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POPIS OZNAKA I KRATICA

ABP - androgen nosivi protein (engl: androgen-binding protein)

Ad - odrasle tamne (engl: adult dark) spermatogonije

ADP - adenozin difosfat

AIF — ¢imbenik izazivanja apoptotze (engl.apoptosis-inducing factor)
AOS - Sustav zastite od oksidacijskog ostecenja (eng. antioxidant defence system)
AP-1 - aktivator protein-1
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ATP - adenozin trifosfat

Bcl-2 — 2 skupina proteina B-stani¢nih limfoma (engl: B-cell lymphoma)
Ca'™ - ioni kalcija

CAD - kapspazom aktivirana endonukleaza (engl. caspase activated DNase)
CAT - katalaza

Cu" - ioni jednovalentnog bakra

DAG - diacil glicerol

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ER - endoplazmatski retikulum

Fe™* - ioni dvovalentnog Zeljeza

Fe®* - ioni trovalentnog Zeljeza

FSH - folikulo-stimuliraju¢i hormon

GPx - glutation peroksidaza

GR - glutation reduktaza

GSH - reducirani glutation

GSSG - oksidirani glutation

GST - glutation-S-transferaza

H,0 - voda

H,0; - vodikov peroksid

HE — hematoksilin eozin

HNE - 4-hidroksi-2-noneal

HO; - perhidroksilni anion


http://en.wikipedia.org/wiki/Diacyl_glycerol

HOCI - hipoklorna kiselina

I/R - ishemijsko reperfuzijska

IL-1 - Interleukin-1

IP; - inositol 1,4,5-trisfosfat

K" - ioni kalija

L- - lipidni radikal

LH - luteotropni hormon

LIF - leukemija inhibirajuci faktor

LO- - lipidni alkoksil radikal

LOO:- - lipidni peroksil radikal

LOOH - lipidni hidroperoksid

MDA - malondialdehid

Na" - ioni natrija

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid
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NF-«B - nuklearni ¢cimbenik kappa B
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O, - superoksidni anion
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OS - oksidacijski stres

P - p vrijednost znacajnosti

PIP2 - fosfolipid fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat
PLC — fosfolipaza C

PUFA - viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acid)
RNK - ribonukleinska kiselina

RNS - reaktivni duSikovi spojevi

ROH - alkoholi

ROOH - organskih hidroperoksida

ROS - reaktivni oblici kisika

SCF - poticatelj rasta mati¢nih prastanica (engl. stem cell factor)
SD - standardna devijacija

SOD - superoksid dizmutaza

SRK - slobodni radikali kisika
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TRAIL - TNF-u sli¢ni liganidi pokretaci apoptoze (engl. TNF-related apoptosis inducing
ligand)

UV-VIS - ultraljubicato vidljivi spektrofotometar

XO - ksantin dehidrogenaza
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1 UVOD

1.1 TORZIJA TESTISA

Torzija testisa je rotacija testisa oko uzduzne osovine za 180 ili viSe stupnjeva nakon Cega
uslijedi prekid cirkulacije u testisu, infarkt i konacno atrofija organa.

Nastaje zbog mehaniCkog zbivanja na peteljci (funikulusu) na kojoj testis visi. Izraz
torzija testisa nije prikladan jer se testis ne uvrée, ve¢ se uvrée skup elemenata koji
cirkulacijski opskrbljuju testis, sjemenovod i Ziv€ana vlakna koja mu pristupaju pratec¢i krvne
i limfne zile. Nakon torzije onemoguéen je krvni protok kroz izuzetno osjetljivo tkivo
testisa, Sto u konacnici rezultira njegovim propadanjem.

Torzija testisa predstavlja hitno stanje koje mora biti prepoznato, diferencirano od sli¢nih
uzroka boli u testisu i adekvatno lijeCeno. Zakasnjela dijagnostika ovog stanja neminovno
dovodi do gubitka testisa (1-4). U literaturi se navodi da je vitalnost testisa oCuvana u preko
85% slucajeva, ukoliko se ucini detorzija u prvih Sest sati od pocetka torzije (4). Nakon 12
sati je svega 20-40% vitalnih testisa, a nakon 24 sata od pocetka torzije manje od 10% testisa

moze biti spaseno (4, 5).

Slika 1. A, ekstravaginalna torzija testisa iznad hvatiSta tunike vaginalis. B, intravaginalna,
torzija testisa ispod hvatiSta tunike vaginalis. C, intravaginalna torzija testisa izmedu
epididimisa 1 testisa

Preuzeto iz ,, Pediatric surgery*, M Rawich, J Welch et al, 3-rd edition



Prvenstveno se javlja u neonatalnoj i adolescentnoj dobi i glavni je uzrok gubitka testisa u
tom uzrastu. Torzija testisa moze biti intravaginalana ili ekstravaginalna (Slika 1). Kod prve
se testis s epididimisom torkvira unutar svojih ovojnica, a moze se torkvirati i sam testis bez
epididimisa. Kod druge, zajedno se rotiraju oko vertikalne osi u podrucju funikulusa testis 1
epididimis. Intravaginalna torzija se ceS¢e javlja u pubertetu i nakon puberteta dok je

ekstravaginalna torzija ¢esc¢a u neonatalnoj dobi (4-8).

Slika 2. Torkviran i gangrenozno promijenjen testis

Prezivljavanje testisa u slucaju torzije je izravno povezano sa stupnjem torzije (180 do 1080
stupnjeva) kao i vremenom od kada je nastala.

U sluc€aju dokazane torzije (Slika 2) terapija je kirurSka. Potrebno je uciniti detorziju testisa,
procjeniti njegovu vitalnost i fiksirati ga za ovojnice testisa ukoliko je vitalan. Ako je doSlo do

gangrene testisa, u€ini se orhidektomija te fiksacija drugog testisa (1, 4, 5, 9).



1.2 ISHEMIJSKO REPERFUZIJSKA OZLJEDA

Torzijsko-detorzijska (T/D) ozljeda testisa je u osnovi ishemijsko reperfuzijska (I/R) ozljeda.
I/R ozljeda oznacava pogorsanje tkivnog ostecenja tijekom reperfuzije organa ili tkiva koje je
prethodno bilo izloZzeno odredenom razdoblju ishemije (prestanku krvnog optjecaja) (10).
Uspostavom protoka i oksigenacije u stanicama, istodobno s ispravkom energijskih i
strukturnih poremecaja, pokrecu se Stetni procesi. Pritom dolazi do dodatnog oStecenja stanica
koje su u razdoblju ishemije bile samo reverzibilno oSte¢ene (11-13).

Manjak kisika u tkivima (hipoksija) koci tijek oksidativne fosforilacije u mitohondrijima
(nastaje manjak akceptora elektrona), a time se razvija manjak adenozin trifosfata (ATP),
klju¢nog izvora energije za sve stani¢ne funkcije. Zbog smanjenja oksidativne fosforilacije
smanjuje se omjer koncentracije ATP/ADP, §to potice glukolizu. Manjak proizvodnje energije
ko¢i i procese transkripcije u jezgri (ko¢i sintezu RNK). Usporava se i sinteza bjelanc¢evina za
koju je takoder potrebna energija (14).

Stanica moZe preZivjeti razdoblje ishemije, popraviti se ili moZe umrijeti nekoliko sati ili dana
kasnije. Ishemija pokrece kompleksnu metabolicku kaskadu oStecuju¢i mnoge fizioloske
stani¢ne funkcije. I/R ozljeda pokrece niz dogadaja, medu kojima je prekomjerno stvaranje
slobodnih radikala kisika (SRK), poveéanje koncentracije leukocita u oste¢enom podrucju,
pomanjkanje ATP-a, povecanje koncentracije intracelularnog kalcija, aktivacije
komplementa, povecane koncentracije duSicnog oksida (NO) i citokina (15).

Produljena ishemija dovest ¢e u pravilu do krajnje hipoenergoze i smrti stanica procesom
nekroze, dok u slucaju I/R ozljede smrt stanice moze nastati 1 procesom apoptoze. Nekroza je
pasivan i1 nepovratan dogadaj povezan s rupturom stani¢éne membrane, §to vodi do otpusStanja
stani¢nog sadrZaja i1 pokretanja upalne reakcije (16).

Za razliku od nekroti¢ne smrti programirana stanicna smrt je ovisna o sintezi proteina koji
zapocinju program stani¢nog »samoubojstva« kao odgovor na razli¢ite podrazaje. Apoptotski
procesi troSe ATP, stoga ¢e raspoloZivost energije utjecati na sudbinu stanice 1 vrstu njezina
eventualnog propadanja (17).

Padom stani¢ne energije, kalcijska crpka ovisna o ATP-u ne moZe ispumpati sav kalcij iz
stanice. Rezultat je znatan porast intracelularne koncentracije kalcija koji sam ili u
kombinaciji s vezuju¢im proteinima aktivira razne proteaze, lipaze 1 endonukleaze koje

doprinose oSte¢enju stanice. Proteaze zapocinju razgradnju citoskeleta, a endonukleaze
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cijepanje DNK. Intracelularno nakupljanje kalcija, posebice povecana koncentracija u

mitohondrijima doprinosi apoptozi odnosno smrti stanice (18-20).

1.2.1 ISHEMIJSKO REPERFUZIJSKA OZLJEDA TESTISA

Trajanje testikularne torzije kao i stupanj torzije dva su glavna ¢imbenika koji odreduju
oSteCenje testisa. Produljena ishemija odnosno torzija testisa  dovodi do stvaranja
oksidacijskog stresa i u konacnici do apoptoze ili nekroze zametnih stanica. Patofiziologija
I/R ozljede testisa je slozena i karakterizirana nizom promjena koje uklju¢uju aktivaciju
citokina i komplementa, agregaciju leukocita, povecanu akumulaciju SRK, akumlaciju
kalcija u stanicama 1 pove¢enu propusnost mikrocirkulacije.

Dogada se niz uzro¢no posljedi¢nih morfolosko-biokemijskih promjena koji u konacnici
dovode do veceg ili manjeg oSteéenja testisa zavisno o trajanju.

Promjene histoloske grade testisa je zavise o duZini trajanja i stupnju torzije u rasponu od
intersticijalnog edema i  manje ekstravazacije eritrocita uz ocuvanost stanica sjemenog
epitela pa sve do masovne hemoragije i nekroze i konac¢no do atrofije testisa (21). Uz
ostecenje ipsilateralnog testisa /R ozljeda dovodi i do oSteéenja suprotnog testisa. Nekoliko
teorija poput imunoloskog mehanizma, refleksne vasokonstrikcije te smanjenog protoka kroz

suprotni testis pokuSavaju objasniti utjecaj na suprotni testis (22, 23).

1.3 UTJECAJ TORZIJE TESTISA NA SUPROTNI TESTIS

Vecina istrazivanja koja su se bavila promjenama uzrokovanim torzijom jednog testisa
potvrdila su postojanje oSteCenja suprotnog testisa (24-27), premda postoje i istrazivanja koja
to nisu potvrdila (28, 29). U prilog utjecaja torzije na suprotni testis govori podatak da je

nakon torzije jednog testisa spermatogram abnormalan u 70% bolesnika (30).
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Unato¢ kontroverzama, postoji nekoliko teorija o mehanizmu o$te¢enja suprotnog, zdravog
testisa, a to su: imunolo$ki mehanizam, refleksna vazokonstrikcija i smanjeni protok krvi kroz
suprotni testis, prethodne atake kratkotrajnih i asimptomatskih torzija testisa i kongenitalna
displazija testisa (23).

Imunoloska teorija kaze da oSteenje suprotnog testisa nastaje djelovanjem imunoloSkog
mehanizma Sto je potkrijepljeno opazanjima da  oSteCenje testisa nastaje u zivotinja
podvrgnutih torziji testisa (25, 31). Ovo se stajaliSte temelji na spoznaji da imunoregulacija
testisa poCiva na odrzavanju ravnoteze izmedu imunoloske privilegiranosti 1 upale, a
regulirana je dvojnom ulogom stanica imunoloSkog sustava i citokina koji mogu djelovati
imunosupresijski ili proupalno. U fizioloskim uvjetima, antigen specifi¢ni autoimuni odgovor
se spreava sistemskim 1 lokalnim mehanizmima tolerancije §to omogucuje prezivljavanje
zametnih stanica koje za vrijeme spermatogeneze isticu autoantigene. U uvjetima upale,
traume ili torzije jednog testisa, zrele dendritiCne stanice i makrofagi luce velike koli¢ine
proupalnih citokina koji otpusSteni u cirkulaciju naruSavaju nepropusnost krvno-testikularne
barijere 1 uzrokuju apoptozu zametnih stanica (22, 30). Antigeni spermija koji se za vrijeme
apoptoze otpustaju sa zametnih stanica pojacavaju autoimuni odgovor, a pojava protutijela
govori u prilog pojatanog imunog odgovora (22). Ove promjene uzrokuju propadanje
zametnih stanica i neplodnost. U suprotnosti s podacima o apoptozi stanica, endokrini
mehanizam testisa je puno otporniji na ishemiju (32).

U eksperimentalnim uvjetima dokazano je da davanje imunosupresivnih lijekova (ciklosporin,
azatioprin, hidrokortizon) te antilimfocitnog globulina ublazuju oSte¢enje suprotnog testisa.
(33, 34).

Mehanizam refleksne vazokonstrikcije i smanjenog protoka krvi kroz suprotni testis temelji se
na ¢injenici da su testisi sisavaca vrlo osjetljivi na oSte¢enje slobodnim radikalima kisika (35).
Kljuéni ¢imbenici za razvoj Stetnih posljedica na torkviranom testisu su vrijeme trajanja
ishemije 1 reperfuzije (36, 37). Ishemija testisa potiCe smrt zametnih stanica uglavnom
smanjenjem opskrbe kisikom ispod metabolickih potreba tkiva testisa, smanjenjem stani¢ne
energije 1 nakupljanjem toksi¢nih metabolita, a broj oSteenih zametnih stanica pokazuje
povezanost s trajanjem ishemije (38). Reperfuzija dodatno povecava ishemijom potaknuto
oStecenje zametnih stanica nastankom slobodnih radikala kisika i1 spojeva dusSika (35).
OstecCenje suprotnog testisa nakon jednostrane torzije testisa, objaSnjava se refleksnom
vazokonstrikcijom 1 smanjenjem protoka krvi u suprotnom testisu (35). Pojedini autori su
dokazali pojacan protok krvi kroz suprotni testis tijekom torzije ipsilateralnog testisa ¢ime

opovrgavaju ovu teoriju (39, 40).
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1.4 ULOGA SLOBODNIH RADIKALA KISIKA U ISHEMIJSKO
REPERFUZIJSKOJ OZLJEDI

Aerobni organizmi koriste kisik kao krajnji akceptor elektrona. U fizioloskim uvjetima
glavnina kisika u mitohondrijima potpuno se reducira do vode. U manjoj mjeri (2—4% od
sveukupno reduciranih molekula tijekom oksidativne fosforilacije) nastaje nepotpuna
redukcija kisika do superoksidnog aniona (O, ). Iz superoksidnog aniona nastaju drugi SRK i
reaktivni oblici kisika (ROS) (engl. reactive oxygen species). U aerobnim uvjetima SRK i
ROS, koji se stvaraju u relativnom maloj koli¢ini, budu razgradeni enzimima kao §to su
superoksid dizmutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) i katalaza (CAT).

Njihovo neprekidno stvaranje i fizioloSko uklanjanje unutar stanice omogucuje odrzavanje
optimalnih oksidacijsko-redukcijskih uvjeta u organizmu. Kada antioksidacijski mehanizmi
nisu dostatni za odstranjenje odnosno neutraliziranje ROS-a, odnosno kada se poremeti
ravoteZa izmedu ROS-a i antioksidansa nastaje oksidacijski stres.

U uvjetima hipoksije (s posljedicnom permeabilitetnom tranzicijom mitohondrija) znatno se
povecava nepotpuna redukcija kisika 1 nastajanje superoksidnog aniona (O;7) u
mitohondrijima (41). Ne samo ishemija nego i reperfuzija doprinosi daljnjem oSte¢enju
tkiva. Naime, tijekom reperfuzije dolazi do povecenje ponude kisika ishemicnom tkivu koji
sada postaje dodatni izvor slobodnih radikala kisika. U  sloZenom procesu tijekom I/R
ozljede SRK aktiviraju¢i fosfolipazu A, stimuliraju aktivaciju i kemotaksiju leukocita koji
su takoder znacajan izvor SRK-a (42).

Osim mnogih fizoloskih uloga SRK-a koje imaju u organizmu (43), u stanjima oksidacijskog
stresa dolazi do izraZaja njihov Stetni utjecaj. Ciljna mjesta SRK-a su stani¢na membrana,
proteini i deoksiribonukleinska kiselina (DNK). Oksidiraju¢i proteine i oStecujuéi stanicnu
membranu lipidnom peroksidacijom dovode do promjena u fluidnosti membrane, promjena u
aktivnosti enzima, stanicnih receptora i transportnih proteina. ROS takoder oSte¢uju DNK
Sto ima za posljedicu poremecaje u replikaciji 1 transkripciji. Mijenjajuéi njihovu strukturu i

funkciju, dovode do oStecenja i kona¢no smrti stanice (44).
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1.5 ULOGA KALCIJA U ISHEMIJSKO REPERFUZIJSKOJ
OZLJEDI

Koncentracija iona kalcija (Ca™) je 10 000 puta veéa u izvanstani¢nom prostoru nego u
stanici. Kako je stanicna membrana iznutra elekronegativna u odnosu na vanjsku povrsinu to
su dva razloga zaSto kalcij ima tendenciju ulaska u stanicu. Zahvaljuju¢i Na*/Ca™ crpki koja
pumpa Ca"™" iz stanice u zamjenu za ione natrija (Na*) i  Ca" /ATP crpki odrzava se
homeostaza kalcija u stanici.

Tijekom patoloskih procesa u stanici dolazi i do poremeéaja u regulaciji kalcija. Hoce li do¢i
do reverzibilnih promjena, apoptoze ili nekroze stanica odnosno tkiva, zavisi kako o jacini
tako 1 trajanju oSte¢enja odnosno ishemije. Bez obzira na konac¢ni ishod, pokretaci stani¢ne
smrti imaju zajednicke puteve.

Prekomjerno nakupljanje Ca*™" u stanici jedan je od prvih pokazatelja I/R ozljede (45, 46)
Nakupljanje kalcija nastaje zbog poremeceja u propusnosti stani¢ne mabrane kao i zbog
poremecaja u radu Ca™ /ATP crpke koja izbacuje Kkalcij u zamjenu za natrij iz stanice.
Zbog manjka energije (hipoenergoze) stradaju stanicni transportni procesi, ponajprije oni koji
odrzavaju razliku u koncentraciji tvari izvan i unutar stanice. Zbog slabljenja pogona Na*/K*
crpke zadrzava se Na® u stanici. Posljedi¢no se zadrzavaju i Ca™ i voda, §to pridonosi
unutarstanicnom edemu. Rezultat je znatan porast intracelularne koncentracije kalcija koji
vezujuéi se za Ca'™" ovisne proteine, kao kalmodulin i kalpain, aktivira barem Getiri vrste
enzima: fosfolipaze (razlaZu lipidnu celularnu membranu, oslobadaju arahidonsku kiselinu
koja stvara prostaglandine i slobodne radikale); protein-kinazu koja aktivira enzime
nasumicnim slijedom ukljucujuéi sintezu dusi¢nog oksida (NO), ksantin oksidazu koja
takoder proizvodi slobodne radikale.

Fosfolipaza C (PLC) razgraduje fosfolipid fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2) u diacil
glicerol (DAG) i inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3). DAG ostaje vezan za stani¢nu membranu a [P3
se otpusta u citosol. Difundirajuéi kroz citosol veze se za IP; receptore, zapravo kalcijeve
kanale u endoplazmatskom retikulumu (ER). To dovodi do pove¢anog nakupljanja kalcija u
citosolu §to pokrece kaskadu unutarstani¢nih promjena i aktivnosti. Kalcij zajedno s DAG-om
aktiviraju protein kinaze koje foforiliraju druge molekule dovode¢i do daljnjih promjena u
funkciji stanice (Slika 3). Proteaze zapocinju razgradnju citoskeleta, a endonukleaze

cijepanje DNK (18-20, 47).
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Slika 3. Regulacija kalcija u stanici

Preuzeo iz Kristian T, Siesjo BK. Calcium in ischemic cell death. Stroke. 1998,;29(3):705-18.

Porast unutarstani¢ne koncentracije kalcija 1 manjak energije u stanici kljuéni su ¢imbenici
mitohondrijske permeabilitetne tranzicije — poremecaja funkcije mitohondrija zbog stvaranja
pora na mitohondrijskoj membrani (48, 49). Zbog povecane propusnosti mitohondrijske
membrane iz mitohondrija izlaze Ca™ 1 bjelandevine (od kojih citokrom c¢ djeluje
proapoptogeno), a u mitohondrij ulazi voda. Izlazak Ca™" iz mitohondrija dodatno poveéava
citosolsku koncentraciju Ca™". ProduZeno postojanje pora dovodi do nepovratnog ostecenja
mitohondrija i stanice. Prevencija prekomjernog nakupljanja Ca™  u mitohondrijima ima
zaStitnu ulogu u nastajanju I/R ozljede (12, 13).

Kalcij sam ili u kombinaciji sa kalmodulinom aktivira enzim ksantin dehidrogenazu (XD) i
prevodi ga i xantin oksigenazu (XO). U purinskome metabolickom putu ksantin oksidaza
katalizira oksidaciju hipoksantina 1 ksantina do mokraéne kiseline. U fizioloskim uvjetima u
stanici prevladava oblik XD (90%) koji tijekom oksidacije ksantina prenosi elektrone na
vodik i na nikotinamid adenin dinukleotid (NAD). No, u hipoksi¢nim uvjetima nastaje ksantin

oksidaza, koja za razliku od dehidrogenaze prenosi elektrone na molekularni kisik. Tijekom
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reperfuzije kisik postaje dostupan tkivu u kojem su se izmijenili metabolicki uvjeti. Nastala
XO prenosi elektrone na molekularni kisik (O,) pri ¢emu nastaje slobodni radikal kisika
superoksidni anion (O; ). Superoksidni anion u prisutnosti slobodnog Zzeljeza prelazi u
vodikov peroksid (H,0,) iz kojeg nadalje nastaje slobodni hidroksilni radikal (OH") — jedan
Kalpain, protein koji svoju funkciju zahvaljuje vezanjem za Ca™", igra znacajnu ulogu u TNF
induciranoj apoptozi (vanjski put). Davanjem estera koji inhibira kalpain u znatnoj mjeri
smanjuje apoptozu i nekrozu nakon u I/R ozljedei jetre (51). Poznato je da kaspaze
inaktiviraju inhibitore kalapina te tako doprinose njegovoj aktivaciji (52). Budu¢i da je
kalpain naden u jezgri stanica koje podlijezu apoptozi, kod ishemije mozga smatra se

odgovornim za osSte¢enje DNK (53).

1.6 REAKTIVNI OBLICI KISIKA I OKSIDACIJSKI STRES

1.6.1 SLOBODNI KISIKOVI RADIKALI

Slobodni radikali su molekule ili atomi koji u vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona. Njihovi nespareni elektroni uzrokuju njihovo davanje ili uzimanje elektrona drugim
molekulama te ih to ¢ini izrazito nestabilnim i visoko reaktivnim, pri ¢emu reagiraju s
organskim ili neorganskim spojevima (50).Tom prilikom nastaju ROS u koje se ubrajaju
slobodni kisikovi radikali i neradikalni oblici koji funkcioniraju kao oksidirajuc¢i agensi 1/ili
se lako pretvaraju u slobodne radikale (Slika 4). Nespareni elektroni u vanjskoj orbitali
odgovorni su za reaktivnost svih radikalnih oblika kisika (54). Svi aerobni organizmi koriste
kisik kao krajni akceptor elektrona tijekom procesa koji se odvijaju u respiratornom lancu
mitohondrija, pri ¢emu nastaje adenozin trifosfat (ATP), spoj bogat energijom koja je

neophodna za odvijanje svih Zivotnih funkcija (55).
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Radikalni oblici Neradikalni oblici

Superoksidni anion 0Oy Singletni kisik 102

Hidroksil anion OH Vodikov peroksid H,0,

Hidroperoksil HOy Hipoklorna HOCI
kiselina

Alkoksil RO Organski peroksidi ROOH

peroksil ROy ozon O3

Slika 4. Primjeri ROS (Halliwell i Gutteridge,1999)

Tijekom procesa respiracije O, se kompletno reducira do vode dodavanjem cetiri elektrona
Sto se odvija postupno uz formiranje djelomi¢no reduciranih meduspojeva. Vise od 95% O,
unijetog u stanicu prolazi kroz kompletnu redukciju do vode, dok se zbog parcijalne redukcije
oko 1-5% O, transformira u ROS (56).

Jednoelektronskom redukcijom O, nastaje superoksidni anion radikal (O,), dvoelektronskom
vodikov peroksid (H>O»), a troelektronskom hidroksilni radikal (OH") (55, 56). Topljivost
(O27) u mastima je ograni¢ena te ne moze prodrijeti duboko u stanicu. Djelovanje mu je
ograni¢eno na mjestu njegovog stvaranja. U kiseloj sredini on veze proton i nastaje jo$
reaktivniji perhidroksilni radikal (HO). Superoksidni anion se spontano, ali i uz pomo¢
superoksid dismutaze (SOD) te vodikovih iona, prevodi u vodikov peroksid. Iako vodikov

peroksid nije radikal jer nema nesparenih elektrona, on je oksidans koji uz prisustvo
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prijelaznih metala, dvovalentnog iona Zeljeza (Fe**) i jednovalentnog iona bakra (Cu*), moze
prihvatiti jedan elektron stvarajuéi vrlo toksi¢an hidroksilni radikal (OH™). Hidroksilni radikal
je izrazito reaktivan radikal koji reagira sa svim vrstama biomolekula (54, 57).

Vodikov peroksid je topljiv u mastima pa moze djelovati na udaljenim mjestima od njegova
stvaranja. Pod utjecajem hemskog enzima, mijeloperoksidaze, moze stvoriti druge radikale
poput hipoklorne kiseline (HOCI) koja je 100-1000 puta toksi¢nija od O, i H,O, (58).
Hipoklorna kiselina nastaje u neutrofilima, snazan je oksidans i antimikrobni agens (59).

ROS konstantno nastaju tijekom aerobnog metabolizma stanice kao dio normalnih
metabolickih procesa. Slobodni radikali nastaju uslijed apsorpcije energije zraCenja, u
redukcijsko-oksidacijskim reakcijama tijekom patoloskih i normalnih fizioloskih procesa
poput oksidativne fosforilacije u mitohondrijima (60), prijenosu elektrona u sustavu
citokroma P-450 u endoplazmatskom retikulumu (61), oksidacije masnih kiselina u
peroksisomima (62), metabolizma arahidonske kiseline u stani¢nim membranama (63) i
fagocitoze (64). ROS mogu nastati i pod djelovanjem razli¢itih egzogenih ¢imbenika, kao
Sto su virusi, bakterije, hormoni, zracenje, teski metali i temperaturni Sok (50).

Pri niskim 1 umjerenim koncentracijama, ROS imaju mnogobrojne uloge u stanici, kao §to su
obrana od infektivnih agenasa i uloga u funkcioniranju regulacijskih mehanizama i
intrastani¢nih signalnih puteva. ROS imaju bitnu ulogu u sazrijevanju spermatozoida i
aktivaciji njihove pokretljivosti. Tijekom fertilizacije ROS utje¢u na interakciju
spermatozoida i jajne stanice, Sto omogucava fuziju gameta. Tijekom razvoja embrija i fetusa
ROS utjecu na kljuéne transkripcijske faktore koji mijenjaju gensku ekspresiju tijekom
embriogeneze (65).

Formiranje ROS u inflamatornim procesima dovodi do uniStavanja invazivnih patogena.
Povecana produkcija ROS u fagocitima predstavlja obranu od mikroorganizama. Reaktivni
spojevi kisika, koji nastaju kao produkti aerobnog metabolizma u ljudskim stanicama, mogu
aktivirati apoptozu djelujuci na promjenu permeabiliteta membrane mitohondrija 1 otpuStanje
citokroma c (60).

ROS imaju vaznu ulogu u stani¢noj signalizaciji. Signalna transdukcija je proces koji
omogucava prijenos informacije iz stani¢nog okruzenja do razli¢itih funkcionalnih elemenata
u stanici. Okidaci signalne transdukcije su ekstracelularni signali (hormoni, citokini i
neurotransmiteri), koji dovode do aktivacije razliitih protein-kinaza 1 odgovarajucih
transkripcijskih faktora (NF-kB, AP-1) ¢ija regulacija je redoks zavisna. Transkripcijski
faktori induciraju ekspresiju odredenih gena, koji imaju ulogu u aktivaciji imunolosSkog

sustava, proliferaciji, diferencijaciji, reparaciji, apoptozi, kao i u antioksidacijskoj zastiti.
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Signalni put u stanici ¢esto ukljucuje ROS kao signalne molekule intrastani¢ne transdukcijske

kaskade, tako da oni imaju vaznu fiziolosku ulogu kao sekundarni glasnici u stanici (57).

1.6.2 OKSIDACIJSKI STRES

Oksidacijski stres (OS) je stanje u kojem oksidacijski procesi prevladaju antioksidativne
sposobnosti stanica tkiva ili organizama. U uvjetima ravnoteze slobodni radikali razgradeni su
stani¢nim antioksidansima, uz pomo¢ enzima kao $to su SOD, CAT i GPx ili neenzimatski
uz pomo¢ glutationa.

Do pomaka ravnoteze moze doci ukoliko je smanjena antioksidativna sposobnost organizma
ili je povecano stvaranje radikala (Slika 5). Ciljna mjesta djelovanja slobodnih radikala su
stani¢ni proteini, DNK i stanicna membrana (19).

Polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipidnog dvosloja stani¢énih membrana predstavljaju

glavne ciljne molekule za ROS.

Oksidativni stres

Antioksidansi
Slobodni radikali

Oksidativna ostecenja
Ozljeda tkiva 1 Upala

/

lipidi,proteini,nukleinske kiseline

Slika 5. Neravnoteza izmedu slobodnih radikala i antioksidansa dovodi do okksidacijskog stresa

Najreaktivniji slobodni radikal kisika OH- zapocinje proces lipidne peroksidacije koji se zatim
nastavlja nizom lancanih reakcija do formiranja lipidnih hidroperoksida i aldehida.
Akumulacija hidroperoksida u plazma membrani i membranama organela dovodi do
promjene fluidnosti membrane i tako utjeCe na aktivnost transmembranskih enzima,

transportera, receptora i drugih membranskih proteina. Krajnji rezultat lipidne peroksidacije je
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promjena propustljivosti membrane, $to dovodi do naruSavanja stani¢nog metabolizma i
homeostaze, kao i smrti stanice (58).

Sli¢no lipidnoj peroksidaciji, OH- predstavlja najreaktivniji ROS koji uzrokuje oksidacijska
oStecenja proteina. Aminokiselinske rezidue proteina razlikuju se po stupnju osjetljivosti na
ROS, a aminokiseline koje su najosjetljivije na oksidaciju su cistein i metionin (65). Proces
oksidacije proteina najceS¢e dovodi do nastanka novih funkcionalnih grupa, kao §to su
hidroksilne i karbonilne grupe (58). NaruSavanje strukture i funkcije razliCitih proteina
(promjene u aktivnosti enzima, receptornih i transportnih proteina) mogu dovesti do smrti
stanice (60).

ROS dovode do razlic¢itih oSteCenja DNK kao §to su jednolancani i dvolancani prekidi
molekula DNK, modifikacije purinskih 1 pirimidinskih baza 1 dezoksiriboze, delecije,
mutacije 1 translokacije DNK. OStecenja DNK pod djelovanjem razli¢itth ROS dovode do
sprjecavanja indukcije transkripcije, pogreski u replikaciji i genomske nestabilnosti, $to

predstavlja prvi korak uklju¢en u mutagenezu, karcinogenezu i starenje (20, 65, 67).

1.6.3 LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Lipidna peroksidacija je sloZena lancana reakcija razgradnje (oksidacije) viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty acid; PUFA) potaknuta ROS-om i
reaktivnim dusikovim oblicima (RNS) (68, 69). U sastavu lipida svih bioloskih membrana
nalaze se viSestruko nezasiCene masne kiseline koje su jako osjetljive na oStecenja
uzrokovana ROS-om. Zasi¢ene masne kiseline i masne kiseline koje sadrze jednu dvostruku
vezu, mnogo su otpornije prema djelovanju ROS-a negoli PUFA-e.

Lipidna peroksidacija zapo€inje preuzimanjem vodikovog atoma nezasi¢ene masne kiseline
lipida (LH) od strane inicijatornog radikala (OH-), §to dovodi do nastanka lipidnog radikala
(L-). On u reakeiji s O; prelazi u izrazito reaktivan lipidni peroksil radikal (LOO-), koji zatim
preuzima vodikov atom sa susjednog lipida i formira lipidni hidroperoksid (LOOH).
Novonastali L- radikal reagira s drugim susjednim lipidom u lan¢anoj reakciji koja dovodi do

akumulacije ostecenih lipida (70-73).
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Produkt lipidne peroksidacije LOOH u reakciji s ionima Zeljeza Fe’* i Fe’* dovodi do
nastanka LOO- i lipidnog alkoksil radikala (LO-). Novonastali lipidni radikali iniciraju
dodatne lancane reakcije (71, 74, 75).

Pod djelovanjem iona Zzeljeza ili bakra, lipidni peroksidi stvaraju mnogobrojne razgradne
produkte — od aldehida, ketona, ugljikovodika (etana, etena, pentana), epoksida, do aktivnih
radikala.

Najpoznatiji toksic¢ni aldehidni produkti lipidne peroksidacije su 4-hidroksi-2-noneal (HNE) i
malondialdehid (MDA). HNE je slabo mutagen, ali predstavlja glavni toksi¢ni produkt lipidne
peroksidacije, dok MDA ima karcinogeno i mutageno djelovanje i koristi se kao biomarker
lipidne peroksidacije. MDA koji postoji u razli¢itim oblicima, u fizioloskim se uvjetima
nalazi u obliku enolatnog iona koji interreagira s proteinima pokazujuci izraziti afinitet prema
lizinskom aminokiselinskome ostatku. Gvanin u DNA takoder je ciljno mjesto napada
malondialdehida, $to moze stvarati mutagena ostecenja. U organizmu MDA se metabolizira
do malonatne kiseline koja je kompeticijski inhibitor mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze
(65, 69).

Zavrsni produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi. Njihova je reaktivnost niza od
reaktivnosti slobodnih radikala, ali dovoljno velika da mogu reagirati s molekulama u okolini
te tako oStetiti stanice pa i uzrokovati stani¢nu smrt. Buduc¢i da su dugozivuci, mogu se kretati
od mjesta nastanka i napadati ,,ciljeve* koji su daleko od mjesta pocetnog nastanka slobodnih

radikala, bilo intracelularno ili ekstracelularno (68).

1.6.4 ZASTITA OD OKSIDACIJSKOG STRESA

Sustav zastite od oksidacijskog oStecenja (eng. antioxidant defence system, AOS) sastoji se

od enzimskih 1 neenzimskih komponenti (76).
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1.6.4.1 ENZIMSKA ZASTITA OD OSKIDACIJSKOG STRESA

U enzimske komponente antioksidacjeke zaSite ubrajaju se enzimi SOD, CAT, GPx,

glutation-reduktaza (GR), 1 enzim glutation-S-transferaza (GST) (77).

1.6.4.1.1 Superoksid-dizmutaza

Enzim SOD katalizira dizmutaciju superoksida u kisik i vodikov peroksid pa je vazan
antioksidativni ¢cimbenik u obrani gotovo svih stanica izloZenih aerobnom metabolizmu. SOD
su bjelancevine koje kao kofaktor sadrze bakar, cink, mangan, Zeljezo ili nikal.Poznato je pet
razli¢itih izoformi SOD enzima od kojih su tri struktutno karakterizirana. U sisavaca su
prisutna tri oblika superoksid dismutaze. SOD1 je smjeSten u citoplazmi, SOD2 u
mitohondrijima, a SOD3 u izvanstani¢nom prostoru (21, 39, 40).

FizioloSku vaZznost SOD moZe se ilustrirati na primjeru pokusa s miSevima. Mi§ kojem
nedostaje enzim SOD2 ugiba nekoliko dana nakon okota zbog izuzetno jakog oksidativnog
stresa. Mi$ kojem nedostaje SOD1 razvija niz patoloskih stanja, ukljuujuéi tumor jetre,
ubrzano starenje, gubitak miSiéne mase. Mi§ kojem nedostaje SOD3 nema nikakvih
zdravstvenih posljedica (78).

Uloga SOD je da zastiti duSik oksid (NO) sintetiziran od strane endotelnih stanica. NO ima

vaznu protektivnu ulogu u nastanku ateroskleroze i drugih kardiovaskularnih bolesti (79).

1.6.4.1.2 Glutation-peroksidaza

GPx katalizira redukciju H,O, u H,O 1 organskih hidroperoksida (ROOH) u alkohole (ROH),
pri ¢emu kao kofaktor koristi glutation.

Opisane su tri forme ovog enzima: selen-zavisna glutation-peroksidaza (Se-GPx), selen-
nezavisna glutation-peroksidaza (non Se-GPx) i fosfolipid hidroperoksid glutation-
peroksidaza (PH - GPx). Glutation takoder djeluje kao supstrat u drugim detoksificiraju¢im
enzimima protiv oksidacijskog stresa kao $to su glutation-transferaze. On sudjeluje u
prijenosu aminokiselina kroz plazmatsku membranu i izravno ¢isti hidroksilni radikal i
singletni  kisik te time detoksicira vodikov peroksid 1 lipidne perokside katalitickim
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djelovanjem GPx. Glutation moZe obnoviti najvaznije vitamine, tj. vitamine C i E, natrag u

njihove aktivne oblike (58, 80).

1.6.4.1.3 Katalaza

Osnovna uloga ovog antioksidacionog enzima je razlaganje neradikalskog H,O, do H,O. GPx
je u fizioloSkim uvjetima (mala koncentracija vodikovog peroksida), cak i aktivnija od
katalaze, ali pri pove¢anim koncentracijama vodikovog peroksida aktivnost se katalaze naglo
poveca.

Bioloska uloga katalaze je zaStita organizma od Stetnog djelovanja vodikovog peroksida, kad
njegova koncentracija dosegne neuobicajeno visoku razinu. CAT ne moZe da bude saturirana
svojim supstratom H,O, bez obzira na njegovu koncentraciju, tako da enzimska aktivnost

raste linearno s porastom koncentracije HO, (58, 81).

1.6.4.2 NEENZIMSKA ZASTITA OD OSKIDACIJSKOG STRESA

U neenzimske komponente sistema zaStite od oksidacijskih oStecenja ubrajaju se razliCite
hidrosolubilne 1 liposolubilne tvari. NajviSe proucavane hidrosolubilne neenzimske
komponente sistema zaStite od oksidacijskih oSte¢enja su glutation, L-askorbinska kiselina
(vitamin C), mokra¢na kiselina, albumin, transferin, bilirubin, poliamini, a liposolubilne
retinol (vitamin A), B-karoten (provitamin A), a-tokoferol (vitamin E) i ubikinon (koenzim Q)

(19, 82)

1.6.4.2.1 Glutation

Glutation je tri-peptid sastavljen od glicina, cisteina 1 glutaminske kiseline. Nije esencijalan
nutrient jer ga organizam moze sam proizvesti. Dolazi u dva oblika, kao reducirani glutation
(GSH) i oksidirani glutation (GSSG). U reduciranom obliku lako se dehidrogenizira

donirajuéi elektron, najces¢e drugim nestabilnim spojevima kao Sto su slobodni kisikovi
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radikali. Nakon §to se oksidira i sam postaje nestabilan i kao takav brzo reagira s drugim
nestabilnim glutationom tvoreéi oksidirani glutation. Enzim glutation rerduktaza (GR)
moze konvertirati ponovo GSSG u GSH koriste¢i pri tome nikotinamid-adenin-dinukleotid-
fosfat (NDPH). U fizioloSkim uvjetima preko 90% glutationa je u reduciranom obliku. Do
povecanja koncentracije GSSG dolazi u stanju oksidacijskog stresa.

GSH ima nekoliko znacajnih uloga u stanici sudjeluje u antioksidacijskoj obrani i
detoksifikaciji razlicitih ksenobiotika, ima ulogu u odrzavanju proteinske strukture i funkcije,
regulaciji sinteze i degradacije proteina, metabolizmu leukotriena i prostaglandina, redukciji
ribonukleotida do dezoksiribonukleotida, regulaciji stanicnog ciklusa i genskoj ekspresiji (78-

80).

1.7 APOPTOZA

Pojam apoptoza (gr¢. a-po-toe-sis — otpadati) prvi su upotrijebili Kerr, Wyllie i Currie 1972.
godine. Opisali su morfoloski oblik stani¢ne smrti koji se odvija kao energetski ovisan proces
u kojem djelovanjem vlastitih proteina i enzima dolazi do usitnjavanja jezgre i zgu$njavanja
citoplazme uz odrzanu cjelovitost stanicne membrane (83, 84). Uocili su da u tkivu umiru
pojedinacne stanice ne izazivajuci upalu. Tri su glavna razloga zaSto apoptoza nije pracena
upalnim procesom: stanice ne otpustaju svoj sadrzaj u okolinu, ne otpustaju medijatore upale 1
okolne stanice vrlo brzo fagocitiraju apoptotske stanice (85, 86). Stanice pokrec¢u apoptozu
u sklopu razli¢itih fizioloSkih procesa ili zbog patoloskih oStecenja stanica (uzrokovanih
razli¢itim vanjskim i unutra$njim ¢imbenicima), zbog ¢ega postaju opasne i/ili nekorisne za
organizam. Mnogobrojni aktivatori programirane smrti stanice, preko razli¢itih posrednika,
dovode do pokretanja kaskade proteolitickih enzima kaspaza (citoplazmatske cisteinil-
aspartatno-specifiéne endoproteaze) koje uniStavaju esencijalne strukturne komponente
ukljucujuéi genski materijal stanice, i dovode do pojave specificnih promjena kao Sto
su skvrCenje stanice, kondenzacija kromatina, cijepanje DNK 1 formiranje apoptotskih
tjeleSaca, koja fagocitiraju susjedne stanice i makrofazi (87).

Nekroza stanice nastaje kao posljedica znatnijeg oSteenja stanice izazvanog razliitim
fizikalno kemijskim agensima. Katkad isti uzrok u nekom tkivu dovodi do istodobne

pojave 1 nekroze i1 apoptoze. Naime, u sluCajevima kada integritet stanice nije ozbiljnije
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naruSen 1 kada su oSteéenja slabija, stanica moZe uéi u program samounistenja, odnosno
kada su ta oSteCenja jaka i nepopravljiva, stanica umire nekrozom (88). Hoce 1li do¢i do
apoptoze ili nekroze ovisi 1 o dugotrajnosti i jaCini negativnog djelovanja. Tako su
istrazivanja vaskularnih bubreznih oSteCenja dokazala pojavu apoptoze nakon potpune
kratkotrajne ishemije tijekom reperfuzije, dok su prolongirana ishemi¢na stanja dovela do

pojave nekroze stanica (89).
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Slika 6. Prikaz unutra$njeg i vanjskog puta aktivacije apoptoze ovisne o kaspazama

( Preuzeto iz: Zlender V. APOPTOSIS — PROGRAMMED CELL DEATH )

Ostecenja DNK pokre¢u apoptozu pa ¢imbenike koji uzrokuju oste¢enje DNK, kao §to je
ionizacijsko zracenje, kemoterapeutici i lijekovi poput analoga nukleozida, ubrajamo u tzv.
pokretace apoptoze (90).

Reaktivni spojevi kisika koji nastaju kao produkti aerobnog metabolizma u ljudskim

stanicama mogu aktivirati apoptozu djeluju¢i na propusnost membrane mitohondrija i
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otpustanje citokroma C (60). Posebno mjesto zauzimaju molekule koje se vezu na
povrsinskim receptorima stanica, a nazivaju se "pokretaci smrti". Neki od njih su: molekula
Fas (FasL ili CD95 ligand), ¢cimbenik tumorske nekroze o (TNFa), limfotoksin (TNFp) i
TRAIL (engl. TNF-related apoptosis inducing ligand) (91). Najbolje istraZeni putevi
aktivacije apoptoze su mitohondrijski (unutrasnji) i receptorski (vanjski) put (Slika 6).

U mitohondrijskom putu signali pokrecu stani¢nu smrt aktivacijom proapoptotskih ¢lanova
obitelji proteina bcl-2. U receptorskom putu do apoptoze dolazi nakon vezanja molekula, kao
Sto je Fas, na receptore stani¢éne membrane (92). Oba puta aktiviraju enzime nazvane kaspaze
(engl. caspase, cysteine aspartyl proteases). Kaspaze su proteoliticki enzimi (citoplazmatske

cisteinil-aspartatno specificne endoproteaze) koji poti¢u apoptozu (93).

......

drugom kaspazom. Svoju potpunu proteoliti¢ku aktivnost postizu kao tetrameri koji nastaju
nakon dvostrukog cijepanja. Postupna razgradnja u kojoj jedna kaspaza moze aktivirati druge
kaspaze, ali 1 samu sebe, pojacava apoptotski signalni put i dovodi do vrlo brze smrti stanice

(94). Inhibitori kaspaza zaustavljaju apoptozu (93).

Danas je poznato 14 ¢lanova obitelji kaspaza koje se oznacavaju rednim brojem 1-14, pri
¢emu prokaspaze 2, 8, 9 1 10 ubrajamo u pokretacke, a prokaspaze 3, 6 1 7 u izvrSne kaspaze.
U receptorskom putu prva se aktivira kaspaza 8, a u mitohondrijskom kaspaza 9. Navedene
kaspaze aktiviraju kaspazu 3 koja aktivira endonukleazu CAD (engl. caspase activated
DNase) (11). Tijekom apoptoze kaspaza 3 je odgovorna, ili dijelom ili u cijelosti, za
stupnjevitu razgradnju velikog broja proteina u stanici, fragmentaciju DNK 1 zgu$njavanje

kromatina (95).

U slucajevima kada je oSteCenje DNK uzrok pokretanja smrti stanice kljucni protein je
p53, koji je u normalnim stanicama prisutan u inaktivnom obliku. Gen za njegovu sintezu
lociran je na sedamnaestom kromosomu, a sudjeluje u procesima replikacije DNA i
transkripcije. Sposobnost p53 da zaustavi rast stanice njegova je vazna tumor-supresijska
funkcija, a mnogi tumori odnosno tumorske stanice imaju mutiran gen za sintezu p53
proteina. OSte¢enja DNK poticu transkripcijsku aktivnost p53 1 njegovo nakupljanje u
stanici, a posljedicno dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1-fazi i popravljanja
oStecene DNK ili do pokretanja apoptoze stanice ako su ta oSte¢enja nepopravljiva.
Protein  p53 moze pokrenuti apoptozu tako da poremeti odnos proapoptotskih i

antiapoptotskih mitohondralnih proteina Bcl-2 porodice, ili da inducira gene koji
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povecavaju produkciju reaktivnih spojeva kisika, koji su snazni aktivatori oStecenja

mitohondrija i apoptoze (96, 97).

1.7.1 APOPTOZA I SPERMATOGENEZA

Sjemenske stanice testisa nastaju iz primordijalnih sjemenskih stanica koji poticu iz
embrionalnog ektoderma. Dolaskom u urogenitalni nabor primordijalne sjemenske 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 (98).

Razvoj testisa rodenjem nije zavrSen 1 on se nastavlja nakon rodenja djeteta (99, 100). Prvi
korak se zbiva u dobi 2-3 mjeseca zivota kada dolazi do privremenog naglog porasta
gonadotropina FSH i LH, inhibina B i testosterona $to se naziva mini-pubertet, koji u
konac¢nici dovodi do pretvorbe gonocita u Ad spermatogonije (100, 101). Drugi korak u
sazrijevanju sjemenskih stanica je pretvorba Ad spermatogonija u B spermatogonije i
primarne spermatocite mitotickom diobom, koji se zbiva u dobi 3-4 godine (99, 102). Tek
nakon ovog koraka testis ulazi u stanje mirovanja do kona¢nog koraka spermatogeneze koji se
odvija u pubertetu. Proces spermatogeneze se odvija u sjemenskim kanali¢ima iz stanica
sjemenskog epitela. Prvi stadij u razvoju spermija je mitoti¢ka dioba spermatogonia. Nastala
stanica se naredna 24 dana mijenja 1 povecava te tako nastaje veliki primarni spermatocit. Iz
primarnog spermatocita, koji sadrZi diploidni broj kromosoma, prvom mejotickom diobom
nastaju dva sekundarna spermatocita s haploidnim brojem kromosoma, a iz njih drugom
mejotickom diobom nastaju Cetiri spermatide, svaka s kompletom od 23 kromosoma.
Spermatociti 1 spermatide svake generacije medusobno su povezani medustanicnim
mostovima (103).

Novonastale stanice posjeduju antigena svojstva koja su strana ve¢ potpuno oblikovanom
obrambenom sustavu domacina, a zaStitu protiv njega daju mu cvrste veze Sertolijevih
stanica uz bazalnu membranu koju nazivamo zonula occludens (104).

Spermatogeneza je karakterizirana kontinuiranim sazrijevanjem spolnih stanica od periferije
prema centru sjemenskih kanali¢a. To je dinamican proces koji je reguliran ravnoteZom
izmedu proliferacije germinativnih stanica te programiranom smrti istih, odnosno apoptozom

(105, 106). Smatra se da do 75 % stanica tijekom spermatogeneze podlijeze fizioloSkoj
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apoptozi (81, 107). Proces i razumijevanje apoptoze tijekom spermatogeneze nije do kraja
razjasnjen.  Spolni hormoni imaju zanacajan utjecaj na regulaciju apoptoze u spolnim
stanicama. Citav proces spermatogeneze reguliran je endokrinim te testikularnim parakrinim i
autokrinim djelovanjem (108).

Hormonska regulacija spermatogeneze pocinje u pubertetu medudjelovanjem hipotalamusa i
prednjeg reznja hipofize koja na poticaj gonadotropnih oslobadaju¢ih hormona luci folikulo-
stimuliraju¢i  (FSH) i luteotropni (LH) hormon. Tocan mehanizam djelovanja ova dva
hormona nije do kraja poznat, ali s obzirom da muske spolne stanice nemaju receptora za FSH
1 androgene ocito je da oni djeluju preko Sertolijevih stanica (109). Poznato je da FSH preko
receptora na Sertolijevim stanicama i testosteron imaju pozitivan uc¢inak na prezivljavanje
stanica tijekom spermatogeneze, dok je djelovanje estrogena suprotno navedenom ucinku,
odnosno pro apoptotsko. Danas se smatra da androgen nosivi protein (APB), koji je proizvod
Sertolijevih stanica, a koji se secenira u lumen sjemenskih kanali¢a i potom se sjemenskom
teku¢inom transportira do epididimisa, ima vaznu ulogu u regulaciji spermatogeneze. Naime
APB vezuje testosteron, dihidrotestosteron 1 estradiol te tako odrzava koncentraciju
androgena u testisu 1 epididimisu §to je preduvjet za normalnu spermatogenezu (110). Manjak
FSH i testosterona poti¢e kako unutarnji tako i1 vanjski put apoptoze. Pokusima na
zivotinjama dokazano je da davanje estrogena potiCe apoptozu u zametnim stanicama i
oStec¢uje spermatotogenezu 1 spermiogenezu (111). Sertolijeve potporne stanice ograni¢avaju
ekspanziju zametnih stanica. Smatra se da svaka Sertolijeva stanica podrzava odreden broj
spermatogonija pa tako i1 zametnih stanica.Tijekom ¢itave spermatogeneze zametne stanice i
Sertolijeve stanice su medusobnoj interakciji, kako endokrinim tako i parakrinim i autokrinim
djelovanjem.

Citokini 1 faktori rasta te ekspresija njihovih receptora(interleukin-1 (IL-1), Leukemia
inhibitory factor (LIF): Stem cell factor (SCF)) imaju znacajnu ulogu u odrzavanju
spermatogeneze odnosno regulaciji apoptoze (108). Proapoptotski ucinak na spermatogenezu
imaju razliCiti kemoterapeutici, ionizacijsko zracenje, kisikovi radikali 1 toksini kao
nitrobenzen, etanol, bisfenol, lindan, brompropan itd. Apoptoza uglavnom zahvaca
spermatocite, u neSto manjoj mjeri spermatogonije, a rijetko spermatide (112). Izlozenost
testisa poviSenoj temperaturi pri retiniranom testisu rezultira pojaCanom apoptozom (113).
Takoder je uoCeno da se apoptoza u zametnim stanicama pojacava starenjem.To se moze
objasniti smanjenom koncentracijom androgena (114) i pove¢anom koli¢inom oksidacijskog
stresa (115). Tijekom spermatogeneze apoptoza je fizioloski proces kojim se odstranjuje velik

broj spolnih stanica tijekom njihovog sazrijevanja da bi na kraju proliferacije i
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diferencijacije opstale one koje su sposobne oploditi jajnu stanicu. U tom procesu znacajna je

uloga Sertolijevih stanica (99).

1.8 NIFEDIPIN-BLOKATOR KALCIJEVIH KANALA

Nifedipin pripada grupi dihidropiridinskih blokatora kalcijevih kanala. Blokiranjem sporih
kalcijevih kanala (L tip) sprjecava ulazak kalcijevih iona u unutarstani¢ni prostor. Proces se
odvija na membrani stanice miokarda i glatkih miSi¢a krvnih zila. Ova reverzibilna inhibicija
ulaska iona kalcija u stanice dovodi do relaksacije krvnih zila kako koronarnih tako i
perifernih, smanjenja potrebe miokarda za kisikom i smanjenja perifernog otpora, iz cega
proizilazi antihipertenzivno i antianginozno djelovanje nifedipina.

Kalcijski su kanali velike transmembranske molekule Siroko rasprostranjene po mnogim
stanicama, koje omogucavaju selektivni ulaz kalcijskih iona u stanicu nakon njezine
aktivacije.

Kalcijski kanal graden je od cetiri podjedinice visoke molekularne mase: oy, o, f iy (Slika
7). Podjedinica al sadrzava pore za kalcijske ione i vezna mjesta za blokatore kalcijskih
kanala (BKK), a ima Getiri glavne domene, svaku sa $est transmembranskih jedinica. Cetiri o1
podjedinice cirkularno postavljene pridonose normalnoj funkciji pora za ulaz kalcija.
Vezanjem za odredena mjesta na a; podjedinici BKK inhibiraju ulaz kalcijskih iona u stanicu,
smanjuju njezinu funkciju i tako ostvaruju svoje farmakolosko djelovanje (116-118).

Postoji Sest vrsta kalcijskih kanala (L, N, P, Q, R, T) koji se medusobno razlikuju po brzini
kondukcije, pragu i1 duljini aktivacije, stani¢noj distribuciji 1 funkciji. BKK se dijele u Cetiri
osnovne skupine: dihidropiridine, benzotijazepine, fenilalkilamine i tetraline. Prve tri skupine
djeluju na L-kanale, a tetralini na T-kanale (117, 119). Razli¢ito djelovanje na krvne zile 1
srce moguce je zbog djelomice razliitog intracelularnog mehanizma kontrakcije glatkih
miSi¢nih stanica krvnih Zila 1 kardiomiocita.

S obzirom na vaskularnu selektivnost BKK dijelimo u dihidropiridine i nedihidropiridine.

Nedihidropiridini (verapamil, diltiazem) nisu vaskuloselektivni (omjer djelovanja na krvne
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zile 1 miokard 1:1), a dihidropiridini su vaskuloselektivni. Tako je u nifedipina i amlodipina
navedeni omjer 10:1 (119, 120).

Osim antihipertenzivnog i kardioprotektivnog djelovanja, koje je najvaznije u svakodnevnoj
klinickoj praksi, u viSe radova je opisan antioksidativni ucinak BKK-a. Kod nefrotoksi¢nosti
uzrokovane cisplatinom u S$takora nifedipin smanjuje koncentraciju malondialdehida uz
povoljan ucinak i na histologiju bubrega u odnosu na skupinu koja nije dobivala nifedipin
(121).

Nadalje, u bolesnika sa sistemskom sklerozom nifedipin  smanjuje koncentraciju
superoksidnog aniona u monocitima (122). Takoder je dokazan antiapoptotski i anioksidativni

ucinak BKK kod ostecenja ziv€anih stanica (123).
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Slika 7. Kalcijevi kanali

Preuzeto s http://medicine.nus.edu.sg/phys/lab/ _Lab/Lab%20Interest/calcium%20channel. html

Znajuci da kalcij sam ili vezan za stani¢ne proteine, ima mnogobrojne uloge u metabolizmu
stanice, sigurno je da blokirajuci utok kalcija reverzibilno utjeCemo na mnoge od njih.
Nifedipin se oralno apsorbira preko 90%. Putem jetre se metabolizira preko citokroma P450.

Putem bubrega 60-80% lijeka se izluCuje u obliku inaktivnih metaboilita. Ostatak se izluCuje
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putem zuci i fecesa. Nepromijenjen lijek se nalazi samo u tragovima u  urinu. PoluZzivot
nakon intravenske primjene iznosi 5-6 minuta a nakon pareneteralne primjene oko 1,7 sati. U

krvi je 90% lijeka vezano za proteine (124).
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2 POSTAVKE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Postoji vise studija koje su dokazale zastitni ucinak antioksidansa na torzijsko-detorzijsku
ozljedu testisa u Stakora (36, 125-127). Poznato je da je poveéana koncentracija kalcija u
stanici znacajan ¢imbenik njenog oste¢enja pri ishemijsko reperfuzijskoj ozljedi (48, 49).
Vodeci se ¢injenicom da slobodni kisikovi radikali doprinose ostecenju testisa kod ishemijsko
reperfuzijske ozljede, odlucili smo ispitati akutni ucinak nifedipina, blokatora kalcijevih
kanala na oksidacijski stres kod torzijsko/detorzijske ozljede testisa u Stakora.

Glavni cilj istrazivanja je utvrditi ucinak nifedipina na tkivo testisa Stakora nakon
torzijsko/detorzijske ozljede, tako da bi usporedili histoloSke i biokemijske promjene
(oksidativni stres) na ipsilateranom testisu nakon torzijsko/detorzijske ozljede u skupini koja
je dobila nifedipin 1 skupini koja nije dobila nifedipin.

Sporedni ciljevi istrazivanja su utvrditi djelovanje torzijsko/detorzijske ozljede ipsilateralnog
testisa na suprotni testis analiziraju¢i histoloSke i biokemijske promjene (oksidativni stres).
Utvrditi ucinak nifedipina na histoloske i biokemijske promjene na suprotnom testisu
Stakora nakon torzijsko/detorzijske ozljede.

Iz literature je poznato da jednostrana I/R ozljeda testisa dovodi i do oStecenja suprotnog
testisa (24-27), mada ima radova koji to opovrgavaju (28, 29).

Prema naSim saznanjima ne postoji studija koja je ispitivala akutni ucinak blokatora
kalcijevih kanala na ishemijsku-reperfuzijsku ozljedu testisa. Varijable koje su koriStene u
istrazivanju  su aktivnosti enzima glutation peroksidaze 1 superoksid dismutaze te
koncentracija malondialdehida (produkt lipidne peroksidacije) u tkivu testisa, kao pokazatelji
oksidativnog stresa. Analizirali smo takoder histologiju testisa (Johnsen score) i apoptotski
indeks. Sporedni ciljevi istrazivanja su utvriditi akutno djelovanje jednostrane T/D ozljede na
suprotni testis 1 moguci protektivni utjecaj nifedipina na suprotni testis.

Istrazivanje je prema pristupu eksperimentalno, prema razini i namjeni temeljno, prema
nac¢inu dobivanja podataka intervencijsko, prema vremenskoj odrednici prospektivno, a prema

specificnom ustroju pokus na Zivotinjama.
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3 MATERIJAL I METODE

3.1 POKUSNE ZIVOTINJE

Istrazivanje smo proveli na 24 muzjaka Stakora vrste Sprague-Dawley (starosti 9 tjedana), iz
Nastambe za eksperimentalne Zivotinje Sveuéilista u Splitu (Slika 8). Zivotinje su bile
smjeStene po dvije u kavezu, uz izmjenu ciklusa dan — no¢ (10 h svjetlo/14 h tama),
temperaturu (20+5°C), vlaznost (55+5 %) te hranu i1 vodu po volji. U dobi od devet tjedana
zivotinje su slu¢ajnim odabirom bile podijeljene u tri skupine (kontrolna, torzijsko/detorzijska
(T/D), nifedipinska) od kojih je svaka imala po osam Stakora.

Sve zivotinje su anestezirane intraperitonealnom primjenom 20% otopine uretana (1ml/100g
tjelesne mase).

U T/D skupini, kroz ilioingvinalnu inciziju pristupilo se na lijevi testis te ga se torkviralo
(rotiralo) za 720 stupnjeva u smjeru kazaljke na satu, a potom fiksiralo za tuniku Dartos
resorptivnim Savovima polyglactin 5/0 (Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson Somerville, New
Jersey, SAD) (Slika 9). Nakon tri sata detorkvirao se lijevi testis, a nakon dodatna tri sata
reperfuzije ucinila se obostrana orhidektomija. Testisima je odredena masa, nakon ¢ega su
prerezani na polovice. Jedna polovica je fiksirana u 4% formaldehidu za histolosku i
imunohistokemijsku analizu (Johnsenov scor, apoptotski indeks). Druga polovica je bila
zamrznuta u teku¢em duSiku na temperaturi od -195°C za biokemijsku analizu (enzimi
superoksid dismutaza 1 glutation peroksidaza, te malondialdehid produkt lipidne
peroksidacije).

U nifedipinskoj skupini ucinjeni su isti postupci kao u T/D skupini uz intraperitonealnu
primjenu nifedipina (Adalat® Smg-Infusionsflasche, 0,01% solution, Bayer, Njemacka) u
dozi od 100pg/kg 30 minuta prije detorzije lijevog testisa.

U kontrolnoj ili laZzno operiranoj skupni ilioingvinalnim rezom pristupili smo lijevom testisu,
izvadili ga iz skrotalne vre¢e ne oStetivsi cirkulaciju te ga ponovo vratili u skrotum bez

torkviranja. Daljnji postupak je bio isti kao u T/D skupini.
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Slika 8. Muzjaci Stakora vrste Sprague-Dawley starosti 9 tjedana

Slika 9. Torzija lijevog testisa u Stakora
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3.2 HISTOLOSKA ANALIZA

Komadi¢i tkiva uklopljeni u parafin izrezani su na rezove debljine 5 pm prilijepljeni na
pozitivno nabijena predmetna stakalca (Superfrost Plus Adhesion Slides, Thermo Scientific).
Imunohistokemijski postupak je proveden u uredaju BenchMark ULTRA (Automated
IHC/ISH Slide Staining System, Ventana, Tucson, Arizona, USA) (Slika 10). Nakon
deparafinizacije u ksilolu i rehidracije kroz alkohole silazne koncentracije, rezovi su obradeni
Tris puferom 52 min na 95C. Endogena peroksidaza je inaktivirana inkubacijom u 3%-tnom
H,0, 4 minute na 36C. Nakon ispiranja u otopini fosfatnog pufera (PBS) inkubirani su
primarnim protutijelom kunica na cijepanu kaspazu 3 Stakora (Asp 175 Cleaved Caspase 3,
Cell Signaling, USA) u vlaznoj atmosferi tijekom 32 minute. Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi
su inkubirani s odgovaraju¢im biotiniziranim sekundarnim protutijelom i vizualizirani DAB-
om (Ultraview Universal DAB Detection Kit, Ventana, Tucson, Arizona, SAD). Apoptotske
stanice su se obojale smede.

Obojeni uzorci analizirani su svjetlosnim mikroskopom Olympus BX41 (Olympus, Tokio,
Japan). Rezultati su prikazani apoptotskim indeksom 1 (AP1), koji predstavlja broj pozitivno
obojanih stanice na stotinu sjemenskih kanali¢a (broj pozitivnih stanica / 100 sjemenskih
kanali¢a) i apoptotskim indeksom 2 (AP2), koji oznacava broj pozitivnih sjemenskih kanali¢a
na stotinu sjemenskih kanali¢a (broj pozitivnih sjemenskih kanalica / 100 sjemenskih
kanali¢a). HistoloSke promjene sjemenskog epitela analizirane su u skladu s Johnsenovim

kriterijima (Tablical) (38, 128).

Slika 10. Uredaj za imunohistokemijski postupak (BenchMark ULTRA)
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Tablica 1. Histoloska ocjena spermatogeneze po Johnsenovoj ljestvici.

OCJENA OPIS

10 Puna spermatogeneza

9 Lagano poremecena spermatogeneza, puno kasnih spermatida, dizorganiziran epitel
8 Manje od pet spermatozoida po tubulu, nekoliko kasnih spermatida

7 Puno ranih spermatida, bez spermatozoida i kasnih spermatida

6 Bez ranih spermatida, bez spermatozoida i kasnih spermatida

5 Bez spermatozoida ili spermatida, puno spermatocita

4 Bez spermatozoida ili spermatida, nekoliko spermatocita

3 Samo spermatogonije

2 Bez zametnih stanica, samo Sertolijeve stanice

1 Bez seminifernog epitela

3.3 BIOKEMIJSKA ANALIZA

3.3.1 Postupak pripreme i homogenizacija uzorka tkiva testisa

1. Svi dobiveni uzorci tkiva testisa se isperu s 0.9% NacCl, te se izvazu na analitickoj
vagi.

2. Uzorci se stave se u kriotubice, oznace i pohrane u zamrzivacu (-80°C) do nastavka
analize.

3. Homogenizacija tkiva se u€ini u homogenizatoru od medicinskog ¢elika (ohladen
teku¢im dusikom).

4. Uzorcima tkiva testisa se doda 1.15% KCIl, uz kona¢nu koncentraciju 1:10 kako bi se
dobio 10% homogenat.

5. Homogenat se potom sonificira u ultrazvuénoj kupelji (Thermofisher Scientific,

SAD), i to 3 puta po 30 sekundi, s 10 sekundi stanke izmedu.
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6. Sonificirani homogenat se potom centrifugira na 16,000 rpm, 30 minuta, na +4°C, u
centrifugi Eppendorf 5810R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Dobiveni supernatant

sluzi za trenuta¢no odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima.

3.3.2 QOdredivanje malondialdehida pomocu reakcije sa tiobarbiturnom

kiselinom

1. Otpipetira se 0,66 ml uzorka i doda 1,384 ml hladne 20%-tne trikloroctene kiseline.

2. Dobivena otopina se potom centrifugira na 14,000 rpm, 5 minuta, na +4°C.

3. Otpipetira se 1,5 ml supernatanta i doda se 0,67% tiobarbiturne kiseline (TBA) i
izmijesa.

4. Uzorak se potom zagrijava na 100° C, 10 minuta. Potom se hladi 10 minuta, dok se ne
postigne sobna temperatura.

5. Koncentracija TBA se odredi spektrofotometrijski, na UV-VIS spektrofotometru
Lambda 25 (Perkin Elmer, SAD), mjerenjem absorbancija na 532 1 572 nm.

6. Koncentracija MDA izrazena je u nmol/mg proteina.

3.3.3 Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost superoksid dismutaze u tkivu testisa je odradena koriStenjem RANSOD kita, prema
uputama proizvodaca (Randox Labs, UK). Absorbancija se mjeri na 505 nm, na instrumentu
Abott Architect ¢i16200 integrated system (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, SAD).

Aktivnost SOD izraZena je u jedinicama po mg proteina (units/mg).

3.3.4 Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u tkivu testisa je odradena koriStenjem metode po
autorima Paglia i Valentine (129), pomo¢u RANSEL kita (Randox Labs, UK). Absorbancija
se mjeri na 340 nm, na instrumentu Abott Architect ci16200 integrated system (Abbott
Laboratories, Abbott Park, Illinois, SAD), prema uputama proizvodaca. Aktivnost GPx

izrazena je u jedinicama po mg proteina (units/mg).
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3.4 STATISTICKA ANALIZA

Rezultati istrazivanja su prikazani tablicno i1 graficki te analizirani prikladnim metodama
opisne 1 inferencijske statistike. Opisna statistika podataka dobivenih pobrojavanjem obavila
se uporabom apsolutnih brojeva i relativnih frekvencija, dok su se u opisnoj statistici
podataka dobivenih mjerenjem koristile mjere aritmeticke sredine i standardne devijacije.

Za usporedbu razlika srednjih vrijednosti kvantitativnih (metri¢kih) podataka izmedu tri
ispitivane skupine koristili smo Kruskal-Wallis test, dok smo za usporedbu istih podataka
izmedu dviju skupina koristiti Mann-Whitney test. Navedeni neparametrijski testovi koriSteni
su 1 pri testiranju ordinalnih podataka (histoloski podatci).

Za obradu podataka koriSteni su racunalni programi Microsoft Excel for Windows verzija
11.0 (Microsoft Corporation, USA) i Statistica for Windows Release 11,0 (Statsoft Inc. Tulsa,
OK, USA).
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4 REZULTATI

Statitickom obradom (Kruskal Wallis test ) nismo nasli statisti¢ki znac¢ajnu razliku u masi
testisa Stakora (p=0,46) kao ni u tjelesnoj masi Stakora (p=0,64) po skupinama (Tablice 2 i
3).

Tablica 2. Prikaz mase lijevih testisa Stakora po skupinama u gramima (g)

skupine Masa testisa (g)
Srednja vrijednost Median Min-max
vrijednosti
Kontrolna skupina 1,64+0,13 1,65 (1,39-1,87)
T/D skupina 1,68+0,12 1,73 (1,38-1,83)
Nifedipinska 1,69+0,11 1,70 (1,49-1,85)
skupina
Tablica 3. Prikaz tjelesne mase $takora po skupinama u gramima (g)
skupine Masa Stakora (g)
Srednja vrijednost Median Min-Max
vrijednosti
Kontrolna skupina 314,37+15,45 315,00 (290-340)
T/D skupina 318,75+17,26 322,50 (280-335)
Nifedipinska 317,50+13,88 317,50 (290-335)
skupina
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Aktivnosti enzima SOD u lijevom testisu znacajno se razlikuju u tri skupine (p<0,001)
(Kruskal-Wallis test).

Usporeduju¢i aktivnost enzima izmedu pojedinih skupina (Mann-Whitney test) dokazali
smo da se vrijednosti SOD znacajno razlikuju izmedu kontrolne i T/D skupine (p<0,01),

kontrolne i nifedipinske (p<0,01) te T/D 1 nifedipinske skupine (p<0,01) (Tablica 4).

Tablica 4. Prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije (SD) aktivnosti

enzima SOD u lijevom testisu po skupinama

Skupine SOD
P (jedinica/mg protein)
Kontrolna skupina 119,01 +£ 1,98
T/D skupina 89,40 £7,13
Nifedipinska skupina 113,06 +£3,42

Aktivnosti enzima GPx u lijevom testisu znacajno se razlikuju u tri skupine (p<0,001)

(Kruskal-Wallis test) (Tablica 5).

Tablica 5. Prikaz srednjih vrijednosti + SD aktivnosti enzima GPx u lijevom testisu

po skupinama

Skupine GPx
P (jedinica/mg protein)
Kontrolna skupina 179,91 + 3,98
T/D skupina 139,01 £ 5,70
Nifedipinska skupina 171,36 + 2,48
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Usporedujuci aktivnost GPx izmedu pojedinih skupina (Mann-Whitney test) dokazali smo
da se vrijednosti GPx znacajno razlikuju izmedu kontrolne i T/D skupine (p<0,01), kontrolne

i nifedipinske (p<0,01) te T/D i nifedipinske skupine (p<0,01).

Dokazali smo statisticki znacajne razlike u vrijednostima malondialdehida izmedu tri skupine
(p=0,03) u lijevom testisu (Tablica 6). Usporedujuci vrijednosti izmedu pojedinih skupina
(Mann-Whitney test) dokazali smo da se vrijednosti MDA znacajno razlikuju izmedu
kontrolne 1 T/D skupine (p<0,01). Vrijednost MDA je za 22% manja u nifedipinskoj skupini
u odnosu na T/D skupinu (p=0,06).

Tablica 6. Prikaz srednjih vrijednost MDA £+ SD u lijevom testisu po skupinama

Skupine MDA
P (nmol/mg protein)
Kontrolna skupina 3,14+ 0,57
T/D skupina 5,06 £0,51
Nifedipinska skupina 3,93 +1,15

Usporeduju¢i rezultate apoptotskog indexa 1 (AP1) u lijevom testisu, odnosno broja
apoptotskih stanica na 100 tubula (Slika 11), dokazali smo da postoji statisti¢ki znacajna
razlika izmedu T/D skupine (19.12 + 7.21) i skupine koja je dobila nifedipin (7.62 + 3.54)
(p=0,003).U nifedipinskoj skupini AP1 je oko 2,5 puta manji u odnosu na T/D skupinu. Za
primijetiti je da se AP1 znacajno razlikuje (p=0,001) u kontrolnoj skupini (3,87 + 1,55) 1
skupini T/D.

Broj apoptotskih pozitivnih tubula na 100 tubula (AP2) takoder pokazuje znacajnu razliku
(p=0,007) 1izmedu T/D skupine (7,50 + 2,26 ) 1 skupine koja je dobila nifedipin (3.62 £2.06)
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(Slika 12). AP2 je u kontrolnoj skupini iznosio (2,12 £+ 0,99) §to je 3,5 puta manje u odnosu

na T/D skupinu (p=0,001).
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije apoptotskog

indexa 1 (AP1) u lijevom testisu po skupinama
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Slika 12 . Grafi¢ki prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije

apoptotskog indexa 2 (AP2) u lijevom testisu po skupinama
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Slika 13. Prikaz sjemenskih kanali¢a lijevog testisa Stakora nakon tri sata T/D. Sjemenski epitel

je u potpunosti o¢uvan (HE 400x)

(HE 200x) (HE 400x)

Slika 14. Apoptoza u sjemenskim kanali¢ima. Prikazano kao smede obojane

stanice (Cleaved Caspase 3)
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Aktivnosti enzima SOD u desnom testisu  znacajno se ne razlikuju izmedu tri skupine

(p=0,49) (Kruskal-Wallis test) (Tablica 7).

Tablica 7. Prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti enzima
superoksid dizmutaze u desnom testisu po skupinama

skupine . ges SOD .
(jedinica/mg protein)
Kontrolna skupina 122,87+ 6,43
T/D skupina 110,99 £ 7,52
Nifedipinska skupina 114,03 + 6,25

Aktivnost enzima GPx u suprotnom desnom testisu se statisticki zanacajno ne razlikuju

izmedu tri skupine (p=0,07) (Kruskal-Wallis test) (Tablica 8).

Tablica 8. Prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije aktivnosti enzima

glutation peroksidaze u desnom testisu po skupinama

skupine GPx
p (jedinica/mg protein)
Kontrolna skupina 178,92 + 5,39
T/D skupina 172,53 + 4,95
Nifedipinska skupina 174,85 + 4,81
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Vrijednosti MDA u suprotnom testisu se statisticki znacajno razlikuju izmedu kontrolne 1
T/D skupine (p=0,02) (Tablica 9). Vrijednosti MDA u T/D skupini (3,44 + 0,27) se znacajno
ne razlikuju od onih u nifedipinskoj skupini (3,38 + 0,33) (p=0,08).

Tablica 9. Prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije malondialdehida

u desnom testisu po skupinama

. MDA
skupine (nmol/mg protein)
Kontrolna skupina 3,06+ 0,31
T/D skupina 3,44+ 0,27
Nifedipinska skupina 3,38 +£0,33

Usporedujuc¢i rezultate apoptotskog indexa 1 (API1) u desnom testisu, odnosno broja
apoptotskih stanica na 100 tubula  (Slika 15), dokazali smo da ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu T/D skupine (4,25 + 0,70) , skupine koja je dobila nifedipin (4,00 +
1,06) i kontrolne skupine (3,25 + 0,70) (p=0,065) (Kruskal-Wallis test).

Usporeduju¢i razliku izmedu dviju skupina, utvrdili smo znacajnu razliku izmedu kontrolne 1
T/D skupine (p=0,019) (Mann-Whitney test). Za primijetiti je da je srednja vrijednost AP1 u

T/D skupini 30% veca u odnosu na kontrolnu skupinu bez obzira na (p=0,065).
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Slika 15. Graficki prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije AP1

u desnom testisu po skupinama

Broj apoptotskih pozitivnih tubula na 100 tubula (AP2) ne pokazuje znacajnu razliku
(p=0,21) izmedu T/D skupine (3,00 £ 0,75 ), skupine koja je dobila nifedipin (2.62 £0,74) i
kontrolne skupine (2,37 0,51) (Slika 16).
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije AP2

u desnom testisu po skupinama
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Statistickom analizom dokazali smo da ne postoji statisticki znacajna razlika u Johnsen
kriterijima izmedu tri skupine kako u lijevom tako i desnom testisu (P>0,05) (Kruskal-Wallis

test) (Tablica 10). Sjemenski epitel je gotovo u potpunosti ocuvan.

Tablica 10. Prikaz srednjih vrijednosti = SD Johnsen kriterija u oba testisa po skupinama

skupine Johnsen Kriteriji
Lijevi testis Desni testis
Kontrolna skupina 10,00 = 0,00 10,00 £ 0,00
T/D skupina 9,37+0,74 9,87 +£0,35
Nifedipinska skupina 10,00 = 0,00 10,00 £ 0,00
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5 RASPRAVA

Torzija testisa je stanje koje zahtijeva Zurnu dijagnozu i lije€enje, a koji su klju¢ni u
ocuvanju vitalnosti testisa i eventualnog fertiliteta. Konac¢ni ishod nakon torzije tetsisa moze
biti od minimalnih strukturnih i funkcionalnih poremecaja do nekroze organa (21).

Duzina trajanja kao 1 stupanj torzije su u izravnoj vezi s oSte¢enjem testisa. Patofizioloski
mehanizam torzije testisa je slozen, a u osnovi predstavlja I/R ozljedu.

Ozljeda ne nastaje samo tijekom perioda ishemije kada je smanjen ili prekinut dotok kisika i
hranjivih tvari, nego reperfuzija dodatno pridonosti akutnom ostecenju tkiva prije svega
pojacanim stvaranjem ROS.

Tijekom zadnjih tridesetak godina napisani su brojni radovi o torziji testisa, njezinim
posljedicama te nac¢inima na koji se mogu ublaziti oSte¢enja.Vecina autora se slaze i dokazala
je da su ROS jedan od glavnih krivaca za ostecenje testisa kod torzijsko detorzijske ozljede
(130-132).

Kisik je nepohodan za funkcioniranje svih aerobnih organizama. ROS koji se stvaraju u
malim koli¢inama tijekom metabolizma u fizioloSkim uvjetima, imaju  mnogobrojne
pozitivne u¢inke u organizmu, a njihova koncentracija regulirana je sustavom antioksidativne
zastite u koju su ukljuceni enzimi i neenzimske komponenete.

Manjak kisika tijekom ishemije dovodi hopoenergoze stanice. I/R ozljeda je karakterizirana
pojadanim stvaranjem ROS-a  odnosno gubitkom ravnoteze izmedu stvaranja ROS-a i
antioksidansa, §to dovodi kona¢no do oksidacijskog stresa. Dovodec¢i do promjena u strukturi
1 fluidnosti stanine membrane, promjenama strukture i aktivnosti stani¢nih proteina i
oste¢enja DNK-a, oStecuju stanicu. Zavisno o jacini 1 duZini djelovanja u kona¢nici mogu
dovesti 1 do smrti stanice.

Da reperfuzija odnosno detorzija testisa dodatno pojacava stvaranje ROS-a pokazali su u
svom radu Akondi 1 suradnici prateci razinu MDA, superoksid dizmutaze i katalaze kod
T/D ozljede testisa u Stakora (130). Smatra se da su glavni izvor ROS-a tijekom I/R ozljede
leukociti koji se pojacano nakupljaju u intersticiju te aktivacija ksantin oksidaze tijekom
metabolizma purina (23, 133, 134).

Brojni autori su dokazali zastitnu ulogu antioksidansa kod T/D ozljede testisa Stakora (126,
135-138). Jedna od posljedica djelovanja ROS-a na stanicu je pojacana apoptoza odnosno
energetski uvjetovana programirana stanicna smrt. Smatra se da ROS djelujuju na apoptozu

na nacin da oS$tecuju mitohondrijsku membranu  doprinose¢i izlasku mnogobrojnih
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proapoptotskih ¢imbenika, prije svega citokroma c koji je jedan od glavnih pokretaca
apoptoze. Djelovanje ROS na mitohondrije ocCituje se i u otpustanju apoptotski inducirajuéeg
faktora (AIF) koji dovodi do fragmentacije DNK (139).

Apotptoza je sastavni dio spermatogeneze. Poznato je da preko polovine stanica sjemenskog
epitela podlijeze fizioloskoj apoptozi kako bi na kraju ostale zrele stanice koje su sposobne
oploditi jajnu stanicu. Apoptozom se takoder regulira i odnos Sertolijevih stanica i stanica
sjemenskog epitela (107, 140, 141).

Pojacana apoptoza se javlja u situacijama toplinskog oStecenja testisa (142), kemo i
radioterepije (143), kod autoimunog orhitisa (144), tijekom izlaganja razli¢itim razli¢itim
toksi¢nim ¢imbenicima (145, 146). Biopsijom testisa Calvacanti i suradnici su pokazali da je
pojacana apoptoza prisutna u infertilnih muskaraca (147). Wang i suradnici su dokazali
pozitivnu korelaciju imedu ROS-a, 1 citkroma c u infertilnih muSkaraca (148). Takoder je
poznato da je pojacana aktivnost kaspaza u infertilnih muskaraca (149, 150).

Nizom pokusa na Stakorima dokazano je da su poremecaji u ekspresiji pojedinih proteina iz
Bel skupine odgovorni za poremecaj spermatogeneze i fertiliteta (151-153). Iz ovih navoda
da se zakljuciti da je pojacana apoptoza u stanicama sjemenskog epitela pokazatelj oStecenja
spermatogeneze, a ROS su jedan od uzroka apoptoze odnosno programirane smrti stanice.
I/R ozljeda je karakterizirana nakupljanjem slobodnih kisikovih radikala, aktivacijom
komplementa, povecanim utokom kalcija u stanicu, poja¢anom kemotaksijom i adhezijom
leukocita, otpuStanjem citokina i pove¢enom propusnoscu kapilara. Obzirom na sloZenost
ovog procesa, razvili su se razliCite strategije u lijeCenju I/R ozljede, odnosno smanjivanju
njenih Stetnih posljedica.

Yazawa i sur. dokazali su povoljan ucinak glukokortikoida na ishemijsku ozljedu testisa. U
skupni Stakora koji su jednokratno tretirani dexametazonom broj apoptoza u sjemenskom
epitelu kao i nakupljanje leukocita u tesisu je bilo znacajno manje u odnosu na skupinu koja
nije tretirana (154). Takoder je dokazan protektivni uc¢inak ibuprofena, protupualnog lijeka na
T/D ozljedu tetsisa. U skupni Stakora tretiranoj ibuprofenom razina MDA je znacajno manja u
odnosu na netretiranu skpinu (155). Nadalje, supstance kao Lipoxin A4 koje inhibiraju
ekspresiju nekih citokina (IL-2, TNF-a) takoder djeluju povoljno na T/D ozljedu testisa
smanjujuci oksidacijski stres 1 aktivnost kaspaza (156).

Zheng i1 suradnici du pokazali da inhibicija podjedinice C5a komplementa djeluje
protektivno na I/R ozljedu bubrega (157).

Jedan od nacina kojim se povoljno djeluje na I/R ozljedu je ishemijsko postkondicioniranje,

odnosno postupna reperfuzija nakon trajanja ishemije odnosno torzije.
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Ozkisacik je dokazao da postishemijsko postkondicioniranje nakon torzije testisa u Stakora
doprinosi ublazavanju torzijske ozljede testisa. Tijekom reperfuzije najbolji ucinak je
postigao s 10 sekundi ishemije i 5 sekundi reperfuzije u 10 ponavljanja (158, 159). Mehanizan
ovog ucinka nije do kraja jasan, ali nedvojbeno povoljno djeluje na integritet mitohondrija
smanjujuéi njihovu osjetljivost na pove¢anu koncentraciju Ca™ (160).

Poznato je da kalcijevi ioni imaju vaznu ulogu u patofiziologiji I/R ozljede, odnosno da je
povecan utok kalcija u stanicu i mitohondrije jedna od glavnih karakteristika I/R ozljede (10,
18).

U dostupnoj literaturi nalazimo na ekpirimentalne radove o povoljnom utjecaju blokatora
kalcijevih kanala na I/R ozljedu srca, jetre, mozga i bubrega (161-165). Chattopadhyay i
suradnici su pokazali da preventivno djelovanje kalcijevog blokatora (Amlodipina) smanjuje
utok kalcija u mitohondrije i djeluje na expresiju Bcl-2 proteina, smanjujuéi tako apoptozu
kod I/R ozljede jetre (166). U drugom radu isti autor dokazuje da Amlodipin ublazava I/R
ozljedu jetre cuvajuéi funkciju mitohondija. Naime, blokadom utoka kalcija u mitohondrije
stanica jetre povecava aktivnost glutation-S transferaze , katalaze, superoksid dizmutaze te
enzima u mitohondrijskom respiratornom lancu NDPH dehidrogenaze, malat dehidrogenaze i
sukcinat dehidrogenaze $to upucuje i na njegovu antioksidativnu aktivnost. Do poboljSanja
dovodi i unutar same histoloske strukture mitohondrija koje su analizirali elektronskim
mikroskopom (161).

U nasSem istrazivanju dokazali smo pozitivne ucinke nifedipina na akutnu T/D ozljedu testisa
u Stakora. Pokazali i smo da nifedipin smanjuje oksidacijski stres 1 apoptozu kod T/D ozljede
testisa.

Iako nismo proucavali mehanizam djelovanja kalcijevih blokatora, pozivajuéi se na
navedenu literaturu za pretpostaviti je da svoj ucinak postize smanjenjem koncentracije
kalcija u stanici 1 mitohondrijima. U uvjetima I/R ozljede koncentracija kalcija u stanici 1
mitohondrijima je povecana $to ima za posljedicu induciranje apoptoze kao 1 pojacano
stvaranje ROS-a, a to doprinosi oSte¢enju stanice odnosno tkiva 1 organa. Takoder smo
dokazali da torzija testisa za 720 stupnjeva u 3 sata bitnije ne oStecuje sjemenski epitel.
Johnsen skor je ostao prakti¢ki nepromijenjen.

Brojna eksperimentalna istraZzivanja su dokazala zastitni u¢inak razli€itih tvari na akutnu T/D
ozljedu testisa, medutim niti jedna nije zazivjela u praksi. Saznanje da kalcijevi blokatori
djeluju protektivno na akutnu T/D ozljedu testisa u Stakora daje nam nadu da ¢e mozda neki

od lijekova iz te skupine zazivjeti u praksi.
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Poznato je da oSteCenje ipsilateralnog testisa dovodi do oSteCenja suprotnog testisa. U
mnogim radovima na zivotinjama je potvrdena ova tvrdnja (38, 106, 167-169), dok neki
autori ne navode oSte¢enje suprotnog testisa (29, 170, 171). Nasi rezultati nakon 3 sata
ishemije i 3 sata reperfuzije ne pokazuju promjene u histoloskoj gradi u suprotnom testisu
Sto se slaze s radom Turnera i suradnika. To mozemo objasniti i relativno kratkim vremenom
ishemije. Za razliku od histoloske grade, u suprotnom testisu nalazimo promjene u markerima
oksidacijskog stresa. To upucuje da jednostrana T/D ozljeda testisa ipak utjece na suprotni
testis. Ostaje nejasno koliko snazno mora biti oStec¢enje ipsilateralnog testisa da bi doslo do
znacajnog ostecenja suprotnog testisa i koji su sve mehanizmi neposredno odgovorni za

njegovo ostecenje.
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6 ZAKLJUCAK

e Jednostrana T/D ozljeda (Tri sata torzije i tri sata detorzije) testisa Stakora dovodi do
oksidacijskog stresa i pojacane apoptoze u ipsilateralnom tetsisu

e Nifedipin - blokator kacijevih kanala, smanjuje oksidacijski stres i apoptozu u
ipsilateralnom testisu kod jednostrane T/D ozljede testisa Stakora

e Tri sata torzije i tri sata detorzije testisa Stakora znacajno ne utjece na Johnsen kriterije
sjemenskog epitela ipsilateralnog testisa

e Tri sata torzije 1 tri sata detorzije testisa Stakora znacajno utjeCe na oksidacijski stres
suprotnog testisa

e Tri sata torzije 1 tri sata detorzije testisa Stakora znacajno ne utjee na apoptozu i

Johnsen kriterije sjemenskog epitela suprotnog testisa
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7 SAZETAK

Pozadina/svrha:Torzija testisa je stanje koje zahtijeva Zurnu dijagnostiku i lije¢enje kako bi
se sacuvala vitalnost testisa i eventualna plodnost. Objavljenje su mnoge studije o utjecaju
razli¢itih lijekova i supstanci koje imaju zaStitnu ulogu na testis prilikom jednostrane T/D
ozljede, ali niti jedna nije zazivjela u svakodnevnoj praksi. Cilj ovog rada bio je ispitati
akutni utjecaj nifedipina na jednostranu T/D ozljedu testisa u Stakora.

Metode: Dvadeset Cetiri muzjaka Stakora soja Sprague Dawley u dobi od 9 tjedana (odrasli
Stakori) je podijeljeno u tri skupine, svaka po 8 Stakora. Prva skupina je bila kontrolna ili
lazno operirana, druga skupina je bila skupina kojoj smo ucinili jednostranu torziju testisa za
720 stupnjeva u trajanju od 3 sata, a treca skupina su bili Stakori kojima smo takoder ucinili
jednostranu torziju testisa za 720 stupnjeva u trajanju od 3 sata, ali 30 minuta prije detorzije
smo im dali intraperitonealno nifedipin. Nakon dodatnih 3 sata reperfuzije ucinili smo
obostranu orhidektomiju. Odstranjene testise smo analizirali na oksidacijski stres (aktivnost
enzima glutation peroksidaze 1 superoksid dizmutaze i koncentraciju malondialdehida u tkivu
testisa). Ucinjena je histoloSka analiza po Johnsen kriterijima te je mjerena apoptoza.
Rezultati: U skupini Stakora kod jednostrane T/D ozljede koja je primila nifedipin,
ipsilateralni testis je pokazao manje oSte¢enje u odnosu na skupinu koja nije dobila nifedipin
(Manji oksidacijski stres, manji apoptotski index). Nakon jednostrane T/D ozljede (3 sata
torzije 1 3 sata detorzije) nema znacajnih akutnih promjena sjemenskog epitela po
Johnsenovim kriterijima. Jednostrana T/D ozljeda testisa dovodi do povecanog oksidacijskog
stresa u suprotnom testisu.

Zakljucak: Nifedipin djeluje zastitno na ipsilatealni testis kod jednostrane akutne T/D

ozljede testisa u Stakora.
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8§ SUMMARY

Background/aims: Testicular torsion is a condition that requires immediate diagnosis and
treatment in order to preserve the vitality of the testicles and possible fertility. Many studies
about the effect of various drugs and substances that have a protective effect on the testicle in
T/D injury has been published but none become entrenched in everyday practice. The aim of
this study was to investigate the effect of nifedipine on the unilateral testicular T/D injury in
rats.

Methods: Twenty-four adult male Sprague-Dawley rats, aged 9 weeks (adult rats) were
randomly divided into 3 groups, each containing 8 rats. Rats in the control group underwent a
sham operation of the left testis. In the T/D group, the left testis was twisted at 720  for 3
hours. After 3 hours of reperfusion, at the end of the experiment, the testes were removed.
Rats in the treatment group received the same surgical procedure as the T/D group, but
nifedipine was administered intraperitoneally 30 minutes before the time of detorsion. After
an additional 3 hours of reperfusion bilateral orchiectomy was performed. Removed testes
were analyzed for oxidative stress (activity of the enzyme glutathione peroxidase, superoxide
dismutase and malondialdehyde in testicular tissue). Histological analysis by Johnsen’s
criteria was performed and apoptosis was measured.

Results: In the group of rats with unilateral T/D injury, treated with nifedipine, ipsilateral
testis showed less damage compared to the group that did not receive nifedipine (lower
oxidative stress and apoptotic index). There were no significant differences in Johnsen’s
criteria after a unilateral I/R injury (3 hours torsion and 3 hours detorsion). Also no
significant differences in contra lateral testis after unilateral I/R injury were recorded except
in oxidative stress.

Conclusion: Nifedipine has protective effect on ipsilateral testicle after unilateral acute T/D

injury of the rat’s testicle.
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