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POPIS OZNAKA I KRATICA

ABP - protein koji veze androgen (engl: androgen-binding protein)

Ad - odrasle tamne (engl: adult dark) spermatogonije

AIS - sindrom androgene neosjetljivosti (engl: androgen insensitivity syndrome)
AR - androgeni receptor

Bcl-2 — 2 skupina proteina B-stani¢nih limfoma (engl: B-cell lymphoma)

CGRP - protein povezan s kalcitoninskim genom (engl: calcitonin gene related peptid)
CI — pokazatelj pouzdanosti (engl: confidence interval)

CIS - karcinom in situ testisa

c-KIT — receptor stem cell faktora (¢imbenika)

CO; - uglji¢ni dioksid

CSL - kranijalni suspenzorni ligament

DDE - 1,1-dikloro-2,2-bis (p-klorofenil) etilen

DDT - 1,1,1-trikloro-2,2-bis (4-klorofenil) etan

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

ELISA - enzimsko-imunoloski test (engl: enzyme-linked immunosorbent assay)
FSH - folikulo-stimuliraju¢i hormon

GnRH - gonadotropin oslobadaju¢i hormon

HE — hematoksilin eozin

hCG - humani korionski gonadotropin



HH - hipogonadotropni hipogonadizam

ICSI - intracitoplazmatska inseminacija spermija

IL-1B — interleukin 1 beta

INSL3 - inzulin sliéni hormon 3

L/D - lijevo/desno

LH - luteotropni hormon

L-NAME - L nitroarginin metil ester

LGRS — leucinom bogati receptor koji sadrzi G protein (engl: leucine-rich repeat-
containing G protein-coupled receptor)

min.- maks - minimum-maksimum

MIS - srednja vrijednost po Johnsenovoj ljestvici

MRI - magnetska rezonanca

mRNA - glasnicka (engl: messenger) ribonukleinska kiselina

NO - dusic¢ni oksid

P - p vrijednost znacajnosti

AP2 - placentalna alkalna fosfataza

MIS - Mullerov inhibiraju¢i hormon

OCT % - oktamer-vezu¢i transkripcijski ¢cimbenik
ROS - reaktivni oksidativni spojevi
RXFP2 — peptid 2 iz skupine relaksirajucih peptida (engl: relaxin family peptide 2)

SD - standardna devijacija



KITLG - stem cell faktor (¢imbenik), poznat jos i kao kit-ligand
T test — Studentov test

TDS - sindrom testikularne disgeneze

TESA- postupak aspiracije spermija iz testisa

TESE - postupak ekstrakcije spermija iz testisa

TGCT - tumor zametnih stanica testisa tip II

TIN - tubularna intraepitelna neoplazija zametnih stanica

TNF - tumor nekroti¢ni faktor

UZV - ultrazvuk

Y — SRY - spolno odredujuci gen na Y kromosomu (engl: sex-determining region)



1 UVOD

Biopsija testisa je dugi niz godina vazna dijagnosticka metoda u lijeenju muske
neplodnosti 1 maligne bolesti testisa. Premda je biopsija testisa u odraslih muskaraca dobro
poznat, istrazen i u literaturi opisan postupak, to nije slucaj s primjenom biopsije u djecaka
prije puberteta. U toj dobi indicirana je u rijetkim slucajevima sumnje na ovotestis,
disgenezu ili malignu bolest testisa. Cesto spominjana dijagnosti¢ka biopsija u lije¢enju
djece s nespusStenim testisima slabo je istrazena i opisana zbog fega njena primjena
predstavlja kontroverzu. Biopsija testisa za vrijeme orhidopeksije u djecaka prije puberteta
danas predstavlja jedinu metodu kojom mozemo to¢no utvrditi histolosku gradu testisa. Taj
podatak s obzirom na nove spoznaje o fiziologiji, patofiziologiji i novim stavovima u
lije€enju nespustenih testisa, omogucuje s velikom sigurnoS¢u procijeniti buduci fertilni
potencijal testisa 1 uspjeh mozebitnog prethodnog lijeCenja, a u slucaju losih pokazatelja za
buducu plodnost pomo¢i u postavljanju indikacije za dodatno lijeCenje. Zbog navedenih je
razloga upravo primjena biopsije na nezrelim primarno nespustenim, testisima u dobi prije
puberteta postala predmet ovog istrazivanja kako bi znanstvenim metodama na
eksperimentalnom modelu Stakora utvrdili mogucéu Stetnost samog postupka biopsije na
bioptiranim i suprotnim nebioptiranim testisima, te eventualni utjecaj na buducu plodnost
Stakora u odrasloj dobi. S obzirom na blisku povezanost problematike biopsije i primarno
nespustenih testisa, za potpuno razumijevanje pozadine ovog istrazivanja, uloge biopsije 1
njene primjene, potrebno je rasvijetliti slozenu i jo§ uvijek nepotpuno istrazenu
problematiku primarno nespustenih testisa te novih razmisljanja o nacinu njihovog
lijecenja. Ovdje naglasak stavljam na primarno nespustene testise, $to znaci na testise koji
su zaostali na svom prirodnom putu spustanja u skrotum i1 nikada se nisu spustili u skrotum
jer, obzirom na danaS$nje spoznaje, jedino u njihovom ranom lijecenju dijagnosticka

biopsija moze imati smisla.



1.1 PODJELA I NAZIVI NESPUSTENIH I EKTOPICNIH
TESTISA

Do danas ne postoji jedinstvena podjela i opée prihvaceno suglasje o nazivlju ovoga
problema. Stoga ¢u ukratko pokuSati navesti nazive i podjelu nespustenih testisa koja

danas prevladava u literaturi i klinickoj praksi (Slikal).

Kriptorhizam: dolazi od grckog izraza “kryptos” §to znaci skriven 1 “orchis” §to znaci
testis. Ovaj naziv Cesto se koristi u angloamerickoj literaturi i opisuje Siroku skupinu
nespustenih, ektopi¢nih, migriraju¢ih i klizu¢ih testisa, dok se u drugim, viSe europskim
krugovima pod ovim pojmom misli na testis koji se pri klinickom pregledu ne moze

napipati i smjesten je intraabdominalno ili ga nema (anorhija).

Nespusteni testis: ovim nazivom imenujemo testis koji je smjeSten intraabdominalno ili u
preponskom kanalu. Njegov smjestaj se nalazi na jednom dijelu razvojnog puta spustanja
testisa, a on je povezan s gubernakulumom. Treba razlikovati primarno nespusteni testis
koji se nikada nije nalazio u skrotumu od sekundarno nespustenog testisa koji se u jednom
razdoblju zivota nalazio u skrotumu. Upravo primarno nespusteni testisi predstavljaju

predmet interesa ovog istrazivanja.

Ektopicni testis: testis se nalazi pod kozom, suprafascijalno u medici, bedrenoj regiji, uz

korijen spolnog uda. Testis ima poremecenu inserciju gubernakuluma.

KliZudi testis: testis je smjeSten na samom vrhu skrotuma ili iznad njega, moze se dovuci

u skrotum, ali nakon otpustanja zauzima svoj prvotni polozaj.

Migrirajuéi, retraktilni ili hipermobilni testis: testis je smjeSten u skrotumu ili ga se bez
napora moze dovuéi u skrotum gdje i ostaje do pokretanja refleksa kremastera, kada se
povlaci put preponskog kanala, te se ponovno vraca u skrotum.

Poznavanje pojma i pravilna dijagnoza migrirajuceg testisa je od iznimne vaznosti zbog

toga Sto ono ne zahtijeva lijeCenje.
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Slika 1. Prikaz nespustenih 1 ektopi¢nih testisa.

1.2 UCESTALOST NESPUSTENIH TESTISA

Iz dosadasnjih istrazivanja vidljivo je da ucestalost kriptorhizma u djecaka rodenih na
termin i/ili djecaka s normalnom porodajnom tezinom varira od 2% do 8% (1), dok je
ucestalost kriptorhizma u nedonosenih djecaka i do 30%. Prirodeni kriptorhizam moze se
spontano razrijeSiti naknadnim spuStanjem testisa u skrotum koje se dogada u prvim
mjesecima zivota, pri ¢emu dolazi do kratkotrajnog porasta luCenja gonadotropina i
testosterona. Zbog toga je manja ucestalost kriptorhizma u dobi od 6-12 mjeseci od svega
1-2%, dok se spontano spusStanje testisa u skrotum iza prve godine Zivota rijetko dogada.
Ovi podatci se razlikuju od podataka koji navode istraZivanja koja se bave statistikom
orhidopeksija (2). Tako je u radovima koji su istrazivali nespustene testisie u djecaka prije
puberteta uocena ucestalost do 7% (3, 4). Smatra se da ovo povecanje ucestalosti nastaje

kao posljedica ingvinalnog zadrzavanja prethodno klizu¢ih ili jako mobilnih testisa (1).
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1.3 EMBRIOLOGIJA

Nastanak testisa je kompleksan embrionalni proces s brojnim moguénostima poremecaja
koji mogu rezultirati abnormalnostima u gradi testisa (5-7) 1 poremecajima spustanja
testisa u skrotum. Klinic¢ki to stanje prepoznajemo kao nespusteni testis/testisi s tim da
poremecaj spustanja testisa u skrotum moze, ali i ne mora biti povezan s poremecajem

njegove grade.

Zametne stanice testisa nastaju iz primordijalnih zametnih stanica koje potiCu iz
embrionalnog ektoderma. One duz baze alantoisa 1 uzduz straznjeg crijeva migriraju do
urogenitalnog nabora gdje se umnaZzaju (8), a one stanice koje ne zavrSe u spolnom
grebenu podlijezu procesu unutarnje apoptoze (9). Dolaskom u urogenitalni nabor
primordijalne zametne stanice posjeduju dvojni potencijal razvoja u muske ili Zenske
spolne stanice. Klju¢nu ulogu u njihovoj diferencijaciji prema muskim spolnim stanicama
ima spolno odreduju¢i gen na Y kromosomu (Sex-determining region Y — SRY). On
zapocCinje diferencijaciju testisa aktiviranjem muskih specifi¢nih transkripcijskih faktora
koji su potrebni za pravilnu diferencijaciju Sertolijevih stanica. Njih u urogenitalnom
naboru okruzuju primordijalne zametne stanice 1 pocinju oblikovati seminiferne tracke u
kojima dolazi do pretvorbe primordijalnih zametnih stanica u gonocite i njihovog
umnazanja koje se zaustavi u Go/G, fazi, a njihovo daljnje umnazanje se nastavi nakon

poroda (8).

Nakon §to se testis formira kao organ, on tijekom intrauterinog razvoja prolazi proces
spustanja iz trbusne Supljine u skrotum. Danas se uglavnom prihvaca teorija procesa
spustanja testisa u skrotum kroz dvije faze 1 to prvu transabdominalnu i drugu
ingvinoskrotalnu fazu (10). Obje faze kontroliraju dva mezenteri¢na ligamenta: kranijalni
suspenzorni ligament (CSL) 1 kaudalno smjeSteni genitoingvinalni ligament ili
gubernakulum. Prva, transabdominalna faza spustanja testisa u skrotum, odvija se izmedu
8. 1 15. tjedna intrauterinog razvoja kada se diferencirana gonada nalazi priljubljena uz
trbusnu stjenku i bubreg. Kranijalni suspenzorni ligament ucvrSéuje gonadu za straznji
trbusni zid, dok gubernakulum preko epididimisa povezuje testis s budu¢im unutarnjim
ingvinalnim otvorom preponskog kanala. Za citavo vrijeme prve faze testis ostaje u

bliskom kontaktu s budu¢im unutarnjim ingvinalnim otvorom unutar razvijajuce trbusne
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Supljine 1 njezinih organa. Hormonskim utjecajem dolazi do postupnog nestajanja CSL-a,
a kaudalni dio gubernakuluma se S§iri u reakciji zvanoj reakcija bubrenja kojom se on
pocinje izbocCivati u nastajucu skrotalnu vrecu. Reakcijom bubrenja testis se ucvrséuje
blizu buduceg unutarnjeg preponskog prstena $to zbog razvoja trbusne Supljine dovodi do
relativnog transabdominalnog putovanja testisa, a rezultat je zbroja sila kojima CSL i

gubernakulum djeluju na testis (10).

Nakon zavrSene prve faze slijedi druga, ingvinoskrotalna faza koja pocinje oko 26. tjedna i
zavrSava izmedu 28. tjedna i poroda. Za vrijeme ove faze testis prolazeci kroz preponski
kanal napusta trbusnu Supljinu i zauzima svoj konac¢ni polozaj u skrotumu. Za ovaj korak
kljuéni su bubrenje kaudalnog 1 skracivanje proksimalnog dijela gubernakula, te
intraabdominalni tlak koji djeluje preko procesusa vaginalisa peritonei. Vazno je za

napomenuti da su upravo poremecaji ove faze odgovorni za oko 80% nespustenih testisa.

1.4 HORMONSKA REGULACIJA SPUSTANJA TESTISA

Oc¢uvana hipotalamo-hipofizno-testikularna osovina nuzan je hormonalni okvir za obje
faze spuStanja testisa u skrotum (10-13), zbog Cega malformacije srediSnjeg ziv€anog
sustava 1 kongenitalni hipogonadotropni hipogonadizam mogu biti udruzeni s nastankom
nespustenih testisa (1). Hormoni imaju klju¢nu ulogu u obje faze spustanja testisa, a svaka

faza je razli¢ito hormonski regulirana.

Tako je prva transabdominalna faza pod dominantnom kontrolom inzulin slicnog hormona
3 (INSL3), dok je druga, invinoskrotalna faza, pod dominantnom kontrolom androgena.
Oba hormona luc¢e Leydigove stanice $to naglaSava vaznu cCinjenicu da je normalna

funkcija ovih stanica od kljucne vaznosti za spustanje testisa u skrotum.

Prva, transabdominalna faza odvija se uglavnom pod kontrolom tri hormona i to: inzulin
slicnog hormona 3 (INSL3) i andogena koje lu¢e Leydigove stanice te Miillerovog
inhibiraju¢eg hormona (MIS) kojeg luce Sertolijeve stanice. Leydigove stanice potaknute
maj¢inim humanim korionskim gonadotropnim (hCG) iz placente i/ili fetalnim LH luce

INSL3 (14) koji preko receptora na gubernakulumu poznatog pod nazivima relaxin family
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peptide? (RXFP2), i kao leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 8
(LGRS8) (15-18), uzrokuje maskulinizaciju gubernakuluma, a tome pridonose Miillerov
inhibiraju¢i hormon (MIS) 1 androgeni. Pretpostavlja se da androgeni na gubernakulum
djeluju neizravno preko genitofemoralnog zivca i calcitonin gene related peptide (CGRP).
Uz djelovanje na gubernakulum androgeni poti¢u razvoj Wollfovih kanali¢a 1 slabljenje
CSL-a, dok MIS dovodi do propadanja Miillerovih kanali¢a u muskom zametku (19). Na
osnovu recenog zaklju¢ujemo da poremecaji gena koji su zaduZeni za sintezu INL3 i
poremecaji receptora LGR8 mogu prouzrociti kriptorhizam (20, 21). Vazna je i spoznaja
da 17a- 1 17B-estradiol mogu uzrokovati slabije lu¢enje INSL3 iz Leydigovih stanica
misjeg fetusa Sto dokazuje da okolisni ¢imbenici koji oponasaju estrogenu aktivnost kao i

intrauterina izloZenost estrogenima moze uzrokovati smanjenu produkciju INSL3 (20).

Druga ili ingvinoskrotalna faza spustanja testisa u skrotum odvija se pod prevladavaju¢om
kontrolom androgena koji poti¢u genitofemoralni zivac na lu¢enje CGRP koji pak potice
gubernakulum na migraciju (20). Mezenhimalne stanice gubernakuluma isti¢u AR tako da
se broj AR u muskaraca znatno poveca, dok su kod Stakora smjeStene u vezivnom tkivu
okruzene glatkim miSi¢énim stanicama u proksimalnom dijelu 1 poprecnoprugastim

misSi¢nim stanicama u distalom dijelu gubernakuluma (22).

Osim neposrednog djelovanja na gubernakulum androgeni na njega djeluju i posredno
preko genitofemoralnog zivca i CGRP neurotransmitera kojeg on luci, a radi se o
neuropeptidu koji nastaje transkripcijom kalcitonin gena i alternativnhim prekrajanjem
mRNA (23). Genitofemoralni zivac podlijeze maskulinizaciji i zapo¢ne otpustati CGRP
koji preko receptora na gubernakulumu glodavaca uzrokuje njegove kontrakcije (24).
Potvrda vazne uloge androgena je i dokaz da u eksperimentalnih Zivotinja primjena
flutamida, nesteroidnog antiandrogenog lijeka sprec¢ava reakciju bubrenja gubernakula, dok
primjena testosterona ili dihidrotestosterona dovodi do obrata ovog procesa (25, 26). Kao
potvrda ovome sluzi epidemioloski podatak da se veliki postotak nespustenih testisa
spontano razrije§i u vrijeme povecanog luc¢enja gonadotropina i steroidnih hormona
neposredno nakon poroda u dobi od 1-3 mjeseca. Nespusteni testisi su Cesta pojava u
hipogonadotropnom hipogonadizmu (HH)(13, 27), kao i u mutacijama gena za AR,

uzrokuju¢i sindrom androgene neosjetljivosti (androgen insensitivity syndrome (AlS)),
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karakteriziranom s poremecajem u razvoju Wolffovih kanalica s mikropenisom,
hipospadijom i nespustenim testisima (28-31). Takoder i poremecaj gena zaduzenog za gen

lutetotropnog hormona (LH) moze prouzrociti pojavu nespustenih testisa (32).

Razvoj testisa rodenjem nije zavrSen i on se nastavlja nakon rodenja djeteta (33), Sto je u
suprotnosti s dosadasnjim shvac¢anjem da se gonade u ljudi nakon poroda nalaze u stanju
mirovanja. Za vrijeme prvih postnatalnih mjeseci, serumske razine gonadotropina znacajno
porastu (34). Uzrok tome je aktivacija hipotalamo-hipofizno-testiskularne osvine koja za
posljedicu ima znacajno poviSenje serumskih razina folikulo oslobadaju¢eg hormona
(FSH) 1 luteiniziraju¢eg hormona (LH) koja potom wuzrokuje nagli porast lucenja
reproduktivnih hormona, kao §to su testosteron, inhibin B i MSI (35-37). Za vrijeme ovog
znacajnog porasta serumskih razina androgena djecaci ne pokazuju znakove virilizacije,

ve¢ postoje samo posredni znaci djelovanja androgena (38).

Kao posljedica nenaruSenog djelovanja gonadotropina i androgena u testisu dolazi do
umnazanja 1 diferencijacije Leydigovih i zametnih stanica (39), a zbog umnazanja
Sertolijevih stanica pocinje se luciti inhibin B (40, 41). Sazrijevanje zametnih stanica
zapocinje u dobi od 3 mjeseca pretvorbom gonocita u adult dark (Ad) spermatogonije, Ciji
se broj postupno povecava (42). Taj proces se uglavnom zavrsi do 6. mjeseca zivota.

Za razliku od zdravog testisa, kod testisa zaostalog na njegovom normalnom putu
spustanja u skrotum postoji poremecaj u sazrijevanju zametnih stanica $to dovodi do
povecanog gubitka zametnih stanica i smanjenog broja Ad spermatogonija (43). Ovo
smanjenje broja Ad spermatogonija je izrazenije od smanjenja ukupnog broja zametnih
stanica 1 predstavlja osnovni poremecaj u razvoju zametnih stanica u primarno
nespusStenim testisima (44). To povecava rizike od poremecaja u kvaliteti sperme i
neplodnosti, te rizike pojave maligne bolesti testisa u kasnijem Zivotu (45-49). Navedene
promjene su izrazenije kod nespustenih testisa s viSim smjestajem testisa.

Osim promjena zametnih stanica nespusteni testisi znacajano utjeCu i na funkciju
Leydigovih stanica koje za iste serumske vrijednosti izlu¢enog testosterona kao kod

normalno spustenih testisa trebaju stimulaciju viSim dozama LH (50).
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lako su osnovne serumske vrijednosti testosterona u djecaka s nespuStenim testisima
normalne, u njih oko 30% stimulacija s humanim hCG-om ne dovodi do zadovoljavajuceg
porasta serumskih vrijednosti testosterona (51). Premda se Cini da se ranim lijjeCenjem do
odredenog stupnja moze sprijeciti gubitak broja i funkcije Leydigovih stanica (52, 53),
rizik pojave maligne bolesti ostaje nepromijenjen i nakon orhidopeksije (45), S§to ukazuje

na ireverzibilni pocetak testikularne disgeneze (54).

Drugi korak u sazrijevanju zametnih stanica je pretvorba AD spermatogonija u B
spermatogonije i primarne spermatocite koji se zbiva u dobi od 3-4 godine (44, 55). Testis
nakon ove dobi ulazi u stanje mirovanja do konac¢nog koraka spermiogeneze koji

zapocinje u pubertetu (56, 57).

1.5 RAZVOJ ZAMETNIH STANICA I SPERMATOGENEZA

Usporedo s formiranjem testisa kao gonade te¢e i proces diferencijacije i1 sazrijevanja

zametnih stanica i1z kojih ¢e poslije spermatogenezom nastati muske spolne stanice.

Zametne stanice testisa nastaju iz primordijalnih zametnih stanica koji potiCu iz
embrionalnog ektoderma. One duz baze alantoisa i uzduz straznjeg crijeva migriraju do
urogenitalnog nabora gdje se umnazaju (8), a one stanice koje ne zavrSe u spolnom
grebenu podlijezu procesu unutarnje apoptoze (9). Dolaskom u urogenitalni nabor
primordijalne zametne stanice posjeduju dvojni potencijal razvoja u muske ili Zenske
spolne stanice, a klju¢nu ulogu u njihovoj diferencijaciji prema muskim spolnim stanicama
ima spolno odreduju¢i gen na Y kromosomu (Sex-determining region Y — SRY), koji
zapocCinje diferencijaciju testisa aktiviranjem muskih specifi¢nih transkripcijskih faktora
koji su potrebni za pravilnu diferencijaciju Sertolijevih stanica. Sertolijeve stanice u
urogenitalnom naboru okruzuju primordijalne zametne stanice i pocinju oblikovati
seminiferne tracke u kojima dolazi do pretvorbe primordijalnih zametnih stanica u
gonocite 1 njihovog umnazanja koje se zaustavi u Go/G fazi, a njihovo daljnje umnazanje
se nastavi nakon poroda (8). Unato¢ uvrijezenom misljenju da spolne Zlijezde nakon
rodenja miruju sve do puberteta to nije tako i u njima se zbiva znacajna pretvorba zametnih

stanica u dva odvojena koraka.
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Prvi korak se zbiva u dobi od 2-3 mjeseca zZivota kada dolazi do privremenog naglog
porasta gonadotropina FSH i LH, inhibina B i testosterona §to se naziva mini-pubertet,
koji u konacnici dovodi do pretvorbe gonocita u Ad spermatogonije (58-60). Ako ova
preobrazba izostane, $to se dogada u nespusStenim testisima, do¢i ¢e do izostanka pretvorbe
gonocita u Ad spermatogonije i do postupnog propadanja gonocita, §to objasnjava visoki
postotak neplodnosti muskarca u kasnijoj, generativnoj dobi i moze dosegnuti 90% (44),

unato¢ normalnom broju zametnih stanica u vrijeme operacije (59).

Drugi korak u sazrijevanju zametnih stanica je pretvorba Ad spermatogonija u B
spermatogonije 1 primarne spermatocite mitotickom diobom, koji se zbiva u dobi od 3-4
godine (44, 55). Tek nakon ovog koraka testis ulazi u stanje mirovanja do konacnog
koraka spermatogeneze koji se odvija u pubertetu (56, 57). Izostanak ovog koraka

spermatogeneze je takoder Cesta pojava kod nespustenih testisa.

Nastupom puberteta primarne spermatocite zapocinju svoju prvu mejoticku diobu kako bi
od jedne stanice primarne spermatocite nastale dvije sekundarne spermatocite, a drugom
mejotickom diobom od njih nastale Cetiri stanice s haploidnim brojem kromosoma koje
nazivamo spermatide (Slika 2). Novonastale stanice posjeduju antigena svojstva koja su
strana ve¢ potpuno oblikovanom obrambenom sustavu domacina, a zaStitu protiv njega mu
daju c¢vrste veze Sertolijevih stanica uz bazalnu membranu koju nazivamo zonula

occludens.

Citav proces spermatogeneze reguliran je endokrinim, te testikularnim parakrinim i
autokrinim djelovanjem (61). Hormonska regulacija spermatogeneze pocinje u pubertetu
medudjelovanjem hipotalamusa i prednjeg reznja hipofize koja na poticaj gonadotropnih
oslobadajuc¢ih hormona lu¢i FSH i LH. To¢an mehanizam djelovanja ova dva hormona nije
do kraja poznat, ali s obzirom da muSke spolne stanice nemaju receptora za FSH i
androgene ocito je da oni djeluju preko Sertolijevih stanica (62). FSH djeluje direktno na
Sertolijeve stanice, a LH posredno preko testosterona koji na njegov poticaj luce
Leydigove stanice. Danas se zna da su gonadotropni hormoni ukljuc¢eni u regulaciju
nekoliko parakrinih ¢imbenika testisa, kao Sto su citokini testisa i ¢imbenici rasta za koje je
dokazano da preko receptora djeluju na umnazanje zametnih stanica suzbijanjem

proapoptotskih signala (61), dok ¢e njihov nedostatak uzrokovati apoptozu zametnih
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stanica. Kao vazan signalni put u homeostazi zametnih stanica navode se proteini Bcl-2
(63). Citokine i1 ¢imbenike rasta stvaraju imune i intersticijske stanice, a proizvode se i
unutar seminifernih tubula gdje ih stvaraju Sertolijeve stanice, Leydigove stanice,
peritubularne stanice, spermatogonije, diferencirane spermatogonije, pa ¢ak i spermatociti
(61). U slucaju patoloskih zbivanja poveca se razina pro-upalnih citokina $to negativno
utice na spermatogenezu (61). Uz ovo je vazno spomenuti da FSH odreduje broj
Sertolijevih stanica koje formiraju krvno-tubularnu barijeru i u njima potie sintezu
proteina koji vezu androgen (ABP) koji je bitan za odrzavanje 20-50 puta viSe razine
testosterona u testisu od one u krvi, a koja je nuzna za pokretanje i odrZavanje

spermatogeneze.
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Povratnu spregu u regulaciji lu¢enja FSH u muskaraca ima inibin B, polipeptidni hormon
koji se proizvodi samo u Sertolijevim stanicama (64). Regulacija lu¢enja inhibina B nije
potpuno jasna, a ¢ini se da ovisi o slozenom medudjelovanju izmedu Sertolijevih,
Leydigovih stanica, FSH i zametnih stanica. Serumske razine inhibina B tijekom zivota
muskarca nisu uvijek iste, ve¢ se mijenjaju u ovisnosti o funkciji Sertolijevih stanica. Kod
odraslih muskaraca postoji pozitivna korelacija izmedu serumske razine inhibina B i
funkcije Sertolijevih stanica, broja spermija, spermatogenog statusa i negativna korelacija
sa serumskim razinama FSH (65). Iz tih razloga inhibin B se smatra pokazateljem
spermatogeneze, a subfertilni muskarci uglavnom imaju snizene ili ¢ak nemjerljive
vrijednosti serumskih razina inhibina B s izuzetkom muskaraca s opstruktivnim tipom
azoospermije ili spermatogenim arestom na razini spermatocita koji imaju normalne razine

inhibina B (64).

1.6 IMUNOLOGIJA TESTISA

Spermatogonije se po€inju diferencirati u spermije samo nakon puberteta, nakon $to je

obrambeni sustav potpuno razvijen i sustav samotolerancije potpuno razvijen.

Kako se spematogonije umnazaju 1 diferenciraju u spermije nastaju mnogi povrSinski i
unutarstani¢ni proteini koji su novi u organizmu i novi za obrambeni sustav organizma i
kao takvi trebali bi ostati izvan njegovog dosega. Taj zadatak imaju Sertolijeve stanice koje
odvajaju krvozilni i1 tubularni prostor testisa ¢ine¢i slozenu mrezu ¢vrstih veza tzv. zonulu
occludens, koja sadrzi nekoliko integralnih membranskih proteina koji obuhvacaju razlicite
komponente kao $to su junkcijske adhezijske molekule, klaudinsku i okludinsku obitelj
proteina 1 na taj nacin osigurava razdvajanje izmedu obrambenog sustava i haploidnih

zametnih stanica i1 njihovih antigenih svojstava.

Smatra se da ova barijera ¢ini osnovu sustavne tolerancije prema novonastalim
autoantigenima. Dokaz ovome je da se transplantacijom spermija jedne jedinke u tubule
testisa druge jedinke moze obnoviti spermatogeneza (66), dokazuju¢i da su seminiferni

tubuli imunoprivilegirano mjesto. Ovo nije slucaj s autoantigenima koji se nalaze na
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stanicama smjeStenim u bazalnom prostoru seminifernog epitela izvan zonule occludens.

Takvi ¢e autoantigeni biti prepoznati kao strani (67).

Eksperimenti sa alograftima i ksenograftima smeStenim izravno u intersticijski prostor
testisa mogu pokazivati izostanak znakova degeneracije uzrokovane s reakcijom graft-
domacin, ukazuju¢i na odsutnost ili umanjeni obrambeni odgovor (68, 69). Unato¢
navedenom, testis ima moguénost normalnog upalnog odgovora, §to pokazuje njegov
ucinkovit odgovor na virusne i1 bakterijske infekcije, posebno u podrucju rete testisa gdje
sperma ulazi u eferentni duktus epididimisa (70). Ova prijelazna zona je izgradena od
stanica nalik Sertolijevima koje oblikuju zaliske s mnogo makrofaga koji nadziru tkivo.
Na ovom podrucju nema krvno-testikularne barijere zbog ¢ega spermiji na ovom mjestu
viSe nisu zaSti¢eni od obrambenog sustava domacina, kao Sto su zaSti¢eni u distalnom
dijelu svog prolaska kroz epididimis gdje postoji epididimo-krvna barijera. Ovo je
potvrdeno s opazanjem da neki oblici autoimunog orhitisa zapoCinju upravo u rete testis, a

krvno-testikularna barijera na ovom mjestu je nepotpuna za humoralna protutijela.

Za imunoprivilegiranost testisa nije odgovorna samo krvno-testikularna barijera, nego 1
specificna unutarstani¢na regulacija djelovanja obrambenog sustava. Naime, u intersticiju
testisa prevladavaju Leydigove stanice, a u transplantacijskim istrazivanjima Stakori
kojima su prethodno dati estrogeni, kako bi se smanjilo lucenje testosterona iz Leydigovih
stanica, brzo su odbacivali unutartestikularne alograftove, ukazuju¢i da visoke razine
testosterona imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju imunoprivilegiranosti testisa mada
mehanizam ove pojave nije razjas$njen. Cinjenica je da testis posjeduje veliki raspon
imonokompetentnih stanica kao $to su leukociti, makrofagi, monociti, dendriticne stanice,

T 1 B limfociti i mastociti.

Makrofagi su u testisu prisutni od sedmog tjedna gestacije 1 vjerojatno potjecu iz
prekursorskih hematopoetskih stanica koje naseljavaju testis. Za vrijeme postnatalnog
razdoblja one se umnazaju vjerojatno pod kontrolom hipofize jer je primijeceno da se
umnazanje makrofaga u Stakora moze potaknuti s hCG. U odraslog muskarca makrofagi
sacinjavaju 25% svih intersticijskih stanica testisa u fizioloskim uvjetima, a gradom i
biokemijski slice makrofagima u ostalim tkivima mada u usporedbi s njima imaju

smanjenu sposobnost lu¢enja citokina IL-18 1 TNF (71).
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Da je tome tako pokazuje pokus s umetanjem liposaharida nalik bakterijskima u misji testis
Sto za posljedicu ima lucenje poviSenih vrijednosti testikularnog citokina IL-6 s
posljedi¢no povecanom sintezom protuupalnih posrednika (69, 72). U testisima muSkaraca
s obzirom na isticanje povrsinskih antigena razlikujemo dvije vrste makrofaga i to skupinu
ED2 1 EDI. Smatra se da su ED2 makrofagi predstavljaju 85% makrofaga primarno
nastalih u testisu, ne sudjeluju u razvijanju upale i imaju ulogu u ocuvanju imune
privilegiranosti kao dio imunoregulacijskog tima. Za razliku od ED2 makrofaga ED1
makrofagi ¢ine 25% ukupne populacije makrofaga u testisu, smatra se da potjecu od krvnih
monocita/makrofaga i sudjeluju u upalnom odgovoru, a za vrijeme akutne i kroni¢ne upale
dotok ED1 makrofaga mjenja odnos populacije makrofaga na ustrb ED2 makrofaga. Kod
neplodnih musSkaraca sa znaajnim oSteCenjem spermatogeneze u oko 5% biopsija

nalazimo tubule testisa okruzene monocitnim infiltratima koji se nalaze i kod CIS testisa.

Druga skupina imunih stanica po zastupljenosti u testisu su mastociti. Njithov doprinos
imunoloskom sustavu je uvijek bio podcijenjen, a njihova uloga u imunoprivilegiranosti
testisa joS uvijek nije razjasnjena (73, 74). Mastociti otpustaju posrednike koji mogu
utjecati na pocetak i progresiju bolesti, a kod sisavaca imaju 1 vaznu ulogu u regulaciji
sinteze steroidnih hormona u Leydigovim stanicama (75). U mozgu ove stanice mogu
mijenjati propusnost krvnih zila i povecati prolaz upalnih stanica. Njihov glavni produkt
koji otpustaju je serin proteaza triptaza koja je mitogen za fibroblaste, povecavajuci sintezu
kolagena §to dovodi do fibroze, zadebljanja i hijalinizacije zidova tubula. Histoloski izgled
poremecaja povezanih s problemima spermatogeneze i neplodnosti su uvijek udruzeni s
povecanim brojem mastocita (76, 77). U skladu s navedenim inhibitori mastocita
sprecavaju aktivaciju mastocita i povoljno djeluju na lijecenje idiopatske oligospermije i

oligoastenospermije (78, 79).

1.7 UZROCI NASTANKA PRIMARNO NESPUSTENIH TESTISA

Pravi uzrok pojave nespustenih testisa do danas nije poznat, premda je ocito da je za

poremecaj odgovorno vise ¢imbenika.
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Porodajna masa <2,5 kg je kljuCan ¢imbenik za razvoj nespustenih testisa neovisno o
duzini gestacije i navodi se kao vazan ¢imbenik u vecini epidemioloskih istrazivanja koja
se bave ovom problematikom. Uz nju se kao vazni ¢imbenici navode i nedonoSenost,
blizanacka trudnoca, te obiteljska anamneza, a na to ukazuju i epidemioloski podatci da
obitelji s pozitivnom anamnezom nespustenih testisa imaju ucestalost rodenja djeCaka s
nespusStenim testisima u 23%, a obitelji s negativnom anamnezom ucestalost od 7,5%

slucajeva (80).

Vazan epidemioloski podatak u rasvjetljavanju mogucih uzroka nespustenih testisa su i
podatci o smjeStaju testisa prikupljeni za vrijeme operacije djeCaka zbog nespustenih
testisa koji govore da se 82% testisa prilikom operacije nalazilo distalno od unutarnjeg
preponskog otvora (81), dok se od preostalih 18% testisa polovina (9%) nalazila
intraabdominalno, a druga polovina je bila atrofi¢na ili se radilo o nedostaju¢em testisu. Iz
ovoga zaklju¢ujemo da se u vise od 80% slu€ajeva poremecaj spustanja testisa dogodio u
drugoj, transingvinalnoj fazi spustanja testisa kada je testis oblikovan kao organ, $to veliki
broj genskih poremecaja, odgovornih za formiranje testisa kao organa iskljucuje kao
prevladavajué¢i uzrok poremecaja. To govori u prilog tezi da je veliki broj nespustenih
testisa uredne grade 1 da na razvoj nespustenih testisa snazno utice sam intrauterini razvoj
djeteta (82). Zbog toga insuficijencija placente sa smanjenom sekrecijom HCG (83, 84) i
niske vrijednosti majc¢inih estrogena takoder mogu biti uzro¢ni ¢imbenici (84, 85), uz to se
¢ini da dijabetes majke, ukljucujuci i1 gestacijski dijabetes predstavlja ¢imbenik rizika za

pojavu nespustenih testisa (86).

Ocito je 1 da hormoni imaju klju¢nu ulogu u obje faze spustanja testisa, a za to je nuzna
o¢uvana hipotalamo-hipofizno-testikularna osovina (10-13). Stoga malformacije srediSnjeg
ziv€anog sustava i kongenitalni hipogonadotropni hipogonadizam mogu biti udruzeni s

nespustenim testisima (1).
Svaka faza spustanja testisa je razli¢ito hormonski regulirana.

Prva transabdominalna faza je, kao Sto je prije receno, pod dominantnom kontrolom
INSL3 koje luc¢e Leydigove stanice koje potaknute maj¢inim hCG iz placente i/ili fetalnim
LH (14), koji preko receptora na gubernakulumu LGRS (15-18), uzrokuje maskulinizaciju
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gubernakuluma, a tome pridonose MIS 1 androgeni. U toj, prvoj fazi androgeni osim
djelovanja na gubernakulum preko genitofemoralnog zivca i CGRP, poticu regresiju CSL
preko androgenih receptora (AR). Kao zaklju¢ak mozemo re¢i da ¢e jedini poremecaji
gena koji sintetiziraju INSL3 i LGRS8 receptor dovesti do poremecaja spustanja testisa u
skrotum (20, 21), premda samo mali postotak djecaka s nespuStenim testisima ima ovaj
poremecaj (87, 88). Poznato je da intrauterina izlozenost estrogenima i/ili okoliSnim
¢imbenicima koji oponasaju estrogenu aktivnost moze uzrokovati slabije lu¢enje INSL3 iz
Leydigovih stanica miSjeg fetusa i dovesti do poremecaja spustanja (20). Nedostatak ili
poremecaj lucenja androgena u prvoj fazi moze poremetiti involuciju CSL i tako
uzrokovati poremecaj spustanja testisa u skrotum. Poremecaj lucenja MIS moze
prouzroc€iti poremecaj involucije Miillerovih kanali¢a u muskom zametku (19), koji mogu

uzrokovati anatomsku blokadu spustanja testisa u skrotum (10).

Druga faza spuStanja testisa u skrotum odvija se pod prevladavajuéom kontrolom
androgena koji poti¢u genitofemoralni zivac na lu¢enje CGRP koji pak, potiCe stanice
gubernakuluma na isticanje membranskih AR (22), te preko istaknutih receptora na
gubernakulumu uzrokuje njegove kontrakcije (24). Potvrda vazne uloge androgena je i
dokaz da u eksperimentalnih Zivotinja primjena flutamida, nesteroidnog antiandrogenog
lijeka ne dovodi do bubrenja gubernakuluma, a primjena testosterona 1ili
dihidrotestosterona dovodi do obrata ovog procesa (25, 26). Kao potvrda tome sluzi
podatak da se veliki postotak nespustenih testisa spontano razrije§i za vrijeme mini-
puberteta kojeg obiljezava povecano lucenje gonadotropina i steroidnih hormona
neposredno nakon poroda u razdoblju od 1.-3. mjeseca zivota. NespusSteni testisi su Cesta
pojava u hipogonadotropnom hipogonadizmu (HH) (13, 27), kao i u mutacijama gena za
androgeni receptor (AR), wuzrokuju¢i sindrom androgene neosjetljivosti (AIS),
karakteriziranom s poremecajem u razvoju Wolffovih kanalica s mikropenisom,
hipospadijom 1 nespuStenim testisima (28-31). To je dokazano kod eksperimentalno
izazvanih nespusStenih testisa u zivotinja s nedostatkom receptora za androgene ili
blokadom androgenih receptora (89). Takoder i poremecaj gena zaduzenog za gen LH

moze dovesti do pojave nespustenih testisa (32).
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Obje ove faze odvijaju se pod dominacijom hormona koje lue Leydigove stanice Sto
naglaSava vaznu ¢injenicu da je normalna funkcija Leydigovih stanica od klju¢ne vaznosti
za spustanje testisa u skrotum, te ¢e njihov nedostatak ili poremecaj dovesti do nespustenih

testisa.

Kao 1 u prvoj, tako 1 u drugoj fazi spustanja testisa u skrotum znatnu ulogu u nastanku
nespustenih testisa kod ljudi imaju i okolinski ¢imbenici (90). Tako tvari i toksini koji
imaju slicno djelovanje estrogenima mogu uzrokovati poremecaj spustanja testisa zbog
Cega je izloZenost estrogenima Cesto koriSten model izazivanja nespuStenih testisa u
zivotinja (91). Izlozenost kemikalijama iz okoliSa kao S$to su organoklorini, ftalat
monoesteri 1 puSenje povezani su sa Stetnim djelovanjem na razvoj reproduktivnog sustava

u djece (92-94).

Uz ove c¢imbenike vaznu ulogu u spuStanju testisa i njegovom poremecaju ima
intaabdominalni tlak, a njegov ucinak je najizraZeniji za vrijeme prolaska testisa kroz
preponski kanal. Intraabdominalni tlak ne samo da vrsi izravni pritisak na testis, ve¢ i
indirektno formiraju¢i vrSak procesusa vaginalisa stabilizira testis 1 omogucuje
gubernakulumu povlacenje testisa (10). Stanja povezana sa sniZenim abdominalnim tlakom
koja su udruZena s povecanim rizikom razvoja nespustenih testisa uklju¢uju: Prune belly
sindrom, kloakalnu ekstrofiju, omfalokelu, gastroshizu i razli¢ite druge sindrome (95, 96).

Abnormalnosti epididimisa ¢esto su povezane s nespustenim testisima, mada vecina

anomalija epididimisa ne doprinosi poremecaju spustanja testisa u skrotum (97).

1.8 NACINI OSTECENJA NESPUSTENIH TESTISA

1.8.1 NACIN OSTECENJA ZAMETNIH STANICA

Upotrebom najc¢esc¢eg modela za eksperimentalno nespustene testise, smjeStanjem testisa
odrasle spolno zrele zivotinje u trbuh dokazano je da su primarni spermatociti i spermatide

odraslog 1 pubertalnog testisa najosetljiviji na poviSenu temperaturu, dok su
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spermatogonije najotpornije. Ovi tipovi stanica su vjerojatno osjetljivi na poviSenu
temperaturu jer na svojoj povrsini istiCu proteine osjetljive na temperaturu. Sveukupno ova
istrazivanja ukazuju da su razvijene zametne stanice direktno osjetljive na poviSenu
temperaturu, ali nam ova ¢injenica ne pomaze razumjeti promjene u seminifernim tubulima
1 Leydigovim stanicama nezrelog testisa kod djecaka kod kojih spermatogeneza jo$ nije ni
zapoCela 1 gdje se zametne stanice osjetljive na poviSenu temperaturu pojavljuju tek

desetak godina poslije (89).

1.8.2 NACIN OSTECENJA SERTOLIJEVIH STANICA

U Stakora se spustanje testisa u skrotum dogada nakon rodenja, a kada se to spuStanje
sprijeci prve morfoloske promjene su zamjetne na Sertolijevim stanicama nespustenog
testisa za razliku od normalno spustenog testisa gdje tih promjena nema (89).

Sertolijeve stanice, smjesStene u testisu kojem je temperatura viSa za 0,7°C od skrotalno
smjestenog testisa, u pojedinim fazama spermatogenog ciklusa nakupljaju masne kapljice i
izluCuju vise tekucine iz seminifernih tubula nego Sertolijeve stanice u spuStenim
testisima. Nakon toga, kada se temperaturna razlika poveca na 1,5°C, slijedi smrt
spermatocita u nespustenim testisima. Ova opazanja ukazuju da oStecenje Sertolijevih
stanica prethodi oSte¢enju zametnih stanica i da bi uzrok njihovog osSte¢enja djelomicno
mogao biti oSte¢enje Sertolijevih stanica (89). Vjerojatno objasnjenje osjetljivosti
Sertolijevih stanica je u tome da one na svojoj stanicnoj membrani imaju proteine koji su

ovisni o temperaturi (98).

1.8.3 NACIN OSTECENJA LEYDIGOVIH STANICA

Leydigove stanice u nespustenom testisu luce nesto manje vrijednosti testosterona (89). U
eksperimentalnom modelu nespustenih testisa u Stakora ovaj defekt Leydigovih stanica je
zabiljezen dvadesetog dana, Sto je nekoliko dana nakon §to je zabiljezen poremecaj
funkcije seminifernih tubula (89). Vecina istrazivanja potvrduju da su ta zbivanja
posljedica poremecenog parakrinog luCenja iz stanica seminifernog tubula i da su
Leydigove stanice in vitro neosjetljive na promjene tjelesne temperature (89).
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1.8.4 NACIN OSTECENJA CIRKULACIJE TESTISA

Mikrocirkulacija testisa je posebna u nekoliko pogleda. Krvni tlak i razine kisika unutar
krvnih zila testisa su vrlo niski $to testis ¢ini osjetljivim na promjene u protoku krvi (89).
Eksperimentalno je dokazano da primarno nespusteni testisi imaju smanjeni protok krvi
kroz krvne zile testisa i njihovu smanjenu propusnost. Smatra se da su ove promjene
uzrokovane poremecenim parakrinim djelovanjem Leydigovih i1 Sertolijevih stanica §to
dovodi do poremecaja u luCenju ¢imbenika koji uticu na krvne Zile testisa (89). Takva
poremecena vaskularizacija nespusStenog testisa je posebno osjetljiva na pojacanu

hormonsku stimulaciju (99).

1.9 NACIN OSTECENJA SUPROTNOG, ZDRAVOG TESTISA

Mehanizam kojim jednostrano oSteCenje testisa uzrokuje oStecenje suprotnog testisa jos

uvijek nije poznat. (100)

Vecina istrazivanja koja su se bavila promjenama uzrokovanim torzijom jednog testisa
potvrdila su postojanje oStec¢enja suprotnog testisa (101, 102) (103, 104), premda postoje 1
istrazivanja koja to nisu potvrdila (105, 106). U prilog govori podatak da je nakon torzije

jednog testisa spermatogram abnormalan u 70% bolesnika (107).

Unato¢ kontroverzama, postoji nekoliko teorija o mehanizmu ostecenja suprotnog, zdravog
testisa, a to su: imunoloski mehanizam, refleksna vazokonstrikcija i smanjeni protok krvi
kroz suprotni testis, prethodne atake kratkotrajnih 1 asimptomatskih torzija testisa i

kongenitalna displazija testisa (108).

Mehanizam refleksne vazokonstrikcije 1 smanjenog protoka krvi kroz suprotni testis
temelji se na Cinjenici da su testisi sisavaca vrlo osjetljivi na oStecenje slobodnim
radikalima kisika (109). Klju¢ni ¢imbenici za razvoj Stetnih posljedica na torkviranom
testisu su vrijeme trajanja ishemije 1 reperfuzije (110, 111). Ishemija testisa poti¢e smrt
zametnih stanica uglavnom smanjenjem opskrbe kisikom ispod metabolic¢kih potreba tkiva
testisa, smanjenjem stanic¢ne energije 1 nakupljanjem toksi¢nih metabolita, a broj oste¢enih

zametnih stanica pokazuje povezanost s trajanjem ishemije (112). Reperfuzija dodatno
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povecava ishemijom potaknuto oSte¢enje zametnih stanica nastankom slobodnih radikala
kisika i spojeva dusika (109). Ostecenje suprotnog testisa nakon jednostrane torzije testisa,
objasnjava se refleksnom vazokonstrikcijom i smanjenjem protoka krvi u suprotnom

testisu Sto uzrokuje nastanak slobodnih radikala kisika i oStecenje tkiva (109).

U suprotnosti s ovim je imunoloska teorija koja kaze da oSteCenje suprotnog testisa nastaje
djelovanjem imunoloSkog mehanizma $to je potkrijepljeno opazanjima da oStecenje testisa
nastaje u zivotinja podvrgnutih torziji testisa, ali ne 1 u Zivotinja koje su bile podvrgnute
podvezivanju testikularnih krvnih zila (102, 113). Ovo se stajaliSte temelji na spoznaji da
imunoregulacija testisa pociva na odrzavanju ravnoteze izmedu imunoloSke
privilegiranosti i upale, a regulirana je dvojnom ulogom stanica imunog sustava i citokina
koji mogu djelovati imunosupresorski ili proupalno. U fizioloSkim uvjetima, antigen
specificni autoimuni odgovor se sprec¢ava sistemskim i lokalnim mehanizmima tolerancije
Sto omogucuje prezivljavanje zametnih stanica koje za vrijeme spermatogeneze isticu
autoantigene. U uvjetima upale, traume ili torzije jednog testisa, zrele dendriti¢ne stanice i
makrofagi luce velike koli¢ine proupalnih citokina koji otpusteni u cirkulaciju narusavaju
nepropusnost krvno-testikularne barijere 1 uzrokuju apoptozu zametnih stanica (107, 114).
Antigeni spermija koji se za vrijeme apoptoze otpusStaju sa zametnih stanica pojacavaju
autoimuni odgovor, a pojava protutijela govori u prilog pojacanog imunog odgovora (114).

Ove promjene uzrokuju propadanje zametnih stanica i neplodnost.

Bez obzira na mehanizam oStecenja suprotnog testisa opsezna apoptoza, koja se nakon
torzije jednog testisa redovito odvija u zametnom epitelu suprotnog testisa, uglavnom
zahvaca primarne i sekundarne spermatocite, dok su spermatogonije, kapilarni endotel,

vezivno tkivo i peritubularni fibroblasti rijetko zahvaceni (107).

U suprotnosti s podatcima o apoptozi stanica, endokrini mehanizam testisa je puno

otporniji na ishemiju (115)
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1.10 POSLJEDICE NELIJECENOG KRIPTORHIZMA

1.10.1 NEPLODNOST

Muskaci s anamnezom nespustenog testisa imaju veci rizik biti neplodni u odrasloj dobi s
manjim brojem spermija i slabijom kvalitetom sperme od muskaraca s normalno spuStenim
testisima (116, 117).

Povezanost je jo§ ocitija kada se proucavaju podatci muskaraca s azoospermijom. Oko
10% neplodnih muSkaraca imaju anamnezu nespusStenih testisa 1 orhidopeksije (118).
Muskarci s obostrano nespusStenim testisima imaju 6 puta veéi rizik od neplodnosti u
usporedbi s muskarcima koji imaju jednostrano nespustene testise i u usporedbi s opcom
populacijom (119). Ucestalost azoospermije u musSkaraca s jednostrano nespustenim
testisima je 13%. NelijeCeni muSkarci s obostrano nespuStenim testisima ¢e u 98%
slucajeva razviti azoospermiju, dok ¢e nakon orhidopeksije vise od 20% njih postici
normalan broj spermija (120). Rizik od azoospermije se smanjuje na 32% kod bolesnika
lijeenih hormonima 1 na 46% u muSkaraca podvrgnutih orhidopeksiji u dje¢joj dobi (44).
Zbog toga se namece pitanje da li se tu radi o prirodenom ireverzibilnom oStecenju
spermatogeneze.

Koliko ¢e djecaka nakon orhidopeksije biti plodno znatno ovisi o: zivotnoj dobi u kojoj je
izvrSeno lijeCenje, o smjestaju testisa 1 kirurSkoj tehnici.

Dokazano je da ¢e kirurSko lijecenje djecaka s obostrano nespustenim testisima u dobi
izmedu 10 mjeseci 1 4 godine dovesti do normalnog broja spermija u 76% slucajeva u
usporedbi s 26% slucajeva u djecaka koji su operirani u dobi izmedu 4 i 14 godina. Ova
razlika u uspjesnosti lijecenja s obzirom na dob bolesnika prilikom operacije nije toliko
izrazena kod bolesnika s jednostrano nespustenim testisom (1).

ObjaSnjenje ovog opazanja leZi u €injenici da smanjenje broja zametnih stanica zapocinje
ve¢ u 6. mjesecu zivota i ovisna je o smjestaju testisa. Opcenito receno, §to je visi smjestaj
testisa u vrijeme lijeCenja, to ¢e biti manji broj zametnih stanica u tubulima testisa (121).
Ovi podatci su dobiveni biopsijom testisa za vrijeme orhidopeksije, ¢ime se dokazalo da
spermatogeni indeks (broj Ad spermatogonija/tubulu testisa) znacajno opada nakon 6.

mjeseca zivota 1 u dobi od 9 mjeseci ima granic¢ne vrijednosti manje od 0,2. Takve osobe
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imaju visoki rizik neplodnosti u kasnijem Zzivotu, jer broj Ad spermatogonija korelira s
brojem spermija u odrasloj dobi (122). U nespuStenim testisima uz zametne stanice
znacajno atrofiraju 1 Leydigove stanice zbog nedovoljnog lucenja gonadotropina Sto
dovodi do smanjenog lucenja testosterona (123). Tasian i suradnici navode znacajan rizik
mjesecnog gubitka od 2% zametnih stanica i rizika mjese¢nog gubitka 1% Leydigovih
stanica za svaki mjesec koji testis ostaje nespuSten. On takoder navodi i 50% ve¢i rizik od
gubitka zametnih stanica u nepalpabilnom testisu u odnosu na palpabilni nespusteni testis
(124). Zbog toga se smatra da orhidopeksija uc¢injena do 9. mjeseca Zivota mozZe zaustaviti
daljnje propadanje zametnih stanica testisa i poboljSati vjerojatnost da lijeCeni djecaci u

odrasloj dobi budu plodni.

Medutim, kao §to je vidljivo iz prije reCenog orhidopeksija u ranoj dobi ne jamci uvijek
100% plodnost u odrasloj dobi. HadZiselimovi¢ i1 suradnici pokazali su da ¢e unato€
orhidopeksiji prije 6. mjeseca Zivota cak 35% djecaka u odrasloj dobi biti neplodno, iako
su prilikom orhidopeksije imali normalan broj zametnih stanica (59). Autori navode
hipotezu da je neplodnost uzrokovana poremecenom pretvorbom gonocita u Ad
spermatogonije, stanice iz kojih ¢e poslije nastajati spermiji. Ovo se objaSnjava mini-
pubertetetom, Sto u konacnici dovodi do pretvorbe gonocita u Ad spermatogonije (58),
(59), (60). HadZiselimovi¢ i suradnici su takoder dokazali da je broj Ad spermatogonija u
jednostrano nespustenim testisima u nelinearnoj korelaciji sa suprotnim, spustenim,

testisima (59).

Ako se ta preobrazba ne dogodi tijekom mini puberteta, rizik neplodnosti u kasnijoj dobi
doseze 90% (44). Ovaj poremecaj u prvoj fazi sazrijevanja zametnih stanica dovodi do
nesrazmjernog smanjenja broja Ad spermatogonija u odnosu na broj gonocita Sto
objasnjava visoki postotak neplodnosti muSkaraca s nespuStenim testisima koji su u
vrijeme orhidopeksije imali normalan ukupni broj zametnih stanica. Kako bi se potakla
pretvorba gonocita u Ad spermatogonije danas se zbog sprecavanja posljedi¢ne

neplodnosti u odrasloj dobi predlaze primjena hormonskog lije¢enja (58).
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1.10.2 MALIGNOST

Uzrok maligne bolesti testisa je nepoznat, ali klini¢ki i epidemioloski podatci upucuju da je
velik postotak poremecaja muskih reproduktivnih organa antenatalnog porijekla. U
literaturi je poznato da muskarci s nespustenim testisima imaju veci rizik nastanka tumora
zametnih stanica testisa. Vjerojatnost za to je 1:2000 i povecana je u odnosu na opéu
populaciju, ali se podatci o stopi ucestalosti razlikuju u razliitim istrazivanjima (125).
Tako jedno istrazivanje navodi veci rizik maligne bolesti od 32 puta u muskaraca s
anamnezom nespustenih testisa u odnosu na normalnu populaciju (126). Meta analiza 21
kontrolirane studije pokazala je povecanu ucestalost maligne bolesti od 3,5 do 17,1 puta

(127).

U muskaraca s jednostrano nespustenim testisima maligna bolest se razvija uglavnom na
nespustenom testisu, premda su maligne alteracije pronadene i na suprotnom spustenom
testisu u oko 20% slucajeva (128). Rizik pojave maligne bolesti takoder ovisi 1 0 smjeStaju
testisa 1 ve¢i je 5 puta kod anamneze testisa smjeStenih u trbuhu nego kod testisa
smjestenih u preponskom kanalu. Cimbenik vaZzan za udestalost pojave maligne bolesti je
dob u kojoj je izvrSena operacija korekcije nespustenih testisa. U §vedskoj studiji koja je
ispitivala relativni rizik pojave maligne bolesti testisa izmedu normalne populacije i 16983
bolesnika s nespustenim testisima utvrdila je relativni rizik pojave maligne bolesti od 2,23
u djecaka kojima je orhidopeksija zbog nespustenih testisa ucinjena prije 13. godine i
relativni rizik 5,40 u djecaka kojima je orhidopeksija ucinjena nakon 13. godine Zivota

(129).

HistoloSki tumori zametnih stanica testisa adolescenata i mladih odraslih muskarca su
seminomi 1 neseminomi. Neseminomi se dijele na embrionalne karcinome, tumore
Zzumanjcane vrece, koriokarcinome koji imaju ekstraembrionalne elemente i teratome u
kojima je doSlo do somatske diferencijacije. Tumori zametnih stanica predstavljaju

najcesce solidne tumore u dobi od 15-45 godina kod bijele rase (130).

Poznato je da maligna bolest testisa potjece iz stanica karcinoma in situ (CIS), a poznat je
1 pod nazivom intratubularna nediferencirana neoplazija zametnih stanica (TIN) i

predstavlja est prekursor seminomskih i neseminomskih tumora zametnih stanica (131).
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Potvrda ovoj tvrdnji je da stanice CIS svojom gradom jako podsje¢aju na gonocite, i obje

vrste stanica imaju zajednicka brojna imunohistokemijska obiljezja.

1.11 DIJAGNOZA NESPUSTENIH TESTISA

1.11.1 KLINICKI PREGLED

Predstavlja osnovu dijagnostike nespuStenih testisa i premda nije uvijek jednostavna,
znacajno ovisi o iskustvu klini¢ara, kao 1 o postavkama samog pregleda. Klinic¢ki se
pregled obavlja u toploj prostoriji, ukljucuje vizualni pregled skrotuma i pregled djeteta
dok lezi na ledima, u poziciji s prekrizenim nogama i ako je moguce i u stojecem polozaju.
Asimetri¢ni 1 hipoplasti¢ni skrotum ukazuje na jednostrano ili obostrano nespusteni testis.
Jednostrano nepalpabilni testis i povecani suprotni testis, posebno nakon pocetka puberteta
moze ukazivati na atrofiju testisa ili njegov nedostatak. Ovaj nalaz nije specifi¢an i1 ne
iskljucuje potrebu za kirurSkom eksploracijom. Kako bi jasno razlikovali nespuSteni od
mobilnog testisa kliniar svakako treba iskljuciti refleks kremastera Sto se postize tako da
ispitiva¢ svojom nedominantnom rukom pritisne podrucje iznad pubicne kosti prije
dodirivanja skrotuma dominantnom rukom. U slu€aju da se testis ne nalazi u skrotumu ve¢
u preponskom kanalu pokusava ga se pokretima muznje spustiti u skrotum. Ovaj postupak
omogucuje procjenu duzine elemenata funikulusa i razlikovanje izmedu preponski
smjestenog testisa i povec¢anog limfnog ¢vora. Prilikom klini¢kog pregleda pozornost treba
obratiti na podrucje bedara, medice i spolnog uda u slucaju nepipljivog testisa kako bi

iskljucili ektopicni testis, te obratiti pozornost na postojanje preponske kile.

1.11.2 DOPUNA KLINICKOM PREGLEDU

Kao dopuna klinickom pregledu kod nepalpabilnih testisa koristiti se pregled ultrazvukom

(UZV) 1 magnetskom rezonancom (MRI). Te metode omogucuju prikazati testis, te
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odrediti njegov polozaj, veli¢inu 1 strukturu parenhima. U odredenim slucajevima u
dijagnostici nepalpabilnih testisa sve vise se primjenjuje laparoskopija (132).

Laboratorijska dijagnostika nije uobicajen postupak u dijagnostici nespuStenih testisa 1
primjenjuje se kod muske novorodencadi s obostrano nespustenim testisima kod koje treba
iskljuciti zenski kariotip 1 s njim udruzeni adrenogenitalni sindrom. U djece s obostrano
nespustenim testisima, a u kojih je iskljucen Zenski kariotip treba uciniti endokrinoloski
pregled, kako bi se iskljucili drugi mogu¢i sindromi, a testom stimulacije s hCG-om
utvrditi postojanje tkiva koje luci testosteron. Tako se kod povisenih serumskih vrijednosti
gonadotropina, nemjerljivih serumskih vrijednosti MIS-a, i negativnog stimulirajuceg testa
s hCG moze zakljuciti da je rije¢ o anorhiji (133). Kona¢ni dokaz anorhije postavlja se

kirurskom eksploracijom.

1.12 LIJECENJE

1.12.1 INDIKACIJE I LIJECNJE

Indikacije za hormonsko ili kirursko lijecenje kriptorhizma su slijedece:

1. sprecavanje neplodnosti i pospjesenje plodnosti,

2. olakSavanje samopregleda testisa i ranog otkrivanja tumora testisa,
3. lije¢enje udruzene preponske kile,

4. sprecavanje torzije testisa,

5. sprecavanje ozljede testisa o pubi¢nu kost,

6. psiholoski efekti praznog skrotuma,

7. kozmetski razlozi.

LijeCenje nespusenih testisa moze biti hormonsko, kirur§ko ili kombinacija oba ova
postupka, a uspjeh lijeCenja uvelike ovisi o smjeStaju testisa u vrijeme postavljanja

dijagnoze i dobi bolesnika u kojoj je lijecenje zapoceto.
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Hormonsko lije€enje temelji se na upotrebi gonadotropnog releasing hormona (GnRH) koji
svojim posrednim djelovanjem preko hipofize i/ili humanog korionskog gonadotropina
(hCQG) koji izravnim djelovanjem poticu Leydigove stanice testisa na luCenje testosterona i
na taj nacin, oponasajuci fizioloSki mehanizam, poticu spustanje testisa u skrotum i
pretvorbu gonocita u spermatogonije. Jo§ uvijek postoje suprotna misljenja oko upotrebe
hormona u lijecenju nespustenih testisa, a pristase ovog oblika lijecenja primjenjuju ga kao

metodu prvog izbora.

KirurSko lijeCenje temelji se na orhidopeksiji koja predstavlja standardni zahvat za
lijeCenje nespustenih testisa (134). Ona bi se trebala izvoditi kao dopuna hormonskom
lijeCenju u slucaju njezinog neuspjeha ili kao prva metoda u slu¢aju da se prethodno nismo
odlucili za hormonsko lijecenje. Ipak indikacija za operacijsko lije¢enje kao prvi zahvat
postoji u slucajevima ektopije testisa, istovremeno prisutne preponske kile, nakon
prethodne operacije u preponskoj regiji, nakon recidiva nespustenih testisa 1 kod djece

starije od godinu dana.

Nove spoznaje govore da nespustene testise ne treba lijeciti u prvih Sest mjeseci zivota vec¢
treba saCekati njihovo spontano spustanje u skrotum Sto se ocekivano dogodi u 2/3
slucajeva. Ukoliko ne dode do spontanog spusStanja testisa, trebalo bi zapoceti s
hormonskim lijeCenjem, posebno s glediSta da ona moZe poboljsati buducu plodnost. Ako
se ovim lije¢enjem ne uspije testis spustiti u skrotum indicirana je kirurSka terapija. S
obzirom da u 24% slucajeva hormonski izlijeenih dolazi do ponovne pojave nespuStenih
testisa (135), preporucljivo je takvu djecu pratiti najmanje 6 mjeseci nakon provedenog
hormonskog lijecenja (132). Kod nespustenih testisa koji su dijagnosticirani nakon prve
godine djetetovog zivota, a zahtijevaju lijeenje prvi izbor lijeCenja trebalo bi biti kirurSko
lijecenje.

Preporuke za lijeCenje postpubertalnih muskaraca s dijagnozom nespustenih testisa temelje

se na rizicima pojave maligne bolesti testisa kao 1 na rizicima vezanim uz upotrebu

anestezije (129).

Rizik pojave maligne bolesti testisa u djecaka koji su operirani nakon 12. godine iznosi
5%, za razliku djecaka operiranih prije 12. godine kod kojih je rizik pojave maligne bolesti

testisa 2% (122). I premda na pitanje opravdanosti rutinskog izvodenja biopsije testisa, u
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adolescenata prilikom postupka orhidopeksije, nije dan jasan odgovor, neki je autori

preporucuju u svrhu ranog otkrivanja karcinoma in situ (CIS) testisa (136).

1.12.2 HORMONSKO LIJECENJE

Hormonsko lijecenje nespustenih testisa moze biti prije i poslijeoperacijsko i provodi se s
ciljem spustanja testisa u skrotum te da se potakne sazrijevanje i umnazanje zametnih
stanica testisa s kona¢nim ciljem poboljSanja plodnosti u odrasloj dobi. U slucaju
neuspjeha lijeCenje trebati nastaviti orhidopeksijom.

Danas se za hormonsko lijeenje koriste uglavnom dva hormona i to hCG i GnRH od kojih

se svaki moZze primijeniti samostalno ili u kombinaciji (137).

Primjena farmakoloskih doza hCG cest je postupak u lijeCenju djecaka s nespustenim
testisima mada uspjeSnost ovog postupka u eksperimentalnih Zivotinja nije uvjerljiva
(138). Istrazivanja zdravih Stakora i onih s nespustenim testisima jasno govore da lijeenje
s hCG ima negativan ucinak na zametne stanice, a slican ucinak je zamijecen 1 kod
lije¢enih djecaka (139). Cini se da je mehanizam, na koji hCG uzrokuje oste¢enje zametnih
stanica, stvaranje upalnih ¢imbenika kao Sto su upalni citokini i vazoaktivne tvari koje
uzrokuju upalni proces 1 edem koji ometa cirkulaciju i uzrokuje hipoksiju i apoptozu
stanica (89).

Vjerojatnost za uspjeh hormonskog lijecenja s hCG iz dostupne literature navodi se izmedu
20% 1 99% u kontroliranim studijama (140-142), dok vecina studija postiZe uspjeSnost
lijecenja oko 20% (137, 143) ili cak manju, kada se iz ukupnog broja lijecenih iskljuce

migrirajudi testisi koji ne zahtijevaju lijecenje (144).

Uspjesnost lijecenja s GnRH takoder znacajno varira u kontroliranim studijama (od 0% do
78%). U usporednim randomiziranim dvostruko slijepim studijama klinicki uspjeh je
primijec¢en u 6% djecaka lije¢enih s hCG i u 19% djecaka lijeCenih s GnRH (142). U meta
analizi 33 randomizirane studije sa 3282 djeCaka s 4524 nespuStena testisa stopa
uspjesnosti je bila 19% kod lijecenih s hCG 1 21% kod djecaka lijecenih s GnRH, dok je

placebo imao uspjeSnost u 4% slucajeva (137). 1z rezultata randomizirane studije (143)
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saznaje se da lijecenje s GnRH poboljSava fertilni indeks (odnos broja Ad spermatogonija

po tubulu testisa) stoga se GnRH moze preporuciti za pocetak lijecenja (132).

Preporuke za postupak hormonskog lijecenja kazu da bi lijecenje trebalo zapoceti s GnRH
1 nastaviti ga s hCG. Ova kombinacija lijekova 1 lijecenja trebala bi potaknuti spustanje
testisa u skrotum kod 20% djecaka s nespustenim testisima (137). Hoce li ovo lijeenje
potaknuti sazrijevanje zametnih stanica i dovesti do boljeg fertiliteta u odrasloj dobi ostaje
nejasno. Isto tako ostaje neistrazeno do koje mjere lijecenje s hCG ima negativan utjecaj na
zametni epitel (58, 143, 145). Svakako ovdje treba napomenuti i neZeljene pojave lijecenja
hCG u koje se ubrajaju: povecanje spolnog uda i testisa, pubi¢na dlakavost i agresivno

ponasanje djeteta za vrijeme lijeenja (146).

Smatra se da poslijeoperacijsko lijeCenje malim dozama analoga GnRH dovodi do
poboljsanja plodnosti muskarca u odrasloj dobi (44, 145). Sadasnja literatura ne opravdava
rutinsku  primjenu poslijeoperacijskog lijeCenja hormonima, a jedina egzaktna
dijagnosticka metoda koja moze pomoc¢i u odluci za primjenu ovog oblika lijeCenja i na

osnovu koje se moze procijeniti buduci potencijal plodnosti testisa je biopsija testisa.

1.12.3 KIRURSKO LIJECENJE

Brojna istrazivanja upucuju da orhidopeksija, ako se izvede u relativno ranijoj dobi moze
oCuvati spermatogenezu i plodnost u Stakora s eksperimentalno izazvanim kriptorhizmom
(147). Sli¢no je primijeceno i kod miSeva s nespustenim testisima koji su imali mutaciju za
LRG8 nakon orhidopeksije u dobi od 4 tjedna (15). S druge pak strane nije zamijecen
oporavak plodnosti ako je orhidopeksija napravljena u odrasloj dobi Stakora sa spontanim
ili eksperimentalno izazvanim poremecajem spustanja testisa (148, 149). Isto tako se ¢ini
da se orhidopeksijom moZe sprijeciti sekundarna degeneracija skrotalnog testisa kod

jednostrano nespustenih testisa (91, 150).
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Temeljni princip operacijskog lijeCenja nespustenih testisa je pronaci nespusteni testis, te
ga nakon oslobadanja od priraslica smjestiti u skrotum bez napetosti.

Za intraabdominalno smjesStene testise ovo se moze postic¢i klasi¢nim ili laparoskopskim
operacijskim zahvatom. Oba ova nacina treba smatrati ravnopravnim jer se oko 5%
slucajeva rjeSavanja nespustenih testisa ne moze zavrsiti zapocetom tehnikom (151, 152),
ve¢ treba pribje¢i drugoj metodi. Aplazija testisa se dijagnosticira u 9,8% djecaka s
intraabdominalnim testisima (153). U nekim slu¢ajevima pronadu se samo ostatci testisa

na kraju spermati¢nog tracka i takve ostatke treba ukloniti.

1.13 BIOPSIJA TESTISA

Biopsija testisa je postupak uzimanja malenog uzorka tkiva testisa koji sluzi za postupke

dijagnostike 1 lijeCenja poremecaja testisa.

Upotreba u dijagnosticke svrhe prvenstveno se koristi kod neplodnosti odraslih muskaraca,
kao §to je dijagnoza opstruktivne azoospermije, kod muskaraca s ¢imbenicima rizika od
maligne bolesti testisa gdje sluzi ranom otkrivanju karcinoma in situ testisa (CIS) te kod
postavljanja dijagnoze tumorskih tvorbi testisa. Primjena biopsije u dijagnostici
testikularnih poremecaja u djecaka prijepubertalne dobi ograni¢ena je na upotrebu kod
sumnje na disgenezu gonada ili kod sumnji na ovotestis dok su stavovi o koriStenju
biopsije testisa prilikom zahvata orhidopeksije u svrhu procjene buduce plodnosti i s tim

povezane primjene hormonskog lije¢enja joS uvijek kontroverzni.

U postupcima lijecenja biopsija testisa se koristi kod postupaka potpomognute oplodnje,
prvenstveno neplodnih muskaraca za dobivanje spermatozoida (TESE, TESA) u

muskaraca s neopstruktivnim oblikom jake oligozoospermije i azoospermije.

Biopsija ovisno o na¢inu izvodenja moze biti otvorena (TESE), punkcijska ili perkutana

aspiracijska (TESA) od kojih svaka ima svoje prednosti i nedostatke.

Otvorena biopsija je sloZeniji i1 zahtjevniji zahvat koji na uspavanom bolesniku u

operacijskoj dvorani izvodi obuceno osoblje, pod kontrolom oka izbjegavajuci krvne zile
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testisa uzima uzorak tkiva koje prolabira kroz incizijski otvor na ovojnici testisa
izbjegavaju¢i nepotrebna daljnja oStecenja testisa, a uzorak tkiva je zadovoljavajuce

koli¢ine 1 kvalitete.

Punkcijska biopsija ima prednost pred otvorenom biopsijom jer se moze izvoditi u lokalnoj
anesteziji, ne zahtijeva kirur§ku dvoranu i sloZeni instrumentarij, a ni tako osposobljeno
medicinsko osoblje kao za postupak otvorene biopsije. Koli¢ina i kvaliteta dobivenog
uzorka tkiva je neSto loSija od uzorka dobivenog otvorenom biopsijom. Zbog nalina
izvodenja postupka, punkcijska igla mora duboko prodrijeti u tkivo testisa kako bi se dobio
dovoljan uzorak tkiva pri ¢emu postoji veca vjerojatnost ozljede krvnih Zila testisa,
posljedicnih krvarenja i1 ishemije, a upotrebom punkcijskih pistolja i perkutanih tehnika
vjerojatnost za ozljedu i1 obujam ozljede tkiva testisa se jo§ viSe povecava. Takve ozljede

posebno su Stetne za testise malog volumena, kao Sto su atroficni ili djecji testisi.

Pioniri u upotrebi punkcijske biopsije testisa bili su Posner 1905. i Huhner 1913. koji su je
primijenili u istrazivanju muske neplodnosti (154-156), dok je otvorenu biopsiju testisa, u
svrhu patohistoloSke analize i procjene muske sterilnosti, prvi popularizirao Charny 1940.

godine (155, 157).

1.13.1.1 TEHNIKA OTVORENE (EKSCIZIJSKE) BIOPSIJE

Za otvorenu dijagnosticku biopsiju testisa radi se transskrotalna incizija u ovojnici testisa
oko 0,5 cm kako bi se dobio uzorak tkiva veli¢ine oko 3x3x3 mm, a za adekvatnu procjenu
spermatogeneze uklonjeno bi tkivo trebalo sadrzavati najmanje 100 seminifernih tubula

(158). Nakon uzimanja tkiva rana u ovojnici testisa zatvori se resorptivnim Savima.

Izvodenje biopsije nije povezano s velikim postotkom komplikacija mada se znaju pojaviti
krvarenje ili infekcija. Biopsije izvedene na malim testisima nose rizik hipogonadizma S$to
moze zahtijevati dozivotnu supstitucijsku primjenu testosterona (159). Ove sniZene
vrijednosti testosterona nakon postupka biopsije znaju se vratiti na pocetne vrijednosti do

godinu dana nakon zahvata kao posljedica povecanog lucenja LH. No ¢ak i s uspostavom
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normalnih vrijednosti testosterona ovi bolesnici 1 nadalje imaju rizik pojave kasnog

hipogonadizma (160).

1.13.1.2 FIKSACIJA I BOJENJE TKIVA

Za pouzdanu procjenu bioptiranog materijala tkivo treba stalno po istom obrascu dostaviti
patologu, zbog cega je pozeljan propisani nacin fiksacije 1 bojenja uzorka (161-163).
Europski Germ Cell Cancer Consensus group za fiksaciju tkiva preporuca upotrebu
Stieveove ili Boulinove otopine (164), ali upotrebom ove dvije otopine u postupcima
dijagnostike CIS-a nalaz moze biti lazno negativan (161). Stoga se za fiksaciju koristi
puferirani formaldehid koji za razliku od nepuferiranog formaldehida ne dovodi do pojave

artefakata u obliku skvréavanja tkiva (165).

Nakon pohrane u fiksacijskom sredstvu preparati se rutinski bojaju s hematoksilin eozinom
za procjenu spermatogeneze, dok se za dijagnostiku CIS-a preporucuju i druge metode

bojenja (166).

1.13.1.3 PROCJENA SPERMATOGENEZE

Postoji nekoliko klasifikacijskih sistema procjene spermatogeneze (167-170) 1 svi se

temelje na pet glavnih histoloskih slika spermatogeneze:

1. Odsutnost seminifernih tubula (tubularna skleroza)
Odsutnost zametnih stanica unutar seminifernih tubula (Sertoli cell only syndrome)

Nepotpuna spermatogeneza, samo do stadija spermatocita (spermatogeni arest)

Sl A

Prisutnost svih stadija spermatogeneze ukljucujuci i spermatozoide, ali postoji
smanjen broj zametnih stanica (hipospermatogeneza)

5. Normalna spermatogeneza.

U praksi se u svakoj biopsiji vida vise razlicitih razvojnih stadija prisutnih jednih uz druge
(mijeSani uzorak) Sto je dovelo do velike raznolikosti klasifikacija spermatogeneze, a to jos
viSe otezava dijagnozu i prognosticku vrijednost biopsije testisa.
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U Sirokoj upotrebi je kvantitativni histoloski sistem stupnjevanja po Johnsenovoj ljestvici,
a temelji se na procjeni 100 seminifernih tubula. Razina sazrijevanja spermija je
podijeljena u 10 skupina od 1-10, u skladu s najdiferenciranijim zametnim stanicama u
tubulu (167) (Tablica 1). Srednja vrijednost po Johnsenovoj ljestvici se odredi dijeljenjem

ukupnog zbroja s brojem ispitivanih tubula.

Tablica 1. HistoloSka ocjena spermatogeneze po Johnsenovoj ljestvici.

[y
—]

Puna spermatogeneza

Lagano poremecéena spermatogeneza, puno kasnih spermatida, disorganiziran epitel

Manje od pet spermatozoida po tubulu, nekoliko kasnih spermatida

Puno ranih spermatida, bez spermatozoida i kasnih spermatida

Bez ranih spermatida, bez spermatozoida i kasnih spermatida

Bez spermatozoida ili spermatida, puno spermatocita

Bez spermatozoida ili spermatida, nekoliko spermatocita

Samo spermatogonije

Bez zametnih stanica, samo Sertolijeve stanice

— N W AR OS] RO

Bez seminifernog epitela

Veliki nedostatak vrednovanja spermatogeneze po Johnsenovoj ljestvici je da srednja
vrijednost ne mora odrazavati pravi status spermatogeneze: tako se npr., normalna
spermatogeneza moze nalaziti u tubulu odmah do tubula koji sadrzi samo Sertolijeve
stanice. Biopsija testisa za potvrdu prisutnosti i broja Ad spermatogonija prilikom
orhidopeksije danas se koristi uglavnom samo u istrazivanjima i njena se rutinska primjena
u istu svrhu kod djecaka s nespustenim testisima nacelno ne preporuca, premda ona danas

jos uvijek predstavlja:

1. jedini postupak za pravilnu procjenu buduceg potencijala plodnosti u odrasloj dobi,
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2. jedini postupak kojim mozemo pravilno utvrditi uspjesnost prethodno provedenog
hormonskog lijecenja i
3. postupak kojim mozemo odrediti potrebu za hormonskim lijeenjem nakon

provedenog kirurskog lijeCenja nespustenih testisa.

U skupini bolesnika koji su bili podvrgnuti biopsiji testisa za vrijeme lijeenja nespustenih
testisa orhidopeksijom, Hadziselimovic i suradnici (171) su primijetili da djecaci s
jednostrano nespustenim testisima koji su imali Ad spermatogonije u testisu imaju sedam
puta vece koncentracije sperme kasnije u zivotu u usporedbi s onima bez Ad
spermatogonija bez obzira na dob bolesnika prilikom kirur§kog zahvata. Sli¢ni su nalazi
nadeni u djecaka s obostrano nespustenim testisima. Autori su zakljucili da ¢e djecCaci s
nespustenim testisima u kojima nisu prisutne Ad spermatogonije biti neplodni unato¢
uspjeSnom kirur§kom lije¢enju neovisno o dobi u kojoj je lije€enje provedeno. Takoder su
zakljucili da biopsija testisa u vrijeme orhidopeksije ima prognosticku vrijednost procjene
buduce plodnosti muskarca zbog ¢ega bi u slucaju nepovoljnog nalaza, nakon operacije
trebalo nastaviti s hormonskim lijeCenjem kako bi se povecao broj zametnih stanica i
verojatnost za buducu plodnost (122). Ipak, hormonsko lijeCenje djecaka s nespusStenim
testisima moZe za posljedicu imati apoptozu zametnih stanica i zbog toga se ne preporuca

(144).

Takoder kod djecaka koji su imali nespustene testise postoji trajni rizik pojave maligne
bolesti testisa koji se krec¢e u rasponu od 2%-5% (129, 171). Djecaci koji su operirani prije
12. godine imaju rizik pojave maligne bolesti testisa 2%, dok je rizik pojave maligne
bolesti testisa kod djecaka koji su operirani nakon 12. godine 5% (122). Ova spozanaja
otvara pitanje opravdanosti rutinske biopsije testisa prilikom postupka orhidopeksije i
premda stavovi nisu skloni rutinskoj biopsiji kod svih djeCaka ona se preporucuje kod

orhidopeksije u adolescenata s ciljem ranog otkrivanja CIS testisa (136).
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2 POSTAVKE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Danas, je iz istrazivanja o traumi testisa, poznato da jednostrana trauma testisa moze
uzrokovati promjene na istostranom i suprotnom testisu (172, 173), §to za posljedicu moze
imati smanjenje plodnosti 1 neplodnost (172, 174-178). Dokazana je i povezanost prijaSnje
tupe traume testisa s promjenama serumskih razina FSH i promjenama spermatograma
(179). U suprotnosti s ovim postoje istrazivanja koja nakon traume jednog testisa nisu

potvrdila promjene spermatogeneze u suprotnom testisu (178).

Poznato je da jednostrana orhidektomija kod spolno nezrelih zivotinja uzrokuje hipertrofiju
suprotnog testisa (180). Kompenzatorna hipertrofija suprotnog testisa dokazana je i nakon
punkcijske biopsije testisa u Stakora (173). Povecani volumen testisa kod kompenzatorne
hipertrofije ne znaci i bolju kvalitetu sperme (180). Radovi koji su se bavili ispitivanjem
kompenzatorne hipertrofije testisa zabiljezili su poviSene serumske razine FSH (181). FSH
regulira stvaranje inhibina B (182) koji je pokazatelj funkcije Sertolijevih stanica, s
visokom senzitivnoS¢u u predvidanju kvalitete spermatogeneze u odrasloj dobi (183).
Unato¢ povezanosti inhibina B i spermatogeneze Carillo je u 9 djecaka s jednostranom ili
obostranom varikocelom dokazao normalne vrijednosti inhibina B (184), dok je Romeo u
djecaka s varikocelom dokazao smanjenje vrijednosti inhibina B 1 rani zastoj
spermatogeneze s korelacijom izmedu volumena testisa 1 serumskih razina inhibina B

(185).

Jo§ uvijek nije poznat mehanizam kojim oStecenje jednog testisa uzrokuje patoloske
promjene suprotnog, zdravog testisa mada se kao uzrok navode imunoloski odgovor,
mehanizam nastanaka brojnih citokina, enzima i medijatora upale u oSte¢enom testisu, kao
1 pojacan nastanak slobodnih radikala kisika i drugih proizvoda reperfuzije (112, 186, 187).
Poznato je da imunoloski odgovor mogu potaknuti spermijski antigeni koji se javljaju
nakon pocetka spermatogeneze. Oni su u normalnim okolnostima od imunolo$kog sustava
domacina zasti¢eni krvno-tubularnom barijerom (188), a naruSenost ovog obrambenog
sustava dovodi do imunoloSkog odgovora koji je zabiljezen nakon torzije testisa (189) i

nakon eksperimentalno izazvanog kriptorhizma (190).
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Danas nije poznato moze li 1 kakve posljedice uzrokovati otvorena biopsija jednog testisa
Stakora prije puberteta na spermatogram zrele jedinke te moze li ona uzrokovati promjene

serumskih razina FSH 1 inhibina B.

S obzirom na prethodno receno, svrha ovog istrazivanja je bilo saznati koliko sama, naoko
minorna, trauma otvorene biopsije testisa u Stakora prije puberteta moze doprinijeti
oStecenju istostranog i suprotnog zdravog testisa, njen utjecaj na smanjenje plodnosti u
odrasloj dobi i utjecaj na serumske vrijednosti inhibina B i FSH, pod pretpostavkom da su

drugi ¢imbenici fertiliteta uredni.
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3 MATERIJAL I METODE

3.1 POKUSNE ZIVOTINJE

U radu smo koristili 38 muzjaka Stakora soja Sprague-Dawley iz Nastambe za
eksperimentalne Zivotinje Medicinskog fakulteta Sveuéilista u Splitu. Zivotinje su bile
smjeStene u Stali Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu, po dvije Zivotinje u kavezu,
uz izmjenu ciklusa dan — no¢ (10 h svjetlo/14 h tama), temperaturu (20+£5°C), vlaznost

(55+5 %) te hrana 1 voda po volji.

Broj zivotinja je odreden u skladu s podatcima iz literature za serumske razine inhibina B i
apoptotskog indeksa. U skladu s oc¢ekivanim vrijednostima inhibina B nakon puberteta od
427420 pg/mL u kontrolnoj skupini i 280430 pg/mL u bioptiranoj skupini Stakora, za
statisticku znaCajnost p=0.05 i snagu testa 90% skupine su trebale sadrzavati po tri
zivotinje, dok su za znacajnost od p=0.01 1 snagu testa 90% skupine trebale sadrzavati po
pet zivotinja (191). U skladu s istrazivanjem Wanga i suradnika ocekivao se najmanje
cetverostruki porast apoptotskog indeksa u skupini Stakora s izvrSenom biopsijom testisa
sedamdesetog dana zivota u usporedbi s kontrolnom skupinom S$takora. Kako bi to
dokazali sa zna€ajnos¢u od a=0.05 uz snagu testa od 90%, skupine su trebale sadrZavati po

11 zivotinja (192).

U dobi od dvadeset dana zivotinje smo slucajnim odabirom podijelili u tri skupine od kojih

su prve dvije imale po dvanaest Stakora, a tre¢a Cetrnaest Stakora.

Sve Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom primjenom uretana (20% otopinom
Iml/100g tjelesne tezine), nakon Cega je svim Stakorima uzeta krv iz femoralne vene u
kojoj su se odredile serumske vrijednosti inhibina B 1 FSH. Prva skupina je bila kontrolna
skupina kojoj se dvadesetog dana zivota samo vadila krv. Druga skupina je bila skupina
lazno operiranih kojoj se nakon vadenja uzoraka krvi pristupilo inciziji stjenke lijevog
skrotuma i1 preparacijom pristupilo na lijevi testis kojem se izmjerio volumen testisa.
Nakon toga testis je vracen u skrotum, a skrotalna stjenka zatvorena resorptivnim Savima
polyglactin 910 5/0 (Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson Somerville, New Jersey, USA).

Trec¢a skupina su bile zivotinje u kojih se nakon vadenja krvi pristupilo na lijevi testis
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kojima je izmjeren volumen. Nakon toga se uradila ekscizijska biopsija lijevog testisa, tako
Sto se tunika albuginea u gornjem polu testisa zarezala skalpelom oStrice br. 11 ¢ime su se
dobili uzorci tkiva testisa veli¢ine 2,86+0,67 mm? koje smo oStro odstranili i pohranili u
fiksacijsko sredstvo za histolosku analizu (Slika 3). Defekt tunike albuginee smo zatvorili
finim resorptivnim Savom, nakon ¢ega je slijedilo zatvaranje skrotalne stjenke resorptivnim
Savima polyglactin 910 5/0 (Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson Somerville, New Jersey,
USA) (171). Po zavrSetku pokusa zivotinje su spontano razbudene i vra¢ene u nastambu za

eksperimentalne Zivotinje. Protokol pokusa prikazan je u Tablici 2.

Slika 3. Otvorena biopsija testisa.

Zahvati su izvedeni pod najstrozim mogucéim uvjetima sterilnosti uz koriStenje antiseptika
(SKINDES, 70% izopropanol 1 0,1 % butandiol). Po zavrSetku biopsije, skrotum je
ponovno premazan antiseptikom.

Nakon sedam tjedana, sedamdesetog dana Zivota Stakora svim skupinama smo u opcoj
anesteziji intraperitonealnom primjenom uretana (20% otopinom 1ml/100g tjelesne teZine)
izvadili krv iz femoralne vene za odredivanje serumskih vrijednosti inhibina B i FSH.
Nakon toga smo Stakorima svih skupina odstranili oba testisa presijecanjem funikulusa na
razini vanjskog ingvinalnog otvora. Odstranjenim testisima izmjerili smo: masu preciznom
laboratorijskom vagom, visinu, duzinu i $irinu testisa te smo upotrebom formule: duzina x
visina x $irina x 0,71 izratunali volumen testisa u cm’ (172). Nakon vaganja i odredivanja

volumena testisima je odstranjen rep epididimisa i pocetni dio duktusa deferensa koji se
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odlozio u posudicu s otopinom za pohranu spermija (Quinn's Sperm Washing Medium,

Sage In-vitro Fertilization, Inc. USA:800-243-2974), kako bi se dobila sperma za analizu.

Preostali dio epididimisa i testisa pohranio se u 4 % puferirani formaldehid za histoloSku 1

imunohistokemijsku analizu. Po zavrSetku pokusa zivotinje su zrtvovane giljotiniranjem.

Tablica 2. Protokol pokusa.

Skupina Starost Stakora 20 dana Starost Stakora 70 dana
postupci postupci
vadenje krvi za vadenje krvi za orhidektomija oba
analizu inhibina analizu inhibina testisa + mjerenje
I B iFSH, BiFSH volumena i mase
(Kontrolna oba testisa+
skupina) spermatogram iz
tkiva epididimisa +
histologija+
imunohistokemija
vadenje krvi za incizija koze vadenje krvi za orhidektomija oba
analizu inhibina skrotuma-+ analizu inhibina testisa + mjerenje
I BiFSH mjerenje BiFSH volumena i mase

volumena

(Skupina lazno B i
lijevog testisa

oba testisa+

operiranih) spermatogram iz
tkiva epididimisa +
histologija+
imunohistokemija
vadenje krvi za incizija koze vadenje krvi za orhidektomija oba
analizu inhibina skrotuma-+ analizu inhibina testisa + mjerenje
11 BiFSH mjerenje BiFSH volumena i mase
(Skupina §takora volumena oba testisa+
s uginjenom lijevog testisa+ t )
biopsijom) ckscizijska spermatogram 1z
biopsija lijevog tkiva epididimisa +
testisa + histologija+
histologija imunohistokemija
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3.2 PRIPREMA I USPOREDBA HISTOLOSKIH PREPARATA
SVJETLOSNIM MIKROSKOPOM

Probne incizijske biopsije i tkivo testisa nakon obostrane orhidektomije fiksirane su u
puferiranom formalinu kroz 24 sata. Tkivo je obradeno standardnim postupkom
dehidracije 1 parafiniranja u histokinetu Shandon Thermo. Uzorci tkiva su potom
uklopljeni u parafin 1 rezani na debljinu 5 mikrometara, montirani na predmetnice i
fiksirani u termostatu 15 minuta na 58 °C. Preparati su potom deparafinirani i obojeni u
automatskom bojacu Sakura, Tokyo, dehidirani te poklopljeni medijem za uklapanje i

pokrovnim stakalcem.

U preparatima su se usporedivale histoloSke promjene seminifernih tubula i promjene u
intersticiju testisa. Promjene seminifernih tubula su promatrane u odnosu na njihov
promjer i unutar seminifernih tubula s obzirom na debljinu zametnog epitela i promjene
zametnog epitela u skladu s Johnsenovim kriterijima (173). U intersticiju testisa promatrali
smo upalne i atroficne promjene, promjene intesticija, prisustvo i izgled spermija u

epididimisu.

3.3 IMUNOHISTOKEMIJSKA METODA DOKAZIVANJA
APOPTOZE STANICA U TESTISU

Za imunohistokemijsku analizu izabrani su reprezentativni parafinski blokovi svih
slucajeva iz kojih su izrezani histoloSki preparati i montirani na silanizirana stakalca.
Preparati su strojno obojeni u automatskom imunohistokemijskom boja¢u Ventana
Benchmark. Inkubacija s primarnim protutijelom kuni¢a na cijepanu kaspazu 3 Stakora
(Asp 175 Cleaved Caspase 3, Cell Signaling, USA) bila je 60 minuta. KoriSten je
vizualizacijski sustav AP i kromogen AEC. Apoptotske stanice nakon primjene primarnog
protutijela kuni¢a na Stakorsku cijepanu kaspazu 3 intenzivno su se obojile difuzno ili
granularno u citoplazmi. Ukupan broj stanica brojio se na 5 nasumce odabranih vidnih
polja velikog povecanja uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa i raCunalnog programa Image
analysis, a izrazajnost se odredila kvantitativno, brojenjem pozitivnih stanica na 100

stanica. Rezultat smo prikazali apoptotskim indeksom koji predstavlja broj pozitivno
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obojanih stanica na stotinu stanica u vidnom polju svjetlosnog mikroskopa (broj pozitivnih

stanica / 100 stanica).

3.4 MJERENJE SERUMSKE RAZINE INHIBINA B

Serumske razine inhibina B mjerene su upotrebom ELISA-e (Rat inhibin B,INH-B
ELISA Kit, Cusabio, China).

3.5 MJERENJE SERUMSKE RAZINE FSH

Serumske razine FSH odredivane su upotrebom ELISA-e (Rat follicle-stimulating

hormone, FSH ELISA Kit, Cusabio, China).

3.6 POSTUPAK UZIMANJA TKIVA TESTISA ZA ANALIZU
BROJA, POKRETLJIVOSTI I GRADE SPERMIJA

Uzorci tkiva epididimisa stavljeni su u kolagenazu i inkubirani 90 min na 37°C u CO,
inkubatoru. Nakon toga su izvadeni iz inkubatora i izdasno macerirani uz pomo¢ sterilnih
iglica 1 centrifugirani na 500-800g 10min. Supernatant s kolagenazom je odstranjen i
resuspendiran u 0,5 ml medija za ispiranje spermija nakon cega je 10ul suspenzije
stavljeno na komoricu za brojanje spermija (Makler counting chamber, sefi-Medical

Instruments, P.O.B. 7295, Haifa 31070, Israel).

3.7 STATISTIKA

Za usporedbu kvantitativnih (metrickih) podataka izmedu tri ispitivane skupine koriStena
je analiza varijance (ANOVA) ili Kruskal-Wallis test ovisno o njihovoj razdiobi. Za

usporedbu kvantitativnih podataka izmedu dviju skupina koriSten je t-test ili Mann-
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Whitney test. Za usporedbu razdiobe kvalitativnih podataka izmedu dviju skupina koriSten

je Fischer exact test.
Rezultati su interpretirani na razini znacajnosti 95%.

Za obradu podataka koriSteni su raCunalni programi Microsoft Excel for Windows verzija
11.0 (Microsoft Corporation, USA) i Statistica for Windows Releasel2,0 (Statsoft Inc.
Tulsa, OK, USA).
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4 REZULTATI

Obradom podataka vidljivo je da nije bilo znacajne razlike u dobi Stakora prilikom prvog i

drugog zahvata, te mase Stakora u vrijeme drugog zahvata medu skupinama (Tablica 3).

Tablica 3. Prikaz aritmeticke sredine = SD dobi Stakora prilikom zahvata na lijevom testisu

te dob 1 mase Stakora prilikom zrtvovanja u odnosu na vrstu zahvata.

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata Lazno operirani Biopsija testisa
(n=12) (n=12) (n=14)
Dob pri zahvatu (dan) 20,9 + 0,82 21,07 £0,83 20,9 + 0,79
Dob pri Zrtvovanju (dan) 69,7+1,5 69,6 £ 1,4 69,6 + 1,35
Masa §takora pri zrtvovanju
(2) 314+ 29,4 299 + 16,0 305 +49,0

Statistickom obradom podataka dokazali smo postojanje statisti¢ki znacajne razlike mase
lijevih testisa sedamdesetog dana zivota u odnosu na zahvat (p=0,018). Nismo nasli
statisti¢ki znacajnu razliku mase lijevih testisa medu skupinama u kojih je u€injena lazna
operacija i kontrolne skupine (p=1,00), dok je masa lijevih testisa u Stakora s izvrSenom
biopsijom za 1,3 g manja u odnosu na masu lijevih testisa kontrolne skupine (p=0,022), i
za 1 g manja u odnosu na masu lijevih testisa u Stakora kojima je izvrSena laZna operacija s

90% vjerojatnoscu (p=0,105) (Tablica 4).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu masa desnih testisa sedamdesetog dana Zivota

medu skupinama (p=0,875).

Omjeri mase lijevog 1 desnog testisa (%) se statisti¢ki zna€ajno razlikuju sedamdesetog

dana Zivota u odnosu na zahvat (p=0,015). Nije dokazana statisticki znaCajna razlika
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omjera mase lijevog 1 desnog testisa izmedu kontrolne i1 skupine Stakora s laznom
operacijom (p=0,646). U skupini Stakora s izvrSenom biopsijom omjer mase lijevog i
desnog testisa je za 30% manji nego u kontrolnoj skupini (p=0,007) 1 za 33% manji nego u

skupini lazno operiranih (p=0,023) (Tablica 4).

Tablica 4. Prikaz aritmetic¢kih sredina =+ SD mase testisa, medijana (min—maks) omjera
mase lijevog 1 desnog testisa sedamdesetog dana Zivota (dan Zrtvovanja) Stakora u odnosu

na vrstu zahvata.

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata Lazna operacija Biopsija testisa P
(n=12) (n=12) (n=14)
Masa testisa (g) Lijevo 3,7+0,56 3,4+0,71 24+13 0,018*
Desno 3,8+£0,52 3,6+£0,3 3,5+£0,83 0,875%*
Omjer mase L/D 97 (83-115) 100 (53-110) 67 (18-174) 0,015*

(%)

*ANOVA; *Kruskal-Wallis test

Za vrijeme prvog zahvata, dvadesetog dana Zivota, nije bilo statisticki znacajne razlike
volumena lijevih testisa izmedu skupina Stakora kod kojih je uc¢injena lazna operacija i kod

kojih je uc¢injena biopsija (p=0,360).

Prilikom drugog zahvata, sedamdesetog dana Zivota, dokazali smo da postoji statisticki

znacajna razlika volumena lijevih testisa u odnosu na zahvat (p<0,001). Nije bilo statisticki
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znacajne razlika volumena lijevih testisa kontrolne skupine i skupine lazno operranih
(p=1,00), dok je volumen lijevih testisa u Stakora s izvrSenom biopsijom bio za 1,2 cm?
manji u odnosu na volumen lijevih testisa kontrolne skupine (»p<0,001) 1 za 1 cm?® manji u
odnosu na volumen lijjevih testisa u Stakora na kojima je izvrSena laZna operacija

(p=0,003).

Volumeni desnih testisa se nisu statisticki znacajnije razlikovali medu skupinama

sedamdesetog dana Zivota (p=0,254).

Dokazana je statisticki znacajna razlika omjera volumena lijevog i desnog testisa (%)
sedamdesetog dana Zivota (p<0,001). Omjer volumena lijevog i desnog testisa razlikuje se
za 15% izmedu Stakora kod kojih je izvrSena lazna operacija i1 kontrolne skupine
(»=0,007). U skupini Stakora s izvrSenom biopsijom omjer volumena lijevog i desnog
testisa je za 66 % manji nego u kontrolnoj skupini Stakora (p<0,001) i za 50 % manji nego

u skupini lazno operiranih (p=0,003) (Tablica 5).
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Tablica 5. Prikaz aritmetickih sredina £ SD volumena testisa, medijana (min—maks) omjera
volumena lijevog i desnog testisa sedamdesetog dana Zivota (dan zrtvovanja) Stakora u

odnosu na vrstu zahvata.

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata Lazna operacija Biopsija testisa P
(n=12) (n=12) (n=14)
Dob/dan
Volumen lijevo 20 0,155+0,036 0,17+0,068 0,360"
(cm?) 70 2,25+0,598 2+0,95 1,03+0,68 <0,001*
Volumen desno 70 1,94+0,31 2,29+0,77 2,1+0,48 0,254*
(cm?)
Omjer volumena 70 110,5(83-219) 94,9 (25,8-124) 44,5 (6,3-131,6) <0,001**
L/D (%)

*ANOVA, *ttest, **Kruskal-Wallis test

Broj spermija lijevih epididimisa se statisticki znacajno razlikuju sedamdesetog dana
zivota (p<0,001). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne skupine Stakora i
skupine Stakora s izvr§enom laznom operacijom (p=0,854). Medutim statisticki je znacajno
da je broj spermija lijevog epididimisa bioptirane skupine Stakora manji za 11 x 10° u
odnosu na kontrolnu skupinu $takora (p=0,001) i za 10,5 x 10° u odnosu na skupinu

Stakora s izvrSenom laznom operacijom (p<0,001).

Usporedbom samo lijevih epidididmisa sa spermijima dokazali smo statisticki znacajnu
razliku postotka pokretnih spermija u odnosu na izvrSeni zahvat (p=0,028). Izmedu
kontrolne skupine i skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom nije bilo statisticki
znacajne razlike (p=0,837). Statisticki je znacajno da je postotak pokretnih spermija

skupine Stakora s izvrSenom biopsijom manji za 20,8% u odnosu na kontrolnu skupinu
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Stakora (p=0,009), 1 za 21,4% manji od skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom

(p=0,021).

Nepokretni spermiji u lijevim epididimisima se takoder statisticki znac¢ajno razlikuju medu
skupinama sedamdesetog dana zivota (p=0,028). Statisticki znacajne razlike nije bilo
izmedu kontrolne i skupine lazno operiranih Stakora (p=0,837), dok je postotak
nepokretnih spermija bioptirane skupine Stakora veci je za 21% u odnosu na kontrolnu
skupinu Stakora (p=0,009), 1 za 21% ve¢i od skupine Stakora s izvrSenom laZznom

operacijom (p=0,021).

Postotak abnormalnih spermija u lijjevim epididimisima nije se statisti¢ki znacajno

razlikovao sedamdesetog dana zivota medu skupinana (p=0,805) (Slika 4).

Takoder nismo dokazali statisti¢ki znacajnu razliku broja spermija desnih epididimisa

sedamdesetog dana u odnosu na zahvat dvadesetog dana zivota (p=0,115).

Nismo dokazali statistiCki znaCajnu razliku postotka pokretnih spermija (p=0,359),
postotka nepokretnih spermija (p=0,359) ni postotka abnormalnih spermija desnih

epididimisa (p=0,489) sedamdesetog dana Zivota u odnosu na zahvat.

Ukupni broj spermija u oba testisa se statistiCki znacajno razlikovao sedamdesetog dana
Zivota s obzirom na zahvat (p<<0,001). Statisticki znacajne razlike nema izmedu kontrolne
skupine Stakora 1 skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom (p=0,854). Ukupni broj
spermija manji je za 8,5 x 10° u skupini 3takora s izvr§enom biopsijom nego u kontrolnoj
skupini Stakora (p=0,001) i manji za 12 x 10° nego u skupini Stakora s izvrSenom laznom

operacijom (p <0,001) (Tablica 6).
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Tablica 6. Prikaz medijana (min-maks) broja spermija i postotka pokretnih, nepokretnih i
abnormalnih spermija lijevog i1 desnog epididimisa, kao i medijana ukupnog broja

spermija sedamdesetog dana Zivota u odnosu na vrstu zahvata

Vrsta zahvata na lijevom testisu dvadesetog dana Zivota

Stakora
Bez zahvata Lazna operacija  Biopsija testisa
(n=12) (n=12) (n=14)
SPERMIJI 70. DAN p

L

I Broj (x 106) 11 (5-21) 10,5 (0-18) 0(0-9) <0,001
J Pokretni % 36,4 (20-60) 37 (3,8-50)* 15,6 (0-25)* 0,028
E Nepokretni % 63 (40-80) 63 (50-96)* 84 (75-100)* 0,028
v Abnormalni % 31 (20-66) 32,5 (20-64)* 32 (0-38)* 0,805
@)

D Broj (x 106) 10 (4,7-16) 14 (8-18) 11 (6-19) 0,115
E Pokretni % 31,6 (10,1-58,3) 39,8 (12,5-50) 33,3 (1,6-52,6) 0,359
S Nepokretni % 68,3 (41,6-89,9) 60,2 (50-87,5) 66,7 (47,4-98,3) 0,359
N Abnormalni % 34 (24-64) 33 (22-66) 30 (22-67) 0,489
@)

UKUPNO LIJEVI+DESNI 20,5 (9,9-37) 24 (10-36) 12 (6,1-22) <0,001

(x 106)

Kruskal-Wallis

*Napomena: Postotak pokretnih, nepokretnih i abnormalnih spermija izracunat je u odnosu
na broj epidididmisa lijevo koji su imali spermije, bez aspermi¢nih epididimisa, $to je u

skupini lazno operiranih n=10, a u skupini s biopsijom n=4.
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Slika 4. Poremecena spermatogeneza u seminifernim tubulima bioptiranog testisa III

skupine Stakora (HE 400x).
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Slika 5. a) Promjer seminifernih tubula III skupine Stakora i b) debljine zametnog epitela

seminifernih tubula I skupine Stakora u pm (HE 400x).
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Rezultati ukazuju da postoji statisticki znacajna razlika promjera tubula lijevog testisa
sedamdesetog dana zivota u odnosu na izvrSeni zahvat (p=0,001). Statisticke razlike nema
izmedu kontrolne skupine i skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom (p=0,453). U
skupini Stakora s izvr§enom biopsijom promjer tubula lijevog testisa manji je za 101,5 um
u odnosu na skupinu Stakora bez izvrSenog zahvata (p<0,001). )1 za 99,5 um manji nego u

skupini lazno operiranih (p=0,004) (Slika 5 a).

Takoder postoji statisticki znaCajna razlika debljine zametnog epitela u tubulima lijevog
testisa sedamdesetog dana zivota u odnosu na zahvat (p<0,001). Kontrolna skupina Stakora
1 skupina Stakora s izvrSenom laznom operacijom statisticki se znacajno ne razlikuju
(p=0,289). Statisti¢ki znacajnu razliku ¢ini skupina Stakora s izvrSenom biopsijom kod koje
je debljina zametnog epitela lijevog testisa za 61,5 um manja u odnosu na kontrolnu
skupinu Stakora (p<0,001) i za 60 pm manja nego u skupini lazno operiranih (p=0,005)
(Slika 5 b).

Srednje vrijednosti Johnsenovog skora lijevih testisa su se statisticki znacajno razlikovale
sedamdesetog dana zivota medu skupinama (p<0,001) (Slika 6). Statisticke znacajnosti
nema izmedu kontrolne skupine i1 skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom
(p=0,149). U skupini Stakora s izvrSenom biopsijom srednja vrijednost Johnsenovog skora
lijevog testisa manja je za 7 u odnosu na kontrolnu skupinu Stakora (p<0,001) i isto tako za

7 manja nego u skupini lazno operiranih (p<0,001) (Slika 7).

Promjeri tubula, debljina zametnog epitela kao ni ,srednje vrijednosti Johnsenovoga
skora® desnih testisa nisu se znacajnije statisticki razlikovale sedamdesetog dana Zivota u

odnosu na izvrSen zahvat (Tablica 7).
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Tablica 7. Prikaz medijana (min.-maks) promjera seminifernih tubula, debljine zametnog

epitela seminifernih tubula i medijana vrijednosti srednjeg Johnsenovog skora 70. dana

Zivota u odnosu na vrstu zahvata.

Promjer tubula

(um)

Debljina
zametnog

epitela (um)

MIJS (1-10)

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata

(n=12)

Lazna operacija

(n=12)

Biopsija testisa

(n=14)

257 (211-300)

259 (209-289)

61,5 (53-73)

64 (50-69)

10

10

255 (136-275)

252 (222-294)

60 (0-72)

59 (50-71)

10 (3-10)

10

155,5 (49-270)

252 (222-281)

0 (0-64)

55,5 (40-69)

3(2-9)

10

0,001

0,934

<0,001

0,110

<0,001

Kruskal-Walis

L = lijevo

D = desno
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Slika 6. a) Seminiferni tubul sa poremecenom spermatogenezom III skupine Stakora —
prisutne su samo Sertolijeve stanice, b) seminiferni tubul testisa I skupine Stakora s
normalnom spermatogenezom (HE 800x).

Slika 7. Poremecaj spermatogeneze u seminifernom tubulu III skupine Stakora — prisutne

samo Sertolijeve stanice na bazalnoj membrani tubula, Johnsenov skor 2 (HE 400x)
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Postoji statisticki znacajna razlika omjera promjera tubula i volumena lijevog testisa
sedamdesetog dana Zivota u odnosu na zahvat obavljenog dvadesetog dana Zivota
(»=0,004). Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku izmedu skupine Stakora bez
izvrSenog zahvata i skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom (p=0,453). Omjer
promjera tubula i volumena lijevih testisa skupine Stakora s izvrSenom biopsijom veci je za
72 u odnosu na skupinu Stakora bez izvrSenog zahvata (p=0,001) 1 za 98 veci od skupine

Stakora s izvrSenom laznom operacijom (p<0,021).

Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku omjera promjera tubula i volumena desnog

testisa sedamdesetog dana u odnosu na zahvat (p=0,667).

Postoji statisti¢ki znacajna razlika omjera mase oba testisa 1 mase Stakora sedamdesetog
dana zivota u odnosu na zahvat obavljenog dvadesetog dana Zivota (p=0,011). Nismo
dokazali statisticki znaCajnu razliku izmedu skupine Stakora bez izvrSenog zahvata i
skupine Stakora s izvrSenom laznom operacijom (p=0,613). Omjer mase oba testisa i mase
Stakora III skupine s izvrSenom biopsijom manji za 0,5 % u odnosu na skupinu Stakora bez
izvr§enog zahvata (p=0,007) 1 za 0,5 % manji od skupine s izvrS§enom laZnom operacijom

(»<0,017) (Tablica 8).
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Tablica 8. Prikaz medijana (min-maks) (%) omjera promjera tubula i volumena testisa
lijevo 1 desno i omjera mase testisa i mase Stakora sedamdesetog dana Zivota u odnosu na

vrstu zahvata.

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata Lazna Biopsija testisa p
(n=12) operacija (n=14)
(n=12)

Promjer tubula/volumen 122 (95-127) 138 (64-320) 210 (110-408) 0,004
testisa lijevo (pm/cm?)

Promjer tubula/volumen 134 (88-162) 123 (59-168) 123 (85-176) 0,667
testisa desno (pm/cm?)

Masa oba testisa /masa 2,5 (2-3) 2,5(2-3) 1,9 (1-2) 0,011

Stakora (%)

Kruskal-Wallis
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ProSirenja intersticija lijevog testisa nije bilo u kontrolnoj skupini Stakora i skupini s
izvrSenom laZznom operacijom, dok je u 10 od 14 testisa skupine Stakora s izvrSenom

biopsijom imalo proSiren intersticij, od kojih 5 s izrazenom jakom fibrozom (p<0,001).

Difuzna atrofija lijevog testisa nastala je u 13 od ukupno 14 testisa skupine Stakora s
izvrSenom biopsijom, dok je atrofija u druge dvije skupine nastupila smo u dva slucaja od

ukupno 24 testisa (p<<0,001) (Slika 8).

Upale lijevog testisa nije bilo u kontrolnoj skupini Stakora i skupini s izvrSenom laznom
operacijom, a u skupini $takora s izvrSenom biopsijom 12 od 14 testisa je imalo izraZzen

upalni proces, od kojih su 5 imali znakove jake upale (p<0,001) (Slika 9).

U histoloSkim preparatima lijevog epididimisa kontrolne skupine Stakora s izvrSenom
laznom operacijom u svih 12 epididimisa nalaze se normalni spermiji. U grupi lazno
operiranih Stakora u deset epididimisa su prisutni normalni spermiji dok u dva epididimisa
nalazimo patoloske spermije. U skupini S$takora s izvrSenom biopsijom u svim
epididimisima nalazimo patoloski promijenjene spermije ili aspermiju (p<0,001) (Slika 10)

(Tablica 9).
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Tablica 9. Prikaz histologije lijevog testisa i epididimisa sedamdeseti dan zivota u odnosu

na vrstu zahvata.

Vrsta zahvata na lijevom testisu $takora

Bez zahvata Lazna operacija Biopsija testisa )4
(n=12) (n=12) (n=14)
INTERSTICIJ Normalan 12 12 4 <0,001
Prosiren 5
Fibrozan 5
ATROFIJA Nema atrofije 12 10 1 <0,001
Slaba atrofija 2
Umjerena atrofija 2 5
Jaka atrofija 6
UPALA Nema upale 12 12 2 <0,001
Slaba upala 4
Umjerena upala 3
Jaka upala 5
EPIDIDIMIS Normalni spermiji 12 10 <0,001
Patoloski spermiji 1 4
Aspermija 1 10

Fisher exact test
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Slika 9. Upala u bioptiranom testisu III skupine Stakora s atrofijom seminifernih tubula

okruZzenih s fibroznim i upaljenim intersticijem (HE, 400x)
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Slika 10. a) Poremeceaj spermatogeneze sa znacajnim udjelom spermija poremecene grade
u duktusu epididimisa III skupine (HE 400x) b) spermiji poremecene grade u duktusu
epididimisa III skupine (HE 800x).

Sedamdesetog dana zivota apoptotski indeks je bio 0 u lijevim i desnim testisima
kontrolne skupine Stakora 1 u skupini Stakora s izvrSenom laznom operacijom, dok je
medijan apoptotskog indeksa lijevih testisa u skupini Stakora s izvrSenom biopsijom 3, au

desnim, nebioptiranim, testisima iste skupine Stakora 0 (Tablica 10) (Slika 11).

Tablica 10. Prikaz medijana (min-maks) apoptotskog indeksa sedamdesetog dana Zivota

lijevih 1 desnih testisa u odnosu na vrstu zahvata

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata Lazna operacija  Biopsija testisa

(n=12) (n=12) (n=14)
Lijevo 0 0 3(0-11)

Apoptotski

indeks Desno 0 0 0 (0-1)

64



Slika 11. Apoptoza prikazana kao crveno obojane stanice u peritubularnom intersticiju i

manje unutar seminifernih tubula III skupine (Cleaved Caspase 3/ AP 400x).
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Iz rezultata tablice je vidljivo da ne postoji statisticki znacajna razlika promjena (razlika)

Inhibina B (»=0,482) i FSH ng/ml (p=0,882) izmedu sedamdesetog i dvadesetog dana

zivota Stakora (Tablica 11).

Tablica 11. Prikaz aritmeticke sredine £ SD vrijednosti Inhibina B 1 FSH, 20. i 70. dana

7ivota u odnosu na vrstu zahvata

Inhibin B 20
pg/ml
70

Promjena

FSH ng/ml 20
70

Promjena

Vrsta zahvata na lijevom testisu

Bez zahvata Lazna operacija Biopsija testisa )2
(n=12) (n=12) (n=14)
24,0+ 10,1 18,2+6,5 21,0+5,8
61,5+38,2 85,8+63,7 83,5+54,9

27,5 (29 do 128)

11,6 +£2,7
11,64+4,1

0,35 (6,5 do 6,2)

67 (-16 do 179)

10,8 +4,0
13,1+1,8

1,2 (-6,8 do 6,7)

43,8 (-9 do 216) 0,482

10,8 + 3,8
11,6£3,8

0,58 (-4,9d0 6,5 0,882

Kruskal-Walis
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S RASPRAVA

Novim spoznajama o fiziologiji razvoja zametnih stanica i samog testisa, te novim
mogucénostima u lijeCenju nespustenih testisa, ponovno je skrenuta paznja na biopsiju
testisa u djecaka prije puberteta za vrijeme orhidopeksije, budu¢i da ona trenutno
predstavlja jedinu metodu na osnovu koje se moze izravno: a) sa velikom sigurnoscéu
utvrditi bududi fertilni potencijal testisa, b) procijeniti uspjeh provedenog lijecenja i c)
postaviti indikaciju za mozebitno daljnje lijecenje. Zbog gore navedenih razloga, ali i zbog
sumnje u moguce Stetno djelovanje same biopsije na testis, upravo je ona postala predmet
ovog istrazivanja kako bi se utvrdila moguca Stetnost samog postupka biopsije na
bioptirani i suprotni nebioptirani testis te eventualni utjecaj na buducu plodnost Stakora u
odrasloj dobi. Danas na raspolaganju imamo mogucénost primjene punkcijske i otvorene
(ekscizijske) biopsije testisa, a u ovom radu je, zbog nekoliko ¢injenica koje se navode u

daljnjem tekstu, prednost dana otvorenoj pred punkcijskom biopsijom.

Podatak iz literature kaze da je oSte¢enje seminifernih tubula i Sertolijevih stanica vece
nakon iglene nego nakon otvorene biopsije testisa (193). Ovu tvrdnju indirektno podupiru i
rezultati istrazivanja Stappflija i Hadziselimovica (173) u kojem je, za razliku od rezultata
ovog istrazivanja, punkcijska biopsija jednog testisa uzrokovala kompenzatornu hipertofiju
suprotnog testisa. Ovo objasSnjavam tim da je trauma iglene biopsije u njihovom radu
uzrokovala oStec¢enje Sertolijevih stanica i posljedicno smanjenje lu¢enja inhibina B $§to je
dovelo do kompenzatorne hipretrofije suprotnog testisa. Odatle i zaklju¢ak da iglena

biopsija izaziva jacu traumu testisa od otvorene biopsije.

Prednosti punkcijske biopsije su da se moze izvoditi u lokalnoj anesteziji, ambulantno, bez
potrebe za uspavljiavnjem bolesnika i potrebe za kirurS§kim instrumentarijem. Ova prednost
nije toliko izraZena prilikom zahvata orhidopeksije jer se tada otvorena biopsija izvodi na
uspavanom bolesniku, u kirur§koj sali 1 na testisu pod izravnom kontrolom oka $to
omigucuje odabir mjesta uzimanja tkiva. Ovdje naglaSavam vaznost mjesta uzimanja
biopsije jer se time izbjegava moguca povreda krvnih zila 1 posljedi¢na ishemijska ozljeda
testisa, kao i mogucost razvoja hematoma kao moguée komplikacije postupka. Bitni

nedostatak iglene biopsije je i podatak da prilikom biopsije igla, u svrhu dobivanja
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dovoljnog uzorka tkiva, prodire dublje u tkivo ¢ime naruSava puno vise krvno-tubularnih
barijera od otvorene biopsije. Primjenom punkcijskih uredaja (pistolja) postranicno
ostecenje tkiva se dodatno povecava uz istovremeni rizik da se u dubini organa povrijede
krvne zile s mogué¢im posljedicama. Sve su ovo razlozi zbog kojih je u istrazivanju

koriStena otvorena, a ne punkcijska biopsija testisa.

Brojna istrazivanja su se bavila povezanos¢u traume testisa i posljedicnom neplodnoscu
(172, 174-177). Mnoga od njih su potvrdila smanjenje plodnosti kao posljedicu tupe
traume testisa (172, 178). Nolten i suradnici su dokazali visoki stupanj povezanosti
prijaSnje tupe traume testisa s promjenama serumskih razina FSH 1 promjenama u
spermatogramu (179). Slavis i suradnici su dokazali promjene volumena seminifernih
tubula 1 spermatogeneze na suprotnom testisu kao posljedicu traume testisa (172), za
razliku od Shaul-a i suradnika koji u svojem radu nisu pronasli promjena spermatogeneze,
u skladu s Johnsenovim kriterijima, u suprotnom testisu (178). Ovo istrazivanje je
dokazalo ocekivano manju masu i volumen bioptiranih testisa od suprotnih nebioptiranih
testisa i testisa u skupinama Stakora I i II. Takoder spermatogrami su pokazali poremecaj
spermatogeneze u bioptiranim testisima, dok je spermatogeneza ostala uredna u suprotnim
testisima iste skupine Stakora i u prve dvije skupine. Glavne histoloSke promjene nakon
biopsije su bile upalne promjene u testisu s atrofijom i smanjenjem broja i promjera
seminifernih tubula testisa kao i smanjenje srednje vrijednosti spermazogeneze po

Johnsenovoj ljestvici. Nismo primijetili promjena u suprotnom testisu.

U normalnim uvjetima spermiji istiu svoje antigene na povrSini stanice, ali su oni
nedostupni za prepoznavanje imunolo$skom sistemu tako Sto su zasti¢eni krvno-tubularnom
preprekom koja se sastoji od Cvrstih sveza Sertolijevih stanica (188). NaruSenost ovog
obrambenog mehanizma dovodi do imunoloskog odgovora koji moze bili posredovan
imunim stanicama ili protutijelima. Takav imunoloski odgovor je zabiljezen nakon torzije
testisa (189) 1 nekon eksperimentalno izazavanog kriptorhizma (190). U suprotnosti s ovim
Wallace 1 suradnici su u svom radu nakon trauma jednog testisa dokazali promjene u
suprotnom testisu bez potvrde da se radi o stanicno posredovanoj imunosti (194).
Istrazivanja koja su se nedavno bavila ishemijom testisa su dokazala da su za pojaanu
apoptozu u ishemijskom testisu odgovorniji mehanizmi nastanaka brojnih citokina, enzima
1 medijatora upale u ishemijskom testisu, prije nego pojacan nastanak slobodnih radikala
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kisika ili drugih proizvoda reperfuzije koji takoder mogu potaknuti programiranu smrt
stanice u suprotnom testisu (112, 186, 187). Mjerenjem apoptoze u suprotnom testisu
dokazala se povecana apoptoza koja moze uzrokovati gubitak plodnosti, premda postoje
radovi koji su dokazali da ishemija jednog testisa uzrokuje minimalna oSte¢enja u
suprotnom testisu (112, 195). U suprotnosti s ovim podatcima o apoptozi stanica, ¢ini se da

je endokrini mehanizam testisa puno otporniji na ishemiju (115).

U ovom istrazivanju mi smo usoredivali apoptotski indeks sedamdesetog dana zivota u
bioptiranom 1 suprotnom testisu. Nije bilo znacajne razlike u apoptotskom indeksu medu
skupinama ali je apoptoza bila prisutna u nekim od suprotnih testisa tre¢e skupine. Tako
mali broj apoptotski pozitivno obojenih stanica unato¢ znac¢ajnim histoloSkim promjenama
u bioptiranom testisu objasnjavamo cinjenicom da se najve¢i broj apoptoza dogodio

neposredno nakon biopsije testisa.

Dobro je poznato da jednostrana orhidektomija kod spolno nezrelih Zzivotinja uzrokuje
hipertrofijom supronog testisa (180). Guarino i suradnici su dokazali da volumen testisa

nije podatak kojim mozemo predvidjeti poremecaj funkcije u adolescentnih djecaka (196).

Cini se da poveéani volumen testisa kod kompenzatorne hipertrofije testisa ne poboljsava
kvalitetu sperme (180). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vece oStecenje bioptiranog
testisa u usporedbi sa suprotnim testisom i premda je biopsija za posljedicu imala oStecenje
bioptiranog testisa to nije uzrokovalo kompenzatornu hipertrofiju suprotnog testisa kao §to
su opisali Stampfli i Hadziselimovic (173). Nekoliko radova koji su se bavili ispitivanjem
kompenzatorne hipertrofije testisa zabiljezili su povisene serumske razine FSH (181). FSH
1 drugi ¢imbenici koje proizvode zametne stanice reguliraju stvaranje inhibina B koji je
glikoprotein sintetiziran u Sertolijevim stanicama (182). Od nedavno inhibin B je opisan
kao pokazatelj funkcije Sertolijevih stanica, s visokom senzitivno$S¢u u predvidanju
kvalitete spermatogeneze u odrasloj dobi muskaraca (183). Carillo i suradnici su pronasli
normalne vrijednosti inhibina B u 9 djecaka koji su imali jednostranu ili obostranu
varikocelu (184). Romeo i suradnici su dokazali smanjenje vrijednosti inhibina B u djecaka
s varikocelom 1 rani zasto] spermaogeneze sa znacajno pozitivnim korelacijama izmedu
volumena testisa i serumskih razina inhibina B (185). U naSem istrazivanju nije bilo

znacajnih razlika serumskih razina inhibina B 1 FSH medu grupama u odnosu na izvrSenu
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biopsiju testisa. Ovo objaSnjavam tim da je srednja vrijednost spermatogeneze po
Johnsenovoj ljestvici u testisima svih skupina bila veca od 2, Sto govori u prilog
nazoc¢nosti Sertolijevih stanica u smeinifernim tubulima, koje su zaduzene za luCenje
inhibina B, zbog ¢ega nije doslo do povecanog lucenja FSH i posljedi¢ne kompenzatorne

hipertrofije suprotnih testisa.
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6 ZAKLJUCAK

Otvorena biopsija testisa u Stakora prije puberteta ima Stetan utjecaj na buducu plodnost
Stakora u odrasloj dobi. OSte¢enja bioptiranog testisa su takva da dovode do znacajnih
promjena u histologiji testisa uz smanjenje njegovog potencijala plodnosti, ali ne uzrokuju
promjene u gradi i budu¢em potencijalu plodnosti suprotnog testisa. Isto tako, zbog
nenaruSenog lucenja i1 serumskih razina inhibina B i FSH ne uzrokuju kompenzatornu

hipertrofiju suprotnog testisa.
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7 SAZETAK

Pozadina/ Svrha: Otvorena biopsija testisa jedan je od nacina koji omogucuje precizno
odrediti budu¢u plodnost nespustenog testisa. Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi
posljedice otvorene biopsije testisa na njihovu buducu plodnost u odrasloj dobi.

Metode: Trideset osam muzjaka Stakora soja Sprague Dawley u dobi od 20 dana je
podijeljeno u tri skupine ovisno o izvrSenom zahvatu. Prva skupina je bila kontrolna
skupina, druga skupina je bila skupina laZzno operiranih, a tre¢a skupina su bili Stakori
kojima je ucinjena otvorena biopsija lijevog testisa. Sedamdesetog dana Zivota nakon
obostrane orhidektomije svim skupinama Stakora odredene su serumske vrijednosti
inhibina B 1 FSH. Odstranjene testise smo usporedivali obzirom na masu, volumen,
spermatogenezu, promjene u histoloskoj slici 1 broju apoptotskih stanica u oba testisa, te
promjene serumskih razina inhibina B i FSH medu skupinama.

Rezultati: U skupini Stakora s ucinjenom otvorenom biopsijom testisa doslo je do
smanjenja mase, volumena i spermatogeneze u bioptiranom testisu sa smanjanjem broja
seminifernih tubula, njihovog promjera i debljine zametnog epitela. Takoder u bioptiranoj
skupini testisa dogodio se porast apoptotskog indeksa bez kompenzatorne hipertrofije
suprotnog testisa. Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku serumskih razina inhibina B 1

FSH medu ispitivanim skupinama.

Zakljucak: Otvorena biopsija testisa prije puberteta u Stakora ima Stetan utjecaj na buducu
plodnost Stakora u odrasloj dobi. Ostecenje jednog testisa izazvanog otvorenom biopsijom
testisa ne uzrokuje kompenzatornu hipertrofiju suprotnog testisa niti dovodi do poremecaja

u lucenju i serumskih razina inhibina B i FSH.
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8 SUMMARY

Background/ Purpose: Open testis biopsy (OTB) is one of the options to accurately
assess fertility potential of the undescended testis. The aim of the study was to investigate
consequences of OTB in prepubertal rats on their adulthood fertility.

Methods: Thirty-eight Sprague Dawley prepubertal male rats were divided into three
groups depending on 20" day procedure. The first group was the control group, the second
sham operated and the third has left OTB. Bilateral orchidectomy was performed on 70"
day to all groups, with determination of serum inhibin B and Follicle stimulating hormone
(FSH). Removed testicles have been compared according to the weight, volume,
spermatogenesis, histological and apoptotic changes in both testicles with differences in
serum levels of inhibin B and FSH.

Results: Ipsilateral testis weight, volume, and spermatogenesis reduction with a reduction
of tubular number, diameter and germinative epithelium was found in OTB group.
Significant increase in apoptotic index was found in biopsied testis without compensatory
hypertrophy of contralateral testis. Differences of inhibin B and FSH were not statistically
significant among three groups.

Conclusion: OTB in prepubertal rats has detrimental effects on fertility in adulthood. It
does not cause compensatory hypertrophy of the contralateral testis or disturb serum levels

of inhibin B and FSH.
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