 27. Ekspresija citokeratina AE1/AE3 u odnosu na histološki tip tumora kod obduciranih pasa
CD 30

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na CD 30 se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana neoplastičnih stanica epitelnog porijekla, a intenzitet bojenja je uglavnom slabiji do umjeren, dok su neoplastične stanice germinativnog porijekla bile negativne. 
Ekspresija CD 30 se očitovala u ukupno 4 (7,14%) od 56 tumorozno promijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5,00 do 10,00%, a prosječno je bio 7,50%.   CD 30 pozitivni su bili  po jedan tumor Sertolijevih stanica (14,29% od ukupnog broja ovih tumora),  Leydigovih stanica (5,26% od ukupnog broja ovih tumora), mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica (20,00% od ukupnog broja ovih tumora) i jedan difuzni seminim (25,00% od ukupnog broja ovih tumora) (tablica 9.). Pozitivne stanice su većinom odgovarale stanicama sjemenog užeta dok je bojenje u seminomu bilo nespecifično.
Statistički nije utvrđena značajnost u ekspresiji CD 30 u odnosu na histološki tip tumora.
Tablica 9. Ekspresija CD30 u odnosu na histološki tip tumora kod obduciranih pasa.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj

CD30
pozitivnih

tumora 
	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK CD30 POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	3
	6,98
	8,33

	Tumor Leydigovih stanica
	1
	5,26
	10,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	1
	14,29
	10,00

	Intratubularni seminom
	0
	0
	0

	Difuzni seminom
	1
	25,00
	5,00

	IGCNU
	0
	0
	0

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	1
	8,33
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	1
	20,00
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	METASTATSKI TUMORI (UKUPNO)
	0
	0
	0

	Metastaza limfoma
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	4
	7,41
	7,5


5.2.2. TESTISI PASA DOSTAVLJENI S OPERACIJA  

c-KIT

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na c-KIT se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana zametnih stanica testisa tj. spermatogonija u tumorozno promjenjenih testisa, a intenzitet bojenja je  uglavnom bio umjeren do slabiji.

Ekspresija c-KIT se očitovala u ukupno 15 (26,32%) od 57 uzoraka tumoroznih testisa od čega su svi pozitivni uzorci iz tumorozno promijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5 do 90%, a prosječno je bio 36,67%.   Najčešće su na c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima, ukupno 13 (43,33%)  tumora od ukupno dijagnosticiranih 30 ovih tumora, a  kod kojih je prosječno bilo pozitivno 40,38% stanica. Od pozitivnih tumora 9 (45,00%) su bili difuzni seminomi od ukupno 20 patohistološki dijagnosticiranih difuznih seminoma te je kod njih prosječno bilo pozitivno 43,33% stanica, dok su sa 3 (75,00%) pozitivna uzorka bili zastupljeni mješoviti tumori Leydigovih stanica i difuzni seminomi od ukupno 4 ova tumora, a prosječno je u njima bilo pozitivno 28,33% stanica. Mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom (100% od ukupno dijagnosticiranih), teratom (100% od ukupno 16 dijagnosticiranih), te tumor Sertolijevih stanica (6,25% od ukupno 16 dijagnosticiranih) su bili c-KIT pozitivni u po jednom uzorku, a kod ovih pojedinačnih tumora je prosječno bilo pozitivno 15,00% stanica (tablica 10.).
Statistički nije utvrđena značajnost u ekspresiji c-KIT u odnosu na histološki tip tumora.
Tablica 10. Ekspresija c-KIT u odnosu na histološki tip tumora u testisima pasa dostavljenih nakon operacije.

	HISTOLOŠKI TIP  TUMORA
	Broj

c-KIT

pozitivnih 

tumora
	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK c-KIT POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	11
	22,92
	40,45

	Tumor Leydigovih stanica
	0
	0
	0

	Tumor Sertolijevih stanica
	1
	6,25
	5,00

	Intratubularni seminom
	0
	0
	0

	Difuzni seminom
	9
	45,00
	43,33

	IGCNU
	0
	0
	0

	Teratom
	1
	100,00
	20,00

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	4
	44,44
	26,25

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	1
	100,00
	20,00

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	3
	75,00
	28,33

	UKUPNO SVI TUMORI
	15
	26,32
	36,67


Osim između pojedinih tipova tumora testisa kod obduciranih pasa te biopsiranih testisa pasa obavljena je analiza ekspresije c-KIT između intratubularnih i difuznih seminoma  iz obje skupine pasa te je utvrđena statistički značajna razlika, na razini od p<0,05, u ekspresiji ovog protutijela. Tako je kod difuznih seminoma prosječni broj pozitivnih stanica bio znatno veći te je iznosio 26,09% u odnosu na intratubularne seminome gdje je iznosio 0,56% (tablica 11. i slika 28.).
Tablica 11. Ekspresija c-KIT kod intratubularnih i difuznih seminoma iz skupina testisa obduciranih i biopsiranih testisa pasa.

	Seminomi
	Broj uzoraka
	Postatak c-KIT pozitivnih stanica

	difuzni
	24
	26,09

	intratubularni
	9
	0,56
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Slika 28. Ekspresija c-KIT kod intratubularnih i difuznih seminoma iz skupina testisa obduciranih i biopsiranih testisa pasa.
PLAP

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na PLAP se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana zametnih stanica testisa tj. spermatogonija u tumorozno promjenjenih testisa, a intenzitet bojenja je uglavnom bio umjeren.

Ekspresija PLAP se očitovala u ukupno 15 (26,32%) od 57 uzoraka tumoroznih testisa od čega su svi pozitivni uzorci iz tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na PLAP bili pozitivni jednostavni tumori i to 13 (27,08 % od dijagnosticiranih) te 2 mješovita tumora (22,22% od dijagnosticiranih). Najčešće su i to u 5 slučajeva bili pozitivni IGCNU unutar testisa sa tumorima Sertolijevih stanica (31,25% od ukupno dijagnosticiranih tumora) s do 5,00% pozitivnih stanica.  Pozitivni su bili i 3 difuzna seminoma (15,00% od ukupnog broja)  s prosječno 11,67% pozitivnih stanica te jedan intartubularni semonim (33,33% od dijagnosticiranih) s 5,00% pozitivnih stanica te oba  dijagnosticirana IGCNU s 5,00% PLAP pozitivnih stanica. S istim postotkom pozitivnih stanica su bili i pojedinačni tumor Leydigovih stanica (16,67% od ukupno dijagnosticiranih tumora) i jedan teratom (50,00% od ukupno dijagnosticiranih teratoma). Od mješovitih tumora  u 2 uzorka su uočene PLAP pozitivne stanice  (22,22% od ukupnog broja mješovitih tumora) i to u oba sa seminomatoznom komponentom. Jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom (100,00% od ukupno dijagnosticiranih) sa 10,00 % pozitivnih stanica i jedan mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom (25,00% od ukupnog broja) sa 5,00% PLAP pozitivnih stanica. Od svih PLAP pozitivnih tumora kod 4 tumora su HE i PAS metodom postavljene dijagnoze IGCNU (tablica 12.).
Statistički nije utvrđena značajnost u ekspresiji PLAP u odnosu na histološki tip tumora.

Tablica 12. Ekspresija PLAP u odnosu na histološki tip tumora u testisima pasa dostavljenih nakon operacije.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj

PLAP

pozitivnih

tumora 
	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK PLAP POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	13
	27,08
	6,54

	Tumor Leydigovih stanica
	1
	16,67
	5,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	5
	31,25
	5,00

	Intratubularni seminom
	1
	33,33
	10,00

	Difuzni seminom
	3
	15,00
	11,67

	IGCNU
	2
	100,00
	5,00

	Teratom
	1
	50,00
	5,00

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	2
	22,22
	7,50

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	1
	100,00
	10,00

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	1
	25,00
	5,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	15
	26,32
	6,67


Citokeratin AE1/AE3

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na citokeratin AE1/AE3 se očitovala bojenjem citoplazmi neoplastičnih stanica epitelnog porijekla (slika 29.), a intenzitet bojenja je uglavnom umjeren do slabiji, dok su neoplastične stanice  germinativnog porijekla bile negativne. 
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Slika 29. Tumor Sertolijevih stanica, testis, pas, citokeratin AE1/AE3, x 40.

Ekspresija citokeratina se očitovala u ukupno 19 (33,33%) od 57 uzoraka neoplastičnih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5,00 do 90,00%, a prosječno je bio 43,95%. Najčešće su na citokeratin bili pozitivni tumori Sertolijevih stanica s ukupno 10 pozitivnih uzoraka od ukupno 16 (62,50% od ukupnog broja tumora) s 51,00% pozitivnih stanica. Od ostalih tumora bila su pozitivna po dva difuzna seminoma (10,00% od ukupnog broja difuznih seminoma) s prosječno 12,5% pozitivnih stanica te dva mješovita tumora Sertolijevih stanica i difuznih seminoma (50,00% od ukupnog broja ovih tumora) s prosječno 65,00% pozitivnih stanica te po jedan teratom (100,00% od ukupnog broja ovih tumora) s 10,00% pozitivnih stanica, jedan mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica (100,00% od ukupnog broja ovih tumora) s 50,00% pozitivnih stanica, jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i intartubularni seminom (100,00% od ukupnog broja ovih tumora) s 5,00% pozitivnih stanica. Također su bili pozitivni po jedan intratubularni seminom (33,33% od ukupnog broja ovih tumora) s 5,00% pozitivnih stanica i jedan tumor Leydigovih stanica (20,00% od ukupnog broja ovih tumora) s 60,00% pozitivnih stanica (tablica 13. i slika30.). 

Tablica 13. Ekspresija citokeratina AE1/AE3 u odnosu na histološki tip tumora u testisima pasa dostavljenih nakon operacije.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj 

citokeratin

AE1/AE3

pozitivnih

tumora


	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK AE1/AE3

POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	15
	33,33
	43,33

	Tumor Leydigovih stanica
	1
	20,00
	60,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	10
	62,50
	51,00

	Intratubularni seminom
	1
	33,33
	5,00

	Difuzni seminom
	2
	10,00
	12,5

	IGCNU
	0
	0
	0

	Teratom
	1
	100,00
	50,00

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	4
	44,44
	46,25

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	1
	100,00
	50,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	1
	100,00
	5,00

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	2
	50,00
	65,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	19
	29,82
	43,95


Statistički je značajno, na razini od p<0,05, promijenjena ekspresija citokeratina u odnosu na histološki tip tumora i to između difuznih seminoma i tumora Sertolijevih stanica, dok između ostalih tipova tumora nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela. 
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Slika 30. Ekspresija citokeratina AE1/AE3 u odnosu na histološki tip tumora kod biopsiranih tumora testisa pasa.

CD 30

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na CD 30 se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana neoplastičnih stanica epitelnog porijekla, a intenzitet bojenja je uglavnom umjeren do slabiji, dok su neoplastične stanice germinativnog porijekla bile negativne.

Ekspresija CD 30 se očitovala u ukupno 5 (8,77 %) od 57 uzoraka neoplastičnih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5,00 do 50,00%, a prosječno je bio 25,00%.   CD 30 su bila pozitivna dva tumora Sertolijevih stanica od ukupno 16 (12,50%) s prosječno 27,5% pozitivnih stanica.  Od ostalih tumora bili su pozitivni po jedan teratom (100,00% od ukupnog broja teratoma) s 10,00% pozitvnih stanica, jedan tumor Leydigovih stanica (6,67% od ukupnog broja ovih tumora) s 30,00% pozitivnih stanica te jedan mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom (25,00% od ukupnog broja ovih tumora) s 30,00%  pozitivnih stanica (tablica 14.) 
Statistički nije utvrđena značajnost u ekspresiji CD30 u odnosu na histološki tip tumora.

Tablica 14. Ekspresija CD 30 u odnosu na histološki tip tumora u testisima pasa dostavljenih nakon operacije.

	HISTOLOŠKI 

TIP TUMORA
	Broj

CD30

pozitivnih tumora
	POSTOTAK OD  UKUPNOG BROJA TUMORA / %
	POSTOTAK CD30

POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI

(UKUPNO)
	4
	8,33
	23,75

	Tumor Leydigovih stanica
	1
	6,67
	30,00

	Tumor Sertolijevih stanica
	2
	12,50
	27,50

	Intratubularni seminom
	0
	0
	0

	Difuzni seminom
	0
	0
	0

	IGCNU
	0
	0
	0

	Teratom
	1
	100,00
	10,00

	MJEŠOVITI TUMORI 

(UKUPNO)
	1
	11,11
	30,00

	Mješoviti tumor Leydigovih 

i Sertolijevih stanica
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i intratubularni seminom
	0
	0
	0

	Mješoviti tumor Sertolijevih stanica 

i difuzni seminom
	1
	25,00
	30,00

	Mješoviti tumor Leydigovih stanica 

i difuzni seminom
	0
	0
	0

	UKUPNO SVI TUMORI
	5
	8,77
	25,00


5.2.3. TESTISI MUŠKARACA

c-KIT

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na c-KIT se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana zametnih stanica testisa tj. spermatogonija u tumorozno promjenjenih testisa (slika 31.), a intenzitet bojenja je  uglavnom bio umjeren do jači.
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Slika 31. Seminom, testis, muškarac, c-KIT, x 40.

Ekspresija c-KIT se očitovala u ukupno 43 (84,31%) od 51 uzoraka testisa od čega su svi pozitivni uzorci iz tumorozno promijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5 do 100%, a prosječno je bio 48,37%. Najčešće su na c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima. Od ovih tumora 21 (100,00% od dijagnosticiranih) su bili seminomi te je kod njih prosječno bilo pozitivno 80,71 % stanica, dok su sa 18 pozitivnih uzoraka bili zastupljeni mješoviti tumori od ukupno 22 ova tumora (81,82%), a prosječno je u njima bilo pozitivno 20,28% stanica. 9 (40,90% od ukupnog broja  mješovitih tumora) tumora su bili mješoviti tumori koji su u sebi imali seminomatoznu komponentu, a broj pozitivnih stanica je iznosio od 5 do 90% i prosječno je bio 35,33%. Samo jedan mješoviti tumor koji je u sebi imao seminomatoznu komponentu nije reagirao pozitivno na  c-KIT. Od mješovitih tumora je 7 (31,81% od mješovitih tumora) bilo onih koji nisu imali seminomatoznu komponentu, a u njima je prosječni broj pozitivnih stanica bio 5,00%, te se kod njih radilo o pozitivnim IGCNU stanicama. Jedan mješoviti tumor koji je kombinacija stanica žumanjčane vrećice i teratoma i imao je 10,00% pozitivnih stanica, a također je bio pozitivan i jedan koji je kombinacija stanica žumanjčane vrećice, koriokarcinoma, embrionalnog karcinoma i teratoma, a kod njega je bilo pozitivno 5,00% stanica. Također su c-KIT bile pozitivne IGCNU komponente unutar 2 embrionalna karcinoma (40,00% od  5 embrionalna karcinoma s histopatološki utvrđenim IGCNU), a pozitivno je bilo 5,00% stanica. c-KIT su bile pozitivne stanice IGCNU u jedinom testisu u kojem je to bila jedina neoplastična promjena, a također je c-KIT bilo pozitivno i 5,00% stanica kod jednog od dva dijagnosticirana teratoma (tablica 15.).
Tablica 15. Ekspresija c-KIT u odnosu na histološki tip tumora u testisima muškaraca.

	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	Broj 

c-KIT

pozitivnih

tumora
	POSTOTAK OD UKUPNOG BROJA TUMORA/ %
	POSTOTAK c-KIT POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	25
	86,21
	68,60

	Seminom
	21
	100,00
	80,71

	Embrionalni karcinom
	2
	40,00
	5,00

	Teratom
	1
	50,00
	5,00

	IGCNU (samostalan)
	1
	100,00
	5,00

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	18
	81,81
	20,28

	Mješoviti  embrionalni karcinom i teratom
	4
	80,00
	6,25

	Mješoviti embrionalni karcinom i seminom
	4
	100,00
	30,00

	Mješoviti seminom i teratom
	2
	100,00
	32,50

	Mješoviti teratom i tumor žumanjčane vrećice
	0
	0
	0

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i tumor žumanjčane vrećice 
	0
	0
	0

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, seminom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	20,00

	Mješoviti seminom i koriokarcinom
	1
	100,00
	95,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	50,00
	5,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	100,00
	5,00

	Mješoviti embrionalni karcinom, koriokarcinom i seminom
	1
	100,00
	10,00

	Mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom
	1
	100,00
	10,00

	Mješoviti  embrionalni karcinom, teratom i seminom
	1
	100,00
	5,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, koriokarcinom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	5,00

	UKUPNO 
	43
	84,31
	48,37


Statistički je značajno, na razini od p<0,05, promijenjena ekspresija c-KIT u odnosu na histološki tip tumora i to između seminoma i embrionalnih karcinoma, te seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica (slika 32.), dok za samostalne IGCNU i teratome nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela.
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Slika 32: Ekspresija c-KIT u odnosu na histološki tip tumora kod tumora testisa muškaraca.
PLAP

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na PLAP se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana zametnih stanica testisa tj. spermatogonija i u normalnih i tumorozno promjenjenih testisa (slika 33.), a intenzitet bojenja je  uglavnom bio umjeren.
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Slika 33. Seminom, testis, muškarac, PLAP, x 40.

Ekspresija PLAP se očitovala u ukupno 48 (94,12%) od 51 uzoraka testisa od čega su svi pozitivni uzorci iz tumorozno promijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 2 do 100%, a prosječno je bio 47,65%. Od jednostavnih tumora je PLAP pozitivno bilo 27 od 29 dijagnosticiranih (93,10%), a pozitivo je prosječno bilo 60,93% stanica. Najčešće su na PLAP bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima s ukupno 32 tumora što čini 66,67% od svih PLAP pozitivnih uzoraka tumora.  Od ovih tumora 21 su bili seminomi (100,00%od ukupno 21 patohistološki dijagnosticiranih seminoma) te je kod njih prosječno bilo pozitivno 65,48% stanica. Sa 10  pozitivnih uzoraka (100,00% od 10 dijagnosticiranih) su bili su zastupljeni mješoviti tumori koji su imali seminomatoznu komponentu. Prosječno je kod ovih tumora pozitivno bilo 45,62% tumorskih stanica (2,00-95,00%). Od ostalih 12 mješovitih tumora 11 (91,67%) je bilo PLAP pozitivno i to prosječno  s 25,00% PLAP pozitivnih tumorskih stanica (5,00-90,00%). Ukupno je bio PLAP pozitivan 21 mješoviti tumor (95,45% od 22 mješovita tumora), a prosječno je pozitivno bilo 30,57% stanica.  Od jednostavnih tumora PLAP su bila pozitivna 4 embrionalna karcinoma (80,00% od ukupnog broja ovih tumora), a prosječno je bilo pozitivno 40,00% stanica (5,00-100,00%). PLAP je bio pozitivan i jedan od dva teratoma (10% pozitivnih tumorskih stanica) te jedini dijagnosticirani samostalni IGCNU s 5,00% PLAP pozitivnih stanica (tablica 16.). 

Tablica 16. Ekspresija PLAP u odnosu na histološki tip tumora u testisima muškaraca.

	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	Broj PLAP

pozitivnih

tumora 
	POSTOTAK OD UKUPNOG BROJA TUMORA/ %
	POSTOTAK PLAP POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	27
	93,10
	60,93

	Seminom
	21
	100,00
	65,48

	Embrionalni karcinom
	4
	80,00
	40,00

	Teratom
	1
	50,00
	10,00

	IGCNU (samostalan)
	1
	100,00
	5,00

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	21
	95,45
	30,57

	Mješoviti  embrionalni karcinom i teratom
	5
	100,00
	36,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i seminom
	4
	100,00
	30,50

	Mješoviti seminom i teratom
	2
	100,00
	30,00

	Mješoviti teratom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	70,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i tumor žumanjčane vrećice 
	1
	100,00
	5,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, seminom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	20,00

	Mješoviti seminom i koriokarcinom
	1
	100,00
	95,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i koriokarcinom
	2
	100,00
	5,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	100,00
	10,00

	Mješoviti embrionalni karcinom, koriokarcinom i seminom
	1
	100,00
	10,00

	Mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom
	1
	100,00
	10,00

	Mješoviti  embrionalni karcinom, teratom i seminom
	1
	100,00
	50,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, koriokarcinom i tumor žumanjčane vrećice
	0
	0
	0

	UKUPNO 
	48
	94,12
	47,65


Statistički je značajno, na razini od p<0,05, promijenjena ekspresija PLAP u odnosu na histološki tip tumora i to između seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica dok između drugih tipova tumora nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela (slika 34.).
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Slika 34. Ekspresija PLAP u odnosu na histološki tip tumora kod tumora testisa muškaraca.
Citokeratin AE1/AE3

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na citokeratin AE1/AE3 se očitovala bojenjem citoplazmi neoplastičnih stanica epitelnog porijekla, a intenzitet bojenja je uglavnom umjeren do jači, dok su neoplastične stanice germinativnog porijekla bile negativne. (slika 35.).
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Slika 35. Mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom, testis, muškarac, citokeratin AE1/AE3, x 40.

Ekspresija citokeratina se očitovala u ukupno 22 (43,14%) od 51 uzoraka testisa od čega su svi pozitivni uzorci iz tumorozno promijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5 do 100,00%, a prosječno je bio 64,68%.  Najčešće su na citokeratin bili pozitivni mješoviti tumori zametnih stanica s ukupno 17 pozitivnih uzoraka od ukupno 22 (77,27%), a prosječno je bilo pozitivno 54,88% stanica. Od toga je svih 15 mješovitih tumora s komponentom embrionalnog karcinoma (100,00%) bilo citokeratin pozitivno, a pozitivno je bilo prosječno 57,20 % stanica. Od ostalih  mješovitih tumora bilo je pozitivno ukupno 2 (22,22% od dijagnosticiranih tumora) po jedan mješoviti seminom i koriokarcinom (5,00% pozitivnih stanica) i mješoviti tumor stanica žumanjčane vrećice i teratoma (70,00% pozitivnih stanica).  Osim mješovitih tumora citokeratin pozitivna reakcija se očitovala u svih 5 (100,00%) od dijagnosticiranih embrionalnih karcinoma, te su sve tumorske stanice (100,00%) bile citokeratin pozitive (tablica 17.). 

Tablica 17. Ekspresija citokeratina AE1/AE3 u odnosu na histološki tip tumora u testisima muškaraca.

	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	Broj citokeratin AE1/AE3

pozitivnih tumora
	POSTOTAK OD UKUPNOG BROJA TUMORA/ %
	POSTOTAK Citokeratin AE1/AE3

POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	5
	17,24
	100,00

	Seminom
	0
	0
	0

	Embrionalni karcinom
	5
	100,00
	100,00

	Teratom
	0
	0
	0

	IGCNU (samostalan)
	0
	0
	0

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	17
	77,27
	54,88

	Mješoviti  embrionalni karcinom i teratom
	5
	100,00
	59,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i seminom
	4
	100,00
	89,50

	Mješoviti seminom i teratom
	0
	0
	0

	Mješoviti teratom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	70,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i tumor žumanjčane vrećice 
	0
	0
	0

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, seminom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	25,00

	Mješoviti seminom i koriokarcinom
	1
	100,00
	5,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	50,00
	10,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	100,00
	30,00

	Mješoviti embrionalni karcinom, koriokarcinom i seminom
	1
	100,00
	60,00

	Mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom
	0
	0
	0

	Mješoviti  embrionalni karcinom, teratom i seminom
	1
	100,00
	50,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, koriokarcinom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	30,00

	UKUPNO 
	22
	43,14
	65,14


Statistički je značajno, na razini od p<0,05, promijenjena ekspresija citokeratina u odnosu na histološki tip tumora i to između seminoma i embrionalnih karcinoma, te seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica (slika 36.), dok za samostalne IGCNU i teratome nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela. 

[image: image36.emf]
Slika 36. Ekspresija citokeratina AE1/AE3 u odnosu na histološki tip tumora kod tumora testisa muškaraca.

CD 30

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na CD 30 se očitovala bojenjem citoplazmi i staničnih membrana neoplastičnih stanica epitelnog porijekla, prvenstveno embrionalnih karcinoma (slika 37.), a intenzitet bojenja je uglavnom umjeren do jači, dok su neoplastične stanice germinativnog porijekla bile negativne.
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Slika 37. Embrionalni karcinom, testis, muškarac, CD 30, x 40.

Ekspresija CD 30 se očitovala u ukupno 29 (56,86%) od 51 uzoraka testisa od čega su svi pozitivni uzorci iz tumorozno promijenjenih testisa. Postotak pozitivnih stanica se kretao od 5 do 100%, a prosječno je bio 58,79%.   Najčešće su na CD 30 bili pozitivni mješoviti tumori zametnih stanica s ukupno 21 pozitivnih uzoraka od ukupno 29 (72,41). Od toga je 20 tumora (95,24%) od ukupno 21 mješovitiih tumora s komponentom embrionalnog karcinoma bilo CD 30 pozitivno, dok je bio pozitivan i jedan mješoviti tumor građen od koriokarcinoma i seminoma. Kod ovih tumora je bilo prosječno pozitivno 53,33% stanica. Od ostalih 8 tumora bilo je pozitivno svih 5 (100,00%) embrionalnih karcinoma s prosječno 92,00% pozitivnih stanica (80,00-100,00%). Pozitivna su bila i oba dijagnosticirana teratoma (100,00%) s prosječno 50,00% pozitivnih stanica (40,00-60,00%) te jedan seminom (4,76% od ukupno dijagnosticiranih seminoma) s 5,00% pozitivnih stanica (tablica 18.)
Tablica 18. Ekspresija CD 30 u odnosu na histološki tip tumora u testisima muškaraca.

	HISTOLOŠKI TIP TUMORA
	Broj

CD 30

pozitivnih

tumora
	POSTOTAK OD UKUPNOG BROJA TUMORA/ %
	POSTOTAK CD 30

POZITIVNIH STANICA / %

	JEDNOSTAVNI TUMORI (UKUPNO)
	8
	38,10
	70,63

	Seminom
	1
	4,76
	5,00

	Embrionalni karcinom
	5
	100,00
	92,00

	Teratom
	2
	100,00
	50,00

	IGCNU (samostalan)
	0
	0
	0

	MJEŠOVITI TUMORI (UKUPNO)
	21
	95,45
	54,29

	Mješoviti  embrionalni karcinom i teratom
	5
	100,00
	70,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i seminom
	4
	100,00
	46,25

	Mješoviti seminom i teratom
	2
	100,00
	30,00

	Mješoviti teratom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	70,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i tumor žumanjčane vrećice 
	1
	100,00
	40,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, seminom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	70,00

	Mješoviti seminom i koriokarcinom
	0
	0
	0

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom i koriokarcinom
	2
	100,00
	35,00

	Mješoviti embrionalni karcinom i koriokarcinom
	1
	100,00
	70,00

	Mješoviti embrionalni karcinom, koriokarcinom i seminom
	1
	100,00
	70,000

	Mješoviti tumor žumanjčane vrećice i seminom
	1
	100,00
	90,00

	Mješoviti  embrionalni karcinom, teratom i seminom
	1
	100,00
	60,00

	Mješoviti teratom, embrionalni karcinom, koriokarcinom i tumor žumanjčane vrećice
	1
	100,00
	5,00

	UKUPNO 
	29
	56,86
	58,79


Statistički je značajno, na razini od p<0,05, promijenjena ekspresija CD30 u odnosu na histološki tip tumora i to između seminoma i embrionalnih karcinoma, te seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica (slika 38.), dok za samostalne IGCNU i teratome nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela. 
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Slika 38. Ekspresija CD 30 u odnosu na histološki tip tumora kod tumora testisa muškaraca.

6. RASPRAVA

6.1 UČESTALOST TUMORA TESTISA

S obzirom na dosad poznate podatke o učestalosti tumora testisa kod pasa rezultati našeg istraživanja u kojem je kod obduciranih pasa učestalost tumora testisa bila 51,76 % se znatno razlikuju od podataka iz literature prema kojima je u jednom istraživanju iz 1962. god. utvrđena učestalost od 16,00% (DOW, 1962.), a u istraživanju iz 2008.god. 27% (GRIECO i sur., 2008.a) tj. naši rezultati pokazuju veću incidenciju tumora testisa u obduciranih pasa u Republici Hrvatskoj. Jedno od objašnjenja za visoku incidenciju je i činjenica da su obducirani pretežito stariji psi kod kojih je incidencija svih pa tako i testikularnih neoplazija veća od incidencije u ukupnoj populaciji pasa. Moguće objašnjenje znatno veće incidencije tumora testisa u pasa ustanovljene ovim istraživanjem može biti posljedica trenda koji je vidljiv iz dosadašnjih istraživanja drugih autora (DOW, 1962.; GRIECO i sur., 2008.a) iz kojih je vidljivo povećanje učestalosti tumora testisa u pasa, a koja prati povećanje incidencije tumora testisa u muškaraca od sredine 20.-tog stoljeća, a posebice od 1970.-tih godina (WILSON, 2006.). Također i između drugih istraživanja postoje relativno velike razlike u incidenciji tumora testisa pasa što najvjerojatnije ima veze sa geografskim položajem pa je tako  incidencija tumora testisa u pasa u Velikoj Britaniji bila skoro tri puta veća od one u  S.A.D.-a (DOBSON i sur., 2002.; REIF, 2007.). Razlog za visoku incidenciju tumora testisa u našem istraživanju se može tražiti i u činjenici da prilikom utvrđivanja incidencije dosadašnja istraživanja nisu u tumore testisa ubrajala IGCNU već samo seminome, tumore Leydigovih stanica, tumore Sertolijevih stanica i mješovite tumore (DOW, 1962.; GRIECO i sur., 2008.a) dok su u našem slučaju uključeni i IGCNU. Utvrđenih 14,12% pasa koji su imali bilateralne tumore testisa odgovara dosadašnjim podacima iz literature koji govore o učestalim tumorima u oba testisa (GRIECO i sur., 2008.a).    


Utvrđena učestalost tumora u testisima dostavljenih s operacija u našem istraživanju od 7,11% u odnosu na druge tumore muških pasa se podudara s podacima iz literature, pa su tako Gamlem i sur. (2008.) u razdoblju od 1990. do 1998. godine utvrdili učestalost tumora testisa od 7,14 % u odnosu na ukupan broj biopsiranih tumora muških pasa, dok su Vascellari i sur. (2009.) utvrdili učestalost svih neoplazija muškog spolnog sustava (testisi, epididimis, penis, prostata, skrotum) u dostavljenim biopsijama muških pasa od 13,4%  u razdoblju od 2005. do 2008. godine.  Što se tiče ukupno dostavljenih biopsiranih testisa, prisutnost tumora je utvrđena u 96,61 % dostavljenih uzoraka testisa. Kod 11,54 %  pasa neoplastično su bila promijenjena oba testisa, što se podudara s literaturnim podacima (GRIECO i sur. 2008.a) te sa našim rezultatima provedene analize testisa obduciranih pasa. Visoka učestalost tumora testisa u dostavljenim biopsiranim testisima je najvjerojatnije posljedica povećanja testisa prilikom bujanja neoplastičnog tkiva što se klinički lagano dijagnosticira te se promijenjeni testisi dostavljaju na histopatološku pretragu. 


Kod svih analiziranih uzoraka testisa muškaraca utvrđene su tumorske promjene.

Incidencija tumora sjemenika je i kod biopsiranih testisa i kod testisa uzorkovanih prilikom razudbe pasa rasla s dobi životinja. Prosječna dob svih obduciranih pasa je bila 8,29 godina dok je prosječna dob pasa s  tumorima sjemenika bila 10,16 godina, prosječna dob obduciranih pasa koji nisu imali tumore testisa bila je 6,46 godina.

Kod biopsiranih testisa prosječna dob svih pasa od kojih su bili dostavljeni testisi je bila 10,06 godina dok je prosječna dob pasa s  tumorima sjemenika bila 10,24 godina, dok je pas kod kojega nisu utvrđene neoplazije u dostavljenim testisima bio star 1 godinu. 

Ovi podaci za obducirane i biopsirane pse se podudaraju s podacima iz literature prema kojim se tumori sjemenika javljaju najčešće u starijih pasa (FAN i DE LORIMER, 2007.; PETERS  i sur., 2000.) pa je prosječna dob pasa kod kojih su utvrđeni tumori testisa u istraživanju koje su 2010. godine objavili Nødtvedt i sur. iznosila 10,9 godina dok je u istraživanju  Grieco i sur. (2008.) bila 10,7 godina. 


Dobna distribucija tumora testisa kod muškaraca je bila od 15 do 64 godine, a prosječna starost im je bila 33,35 godina. Ovi podaci se podudaraju s podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (1997.) prema kojima su tumori sjemenika među tri najčešća tumora muškaraca u dobi od 10 do 19 godina, a najčešći tumori u dobi od 20 do 29 godina starosti. Također ovi podaci se podudaraju i sa svjetskim podacima gdja tumori sjemenika čine oko 20% svih tumora muškaraca u dobi od 20 do 39 godina (EPSTEIN, 2010.).  

Rezultati analize pasminske dispozicije za tumore sjemenika pasa su pokazali da su se kod obduciranih pasa tumori testisa najčešće javljali u križanaca s 13 pozitivnih životinja (54,17% od obduciranih), sljedeći su po učestalosti bili labradori s 5 pozitivnih životinja (62,50% od obduciranih), pudli s 4 pozitivne životinje (100,00% od obduciranih), zlatni retriveri, aljaški malamuti i mastifi s po 2 pozitivne životinje, dok su se kod drugih pasmina tumori javljali samo u pojedinačnim slučajevima. 

Kod biopsiranih testisa tumori su najčešće bili dijagnosticirani kod križanaca s 10 pozitivnih životinja, zlatni retriveri, njemački ovčari, pekinezeri i jorkširski terijeri su bili zastupljeneni s po 4 pozitivne životinje, a tumori su dijagnosticirani kod još 3 labradora dok su pozitivni bili po jedan sibirski haski, škotski ovčar, bobtail, pinč i dva psa nepoznate pasmine. Od 6 pasa koji su imali bilateralne tumore 3 su bila križanca, te po jedan zlatni retriver, jorkširski terijer i bokser dok kod jednog psa nisu utvrđeni tumori sjemenika.

Dobiveni podaci o incidenciji neoplazija testisa prema pasminama se djelomično podudaraju s istraživanjem koje su obavili Nøtvedt i sur. (2011.) s time da se i kod njih tumori testisa javljaju često kod pudla, zlatnih retrivera, škotskih ovčara i križanaca dok su za razliku od nas rijetki kod labradora, pekinezera, jorkširskih terijera i njemačkih ovčara. Ova odstupanja u pasminskoj incidenciji su sigurno barem djelomično posljedica različite rasprostranjenosti i popularnosti pojedinih pasmina u različitim državama. Zanimljiv je naš nalaz da su kod svih obduciranih pasa pasmine pudl ustanovljeni tumori testisa i to tumori Leydigovih stanica i seminomi. Iako se i u drugim istraživanjima kod pudla tumori testisa javljaju u relativno visokoj incidenciji (NØTVEDT, 2011.),  teško je naći objašnjenje za ovako veliki morbiditet kod pudla u Hrvatskoj, jedan od uzroka koji bi trebalo istražiti je genetski zbog familijarne srodnosti, čemu u prilog ide i činjenica da su svi psi bili iz Zagreba.

Kriptorhizam se u literaturi navodi kao bitan čimbenik u nastanku tumora testisa pasa (FOSTER, 2008.; HAYES i PENDERGRASS, 1976.), u našem istraživanju kod obduciranih pasa je ustanovljen samo jedan kriptorhidni testis u kojemu nije bilo neoplastičnih promjena. Za razliku od toga kod biopsiranih testisa je bilo ukupno 5 kriptorhidnih te su u 3 testisa dijagnosticirani difuzni seminomi, a kod 2 tumori Sertolijevih stanica. Prosječna dob kriptorhidnih životinja je bila 9,00 godina u odnosu na dob od 10,24 godine kod svih pasa s tumorima testisa što se podudara s literaturnim podacima prema kojima je kriptorhizam važan predisponirajući čimbenik za razvoj seminoma i tumora Sertolijevih stanica pa se kod kriptorhidnih pasa ti tumori javljaju i u ranijoj životnoj dobi (WITHROW i REEVES, 1996.).

6.2. ANALIZA HISTOLOŠKE KLASIFIKACIJE TUMORA
Rezultati razvrstavanja tumora testisa obduciranih pasa su pokazali da je 76,79% bilo jednostavnih tumora i to 33,93 % tumora Leydigovih stanica, 19,64% je bilo seminoma i to 12,50% intratubularnih i  7,14% difuznih, 12,50% tumora Sertolijevih stanica, te 10,71% IGCNU. Mješovitih tumora je bilo 21,43% od toga su najčešće kombinacije bile tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica, a zatim tumora Leydigovih stanica i intratubularnih seminoma, tumora Leydigovih stanica i difuznih seminoma te  mješovitih tumora Sertolijevih stanica i difuznih seminoma. Samo je u jednom testisu utvrđen tumor koji nije bio primaran već se radilo o metastazi limfoma. Ovakvi rezultati se gotovo u potpunosti podudaraju s literaturnim podacima (FOSTER i LADS, 2007.; GRIECO  i sur., 2007.; NØDTVEDT  i sur., 2011.) osim što u dosadašnjim istraživanjima nisu analizirani IGCNU pa ni podaci o njihovoj incidenciji nisu uvršteni u dosadašnje analize incidencije tumora sjemenika pasa. 

 Promjene koje su morfološki odgovarale IGCNU su dijagnosticirane u još 14 testisa (25,00 %) od testisa u kojima su bile druge neoplastične promjene. Pri tome su IGCNU najčešće dijagnosticirani uz tumore Leydigovih stanica, zatim intratubularne seminome, tumore Sertolijevih stanica, mješovite tumore Leydigovih i Sertolijevih stanica i jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i intartubularni seminom. Udio tumora sa IGCNU se nije značajnije razlikovao kod pojedinog tipa tumora. Iako do sada postoji malo istraživanja o IGCNU kod pasa (GRIECO i sur., 2008.b; LOOIJENGA i sur., 1994.) te nisu poznati podaci o incidenciji IGCNU kod pasa dostavljenih na obdukciju već je rađena analiza učestalosti IGCNU u biopsiranim testisima (GRIECO i sur., 2008.b) naši podaci prema kojima je u 11,75 % analiziranih testisa utvrđena prisutnost IGCNU bilo kao samostalne neoplastične promjene ili kao dodatne promjene u neoplastičnom testisu pokazuju da kod pasa kao i kod muškaraca, kod kojih se u roku od 7 godina od utvrđivanja 90% IGCNU razvije u invazivne tumore zametnih stanica (EBLE i sur., 2004.),  IGCNU predstavlja čestu neoplastičnu promjenu u testisima te vjerojatno ima ulogu u razvoju invazivnih tumora testisa. 

Samo je kod dva psa utvrđeno metastaziranje tumora sjemenika i to metatazranje seminoma u epididimis i metastaziranje tumora Sertolijevih stanica u trbušnu šupljinu i bubreg. S obzirom da se samo na osnovi biološkog ponašanja tumora tj. na osnovi  metastaziranja može govoriti da li se radi o malignom ili benignom tumoru (FOSTER i LADDS, 2007.) vidljivo je da se u našem istraživanju može govoriti samo o dva dokazana slučaja malignih tumora u testisima pasa, što se podudara s literaturnim podacima o malom broju zloćudnih u odnosu na ukupan broj tumora testisa kod pasa (FOSTER i LADDS, 2007.).   

Od uzoraka testisa pasa koji su dostavljeni s operacija 84,21% je bilo jednostavnih tumora i to seminoma 38,59% (35.08% difuznih, 3,51% intratubularnih),  tumora Sertolijevih stanica 28,07%, a tumora Leydigovih stanica 8,77 % te IGCNU u 3,51% slučajeva, a teratom  je dijagnosticiran kod jednog psa kao i tumor ovojnica perifernih živaca (PNST). Mješovitih tumora je bilo 15,79% od čega 7,02% mješovita tumora Sertolijevih stanica i difuznih seminoma, 5,26% mješovita tumora Leydigovih stanica i difuznih seminoma te po jedan (1,75%) mješoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica i mješoviti tumor Leydigovih stanica i intratubularni seminom. Iako se rezultati histopatološke analize tumora biopsiranih sjemenika donekle razlikuju od rezultata dosadašnjih istraživanja i naše analize tumora testisa obduciranih pasa, prema kojima se tumori Leydigovih stanica javljaju kao najčešći tumori ili s otprilike istom učestalošću kao seminomi i tumori Sertolijevih stanica u pasa (FOSTER i LADS, 2007.; GRIECO  i sur., 2007.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; NØDTVEDT  i sur., 2011.), znatno niža incidencija tumora Leydigovih stanica u odnosu na ostale tumore u testisa dostavljenih s operacije je najvjerojatnije posljedica toga što se tumori Leydigovih stanica javljaju u obliku znatno manjih proliferacija nego seminomi i tumori Sertolijevih stanica (FOSTER i LADS, 2007.) pa je zato i klinički puno teže ustanoviti ove promjene. Posljedično tome ti testisi puno rijeđe budu operirani i dijagnosticirani u biopsiranih testisa. Isti je razlog vjerojatno uzrok tome što su kod biposiranih testisa znatno rijeđe ustanovljeni intratubularni seminomi u odnosu na difuzne jer i oni barem u svojoj početnoj fazi ne uzrokuju značajnije kliničke promjene tj. povećanje testisa.

U 11 biopsiranih testisa je uz nabrojene neoplastične promjene ustanovljen i IGCNU kao dodatni tumor (19,30%),  a stanice koje su morfološki odgovarale IGCNU su najčešće dijagnosticirane uz difuzne seminome, zatim tumore Leydigovih stanica i kod pojedinačnih slučajeva teratoma, te uz mješoviti tumor Sertolijevih stanica i difuzni seminom, mješoviti tumor Leydigovih stanica i difuzni seminom te jedan mješoviti tumor Leydigovih stanica i intartubularni seminom. Rezultati analize učestalosti IGCNU u biopsiranih testisa su slični podacima iz skupine obduciranih pasa kod kojih su IGCNU utvrđene u 25% testisa kod kojih su utvrđene druge neoplazije. Što se tiče podudarnosti s istraživanjem koje su proveli Grieco i sur. (2008.) kod kojeg su IGCNU ustanovljeni kod 13 od 14 tumorozno promijenjenih, biopsiranih testisa, treba imati na umu da su u navedenom istraživanju IGCNU dijagnosticirani pretežito uz seminome te samo uz dva tumora Leydigovih stanica. U našem je istraživanju bio veći ukupan udio ostalih tipova tumora, uz koje se IGCNU rijetko javljaju kako kod muškaraca tako i kod pasa (EBLE i sur., 2004.; GRIECO i sur., 2008.b),  pa je i za očekivati  manju incidenciju ove promjene. Utvrđena incidencija IGCNU kao samostalnog tumora u biopsiranim testisima od 3,51% je očekivana jer psi sa takvim tumorima obično ne pokazuju kliničke znakove pa se njihovi testisi vrlo rijetko biopsiraju, što odgovara istraživanju Grieco i sur. (2008.). Visoka incidencija IGCNU u seminomatozno promijenjenim testisima je najvjerojatnije potvrda da se kao i kod muškaraca seminomi mogu razviti od prekursorskih promjena tj. od IGCNU (EBLE i sur., 2004., LOOIJENGA i sur., 1994.).

Rezultati histološke klasifikacije tumora sjemenika muškaraca pokazuju da je od  analiziranih tumora 56,86% bilo jednostavnih tumora i to seminoma 41,18%, 9,80% embrionalnih karcinoma te 3,92% teratoma i jedan (1,96%) samostalan IGCNU. Mješovitih tumora je bilo 43,14% od toga su svi bili mješoviti tumori zametnih stanica od čega je najviše bilo mješovitih embrionalnih karcinoma i teratoma,  mješovitih embrionalnih karcinoma i seminoma, mješovitih seminoma i teratoma,  mješovitih teratoma, embrionalnih karcinoma i koriokarcinoma dok su se ostale kombinacije mješovitih tumora javljale pojedinačno. Iako je u ovom istraživanju analiziran relativno mali uzorak tumora sjemenika muškaraca koji su nasumice odabrani iz arhive KBC „Rebro“, te vjerojatno nije u potpunosti reprezentativan u odnosu na cjelokupnu populaciju muškaraca s testikularnim neoplazijama, vidljivo je da rezultati našeg istraživanja gotovo u potpunosti odgovaraju onima iz literature. Pa su tako svi tumori koji su analizirani bili porijekla zametnih stanica što odgovara literaturnim podacima prema kojima je više od 90% svih primarnih tumora sjemenika muškaraca porijekla zametnih stanica (BAHRAMI i sur., 2007.). Također se visoki udio mješovitih tumora zametnih stanica (43,14%) iz našeg istraživanja slaže s podacima dosadašnjih istraživanja prema kojima su oni vrlo česti pa njihova incidencija može biti od 32 do 54% svih tumora zametnih stanica (BAHRAMI i sur., 2007.; EPSTEIN, 2010.; MOSTOFI i sur., 1987.). Udio i učestalost pojedinih tumora u mješovitim tumorima zametnih stanica analiziranih u našem radu se podudara s literaturnim podacima prema kojem se najčešće javljaju kombinacije embrionalnih karcinoma i  teratoma, a zatim  tumora žumanjčane vrećice, seminoma i  koriokarcinoma (EBLE i sur., 2004). Udio seminoma (41,18%) se također poklapa s podacima iz literature prema kojima oni čine do 50% tumora zametnih stanica (EBLE i sur., 2004.), što također odgovara i za embrionalne karcinome (9,80%) koji se prema dosadašnjim istraživanjima javljaju s incidencijom od 2 do 10% i za teratome (3,92%) koji se javljaju kao jednostavni tumori s učestalošću od 2-3% (EBLE i sur., 2004.; MOSTOFI i sur., 1988.). 

Uz dijagnosticirane tumore zametnih stanica u 64,71% analiziranih testisa muškaraca su utvrđene i promjene koje su morfološki odgovarale IGCNU. Pri tome su IGCNU utvrđene u 68,18%  mješovitih tumora zametnih stanica, 71,43% seminoma te u 60,00% embrionalnih karcinoma dok kod teratoma u tkivu testisa nisu utvrđene IGCNU. Ovakvi rezultati su u skladu s istraživanjem koje su proveli Giwercman i sur. (1990.) gdje je učestalost IGCNU u testisima muškaraca s tumorima zametnih stanica iznosila od 63 do 99%.

6.3. ANALIZA NAZOČNOSTI I ZNAČAJNOSTI IMUNOHISTOKEMIJSKIH BILJEGA

S obzirom da je kvantificiranje imunohistokemijske reakcije obavljeno na temelju procjene postotka pozitivnih stanica bez računalnog sustava analize slike, već na temelju osobne procjene treba imati u vidu i utjecaj subjektivnog čimbenika na procjenjene rezultate. Kako je ovakva metoda procjenjivanja imunohistokemijske reakcije prihvaćena u znanstvenoj literaturi tako je i u ovom istraživanju procjenjivanje obavljeno na isti način (BLACKHALL i sur., 2003.).  

Ekspresija c-KIT se očitovala u ukupno u 16,07% od tumorozno promjenjenih testisa obduciranih pasa. U biopsiranim testisima pasa ekspresija c-KIT se očitovala u ukupno 26,32% uzoraka tumoroznih testisa. Niska ekspresija c-KIT se može tumačiti s time što osim seminoma i njihovih mješovitih tumora, a manjim dijelom i IGCNU ostali tumori testisa pasa ne eksprimiraju ovaj biljeg (GRIECO i sur., 2010.; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.). Najčešće su c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima iz obje skupine pasa. Kod obduciranih pasa u difuznim seminomima je  u 50% slučajeva bila utvrđena c-KIT pozitivna reakcija, a pozitivno je bilo prosječno 90% stanica, dok su sa samo jednim pozitivnim uzorkom bili zastupljeni intratubularni seminom (14,29%) i  IGCNU (16,67%) sa po 5,00% pozitivnih stanica. Kod biopsiranih difuznih seminoma je u 45% slučajeva bila utvrđena pozitivna reakcija, a bilo je pozitivno prosječno 43,33% stanica. Kod obduciranih pasa su mješoviti tumori sa seminomatoznim komponentama bili rijeđe c-KIT pozitivni, dok je većina ovih tumora u biopsiranim testisima bila c-KIT pozitivna, a u obje skupine je postotak pozitivnih stanica bio manji tj. korelirao je s udjelom seminomatozne komponente. Iako je ekspresija c-KIT bila utvrđena kod relativno malog postotka tumoroznih testisa iz obje skupine pasa te nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji c-KIT u odnosu na histološki tip tumora niti kod biopsiranih testisa niti kod onih obduciranih pasa, iz istraživanja je vidljivo da je ekspresija c-KIT bila viša u seminomima i u mješovitim tumorima koji su imali seminomatoznu komponentu, u odnosu na stromalne tumore sjemenog užeta. Ovakvi se rezultati podudaraju s postoječim istraživanjima prema kojima seminomi pasa mogu eksprimirati c-KIT (GRIECO i sur., 2010.; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.; YU i sur., 2009.), a također odgovaraju i istraživanjima koja su provedena na humanim pacijentima prema kojima većina humanih seminoma eksprimira ovaj biljeg (EBLE i sur., 2004.; EDLING i HALBERG, 2007.).  Relativno mali broj 12 (36,36%) c-KIT pozitivnih uzoraka od 33 uzorka seminoma u obje skupine pasa bi se mogao tumačiti time što su Grieco i sur. (2010.) utvrdili da neki seminomi pasa ne eksprimiraju ovaj biljeg te da takvi seminomi najvjerojatnije odgovaraju spermatocitičnim seminomima muškaraca koji također,  nisu c-KIT pozitivni (EBLE i sur., 2004.; EMERSON i ULBRIGHT, 2005.). Razlog tome je vjerojatno to što ekspresija c-KIT prestaje kada se spermatogonije diferenciraju u spermatocite pa tako od njih nastali spermatocitični seminomi nisu c-KIT pozitivni (GRIECO i sur., 2010.; MAUDUIT i sur., 1999.). U prilog tome idu i činjenice da se kod muškaraca spermatocitični seminomi javljaju u starijoj dobi te da nisu zloćudni i ne metastaziraju (EBLE i sur., 2004.) što se podudara s našim istraživanjem prema kojem je većina seminoma utvrđena kod starijih pasa, također psi s obdukcije, gdje je i postotak c-KIT pozitivnih seminoma bio znatno manji od biopsiranih, nisu imali klinički dijagnosticirane tumore testisa što upućuje na to da se vjerojatno radilo o spermatocitičnim seminomima. Veći udio c-KIT pozitivnih seminoma kod pasa s kliničkim simptomima tumora testisa u biopsiranim uzorcima, upućuje na to da u pasa, osim spermatocitičnih, vjerojatno postoje i seminomi koji odgovaraju tzv. klasičnim seminomima muškaraca koji spadaju u maligne tumore pa je tako i njihovo ponašanje kod pasa agresivnije. Potvrda toga može biti i činjenica da su i u biopsiranih i testisima obduciranih pasa bili otprilike isti udjeli (50% i 45%) c-KIT pozitivnih difuznih seminoma, koji imaju infiltrativno ponašanje i brži rast. U obje je skupine utvrđen mali broj tumora koji nisu imali seminomatozne komponente sa manjim brojm  c-KIT pozitivnih stanica što je najvjerojatnije posljedica nespecifične imunohistokemijske reakcije.

Analiza ekspresije c-KIT kod intratubularnih i difuznih seminoma u obje skupine,  obduciranih pasa te pasa kod kojih su biopsirani testisi, pokazala je statistički značajnu razliku u postotku pozitivnih stanica s većim udjelom pozitivnih stanica kod difuznih (26,09%) u odnosu na intratubularne seminome (0,56%) što i odgovara histološkoj slici kod koje je znatno veći broj tumorskih stanica u difuznim nego intratubularnim seminomima. 

U testisima muškaraca pozitivna c-KIT reakcija se očitovala u 84,31% uzoraka tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima. Svi uzorci jednostavnih seminoma su bili c-KIT pozitivni, a prosječno je bilo pozitivno 80,71 % stanica. Također je bilo pozitivno 81,82% mješovitih tumora testisa u kojima je bilo pozitivno 20,28% stanica.Većina tih tumora su u sebi imali seminomatoznu komponentu, a udio pozitivnih stanica je odgovarao udjelu seminomatozne komponente. Samo jedan mješoviti tumor koji je sadržavao seminomatoznu komponentu nije bio c-KIT pozitivan. Kod ostalih c-KIT pozitivnih mješovitih tumora pozitivne su bile stanice koje su odgovarale IGCNU. Od ostalih dijagnosticiranih tumora pozitivne su većinom bile IGCNU stanice, dok je jedino kod 3 tumora, koji nisu imali niti seminomatoznu komponentu niti dijagnosticirane IGCNU, utvrđeno do 5% pozitivnih stanica što je vjerojatno posljedica nespecifične reakcije. U tumorima testisa muškaraca je utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji c-KIT u odnosu na histološki tip tumora i to između seminoma i embrionalnih karcinoma, te seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica, dok za samostalne IGCNU i teratome nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela, što je vjerojatno posljedica malog broja uzoraka ovih tumora. Ovakvi razultati naše analize su u potpunosti u skladu s dosadašnjim spoznajama prema kojima seminomi muškaraca i mješoviti tumori sa seminomatoznom komponentom eksprimiraju c-KIT (EBLE i sur., 2004.; EDLING i HALBERG, 2007.; GASAHAW i sur., 2007.; ULBRIGHT, 2005.). Činjenica da su c-KIT pozitivni pretežito klasični seminomi dok spermatocitični seminomi rijetko pokazuju njegovu ekspresiju se podudara s našom analizom. Našom analizom je utvrđeno da su svi osim jednog tumora sa seminomatoznom komponentom bili c-KIT pozitivni što govori u prilog podacima iz literature prema kojima kod muškaraca dominiraju klasični seminomi dok se samo u 1 do 2% slučajeva javljaju spermatocitični seminomi (EBLE i sur., 2004.; EPSTEIN, 2010.).  

Imunohistokemijska pretraga testisa obduciranih pasa pokazala je ekspresiju PLAP u 10,59% uzoraka testisa te u 23,21%  tumorozno promijenjenih testisa. U tumorozno nepromijenjenim testisima je bilo 4,39% pozitivnih uzoraka. U svim pozitivnim uzorcima postotak pozitivnih stanica se kretao do 5%, te su u svim uzorcima pozitivne stanice bile fokalno intratubularno raspoređene i morfološki su odgovarale IGCNU.  Najčešće su PLAP bili pozitivni tumori Leydigovih stanica, tumori Sertolijevih stanica, samostalni IGCNU te dva mješovita tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica dok su svi ostali tumori bili seminomi ili mješoviti tumori sa seminomatoznim komponentama. U biopsiranim testisima pasa ekspresija PLAP se očitovala u 26,32% tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su bile pozitivne IGCNU stanice unutar testisa sa tumorima Sertolijevih stanica, difuznih i jednog intratubularnog seminom te oba samostalna IGCNU. Također su PLAP pozitivne stanice utvrđene u dva mješovita tumora od kojih su oba imala seminomatozne komponente. Od neseminomatoznih tumora ili tumora u kojima nisu dijagnosticirani IGCNU samo je u dva slučajeva bilo PLAP pozitivnih stanica što je najvjerojatnije posljedica nespecifične reakcije. 

Rezultati analize ekspresije PLAP u testisima obduciranih pasa i u  biopsiranim testisima pokazuju da su najčešće PLAP pozitivne bile stanice koje su odgovarale IGCNU te je udio pozitivnih stanica bio do 5%. Ovi rezultati se poklapaju s istraživanjem Grieco i sur. (2007.; 2008.b) prema kojima se u tumorima testisima pasa javljaju PLAP pozitivne stanice koje odgovaraju IGCNU muškaraca (EBLE i sur., 2004.; EMERSON i  ULBRIGHT, 2005.). Prisutnost PLAP pozitivnih stanica u testisima u kojima nisu utvrđeni invazivni oblici tumora i u onima koji su histološki bili nepromijenjeni je također potvrda da kao i kod muškaraca u testisima pasa postoje IGCNU (GRIECO i sur., 2008.b).  Zbog toga što su se ove PLAP pozitivne stanice tj. IGCNU nalazile kod svih tipova tumora nije niti za očekivati statistički značajnu razliku u ekspresiji ovog biljega između pojedinih tipova tumora, što je i potvrđeno ovim istraživanjem. Veći udio PLAP pozitivnih stanica je utvrđen jedino u seminomima kod obje skupine pasa te mješovitim tumorima sa seminomatoznom komponentom što je još jedan dokaz za to da kao i kod ljudi, kod kojih klasični seminomi eksprimiraju PLAP u 85 do 100% stanica, dok spermatocitični seminomi rijetko fokalno eksprimiraju ovaj biljeg (EBLE i sur., 2004.; DEKKER i sur., 1992.; KIM i sur., 2010.) i kod pasa postoje seminomi koji eksprimiraju ovaj biljeg. Time je našim istraživanjem potvrđena teorija da se kod pasa, iako sa znatno nižom učestalošću, javljaju tumori koji odgovaraju tzv. klasičnim seminomima muškaraca koji se razvijaju od prespermatogonija koje su PLAP pozitivne (GRIECO i sur., 2007; GRIECO i sur. 2010.; RAJPERT-DE MEYTS i sur.; 2003.), tj da i kod pasa kao i kod muškaraca seminome treba dijeliti na spermatocitične i tzv. klasične seminome.  

Kod testisa obduciranih pasa od svih 13 PLAP pozitivnih tumora kod 8 tumora su i HE i PAS metodom postavljene dijagnoze IGCNU. Veći broj uzoraka kod kojih su, bilo HE ili PAS, ili s obje metode, dijagnosticirani IGCNU od kojih je samo 8 uzoraka bilo i PLAP pozitivno se vjerojatno može tumačiti relativno malom veličinom ovih promjena pa je teško dobiti veći broj histoloških rezova koji su potrebni za izvođenje imunohistokemijske pretrage koji su identični rezovima na kojima je rađena HE ili PAS analiza. Od svih 15 PLAP pozitivnih biopsiranih tumora kod 4 tumora su i HE i PAS metodom postavljene dijagnoze IGCNU, to je vjerojatno posljedica toga što su, za razliku od testisa obduciranih pasa, biopsirani testisi bili morfološki jače promijenjeni te je udio tumoroznog tkiva u testisima bio znatno veći pa je u tom tkivu, standardnom HE metodom i PAS bojenjem, teže diferencirati stanice koje odgovaraju IGCNU.

 U testisima muškaraca ekspresija PLAP se očitovala u 94,12% tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na PLAP bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima. Pri tome su svi seminomi bili pozitivni te je kod njih prosječno bilo pozitivno 65,48% stanica. Također su bili pozitivni i svi mješoviti tumori sa seminomatoznom komponentom, a ekspresija PLAP je korelirala s udjelom seminomatozne komponente u ovim tumorima. 91,67% od ostalih mješovitih tumora je bilo PLAP pozitivno te su večinom bile pozitivne IGCNU stanice u tim tumorima dok su se javljala i manja fokalna PLAP pozitivna područja i to većinom unutar komponente embrionalnih karcinoma. Jedini dijagnosticirani samostalni IGCNU je također bio PLAP pozitivan. Utvrđene su statistički značajne razlike u ekspresiji PLAP između seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica što se može interpretirati kao posljedica manjeg udjela seminomatoznih komponenti u mješovitim tumorima te samo pozitivnim IGCNU stanicama u tumorima bez seminomatoznih stanica. Ovakvi rezultati imunohistokemijske analize pomoću PLAP biljega se u potpunosti podudaraju s literaturnim podacima prema kojima seminomi muškaraca u 85 do 100%;  tumorskih stanica eksprimiraju PLAP što vrijedi i za mješovite tumore s ovom komponentom (EBLE i sur. 2004.; EMERSON i  ULBRIGHT, 2005.). Time se i ovim istraživanjem dokazuje da u muškaraca pretežu klasični seminomi koji se razvijaju od prespermatogonija koje su PLAP pozitivne (EBLE i sur. 2004. GASKELL  i sur., 2004.; KIM i sur., 2010.; RAJPERT-DE MEYTS i sur.; 2003.).  Ekspresija PLAP u neseminomatoznim tumorima je većinom bila samo fokalna i slabijeg intenziteta pa se to najvjerojatnije može tumačiti kao nespecifična imunohistokemijska reakcija.

Pretragom testisa obduciranih pasa ekspresija citokeratina se očitovala u 35,71% tumorozno promijenjenih testisa dok se kod biopsiranih testisa očitovala u  33,33% neoplastičnih testisa. U obje skupine su najčešće na citokeratin bili pozitivni tumori Sertolijevih stanica, a prosječno je bilo pozitivno 32,00% stanica u testisima obduciranih i 51,00% stanica biopsiranih testisa. Što se tiče ostalih jednostavnih tumora, u obje je skupine bio pozitivan manji broj dijagnosticiranih tumora Leydigovih stanica s manjim brojem pozitivnih stanica. Od ostalih tumora većinom su bili pozitivni mješoviti tumori koji su u sebi imali Sertolijstaničnu komponentu, a udio pozitivnih stanica je odgovarao udjelu neoplastičnih Sertolijevih stanica. Osim ovih pozitivni su bili samo pojedinačni drugi tipovi tumora sa samo fokalnom pozitivošću ili pozitivnošću intersticijske komponente tumora.  

Za ekspresiju citokeratina  u tumorima testisa obduciranih pasa, utvrđena je statistički značajna razlika u ekspresiji između tumora Sertolijevih stanica i intratubularnih seminoma, tumora Sertolijevih stanica i tumora Leydigovih stanica te tumora Leydigovih stanica i mješovitih tumora Leydigovih stanica i intratubularnih seminoma, dok između ostalih tipova tumora razlika u ekspresiji nije bila statistički značajna. Kod biopsiranih tumora je utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji citokeratina između tumora Sertolijevih stanica i difuznih seminoma, a između ostalih tipova tumora razlika u ekspresiji nije bila statistički značajna. 

Dobiveni rezultati ekspresije citokeratina u tumorima testisa kod obduciranih kao i kod biopsiranih testisa pasa se slažu s literaturnim podacima prema kojima  tumori Sertolijevih stanica eksprimiraju citokeratin. Tumori Leydigovih stanica također, ali rijeđe mogu biti pozitivni, dok zametne stanice pa tako niti IGCNU, niti seminomi ne eksprimiraju citokeratin (BANCO i sur., 2010; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.). Zbog toga je i ovim istraživanjem potvrđeno da je moguće korištenje citokeratina kao markera za diferencijaciju, prvenstveno tumora Sertolijevih stanica pasa od tumora zametnih stanica, ali i drugih tumora stromalnih tumora testisa pasa. 

U testisima muškaraca se ekspresija citokeratina očitovala u ukupno 43,14% uzoraka tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na citokeratin bili pozitivni mješoviti tumori zametnih stanica. Od toga su citokeratin eksprimirali svi mješoviti tumori s komponentom embrionalnog karcinoma, a pozitivno je bilo prosječno 57,20 % stanica što korelira s udjelom stanica embrionalnog karcinoma u ovim tumorima. Također je imunohistokemijska reakcija bila pozitivna u svim jednostavnim embrionalnim karcinomima s ekspresijom citokeratina u gotovo svim stanicama. Od ostalih  mješovitih tumora bila je pozitivna komponenta tumora žumanjčane vrećice u mješovitom teratomu i tumoru žumanjčane vrećice te je bio fokalno pozitivan jedan mješoviti seminom i koriokarcinom. Razlika u ekspresiji citokeratina je bila statistički značajna između seminoma i embrionalnih karcinoma, te seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica, dok za samostalne IGCNU i teratome nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela, vjerojatno kao posljedica vrlo malog broja analiziranih uzoraka ovih tumora. 

Našom analizom ekspresije citokeratina AE1/AE3 potvrđeni su literaturni podaci prema kojima citokeratin eksprimiraju stanice embrionalnih karcinoma i  tumora žumanjčane vrećice te stromalni tumori sjemenog užeta muškaraca dok tumori zametnih stanica tj. seminomi ne pokazuju ili samo vrlo slabo pokazuju njegovu ekspresiju. (CHANG i sur., 2002.; CHEVILLE i sur., 2000.; RADI i sur., 2004.), stoga se kod humanih tumora testisa citokeratin najčeščće koristi kao biljeg za razlikovanje seminoma od embrionalnih karcinoma i tumora žumanjčane vrećice tj. za razlikovanje pojedinih komponenti u mješovitim tumorima (EBLE i sur., 2004.). 

Ekspresija CD 30 se očitovala u samo 3 (7,14%) tumorozno promijenjenih testisa obduciranih pasa i u 5 (8,77%) biopsiranih uzoraka neoplastičnih testisa pasa. Statistička značajnost u ekspresiji CD 30 u odnosu na histološki tip tumora nije utvrđena niti u biopsiranih testisa niti kod testisa obduciranih pasa. U svim uzorcima, osim jednog tumora Sertolijevih stanica dostavljenog nakon operacije psa kod kojeg je bilo 50% pozitivnih stanica, je pozitivan bio samo manji broj stanica i reakcija je bila slabijeg intenziteta. Pozitivne stanice su većinom odgovarale stanicama sjemenog užeta u jednostavnim i mješovitim tumorima Sertolijevih stanica dok je bojenje u jednom seminomu bilo fokalno. Ovakvi rezultati ekspresije CD 30 u tumorima testisa pasa su potvrdili rezultate histopatološke klasifikacije koja je provedena u ovom istraživanju. S obzirom da se u humanoj patologiji CD 30 koristi kao biljeg za razlikovanje embrionalnih karcinoma (EMERSON i ULBRIGHT, 2005.; ICZKOWSKI i BUTLER, 2006.), čije stanice ga jače eksprimiraju, od drugih tumora zametnih stanica testisa, a isti su rezultati istraživanja na testisima pasa koje su objavili Yu i sur. (2009.) naši rezultati niske eksprsesije CD 30 se podudaraju s rezultatima histopatološke pretrage prema kojima nisu ustanovljeni embrionalni karcinomi niti u jednoj skupini pasa. Naš rezultat prema kojem je u slučaju jednog seminoma utvrđena fokalna ekspresija CD 30 se također podudara s humanim istraživanjem o fokalnoj pozitivnosti nekih seminoma što je možebitno povezano s transformacijom seminoma u embrionalne karcinome (HITTMAIR, 1996.; LEROY i sur., 2002.).  

U testisima muškaraca ekspresija CD 30 se očitovala u 56,86% uzoraka tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na CD 30 bili pozitivni mješoviti tumori zametnih stanica pri čemu je bilo pozitivno 95,24% od mješovitih tumora s komponentom embrionalnog karcinoma te svi embrionalni karcinomi. Kod ovih tumora ekspresija CD 30 se očitovala uglavnom u stanicama embrionalnog karcinoma. Statistički je bila značajna razlika u ekspresiji CD 30 između između seminoma i embrionalnih karcinoma, te seminoma i mješovitih tumora zametnih stanica što se podudara s literaturnim podacima prema kojima se CD 30 koristi za razlikovanje humanih embrionalnih karcinoma od drugih tumora zametnih stanica (EBLE i sur., 2004.; CHO i sur., 2005; ULBRIGHT, 2005.). Pozitivna su bila i oba dijagnosticirana teratoma s prosječno 50,00% pozitivnih stanica, ali i jedan seminom sa fokalnom ekspresijom CD 30 što se također možda može objasniti s hipotezom da je fokalna pozitivnost u seminomima možda povezana s transformacijom seminoma u embrionalne karcinome (HITTMAIR, 1996.; LEROY i sur., 2002.).  Za samostalne IGCNU i teratome nije utvrđena statistički značajna razlika u ekspresiji ovog protutijela, što je vjerojatno posljedica vrlo malog broja analiziranih uzoraka ovih tumora.

Sumirajući rezultate imunohistokemijske analize navedenih tumorskih biljega može se vidjeti da je njihova upotreba korisna u svrhu točnije diferencijacije tumora testisa pasa što potvrđuje dosadašnja istraživanja tumora testisa pasa, a također potvrđuje i literaturne podatke prema kojima su ovi biljezi među najvažnijima u dijagnostici tumora testisa muškaraca ((EBLE i sur., 2004.; EDLING i HALBERG, 2007.; GASAHAW i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2010.; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.; ULBRIGHT, 2005.; YU i sur., 2009.). 

Rezultati analize ekspresije c-KIT u testisima pasa su pokazali da postoje razlike u ekspresiji ovog biljega unutar skupine seminoma što ide u prilog hipotezi koja se u zadnje vrijeme pojavljuje u znanstvenoj literaturi, da u pasa kao i kod muškaraca postoje dva tipa seminoma, spermatocitični i klasični (GRIECO i sur., 2007., GRIECO i sur., 2010.).  Rezultati analize c-KIT ekspresije kod muškaraca su potvrdili literaturne podatke o dominaciji klasičnih u odnosu na spermatocitične seminome (EBLE i sur., 2004). 

Analiza ekspresije PLAP je kod pasa potvrdila hipotezu Grieco i sur. (2008.b) da kod pasa kao i kod muškaraca u tumorima testisa te u testisima koji nemaju invazivne oblike tumora postoje stanice koje odgovaraju IGCNU te eksprimiraju PLAP i time opovrgla istraživanje koje su 1994. god. proveli  Looijenga i sur. Također je pokazala da i pojedini seminomi pokazuju njegovu ekspresiju što također potvrđuje teoriju o dva tipa seminoma u pasa (GRIECO i sur., 2007.; GRIECO i sur., 2008.b.; GRIECO i sur., 2010.) za razliku od rezultata Looijenga i sur.(1994.) koji su utvrdili samo jedan tip seminoma koji bi odgovarao humanim spermatocitičnim seminomima. Rezultati analize ekspresije PLAP kod muškaraca su se u potpunosti podudarali s literaturnim podacima (EBLE i sur. 2004.; EMERSON i  ULBRIGHT, 2005.) te su potvrdili opravdanost korištenja PLAP u svrhu dijagnostike IGCNU te diferencijacije seminoma od ostalih tumora zametnih stanica testisa. 

Što se tiče analize ekspresije citokeratina u tumorima testisa pasa potvrđena su dosadašnja istraživanja prema kojima je ovaj biljeg koristan za razlikovanje prvenstveno tumora Sertolijevih stanica testisa od jednostavnih tumora zametnih stanica te njihovih mješovitih oblika (BANCO i sur., 2010; OWSTON i RAMOS-VARA, 2007.). Također su i kod muškaraca potvrđeni literaturni navodi prema kojima se ovaj biljeg može koristiti za diferencijaciju seminoma od embrionalnih karcinoma i tumora žumanjčane vrećice tj. za razlikovanje pojedinih komponenti u mješovitim tumorima (EBLE i sur., 2004.). 

Analizirajući rezultate ekspresije CD 30 u testisima pasa vidljivo je da su njome potvrđeni rezultati histopatološka analize u kojoj nisu utvrđeni embrionalni karcinomi u testisima pasa što odgovara i podacima o njihovoj niskoj incidenciji u pasa (FOSTER i LADDS, 2007.) dok je naprotiv kod humanih tumora CD 30 pokazao visoku važnost u diferencijaciji vrlo učestalih embrionalnih karcinoma i njegovih komponenti u mješovitim tumorima zametnih stanica (EBLE i sur. 2004.; EMERSON i  ULBRIGHT, 2005.; MACLACHLAN i KENNEDY, 2002.; YU i sur., 2009.).  

7. ZAKLJUČCI

1. Provedenim istraživanjem utvrđena je učestalost tumora testisa kod obduciranih pasa od 51,76% te incidencija tumora testisa u odnosu na ostale biopsirane tumore pasa od 7,11%.

2. Prosječna dob obduciranih pasa s utvrđenim tumorima testisa je bila 10,16 godina te 10,24 godina za pse kod kojih su utvrđeni tumori u biopsiranim uzorcima testisa. Kod muškaraca sa tumorima testisa je prosječna dob bila 33,35 godina.

3. Pasmine kod kojih su se najučestalije javljali tumori testisa kod obduciranih pasa su križanac, labrador, pudl, zlatni retriver, aljaški malamut i mastif dok su se kod biopsiranih tetisa tumori najčešće javljali kod križanaca, zlatnih retrivera, njemačkih ovčara, pekinezera, jorkširskih terijera i labradora. Bilateralni tumori su se u obje skupine pasa najčešće javljali kod križanaca.

4. Kod biopsiranih testisa u 9,80% uzoraka su tumori dijagnosticirani u kriptorhidnim testisima, dok je kod testisa obduciranih pasa samo jedan testis bio kriptorhidan no u njemu nije bilo neoplastičnih promjena.
5. Histopatološkom analizom je utvrđeno da su se u testisima obduciranih pasa najčešće javljali tumori Leydigovih stanica (33,93%), seminomi (19,64%;  intratubularni 12,50% / difuzni 7,14%), tumori Sertolijevih stanica (12,50%), IGCNU (10,71%) i mješoviti tumori (21,43%) od čega su najčešći bili mješoviti tumori Leydigovih i Sertolijevih stanica, Leydigovih stanica i seminoma te Sertolijevih stanica i seminoma. Kod biopsiranih testisa pasa su najčešći bili seminomi (38,59%; difuzni 35,08% / intratubularnih 3,51%), tumori Sertolijevih stanica (28,07%), tumori Leydigovih stanica (8,77%), IGCNU (3,51%) i mješoviti tumori (15,79%) od kojih su najčešći bili mješoviti tumori Sertolijevih stanica i seminoma te Leydigovih stanica i seminoma. IGCNU je kao dodatna neoplastična promjena utvrđena u 25,00% tumorozno promijenjenih testisa obduciranih pasa te u 19,30% neoplastično promijenjenih biopsiranih testisa pasa. Samo su kod dva obducirana psa utvrđene metastaze tumora testisa što je ove tumore svrstalo u skupinu zloćudnih dok su svi ostali tumori iz obje skupine klasificirani kao dobroćudni. Kod muškaraca su se najčešće javljali jednostavni seminomi (41,18%), embrionalni karcinomi (9,80%), teratomi (3,92%) IGCNU (1,96%), a od mješovitih tumora utvrđeno je 43,14% mješovitih tumora zametnih stanica od kojih su najčešći bili mješoviti embrionalni karcinomi i teratomi, mješoviti embrionalni karcinomi i seminomi te mješoviti seminomi i teratomi. IGCNU je kao dodatna promjena dijagnosticirana u 64,71% tumora testisa muškaraca. 

6. Embrionalni karcinomi nisu utvrđeni niti u jednom uzorku iz obje skupine pasa.

7. Analizirani tumorski biljezi mogu poslužiti za diferencijaciju tumora testisa pasa, a također je potvrđena njihova svrhovitost pri diferencijaciji tumora testisa muškaraca. Osobito se dobrim kod pasa pokazao citokeratin AE1/AE3 koji pokazuje dobre rezultate u diferencijaciji stromalnih tumora testisa, posebice tumora Sertolijevih stanica, od tumora zametnih stanica. c-KIT i PLAP su pokazali veću ekspresiju u tumorima zametnih stanica, a PLAP je pokazao dobru ekspresiju u IGCNU. CD 30 je u tumorima testisa pasa pokazao slabu ekspresiju što je očekivani rezultat s obzirom na to da je njegova ekspresija izražena u embrionalnih karcinoma koji nisu dijagnosticirani niti u jednoj skupini pasa.

8. Obavljenom histopatološkom analizom i na temelju ekspresije c-KIT tumorskog biljega utvrđeno je da se seminomi pasa mogu kao i kod muškaraca svrstati u dvije skupine: c-KIT pozitivne klasične seminome te c-KIT negativne spermatocitične seminome.

8. SAŽETAK


U ovom radu je istraživana pojavnost tumora testisa pasa u arhivskim uzorcima testisa dobivenih nakon obdukcije pasa (u razdoblju od 1. listopada 2009. do 31. prosinca 2010.) te u arhivskim uzorcima tumora koji su dostavljeni nakon operacija pasa (u razdoblju od 1. travnja  2007. do 31. siječnja 2011.) koji su analizirani na Zavodu za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Također su analizirani arhivski uzorci tumora sjemenika muškaraca sa Zavoda za opću patologiju i patološku anatomiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, koji su analizirani nakon operacije tumora  u Kliničkom bolničkom centru „Rebro“ (u razdoblju od  1. siječnja 2009. do 31. siječnja 2011.). U navedenim razdobljima je utvrđena učestalost tumora testisa kod obduciranih pasa od 51,76% te incidencija tumora testisa u odnosu na ostale biopsirane tumore pasa od 7,11%. Utvrđena je starost pacijenata koji su oboljevali od tumora testisa te je prosječna dob obduciranih pasa s utvrđenim tumorima testisa bila 10,16 godina te 10,24 godina za pse kod kojih su utvrđeni tumori u biopsiranim uzorcima testisa. Kod muškaraca sa tumorima testisa je prosječna dob bila 33,35 godina. Glede pasminske dispozicije, pasmine kod kojih su se najučestalije javljali tumori testisa kod obduciranih pasa su križanac, labrador, pudl, zlatni retriver, aljaški malamut i mastif dok su se kod biopsiranih tetisa tumori najčešće javljali kod križanaca, zlatnih retrivera, njemačkih ovčara, pekinezera, jorkširskih terijera i labradora. Bilateralni tumori su se u obje skupine pasa najčešće javljali kod križanaca. Kod biopsiranih testisa u 9,80% uzoraka su tumori dijagnosticirani u kriptorhidnim testisima, dok je kod testisa obduciranih pasa samo jedan testis bio kriptorhidan no u njemu nije bilo neoplastičnih promjena. 

Tumori su histološki klasificirani sukladno Klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije za pse i ljude iz 1998. godine  te je utvrđeno da su se u testisima obduciranih pasa najčešće javljali tumori Leydigovih stanica (33,93%), seminomi (19,64%;  intratubularni 12,50% / difuzni 7,14%), tumori Sertolijevih stanica (12,50%), IGCNU (10,71%) i mješoviti tumori (21,43%) od čega su najčešći bili mješoviti tumori Leydigovih i Sertolijevih stanica, Leydigovih stanica i seminoma te Sertolijevih stanica i seminoma. Kod biopsiranih testisa pasa su najčešći bili seminomi (38,59%; difuzni 35,08% / intratubularnih 3,51%), tumori Sertolijevih stanica (28,07%), tumori Leydigovih stanica (8,77%), IGCNU (3,51%) i mješoviti tumori (15,79%) od kojih su najčešći bili mješoviti tumori Sertolijevih stanica i seminoma te Leydigovih stanica i seminoma. Embrionalni karcinomi nisu utvrđeni niti u jednom uzorku iz obje skupine pasa. IGCNU je kao dodatna neoplastična promjena utvrđena u 25,00% tumorozno promijenjenih testisa obduciranih pasa te u 19,30% neoplastično promijenjenih biopsiranih testisa pasa. Samo su kod dva obducirana psa utvrđene metastaze tumora testisa što je ove tumore svrstalo u skupinu zloćudnih dok su svi ostali tumori iz obje skupine klasificirani kao dobroćudni. Kod muškaraca su se najčešće javljali jednostavni seminomi (41,18%), embrionalni karcinomi (9,80%), teratomi (3,92%) IGCNU (1,96%), a od mješovitih tumora utvrđeno je 43,14% mješovitih tumora zametnih stanica od kojih su najčešći bili mješoviti embrionalni karcinomi i teratomi, mješoviti embrionalni karcinomi i seminomi te mješoviti seminomi i teratomi. IGCNU je kao dodatna promjena dijagnosticirana u 64,71% tumora testisa muškaraca. 
Analizirani su tumorski biljezi c-KIT, PLAP, citokeratin AE1/AE3 i CD 30 na uzorcima iz sve tri skupine.  Ekspresija c-KIT se očitovala u ukupno u 16,07% od tumorozno promjenjenih testisa obduciranih pasa te u 26,32% biopsiranih tumora testisa pasa. Najčešće su c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima iz obje skupine pasa, no postojao je i određeni broj seminoma čije stanice nisu pokazivale ekspresiju c-KIT. U testisima muškaraca pozitivna c-KIT reakcija se očitovala u 84,31% uzoraka tumora testisa, a najčešće su c-KIT bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima zametnih stanica. Imunohistokemijska pretraga testisa obduciranih pasa pokazala je ekspresiju PLAP u 10,59% uzoraka testisa te u 23,21% tumorozno promijenjenih testisa, a u  biopsiranim testisima ekspresija PLAP se očitovala u 26,32% tumora testisa. Najčešće su PLAP pozitivne bile stanice koje su odgovarale IGCNU, dok je manji broj seminoma imao difuznu ekspersiju. U testisima muškaraca ekspresija PLAP se očitovala u 94,12% tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na PLAP bili pozitivni seminomi i seminomatozne komponente u mješovitim tumorima te IGCNU. Pretragom testisa obduciranih pasa ekspresija citokeratina se očitovala u 35,71% tumorozno promijenjenih testisa dok se kod biopsiranih testisa očitovala u 33,33% neoplastičnih testisa, a u obje skupine su najčešće na citokeratin bili pozitivni jednostavni i mješoviti tumori Sertolijevih stanica, a slabija je ekspresija bila u tumorima Leydigovih stanica. U testisima muškaraca se ekspresija citokeratina očitovala u ukupno 43,14% uzoraka tumorozno promijenjenih testisa te su najčešće na citokeratin bili pozitivni mješoviti tumori zametnih stanica s komponentom embrionalnog karcinoma i tumora žumanjčane vrećice te jednostavni embrionalnoi karcinomi. Ekspresija CD 30 se očitovala u samo 7,14% tumorozno promijenjenih testisa obduciranih pasa i u 8,77% biopsiranih uzoraka neoplastičnih testisa pasa.  U testisima muškaraca ekspresija CD 30 se očitovala u 56,86% uzoraka tumorozno promijenjenih testisa. Najčešće su na CD 30 bili pozitivni mješoviti tumori zametnih stanica pri čemu je bilo pozitivno 95,24% od mješovitih tumora s komponentom embrionalnog karcinoma te svi embrionalni karcinomi.  Statistički značajne razlike u ekspresiji biljega u odnosu na histološke tipove tumora su utvrđene za sve tumorske biljege u tumorima testisa muškarca, dok su u obje skupine pasa utvrđene statistički značajne razlike u ekspresiji citokeratina u odnosu na tumore zametnih stanica, stromalne tumore i mješovite tumore. Obavljenom imunohistokemijskom analizom je utvrđeno da istraživani tumorski biljezi mogu poslužiti za diferencijaciju tumora testisa pasa, a također je potvrđena njihova svrhovitost pri diferencijaciji tumora testisa muškaraca. Osobito se dobrim kod pasa pokazao citokeratin AE1/AE3 koji pokazuje dobre rezultate u diferencijaciji stromalnih tumora testisa, posebice tumora Sertolijevih stanica, od tumora zametnih stanica. c-KIT i PLAP su pokazali veću ekspresiju u tumorima zametnih stanica, a PLAP je pokazao dobru ekspresiju u IGCNU. CD 30 je u tumorima testisa pasa pokazao slabu ekspresiju što je očekivani rezultat s obzirom na to da je njegova ekspresija izražena u embrionalnih karcinoma koji nisu dijagnosticirani niti u jednoj skupini pasa. 
Obavljenom histopatološkom analizom i upotrebom PLAP tumorskog biljega dokazano je postojanje IGCNU u testisima pasa dok je na temelju ekspresije c-KIT tumorskog biljega utvrđeno da se seminomi pasa mogu kao i kod muškaraca svrstati u dvije skupine: c-KIT pozitivne klasične seminome te c-KIT negativne spermatocitične seminome.

9. SUMMARY

In this research, incidence of testicular tumors of the dogs and men were investigated. The analyzed samples from the dogs were the archive samples analyzed in the Department of Veterinary pathology, Veterinary faculty, Zagreb from necropsied dogs (in period between October, 1, 2009. till December, 31, 2011) and in the samples of biopsed tumors of the dogs (in period between April, 1, 2007. till January, 31, 2011).  For men archive samples of the biopsed testicular tumors operated at KBC „Rebro“, Zagreb and analyzed in the Department of general pathology and pathological anatomy, Medical faculty, Zagreb (in period between January, 1, 2009. till January, 31, 2011) were investigated. During described periods testicular tumors were found in 51,76% necropsed dog, regarding other biopsed tumors, testicular tumors comprised 7,11% of all biopsed. Median age of necropsied dogs with testicular tumors was 10,16 years and for dogs with biopsed tumors 10,24 years. Human patients developed testicular tumors at a medium age of 33,35 years. Regarding  breed disposition, mixed-breed dogs, labradors, poodles, golden retrievers, alascan malamuts and mastifs were overrepresented in necropsied group. Mixed-breed dogs, golden retrivers, german shepherds, pekingese, Yorkshire terriers and labradors were overrepresented in the group of biopsed testis.  Bilateral tumors were in both groups overrepresented in  mixed-breed dogs. In 9,80% of biopsed dog testicular tumors were diagnosed in cryptorchid testis, and there was just one cryptorchid testis without tumor in the group of necropsied dogs. 

Tumors were classified according to WHO classification of testicular tumors of dog and men. In the necropsied dogs group most frequent tumors were Leydig cell tumors (33,93%), seminomas (19,64%;  intratubular 12,50% / diffuse 7,14%), Sertoli cell tumors (12,50%), IGCNU (10,71%) and mixed tumors (21,43%). The most frequently mixed tumors were mixed Leydig and Sertoli cell tumors, mixed Leydig cell tumors and seminomas, and  mixed Sertoli cell tumors and seminomas. In the group of biopsed dogs testis most frequently were seminomas (38,59%; diffuse 35,08% / intratubular 3,51%), Sertoli cell tumors (28,07%), Leydig cell tumors (8,77%), IGCNU (3,51%) and mixed tumors (15,79%). The most frequently mixed tumors were mixed Sertoli cell tumors and seminomas, and mixed Leydig cell tumors and seminomas.  Embrional carcinomas were not diagnosed in dogs testis. IGCNU as additional alterations were diagnosed in 25,00% of neoplastic testis in necropsied and in  19,30% neoplastic biopsed dogs testiscles. Just in two necropsied dogs metastasis of testicular tumors were found. Becaouse of that only this tumors were caracterized as malignant and the rest of tumors from both groups were characterised as benign. By the human testis most frequently were diagnosed seminomas (41,18%), embrional carcinomas (9,80%), teratomas (3,92%) IGCNU (1,96%) and mixed tumors (43,14%). All mixed tumors were of germ cell origin and most often were mixed embrional carcinomas and teratomas, mixed embrional carcinomas and seminomas, and mixed seminomas and teratomas. IGCNU as additional alterations were diagnosed in 64,71% human testicular tumors. 

Tumors from all groups were analyzed using immunohystochemical markers: c-KIT, PLAP, cytokeratin AE1/AE3 and CD 30.  c-KIT were expressed in 16,07% of testicular tumors of necropsied dogs and in 26,32% biopsed tumors of dogs. From both group of dogs most often were c-KIT positive seminomas and seminomatous components in mixed tumors, but there were some seminomas without c-KIT expression. In human tumors c-KIT positivity were observed in 84,31% of samples, and most often were expressed in seminomas and  seminomatous commponents in mixed germ cell tumors. Immunohystochemical analysis showed PLAP expression in 10,59% of testis from necropsied dogs and in 23,21% testicular tumors from the same group. In biopsed testicles of the dogs expression of PLAP were observed in 26,32% of tumors. Most frequent were PLAP positive IGCNU cells and just percentage of seminomas showed diffuse expression of PLAP.  94,12% of human testicular tumors expressed PLAP and  most often were expressed in seminomas, seminomatous commponents in mixed germ cell tumors and IGCNU. Cytokeratin was expressed in 35,71% of testicular tumors from necropsied dogs and in 33,33% of biopsed testicular tumors. In both groups most often were positive simple and mixed tumors Sertoli cell tumors, and milder expression were in Leydig cell tumors. In human tumors cytokeratin was expressed in 43,14% of samples and most often were positive mixed germ cell tumors with component of embrional carcinomas and yolk sac tumors, and simple embrional carcinomas. Expression of  CD 30 were in 7,14% tumors from necropsied and 8,77% biopsed tumors of dogs.  Human tumors showed CD 30 expression in 56,86% samples. The most frequently were positive mixed germ cell tumors with componet of embrional carcinoma (95,24% of this tumors) and all diagnosed simple embrionalo carcinomas. Statisticaly significant differences in expression of tumor markers acording to histological type of tumors were established for all markers in human testicular tumors because of this selected markers can be useful for differentiation human testicular tumors. In both groups of dogs were established statisticaly significant differences in expression cytokeratin according to germ cell tumors, stromal tumors and mixed tumors. Performed immunohistochemical analysis showed that investigated markers are useful for differentiation of testicular tumors of the dogs. In dogs cytokeratin AE1/AE3 showed particularly good results in differentiation stromal tumor, especially Sertoli cell tumors, from the germ cell tumors. c-KIT and PLAP showed higher expression in germ cell tumors, and PLAP showed expression in IGCNU of the dogs. Low CD 30 expression in dogs correspond with negative diagnosis of embrional carcinoma in both group of dogs. 

Conducted histopatological analyis and application of  PLAP proving existance of IGCNU in canine testicles. Expression of c-KIT confirmed that canine seminomas can be, like human, classified  in two group: c-KIT positive classical seminomas and c-KIT negativne  spermatocytical seminomas.
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