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Komparativna analiza tumora sjemenika
pasa upotrebom histopatoloske pretragei
metodom protocne citometrije

Comparative analysis of canine testicular tumors using
histopathological and flow cytometry methods

Mihokovié, S."*, D. Kezic?, M. Misi¢?, M. Popovié?, M. Hohsteter’

Sazetak

Tumori sjemenika pasa najc¢esc¢i su tumori spolnog sustava te medu naj¢eS¢im tumorima pasa
uopce. Veéinom se dijagnosticiraju u kasnijoj fazi, kada dode do povecéanja sjemenika, te se u
svrhu lije¢enja obavlja kastracija nakon koje se postavlja dijagnoza na temelju histopatolosSke pre-
trage.

U ovom je istrazivanju provedena histopatoloSka analiza i klasifikacija arhiviranih uzoraka naj-
¢escih tumora sjemenika pasa (9 uzoraka) i jednog uzorka nepromijenjenog sjemenika, te je prove-
dena analiza DNK metodom proto¢ne citometrije. Provedenom komparativhom analizom nastojala
se utvrditi korelacija izmedu tipova tumora i rezultata protocne citometrije, tj. jesu li promjene u
genetickim ili fizikalnim svojstvima tumorskih stanica povezane s histoloskim tipom tumora. Utvr-
deno je da je histopatoloska pretraga objektivna dijagnosticka metoda za razlikovanje pojedinih
tipova tumora sjemenika u pasa. Dobiveni rezultati prototne citometrije, iako nisu bili dostatni i
dovoljno precizni za donosenje definitivnog zakljutka o karakteristikama istrazivanih neoplasti¢nih
promjena, pokazuju da je primjenom protocne citometrije na uzorcima sjemenika pasa moguce do-
biti nove informacije o svojstvima stanica. Kako bi se proto¢na citometrija i njezini rezultati mogli
objektivnije analizirati te koristiti u dijagnostici neoplazija testisa u pasa, potrebno je optimizirati
i standardizirati metodu te postaviti detaljne dijagnosticke kriterije, za Sto je potrebno provesti
istrazivanje na znatno vecem broju uzoraka tumorozno promijenjenih i patoloski nepromijenjenih
sjemenika.

Metoda protocne citometrije moze pomodi u dijagnostici tumora sjemenika pasa, osobito ako
je kombinirana s do sada uhodanim metodama pretrage kao 5to je histopatoloska analiza tumora
sjemenika.

Abstract

Canine testicular tumors are the most prevalent male genital neoplasms and among the most
common canine neoplasms overall. Most of these neoplasms are diagnosed in the late phase

when testicular enlargement is observed. Castration is followed by histopathological analysis, whi-

chis performed for both therapeutic and diagnostic purposes.

In this research, histopathological analysis and classification was undertaken together with
DNA analysis by flow cytometry of archived samples of the most common canine testicular neo-
plasm (9 samples) and one of neoplastically unchanged testicle. The aim of this study was to find
a correlation between different tumor types and the results of flow cytometry. Our results showed
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that histopathological analysis represents an objective diagnostic method for differentiation of di-
fferent canine testicular tumors. The results of flow cytometry, although not sufficiently precise
for drawing definitive conclusions on the characteristics of the testicular neoplasm, show that flow
cytometry can give new information about these neoplastic cells. For better results and application
of flow cytometry in canine testicular neoplasm diagnosis, optimization and standardization of this
method by establishing detailed diagnostic criteria should be undertaken. For this, investigation of

a large number of neoplastic and non-neoplastic testicle samples is required.
In conclusion, the flow cytometry method has the capacity to improve diagnosis of canine testi-
cular neoplasms, especially combined with the standard histopathological method.

uvob

Tumori sjemenika naj¢es¢i su tumori geni-
talnog sustava muskih pasa gdje ¢ine oko 90
% svih genitalnih tumora (North i sur., 2009.).
Na temelju istrazivanja provedenog u Republi-
ci Hrvatskoj, u razdoblju od tri godine (2006.
—2009.) tumori spolnog sustava ¢ine oko 7,97
% od svih tumora pasa (Sostari¢-Zuckermann i
sur., 2013.). Dobna predispozicija vrlo je bitan
¢imbenik u razvoju tumora, na $to upucuju broj-
na istrazivanja koja su pokazala da se tumori
sjemenika najteSce pojavljuju u starijih pasa.
Tri najéeSc¢a primarna tumora sjemenika jesu
tumori intersticijskih (Leydigovih) stanica, se-
minomi i tumori Sertolijevih stanica (Hohsteter
isur., 2012.; McGavin i Zachary, 2006.). U manjoj
mjeri mogu se razviti i tumori testikularnih me-
zenhimnih strukturaili, vrlo rijetko, metastatski
tumori. BioloSko ponasanje tumora sjemenika u
pasa najtesce je benignog karaktera (Hohste-
ter, 2012.; McGavin i Zachary, 2006.). U malom
broju slucajeva pojavljuju se uginuéa pasa kao
posljedica tumora sjemenika, no isto tako Ce-
sto posljedica moze biti neplodnost Zivotinja.
Metastaze koje se mogu pojaviti, o€ituju se
¢vorovima u sjemenom uzetu, skrotalnim lim-
fnim ¢vorovima i izvan njih (McGavin i Zachary,
2006.).

Klasifikacija tumora sjemenika u pasa re-
lativno je jednostavna, za Sto postoji nekoliko
mogucih razloga, a to su prije svega njihova be-
nignost, oskudna istrazivanja imunohistokemij-
skih biljega, te drugih obiljezja vaznih za dife-
rencijaciju tumora sjemenika, kao i vrlo mali broj
istrazivanja koja se provode na neklasificiranim
intratubularnim neoplazijama zametnih stanica
(engl. intratubular germ cell neoplasia of undi-
fferentiated origin, |GCNU).
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Protocna citometrija jest analiticka metoda
kojom se, medu ostalim, mogu analizirati fizi-
kalna svojstva stanica, odnosno njihova veliti-
na, oblik i zrnatost, kao i drugi parametri (pro-
mjene u jezgri ili kariotipu stanica, broj mitoza).
Na temelju ovih parametara moze se utvrditi
heterogenost populacije stanica te razlikovati
pojedine podskupine i odrediti njihov udio unu-
tar odredene populacije stanica. Metoda proto¢-
ne citometrije temelji se na mjerenju rasprsenja
svjetlostiifluorescencije koja nastaje prolaskom
suspenzije stanica kroz fokusiranu lasersku zra-
ku. Koli¢ina rasprsenog svijetla ovisi o velicini,
obliku i homogenosti stanice ili drugih Cestica
koje prolaze kroz lasersku zraku, no isto tako
i 0 kutu iz kojega se rasprsenje mjeri. Sadrzaj
DNK u jezgri odgovara intenzitetu fluorescencije
prilikom prolaska suspenzije stanica kroz laser-
sku zraku. Na temelju toga moguce je pomocu
protocnog citometra odrediti u kojoj se fazi sta-
ni¢nog ciklusa nalazi odredeni broj tumorozno
promijenjenih stanica (Cooper, 2000., Ormerod,
2009.). Velika prednost ove metode jest njezina
brzina kojom se mogu dobiti rezultati analize
stanica (i do nekoliko tisu¢a stanica u sekundi)
uz veliku preciznost i specificnost, kao i moguc-
nost pracenja viSe parametara na jednoj stanici
u populaciji istodobno (veli¢ina, zrnatost, oblik,
sadrzaj DNK stanica, faze stani¢nog ciklusa) (Or-
merod, 2009.). Za ispitivanje stani¢nog ciklusa
proto¢nom citometrijom mogu se koristiti uzorci
svjezeg tkiva ili uzorci tkiva uklopljeni u parafin.
U Republici Hrvatskoj protocna se citometrija
vecinom ne koristi kao rutinska metoda u vete-
rinarskoj medicini, no iznimke ipak postoje, kao
Sto je to slucaj kod primjene proto¢ne citome-
trije kao rutinske metode u procjenjivanju uku-
pnog broja bakterija u sirovom mlijeku (Samar-
Zija, 2004.).
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Buduci da su vlasnici zivotinja u danasnje vri-
jeme iznimno zainteresirani za lijeenje tumora
svojih ku¢nih ljubimaca, osobito zivotinja po-
zeljnih genetickih osobina, bilo kakva nova spo-
znaja u dijagnostici, terapiji i prevenciji neplod-
nosti, kao i uginuca zivotinja iznimno je korisna.
Zbog opcenito vrlo malog broja istrazivanja u
podrucju tumora sjemenika kod pasa, i u Hrvat-
skoj i u ostatku svijeta, utvrdivanje korelacije
izmedu rezultata histopatoloSke analize tumora
te analize rezultata dobivenih primjenom pro-
to€ne citometrije u svrhu utvrdivanja utjecaja
genetickih i molekularno patoloskih karakteri-
stika tumorskih stanica na biolosko ponasanje
tumora testisa, vazno je radi dobivanja novih
spoznaja koje mogu pridonijeti boljoj dijagnosti-
ci, prognozi i lije¢enju ovih bolesti.

MATERIJALI | METODE

Uzorci

Za potrebe istrazivanja koriSteni su arhivira-
ni uzorci tumora sjemenika pasa sa Zavoda za
veterinarsku patologiju Veterinarskoga fakulte-
ta Sveucilista u Zagrebu. Svi analizirani tumori
bili su dostavljeni na patohistoloSku pretragu
Zavoda ili su uzeti od Zivotinja koje su bile do-
stavljene na Zavod u svrhu razudbe u razdoblju
od 2007. do 2010. godine. HistopatoloSka ana-
liza i analiza proto¢nim citometrom provedene
su na devet nasumi¢no odabranih arhiviranih
uzoraka tumora sjemenika pasa koji su makro-
skopski bili promijenjeni te na jednom makro-
skopski nepromijenjenom uzorku testisa. Kom-
parativnom analizom histopatoloske pretrage
i metodom protocne citometrije nastojala se
utvrditi korelacija izmedu tipova tumorairezul-
tata protocne citometrije, tj. jesu li promjene u
genetickim ili fizikalnim svojstvima tumorskih
stanica povezane s histoloskim tipom tumora.

Histopatoloska pretraga

U svrhu histoloSke analize uzoraka tumora
sva tkiva sjemenika, odnosno njihovi dijelovi
fiksirani su u 10 %-tnom puferiranom formalinu
i uklopljeni u parafin. Za bojenje uzoraka tumo-
ra koriStena je rutinska metoda bojenja, hema-
toksilin-eozin (HE) metoda. Histoloski su uzorci
analizirani svjetlosnim mikroskopom (OLYM-

PUS, CX 21), najprije pod povecanjem od 100x,
a nakon toga i pod povecanjem od 400x. Histo-
loSka klasifikacija tumora sjemenika provedena
je u skladu s kriterijima klasifikacije tumora sje-
menika pasa i ljudi Svjetske zdravstvene orga-
nizacije (KENNEDY i sur., 1998.).

Protocna citometrija

U svrhu analize proto¢nim citometrom ko-
riStena su tkiva pohranjena u formalinu i tkiva
uklopljena u parafinske blokove rezana na de-
bljinu od 40 pm. Uzorci tkiva prvo su obradeni
kako bi se uklonili ostaci parafina. Parafin je
uklonjen potapanjem uzoraka u ksilolu tijekom
30 minuta nakon ¢ega je ksilol uklonjen vaku-
umskom sisaljkom. Uzorci su potom rehidrira-
ni uzastopnim umakanjem u 100 %-tnom, 95
%-tnom i 70 %-tnom etanolu, s razmacima od
po 10 minuta izmedu umakanja u pojedine kon-
centracije, te su prije stavljanja uzoraka u drugu
koncentraciju, ostaci prethodno dodanog eta-
nola uklonjeni vakuumskom sisaljkom.

Nakon finalne rehidracije u destiliranoj vodi
u trajanju od 10 min, voda je uklonjena vakuum-
skom sisaljkom te su oni inkubirani s 2 mL 0,5
%-tnog pepsina u 0,9 % NaCl (pH 1,5) kroz 60
minuta, prilikom kojih su uzorci bili uronjeni u
vodenu kupelj na 37 °C uz stalno mijeSanje.

Uzorci su zatim profiltrirani kroz sito velicine
50 pm te centrifugirani na 400 G tijekom 5 mi-
nuta. Zatim je uzorcima dodano 50 pL 100 pg/
mL ribonukleaze A (Sigma-Aldrich, Njemacka) i
200 pL 50 pg/mL propidij-jodida (Sigma-Aldri-
ch, Njemacka) te su pohranjeni na +4 °C preko
noci. Sljedeci dan su uzorci analizirani protoc-
nim citometrom EPICS XL (Beckman-Coulter,
USA). Dobiveni rezultati analizirani su Flowlogic
programom (Inivai technologies, Australija).

REZULTATI

Histoloska analiza tumora sjemenika pasa

0d ukupno deset uzoraka tumora sjemeni-
ka na kojima je radena patohistoloSka analiza,
Cetiri su uzorka bila seminomi (40 %) (slike 3 i
4), tri uzorka tumori intersticijskih (Leydigovih)
stanica (30 %) (slika 1), te po jedan uzorak tu-
mora Sertolijevih stanica (10 %) (slika 2), mje-
Sovitog tumora Leydigovih i Sertolijevih stanica
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Slika 1. Lijevo: tumor { \¥%its
intersticijskih (Leydigovih) HE se s
stanica psa. 400x (HE) =

Slika 2. Desno: tumor
Sertolijevih stanica psa. % #5
400x (HE) |

Slika 3. Lijevo: intratubu- §% %
larni oblik seminoma psa. "
400x (HE)

Slika 4. Desno: difuzni
oblik seminoma psa. 400x &
(HE)

Slika 5. Lijevo: mjesoviti
tumor Leydigovih i Sertolije-
vih stanica, psa. Dio tumora
s neoplasticnim Leydigovim
stanicama. 400x (HE)

Slika 6. Desno: mjesoviti
tumor Leydigovih i Sertoli-
jevih stanica psa. Dio tumo-
ra s neoplasti¢nim Sertoli- |
jevim stanicama.400x (HE)

Tablica 1. Udio pojedinih vrsta tumora sjemenika pasa u ukupnom broju pretraZenih uzoraka

VUrsta tumora Ukupan broj Postotak (%)
Seminom 4 40
Tumor intersticijskih (Leydigovih) stanica 3 30
Tumor Sertolijevih stanica 1 10
MjeSoviti tumor Leydigovih i Sertolijevih stanica 1 10
Bez tumoroznih tvorbi 1 10
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(10 %) (slike 5 i 6) i jedan uzorak bez tumoro-
znih promjena (10 %), koji je sluzio kao nega-
tivna kontrola (tablica 1). Niti jedan od uzoraka
tumora nije bio malignog karaktera.

Protocna citometrija

Histogrami na kojima je prikazana FL3-LOG
skala (slike 7-10) zapravo predstavljaju snagu
fluorescencije koja raste logaritamski, Sto znaci
da su svi histogrami zapravo logaritamski sti-
snuti na skali radi lakSeg prikaza. Ovaj nadin
prikaza lako moze zavarati jer, ako je neki doga-
daj na skali prikazan viSe desno, njegova snaga
fluoresciranja ne raste linearno, kako se na prvi
pogled ¢ini, ve¢ se povecava za po jedno deci-
malno mjesto 10, 100, 1000 itd.

Na prikazu (slika 7) uzorka poliploidnog tu-
mora sjemenika ¢ovjeka (iz arhive Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu) uocavaju se tri
vrha. Veca koli¢ina DNA dovodi do veceg veza-
nja propidij-jodida te jace fluorescencije Sto se
vidi na FL3 logaritamskoj ljestvici (apscisa). Prvi
vrh predstavlja stanice s jednostrukom kolici-
nom DNA u GO/G1 fazi, dok drugi predstavlja
stanice u G2/M fazi ciklusa s dvostrukom kolici-
nom DNA. Tre¢i vrh pokazuje da poneke stanice
sadrzavaju vecu koli¢inu DNA te upucuje na po-
liploidnost uzorka.

Na uzorcima tumora testisa pasa nismo
uspjeli dobiti ve¢u razlucivost medu populacija-
ma stanica, no usprkos tome nijedan od analizi-
ranih uzoraka ne pokazuje vise vrhova, sto zna-
¢i da ti uzorci vjerojatno nisu poliploidni (slike
8-10). Smanjena razlucivost vjerojatno je uzro-
kovana prevelikim obojenjem propidij-jodidom.
Uocava se samo po jedna homogena populacija
stanica bez dodatnih vrhova na FL3 logaritam-
skoj ljestvici koji bi upucivali na povecanu koli-
Cinu DNA u stanicama. Moguce je da se radi o
dominantno jednom tipu stanica,tj. tumorskim
stanitnim klonovima pojedinih tipova stanica
testisa (Sertolijeve, Leydigove i zametne stani-
ce testisa).

Na slici 11. prikazana je velitina i struktura
(granuliranost) svake pojedinacne stanice tu-
mora Sertolijevih stanica psa na linearnoj lje-
stvici. Na njemu se ne uocava viSe populacija,
ve¢ se stanice jednostavno grupiraju u jednu
homogenu masu gdje je veca prisutnost sitnih
Cestica koje su vjerojatno stani¢ni fragmen-

20004002 LMD
EGIU(H_?O? LMD _100% Events:351168

1448

1836

1224

2

T

109 10! 102 10°
FL3-LOG
ZOO04014 LMD
ZOOD4014 LMD 100% Evants-120177
2447
———r———— e ————r
100 102 103
FL3LOG
Z0004019,LMD
Z0004019.LMD _100% Events:327024
2401
1801 |
1200
600 |
100 101 102 109

FLFLOG

Slika 7. Histogram s pri-
kazom DNA poliploidnog
uzorka tumora ¢ovjeka. Na
apscisi je prikazana loga-
ritamska ljestvica snage
fluorescencije, a na ordinati
broj Cestica. (Izvor: Arhiva
Medicinskog fakulteta Sveu-
¢ilista u Zagrebu).

Slika 8. Histogram s prika-
zom DNA uzorka tumora psa
(tumor Sertolijevih stanica).
Na apscisi je prikazana lo-
garitamska ljestvica snage
fluorescencije, a na ordinati
broj Cestica.

Slika 9. Histogram s pri-
kazom DNA uzorka tumora
psa (seminom). Na apscisi je
prikazana logaritamska lje-
stvica snage fluorescencije,
a na ordinati broj Cestica.
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Slika 10. Histogram s pri-
kazom DNA uzorka tumora
psa (tumor Leydigovih
stanica). Na apscisi je prika-
zana logaritamska ljestvica
snage fluorescencije, a na
ordinati broj Cestica.

Slika 11. Dot-plot s pri-
kazom velicine i strukture
stanica tumora psa (tumor
Sertolijevih stanica). Na
SS ljestvici (ordinata) jest
intenzitet rasprsene svje-
tlosti koji ovisi o strukturi
i kompleksnosti Cestica u
uzorku, a na FS ljestvici
(apscisa) jest intenzitet
rasprsene svjetlosti u
smjeru laserske zrake koji
nam govori o relativnoj
velicini Cestice.

Slika 12. Histogram s
prikazom algoritamskog
razdvajanja vrha (peak) na
faze stani¢nog ciklusa kod
tumora psa (tumor Leydi-
govih stanica). Na apscisi je
prikazana logaritamska lje-
stvica snage fluorescencije,
a na ordinati broj Cestica.
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ti. Postotak od 84,93 % (desno od postavlje-
ne granice) pokazuje koje smo Cestice uzeli u
daljnju obradu (slika 11). S obzirom na to da bi
nam premalene ¢estice samo dodatno otezava-
le analizu, Cestice lijevo od postavljene granice
iskljucili smo iz daljnje analize. Na SS ljestvici
(ordinata) jest intenzitet rasprsene svjetlosti
koji ovisi o strukturi i kompleksnosti ¢estica u
uzorku. Relativno nizak intenzitet pokazuje da
su stanice u tumoru relativno jednostavne gra-
de, bez mnogo krupnih stani¢nih elemenata. Na
FS ljestvici (apscisa) jest intenzitet rasprsene
svjetlosti u smjeru laserske zrake, koji nam go-
vori o relativnoj velicini ¢estice. Na slici 11 vidi-
mo da imamo velik spektar veli¢ina Cestica koje
se ipak grupiraju u donjem lijevom kutu. Ovakav
je raspored za ocekivati jer je uzorak dobiven
razbijanjem medustani¢nih veza enzimima te
je velika koli¢ina detritusa i slijepljenih stanica
normalna. Stoga je i grani¢na crta postavljena
na ovoj ljestvici jer racunamo da premale Cesti-
ce (u odnosu na ukupni uzorak) predstavljaju
fragmente i prasinu te ih isklju¢ujemo iz daljnje
analize kako ne bi autofluorescencijom oteza-
vale daljnju analizu.

Analizom uzorka, pomocu Inivai Technolo-
gies FlowLogic programa, moguce je dobiti i al-
goritamski prikaz udjela stanica u pojedinoj fazi
stani¢nog ciklusa, Sto je vidljivo na slici 12.

RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je komparativna analiza
tumora sjemenika pasa pomocu dvije razlicite
pretrage tj. histopatoloSke pretrage i protocne
citometrije. Zeljelo se utvrditi moze li se histo-
patoloSka pretraga, koja sluzi za razlikovanje
razlicitih tipova tumora sjemenika, upotpuniti
metodom protocne citometrije te postoji li ra-
zlika u rezultatima analize prototnom citome-
trijom za pojedine tipove tumora.

HistopatoloSka pretraga potvrdila se kao
pouzdana i kvalitetna metoda za diferencijaciju
pojedinih tipova tumora sjemenika pasa (McGa-
vini Zachary, 2006.).

Pri izvedbi osjetljivih metoda, kao Sto je
proto¢na citometrija, priprema uzoraka koji ¢e
se analizirati jedan je od najvaznijih ¢imbenika
jer u najvecoj mjeri utjece na krajnje rezultate.
Ovakav tip istrazivanja do sada se nije provodio
na tumorima sjemenika pasa (Reggeti i Bienzle,
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2011.) te je zbog tog bilo tesko postaviti proto-
kol za njegovo izvodenje, 5to je dodatno otezalo
provodenje ove analize. Rezultati ovog istrazi-
vanja pokazuju da u svim analiziranim uzorcima
nisu dobiveni dostatni, optimalni i dovoljno pre-
cizni rezultati koji bi ukljucivali broj i izgled kro-
mosoma, koli¢inu DNA te broj mitoza u jezgri.
lako postoji viSe razlicitih matematickih modela
po kojima je moguce izracunati udjele stanica
u pojedinoj fazi ciklusa, nazalost zbog ograni-
¢enja matematicki model nije u stanju dobro
izraCunati udijele ako se ne razlucuju vrhovi za
GO0/G1 fazu i M-fazu, Sto je u provedenom istra-
zivanju bilo problem u daljnjoj analizi uzoraka.
lako u ovom slucaju nije dobiven idealan prikaz,
prilagodbom protokola moguce je dobiti detalj-
niji uvid u koli¢inu DNA u populaciji stanica te
na temelju toga tocnije algoritamski izracunati
udjele stanica u pojedinoj fazi ciklusa. Teme-
liem dobivenih rezultata nije moguce donijeti
definitivne zakljucke o karakteristikama istrazi-
vanih neoplasticnih promjena.

Dobiveni rezultati pokazuju da se primje-
nom metode protocne citometrije na uzorcima
sjemenika pasa, koji su pripremljeni za histo-
patolosku pretragu (parafinski blokovi), mogu
dobiti nove informacije o svojstvima stanice koji
ukljucuju podatke o velic¢ini stanice, broju kro-
mosoma, postotku stanica u pojedinoj fazi sta-
ni¢nog ciklusa, a oni mogu koristiti u diferenci-
jaciji neoplastitnog od nepromijenjenog tkiva.
Dobivanje nepotpunih podataka najvjerojatnije
je posljedica pripreme samih uzoraka koja nije
u potpunosti adekvatna jer postoje razli€iti pro-
tokoli za pripremu uzoraka tkiva, koje je u ne-
kim slu¢ajevima potrebno i kombinirati pa je,
medu ostalim, za dobivanje zadovoljavajucih
rezultata potrebno protokol pripreme uzoraka
tkiva prilagoditi i proto¢nom citometru koji se
koristi u analizi.

Iz dobivenih je rezultata vidljivo da bi, osim
pripreme uzoraka tkiva koja ¢e se analizirati,
za bolje rezultate istrazivanja trebalo tijekom
izvodenja koristiti i razlicita razrjedenja boja te
utvrditi koja najbolje odgovaraju ispitivanom
uzorku stanica i koriStenom protocnom cito-
metru. Osim toga, potrebno je utvrditi moguce
dodatne postupke koje je potrebno primijeniti
za dobivanje ¢iste populacije tumorskih stanica
koja nam je od interesa za citometrijsku analizu.

Provodenjem ovog istrazivanja utvrdili smo
da postoji mogucnost da se prototna citome-
trija koristi kao jedna od metoda u dijagnostici
tumora sjemenika pasa. No, usprkos tome po-
trebno je postavljanje detaljnih dijagnostickih
kriterija pomocu kojih bi se mogli usporediti
rezultati analize proto¢ne citometrije s histo-
patoloSkom analizom tumora, koja je danas
jedina objektivha metoda za odredivanje tipo-
va tumora. Kako bi se ti navedeni dijagnosticki
kriteriji odredili, potrebno je provesti istraziva-
nje na znatno ve¢em broju uzoraka tumorozno
promijenjenih i nepromijenjenih sjemenika. Na
temelju rezultata takvih istrazivanja treba se
provesti komparativna analiza histopatoloSke
pretrage i pretrage metodom protoctne cito-
metrije kako bi se eventualno dobili podaci o
prikladnosti protocne citometrije kao jedne od
metoda za diferencijaciju tumorski promijenje-
nih od tumorski nepromijenjenih sjemenika te
za diferencijaciju pojedinih tipova tumora.

ZAKLJUCCI

Histopatoloska pretraga jest objektivna di-
jagnostitka metoda za razlikovanje pojedinih
tipova tumora sjemenika u pasa.

lako dobiveni rezultati protocne citometrije
nisu bili dostatni i dovoljno precizni za donoSe-
nje definitivnog zakljutka o karakteristikama
istrazivanih neoplasti¢nih promjena, iz rezulta-
ta je vidljivo da se proto¢nom citometrijom na
uzorcima sjemenika pasa koji su pripremljeni
za histopatoloSku pretragu, mogu dobiti neke
nove informacije o svojstvima stanice koje se
mogu koristiti za diferencijaciju neoplasti¢nog
od nepromijenjenog tkiva.

Kako bi se postavili detaljni dijagnosticki kri-
teriji pomocu kojih bi se mogli komparirati re-
zultati analize protocne citometrije s histopato-
loSkom analizom tumora, potrebno je primarno
uspostaviti pouzdane protokole i standardizaci-
ju metode protocne citometrije pomocu kojih bi
se tocnije mogle razluditi karakteristike stanica
i njihove genetitke osobine. Takoder treba pro-
vesti opseznije istrazivanje na znatno vecem
broju uzoraka tumorozno promijenjenih i pato-
loSki nepromijenjenih sjemenika.

Metoda protocne citometrije moze pomoci u
dijagnostici tumora sjemenika pasa, osobito ako
je kombinirana s do sada uhodanim metodama

Veterinar Godina 2017. Godiéte 55. Broj 1.



IZVORNI ZNANSTVENI RAD

pretrage kao Sto su histopatoloska analiza tumo-
ra sjemenika te ako se protokol njezina izvodenja
standardizira i prilagodi analiziranom tkivu.

ZAHVALA

Zahvaljujemo Zavodu za patologiju Medicin-
skoga fakulteta Sveutilista u Zagrebu, Zavodu
za biologiju i Zavodu za veterinarsku patologiju
Veterinarskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
za pomo¢ i osiguravanje resursa za izradu ovog
rada. Ovaj je rad izraden u svrhu izrade diplom-
skog rada Sanje Mihokovi¢.
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