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POPIS KRATICA

ADC - prividni difuzijski koeficijent (engl. Apparent diffusion coefficient)

ADGRG?2 - (engl. Adhesion G Protein-Coupled Receptor G2)

AMH - anti - Mllerov hormon (engl. Anti-Millerian hormone)

AUC - povrsina ispod ROC krivulje (engl. Area under the ROC curve)

BMI - indeks tjelesne mase (engl. Body mass indeks)

CAVD - kongenitalni nedostatak vas deferensa (engl. Congenital absence of the vas deferens)

CFTR - (engl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)

CHH - kongenitalni hipogonadotropni hipogonadizam (engl. Congenital hypogonadotropic
hypogonadism)

DTI - snimanje difuzijskog tenzora (engl. Diffusion tensor imaging)

DWI - difuzijsko snimanje (engl. Diffusion weighted imaging)

FA - frakcionalna anizotropija (engl. Fractional anisotropy)

FSH - folikulostimuliraju¢i hormon (engl. Follicle-stimulating hormone)

GCNIS - neoplazija sjemenskih stanica in situ (engl. Germ cell neoplasia in situ)

GnRH - gonadotropin-oslobadajuc¢i hormon (engl. Gonadotropin-releasing hormone)

HS - hipospermatogeneza (engl. Hypospermatogenesis)

ICSI - intracitoplazmatska injekcija spermija (engl. Intracytoplasmic sperm injection)

INHB - inhibin B (engl. inhibin B)

IVF - in vitro oplodnja (engl. In vitro fertilization)

JS - Johnsenova ocjena spermatogeneze (engl. Johnsen score)

KS - Klinefelterov sindrom (engl. Klinefelter syndrome)

LH - luteinizirajuci hormon (engl. Luteinizing hormone)

MA - maturacijski arest (engl. Maturation arrest)

mi-RNA - mikro- RNA (engl. Micro-RNA)

MIXA - mjeSovita atrofija (engl. Mixed atrophy)

MPO - metode medicinski pomognute oplodnje

MTI - snimanje prijenosa magnetizacije (engl. Magnetization transfer imaging)

MTR - omjer prijenosa magnetizacije (engl. Magnetization transfer ratio)

NOA - neopstruktivna azoospermija (engl. Non-obstructive azoospermia)

NPV - negativna prediktivna vrijednost (engl. negative predictive value)

OA - opstruktivna azoospermija (engl. Obstructive azoospermia)



pi-RNA - piwi-komunicirajuca (engl. Piwi-interacting RNA)

PPV - pozitivna prediktivna vrijednost (engl. Positive predictive value)

PRML1 - protamin 1 (engl. Protamine 1)

SCOS - sindrom 'samo Sertolijevih stanica' (engl. Sertoli-Cell-Only syndrome)
SRR - uspjesnost ektrakcije spermija (engl. Sperm retrieval rate)

TESE - testikularna ekstrakcija spermija (engl. Testicular sperm extracion)



1. UVOD

1.1. Muska neplodnost

Neplodnost je bolest reproduktivnog sustava definirana kao nemoguénost ostvarivanja
klinicke trudnoce nakon 12 ili vise mjeseci redovitih nezasti¢enih seksualnih odnosa, a pogada
10-15 % parova (1,2). Smatra se da je 50 % svih sluc¢ajeva neplodnosti uzrokovano iskljucivo
zenskim ¢imbenicima, 20-30 % isklju¢ivo muskim ¢imbenicima, a preostalin 20-30 % je
posljedica kombinacije muskih i zenskih ¢imbenika. Prevalencija neplodnosti uzrokovana
muskim faktorom varira u svijetu izmedu 20 % do 70 %, a postotak neplodnih muskaraca krece
se od 2,5 % do 12 %. Stope muske neplodnosti su najviSe u Africi te srednjoj i istocnoj Europi
(3). Na temelju analize ejakulata muska neplodnost se moze etioloski podijeliti u kvalitativne
I kvantitativne poremecaje spermatogeneze te idiopatsku neplodnost s normalnim

spermiogramom (4).

1.1.1. Kvantitativni poremecaji spermatogeneze

Kvantitativni poremecaj spermatogeneze je najcesc¢i uzrok muske neplodnosti i dijeli
se u nekoliko podvrsta ovisno o kolicini spermija u ejakulatu. Oligozoospermijom se smatra
manje od 15 milijuna spermija po mililitru ejakulata, kriptozoospermijom manje od 1 milijun
spermija po mililitru, a azoospermija je potpuni nedostatak spermija u ejakulatu (5).
Oligozoospermija je prisutna u oko 60 % neplodnih muskaraca, dok je azoospermija prisutna
u oko 15 % (5,6). Spermatogeneza je slozen i visoko reguliran proces koji se odvija u sjemeniku
I dovodi do proizvodnje zrelih spermija. Proces pocinje od mati¢nih stanica, spermatogonija,
koje se samoobnavljaju mitozom i diferenciraju u primarne spermatocite koje onda zapocinju
mejozu. Prva mejoticka dioba proizvodi dvije sekundarne spermatocite, a druga cetiri
haploidne spermatide. Tijekom spermiogeneze okrugle spermatide se izduzuju, razvijaju
akrosomalnu kapicu i rep te ih Sertolijeve stanice otpustaju u lumen sjemenog kanali¢a. Cijeli
proces traje oko 74 dana. Broj spermatogonija se smanjuje starenjem, ali je gubitak vrlo spor i
postaje relevantan tek oko 80.godine Zivota (7). Poremecaji spermatogeneze mogu dovesti do
smanjene proizvodnje spermija i neplodnosti. Uzroci poremecaja spermatogeneze mogu biti

genetski i negenetski. Moguci genetski uzroci su mikrodelecije Y kromosoma, Klinefelterov



sindrom (47, XXY), muski sindrom XX, izodicentricni Y kromosom, strukturne anomalije
kromosoma te X-vezane genetske anomalije. Negenetski uzroci ukljucuju varikokele,
prethodnu kemoterapiju ili radioterapiju, virusne upale sjemenika, torziju sjemenika, maligne
bolesti sjemenika te teSke traume u podruc¢ju skrotuma. Potencijalni genetski ili okolisni uzroci
ukljucuju kriptorhizam te idiopatske poremecaje spermatogeneze. U spermatogenezu je
ukljuceno vise od 1500 gena te je moguce da su ti poremecaji uzorkovani mutacijom jednog

gena ili utjecajem okolisa na osjetljivu genetsku podlogu (4).

1.1.2. Kvalitativni poremecaji spermatogeneze

Kvalitativni poremecaji spermatogeneze uklju¢uju poremecéaje morfologije i
pokretljivosti spermija. Teratozoospermija oznacava poremecaj gdje je viSe od 85 % spermija
abnormalne morfologije, a moze se podijeliti na dvije vrste. Makrozoospermija oznacava
poremecaj u kojem spermiji imaju veliku glavu i cesto viSe repova, dok globozoospermija
oznacava poremecaj gdje je glava spermija okrugla (8). Teratozoospermija je prisutna u oko
12 % neplodnih muskaraca (9). Astenozoospermija je naziv za stanje gdje je ukupna
pokretljivost spermija manja od 40 %, a progresivna pokretljivost manje od 32 %. Progresivna
pokretljivost oznacava kretanje spermija vec¢inom ravno ili u velikim krugovima (10).
Astenozoospermija je prisutna u oko 15-20 % neplodnih muskaraca (9,11). Mogu se podijeliti
na one genetskog i negenetskog podrijetla. Globozoospermija, makrozoospermija te sindrom
nepokretnih cilija su povezane s razli¢itim mutacijama i kromosomskim anomalijama. Kako
muskarac stari smatra se da se povecava broj mutacija u spermatogonijama koje onda dovode
do kvalitativnih poremecaja spermatogeneze. Vjerojatno je i da barem dio slucajeva idiopatske
astenozoospermije i teratozoospermije ima jo$ neotkrivenu genetsku podlogu s obzirom na
veliki broj gena ukljucenih u spermatogenezu i njenu kompleksnu regulaciju. Negenetski uzrok
kvalitativnin poremecaja spermatogeneze moze biti oksidativni stres zbog upale u
urogenitalnom traktu. Reaktivni kisikovi radikali mogu inducirati kemijske i strukturne
promjene DNK spermija te oStetiti proteine i lipide u membranama spermija i tako negativno

utjecati na pokretljivost i vitalnost spermija (4).



1.1.3. Idiopatska neplodnost

Idiopatska neplodnost se odnosi na slucajeve u kojima muskarac ne moze zaceti dijete
unato¢ normalnoj analizi sjemena i bez utvrdenog uzroka neplodnosti. Procjenjuje se da
neobjasnjiva muska neplodnost cini otprilike 10-20 % svih slu¢ajeva muske neplodnosti.
Postoji nekoliko mogucih ¢imbenika koji mogu pridonijeti neobjasnjivoj muskoj neplodnosti,
ukljuc¢ujuci genetske abnormalnosti, hormonsku neravnotezu i ¢imbenike okolisa kao $to je
izlozenost toksinima ili zracenju. Medutim, u mnogim slu¢ajevima to¢an uzrok neplodnosti

ostaje nepoznat (3,12).

1.1.4. Specifi¢na stanja u muskoj neplodnosti

1.1.41. Kriptorhizam

Kriptorhizam je poremecaj u razvoju muske djece gdje ne dolazi do spustanja jednog
ili oba sjemenika u skrotum i pogada oko 1 % novorodencadi (13). Degeneracija i smanjenje
broja spolnih stanica se dogada unutar prve godine Zivota te se stoga preporucuje operacija
upravo do prve godine Zivota kako bi se smanjio rizik od tumora sjemenika i povisio broj
spermija u ejakulatu u odrasloj dobi (14-16). Zlatni standard lijecenja kriptorhizma je
orhidopeksija, dok poticanje spustanja sjemenika hormonskom terapijom ima nisku uspjesnost
(17). Muskarci s unilateralnim kriptorhizmom u anamnezi nemaju narusenu plodnost dok su
muskarci s bilateralnih kriptorhizmom plodni u 35-53 % sluc¢ajeva (18). Povijest kriptorhizma
znaci i poviseni rizik od hipogonadizma i malignih tumora sjemenika te se pacijenti moraju
adekvatno pratiti (19,20). Unilateralni kriptorhizam koji se otkrije u odrasloj dobi (drugi je
sjemenik funkcionalan) lije¢i se orhidektomijom dok se bilateralni kriptorhizam i unilateralni
gdje drugi sjemenik nije funkcionalan lijece orhidopeksijom te viSestrukim biopsijama

sjemenika kako bi se iskljucio in situ tumor spolnih stanica (GCNIS) (21,22).

1.1.4.2.  Tumori spolnih stanica

Prema teoriji sindroma testikularne disgeneze, povecana incidencija malignih tumora
sjemenika, Kkriptorhizma, neplodnosti i hipospadije je uzrokovana izlaganjem endokrinim
disruptorima za vrijeme fetalnog razvoja (23). Od muskaraca s malignim tumorima sjemenika,

24 % njih ima NOA, dok 50 % ima oligozoospermiju te bi svi trebali proci savjetovanje u vezi



neplodnosti (24). Kemoterapija moze uzrokovati SDF i aneuploidiju spermija, no taj je u¢inak

privremen i nakon 18-24 mjeseca se parametri vrac¢aju na razine prije lijecenja (25).

1.1.43. Varikokele

Varikokela je proSirenje vena spermati¢nog pleksusa koje odvode krv iz sjemenika.
Varikokele su prisutne u 15 % populacije te u 35-50 % neplodnih muskaraca(26). Meta-analize
su pokazale da lijecenje klinickih varikokela popravlja parametre analize ejakulata te se
preporucuje kod muskaraca koji imaju abnormalan nalaz ejakulata ili idiopatsku neplodnost
(27,28).

1.1.44. Upale muskih pomo¢nih spolnih Zlijezda

Prema smjernicama WHO, u upale muskih pomoc¢nih spolnih zlijezda spadaju uretritis,
orhitis, prostatitis i epididimitis (29). Rezultati studija o utjecaju simptomatskih i
asimptomatskih infekcija i njihovog lijecenja na funkciju spermija su oprecni (28).
Leukocitospermija u neplodnih muskaraca je povod za kulturu ejakulata ili PCR testiranje na
najcesce patogene urogenitalnog trakta (30). Ureaplasma Urealyticum, Mycoplasma hominis,
HPV te Chlamydia su povezani s neplodnos¢u, no trenutna literatura je kontradiktorna, a dokazi
su niske kvalitete (28). Epididimitis je uvazeni uzrok neplodnosti buduc¢i da moze uzrokovati
stenozu duktusa epididimidisa i atrofiju sjemenika te tako dovesti do OA ili NOA dijagnoze
(30).

1.2.  Azoospermija

Azoospermija je potpuni nedostatak spermija u ejakulatu i nalazi se kod 15 % neplodnih
muskaraca te oko 1 % svih muskaraca. Etioloski se moze razviti zbog poremecaja hipotalamo-
hipofizne osi, primarnih poremecaja spermatogeneze ili duktalne opstrukcije (31). Ako je uzrok
azoospermije duktalna opstrukcija spermatogeneza je neoStecena i Stanje se naziva
opstruktivnom azoospermijom (OA). Ako je uzrok azoospermije primarno ili sekundarno
zatajenje funkcije sjemenika stanje se naziva neopstruktivnom azoospermijom (NOA). NOA
moze imati raznoliku histolosku sliku sjemenika, ali moze se generalno klasificirati u tri vrste:
sindrom 'samo Sertolijevih stanica' (SCOS), maturacijskim arestom (MA) u razli¢itim fazama

spermatogeneze te hipospermatogenezom (HS).



1.2.1. Duktalna opstrukcija ili disfunkcija

Nakon Sto se spermiji proizvedu u sjemeniku moraju pro¢i kroz sustav odvodnih kanala
kako bi ejakulacijom mogli zavrsiti u zenskom spolnom sustavu. Taj sustav se sastoji od rete
testis, eferentnih duktusa, epididimisa, vas deferensa, ejakulatornih duktusa i uretre. Prostata i
sjemenski mjehuriéi izluéuju sekret koji ¢ini sjemenu tekué¢inu, a zajedno sa spermijima
ejakulat. Bilo kakav poremecaj u ovom sustavu moze negativno utjecati na plodnost muskarca
(4). Urodeni (kongenitalni) nedostatak vas deferensa (CAVD) dovodi do nedostatka repa
epididimisa, vas deferensa i sjemenih mjehuric¢a koji proizvode 70 % sjemene tekucine te se
ejakulat sastoji samo od sekreta prostate. Incidencija CAVD-a u pacijenata s azoospermijom
je izmedu 4 % i 17 % (4). CAVD je objasnjiv mutacijom CFTR (engl. cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) gena u 75-85 % slu¢ajeva, mutacijom ADGRG2 (engl.
Adhesion G Protein-Coupled Receptor G2) gena u 5-10 % slucajeva, a preostalih 10-15 %
slucajeva je trenutno neobjasnjive genetske etiologije (31). CAVD se redovito nalazi u
oboljelih od cisti¢ne fibroze te se sam za sebe smatra blagim oblikom te bolesti (32). Bilo koja
namjerna ili idiopatska ozljeda duktalnog sustava moze dovesti do neplodnosti. Primjeri su

vazektomija, okluzija epididimisa te prethodna operacija ingvinalne hernije (33).

1.2.2. Poremecaji hipotalamo-hipofizne osovine

Gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (GnRH) i gonadotropini folikulostimulirajuci
hormon (FSH) i luteiniziraju¢i hormon (LH) su krucijalni za reproduktivnu i seksualnu
funkciju. FSH stimulira proizvodnju spermija u sjemeniku, dok LH stimulira proizvodnju
testosterona u Leydigovim stanicama sjemenika. Produkcija spermija ovisna je o djelovanju
FSH i LH u sjemeniku. Djelovanje LH odvija se preko stimulacije Leydigovih stanica na
proizvodnju testosterona te tako odrzavaju koncentraciju testosterona u sjemeniku oko 100 puta
visom nego Sto je koncentracija u krvi. Buduc¢i da spolne stanice nemaju receptore za FSH i
androgene, oni svoj utjecaj na spermatogenezu ostvaruju preko Sertolijevih stanica (34,35).
Sertolijeve stanice potaknute kompleksnom interakcijom spolnih stanica i FSH izlu¢uju inhibin
B koji pak negativhom povratnom spregom inhibira izlu¢ivanje FSH (36,37). Negativna
povratna sprega preko testosterona zasluzna je i za regulaciju razine LH (38). Izlucivanje FSH
I LH regulirano je hipotalamo-hipofizno-gonadalnom osovinom, $to ukljucuje izlu¢ivanje

gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona (GnRH) iz hipotalamusa, koji zauzvrat stimulira



izlucivanje FSH i LH iz hipofize (39). Hipogonadotropni hipogonadizam je karakteriziran
nedovoljnim izlucivanjem FSH i LH koje moze biti uzrokovano primarnom lezijom u hipofizi
ili sekundarno insuficijencijom GnRH iz hipotalamusa. Poremecaji hipotalamo-hipofizne
osovine mogu biti prirodeni (Kallmanov sindrom) ili mogu biti uzrokovani ablacijom
(resekcija ili radioterapija), infiltracijom (sarkoidoza, tuberkuloza, gljivicna infekcija,
hemokromatoza), kompresijom (adenom hipofize) ili supresijom (upotreba egzogenih
androgena) hipofize (40). Oko 50 % kongenitalnog hipogonadotropnog hipogonadizma (CHH)

se moze objasniti poznatim genetskim mutacijama (31).

1.2.3. Primarni poremecaji spermatogeneze

U oko 35-40 % slucajeva radi se o ste¢enim stanjima kao Sto su varikokela, prethodna
kemoterapija ili radioterapija, virusne upale sjemenika, torzija sjemenika, maligne bolesti
sjemenika te teSke traume u podrucju skrotuma (4). Oko 30 % ostalih slu¢ajeva ima poznatu
genetsku podlogu, a 70 % se smatra idiopatskom azoospermijom iako je vjerojatno da barem

dio tih slucajeva ima joS nepoznatu genetsku podlogu (31).

1.2.3.1.  Anomalije kariotipa

Klinefelterov sindrom (KS) je najcesc¢i genetski uzrok NOA-e, a karakterizira ga
prisutnost dodatnog X kromosoma. Prisutan je u 3-4 % neplodnih muskaraca te 10-12 %
muskaraca s azoospermijom (41). ViSe of 60 % pacijenata je i dalje krivo dijagnosticirano ili
ostaje nedijagnosticirano tijekom zivota zbog blagih oblika bolesti s manjim brojem simptoma.
80-90 % pacijenata ima oblik 47,XXY dok ostatak ima aneuplodiju viSeg reda (48, XXXY ili
48, XXYY), strukturne anomalije X kromosoma ili mozaicizam (47, XXY/ 46, XY) (42).
Dodatni X kromosom potjece od neuspjesnog razdvajanja spolnih kromosoma za vrijeme
oogeneze ili spermatogeneze, a rjede i za vrijeme pocetnih dioba zigote (43). Muskarci koji
imaju KS su ¢esto visoki 1 mrSavi, s duzim nogama i rukama, a KS ukljucuje i Sirok spektar
drugih simptoma kao Sto je hipergonadotropni hipogonadizam, ginekomastiju, manji volumen
sjemenika (<4 mL) i neurokognitivne deficite (31). Nije u potpunosti jasno Sto je uzrok
poremecaja spermatogeneze u KS, ali primjecuje se fibroza tubula i apoptoza 47, XXY
spermatogonija. Spermatogeneza se moze odvijati u nekim tubulima Sto se objaSnjava
mozaicizmom Koji je nastao tijekom embriogeneze ili testikularnim mozaicizmom do kojeg

dolazi kad se 47,XXY spermatogonije dijele mitozom (44).



Od ostalih anomalija kariotipa koje uzrokuju azoospermiju treba izdvojiti muskKi
sindrom 46,XX sindrom Kkoji je najceS¢e uzrokovan translokacijom SRY segmenta Y
kromosoma na X kromosom tijekom mejoze. NajceSée su potpuno razvijene vanjske i
unutarnje muske genitalije, ali je smanjen volumen sjemenika (45). Sindrom moze rjede biti
uzrokovan i duplikacijom SOX9 i drugih gena bez translokacije SRY segmenta (46).

Nedostatak dugog kraka kromosoma Y (Yq) takoder uzrokuje azoospermiju buduéi da
se tamo nalazi AZF regija kromosoma koja regulira spermatogenezu. Pacijenti imaju SCOS i
manje sjemenike Sto odgovara fenotipu mikrodelecije AZFa regije kromosoma.

1.2.3.2.  Mikrodelecije Y kromosoma

Azoospermia ,,factor” (AZF) regija na dugom kraku kromosoma Y (Yq) sadrzi mnogo
gena povezanih sa spermatogenezom te mikrodelecije u tom podru¢ju mogu biti uzrokom
neplodnosti. Ucestalost AZF mikrodelecija u neplodnih muskaraca je oko 3 % dok je ucestalost
u muskaraca s azoospermijom oko 7 % (47). Postoji 5 fragilnih mjesta u AZF regiji na kojima
najceSce dolazi do mikrodelecija. NajceSce je to AZFc podregija (80 %), a delecija u toj
podregiji uzrokuje varijabilnu Kklini¢ku sliku od oligozoospermije do azoospermije. Pacijenti
koji imaju azoospermiju imaju razlicitu histolosku sliku sjemenika, od dijagnoze SCOS do HS
(31). Delecija u AZFa podregiji je sljedeca po ucestalosti (0.5-4 %) te uzrokuje histolosku sliku
SCOS-a, a nakon nje slijede delecija u AZFb podregiji (1-5 %) koja uzrokuje histolosku sliku
MA te delecija u AZFbc podregiji (1-3 %) (48).

1.2.3.3.  Monogenska azoospermija

Azoospermija moze biti uzrokovana i mutacijama pojedinacnih gena. 1 % slucajeva
NOA-¢ je uzrokovana mutacijom gena TEX11 koji klinicki uzrokuje histolosku sliku MA.
Jos oko 4 % sluc¢ajeva NOA-e je uzrokovano mutacijama drugih poznatih gena. Geni koji su
kandidati za SCOS fenotip su FANCA, PLK4 i WKN3, dok su ostali geni kandidati za MA
fenotip MEI1,MEIOB, SYCEL, STAG3 i SETX. Mutacije nekih gena nisu povezane s
jedinstvenom histoloskom slikom, ve¢ su povezane s histoloSkom slikom koja varira od
SCOS do HS. Ti geni su DMRT1, FANCM, NANOS2, TEX14, TEX15, NR5A1, WT1,
TAF4B, TDRD9 te M1AP (31).



1.3. Dijagnostika i lije¢enje neplodnog muskarca

1.3.1. Prvi pregled

Pri prvom pregledu neplodnog muskarca potrebno je uzeti anamnezu pacijenta s
naglaskom na moguce uzroke neplodnosti (Slika 1). U dijagnosticku procjenu neplodnog
muskarca treba ukljuciti i paralelnu procjenu statusa plodnosti Zzenske partnerice ukljucujuci
procjenu rezerve jajnika, buduéi da to moze utjecati na donosSenje odluka u smislu vremena i
terapijskih strategija. Anamneza zenske partnerice ukljucuje pitanja o menstruaciji, prethodnoj
plodnosti ili neplodnosti te prethodnom lijecenju neplodnosti. U anamnezu neplodnog
muskarca treba uvrstiti pitanja o seksualnom razvoju, ukljucujuéi spustanje sjemenika, razvoj
u pubertetu, gubitak dlakavosti i smanjenu frekvenciju brijanja. Treba uklopiti i pitanja o
sistemskim bolestima ili povijesti ozbiljnih trauma glave, operacije ili zracenja koji bi mogli
uzrokovati hipogonadotropni hipogonadizam. Vazno je pitati i o infekcijama kao Sto su
zausnjaci , spolno prenosive bolesti i upale genitourinarnog trakta te operacijama i traumama
u zdjelici i genitalnom podrucju. Dodatno treba ukljuciti i pitanja o lijekovima i okoliSnim
¢imbenicima koji mogu negativno utjecati na hipotalamo-hipofizno-testikulanu os kao Sto su
alkohol, nikotin, opioidi, steroidi, kemoterapija i radioterapija te seksualnoj povijesti koja
ukljucuje pitanja o libidu i ucestalosti seksualnih odnosa(12). Neplodni muskarci imaju veci
rizik od malignih bolesti te ve¢i mortalitet od kardiovaskularnih bolesti tako da ih je potrebno

i prikladno savjetovati i dijagnosticki obraditi (28).

Pri prvom pregledu potrebno je i pregledati pacijenta kako bi se utvrdilo opée zdravlje,
pretilost te znakovi odredenih endokrinopatija koje mogu utjecati na plodnost muskarca (Slika
1). Pregledom koze moze se utvrditi hiperpigmentacija koja bi mogla ukazivati na
prezasi¢enost zeljezom, tanka koza, ekhimoze i strije koje mogu ukazivati na Cushingov
sindrom te gubitak muske dlakavosti i smanjena masnoca koze koja moze ukazivati na
dugotrajni nedostatak testosterona. Pregled vanjskih genitalija moze otkriti smanjeni volumen
sjemenika i druge znakove nepotpunog puberteta te uputiti na nepotpuni seksualni razvoj kao
uzrok neplodnosti. Pregled moze otkriti i nedostatak sjemenovoda, zadebljanje epididimisa i
velike varikokele koji mogu ukazivati na probleme u sazrijevanju i transportu spermija. Buduci

da 90 % volumena sjemenika cine sjemenski kanali¢i, manji volumen sjemenika korelira s



nizom koncentracijom spermija u ejakulatu. VVolumen sjemenika se moze mjeriti Praderovim

orhidometrom ili ultrazvukom (12).

Analiza ejakulata je klju¢ni dio pregleda neplodnog muskarca (Slika 1). Analiza
ejakulata sastoji se od odredivanja volumena ejakulata te njegovog pH. Mikroskopom se
takoder odreduje koncentracija, broj, pokretljivost i morfologija spermija. Utvrduje se i
prisutnost debrisa i aglutinacije spermija, broj leukocita te broj nezrelih spolnih stanica. Uzorak
ejakulata bi se trebao prikupiti nakon 2 do 7 dana apstinencije. Analiza ejakulata se treba
obavljati prema preporukama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) (49). Ako se nadu
ikakve abnormalnosti potrebno je ponoviti analizu (50). Referentne vrijednosti WHO za

analizu ejakulata su navedene u Tablici 1.

Tablica 1. Referentne vrijednosti WHO za analizu ejakulata

Parametri analize ejakulata Referentna vrijednost

VVolumen 1.5mL (95% CI 1.4-1.7)
Koncentracija spermija 15 milijuna/mL (95 % CI 12-16)
Ukupni broj spermija 39 milijuna (95 % CI 33-46)
Morfologija 4 % normalnog oblika (95 % CI 3-4)
Vitalnost 58 % zivih (95 % CI 55-63)
Progresivna pokretljivost 32 % (95 % CI 31-34)

Ukupna (progresivna i neprogresivna) pokretljivost | 40 % (95 % CI 38-42)

1.3.2. Dodatna evaluacija i lijec¢enje

1.3.2.1.  Muskarci s normalnim nalazom analize ejakulata

Muskarcima s normalnom analizom ejakulata dodjeljuje se dijagnoza idiopatske
neplodnosti. Nakon kompletne evaluacije zenske partnerice za moguce uzroke neplodnosti par
se upucuje na metode umjetne oplodnje (12,51). Fragmentacija DNK spermija (SDF) se
pokazala kao mogu¢i novi biomarker koji moze identificirati neplodne muskarce i pruziti
informacije 0 mogucim ishodima MPO. Glavna prednost izvodenja SDF testiranja u klini¢koj
praksi je da upucuje muskarce s normalnim nalazom analize ejakulata na pregled

urologu/andrologu. SDF testiranje tim muskarcima moze pruziti priliku da isprave reverzibilne



uzroke SDF-a, ukljucuju¢i promjenu nacina zivota, prepoznavanje infekcija pomocnih Zlijezda

i lijecenje varikokela kako bi se optimiziralo prirodno zacece ili ishod MPO (Slika 1) (28) .

1.3.2.2. Muskarci s normalnom koncentracijom i abnormalnom morfologijom i/ili
smanjenom pokretljivosti spermija
Muskarce s normalnom  koncentracijom i abnormalnom  morfologijom
(teratozoospermija) i smanjenom pokretljivosti spermija (astenozoospermija) upucuje se na
MPO (Slika 1) (12,51).

1.3.2.3. Muskarci sa smanjenom koncentracijom spermija

Muskarci s manje od 15 milijuna spermija/ mL ejakulata imaju kvantitativni poremecaj
spermatogeneze, a onima koji imaju vise od 10 milijuna spermija/mL pristupa se kao
idiopatskoj neplodnosti te se upu¢uju na MPO (51). Muskarci koji imaju manje od 10 milijuna
spermija/mL ejakulata se upucuju na daljnje endokrinolosko i genetsko testiranje koje se sastoji
od odredivanja razina FSH, LH i testosterona u krvi te analize kariotipa i testiranja na Y
mikrodelecije (Slika 1).

Niska razina FSH, LH i testosterona upuc¢uje na hipogonadotropni hipogonadizam kao
etiologiju poremecaja spermatogeneze. U toj situaciji postoji opcija hormonske terapije,
odnosno kombinirane terapije hCG i FSH. Budu¢i da normalna spermatogeneza traje oko 3
mjeseca, rezultati se o¢ekuju za 3 do 6 mjeseci. Za lijecenje neplodnosti ne preporucuje se
koristiti nadomjesnu terapiju testosteronom (28). Tim pacijentima potrebno je odrediti i
koncentraciju prolaktina budu¢i da hiperprolaktinemija moze uzrokovati hipogonadizam. Ako
je hiperprolaktinemija uzrokovana lijekovima, prekida je uzimanje lijekova ako je to moguce,
a ako je uzrokovana laktotropnim adenomom hipofize, lijec¢i se agonistima dopamina (Slika 1)
(51).

Kod pacijenata s primarnim zatajenjem funkcije sjemenika moze se naci snizena razina
testosterona i povisena razina FSH i LH, odnosno hipergonadotropni hipogonadizam. Ti
pacijenti ¢esto imaju jako osStecene tubule i azoospermiju te se upucuju na MPO. Pacijenti
mogu imati 1 normalnu razinu testosterona i LH te poviseni FSH te razlic¢ite razine oStecenja
spermatogeneze, od oligospermije do nedostatka spermija u sjemeniku te se ovisno o
utvrdenom stanju upuc¢uju na odgovaraju¢e MPO. Muskarci mogu imati i normalne razine svih
hormona. Ti pacijenti najceS¢e imaju spermije u ejakulatu, a ako nemaju upucuju se na daljnje
pretrage (Slika 1) (51).
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Pacijente s normalnim nalazima FSH, LH i testosterona te azoospermijom upucuje se
na transrektalni ultrazvuk kako bi se utvrdila mogué¢a OA. Pacijente kod kojih je utvrdena OA
upuéuje se i na genetsko testiranje na CFTR mutacije, a potrebno je testirati i partnericu kako
bi se par moglo genetski savjetovati oko vjerojatnosti prenoSenja mutacije na potomke (28).
OA koja je uzrokovana opstrukcijom epididimisa ili vas deferensa moze se lije¢iti Kirurski
vazovazostomozom ili epididimovazostomozom. Za pacijente kod kojih se utvrdi CBAVD
jedina opcija lije¢enja su metode umjetne oplodnje. Pacijente kod kojih se ne utvrdi OA tretira
se kao pacijente s idiopatskom neplodnosti (Slika 1) (51).

Pacijenti kod kojih se utvrdi Klinefelterov sindrom imaju visi rizik od hipogonadizma,
trombofilije, metaboli¢kih, kardiovaskularnih i malignih bolesti te ih je potrebno prikladno
savjetovati i pratiti. Pacijenti se upucuju na TESE koji je uspjeSan u oko 50 % slucajeva (52).
Pacijenti s AZFa i AZFb mikrodelecijama se ne upucuju na TESE, a pacijente s AZFc
mikrodelecijama treba informirati kako ¢e se mikrodelecije prenijeti sinovima, ali ne i kéerima
(28). Uspjesnost TESE kod AZFc mikrodelecija je 50-60 % (53).

1.3.3. Metode potpomognute oplodnje

1.3.3.1. IVF/ICSI

Parovima ¢ija neplodnost je primarno rezultat muskog faktora preporucuje se IVF/ICSI
metoda. Tijekom klasi¢nog IVF (In vitro fertilization) postupka u laboratoriju se omogucuje
najboljim spermijima da oplode jajnu stanicu. ICSI (intracitoplazmatska injekcija spermija) je
zahvat kojim se injektira spermij u jajnu stanicu te je primarno metoda lijecenja muske
neplodnosti. Ako je moguce izolirati spermije uspjesnost metode je oko 60 %, a stopa klinicke
trudnoce je oko 20 % (54-56).

1.3.3.2.  lzolacija spermija

Za potrebe MPO spermiji se mogu izolirati iz ejakulata ili iz urina u slucajevima
retrogradne ejakulacije. U sluc¢aju azoospermije potrebno je izolirati spermije iz sjemenika
kirurskim metodama. Tri metode su dostupne: testikularna aspiracija spermija (TESA),
klasicna testikularna ekstrakcija spermija (CTESE) i mikrokirurska testikularna ekstrakcija
spermija (MTESE).

TESA se izvodi tako da se tankom iglom iz sjemenika vade vrlo tanki komadic¢i tkiva

koje onda klinicki embriolog analizira i provjerava ima li u njima spermija. CTESE je metoda
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koja ukljucuje biopsiju sjemenika, odnosno nekoliko manjih rezova na sjemeniku iz kojih se
onda vade komadici tkiva kako bi se iz njih mogli ekstrahirati spermiji. mTESE je modificirani
oblik TESE koji ukljucuje disekciju sjemenika pod mikroskopom kako bi se otkrila podrucja
u sjemeniku s odrzanom spermatogenezom (57). Komplikacije ovih postupaka ukljucuju
hematome, infekcije, fibrozu, atrofiju sjemenika, hipogonadizam te rizike povezane s
anestezijom (5). Meta-analiza radova koji su usporedivali uspjeSnost TESA i cTESE pokazala
je da je ukupna uspjesnost ekstrakcije spermija za cTESE bila 2 puta veca, dok je meta-analiza
radova koji su usporedivali uspjeSnost cTESE i mTESE pokazala da je ukupna uspjesnost
ekstrakcije spermija za mTESE je bila 1.5 puta veca. Opc¢a uspjeSnost cTESE je oko 45 %, a
MTESE do 63 % (58). TESA je povezana s najvisom stopom komplikacija koje se javljaju kod
24 % pacijenata, dok se kod cTESE javljaju u 3-10 % pacijenata, a kod mTESE u oko 2 %
pacijenata. Niza stopa komplikacija u mTESE u usporedbi s cTESE pripisuju se uklanjanju
manje koli¢ine tkiva sjemenika te odrzavanju krvne opskrbe (59,60). | konvencionalni TESE i

MTESE smatraju se kirurskom metodom izbora za muskarce s azoospermijom (28).

1.3.3.3.  Krioprezervacija uzoraka

Tkivo sjemenika koje se dobije TESE postupkom moze se krioprezervirati kako bi se
izbjeglo ponavljanje TESE i nepotrebna hiperstimulacija partnerice. Nedostatak
krioprezervacije je oste¢ivanje tkiva do kojeg dolazi zbog stvaranja ledenih kristala i
dehidracije stanica Sto uzrokuje oStecenje membrane i organela (61). Morfologija, motilitet i
vitalnost spermija se znacajno smanjuju nakon odmrzavanja, a ostecuje se i DNK spermija
(62,63). Zamrzavanje utjece i na histolosku sliku tkiva, ve¢inom na bazalni dio epitela (64).
Kako bi se smanjilo stvaranje kristala, tkivo se zamrzava u krioprotektivnom mediju u tekucem
dusiku, naglo ili postupnim smanjivanjem temperature (tzv. programirano zamrzavanje) (65).
Odredene razlike u proteomu i lipidnoj kompoziciji spermija su primijecene nakon
zamrzavanja ejakulata (66,67), a moguc¢ je i utjecaj krioprezervacije na epigenetic¢ki profil
spolnih stanica sjemenika (68). Uoceno je i povecanje oksidativnog stresa u tkivu sjemenika s
dijagnozom NOA nakon krioprezervacije, dok u tkivu sjemenika s dijagnozom OA nije
primijecena razlika Sto ukazuje na njegovu vecéu otpornost na oksidativni stres (69). Vecina
studija ne ukazuje na utjecaj krioprezervacije na klinicki ishod MPO, no u nekima je primijecen

negativni utjecaj na oplodnju i razvoj embrija (70).
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‘ Normalni nalazi >1.5 milijuna spermija/mL ejakulata
ejakulata, <4% normalne
morfologije, <40%
l pokretljivost l

¢ <5 milijuna

/— Oligospermija (60% spermija/mL
_ Izolirana Azoospermija (15%; I
astenozoospermija/ a( ejakulata
~ teratozoospermija (<2%) /

(<10 milijuna <10 milijuna |

>10 milijuna " >10 milijuna | e
( . ) spermija/mL sperr;:ula m
Jzolecha spemilaiz hokuleta __ cjakulata | L eja ulata |

/

/
l—( -
‘
-

Mikrodelecije Y
kromosoma (3%)

’ Kli i " l
(3-4%)

azoospermlja Snizena Poviseni FSH ( )
razina i LH, snizeni Normalan
testosterona, testosteron/ nalaz
L FSHiLH ) normalni nalaz

\
Izolacija spermija iz

-
—_— CBAVD
v _ejakulata/ sjemenika (TESE) |
Obstrukcija
epididimisa/ | —»
vas deferensa

Slika 1. Algoritam dijagnostic¢ke evaluacije i lijecenja neplodnog muskarca. Svijetlo siva boja
oznacava dijagnosticke postupke koji se odraduju prilikom prvog pregleda neplodnog
muskarca, dok tamno siva boja prikazuje dijagnosti¢cke postupke koji se odraduju tijekom
daljnje evaluacije. Svijetlo narancasta boja prikazuje rezultate dijagnostickih testova, dok
tamno narancasta boja prikazuje etiologije neplodnosti. Plava boja prikazuje postupke u

lijecenju neplodnosti.
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1.4. Predikcija uspjesnosti ekstrakcije spermija

1.4.1. Histoloska analiza

HistoloSka analiza je trenutno jedina metoda koja se Kkoristi za predikciju uspjesnosti
ekstrakcije spermija (SRR) u sklopu konvencionalne TESE. Muskarci s azoospermijom se
upuéuju na TESE te se uzima po nekoliko uzoraka tkiva iz svakog sjemenika. Polovica uzorka
se histoloSki procesira i analizira te se ocjenjuje koliko tubula sadrzava spermije i zrele
spermatide. Na temelju toga se donosi procjena SRR iz druge polovice uzorka koja je
krioprezervirana. Uspjesnost ekstrakcije spermija je znacajno visa u pacijenata s HS nego s
dijagnozom MA ili SCOS (71). Ako se procijeni da postoje izgledi za uspjeSnu ekstrakciju
spermija, krioprezervirano tkivo se izdaje ovlaStenoj ustanovi za medicinski pomognutu
oplodnju. Zenska partnerica prolazi IVF ciklus koji traje 2 do 3 tjedna i sastoji se od stimulacije
jajnika kako bi se Sto viSe jajnih stanica razvilo do folikula te aspiracije jajnih stanica.
Predikcija SRR se radi kako bi se izbjegla nepotrebna stimulacija partnerice.

Histoloska analiza kao predikcija SRR ima i svoje nedostatke. Budu¢i da ova metoda
predikcije SRR iziskuje biopsiju sjemenika, ona je invazivna te nosi sa sobom rizike od
komplikacija kao Sto su stvaranje hematoma, infekcija, fibroza, atrofija sjemenika,
hipogonadizam te rizike povezane s anestezijom (5). Komplikacije se razviju u 3-10 %
pacijenata (59,60). Takoder, histoloska slika u pacijenata s dijagnozom NOA moze biti dosta

heterogena te ne mora biti reprezentirana uzorcima tkiva koji su uzeti za vrijeme biopsije.

1.4.2. Neinvazivne metode predikcije SRR

Neinvazivne metode predikcije omogucile bi izbjegavanje rizika operacije i anestezije
za 50-60 % pacijenata (59). Od pocetaka testikularne ekstrakcije spermija javljaju se pokusaji
predikcije uspjesnosti, a koriSteni su parametri iz anamneze i statusa pacijenata, parametri
dobiveni iz krvi, ejakulata, genetskim testiranjem i ultrazvukom te kombinacije navedenih
parametara.

O utjecaju anamneze pacijenata pozitivne na kriptorhizam postoje oprec¢ni rezultati u
studijama (72)(73), dok je puSenje povezano sa smanjenom uspjesnoScu ekstrakcije spermija

(74). Volumen sjemenika je smanjen u pacijenata s NOA (75), a volumen veci od 12.5 mL
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povezan je s ve¢om uspjesnosti ekstrakcije spermija (73). Nije primije¢ena povezanost indeksa
tjelesne mase (BMI) s prisutnoSéu spermija u sjemeniku (76).

Koncentracije hormona u krvi su takoder koriStene za predikciju uspjeSne ekstrakcije
spermija. Prvi koji se koristio bio je FSH i pokazao se prediktivnim u nekoliko studija, no meta-
analizom je utvrdeno da ima samo umjerenu prediktivnu vrijednost (77-79). Inhibin B (INHB)
I anti-Mullerov hormon (AMH) su u nekim studijama pokazali dobru do odli¢nu prediktivnu
vrijednost, a umjerenu prediktivnu vrijednost je pokazao i njihov omjer INHB/AMH (80), no
druge studije su pokazale oprecne rezultate (81,82). Opservirana je i dobra prediktivna
vrijednost omjera AMH i testosterona za uspjesnost ekstrakcije spermija (83), te koncentracija
tRF-Gly-GCC-002 i tRF-Glu-CTC-005 iz egzosoma (84), a znacajnima su se pokazali i
parametri imunolosSkog sustava, specificno omjer neutrofila i limfocita, omjer trombocita i
limfocita te sistemski indeks upale (85).

Koncentracije odredenih proteina u sjemenoj plazmi bi takoder mogle biti korisne u
neinvazivnoj predikciji uspjesne ekstrakcije spermija. ECM1 se pokazao korisnim u
razgrani¢avanju izmedu pacijenata s normalnom spermatogenezom i OA te OA i NOA, dok je
koncentracija TEX101 mogla razgraniciti izmedu dijagnoze SCOS i ostalih NOA dijagnoza
(86). Leptin (87) te PGK2 i ACR (88) su pokazali umjerenu prediktivnost za uspjeSnu
ekstrakciju spermija. Ukupni oksidativni status (TOS) i indeks oksidativnog stresa (OSI) su
bili visi u sjemenoj plazmi muskaraca kod kojih je ekstrakcija spermija bila neuspjesna (89).
Koncentracije razli¢itih miRNA i piRNA u sjemenoj plazmi su takoder znac¢ajno razlicite medu
skupinama pacijenata s uspjeSnom i neuspjesnom ekstrakcijom spermija te bi se mogle koristiti
za predikciju istoga (90-93).

Velicina sjemenskih kanali¢ca odredena ultrazvukom pokazala je dobru prediktivnost
za uspjesnost ekstrakcije spermija (94). Ultrazvucna elastografija, odnosno sonoelastografija,
je novija ultrazvucna metoda koja koristi zvucne valove kako bi procijenila mehanicke
karakteristike tkiva kao Sto su elasti¢nost i krutost u odgovoru na mehanicki pritisak. Jedna
studija je pokazala da je metoda prediktivna za uspjesnost ekstrakcije spermija (95).

Konstruiran je prediktivni model s pomoc¢u umjetnih neuronskih mreza (ANN) koji je
sadrzavao volumen sjemenika, parametre analize ejakulata, razine FSH, LH, testosterona,
prolaktina, estradiola te razinu leptina u krvi i sjemenoj plazmi te je demonstrirao dobru
prediktivnu vrijednost (96). Prediktivni model konstruiran koristeci logisticku regresiju koji je
sadrzavao razinu AMH, inhibina B, prisutnost KS i mikrodelecija Y kromosoma, povijest

kriptorhizma te dijagnozu idiopatske NOA bio je umjereno prediktivan za uspjesnu ekstrakciju

15



spermija (97). Model konstruiran uz pomo¢ strojnog ucenja na temelju razine FSH, LH i
testosterona, volumena ejakulata, dobi, BMI, etnickog podrijetla te volumena sjemenika
pokazao je dobru prediktivnost (98). Drugi model konstruiran uz pomo¢ strojnog ucenja
koristio je varijable godina, BMI, pusenje u anamnezi, razine hormona (FSH, LH, testosteron,
inhibin B i prolaktin), genetske varijable (kariotip, mikrodelecije Y kromosoma), i podatke iz
anamneze (kriptorhizam, infekcije, traume, gonadotoksi¢nu terapiju, urogenitalne operacije i
varikokele) te je imao odlicnu prediktivnost za uspjeSnu ekstrakciju spermija (99). Svi
neinvazivni parametri koji su koristeni za predikciju SRR te vrijednosti AUC, osjetljivost,

specifi¢nost te pozitivna i negativna prediktivna vrijednost prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Ocjena prediktivnosti neinvazivnih metoda predvidanja SRR. Za svaku metodu
prikazani su AUC, osjetljivost, specificnost te pozitivna i negativna prediktivna vrijednost ako
su bili raspolozivi u literaturi. Parametri s AUC izmedu 0.7 i 0.8 smatraju se umjereno
prediktivnim, parametri s AUC iznad 0.8 imaju dobru prediktivnost, dok se AUC iznad 0.9

smatra odli¢nim.

Parametar AUC Osjetljivost | Specifi¢nost PPV NPV
FSH (S) (77) 0.72 - - - -
INHB (S) (82) 0.801 59.14 % 92 % - -
INHB/AMH (S) (80) | 0.76 86.3 % 53.8 % - -

INHB/FSH (S) (81) | 0.814 | 56.99 % 96 %

AMH (S) (83) 0.93 100 % 82 % 79 % 100 %
AMH/testosteron (S) | 0.95 100 % 82 % 79 % 100 %
(83)

tRF-Gly-GCC-002 0.921 - - - -

(S) 0.954

tRF-Glu-CTC-005 (S)

(84)

Leptin (E) (87) 0.747 73.3% 75 % - -
Velicina sjemenskih 0.82 76.7 % 80.7 % - -
kanali¢a (UZV)(94)

Shear wave 0.869 75 % 85.71 % 50 % 94.7 %
elastografija (SWE)

(95)
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Prediktivni model 0.83 - - - -
(FSH, LH,

testosteron, prolaktin,
estradiol, leptin) (96)

Prediktivni model 0.72 65.7 % 72.2% - -
(AMH, inhibin B, KS
I mikrodelecije Y
kromosoma,
kriptorhizam) (97)

Prediktivni model 0.807 91 % 57 % - -
(FSH, LH, 0.75 97 % 25 %
testosteron, volumen
ejakulata, dob, BMI,
etnicko podrijetlo,
volumen sjemenika
(98)

Prediktivni model 0.9 100 % 69.2 % - -
(godine, BMI,
pusenje, genetski
testovi, razine
hormona, podaci iz
anamneze) (99)

1.4.3. Neinvazivna predikcija SRR pomocu snimanja magnetskom rezonancijom

Magnetska rezonancija (MR) je fenomen u kojem jezgre molekula apsorbiraju
radiofrekvencijsko zracenje (RF) kad frekvencija zracenja postane jednaka frekvenciji
precesije jezgre izlozene jakom magnetskom polju. Koli¢ina apsorbirane energije ovisi 0
biokemijskom okruzenju jezgre vodika Sto se koristi za snimanje anatomskih i fizioloSkih
procesa u tijelu. Razli¢ite sekvence snimanja magnetskom rezonancijom (MRI) omoguéuju
prikupljanje razlicitih informacija o samom tkivu. Nakon RF ekscitacijskog pulsa dolazi do
relaksacije spina jezgre od transverzalne ravnine prema longitudinalnom vektoru magnetskog
polja, a sekvenca koja demonstrira razlike u vremenu relaksacije naziva se T1 sekvenca. U isto
vrijeme spinovi jezgre se relaksiraju u transverzalnoj ravnini, a sekvenca koja demonstrira

razlike u tom vremenu relaksacije naziva se T2 sekvenca. Difuzijsko snimanje (DWI1) Koristi
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difuziju molekula vode za generiranje kontrasta, buduci da ista moze biti smanjena u tkivima
s vecom gustocom stanica. Taj efekt se kvantificira racunanjem prividnog difuzijskog
koeficijenta (ADC) koji je u takvim tkivima nizi (100). Studije su pokazale da pacijenti s HS
(101), NOA (75,102,103) te stariji muskarci (104,105) imaju viSi ADC. Medijan vrijednosti
ADC-a za cijeli sjemenik je bio prediktivan za uspjesnu ekstrakciju spermija (106). Snimanje
difuzijskog tenzora (DTI) omogucuje izracun dodatnih parametara poput frakcionalne
anizotropije (FA) koja opisuje usmjerenost difuzije. Neka istrazivanja ukazuju na poviseni FA
u pacijenata s NOA u usporedbi s kontrolama, Sto se povezuje s kompleksnim histoloskim
promjenama do kojih dolazi u takvom tkivu od faktora koji povecéavaju usmjerenost difuzije
kao Sto je suzavanje tubula, do faktora koji smanjuju usmjerenost difuzije kao Sto je smanjeni
broj stanica i prisutnost ostataka oStecenih stanica (102). Snimanje prijenosa magnetizacije
(MT]I) je bazirano na prijenosu energije izmedu protona vezanih za makromolekule i mobilnih
protona u molekulama vode. Kad RF impuls pobudi makromolekule, magnetska energija
prenosi se slobodnoj vodi, Sto rezultira smanjenim signalom vode. Ova pojava kvantificira se
omjerom prijenosa magnetizacije (MTR), koji je veéi u tkivima s vecom gustocom
makromolekula (101). MTR je u studijama bio nizi kod starijih muskaraca (104) i muskaraca
s hipospermatogenezom (101), ali i viSi u muskaraca s azoospermijom u usporedbi s
kontrolama (75).

Jezgre atoma vodika u razli¢itim molekulama imaju razlicite rezonantne frekvencije, na
temelju ¢ega s pomocu spektroskopije magnetskom rezonancijom (MRS) mozemo odrediti
koncentracije odredenih metabolita u tkivu. Kolin i fosfokolin su prekursori fosfolipida,
specificno fosfatidilkolina i sfingomijelina, koji su dijelovi stanicne membrane i membrane
organela (107). Kreatin i fosfokreatin su prekursori u sintezi ATP-a te se nalaze 95 % u
skeletnim misi¢ima, dok se ostatak nalazi u ostalim tkivima koja zahtijevaju puno energije kao
Sto su mozak, jetra, bubrezi i sjemenik (108). Mio-inozitol je Secer koji se sintetizira iz glukoze
I prisutan je najvise u mozgu, a sluzi kao drugi glasnik viSe receptora, kao Sto su receptori za
FSH i inzulin. Mio-inozitol i njegova sposobnost da poveca osjetljivost receptora na inzulin
koristi se i u lijecenju sindroma policisticnih jajnika (109). Mio-inozitol se u visokoj
koncentraciji nalazi u tubulima u sjemeniku, a enzimi za sintezu se nalaze u spolnim i
Sertolijevim stanicama. Vazan je osmoregulator u sjemenim kanali¢ima, dio je fosfolipidne
membrane i djeluje kao antioksidans (109). Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmitor, a
sintetizira se iz aminokiseline glutamina (110). Utjecaj glutamata na funkciju sjemenika je i

dalje nejasan, no receptori za glutamat prisutni su u sjemeniku te postoje teorije da utjece na
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funkciju Sertolijevih 1 Leydigovih stanica (111). Poveznica izmedu viSe koncentracije
glutamata i neuspjesne ekstrakcije spermija je objaSnjena s moguénoséu da Sertolijeve stanice
za proizvodnju laktata koriste glutamat te se tako smanjuje njegova koncentracija u tkivu (112).
Prethodne studije su utvrdile da su u sjemenicima muskaraca s viSe spermija prisutne vise
razine kolina, fosfokolina, mio-inozitola, kreatina, odredenih lipida i makromolekula, a nize
razine taurina. PoviSena razina glutamata je primije¢ena u muskaraca kod kojih je ekstrakcija
spermija bila neuspjesna, dok je visa razina kolina, kreatina i mio-inozitola bila prediktivna za
uspjeSnu ekstrakciju spermija (112-119). Povezanost parametara dobivenih snimanjem
magnetskom rezonancijom prikazana je u Tablici 3.

Niti jedna studija do sad nije istrazila mogucnost predikcije histoloske slike odnosno
prisutnosti spermija u tkivu sjemenika. Snimanje sjemenika magnetskom rezonancijom je
neinvazivna metoda kojom bi se izbjegli potencijalni rizici za pacijente koje nosi biopsija
sjemenika. Takoder je moguce snimiti cijeli sjemenik te tako dobiti kompletnu sliku
spermatogeneze u sjemeniku. Iz tih razloga, u ovoj studiji konstruirat ¢e se prediktivni model

koristeci logisticku regresiju i ANN temeljen na snimanju magnetskom rezonancijom.

Tablica 3. Povezanost parametara dobivenih snimanjem magnetskom rezonancijom s

kolicinom spermija u tkivu.

MR parametar Povezanost s koli¢inom spermija u tkivu
ADC - (106)

FA - (102)

MTR +(101) / - (75)

Kolin +(119)

Kreatin +(119)

Mio-inozitol +(119)

Glutamat - (112)

Taurin - (112)
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2. HIPOTEZA

Parametri tkiva sjemenika dobiveni magnetskom rezonancijom omogucéuju predikciju
prisutnosti spermija u uzorku te ukazuju na promjene u metabolizmu i morfologiji tkiva uslijed

krioprezervacije.
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3. SVRHA | CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Uspostaviti prediktivni model za prisutnost spermija u tkivu sjemenika temeljen na
parametrima dobivenim MRI i MRS snimanjima i podacima iz anamneze pacijenata te odrediti

utjecaj krioprezervacije na tkivo sjemenika.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Odrediti i usporediti parametre dobivene MRI snimanjem u svjezim i
krioprezerviranim bioptatima sjemenika, u bioptatima s i bez spermija te

izmedu razlic¢itih histoloskih skupina.

2. Odrediti i usporediti razine metabolita dobivene MRS snimanjem u svjezim i
krioprezerviranim bioptatima sjemenika, u bioptatima s i bez spermija te

izmedu razlic¢itih histoloskih skupina.

3. Histoloski analizirati i ocijeniti bioptate sjemenika prema Johnsenovoj skali te

usporediti svjeze i krioprezervirane uzorke.
4. Razviti prediktivni model za prisutnost spermija u bioptatima sjemenika

temeljen na parametrima tkiva dobivenim snimanjima magnetskom

rezonancijom te podacima iz anamneze pacijenta.
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4. MATERIJALI | METODE

Proces istrazivanja prikazan je u obliku dijagrama u Slici 2.

FSH
LH
Kriptorhizam

T2
ADC
FA
MTR

!

Kolin
Kreatin
Glutamat
Laktat
Mio-inozitol

Logisticka regresija
Umjetne neuronske
mreze

) Histoloska .
[i):::ltill"loss;esr?:;?(;]: Prisutnost signala
(HO/1) PRM1 (P 0/1)

Slika 2. Dijagram toka istrazivanja: proces se sastojao od probira pacijenata (4.1.) za
testikularnu ekstrakciju spermija (4.2.), programiranog zamrzavanja uzoraka (4.3.), snimanja
uzoraka magnetskom rezonancijom (4.4.), obrade slika i odredivanja parametara (4.5.),
odredivanja koncentracije metabolita iz spektara (4.6.), histoloskog procesiranja tkiva (4.7.),
klasi¢nog histoloSkog bojenja hemalaun-eozinom (4.8.), analize obojenih stakala (4.9.),
imunofluorescentnog bojenja (4.10.), analize ekspresije PRM1 (4.11.) te statisticke obrade
podataka (4.12.).
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4.1. Pacijenti

Neplodnost se definira kao nemoguc¢nost ostvarivanja klinicke trudnoce nakon 12 ili
vise mjeseci redovitih nezasticenih spolnih odnosa. MusSkarci sa sumnjom na neplodnost su
upuéeni u urolosku ambulantu gdje su im uzeti status i anamneza. Anamneza je ukljucivala
pitanja o seksualnom razvoju ukljucujuci povijest i lijecenje kriptorhizma i varikokele,
kroni¢nim i malignim bolestima, traumama glave i zdjelice, infekcijama kao Sto su zausnjaci
ili bakterijskim infekcijama reproduktivnih organa, prethodnima operacijama, lijekovima,
seksualnoj anamnezi te izlozenosti pesticidima, teSkim metalima ili dimu cigareta. Status je
ukljuc¢ivao procjenu pretilosti, znakova endokrinopatija, pregled vanjskih genitalija
(kriptorhizam, varikokela) te procjenu volumena sjemenika. Pacijenti su upuceni i na analizu
ejakulata gdje im je analiziran broj, morfologija i pokretljivost spermija. Pacijenti s
azoospermijom (nedostatkom spermija u ejakulatu) su upuéeni na endokrinoloSku obradu koja
je ukljucivala odredivanje razina FSH, LH i testosterona te na genetsko testiranje koje se
sastojalo od Kariotipizacije te testiranja na mikrodelecije Y kromosoma. Pacijenti s normalnim
nalazima upuceni su i na dodatne obrade kao Sto je analiza CFTR mutacija te ultrazvuk za
utvrdivanje opstrukcije ili disfunkcije sjemenovoda kao moguceg uzroka azoospermije. Ako je
utvrdenu opstrukciju bilo moguée kirurski lijeciti pacijenti su upuéeni na operaciju.
Pacijentima kod kojih je utvrden hipogonadotropni hipogonadizam (snizeni FSH, LH i
testosteron) uvedena je hormonska terapija. Pacijenti s azoospermijom koju nije moguce lijeciti
te oni kod kojih je lijecenje bilo neuspjesno upuceni su na TESE. U ovo istrazivanje su bili
ukljuceni pacijenti (n=31) s dijagnosticiranom azoospermijom Kkoji su upuceni na testikularnu

ekstrakciju spermija (tzv. cTESE).

4.2. TESE (Testikularna ekstrakcija spermija)

TESE se izvodio pod spinalnom anestezijom. Kirurski rez prosao je kroz kozu, dartalni
miSi¢ i tunicu vaginalis. Nakon Sto su sjemenik i pasjemenik vizualizirani, napravljena su tri
reza kroz tunicu albugineu na svakom sjemeniku (Slika 3) i uzeto je nekoliko uzoraka iz
svakog sjemenika za eventualnu ekstrakciju spermija. Polovica svakog uzorka je odvojena u

medij za zamrzavanje (Quinn’s Advantage™ Sperm Freezing Medium, CooperSurgical,
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Danska) dok je druga polovica odvojena za histolosko procesiranje i analizu te odmah stavljena
u 10 %-tni formalin (Formalin FC10, BioGnost, Hrvatska). Za potrebe istrazivanja prikupljen
je po jedan dodatni uzorak iz lijevog i jedan iz desnog sjemenika. Jedan uzorak je podijeljen
na pola i jedna polovica je odvojena u medij za zamrzavanje, dok je druga polovica stavljena
u transportni medij (Sydney IVF Gamete Buffer, Cook, SAD ili ORIGIO® Sperm Wash,
CooperSurgical, Danska) i odvojena za snimanje magnetskom rezonancijom. Uzorak iz drugog

sjemenika je cijeli odreden za snimanje magnetskom rezonancijom.

Slika 3. Prikaz biopsije sjemenika.

4.3. Programirano zamrzavanje uzoraka

Programirano zamrzavanje uzoraka se odvijalo u uredaju Nicool LM 10 (Air Liquide).
Uzorci u krioampulama s medijem za zamrzavanje su stavljeni u postolje uredaja, a u posudu
uredaja koja se nalazi u podnoZzju je uliven tekuc¢i dusik. Nakon $to se uredaj ukljuci, ventilator
rasprsuje pare tekuceg duSika po uzorcima te temperatura u roku 5 minuta pada na -60 °C. U
narednom koraku tijekom sat vremena, uredaj snizava temperaturu na -120 °C te se pali zvucni
alarm nakon kojeg se uzorci manualno spustaju u tekuci dusik. Uzorci su nakon toga preneseni
do kriospremista u transportnom spremniku za tekuci dusik (Agar Scientific) te premjeSteni u
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spremnike s teku¢im duSikom u Banci sjemenika gdje su skladiSteni do eventualnog izdavanja

tkiva za ekstrakciju spermija.

4.4. Snimanje magnetskom rezonancijom

Svjezi uzorci su prebaceni iz transportnog medija u plasticnu tubicu od 1.5 mL s
fiziolosSkom otopinom (0,9 % NaCl otopina, Gram-mol, Hrvatska) Zamrznuti uzorci su prvo
stavljeni u vodenu kupelj temperature 37 °C na 5 minuta kako bi se odmrznuli te su onda
prebaceni u plasti¢nu tubicu od 1.5 mL s fizioloSkom otopinom. U tubicu je dodana staklena
kapilara koja sadrzi tetrametilsilan (TMS), tvar koja je koriStena kao unutarnji standard za
kalibriranje spektra dobivenog snimanjem spektroskopijom magnetskom rezonancijom.
Uzorci su snimani na pretklinickom uredaju Bruker BioSpec 70/20 USR (Bruker BioSpin,
Ettlingen, Njemacka) magnetskog polja jakosti 7T u Tx/Rx konfiguraciji koriste¢i volumnu
zavojnicu od 86 mm (MTO0381, Bruker BioSpin) za odasSiljanje (Tx) i planarnu zavojnicu
promjera 10 mm (MT0105-10; Bruker Biospin) za prijam (Rx) (Slika 4).

Program Paravision 7 (Bruker BioSpin) koriSten je za pracenje snimanja i upravljanje
sekvencama. Protokol za snimanje sastojao se iz pripremnih i glavnih snimanja.

Pripremna snimanja ukljucivala su pilot snimke tipa T2 u tri ortogonalne ravnine
(koronalna, aksijalna i sagitalna) realizirane sekvencom TSE (Turbo Spin Echo) kako bi se
mogle postaviti pozicije snimanih presjeka tkiva ostalih sekvenci te dodatnu TSE snimku viSe
rezolucije (T2_30ms) koja je sluzila kao provjera zadane geometrije prije glavnih snimki.
Pripremno snimanje ukljucivalo je takoder, i sekvencu za lokalnu optimizaciju homogenosti
magnetskog polja tipa MAPSHIM radi postizanja maksimalne moguce kvalitete kasnijih
difuzijskih snimaka.

Glavna snimanja ukljucivala su PRESS sekvencu za snimanje spektra odziva jezgre
vodika radi kvantifikacije metabolita u uzorku te 3D TSE sekvencu za snimanje T2 snimke
istog voksela, kako bi se mogao precizno izmjeriti volumen uzorka. Dio PRESS sekvence je
suprimiranje signala vode kako voda, cija koncentracija je oko 10000 puta vec¢a od
koncentracije metabolita u tkivu, ne bi dominirala spektrom do razine da se ne mogu izmjeriti
koncentracije metabolita. U naSem protokolu supresija je optimizirana dok signal vode nije bio
maksimalno 3 puta veéi od signala metabolita najvece koncentracije. Osim toga, snimljene su
Spin Echo (SE) sekvenca za snimanje relaksometrijske T2 mape uzorka te dvije uparene

Gradient Echo (GE) T2* snimke, s i bez dodatnog impulsa za pobudivanje makromolekula,
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radi mapiranja omjera prijenosa magnetizacije (Magnetization Transfer Ratio, MTR) na
uzorku. Konacno, realizirana su i Spin Echo snimanja difuzijskog tenzora (Spin Echo Diffusion
Tensor Imaging, SE-DTI) radi generiranja ADC i FA mapa. Parametri snimanja i geometrijske
postavke svih sekvenci navedeni su u Tablici 4. Neto trajanje protokola snimanja bilo je oko

90 min, a cijeli postupak trajao je oko 2.5 h po uzorku.

Slika 4. Snimanje uzoraka magnetskom rezonancijom.

Tablica 4. Protokol snimanja uzoraka sjemenika magnetskom rezonancijom. (TR=vrijeme
ponavljanja, TE=vrijeme odjeka, NA= broj usrednjavanja, ES = razmak odjeka, RARE = faktor
ubrzanja, NE=broj odjeka, BW= Sirina frekvencijskog pojasa prijamnika, RES= rezolucija,
Nsi= broj presjeka, Ds= debljina presjeka)

NAZIV SEKVENCE TIP PARAMETRI GEOMETRIJSKE
SEKVENCE SNIMANJA POSTAVKE

00_WOBBLE_POSI Position TR = 500 ms FOV= 86x86x86 mm?®
TION NA=1
Ola_Localizer_axi_T TSE TE =45ms Orijentacija: aksijalna
urboRARE TR: 2500 ms Nsi: 7

NA: 2 Ds = 0,7 mm

RARE =8 RES: 200x200 pm
01b_Localizer sag. TSE TE: 45 ms Orijentacija: sagitalna
TurboRARE TR: 2500 ms Nsi: 5

NA: 2 Dsi: 0,7 mm

RARE =8 RES: 200x200 pm
0lc_Localizer_cor_T TSE TE: 45 ms Orijentacija: sagitalna
urboRARE TR: 2500 ms Nsi: 5

NA: 2 Dsi: 0,7 mm

RARE =8 RES: 200x200 pm
02_Localized_shim MAPSHIM NA: 4
03 T2 30ms TSE TE: 30 ms Orijentacija: sagitalna
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TR: 3000 ms Nsi: 9
NA: 12 Dsi: 0,4 mm
ES: 7.5 ms RES: 100x100 pm
RARE: 8
04a_CERRM_PRES PRESS TE: 13.184 ms FOV: 40x40x40 mm?
S_spectroscopy_navi TR: 6000 ms
gator_OVS BW: 3000 Hz
NA: 128
04b_T2 3D voxelVo 3D-TSE TE: 56 ms FOV: 6.5x 5.5 x 6.5 mm®
lumetry TR: 3000 ms Orijentacija: aksijalna
NA: 2 Nsi: 1
RARE: 16 Dsi: 5 mm
ES=7ms RES: 162.5x157.14x162.5 um
05 _T2map_MSME MSME TE: {8,16, ...,120} ms Orijentacija: sagitalna
TR: 2700 ms Nsi: 9
NE: 15 Dsi: 0,4 mm
NA: 8 RES: 120x120 pm
06_T2star- MGE TE: 2,5ms Orijentacija: sagitalna
MTC_25ut-2000 TR: 332,358 ms Nsi: 9
NA: 8 Dsi: 0,4 mm
BW: 500 Hz RES: 100x100 pm
Offset: 2000 Hz
B: 25.6 uT
07_DTIL_SE Spin echo DTI TE: 16,5 ms Orijentacija: sagitalna
TR: 2500 ms Nsi: 9
NA: 1 Ds: 0,4
ne: 2x15 RES: 120x120 pm
Nao.5
B: 500/1000 s/mm?
4.5. Obrada slika i odredivanje parametara

Obrada i analiza izmjerenih rezultata i snimaka izvrSena je u programima ImageJ i
MATLAB. Prije analize, nativne snimke iz Paravisiona (2dseq binarni dokument) pretvorene
su u univerzalni ,,NifTi“ format pomocu programa Bru2Nii (GitHub Inc., San Francisco, SAD)
kako bi se mogli uc¢itati u ImageJ (ImageJ1.53i software, Wayne Rasband, National Institutes
of Health, Kensington, SAD) program za analizu slika.
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4.5.1. Odredivanje srednjeg T2 vremena relaksacije uzorka

Budu¢i da su uzorci odvojeni od sjemenika i snimani ex-vivo u fizioloSkoj otopini ona
je u jednoj mjeri prodrla u tkivo te maskirala signal tkiva. Kako bi se odvojio signal vode od
signala tkiva za analizu T2 snimki uzoraka napisana je skripta u MATLAB-u (MATLAB,
MathWorks, Portola Valley, SAD) koja primjenom dvokomponentnog modela relaksacije iz
sirovih podataka MSME sekvence istovremeno izracunava T2 vrijednosti vode i tkiva te njihov
relativni udio u volumenu danog voksela. Kreirana je i makronaredba koja iz tako dobivenih
podataka o postotku tkiva u vokselima i T2 vrijednosti tkiva racuna korigiranu srednju
vrijednost T2 vrijednost uzorka (Slika 5).

Spin-spin relaksacija koja proizvodi T2 tip kontrasta pri snimanju magnetske

rezonancije uobicajeno se opisuje monoeksponencijalnom funkcijom (120)
S = Sye TE/T? (4.1)

gdje TE oznacava vrijeme odjeka, a T2 konstantu relaksacije za promatrano tkivo. So je pocetna
jakost signala koja je proporcionalna broju jezgara u magnetskom polju pobudenih RF
impulsom. Jednadzba (4.1) pretpostavlja da je sastav tkiva u promatranom vokselu jednolik te

ga se dovoljno priblizno moze opisati koriste¢i samo jednu konstantu relaksacije.

Kada volumen promatranog voksela zauzima vise razli¢itih materijala ili tkiva, ukupni
izmjereni signal superpozicija je doprinosa pojedinih komponenata. U slucaju tkiva konstante
relaksacije T2m uronjenog u vodu konstante relaksacije T2y, jakost signala moze se opisati

bieksponencijalnom funkcijom kao zbroj signala tih dviju komponenata:
S = Sme—TE/TZm + Sve—TE/TZV’ (4.2)

gdje su Sm i Sy amplitude signala proporcionalne koli¢ini jezgara vodika u pobudenom tkivu,
odnosno pobudenoj vodi.

Izraz (4.2) predstavlja nelinearnu jednadZbu s cetiri nepoznanice za koju ne postoji
analiticko rjeSenje, no uz dovoljan broj izmjerenih vrijednosti S pri razlicitim vremenima
odjeka TEy, TEy, ... TEk, moguce je numerickim putem pribliZzno odrediti parametre Sm, Sy, T2m
i T2, metodom najmanjih kvadrata. Pritom je od kriticne vaznosti ograniciti raspon traZenih
rjeSenja kako bi se algoritam usmjerio prema fizikalno i biolodki smislenom rjeSenju. U tu

svrhu, izraz (4.2) prepravljen je u sljedeci oblik:

S =NV (Cre ™5/ T2m + (1 — C,,) e TE/T2), (4.3)
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Gdje Cn oznacava volumni udio tkiva u vokselu, a (1-Cn) predstavlja razliku do ukupnog
volumena, odnosno volumni udio vode u vokselu. Time su dvije nezavisne varijable Smi Sy iz
izraza (4.2) medusobno povezane i ograni¢ene na raspon mogucih vrijednosti [0, 1], dok se kao
nova nezavisna varijabla javlja iz bieksponencijalnog izraza izlu¢ena ukupna koli¢ina jezgara
N Vu, opisana produktom ukupnog volumena voksela Vuk i parametra skaliranja N, koji je za
potrebe analize rezultata nebitan.

Dodatna ogranic¢enja na parametre T2y i T2, postavljena su iz postojecih T2 mapa koje
izracunava program Paravision. Za polazne vrijednosti optimizacijskog algoritma T2mo i T2y

uzete su wvrijednosti T2, i1 T2m izracunate u programu Paravision jednostavnim

monoeksponencijalnim modelom za ¢itav uzorak, dok je podrucje trazenja optimalnog rjesenja
ograni¢eno na raspon [0.3T2,,,1.3 T2,,] , odnosno [0.9T2,,1.1T2,].

A B

Slika 5. Odredivanje srednjeg T2 vremena relaksacije tkiva. Prikazane su T2 mapa (A),
T2 mapa s podacima o udjelu tkiva u vokselima (B), T2 mapa s podacima o odvojenim T2
vrijednostima tkiva (C), T2 mapa s podacima o odvojenim T2 vrijednostima vode (D)
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4.5.2. Odredivanje prividnog koeficijenta difuzije (ADC) i frakcionalne anizotropije
(FA) uzorka

Iz snimki DTI sekvence izdvojile su se mape FA i ADC. Kako bi se umanjio u¢inak
maskiranja mjerenog signala tkiva signalom vode iz fizioloSke otopine, analiza se provela
samo na dijelu uzorka koji sadrzi preko 50 % tkiva (Slika 5), prema mapama dobivenima
postupkom opisanim u prethodnom poglavlju.

Na slici koja prikazuje postotak tkiva u vokselu su se odredili ROI-evi koji sadrzavaju
voksele s 50 % tkiva. Za te ROI-eve se na FA i ADC mapi odredio srednji ADC i FA na svakom
snimljenom presjeku. Svaka vrijednost se pomnozila s volumnim udjelom presjeka u uzorku,

te je zbroj tih vrijednosti predstavljao srednji FA, odnosno ADC za taj uzorak (Slika 6).

Slika 6. ADC (lijevo) i FA (desno) mape tkiva sjemenika. Plava crta oznac¢ava podrucje

unutar kojeg je najmanje 50 % tkiva u vokselu
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4.5.3. Odredivanje omjera prijenosa magnetizacije (MTR) uzorka

Snimanje prijenosa magnetizacije (MTI) je bazirano na prijenosu energije izmedu
protona vezanih za makromolekule i mobilnih protona u molekulama vode. Kad RF impuls
pobudi makromolekule, magnetska energija prenosi se slobodnoj vodi, Sto rezultira smanjenim
signalom vode. Ova pojava kvantificira se omjerom prijenosa magnetizacije (MTR), koji je
vedi u tkivima s vecom gustocom makromolekula (101).

MTI snimke sadrze jednu sliku prije impulsa (nativna) i jednu sliku nakon impulsa za
prijenos magnetizacije (MT). Od nativne slike oduzme se MT slika te se onda dobivena slika
podijeli s nativnom. Tako se dobije slika koja prikazuje veli¢inu efekta impulsa za prijenos
magnetizacije (MTR) (Slika 7). Na toj slici se na ROI-evima koji sadrzavaju voksele s 50 %
tkiva odredio MTR. Svaka vrijednost se pomnoZila s volumnim udjelom presjeka u uzorku, te

je zbroj tih vrijednosti predstavljao srednji MTR za taj uzorak.

Slika 7. Odredivanje MTR uzorka. Od lijevo prema desno prikazane su nativna slika
(native), slika nakon impulsa za prijenos magnetizacije (MT), slika koja prikazuje razliku
signala s i bez potiskivanja signala makromolekula (Native-MT) i slika koja prikazuje velic¢inu
efekta impulsa za prijenos magnetizacije (MTR). Na slikama su prikazani ROI-evi koji

oznacavaju voksele s 50 % tkiva.
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4.6. Odredivanje koncentracije metabolita iz spektara

Za kvantifikaciju u MR spektroskopiji bitno je koriStenje unutarnjeg standarda jer
djeluje kao pouzdana referentna tocka, dopustajuci korekciju varijacija signala koje proizlaze
iz eksperimentalnih uvjeta, instrumentalnih ¢imbenika i varijacije u volumenu prikupljenih
uzoraka. Normiranjem signala izmjerenih spektara na signal dobro karakteriziranog internog
standarda, MRS ne samo da kompenzira fluktuacije povezane s instrumentom, ve¢ takoder

pruza nacin za apsolutno odredivanje koncentracija spojeva od interesa.

4.6.1. lzrada kapilare s TMS-om

Tetrametilsilan (TMS) je najcesc¢e koristeni unutarnji standard u MR spektroskopiji.
Simetri¢na je molekula koja sadrzi jedan atom ugljika na koji su vezane cetiri metilne skupine.
Budu¢i da sadrzi 12 atoma vodika, njegov spektar se sastoji od jednog uskog Siljka koji se
takoder ne nalazi blizu Siljaka vec¢ine molekula ¢iji spektri se istrazuju MR spektroskopijom.
Zbog tih svojstava njegov kemijski pomak se oznacava s 0 i pomaci ostalih molekula se
odreduju u odnosu na njegov Siljak. Za snimanje uzoraka sjemenika bilo je potrebno izraditi
staklenu kapilaru s TMS-om koja stane u plasti¢nu tubicu od 1,5 mL u kojoj su uzorci snimani.
Postupak izrade kapilare prikazan je na Slici 8. Staklena kapilara promjera 0,18 mm uronjena
je u TMS koji u nju ulazi zbog efekta kapilarnosti. Oba kraja kapilare su zatvorena plamenom
na plameniku. Buduci da je tekuéina niske viskoznosti (0,4 cSt), niskog vrelista (26,6 °C) te je

vrlo zapaljiva, za kontroliranje njene pozicije u kapilari je koristen suhi led.
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Slika 8. Proces izrade kapilare s TMS-om. U staklenu kapilaru se uvuée TMS (A) te se
kapilara ohladi suhim ledom kako bi se TMS pomaknuo (B) i kako bi se omogucilo zatvaranje
kapilare plamenom (C). Kapilara se ponovno hladi suhim ledom i TMS se pomice (D) kako bi
se i drugi kraj kapilare mogao zatvoriti plamenom (E). Kapilara s TMS-om zatvorena na oba

kraja se onda stavlja u plasti¢nu tubicu te je spremna za snimanje (F).

4.6.2. Kreiranje referentnog seta spektara metabolita

Buduc¢i da visina pojedinih vrhova u spektru reflektira broj odredenih molekula vodika
u tkivu, kako bi se mogao odrediti koncentracije metabolita bilo je potrebno snimiti spektre
metabolita u poznatim koncentracijama. 1z tih koncentracija izracunata je kolicina molekula u
vokselu. Snimljen je spektar 10 glavnih metabolita koji se mogu detektirati u sjemeniku: kolin,
kreatin, glutamat, glutamin, laktat, mioinozitol, fosfokreatin, fosfoetanolamin, fosfokolin i
taurin. Odredivanje koncentracije pojedinacnih metabolita u mjeSavini koja se sastojala od svih
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10 metabolita u jednakoj koncentraciji napravljeno je kako bi se procijenila sposobnost
odabrane tehnike snimanja da razluc¢i metabolite, kao i sposobnost upotrebljenog programa za
analizu spektara da ispravno odredi njihovu koncentraciju u smjesi. Ispostavilo se da
primijenjena tehnika snimanja ne omogucuje razdvajanje signala kolina od fosfokolina,
kreatina od fosfokreatina te glutamata od glutamina, buduc¢i da imaju vrlo slicne spektre i bliske
rezonantne frekvencije. Kolin, fosfoetanolamin i taurin imaju bliske vrhove spektara izmedu
3,111 3,15 ppm, a mioinozitol i taurin imaju vrhove spektara izmedu 3,32 i 3,4 ppm. Koli¢ina
kolina i mioinozitola se moze to¢no odrediti dok se odredivanje kolicine fosfoetanolamina i
taurina pokazalo nepouzdanim. Konacna lista metabolita ¢ija kolicina je odredivana u uzorcima
sjemenika se sastojala od: kolina (vrhovi spektra na 3.11, 3.47 i 3.97 ppm), ukupnog kreatina
(vrhovi spektrana 2.9 3.8 ppm) , ukupnog glutamata i glutamina vrhovi spektra na 1.98, 2.42
I 3.68 ppm), laktata (vrhovi spektra na 1.28 i 4.27 ppm) i mioinozitola (vrhovi spektra na 3.0,
3.413.9 ppm) (Slika 9).
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Slika 9. MRS spektri metabolita koriSteni za relativnu kvantifikaciju koncentracije
metabolita u sjemeniku. A. Kolin; B. Kreatin; C. Glutamat; D. Laktat; E. Mio-inozitol. Signal
vode i TMS-a odstranjeni su iz spektra u programu jMRUI.
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4.6.3. Procesiranje spektara u JMRUI programu

U program jMRUI 7.0 ucitane su izvorne FID datoteke koje sadrze nativni odziv
(relaksaciju) snimljenog tkiva nakon pobude RF signalom u MR uredaju, bez ikakvih obrada
(FID = free induction decay). Matematickim transformacijama iz slobodnog odziva (FID)
moze se izracunati spektar snimljenog tkiva. Spektri su analizirani postupkom opisanim u
nastavku.

Prvo je lociran lokalni maksimum TMS-a u spektru te je postavljen kao referentna
tocka, odnosno 0 ppm. Nakon toga su uklonjeni vrhovi vode i TMS-a koriste¢i SVD filter kako
ne bi ometali kvantifikaciju metabolita. Spektar uzorka sjemenika je nakon toga obraden
QUEST algoritmom za kvantifikaciju metabolita koji se temelji na tezinskom uklapanju
prethodno izmjerenih signala metabolita u spektar koji se analizira (121). Spektri referentnog
seta metabolita ucitani su jedan po jedan te je podeSeno rukovanje pozadinskim signalom koji
potjece od makromolekula i lipida u uzorku. Naredbom 'truncate’ uklonjene su prve dvije tocke
signala, ¢ime je izoliran spektar metabolita iz ukupnog signala, a naredbom 'sub’ je preostali
pozadinski signal oduzet od ukupnog signala metabolita. Rezultat je relativna amplituda
signala svakog metabolita u odnosu na signal istog metabolita iz referentnog seta iz cega se

moze izracunati koli¢ina odredenog metabolita u uzorku.

4.6.4. Uklanjanje signala glicerola iz krioprezerviranih uzoraka

Buduci da se medij za zamrzavanje koji je koristen bazira na glicerolu, signal glicerola
je bio izrazen u krioprezerviranim uzorcima te su se vrhovi njegovog spektra preklapali s
vrhovima spektara metabolita od interesa. Kako bi se mogle to¢no odrediti njihove
koncentracije, u postupak analize ubacen je dodatni korak. Prvo je od spektra krioprezerviranih
uzoraka oduzet spektar glicerola, a potom su koncentracije metabolita odredene iz rezidualnog

spektra prethodno opisanim postupkom.

4.6.5. Odredivanje volumena uzorka sjemenika

Kako bi se odredila koncentracija metabolita u uzorku sjemenika bilo je potrebno
odrediti njegov volumen. Volumen je odreden mnozenjem povrSina ROIl-eva s razmakom

izmedu rezova. PovrSina ROIl-eva je dobivena na dva nacina, postavljanjem praga intenziteta
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signala na slikama dobivenim direktno iz programa Paravision te odredivanjem udjela tkiva u
vokselu preko bieksponencijalne funkcije. Nekoliko uzoraka je takoder izvagano kako bi se
preko mase i poznate gustoce tkiva sjemenika mogao odrediti volumen te tako provjeriti

to¢nost ove metode.

4.7. HistoloSko procesiranje tkiva

Nakon snimanja magnetskom rezonancijom uzorci sjemenika su histoloski obradeni
kako bi se mogla odrediti prisutnost spermija. Uzorci su fiksirani u 10 %-tnom formalinu
(Formalin FC10, BioGnost, Hrvatska) tijekom 24 sata. Uzorci su potom ispirani od formalina
vodovodnom vodom tijekom 24 sata te dehidrirani u etanolu rastucih koncentracija (50 %, 70
%, 96 % 1100 %, svaka koncentracija dva puta po 30 minuta). Biopticki komadiéi sjemenika
su zatim prebaceni u mjeSavinu ksilola i etanola u omjeru 50:50 te zatim u ksilol (Bioclear BC,
BioGnost, Hrvatska) dva puta po 30 minuta. Nakon toga su uzorci prozeti teku¢im parafinom
(8002-74-2, Kemika, Zagreb, Hrvatska) zagrijanim na 60 °C, svaki cetiri puta po 1 sat. Slijedilo
je hladenje na sobnoj temperaturi u kalupima iz kojih su potom izvadeni parafinski blokovi.

Blokovi su ohladeni na 4 °C te rezani na ru¢cnom rotacijskom mikrotomu (Leica
Biosystems, RM2235, Svicarska) koji koristi niskoprofilne jednokratne britvice (Leica
Biosystems 819,, Svicarska). Blokovi su rezani na rezove debljine 4 um te stavljeni na
pozitivno nabijena, silanizirana stakla (VitroGnost Plus Ultra adhesive slide, 103001A72,
BioGnost, Hrvatska). Stakla su suSena 24 sata na ploci zagrijanoj na 37 -C.

4.8. Kilasic¢no histolosko bojenje hemalaun-eozinom

Tkivo sjemenika je potom bojano klasi¢nim histoloskim bojenjem hemalaun-eozinom.
Hemalaun je bazi¢na boja koja daje plavoljubicasto obojenje kiselim dijelovima stanice kao
Sto su jezgre, dok je eozin kisela boja koja daje ruzi¢asto obojenje bazi¢nim dijelovima stanice
kao Sto su izvanstani¢ni matriks i citoplazma (122). Stakla s rezovima tkiva sjemenika debljine
4 um stavljena su jedan sat na 56 °C u termostat kako bi tkivo bolje prionulo uz staklo. Nakon
10 minuta hladenja stakla su deparafinizirana u ksilolu dva puta po 15 minuta, nakon ¢ega su

rehidrirana u padaju¢em nizu koncentracije etanola (100 %, 96 %, 80 % i 70 %, svaki po pet
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minuta) te potom prebacena u destiliranu vodu (dH20). Nakon toga su stakla stavljena u
otopinu hemalauna (HEMM-OT, BioGnost, Hrvatska) na 3 minute, isprana s dH20 te pod
mlazom vodovodne vode kroz 7 minuta. Vodovodna voda je alkalna te se koristi kako bi se
dobilo plavo obojenje. Stakla su potom uronjena u dH2O te inkubirana u otopini eozina
(EOYK-OT, BioGnost, Hrvatska) 2 minute. Uzorci su potom dehidrirani u otopinama rastuce
koncentracije alkohola (96 % i 100 %, 2 puta po 5 minuta) te je slijedilo bistrenje tkiva u
ksilolu, dva puta po 10 minuta. Uzorci su potom pokriveni sintetickim medijem za uklapanje
(Biomount DPX low, BML, BioGnost, Hrvatska) i pokrovnim stakalcem (VitroGnost cover
glass, 10212450C, BioGnost, Hrvatska).

4.9. Analiza obojenih stakala i bodovanje po Johnsenu

Za svaki uzorak odabrano je jedno staklo iz sredine uzorka te obojeno hemalaun-
eozinom. Od svakog uzorka ukljucenog u istrazivanje napravljena je mapa citavog reza 4x
objektivom na Olympus 1X3-ZDC2 fluorescentnom mikroskopu (Slika 10). Svaki sjemenski
kanali¢ na preparatu je analiziran i ocijenjen prema Johnsenovoj skali (Tablica 5). Za svaki
uzorak je izracunata srednja vrijednost Johnsenove ocjene (JS, engl. Johnsen score). Uzorci su

takoder grupirani u skupine prema dijagnozi. (Tablica 6).

Tablica 5. Histoloski kriteriji za ocjenjivanje prema Johnsenovoj skali
JS HISTOLOSKI KRITERIJ

=
o

Puna spermatogeneza

Hipospermatogeneza, mnogo zrelih spermatida

Manje od 5 spermija po tubulu, malo zrelih spermatida

Nema spermija, nema zrelih spermatida, mnogo nezrelih spermatida

Nema spermija, nema zrelih spermatida, malo nezrelih spermatida

Nema spermija ni spermatida, mnogo spermatocita

Nema spermija ni spermatida, malo spermatocita

Samo spermatogonije

Nema spolnih stanica, samo Sertolijeve stanice

| N W b~ O] OO N| 00 ©

Nema sjemenskog epitela
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Tablica 6. HistoloSke dijagnoze uzoraka

Dijagnoza Johnsen score tubula u uzorku
SCOS 1,2

MA 3,45,6,7,8

HYPO 9,10

MIXA-8 1,2,3,4,5,6,7,8

MIXA-10 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10

Slika 10. Uzorak sjemenika obojen hemalaun-eozinom skeniran pri povecanju 4x.
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4.10. Imunofluorescentno bojenje

Imunofluorescentno bojenje na protamin 1 (PRM1) u tkivu napravljeno je kako bi se
kvantificirala kolicina spermija i zrelih spermatida u tkivu (toc¢nije nego preko udjela tubula
koji sadrze zrele spermatide i spermije). Protamini su proteini koji se sintetiziraju u zrelim
spermatidama i kondenziraju DNK kako bi zastitili genetski materijal od genotoksicne
aktivnosti te kako bi se taj neoSteceni genetski materijal mogao dostaviti embriju (123,124).
Jedno staklo od svakog uzorka odvojeno je za imunofluorescentno bojenje (n=58). Na svakom
staklu su bila dva reza, na jedan je naneseno primarno protutijelo dok je drugi koristen kao
negativna kontrola. Stakla su prvo stavljena u termostat na 56 °C u trajanju od sat vremena
kako bi tkivo bolje prionulo uz staklo. Stakla su potom deparafinizirana u otopini ksilola te
nakon toga rehidrirana u silaznom nizu alkohola (100 %, 96 % i 70 % etanol). Nakon ispiranja
u dH20 stakla su prebacena u hidroksilmetil aminometan-etilendiamintetraoctenu kiselinu (pH
9, Tris-EDTA pufer) te kuhana u parnoj kupelji (VS400136, Tefal Vitacuisine, Ecully,
Francuska) sat vremena kako bi se demaskirali antigenski epitopi. Nakon kuhanja uzorci su se
hladili 30 minuta na sobnoj temperaturi te isprali u fosfatno-puferiranoj fizioloskoj otopini
(PBS) (engl. Phosphate-buffered saline) 5 minuta. Potom su se rezovi okruzili hidrofobnim
markerom kako bi se teku¢ina zadrzala na uzorku (PAP pen, ab2601, Abcam, Velika Britanija)
te je na njih nanesen 5 %-tni govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA,
albumin fraction 8076.3, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka; razrijeden u PBS-u) u kojem su
uzorci inkubirani 20 minuta. BSA se veze na nespecificne epitope proteina te tako blokira
nespecificno vezanje protutijela. Otopina BSA je uklonjena bez ispiranja te je naneseno
primarno protutijelo na protamin 1 (PRM1) (HPA055150, Atlas Antibodies, Sweden)
razrijedeno 1:500 u PBS-us 0.1 % Triton X-100i 1 % BSA. Stakla su ostavljena preko noci
na 4 °C u vlaznoj komori za imunohistokemiju. Kao negativna kontrola koristena je otopina
0.1 % Triton X-100 i1 % BSA bez primarnog protutijela koja je nanesena u isto vrijeme.

Iduci dan uzorci su ispirani na treskalici (IKA KS 260 basic, Staufen, Njemacka) 2 puta
po 10 minuta u PBS-u. Nakon toga je naneseno sekundarno protutijelo proizvedeno u kozi
specificno za zecji imunoglobulin, konjugirano s fluorescentnom bojom Alexa Fluor 647
(ab150083, Abcam, Velika Britanija). Sekundarno protutijelo je razrijedeno 1:200 u PBS-u.
Rezovi su ponovo isprani 3 puta po 10 minuta u PBS-u te tretirani s TrueBlack® otopinom za
smanjivanje autofluorescencije (Biotium, Fremont, CA, USA), razrijedenim 20x sa 70 %

etanolom. Potom je nanesena Hoechst otopina (1ng/mL u PBS-u), fluorescentna boja koja se
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veze na DNK i tako obiljezava jezgre stanica. Nakon suSenja 3 minute, stakla su pokrivena
pokrovnicom s pomoc¢u medija za uklapanje (Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) te se susila 24 sata na 4 °C prije slikanja.

4.11. Analiza ekspresije PRM-1

Obiljezeni rezovi tkiva sjemenika snimljeni su konfokalnim mikroskopom Olympus
FLUOVIEW FV3000 uz pripadajuc¢i FV31-SW Fluoview softver (Olympus). Za svaki uzorak
napravljena je virtualna mapa citavog reza sjemenika oznacenog s protutijelom na PRM1 te
pripadajuce negativne kontrole 10x objektivom (UplanSApo, NA 0.16, Olympus). Laserska
zraka valne duljine 405 nm, snage lasera 0,15 %, koristila se za vizualizaciju Hoechst bojenja,
dok se laserska zraka od 647 nm, snage lasera 1 %, upotrijebila za vizualizaciju bojenja s
protutijelom na PRM1 (Slika 11). Slike su ucitane u ImageJ (ImageJ1.53i software, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Kensington, SAD) te je na svakoj izmjerena vrijednost
raw integrated density (RawlIntDen), odnosno zbroj vrijednosti svih piksela iznad praga
intenziteta koji je postavljen na 400. Prag vrijednosti od 400 je odabran nakon Sto je preko
Moments algoritma za odredivanje praga intenziteta odreden prag za 2 uzorka pozitivna na
PRML1, ukupno 54 slika, te je izracunata srednja vrijednost. Vrijednost RawIntDen je onda
podijeljena s povrSinom reza tkiva te je tako dobivena gustoc¢a signala PRML.
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Slika 11. Prikaz tkiva sjemenika s pozitivnim signalom PRM1 oznacenim crvenom

bojom dok su jezgre stanica obojene Hoechst bojenjem oznacene plavom bojom.

4.12. Statisticka obrada podataka

4.12.1. Graphpad

Statisticka analiza provedena je s pomo¢u Graph Pad Prism (GraphPad Software, San

Diego, SAD) softvera. Za usporedbu dvije skupine koriSten je t-test, a za usporedbu 3 i vise
skupina koristen je jednosmjerni ANOVA test. Za analizu odnosa izmedu varijable PRM1LOG
i srednjeg JS te udjela tubula s JS>8 i JS>9 koriStena je analiza korelacije i jednostavna linearna
regresija. Za usporedbu koeficijenata korelacije koriStena je Fisherova transformacija. Za
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usporedbu udjela pacijenata s povisenim FSH i LH te povijesti kriptorhizma koristena je
Fisherova analiza kontingencijskih tablica. Za procjenu podudarnosti izmedu razlicitih nacina
odredivanja volumena uzoraka koristena je Bland Altmanova analiza. Prediktivnost nezavisnih
varijabli za gustocu signala PRM1 u tkivu je ocijenjena multivarijatnom linearnom regresijom.
Prediktivnost pojedina¢nih parametara za zavisne varijable ocijenjena je jednostavnom
logistickom regresijom, dok je prediktivnost viSe parametara ocjenjivana multivarijatnom
logistickom regresijom. AUC vrijednosti razli¢itih modela usporedene su koriste¢i Wilcoxon
test(125).

4.12.2. Umjetne neuronske mreze (ANN)

Originalni skup podataka sastojao se od podataka prikupljenih od 58 uzoraka. Nakon
histoloskog i IHC procesiranja dobivene su dvije skupine uzoraka kojima su dodijeljene oznake
Hhistologija®“ ili ,,PRM1". Svakom uzorku pridruzeno je 12 znacajki (mjerenja) od kojih se 9
mogu predstaviti realnom varijablom (T2, ADC, FA, MTR, kolin, kreatin, glutamat, laktat,
mio-inozitol), a 3 binarnom (FSH, LH, kriptorhizam) i dvije razlicite oznake: “Histologija” i
“PRML1”. Svaki uzorak imao je 12 znacajki i dvije razlicite oznake: “Histologija” i “PRM1”.
Za predvidanje svake od oznaka koriSteni su samo uzorci za koje je vrijednost oznake poznata.
Zbog toga je koristen skup podataka za oznaku “Histologija” imao 57, a za oznaku “PRM1”
56 uzoraka. Originalni skup podataka bio je podijeljen u skup za treniranje (60 %) i skup za
testiranje (40 %). Pri podjeli odrzan je isti omjer broja primjeraka iz pozitivne i negativne klase
kao u originalnom skupu podataka. 12 koristenih znac¢ajki moze se podijeliti na 3 binarne i 9
realnih varijabli. Nepoznate vrijednosti za binarne znacajke bile su upotpunjene s najées¢om
vrijednosti a za realne s prosjecnom vrijednosti navedene znacajke.

Koristen model bila je jednostavna umjetna neuronska mreza (engl. Artificial neural
network, ANN) koja se sastojala od 4 sloja - ulazni sloj od 12 neurona (odreden brojem ulaznih
znacajki), 2 skrivena sloja (7 1 3 neurona) i izlazni sloj od 1 neurona. Aktivacijska funkcija za
neurone u skrivenom sloju bila je ReLu funkcija koja uvodi svojstvo nelinearnosti u model
dubokog ucenja i rjeSava problem nestajanja gradijenata. Pocetna vrijednost stope ucenja (engl.
learning rate) postavljena je na 0.00001. Kriterij zaustavljanja u¢enja bio je obavljenih 10°

iteracija.
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5. REZULTATI

5.1. HistoloSka analiza uzoraka

HistoloSka analiza provedena na 57 uzoraka ukljucivala je odredivanje histoloske
dijagnoze, srednjeg JS te udjela tubula s JS 9-10 koji sadrzavaju spermije te JS 8-10 Koji
sadrzavaju i zrele spermatide i spermije.

U 18.97 % (n=11) uzoraka dijagnosticiran je SCOS, u 6.9 % (n=4) MA, a u 25.86 %
(n=15) HYPO. Ostalih 48.28 % uzoraka (n=28) je imalo mjeSovitu atrofiju sjemenskih
kanali¢a s obiljezjima viSe od jedne dijagnoze te su klasificirani u dvije skupine: MIXA-8
(27.59 %, n= 16) i MIXA-10 (20.69 %, n=12) ovisno o tome koji je bio najvisi JS tubula u
uzorku (Slika 12A).

Svim uzorcima odreden je srednji JS te su vrijednosti usporedene izmedu dijagnostickih
skupina (Slika 12B). Primjecuje se Siri raspon vrijednosti u skupinama mjeSovite atrofije Sto
ukazuje na histolosku varijabilnost uzoraka.

Izrac¢unat je i udio tubula s JS 9-10 koji sadrzavaju mnogo spermija te udio tubula s JS
8-10 u koji su uracunati i tubuli s JS 8 koji sadrzavaju manje od 5 spermija te malo zrelih
spermatida. Primijecena je velika varijacija u koli¢ini spermija u skupini MIXA-10 (Slika
12D), a u skupinama MA i MIXA-8 su identificirani uzorci koji sadrzavaju tubule s manjom

kolicinom spermija i kasnih spermatida (Slika 12C).
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Slika 12. Udio (A) i karakterizacija dijagnostickih skupina uzoraka (SCOS, MA,
HYPO, MIXA-8, MIXA-10) prema srednjem JS (B) te udjelu tubula s JS 8-10 (C) i JS 9-10
(D). Udio dijagnosti¢kih skupina uzoraka je prikazan tortnim grafikonom dok su vrijednosti

srednjeg JS te udjela tubula s JS 8-10 i JS 9-10 prikazane kao medijan i interkvartilni raspon.

Preporuka za TESE se daje na temelju udjela tubula sa spermijima i zrelim
spermatidama. U ovoj studiji primijenjeni su sljedeci kriteriji: ako je uzorak sadrzavao vise od
80 % tubula s JS 9-10 procijenjeno je da ima dobre izglede za uspjesSnu izolaciju spermija, a
ako je sadrzavao tubule s ocjenom JS 8, a manje od 80 % tubula s JS 9-10 procijenjeno je da
ima smanjene izglede za uspjesnu izolaciju spermija. Za uzorke koji nisu imali tubule s JS 8
procijenjeno je da nisu pogodni za TESE. Od 57 prikupljenih uzoraka za 35.09 % (n=20)
uzoraka procijenjeno je da imaju dobre izglede, za 33.33 % (n=19) uzoraka da imaju smanjene
izglede za uspjeSan TESE, a za 31.58 % (n=18) uzoraka da nisu prikladni za TESE. Primijecene
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su znacajne razlike izmedu srednjeg JS, udjela tubula s JS 8-10 i udjela tubula s JS 9-10 za sve

tri skupine (Slika 13).
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Slika 13. Udio (A) i karakterizacija skupina uzoraka odredenih na temelju histoloske

analize i procjene prikladnosti za ekstrakciju spermija (nije prikladan, smanjeni izgledi i dobri
izgledi) prema srednjem JS (B) te udjelu tubula s JS 8-10 (C) i JS 9-10 (D). Udio skupina
uzoraka je prikazan tortnim grafikonom dok su vrijednosti srednjeg JS te udjela tubula s JS 8-

10 i JS 9-10 prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu
skupinama, koriste¢i jednosmjerni ANOVA test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001;

(****) p<0,0001
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Buduc¢i da je klinicki najkorisnije predvidjeti ima li smisla raditi TESE ili ne, spojene
su skupine uzoraka za koje je procijenjeno da imaju dobre i one za koje je procijenjeno da
imaju smanjene izglede za uspjeSan TESE u varijablu H1 (64.91 %, n=37), dok su uzorci Koji
su procijenjeni neprikladnima za TESE opisani varijablom HO (35.09 %, n=20). Primijecene
su znacaje razlike u srednjem JS, udjelu tubula s JS 8-10 i udjelu tubula s JS 9-10 (Slika 14).
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Slika 14. Udio (A) i karakterizacija skupina uzoraka odredenih na temelju histoloske
analize i1 procjene prikladnosti za ekstrakciju spermija (HO, H1) prema srednjem JS (B) te
udjelu tubula s JS 8-10 (C) 1 JS 9-10 (D). Udio skupina uzoraka je prikazan tortnim grafikonom
dok su vrijednosti srednjeg JS te udjela tubula s JS 8-10 i JS 9-10 prikazane kao medijan i
interkvartilni raspon. Statisti¢ki znac¢ajne razlike medu skupinama, koriste¢i t-test: (*) p<0,05;
(**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001
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5.2. Imunofluorescentna analiza uzoraka

Svaki uzorak je bojan s PRM1 protutijelom kako bi se mogla kvantificirati koli¢ina
spermija i zrelih spermatida u uzorcima. Analiziran je intenzitet signala na cijelom uzorku
(Slika 15) te je podijeljen s povrSinom uzorka kako bi se dobila gusto¢a signala u uzorku.
Varijabla gusto¢e signala je logaritamski transformirana buduc¢i da ima veliki raspon
vrijednosti te pokazuje nelinearnost eksponencijalnog tipa, a kako bi se mogao analizirati
linearni odnos izmedu nje i srednjeg JS, udjela tubula s JS>9 i udjela tubula s JS>8.
Logaritamski transformirana PRM1 varijabla (PRM1LOG) je snazno pozitivno korelirana sa
srednjim JS (r=0.8562, p<0.0001). Jednostavna linearna regresija bila je statisticki znacajna
(R?=0.7331, F(1,53)=145.6, p<0.0001). Varijabla PRM1LOG je takoder snazno pozitivno
korelirana s udjelom tubula s JS >9 (r=0.8418, p<0.0001). Jednostavna linearna regresija bila
je statisticki znac¢ajna (R?=0.7086, F(1,53)=128.9, p<0.0001). Varijabla PRM1LOG je snazno
pozitivno korelirana i s udjelom tubula s JS>8 (r=0.8906, p<0.0001). Jednostavna linearna
regresija bila je statisticki znacajna (R?=0.7932, F(1,53)=203.2, p<0.0001). Fisherova
transformacija Pearsonovih koeficijenata korelacije je pokazala da je korelacija PRM1LOG
varijable s udjelom tubula s JS>8 statisti¢ki znac¢ajno veca od korelacije PRM1LOG varijable
s udjelom tubula s JS>9 (z=-1.986, p=0.024) Sto potvrduje ¢injenicu da gustoca PRM1 signala
prikazuje i zrele spermatide i spermije. Nije uoc¢ena znacajna razlika izmedu nagiba krivulja

linearne regresije (Slika 16).
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Slika 15. Prikaz imunofluorescentnog signala PRML1 te negativnih kontrola (NK) u
uzorcima sjemenika iz skupina HO i H1. Signal PRM1 prikazan je crvenom bojom te se moze
primijetiti u uzorku iz skupine H1 dok su plavom bojom oznacene jezgre stanica obojene

Hoechst bojenjem.
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Slika 16. Prikaz odnosa varijable PRM1LOG i srednjeg JS (A), udjela tubula s JS>8
(B) 1JS>9 (C). Varijabla PRM1LOG je snazno pozitivno korelirana sa srednjim JS (r=0.8562,
p<0.0001). Jednostavna linearna regresija bila je statisticki znacajna (R?=0.7331,
F(1,53)=145.6, p<0.0001). (A) Varijabla PRM1LOG je snazno pozitivno korelirana s udjelom
tubula s JS >9 (r=0.8418, p<0.0001). Jednostavna linearna regresija bila je statisticki znacajna
(R?=0.7086, F(1,53)=128.9, p<0.0001).(B) Varijabla PRM1LOG je snazno pozitivno
korelirana s udjelom tubula s JS>8 (r=0.8906, p<0.0001). Jednostavna linearna regresija bila
je statisticki znacajna (R?=0.7932, F(1,53)=203.2, p<0.0001). (C)
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Gustocéa signala PRM1 usporedena je izmedu dijagnostic¢kih skupina (slika 17A) te je
nadena statistic¢ki znacajna razlika izmedu skupine HYPO i svih ostalih skupina sto ukazuje na
oc¢ekivano visoku gusto¢u signala u toj skupini. Razlike izmedu ostalih skupina nisu bile
statisticki znacajne. Gustoca signala PRM1 usporedena je i za varijable HO i H1 te je utvrdena
statisticki znacajna razlika (slika 17B).
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Slika 17. Gustoca PRML1 signala u dijagnostickim skupinama uzoraka i skupinama HO
I H1. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znac¢ajne razlike
medu skupinama, koristeci jednosmjerni ANOVA test (A) i t-test (B): (*) p<0,05; (**) p<0,01,;
(***) p<0,001; (****) p<0,0001

Na temelju vizualne prisutnosti signala PRM1 u uzorcima odredene su skupine uzoraka
PO (42.86 %, n=24) i P1 (57.14 %, n=32) (Slika 18). S pomo¢u PRML1 signala bilo je moguce
kvantificirati koli¢inu spermija i zrelih spermatida, a ne samo odrediti udio tubula koji ih
sadrzavaju. Takoder je bilo moguce toc¢nije odrediti prisutnost spermija i zrelih spermatida.
Gustoca signala PRML1 i srednji JS su o¢ekivano znac¢ajno visi u skupini P1 nego u skupini PO
(Slika 18 A,B). Udio tubula s JS>8 i JS>9 su takoder znacajno visi u skupini P1 nego u skupini
PO (Slika 18 C,D).
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Slika 18. Udio i karakterizacija skupina uzoraka odredenih na temelju prisutnosti
signala PRM1 (PO, P1) prema gustoci signala PRM1 (A), srednjem JS (B) te udjelu tubula s JS
8-10 (C) 1JS 9-10 (D). Udio skupina uzoraka je prikazan tortnim grafikonom dok su vrijednosti
gustoce signala PRM1, srednjeg JS te udjela tubula s JS 8-10 i JS 9-10 prikazane kao medijan
I interkvartilni raspon. Statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama, koristeci t-test: (*) p<0,05;
(**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001

5.3. Dijagnosticka obrada pacijenata (FSH, LH, kriptorhizam)

Od podataka iz dijagnosti¢ke obrade pacijenata za izradu prediktivnog modela izabrani
su FSH, LH i povijest kriptorhizma. FSH i LH su koriSteni kao binarne varijable gdje je 0 bila
razina hormona unutar normalnog raspona, a 1 je bila poviSena razina hormona. Normalni
raspon FSH je bio 1.5-12.4 U/L, a normalni raspon LH 1.4-8.6 U/L. Povijest kriptorhizma je
takoder bila binarna varijabla gdje je 0 oznacavala da pacijent nema povijest kriptorhizma dok
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je 1 oznacavao da ima. Fisherova analiza kontingencijskih tablica pokazala je da je udio
pacijenata s poviSenim FSH bio znacajno veéi u skupini HO nego u skupini H1 te u skupini PO
nego u skupini P1. Razina LH je bila znac¢ajno visa u skupini HO nego u skupini H1 dok razlika
medu skupinama PO i P1 nije bila statisticki znac¢ajna. Udio pacijenata s povijescu kriptorhizma
nije bila statisticki znacajno razlic¢ita ni medu skupinama HO i H1 ni medu skupinama PO i P1
(Slika 19).

% %k %k HO

Udio poviSenog FSHili LH/
povijesti kriptorhizma

FSH LH Kriptorhizam

Slika 19. Razlike u udjelu poviSsenog FSH, i LH te povijesti kriptorhizma medu
pacijentima s uzorcima u skupini HO i H1 te PO i P1. Udio pacijenata s povisenim FSH i LH te
povijesti kriptorhizma prikazan je stupcastim grafikonom. Statisticki znacajne razlike medu
skupinama, koriste¢i Fisherovu analizu kontingencijskih tablica: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***)
p<0,001; (****) p<0,0001

5.4. MRI parametri

5.4.1. Vrijeme relaksacije T2

T2 relaksacijska krivulja je aproksimirana Brukerovim monoeksponencijalnim
modelom, te bieksponencijalnim modelom razvijenim za potrebe ovog istrazivanja, kako je

opisano u poglavlju 4.5.1. Monoeksponencijalni model opisuje T2 relaksaciju jednom

53



eksponencijalnom funkcijom dok bieksponencijalni model pokuSava odvojiti relaksacijsku
krivulju vode od relaksacijske krivulje tkiva. Primijecena je znacajna razlika izmedu T2

uzoraka odredenog na dva spomenuta nacina (Slika 20).
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Slika 20. Usporedba T2 wvrijednosti tkiva odredene Brukerovim

monoeksponencijalnim modelom te bieksponencijalnim modelom konstruiranim u Matlabu.
Vrijednosti T2 prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike
medu skupinama, koristeci t test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001

T2 je usporeden i izmedu skupina HO i H1 te PO i P1 te je za obje verzije T2 utvrdena
statisticki znacajna razlika (Slika 21). Za konstrukciju prediktivnog modela odabrana je T2
vrijednost tkiva dobivena vlastitim bieksponencijalnim modelom kako bi se smanjio utjecaj
vode na T2. Budué¢i da su za konstrukciju modela koristeni ex vivo uzorci sjemenika koji su
rahliji nego tkivo unutar samog sjemenika te su snimani u fizioloskoj otopini, potreba za
smanjenjem utjecaja vode na vrijednost T2 je bila joS ve¢a kako bi model mogao biti Sto blize

klinicki primjenjivom.
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Slika 21. Razlike vrijednosti T2 tkiva izmedu skupina HO i H1 te PO i P1. Vrijednosti
T2 prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu
skupinama, koristeci t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

Na monoeksponencijalnim T2 mapama uzoraka dobivenim u programu Paravision su
odredeni ROI-evi koji su sadrzavali cijeli uzorak. S pomocu bieksponencijalnog modeliranja
izracunat je i postotak tkiva u svakom vokselu te su odredeni i ROI-evi koji su sadrzavali samo
voksele koji sadrzavaju barem 50 % tkiva (Slika 22). Omjer volumena tkiva s udjelom slobodne
tekucine ispod 50 % (V50) i ukupnog volumena tkivnog uzorka (\VV100) usporeden je izmedu
skupina uzoraka. Uoceno je da statisticki znacajno veci udio uzorka sadrzava vise od 50 %
tkiva po vokselu u skupinama H1 nego HO te u skupinama P1 nego PO (Slika 23). Drugim
rije¢ima, uzorci s loSijom histoloskom slikom koji ne sadrzavaju spermije su rahliji, te

sadrzavaju vise vode Sto moze utjecati na vrijednosti mjerenih parametara.
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Slika 22. T2 mapa uzorka sjemenika s oznacenim ROI-em koji sadrZava voksele s
viSe od 50 % tkiva (A) te ROI-em koji sadrZava sve voksele koji sadrzavaju tkivo (B).
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Slika 23. Udio volumena koji sadrZi viSe of 50 % tkiva u ukupnom volumenu uzorka
za skupine HO i H1 te PO i P1. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon.
Statisticki znacajne razlike medu skupinama, koristeci t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***)
p<0,001; (****) p<0,0001.
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5.4.2. Prividni koeficijent difuzije (ADC)

Difuzijsko snimanje (DWI) koristi difuziju molekula vode za generiranje kontrasta,
buduc¢i da ista moze biti smanjena u tkivima s vecom gusto¢om stanica. Taj efekt se kvantificira
racunanjem prividnog difuzijskog koeficijenta (ADC) koji je u takvim tkivima nizi. ADC je
odreden i na ROI-evima koji obuhvacaju cijeli uzorak i na ROI-evima koji sadrzavaju samo
voksele s vise od 50 % tkiva (ADC50) te su te vrijednosti usporeden kao i vrijednosti u
skupinama HO i H1 te PO i P1. Vrijednost ADC-a je bila zna¢ajno vec¢a u skupini HO nego u
skupini H1 te u skupini PO nego u skupini P1 Sto ukazuje na vecu razinu difuzije u skupinama
s losijom histoloskom slikom, odnosno nedostatkom spermija i zrelih spermatida. Vrijednosti
ADC-a koje su odredene na cijeloj povrsini tkiva (ADC100) su znacajno vece nego vrijednosti
ADC50. Razlika u vrijednosti ADC-a medu skupinama HO i H1 te PO i P1 je manja za
vrijednosti ADC100 nego za vrijednosti ADC50 (Slika 24). To ukazuje na utjecaj vode u tkivu
na vrijednost ADC-a te na neproporcionalno povecanje ADC-a izmedu skupina uzoraka buduci
da su uzorci bez spermija rahliji i sadrzavaju vise vode. Iz tih razloga u konstrukciji

prediktivnog modela koriStene su vrijednosti ADC50.
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Slika 24. Razlike vrijednosti ADC tkiva izmedu skupina HO i H1 te PO i P1. Vrijednosti
ADC prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu
skupinama, koriste¢i t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.
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5.4.3. Frakcionalna anizotropija (FA)

Snimanje difuzijskog tenzora (DTI) omogucuje izracun dodatnih parametara poput
frakcionalne anizotropije (FA) koja opisuje usmjerenost difuzije. FA je odreden i na ROI-
evima koji obuhvacaju cijeli uzorak (FA100) i na ROI-evima koji sadrzavaju samo voksele s
vise od 50 % tkiva (FA50) te su te vrijednosti usporedene kao i vrijednosti u skupinama HO i
H1 te PO i P1. Vrijednost FA je bila znacajno veca u skupini H1 nego u skupini HO te u skupini
P1 nego u skupini PO Sto ukazuje na ve¢u usmjerenost difuzije u tkivu koje sadrzi viSe stanica.
Vrijednosti FA100 nisu bile znac¢ajno vecée od vrijednosti FAS0. Nije primijeceno povecanje
razlike u vrijednosti FA izmedu skupina HO i H1 te izmedu PO i P1 kad se usporeduju
vrijednosti FA100 i FA50 (Slika 25). Za razliku od ADC-a, rahlost tkiva i koli¢ina vode u tkivu
nemaju znacajan utjecaj na izmjerene vrijednosti FA u tkivu. U konstrukciji prediktivnog

modela svejedno je koriStena vrijednost FA50 radi ujednacenosti ulaznih podataka.
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Slika 25. Razlike vrijednosti FA tkiva izmedu skupina HO i H1 te PO i P1. Vrijednosti
FA prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu
skupinama, koristeci t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

5.4.4. Omijer prijenosa magnetizacije (MTR)

Omijer prijenosa magnetizacije (MTR) odrazava gustocu makromolekula u tkivu, a
odreden je na ROIl-evima koji obuhvacaju cijeli uzorak (MTR100) i na ROI-evima Koji
sadrzavaju samo voksele s viSe od 50 % tkiva (MTR50) te su te vrijednosti usporedene kao i
vrijednosti u skupinama HO i H1 te PO i P1. Nije primije¢ena razlika u vrijednosti MTR izmedu
skupina HO i H1 te skupina PO i P1. Vrijednosti MTR100 su bile zna¢ajno manje od vrijednosti
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MTR50 zbog veceg udjela vode, odnosno manjeg udjela tkiva koje sadrzi makromolekule u
uzorku. Nije primije¢eno povecanje razlike u vrijednosti MTR izmedu skupina HO i H1 te PO
I P1 kad se vrijednosti MTR100 i MTR50 (Slika 26). Rahlost tkiva i koli¢ina vode u tkivu
Imaju znacajan utjecaj na izmjerene vrijednosti MTR u tkivu, no nije primije¢eno povecanje
razlike u vrijednosti MTR medu skupinama HO i H1 te PO i P1 kad se usporede vrijednosti
MTR100 i MTR50. U konstrukciji prediktivnog modela je koriStena vrijednost MTR50 radi
uskladenosti s drugim varijablama koje su pokazale izrazenije promjene u mjerenim

rezultatima pri ogranic¢avanju ROI-a.
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Slika 26. Razlike vrijednosti MTR tkiva izmedu skupina HO i H1 te PO i P1. Vrijednosti
MTR prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu
skupinama, koristeci t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

5.5. Parametri spektra MRS signala

Dva osnovna problema kvantifikacije spektara i numericke usporedbe rezultata su
infiltracija vode u snimani uzorak, Sto utjece na to¢nost izmjerenog volumena, te nejednako
potiskivanje dominantnog signala vode, Sto utje¢e na prividno pomicanje ¢itavog mjerenog
spektra duz frekvencijske osi. Problemu infiltracije vode u uzorak pristupljeno je
bieksponencijalnom rekonstrukcijom T2 mape i to¢nijim odredivanjem volumena uzoraka, a
problemu nejednakog potiskivanja signala vode izradom kapilare s kalibriranim teretom TMS-
a. Za optimalnu separaciju komponenata u izmjerenim MR spektrima snimljeni su spektri

metabolita od interesa uz TMS kao referencu.
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5.5.1. Volumen uzoraka

Kako bi se mogla izrac¢unati koncentracija metabolita u uzorcima bilo je potrebno
odrediti volumen uzoraka. VVolumen je odreden na T2 mapama uzoraka preko skripte u Matlabu
na dva nacina, analogno odredivanju T2, zbrajanjem volumena svih presjeka. PovrSina ROI-
eva je dobivena na dva nacina, postavljanjem praga intenziteta signala na slikama dobivenim
direktno iz programa Paravision te odredivanjem udjela tkiva u vokselu preko
bieksponencijalne funkcije. Uoceno je da su volumeni uzoraka odredena na dva spomenuta
nacina znacajno razliciti (Slika 27 A). Uocena je i znac¢ajna razlika izmedu volumena uzoraka
u skupinama HO i H1 te PO i P1 za obje metode odredivanja volumena (Slika 27 B,C).
Volumeni uzoraka s boljom histoloSkom slikom i koji sadrzavaju spermije su zna¢ajno veci od
onih s loSijom histoloSkom slikom koji ne sadrzavaju spermije Sto je u skladu s podatkom da
je ve¢i volumen sjemenika povezan s uspjeShom ekstrakcijom spermija, a veéi volumen

sjemenika ujedno omogucava kirurgu da uzme veéi uzorak tkiva.
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Slika 27. Usporedba volumena uzoraka odredenih Brukerovim monoeksponencijalnim
modelom i bieksponencijalnim modelom konstruiranim u Matlabu (A) te usporedba izmedu
skupina HO i H1 (B) te PO i P1 (C). Vrijednosti volumena prikazane su kao medijan i
interkvartilni raspon. Statisti¢ki znac¢ajne razlike medu skupinama, koriste¢i t-test: (*) p<0,05;
(**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

Za nekoliko uzoraka je odredena masa vaganjem te je odreden volumen preko poznate
gustoée tkiva sjemenika koja iznosi 1.082 g/cm? (126). Usporedujuéi tako dobiven volumen
uzorka s volumenom dobivenim ovim dvjema metodama ocijenjena je to¢nost svake metode
Bland-Altmanovim testom. Srednja razlika za volumen odreden direktno iz slike Brukerovog

programa Paravision je bila 36.17 % + 22.86 %, a za volumen odreden bieksponencijalnim
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modelom -9.549 % + 14.83 % (Slika 28). Volumen dobiven bieksponencijalnim modelom je
bio najto¢niji u odredivanju volumena te je koriSten u odredivanju koncentracije metabolita u
tkivu. Odredivanje referentnog volumena tkiva je limitirano preciznoS¢u vaganja te cinjenicom

da bi koli¢ina spermija i zrelih spermatida u tkivu mogla utjecati na gustocu tkiva.
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Slika 28. Ocjena tocnosti odredivanja volumena Brukerovim monoeksponencijalnim
modelom (A) te bieksponencijalnim modelom konstruiranim u Matlabu (B). Vrijednosti su
prikazane Bland-Altmanovim dijagramom. Srednje odstupanje za volumen odreden direktno
iz slike Brukerovog programa Paravision je bila 36.17 % + 22.86 %, a za volumen odreden

bieksponencijalnim modelom -9.549 % * 14.83 %

5.5.2. Koncentracije metabolita

Koncentracije metabolita odredene na uzorcima s dijagnozom hipospermatogeneze
usporedene su koncentracijama metabolita odredenim na ekvivalentnim uzorcima u studiji
Aaronson i sur., 2010 (114) kako bi se procijenilo koliko su uskladeni. Koncentracije kolina,
kreatina, glutamata i laktata su bile znac¢ajno vise u ovoj studiji u usporedbi sa studijom
Aaronsona i suradnika, dok koncentracija mio-inozitola nije bila znacajno razlicita.
Koncentracije metabolita izmedu studija su usporedive, a razlike bi mogle biti uzrokovane

razli¢itom metodologijom studija (Slika 29).
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Slika 29. Usporedba koncentracija metabolita odredenih na uzorcima s dijagnozom
hipospermatogeneze u ovoj studiji s koncentracijama odredenim u studiji Aaronson i sur.,
2010. Prosjecne koncentracije kolina (Cho), kreatina (Cr), glutamata (Glu), laktata (Lac) te
mio-inozitola (Myo) te pripadajuce standardne devijacije su prikazane stupcastim grafikonom.
Statisticki znacajne razlike medu skupinama, koriste¢i t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***)
p<0,001; (****) p<0,0001.

Koncentracije kolina (Cho), kreatina (Cr), glutamata (Glu), laktata (Lac) te mio-
inozitola (Myo) su odredene te usporedene izmedu skupina HO i H1 te PO i P1. Nije uocena
znacajna razlika u koncentraciji niti jednog metabolita izmedu skupina HO i H1. Koncentracija
kolina i laktata su bile znac¢ajno veée u skupini P1 nego PO dok za koncentracije ostalih
metabolita nije primijecena znacajna razlika (Slika 30).
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Slika 30. Razlike u koncentracijama metabolita izmedu skupina HO i H1 te PO i P1.

Vrijednosti koncentracija kolina (Cho), kreatina (Cr), glutamata (Glu), laktata (Lac) i mio-

inozitola (Myo) prikazane su kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike
medu skupinama, koristec¢i t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.
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5.6. Utjecaj krioprezervacije na MRI i MRS parametre

Dio uzoraka (n=30) je podijeljen popola te je jedna polovica snimana svjeza dok je
druga polovica podvrgnuta programiranom zamrzavanju te snimana nakon odmrzavanja tkiva.
Parametri dobiveni snimanjem magnetskom rezonancijom, ukljucujuéi i koncentracije
metabolita usporedene su izmedu svjezih 1 Kkrioprezerviranih uzoraka te unutar
krioprezerviranih uzoraka izmedu skupina HO i H1 te PO i P1. Usporedeno je srednje vrijeme
relaksacije T2 odredeno bieksponencijalnim modelom te parametri ADC, FA i MTR odredeni
na ROI-evima koji sadrzavaju samo voksele s viSe od 50 % tkiva. Nije primijecena znacajna
razlika izmedu T2 svjezih i T2 krioprezerviranih uzoraka, dok je ADC bio znacajno visi kod
svjezin nego kod krioprezerviranih uzoraka Sto ukazuje na nizu razinu difuzije u
krioprezerviranim uzorcima. FA je bio znacajno viSi u svjezim uzorcima nego u
krioprezerviranim Sto ukazuje na ve¢éu usmjerenost u svjezim uzorcima i potencijalno manju
ocuvanost grade tkiva u krioprezerviranim uzorcima. MTR je bio znacajno visi u
krioprezerviranim uzorcima (Slika 31). Nije primije¢ena znacajna razlika u volumenu niti
rahlosti izmedu polovice uzorka koja je snimana svjeza i polovice koja je krioprezervirana
(Slika 32).
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Slika 31. Utjecaj krioprezervacije na vrijednosti T2, ADC, FA i MTR. Vrijednosti
T2(A), ADC (B), FA (C) i MTR (D) su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki
znacajne razlike medu skupinama, koriste¢i t-test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001,;
(****) p<0,0001.
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Slika 32. Razlika u volumenu i udjelu uzorka koji sadrzi vise of 50 % tkiva u ukupnom
volumenu uzorka izmedu svjezih i krioprezerviranih (KP) uzoraka. Vrijednosti su prikazane
kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu skupinama, koristeci t-
test: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

65



Za razliku od svjezih uzoraka, kod krioprezerviranih nije primijecena statisticki
znacajna razlika u iznosu T2 izmedu HO i H1 te PO i P1. ADC je u krioprezerviranih uzoraka
bio znacajno visi u skupini HO nego H1 se podudara s mjerenjima izvedenima na svjezim
uzorcima. Nije primijec¢ena razlika izmedu PO i P1 skupine krioprezerviranih uzoraka dok je u
svjezim uzorcima ADC bio znac¢ajno visi u skupini PO. FA je bio znac¢ajno visi u skupini H1
nego HO i skupini P1 nego PO Sto je u skladu s rezultatima na svjezim uzorcima. Nije
primijecena razlika u vrijednosti MTR-a krioprezerviranih uzoraka izmedu skupina HO i H1 te

PO i P1 Sto je takoder u skladu s rezultatima kod svjezih uzoraka (Slika 33).
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Slika 33. Usporedba T2, ADC, FA i MTR krioprezerviranih uzoraka izmedu HO i H1
te PO i P1 skupina. Vrijednosti T2 (A), ADC (B), FA (C) te MTR (D) su prikazane kao medijan
I interkvartilni raspon. Statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama, koristeci t-test: (*) p<0,05;
(**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.
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Pri usporedbi koncentracije metabolita izmedu krioprezerviranih i svjezih uzoraka nije
uocena razlika u koncentraciji kolina. Koncentracija kreatina bila je znacajno visa u
krioprezerviranim uzorcima, dok su koncentracije glutamata, laktata i mio-inozitola bile
znacajno nize kod krioprezerviranih nego kod svjezih uzoraka. Nije uocena znacajna razlika u
koncentraciji niti jednog metabolita izmedu skupina HO i H1 te PO i P1 (Slika 34). Za
usporedbu, kod svjezih uzoraka uocena je visa koncentracija kolina i laktata u skupini P1 nego

PO, kako je izlozeno u poglavlju 5.5.2.
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Slika 34. Utjecaj krioprezervacije na koncentracije metabolita te razlika u
koncentracijama metabolita izmedu HO i H1 te PO i P1 skupina. Vrijednosti su prikazane kao
medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu skupinama, koriste¢i t-test:
(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.
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5.7. Prediktivnhi modeli

Cilj ovog istrazivanja bio je razvoj prediktivnog modela za prisutnost spermija u tkivu
sjemenika na temelju prikupljenih parametara te ocjena njegove prediktivnosti. Prediktivnost
se ocjenjivala usporedbom vrijednosti AUC te pozitivnih (PPV) i negativnih prediktivnih
vrijednosti (NPV). AUC > 0.7 se smatra prihvatljivim (127). Buduci da je potencijalna klinicka
primjena ovog prediktivnog modela u identifikaciji vjerojatno negativnih ishoda biopsije
sjemenika, NPV modela je prioritet.

Ispitana je prediktivnost mjerenih parametara za varijablu H (kategorizacija po
histoloSkoj prisutnosti spermija i zrelih spermatida u uzorcima) i varijablu P (kategorizacija po
prisutnosti signala PRM1 u uzorcima). Prvo je ispitana korisnost pojedinacnih nezavisnih
varijabli za gore navedene zavisne varijable, a potom su konstruirani prediktivni modeli
koriste¢i multivarijatnu regresiju, a osim Kklasi¢nih prediktivnin modela, ispitana je i
primjenjivost prediktivnog modela zasnovanog na strojnom ucenju. Specifi¢nost ovog
istrazivanja je primjena ex vivo snimanja na pretklinickom MRI sustavu jakosti polja 7T. No,
u redovnoj Klinickoj primjeni susrecu se uredaji do 2T, rjede 3T. Zbog toga, kao i zbog
vremenskih ogranicenja, neke varijable nije moguce prikupiti ili nisu dovoljno pouzdane. U tu
svrhu ispitana je primjenjivost prediktivnin modela koji koriste reducirani skup ulaznih

podataka. Tri reducirana modela su konstruirana i usporedena:

5.7.1. Procjena korisnosti nezavisnih varijabli u prediktivnom modelu

Prediktivnost svakog parametra analizirana je jednostavnom logistickom regresijom.
Za svaku varijablu odredeni su povrsina ispod ROC krivulje (AUC) te pozitivna i negativna
prediktivna vrijednost. Vrijednosti AUC, PPV i NPV nezavisnih varijabli navedene su u
Tablici 7 i1 Tablici 8. ROC krivulje i dijagrami predvidenih i opserviranih vrijednosti prikazani

su u slikama 35-44.
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Tablica 7. Vrijednosti AUC s pridruzenim 95 % intervalom pouzdanosti (95 % CI) i p
vrijednosti te PPV i NPV za nezavisne varijable u predikciji varijable H

Nezavisna AUC 95 % CI p PPV NPV
varijabla
FSH 0.7167  [[0.5745,0.8589] [0.0065 [75.76 % 68.18 %
LH 0.6422 [0.4828, 0.8017] 10.0835 {75.00 %, 56.25 %
Kriptorhizam 0.5574 [0.3968, 0.7181] 10.4773 64.91 % -
T2 0.7649 [0.6311,0.8987] 10.001 ([76.74 % 71.43 %
ADC 0.7662 [0.6429,0.8896] [0.001 [74.42 % 64.29 %
FA 0.6973 [0.5527,0.8419] 10.0146 [69.57 % 54.55 %
MTR 0.5176  [[0.3565, 0.6786] 0.8279 [64.91 % -
Kolin 0.6513 [0.4892,0.8134] [0.1024 [0.6513 % -
Kreatin 0.5546 [0.3617,0.7476] 10.5554 [70.83 % -
Glutamat 0.6324  [0.4566, 0.8081] [0.153 [70.83 % -
Laktat 0.5987 [0.4251, 0.7724] 10.2864 [70.83 % -
Mio-inozitol 0.6008  [0.4194,0.7823] [0.2763 [70.83 % -

Tablica 8. Vrijednosti AUC s pridruzenim 95 % intervalom pouzdanosti (95 % CI) i p
vrijednosti te PPV i NPV za nezavisne varijable u predikciji varijable P

Nezavisna AUC 95 % ClI p PPV NPV

varijabla
FSH 0.7603  [0.6213,0.8993] [0.0015 [85.29 % 63.64 %
LH 0.6236 [0.47,0.7773] 0.1205 [66.67 % 62.5 %
Kriptorhizam 0.5625 [0.4079,0.7171] |0.4268 [60.87 % 60.00 %
T2 0.7227 [0.582, 0.8633] 0.0046 ([72.22 % 70.00 %
ADC 0.75 [0.6232,0.8768] [0.0015 [66.67 % 64.71 %
FA 0.7292  [[0.5875, 0.8708] |0.0036 [69.57 % 54.55 %
MTR 0.5443 [0.3891, 0.6994] [0.5735 [57.14 % -
Kolin 0.7932  [0.6675,0.9188] |0.0009 [75.00 % 56.25 %
Kreatin 0.6603  [0.5003, 0.8204] |0.0685 [67.44 % 60.00 %
Glutamat 0.6546  [[0.4863, 0.823] 0.0789 |64.58 % -
Laktat 0.6793  [0.5282,0.8304] |0.0416 [68.42 % 50.00 %
Mio-inozitol 0.6736  [0.5078, 0.8395] |0.0486 [64.58 % -
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Slika 35. Prediktivnost podataka iz dijagnosticke obrade pacijenata ocijenjena je

jednostavnom

logistickom

regresijom

prikazana ROC krivuljama Kkoje

ilustriraju

prediktivnost FSH (A,B), LH (C,D) i povijesti kriptorhizma (E,F) za varijable H i P.
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Slika 36. Ocjena prediktivnosti varijable T2 jednostavnom logistickom regresijom
prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti koje
ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 37. Ocjena prediktivnosti varijable ADC jednostavnom logistickom regresijom
prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti koje
ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 38. Ocjena prediktivnosti varijable FA jednostavnom logistickom regresijom
prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti koje
ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 39. Ocjena prediktivnosti varijable MTR jednostavnom logistickom regresijom
prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti koje
ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 40. Ocjena prediktivnosti koncentracije kolina jednostavnom logistickom
regresijom prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti

koje ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 41. Ocjena prediktivnosti koncentracije kreatina jednostavnom logistickom
regresijom prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti
koje ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D)
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Slika 42. Ocjena prediktivnosti koncentracije glutamata jednostavnom logistickom
regresijom prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti

koje ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 43. Ocjena prediktivnosti koncentracije laktata jednostavnom logistickom
regresijom prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti
koje ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).
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Slika 44. Ocjena prediktivnosti koncentracije mio-inozitola jednostavnom logistickom
regresijom prikazana ROC krivuljama te dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti
koje ilustriraju prediktivnost za varijable H (A,B) i P (C,D).

Kako Dbi se procijenila korisnost nezavisnih varijabli u prediktivnim modelima
usporedila se vrijednost AUC te pozitivnih (PPV) i negativnih prediktivnih vrijednosti (NPV)
modela konstruiranih jednostavnom logistickom regresijom. U predikciji varijable H vrijednost
AUC > 0.7 imali su ADC, T2, FSH i FA (Slika 45). Od varijabli s AUC<0.7 jedino LH je
imao negativnu prediktivnu vrijednost (Slika 46). AUC > 0.7 u predikciji varijable P imali su
kolin, FSH, ADC, FA i T2 (Slika 47). Od varijabli s AUC<O0.7 negativnu prediktivnu vrijednost
imali su LH, kriptorhizam, kreatin i laktat (Slika 48).
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Slika 45. Vrijednosti AUC za predikciju varijable H dobivene jednostavnom

logistickom regresijom pojedinac¢nih varijabli prikazane stup¢astim grafikonom.
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Slika 46. Pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti pojedinacnih varijabli u
predikciju varijable H dobivene jednostavnom logistickom regresijom prikazane stupcastim

grafikonom.
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Slika 47. Vrijednosti AUC za predikciju varijable P dobivene jednostavnom

logistickom regresijom pojedinac¢nih varijabli prikazane stup¢astim grafikonom.
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Slika 48. Vrijednosti pozitivne i negativne prediktivne vrijednosti pojedinac¢nih
varijabli u predikciju varijable H jednostavnom logistickom regresijom prikazane stupc¢astim

grafikonom.
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5.7.2. Analiza odnosa nezavisnih varijabli s kolicinom spermija i zrelih spermatida
(PRM1LOG)

Kako bi se ispitao odnos nezavisnih varijabli s kolicinom spermija i zrelih spermatida
u uzorcima analizirana je njihova korelacija s varijablom PRM1LOG. Uocena je umjerena
korelacija izmedu varijable PRM1LOG i FSH (r=-0.516, p<0.0001) te koncentracije kolina u
tkivu (r=0.56, p<0.0001). Uocena je i slaba korelacija varijable PRM1LOG s LH (r=-0.31,
p=0.023), ADC (r=-0.4, p=0.003), T2 (r=-0.36, p=0.006) te koncentracijom laktata (r=0.32,
p=0.025) i mio-inozitola u tkivu (r=0.35, p=0.014) (Slika 49).

IPRM1 LOG

e  1.00 1.0
FSH -0.52
LH -0.31
Kriptorhizam -0.20 -1 0.5
FA 50% 0.19
ADC 50% (mm2/s) _0.40
MTR50%| -0.04 L 1o
Biexp T2 (ms) -0.36
Choline| 0.6
Creatine 0.17 L | o5
Glutamate 0.23
Lactate 0.32
Myo-Inositol 0.35 T

Slika 49. Korelacija varijable PRM1LOG s nezavisnim varijablama prediktivnog
modela (FSH, LH, Kriptorhizam, FA, ADC, MTR, T2, Kolin, Kreatina, Glutamat, Laktat i
Mio-inozitol). Vrijednosti Pearson r koeficijenta su prikazane u obliku toplinske karte.
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Jednostavna linearna regresija s kolinom kao nezavisnom varijablom bila je statisticki

znacajna (R?=0.3172, F(1,46)=21.37, p<0.0001) $to ukazuje na povezanost koncentracije

kolina s kolicinom spermija i zrelih spermatida u tkivu (Slika 50).
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Koncentracija kolina (mmol/kg)
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PRM1LOG

Slika 50. Prikaz odnosa varijable PRM1LOG s koncentracijom kolina u tkivu

sjemenika. Jednostavna linearna regresija bila je statisticki znacajna (R?=0.3172,
F(1,46)=21.37, p<0.0001).

Multivarijatna linearna regresija koja je ispitivala linearnu povezanost svih 12

nezavisnih varijabli s varijablom PRMI1LOG bila je statisticki znacajna (R?=0.5230,

F(12,34)=3.107, p=0.046) Sto ukazuje na znacajnu povezanost nezavisnih varijabli s koli¢inom

spermija u tkivu (Tablica 9, Slika 51).

Tablica 9. Prikaz rezultata multivarijatne linearne regresije u predvidanju varijable PRM1LOG

Varijable Koeficijent SE 95 % ClI t p

)
Odsjecak 9.255 3.333 [2.481,16.03] 2.777 0.0089
FSH -0.9587 0.4878 [-1.950, 0.03254] 1.966 0.0576
LH 0.6838 0.4963 [-0.3249, 1.692] 1.378 0.1773
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Kriptorhizam | 0.4885 0.3689 [-0.2613, 1.238] 1.324 0.1943
FA -2.768 3.523 [-9.928, 4.391] 0.7858 0.4374
ADC -2259 1846 [-6010, 1491] 1.224 0.2293
MTR -10.42 6.023 [-22.66, 1.821] 1.73 0.0927
T2 0.01122 0.02978 [-0.04930, 0.07175] 0.3769 0.7086
Kolin 0.2632 0.07468 [0.1114, 0.4149] 3.524 0.0012
Kreatin -0.1705 0.09241 [-0.3583, 0.01727] 1.845 0.0737
Glutamat -0.0676 0.05028 [-0.1698, 0.03457] 1.345 0.1876
Laktat 0.01677 0.02299 [-0.02995, 0.06350] 0.7295 0.4707
Mio-inozitol -0.04094 0.04018 [-0.1226, 0.04072] 1.019 0.3155
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Slika 51. Prikaz stvarnih i

predvidenih vrijednosti

PRM1LOG dobivenih
multivarijatnom linearnom regresijom. Linearna regresija bila je statisticki znacajna
(R?=0.5230, F(12,34)=3.107, p=0.046).
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5.7.3. Prediktivni modeli za varijablu H

5.7.3.1.Potpuni prediktivni model

Koriste¢i spomenute neovisne varijable konstruirani su prediktivni modeli za varijablu
H temeljenu na histoloskoj procjeni udjela tubula sa spermijima i zrelim spermatidama. Kad je
prediktivni model konstruiran koriste¢i sve nezavisne varijable vrijednost AUC u predikciji
varijable H je bila 0.9095 (95 % CI: 0.8187-1.000; P<0.0001). Pozitivna prediktivna vrijednost
je bila 88.89 %, dok je negativna prediktivna vrijednost 81.82 % (Slika 52, Tablica 10).
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Slika 52. Prediktivnost potpunog prediktivnog modela koji koristi svih 12 nezavisnih
varijabli (FSH, LH, Kriptorhizam, FA, ADC, MTR, T2, Kolin, Kreatina, Glutamat, Laktat i
Mio-inozitol) ocijenjena je multivarijatnom logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom
koja ilustrira prediktivnost za varijablu H. Tocnost predikcije varijable H ilustrirana je i

dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti.

Tablica 10. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije u predvidanju varijable H

Varijable Koeficijent | SE 4 p Omijer 95 % ClI

B) izgleda
Odsjecak 38.68 18.48 2.094 0.0363 6.30E+16 | [466.2, 2.117e+035]
FSH -2.625 2.318 1.132 0.2576 0.07247 | [0.0002512, 3.800]
LH 1.757 2.4 0.732 0.4642 5.795 [0.08586, 1680]
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Kriptorhizam | 5.11 2391 2137 |00326 |165.7 [3.013, 45409]
FA 9.501 1746 | 05442 | 05863 | 13378 | [1.443e-010,
6.421e+020]
ADC -28819 12728 | 2264 |0.0236 |0 [0.000, 0.000]
MTR -80.73 36.93 | 2186 |0.0288 | 8.66E-36 | [6.454e-073, 1.752€-
007]
T2 0.1096 01517 |0.722 |0.4703 |1.116 [0.8379, 1.581]
Kolin 0.708 04371 | 162 0.1053 | 2.03 [0.9002, 5.387]
Kreatin 1121 04781 |2344 |00191 |03261 |[0.101,0.7304]
Glutamat 0.2245 0.2516 |0.8923 |0.3722 |1.252 [0.7547, 2.138]
Laktat -0.05227 |0.1235 |0.4231 |0.6722 009491 |[0.7343,1.225]
Mio-inozitol | -0.3052 | 0.2364 | 1.291 | 0.1967 | 0.737 [0.440, 1.155]

5.7.3.2.Prediktivni model strojnog ucenja

Prediktivni model konstruiran je i koriste¢i strojno ucenje, specificno umjetne

neuronske mreze koje mogu modelirati nelinearne i slozene odnose izmedu varijabli. Od skupa

podataka dio se koristi za ucenje dok se manji dio koristi za ponovno predvidanje poznatih

vrijednosti kako bi se testirala tocnost modela. Vrijednost AUC u predikciji varijable H bila je
0.8125, dok je to¢nost predvidanja modela bila 0.8695 (Slika 53).
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Slika 53. Prediktivnost modela za varijablu H konstruiranog koriste¢i umjetne
neuronske mreze i svih 12 nezavisnih varijabli (FSH, LH, Kriptorhizam, FA, ADC, MTR, T2,
Kolin, Kreatin, Glutamat, Laktat i Mio-inozitol) ocijenjena je i prikazana ROC krivuljom i

dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti.

5.7.3.3.Reducirani prediktivni modeli

Konstruiran je minimalni prediktivni model koji je sadrzavao samo varijable s
AUC>0.7 (FSH, T2, ADC i FA) kako bi se ocijenila prediktivnost jednostavnije verzije
modela. Vrijednost AUC tog modela u predikciji varijable H je bila 0.8307 (95 % CI: 0.7083-
0.9532; P<0.0001). Pozitivna prediktivna vrijednost je bila 80.95 %, dok je negativna
prediktivna vrijednost 78.57 % (slika 54, Tablica 11).
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Slika 54. Prediktivnost minimalnog prediktivnog modela koji koristi samo nezavisne

varijable s najvisom prediktivnom vrijednosti (FSH, FA, ADC, T2) ocijenjena je

multivarijatnom logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja ilustrira prediktivnost

za varijablu H. Tocnost predikcije varijable H ilustrirana je i dijagramom predvidenih i

opserviranih vrijednosti.

Tablica 11. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije nezavisnih varijabli s najviSom

prediktivnom vrijednosti u predvidanju varijable H

Varijable Koeficijent | SE Z p Omijer 95 % ClI
B) izgleda

Odsjecak 9.237 6.451 1.432 0.1522 10266 [0.05978,
10748638116

FSH -1.575 0.7558 2.084 0.0371 0.2069 [0.04374,
0.8847]

FA 7.189 9.746 0.7376 0.4607 1325 [5.753e-006,
617119622551]

ADC -3417 4200 0.8137 0.4158 0.000 [0.000, «]

T2 -0.07216 0.06761 1.067 0.2859 0.9304 [0.8077, 1.059]

Odredivanje koncentracije metabolita u tkivu nije bilo moguce za odredene uzorke

(n=9) te bi moglo biti problemati¢no i u klinickoj primjeni. Snimanje MTI sekvenci takoder

nije rutinski u klinickom okruzenju, kao ni odredivanje FA. Stoga je konstruiran klinicki
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prediktivni model koji nije koristio koncentracije metabolita, MTR i FA kako bi se procijenila
prediktivnost modela koji bi mogao biti najlakSe uveden u klini¢cku primjenu. Vrijednost AUC
tog modela u predikciji varijable H je bila 0.8241 (95 % CI: 0.6979-0.9503; P<0.0001).
Pozitivna prediktivna vrijednost je bila 82.93 %, dok je negativna prediktivna vrijednost 75.00
% (Slika 55, Tablica 12).
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Slika 55. Prediktivnost klinickog prediktivnog modela koji koristi rutinski dostupne
nezavisne varijable (FSH, LH, kriptorhizam, ADC, T2) ocijenjena je multivarijatnom
logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja ilustrira prediktivnost za varijablu H.
Tocnost predikcije varijable H ilustrirana je i dijagramom predvidenih i opserviranih

vrijednosti.

Tablica 12. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije nezavisnih varijabli (FSH, LH,

kriptorhizam, ADC, T2) u predvidanju varijable H

Varijable Koeficijent | SE 4 p Omijer 95 % ClI

B) izgleda
Odsjecak 10.47 4.715 2.221 0.0264 35279 [5.788, 868800220]
FSH -2.747 1.273 2.157 0.0310 0.06415 | [0.002713, 0.6079]
LH 1.072 1.271 0.8434 | 0.3990 2.922 [0.2973, 67.92]
Kriptorhizam | 0.5269 0.9467 0.5565 | 0.5779 1.694 [0.2758, 12.09]
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ADC -2690 4213 0.6385 | 0.5231 0.000 [0.000, o]

T2 -0.07562 0.06512 1.161 0.2456 0.9272 [0.8090, 1.050]

Konstruiran je i tkivni prediktivni model koji je sadrzavao samo varijable
karakteristi¢ne za tkivo, bez podataka iz dijagnosti¢ke obrade pacijenata. Vrijednost AUC tog
modela u predikciji varijable H je bila 0.8634 (95 % ClI: 0.7613-0.9656; P<0.0001). Pozitivna
prediktivna vrijednost je bila 85.29 %, dok je negativna prediktivna vrijednost 64.29 % (Slika
56, Tablica 13).
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Slika 56. Prediktivnost tkivnog prediktivnog modela koji koristi samo nezavisne
varijable karakteristicne za tkivo (FA, ADC, MTR, T2, Kolin, Kreatin, Glutamat, Laktat i Mio-
inozitol) ocijenjena je multivarijatnom logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja
ilustrira prediktivnost za varijablu H. To¢nost predikcije varijable H ilustrirana je i dijagramom

predvidenih i opserviranih vrijednosti.
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Tablica 13. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije nezavisnih varijabli (FA, ADC,
MTR, T2, Kolin, Kreatina, Glutamat, Laktat i Mio-inozitol) u predvidanju varijable H

Varijable Koeficijent | SE Z p Omijer 95 % ClI
B) izgleda

Odsjecak 24.42 13.15 1.856 0.0634 40174204651 | [1.985,
1.937e+023]

FA 9.48 14.75 0.6426 0.5205 13090 [1.149e-008,
9.780e+017]

ADC -9862 6071 1.624 0.1043 0 [0.000, o]

MTR -33 21.46 1.537 0.1242 4.67E-15 [1.505e-035,
743.2]

T2 -0.09478 0.1042 0.9092 0.3632 0.9096 [0.7299, 1.110]

Kolin 0.3479 0.336 1.035 0.3005 1.416 [0.7497, 2.953]

Kreatin -0.5492 0.3499 1.57 0.1165 0.5774 [0.2525, 1.075]

Glutamat 0.0737 0.1998 0.3688 0.7123 1.076 [0.7062, 1.601]

Laktat -0.01429 0.09103 0.157 0.8753 0.9858 [0.8198, 1.186]

Mio- -0.09791 0.1744 0.5615 0.5744 0.9067 [0.6345, 1.287]

inozitol
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5.7.3.4.Usporedba prediktivnih modela

Pri usporedbi AUC sva cetiri prediktivna modela (128) nije uocena znacajna razlika
(Slika 57, Tablica 14).
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Slika 57. Vrijednosti AUC sa standardnom pogreskom i prediktivne vrijednosti za
predikciju varijable H dobivene multivarijatnom logistickom regresijom. Vrijednosti su
prikazane stupcastim grafikonom. Statisticki znacajne razlike medu skupinama, koristeci t-test:
(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.

Tablica 14. Vrijednosti AUC, PPV i NPV konstruiranih prediktivnih modela

Modeli AUC PPV NPV

Potpuni 0.9095 88.89 % 81.82 %
Minimalni 0.8307 80.95 % 78.57 %
Klinicki 0.8241 82.93 % 75.00 %
Tkivni 0.8634 85.29 % 64.29 %
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5.7.4. Prediktivni modeli za varijablu P

5.7.4.1.Potpuni prediktivni model

Koriste¢i spomenute neovisne varijable konstruirani su prediktivni modeli za varijablu
P temeljenu na gustoci signala PRM1 u tkivu sjemenika. Prediktivni model je konstruiran i za
varijablu P, no nije bilo moguce prilagoditi logisticku krivulju koristeci sve nezavisne varijable.
Model je bilo moguce konstruirati kad su se izostavile koncentracije glutamata i mio-inozitola.
Vrijednost AUC u predikciji varijable P bila 0.9738 (95 % CI: 0.9308-1.000; P<0.0001).
Pozitivna prediktivna vrijednost je bila 91.18 %, dok je negativna prediktivna vrijednost
100.00 % (Slika 58, Tablica 15).
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Slika 58. Prediktivnost potpunog prediktivnog modela koji koristi maksimalan broj
nezavisnih varijabli (FSH, LH, Kriptorhizam, FA, ADC, MTR, T2, Kolin, Kreatin i Laktat)
ocijenjena je multivarijatnom logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja ilustrira
prediktivnost za varijablu P. Toc¢nost predikcije varijable P ilustrirana je i dijagramom

predvidenih i opserviranih vrijednosti.

Tablica 15. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije u predvidanju varijable P

Varijable Koeficijent | SE Z p Omijer 95 % ClI
B) izgleda
Odsjecak 117.8 58.28 2.022 0.0432 1.52E+51 | [1.291e+017,
3.477e+135]
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FSH -3.229 3.541 0.9119 0.3618 | 0.03962 | [8.298e-006,
27.60]

LH 3.482 3.502 0.9943 0.3201 | 3254 [0.07188,
495640]

Kriptorhizam | 15.04 6.707 2.242 0.025 3392596 | [180.9,
8.026e+014]

FA 57.43 35.96 1597 0.1103 | 8.72E+24 | [0.5347,
5.065e+069]

ADC -71552 33456 2.139 0.0325 |0 [0.000, 0.000]

MTR -334.2 150.3 2.223 0.0262 | 6.90E- | [0.000, 1.401e-

146 057]

T2 0.1039 0.2308 0.4502 0.6526 | 1.109 [0.6880, 1.883]

Kolin 4.056 1.863 2.178 0.0294 | 57.76 [4.767, 22482]

Kreatin -2.586 1543 1676 0.0938 | 0.07533 | 0.0004358,
0.5085]

Laktat -0.009578 | 0.1872 0.05117 |0.9592 | 0.9905 | [0.6268, 1.583]
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5.7.4.2.Prediktivni model strojnog ucenja

Prediktivni model konstruiran je i koriste¢i strojno ucenje, specificno umjetne
neuronske mreze koje mogu modelirati nelinearne i slozene odnose izmedu varijabli. Od skupa
podataka dio se koristi za ucenje dok se manji dio koristi za ponovno predvidanje poznatih
vrijednosti kako bi se testirala to¢nost modela. Vrijednost AUC u predikciji varijable P bila je
0.82307, dok je to¢nost predvidanja modela bila 0.8261 (Slika 59).
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Slika 59. Prediktivnost modela za varijablu P konstruiranog koriste¢i umjetne
neuronske mreze i svih 12 nezavisnih varijabli (FSH, LH, Kriptorhizam, FA, ADC, MTR, T2,
Kolin, Kreatin, Glutamat, Laktat i Mio-inozitol) ocijenjena je i prikazana ROC krivuljom i

dijagramom predvidenih i opserviranih vrijednosti.
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5.7.4.3.Reducirani prediktivni modeli

Konstruiran je i minimalni prediktivni model koji je sadrzavao samo varijable s
AUC>0.7 (FSH, T2, ADC, FA, Cho) kako bi se ocijenila prediktivnost najjednostavnije verzije
modela. Vrijednost AUC tog modela u predikciji varijable H je bila 0.8185 (95 % CI: 0.6987-
0.9384; P<0.0001). Pozitivna prediktivna vrijednost je bila 81.25 %, dok je negativna
prediktivna vrijednost 66.67 % (Slika 60, Tablica 16).
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Slika 60. Prediktivnost minimalnog prediktivnog modela koji koristi samo nezavisne
varijable s najviSom prediktivnom vrijednosti (FSH, FA, ADC, T2, kolin) ocijenjena je
multivarijatnom logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja ilustrira prediktivnost
za varijablu P. Tocnost predikcije varijable P ilustrirana je i dijagramom predvidenih i

opserviranih vrijednosti.

Tablica 16. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije nezavisnih varijabli s najvisom

prediktivnom vrijednosti u predvidanju varijable P

Varijable Koeficijent | SE Z p Omijer 95 % ClI
B) izgleda

Odsjecak -4.586 7.183 0.6384 0.5232 0.01020 [4.135e-009,
13615]

FSH -0.6494 0.8324 0.7801 0.4353 0.5224 [0.09919,
2.731]

FA 14.01 11.22 1.249 0.2117 1213938 [0.0006419,
2.575e+016]
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ADC 320.2 5122 0.06251 0.9502 | 1.118e+139 | [0.000, =]

T2 -0.001632 0.08688 0.01878 0.9850 | 0.9984 [0.8389, 1.191]

Kolin 0.5555 0.2366 2.347 0.0189 | 1.743 [1.152, 2.971]

Konstruiran je i klini¢ki prediktivni model koji nije sadrzavao koncentracije metabolita,
FA i MTR kako bi se ocijenila prediktivnost modela koji koristi parametre koji su u redovnoj
klini¢koj upotrebi. Vrijednost AUC tog modela u predikciji varijable P je bila 0.7867 (95 %
Cl: 0.6593-0.9141; P<0.0001). Pozitivna prediktivna vrijednost je bila 77.78 %, dok je
negativna prediktivna vrijednost 78.95 % (Slika 61, Tablica 17).
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Slika 61. Prediktivnost klinickog prediktivnog modela koji koristi rutinski dostupne
nezavisne varijable (FSH, LH, kriptorhizam, ADC, T2) ocijenjena je multivarijatnom
logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja ilustrira prediktivnost za varijablu P.
Tocnost predikcije varijable P ilustrirana je i dijagramom predvidenih i1 opserviranih

vrijednosti.
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Tablica 17. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije nezavisnih varijabli (FSH, LH,

kriptorhizam, ADC, T2) u predvidanju varijable P

Varijable Koeficijent (B) | SE Z p Omijer 95 % ClI

izgleda
Odsjecak 7.771 4.421 1.758 0.0788 |2371 [0.6164, 28348939]
FSH -2.060 1.257 1.639 0.1013 |0.1275 |[0.005553, 1.188]
LH 0.9186 1.268 0.7244 |0.4688 |2.506 [0.2586, 58.08]
Kriptorhizam |-0.01225 0.9036 |0.01355 |0.9892 |0.9878 |[0.1647, 6.152]
ADC -2508 4163 0.6026 |0.5468 |0.000 [0.000, o]
T2 -0.05267 0.05875 [0.8965 |0.3700 |0.9487 |[0.8403, 1.062]

Konstruiran je i tkivni prediktivni model koji je sadrzavao samo varijable

karakteristi¢ne za tkivo, bez podataka iz dijagnosti¢ke obrade pacijenata. Vrijednost AUC tog
modela u predikciji varijable P je bila 0.9469 (95 % CI: 0.8899-1.000; P<0.0001). Pozitivna
prediktivna vrijednost je bila 82.86 %, dok je negativna prediktivna vrijednost 84.62 % (Slika
62, Tablica 18).
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Slika 62. Prediktivnost tkivnog prediktivnog modela koji koristi samo nezavisne
varijable karakteristicne za tkivo (FA, ADC, MTR, T2, Kolin, Kreatin, Glutamat, Laktat i Mio-

inozitol) ocijenjena je multivarijatnom logistickom regresijom i prikazana ROC krivuljom koja

ilustrira prediktivnost za varijablu P. To¢nost predikcije varijable P ilustrirana je i dijagramom

predvidenih i opserviranih vrijednosti.
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Tablica 18. Prikaz rezultata multivarijatne logisticke regresije nezavisnih varijabli (FA, ADC,

MTR, T2, Kolin, Kreatina, Glutamat, Laktat i Mio-inozitol) u predvidanju varijable P

Varijable Koeficijent | SE Z p Omijer 95 % ClI
B) izgleda

Odsjecak 46.04 23.09 1.994 0.0461 9.91E+19 [5866,
1.807e+046]

FA 15.55 18.97 0.82 0.4122 5691398 [1.002e-009,
5.232e+025]

ADC -12066 11106 1.086 0.2773 0 [0.000, o]

MTR -150.6 67.32 2.236 0.0253 4.10E-66 [1.361e-149,
1.496e-024]

T2 -0.1034 0.1408 0.7343 0.4628 0.9017 [0.6690,
1.192]

Kolin 3.063 1.322 2.316 0.0206 21.39 [3.395,
905.8]

Kreatin -0.2497 0.5752 0.4342 0.6642 0.779 [0.2318,
2.412]

Glutamat -0.3935 0.596 0.6603 0.5091 0.6747 [0.1645,
2.004]

Laktat 0.1079 0.1395 0.7735 0.4393 1.114 [0.8596,
1.533]

Mio-inozitol | -0.7476 0.432 1.731 0.0835 0.4735 [0.1558,
0.9478]
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5.7.4.4.Usporedba prediktivnih modela

Usporedbom AUC ova cetiri prediktivna modela (128) pokazalo se da je model koji je
koristio svih 12 nezavisnih varijabli bio znacajno visi od AUC modela koji su koristili samo 5
najkorisnijih varijabli (p=0.0168) i od klinickog modela (p=0.0064). AUC modela koji je
koristio samo parametre karakteristi¢ne za tkivo bio je zna¢ajno visi od AUC klinickog modela
(p=0.0245). Pri usporedbi AUC ostalih modela nije uo¢ena znac¢ajna razlika (Slika 63, Tablica
19).
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Slika 63. Vrijednosti AUC sa standardnom pogreskom i prediktivne vrijednosti za
predikciju varijable P dobivene multivarijatnom logistickom regresijom. Vrijednosti su

prikazane stupcastim grafikonom.
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Tablica 19. Vrijednosti AUC, PPV i NPV konstruiranih prediktivnih modela

Modeli AUC PPV NPV
Potpuni 0.9738 91.18 % 100.00 %
Minimalni 0.8185 81.25% 66.67 %
Klinicki 0.7867 77.78 % 78.95 %
Tkivni 0.9469 82.86 % 84.62 %
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6. RASPRAVA

6.1. Karakterizacija uzoraka histoloskom i imunohistokemijskom analizom

HistoloSkom analizom uzorcima sjemenika se dodjeljuje jedna od 4 dijagnoze (SCOS,
MA, HYPO, MIXA). Najve¢i udio uzoraka (48.28 %) ima dijagnozu mjeSovite atrofije
sjemenskih kanali¢a Sto znaci da imaju obiljezja viSe dijagnoza unutar uzorka. Radi boljeg
razlikovanja uzoraka ta je skupina podijeljena u dvije podskupine ovisno o najvisem JS u
uzorku kako bi se razlikovali uzorci koji sadrzavaju tubule sa zrelim spermatidama (MIXA-8)
od onih koji sadrzavaju tubule sa spermijima (MIXA-10). Spermiji su bili prisutni u skupini
HYPO i MIXA-10 dok su zrele spermatide, uz te skupine, bile prisutne i u skupinama MA i
MIXA-8. Odredivanje srednjeg JS uzoraka kao i udjela tubula sa spermijima i zrelim
spermatidama pokazalo je da unutar uzoraka s dijagnozom mjeSovite atrofije ima dosta
varijabilnosti.

Na temelju udjela tubula sa spermijima i zrelim spermatidama uzorci su podijeljeni u
one s dobrim i smanjenim izgledima za uspjesnu ekstrakciju spermija te one koji su neprikladni
za ekstrakciju spermija. Priblizno trecina pacijenata se nakon histoloSke analize iskljucuje iz
daljnjeg postupanja zbog nepovoljne histoloske dijagnoze. Skupina uzoraka za koje je
procijenjeno da imaju smanjene izglede za uspjeSnu ekstrakciju spermija sastojala se od
uzoraka koji imaju manje od 80 % tubula sa spermijima, a sadrze zrele spermatide. U ovoj
skupini zavrsi tre¢ina uzoraka i ta skupina je dosta heterogena po udjelu tubula sa spermijima
i zrelim spermatidama i zapravo ukazuje na razlog zasto je predikcija uspjesSne ekstrakcije
spermija kompleksna. Potrebno je razdvojiti tu skupinu od skupine koja je neprikladna za
TESE iako moze postojati samo nekoliko tubula sa zrelim spermatidama. Takve suptilne
razlike je teSko uociti na parametrima kao Sto su koncentracije raznih molekula u ejakulatu ili
krvi te na temelju podataka dobivenih iz anamneze ili statusa pacijenata.

Histoloskom analizom se nedvojbeno najtocnije moze ocijeniti prisutnost spermija i
zrelih spermatida i prediktivna je za uspjesnost ekstrakcije spermija, no ona se ne moze raditi
na cijelom tkivu vec se radi na uzorcima koji ne moraju predstavljati histolosku sliku cijelog
tkiva (71). Snimanje magnetskom rezonancijom bi moglo omoguciti neinvazivni prikaz cijelog

tkiva sjemenika te bi se potencijalno mogli i razluciti dijelovi sjemenika s razlicitim
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histoloskim slikama te tako uputiti kirurga na lokuse spermatogeneze. Nakon histoloske analize
tkivo trecine pacijenata se procjenjuje neprikladnim za ekstrakciju spermija te bi prediktivni
model koji s dovoljnom to¢noséu predvida histolosku prikladnost tkiva za ekstrakciju spermija
(varijabla H) postedio te pacijente procesa biopsije sjemenika.

Imunohistokemijska analiza intenziteta signala PRM1 u tkivu napravljena je kako bi se
kvantificirala koli¢ina spermija i zrelih spermatida u tkivu to¢nije nego preko udjela tubula koji
sadrze zrele spermatide i spermije. Protamini su proteini koji se sintetiziraju u zrelim
spermatidama i kondenziraju DNK kako bi zastitili genetski materijal od genotoksicne
aktivnosti te kako bi se taj neoSteceni genetski materijal mogao dostaviti embriju (123,124).
Kod sisavaca se nalaze dvije vrste protamina (PRM1 i PRM2). Dok je PRM1 dovoljan za
potpunu kondenzaciju kromatina sperme u vecine vrsta, ¢ini se da je PRM2 kljucan u
pojacavanju kondenzacije PRM1 u nekih vrsta ukljucuju¢i ljude (124). Gusto¢a PRM1 signala
izmjerena u ovoj studiji snazno je korelirana sa srednjim JS i udjelom tubula sa spermijima i
zrelim spermatidama (Slika 15) Sto je u skladu sa ocekivanjima, a ukazuje i na relativnu
pouzdanost odredivanja gustoce PRML1 signala u kvantifikaciji kolicine spermija i zrelih
spermatida u tkivu. ViSe varijabilnosti je primijeceno unutar skupine HYPO u vrijednosti
gustoce signala PRM1 nego u udjelu tubula sa spermijima i zrelim spermatidama Sto ukazuje
na vaznost dodatnih informacija koje se dobivaju kvantifikacijom signala PRM1. Na temelju
prisutnosti PRM1 signala u tkivu odredene su skupine PO i P1. Skupina PO sadrzavala je 43 %
uzoraka Sto je viSe nego skupina HO, gdje je prisutnost spermija odredivana samo histoloSkom
analizom. Kod dijela uzoraka (n=2) je PRML1 signal otkrio zrele spermatide koje nisu uocene
histoloski, a kod dijela uzoraka (n=6), kod kojih je histoloskom analizom uocen niski postotak
tubula s ve¢inom zrelim spermatidama, nije primijecen signal PRM1. PRML1 bi, dakle, kao
marker zrelosti spermatida i spermija mogao biti koristan dodatak histoloskoj procjeni
prikladnosti tkiva sjemenika za ekstrakciju spermija. Moguci razlozi za primijecene razlike su
I nedostaci histoloSke procjene, ali takoder, i varijabilna kvaliteta uzoraka i limitacije same
metode imunofluorescencije. Ekspresija PRML1 je ve¢ povezana s prisutnoS¢u spermija u tkivu,
no potrebno je u daljnjim studijama istraziti povezanost prisutnosti PRM1 signala u tkivu s
uspjesnom ekstrakcijom spermija iz tkiva sjemenika (129). Prediktivni model koji s dovoljnom
tocnoS¢u predvida prisutnost PRM1 signala, odnosno spermija i zrelih spermatida u tkivu
(varijabla P) postedio bi viSe od 40 % pacijenata invazivnog postupka biopsije sjemenika, a
potencijalno i otkrio pacijente kod kojih bi ekstrakcija spermija mogla biti uspjesna, a koji ne

bi bili prepoznati klasicnom histoloSkom analizom.
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Za razliku od prethodnih studija gdje je radena predikcija ekstrakcije spermija iz tkiva
u ovoj studiji su konstruirani prediktivni modeli za histoloSku sliku odnosno prisutnost
spermija u tkivu. Dakle, ne predvida se konac¢ni klinicki ishod, ve¢ rezultat trenutno najbolje
metode predikcije. Klini¢ki ishod nije bilo moguce ukljuciti kao zavisnu varijablu buduci da iz
uzoraka koji su snimani magnetskom rezonancijom nije pokuSana ekstrakcija spermija, a od
ostalih uzoraka iz istog sjemenika ekstrakcija spermija nije pokusana kod svih ve¢ samo kod
dijela uzoraka za koje je procijenjeno da imaju izgleda za uspjesnu ekstrakciju. Bilo bi korisno
prosiriti istrazivanje i pokusati ekstrakciju spermija na uzorcima koji su snimljeni magnetskom
rezonancijom, no buduc¢i da snimanje traje nekoliko sati pri ¢emu je uzorak u fizioloskoj
otopini, uvjeti ne bi bili isti kao pri regularnoj ekstrakciji spermija. Takoder, istrazivanje je
radeno na ex vivo uzorcima gdje se cijeli uzorak mogao detaljno histoloski analizirati. Tako je
bilo moguce istraziti mogu li se otkriti suptilne promjene u tkivu, no model je potrebno

validirati na in vivo snimkama sjemenika za klini¢cku primjenu.

6.2. Nezavisne varijable

6.2.1. Parametri dobiveni dijagnostickom obradom pacijenata

Od podataka iz regularne dijagnosticke obrade neplodnog pacijenta odreden je udio
uzoraka od pacijenata s povisenim FSH i LH te povijesti kriptorhizma te je usporeden izmedu
pacijenata s uzorcima u skupinama HO i H1 te PO i P1. 74 % uzoraka u grupi HO te 65 %
uzoraka u grupi PO potjecalo je od pacijenata s povisenim FSH Sto je 3.4 puta viSe nego u
uzoraka iz grupe H1 te 3 puta viSe nego u uzoraka iz skupine P1. 53 % uzoraka u skupini HO
te 43 % uzoraka u skupini PO potjecalo je od pacijenata s povisenim LH Sto je 2.8 puta vise
nego u uzoraka iz skupine H1 te 1.9 puta viSe nego u uzoraka iz skupine P1. Proizvodnja
spermija ovisna je o djelovanju FSH i LH u sjemeniku. Djelovanje LH odvija se preko
stimulacije Leydigovih stanica na proizvodnju testosterona, a buduci da spolne stanice nemaju
receptore za FSH i androgene, oni svoj utjecaj na spermatogenezu ostvaruju preko Sertolijevih
stanica (34,35). Sertolijeve stanice potaknute kompleksnom interakcijom spolnih stanica i FSH
izlucuju inhibin B koji negativhom povratnom spregom inhibira lucenje FSH Sto objasnjava
znacajno veci udio pacijenata s povisenim FSH u skupini uzoraka bez spermija (36,37).
Negativna povratna sprega preko testosterona zasluzna je i za regulaciju razine LH te

objasnjava znacajno veci udio pacijenata s poviSenim LH u skupini uzoraka s losijom
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histoloskom slikom (38). Budu¢i da je utjecaj LH na spermatogenezu, za razliku od FSH,
indirektan, nije iznenadujuce da je njegova razina manje indikativna za status spermatogeneze
u sjemeniku. Takoder je potrebno napomenuti da koncentracije FSH i LH izmjerene u krvi
odraZzavaju spermatogenezu i proizvodnju testosterona u cijelom sjemeniku, a ne samo u
uzorku koji je sniman magnetskom rezonancijom 5to isto moze utjecati na dobivene rezultate.

Nije uocena razlika u udjelu pacijenata s anamnezom pozitivnom na kriptorhizam medu
skupinama uzoraka HO i H1 te PO i P1. Povijest kriptorhizma se takoder odnosi na cijeli
sjemenik, a ne samo na uzorak koji je sniman magnetskom rezonancijom Sto moze utjecati na
opservirani odnos izmedu tih varijabli. Od 10 uzoraka iz sjemenika koji su bili retinirani, 7 ih
je kirurski spusteno u djetinjstvu dok su 3 od pacijenata koji su dijagnosticirani u odrasloj dobi.
Niti u jednom uzorku sjemenika pacijenata koji su dijagnosticirani u odrasloj dobi nisu nadeni
spermiji i zrele spermatide Sto je u skladu s progresivnhom degeneracijom spolnih stanica
opisanoj u literaturi (15). Od uzoraka pacijenata koji su operirani u djetinjstvu u 57 % uzoraka
(n=4) nadeni su spermiji i zrele spermatide, a 71 % uzorka je histoloSkom analizom ocijenjeno
prikladnim za ekstrakciju spermija. To je u skladu s rezultatima primije¢enim na ukupnim
pacijentima u ovoj studiji i u skladu je s uvrijezenim misljenjem da je rana operacija vazna za

ocuvanje plodnosti pacijenata s kriptorhizmom.

6.2.2. Parametri dobiveni MRI snimanjem

T2 relaksacijska krivulja je aproksimirana standardnim monoeksponencijalnim
modelom, te vlastitim prilagodenim bieksponencijalnim modelom. T2 vrijednost tkiva
odredena bieksponencijalnim modelom je bila znacajno niza od vrijednosti odredenih
monoeksponencijalnim modelom Sto je ocekivano, buduc¢i da bieksponencijalni model
razdvaja T2 vrijednost tkiva (oko 60 ms) od T2 vrijednosti vode (oko 200 ms) kako kolicina
vode u tkivu ne bi maskirala razlike uzrokovane razlicitom kolicinom spermija i zrelih
spermatida. Primijecena je visa vrijednost T2 u uzorcima iz skupina HO i PO u usporedbi s
skupinama H1 i P1, sto ukazuje na i dalje viSu koli¢inu vode u tkivu. Ovo opazanje je u skladu
s ¢injenicom da se u takvom tkivu nalazi manje stanica (Slika 21).

Bieksponencijalnim modelom odreden je i udio tkiva u svakom vokselu te udio ukupne
povrsine presjeka tkiva koji sadrzava voksele s barem 50 % tkiva. Taj udio je bio znacajno veci
kod uzoraka iz skupina H1 i P1 u usporedbi s uzorcima iz skupina HO i PO Sto ukazuje na veéu

rahlost tkiva bez histoloski opserviranih spermija. Analogno odredivanju T2, uzorcima je
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odreden i volumen, a odredivanje volumena bieksponencijalnim modelom je bilo to¢nije nego
monoeksponencijalnim modelom. Uzorci loSije histoloSke slike te uzorci bez spermija i zrelih
spermatida imali su zna¢ajno manji volumen. Ovo je u skladu s podacima o manjem volumenu
sjemenika muskaraca s dijagnozom NOA (u usporedbi s kontrolama) Sto ogranicava veli¢inu
uzoraka koji se mogu uzeti iz sjemenika kako bi se rizik od posljedi¢nog hipogonadizma sveo
na minimum (75). Manji volumen uzoraka (a samim time i stanica i izvanstanicnog matriksa)
utjece na smanjenje kompaktnosti, a kako bi se umanjio utjecaj tog efekta na konacni
prediktivni model koji bi u konac¢nosti trebao biti primjenjiv i na in vivo snimljene sjemenike
koriStene su vrijednosti T2 i volumena dobivene bieksponencijalnim modelom.

Vrijednost prividnog koeficijenta difuzije (ADC) koja odrazava razinu difuzije u tkivu
pokazala se ve¢com u uzorcima s loSijom histoloSkom slikom i uzrocima bez spermija Sto je u
skladu s dosadasnjim istrazivanjima (75,101-103). Frakcionalna anizotropija (FA) koja mjeri
usmjerenost difuzije slobodnih molekula vode u tkivu pokazala se zna¢ajno visom u uzorcima
u skupinama H1 i P1 (Slika 25), Sto je pak u suprotnosti s rezultatom jedine studije koja je to
pitanje do sad istrazila (102). U toj studiji je naden povisen FA u pacijenata s NOA u usporedbi
s kontrolama te se to objasnilo prirodom histoloskih promjena koje povecavaju usmjerenost
difuzije u takvom tkivu kao Sto je suzavanje tubula (102). Moguce objasnjenje uocene razlike
u rezultatima je da su kod uzoraka u skupinama HO i PO u ovoj studiji prevladale histoloSke
promjene koje dovode do smanjenja usmjerenosti difuzije kao Sto je smanjenje broja stanica u
uzorcima. Druga mogucnost je da je razlika posljedica snimanja uzoraka ex vivo za razliku od
in vivo kao u spomenutoj studiji. Prethodno opisana razlika u rahlosti ex vivo uzoraka izmedu
grupa HO i H1 te PO i P1, osim Sto znacajno povecava difuznost u tkivu (povecani ADC),
istovremeno i smanjuje frakcijsku anizotropiju difuzije budu¢i da slobodne molekule vode
teoretski imaju FA = 0. Ovaj ucinak je izrazeniji u skupinama HO i PO u odnosu na H1 i P1
zbog vece rahlosti uzorka, odnosno viSeg udjela vode u snimljenim vokselima.

Kako bi se ispitao utjecaj razlike u rahlosti uzoraka odredeni su ROI-evi koji sadrzavaju
samo voksele s vise of 50 % tkiva te su odredeni ADC i FA. Primijeceno je da je razlika izmedu
skupina HO i H1 te PO i P1 veca kad se ADC odreduje na cijelom uzorku, dok za vrijednost FA
nije primijecena razlika. Namece se zakljucak kako umjetno povecanje ukupne razine
difuznosti mjerene parametrom ADC zbog vece rahlosti ex vivo uzoraka dodatno naglasava
razliku izmedu skupina s i bez spermija zbog vece rahlosti uzoraka bez spermija. 1z tog su
razloga u izlozenim analizama mjerenja koriStene vrijednosti ADC i FA ocitane na vokselima

koji sadrze viSe of 50 % tkiva prema bieksponencijalnom modelu rekonstrukcije T2 krivulje.
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Takoder se moze zapaziti da rahlost uzoraka nema znacajan utjecaj na usmjerenost difuzije jer
su izmjerene vrijednosti za sve uzorke niske, blizu granice pouzdanosti mjerenja.

Omijer prijenosa magnetizacije (MTR) nije bio znacajno razlicit medu skupinama HO i
H1te PO i P1 i to se nije promijenilo ni kad je odreden samo na vokselima koji sadrzavaju vise
od 50 % tkiva (Slika 26). No, primijeceno je da je vrijednost MTR znacajno visa kad se
odreduje samo na vokselima s viSe od 50 % tkiva. Taj rezultat je u skladu s ¢injenicom da
vrijednost MTR odrazava koncentraciju makromolekula u vokselu koja opada proporcionalno
rastu relativnog udjela tekucine u istom. lzostanak znacajnosti u izmjerenim rezultatima
nadovezuje se na prijasnje studije, koje su pokazale oprecne rezultate u pogledu parametra
MTR: izmjerena vrijednost MTR bila je, ovisno o studiji, i visa i niza u tkivu s manje spermija
(75,101). Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se ispitala veza i odnos MTR s kolicinom

spermija u tkivu.

6.2.3. Parametri dobiveni MR spektroskopijom

Kako bi se procijenila uskladenost koncentracija metabolita odredenih u ovoj studiji
one su usporedene s koncentracijama odredenim u jedinoj studiji koja je takoder koristila ex
vivo uzorke sjemenika (114). Budu¢i da su u toj studiji usporedivane koncentracije metabolita
izmedu histoloskih dijagnostickih skupina koriSteni su rezultati za uzorke s dijagnozom
hipospermatogeneze. Koncentracije kolina, kreatina, glutamata i laktata odredene na uzorcima
s dijagnozom hipospermatogeneze u ovoj studiji su bile usporedive, no znacajno vise od
koncentracija odredenih u studiji Aaronsona i sur. (114), dok za koncentraciju mio-inozitola
nije uocena znacajna razlika. Razlike u odredenim koncentracijama metabolita za kolin,
kreatin, glutamat i lakat mogu biti uzrokovane razlikama u metodologiji studije. Naime, u
studiji Aaronsona i sur. koriStena je spektroskopija vrtnje po magi¢nom kutu (MAS) visoke
rezolucije te uredaj magnetskog polja jakosti 11.7 T Sto moze pobolj3ati razdvajanje spektara
pojedinih metabolita. Studija je takoder radena na manjem broju uzoraka te bi za odredivanje
referentne koncentracije metabolita u uzorcima tkiva sjemenika bilo potrebno proSiriti
istrazivanje.

Koncentracije kolina, kreatina, glutamata, mio-inozitola i laktata u tkivu nisu bile
znacajno razlicite izmedu skupina HO i H1, a izmedu skupina PO i P1 uocena je razlika samo u
koncentraciji kolina i laktata koje su bile viSe u skupini s detektiranim spermijima (Slika 30).

U prethodnim studijama uocene su viSe koncentracije kolina, kreatina i mio-inozitola u tkivu
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musSkaraca s viSe spermija, dok je viSa razina glutamata bila povezana s neuspjeSnom
ekstrakcijom spermija iz sjemenika (112-119)

Budu¢i da su kolin i fosfokolin prekursori fosfolipida, specificno fosfatidilkolina i
sfingomijelina, koji su dijelovi stanicne membrane i membrane organela (107), visa
koncentracija kolina bi se, dakle, ocekivala u uzorcima u kojima ima viSe stanica, odnosno
spermija te je visa koncentracija kolina u uzorcima iz skupine P1 u skladu s tim. Nije
primijecena viSa koncentracija kolina u skupini H1, Sto zajedno s rezultatom statisticki
znacajne umjerene korelacije koncentracije kolina s gusto¢om signala PRM1 u tkivu, govori u
prilog indikativnosti koncentracije kolina za koli¢inu spermija u tkivu.

Kreatin i fosfokreatin su prekursori u sintezi ATP-a (108) te bi se viSa koncentracija
kreatina ocekivala u tkivu s aktivnijom spermatogenezom, no ta razlika nije bila znac¢ajna u
ovoj studiji.

Laktat je glavni izvor energije za spolne stanice, koje ga dobivaju od Sertolijevih stanica
gdje se proizvodi primarno iz glukoze (130,131). Veca koncentracija laktata koja je
primijecena u ovoj studiji kod uzoraka iz skupine P1 u usporedbi s PO ukazuje na to da
Sertolijeve stanice odrzavaju vecu koncentraciju laktata u izvanstani¢noj tekucini kad je u
tubulima prisutno vise spolnih stanica. U prethodnim studijama pokazano je da laktat inhibira
apoptozu spolnih stanica Sto bi moglo ukazivati i na to da je visa koncentracija laktata zapravo
uzrok vece koli¢ine spermija u tkivu, a ne samo posljedica (132).

Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmitor (110), a njegov utjecaj na funkciju
sjemenika je i dalje nejasan. U prethodnim studijama nadena je poveznica izmedu vise
koncentracije glutamata i neuspjesne ekstrakcije spermija Sto je povezano s moguénoséu da
Sertolijeve stanice za proizvodnju laktata koriste glutamat te se tako smanjuje njegova
koncentracija u tkivu (112). U ovoj studiji nije primije¢ena viSa koncentracija glutamata u
uzorcima bez spermija. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se rasvijetlila funkcija
glutamata u sjemeniku.

Mio-inozitol sluzi kao drugi glasnik viSe receptora, kao Sto su receptori za FSH i
inzulin, a u visokoj koncentraciji nalazi se u tubulima u sjemeniku. Vazan je osmoregulator u
sjemenskim kanali¢cima, dio je fosfolipidne membrane i djeluje kao antioksidans (109).
Prethodno opservirana niza koncentracija mio-inozitola u sjemenicima muskaraca s
dijagnozom NOA povezana je s manjom koli¢inom spolnih stanica.

Moguce obrazlozenje nedostatka razlike u koncentracijama kreatina, glutamata i mio-

inozitola medu uzorcima s i bez spermija u ovoj studiji je i limitacija same metode odredivanja
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koncentracije metabolita iz spektara. Naime, radi se 0 manjim, ex vivo uzorcima sa zna¢ajnim
postotkom vode u mjerenom volumenu, Sto smanjuje apsolutnu kolic¢inu svih metabolita,

odnosno dostupni signal za MR spektroskopiju.

6.3. Utjecaj krioprezervacije na parametre

Utjecaj krioprezervacije na parametre i koncentracije metabolita dobivene snimanjem
magnetskom rezonancijom prvi put je istrazen u ovoj studiji. Uoceno je da nema razlike u T2
izmedu krioprezerviranih i svjezih uzoraka, ali i da su ADC i FA nizi u krioprezerviranih
uzoraka, dok je MTR visi (Slika 31). Krioprezervacija nije utjecala na razlike medu skupinama
u vrijednostima FA i MTR, dok je medu vrijednostima ADC primijecena razlika izmedu
skupina HO i H1, ali ne i izmedu skupina PO i P1. Kad se usporedila vrijednost navedenih
parametara izmedu skupina HO i H1 te PO i P1 primijeceno je da nije bilo znacajne razlike u
vrijednosti T2, dok je ta razlika postojala kod svjezih uzoraka.

Ti rezultati upuéuju na to da su razina i usmjerenost difuzije nizi u krioprezerviranim
uzorcima, a da je koncentracija makromolekula visa te da se izgubila razlika u koli¢ini vode
medu skupinama s i bez spermija i zrelih spermatida reflektirana u vrijednosti T2. Budu¢i da
nije primijec¢ena razlika u volumenu i rahlosti polovice uzoraka koja je snimana svjeza i
polovice koja je krioprezervirana, veéa kompaktnost i smanjeni volumen uzoraka nakon
krioprezervacije nisu faktori koji utjecu na primijecene razlike. Krioprezervacijom dolazi do
oSte¢ivanja tkiva zbog stvaranja ledenih kristala i dehidracije stanica (61). Promjene u
morfologiji tkiva do kojih dolazi mogu biti faktor koji utjece na uocene razlike, ali daljnja
istrazivanja su potrebna kako bi se odredila etiologija uoc¢enih promjena (64).

Koncentracija svih mjerenih metabolita, osim kolina, bila je zna¢ajno manja u KP u
usporedbi sa svjezim uzorcima. Nije primijecena razlika u koncentraciji metabolita izmedu
skupina HO i H1 te PO i P1. Razlika izmedu HO i H1 nije primije¢ena ni kod svjezih uzoraka,
ali koncentracije kolina i laktata koje su bile znac¢ajno viSe u skupini P1 nisu bile zna¢ajno
razlicite u krioprezerviranim uzorcima. Buduci da je iz spektra prije odredivanja koncentracija
morao biti uklonjen spektar glicerola na kojem je baziran medij za krioprezervaciju, moguce
je da je to utjecalo na toc¢nost odredivanja koncentracija metabolita. No, primijec¢ena niza
koncentracija metabolita i gubitak znacajne razlike koja je zamijecena u svjezem tkivu moze
biti i posljedica promjene u sastavu tkiva uzrokovane krioprezervacijom. Primijecene su razlike

u proteomu i sastavu ejakulata te u razini oksidativnog stresa u tkivu sjemenika uzrokovane
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krioprezervacijom. To ukazuje na moguc¢i utjecaj krioprezervacije na metaboli¢ki sastav tkiva
(66,67)(69), no daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se dodatno rasvijetlio utjecaj

krioprezervacije na tkivo i njegov znacaj za klinicki ishod.

6.4. Prediktivnost nezavisnih varijabli

Ocijenjena je samostalna prediktivnost 12 nezavisnih varijabli za varijable H i1 P.
Prediktivnost se opisuje parametrom AUC koja oznacava povrsSinu ispod ROC krivulje.
Uobicajeno se vrijednosti AUC vece od 0.7 smatraju prihvatljivima (127). Osim AUC,
promatraju se negativne i pozitivne prediktivne vrijednosti koje opisuju to¢nost modela u
predvidanju definiranog negativnog i pozitivnog ishoda. U kontekstu provedenog istrazivanja,
NPV je znacajniji od PPV buduci da se predvida negativni ishod biopsije i zeli biti Sto sigurniji
da pacijenti koji se ne upuéuju na biopsiju uistinu nemaju spermije i zrele spermatide u tkivu.

Navedenu vrijednost AUC u predikciji varijable H i P imali su T2, ADC, FA i FSH
(Tablica 7,8). U predikciji varijable P vrijednost AUC vec¢u od 0.7 dodatno je imao i kolin
(Tablica 8). Vrijednosti AUC za prediktivnost povijesti kriptorhizma i MTR bile su manje od
0.6 Sto ukazuje na njihov slabi utjecaj na prediktivnost modela. Najnizu NPV u predikciji
varijable H imao je FA (54,55 %) dok je najviSu vrijednost imao T2 (71.43 %). Najnizu NPV
u predikciji varijable P imao je kolin (56.25 %) dok je najviSu vrijednost imao T2 (70 %).

Ocijenila se i korelacija nezavisnih varijabli s gustocom signala PRM1, odnosno
kolicinom spermija i zrelih spermatida u tkivu te se pokazalo da najvec¢u korelaciju s kolicinom
spermija imaju FSH i koncentracija kolina (Slika 49). Buduci da razina FSH raste kao reakcija
na slabiju spermatogenezu, a da je koncentracija kolina indikativna za koli¢inu stanica u tkivu,
rezultati su u skladu s literaturom te ukazuju na moguci razlog manje prediktivne vrijednosti
kolina u predikciji varijable H. Multivarijatna linearna regresija pokazala je da je model koji
koristi svih 12 nezavisnih varijabli prediktivan za gustocu signala PRM1 Sto znaci da ima

potencijala i za preciznije odredivanje koli¢ine spermija i zrelih spermatida u tkivu.

6.5. Usporedba prediktivnih modela

Za obje zavisne varijable konstruirana su 4 prediktivna modela, jedan gdje je koriSteno
svih 12 nezavisnih varijabli, jedan gdje su koriStene samo varijable koje su samostalno imale

AUC > 0.7, jedan u kojem su koristeni samo parametri u redovitoj klinickoj upotrebi te jedan
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u kojem su koristeni samo parametri karakteristi¢ni za tkivo, odnosno nisu koristeni podaci iz
redovite dijagnosticke obrade (FSH, LH, povijest kriptorhizma).

U predvidanju varijable H nije bilo znacajne razlike izmedu AUC prediktivnih modela
temeljenih na logistic¢koj regresiji, no NPV je bio najnizi u modelu koji nije ukljucivao podatke
iz dijagnosticke obrade pacijenata. U predikciji histoloSke prisutnosti spermija i zrelih
spermatida bi se mogao koristiti najjednostavniji oblik modela koji sadrzi samo FSH, T2, ADC
I FA. U klinickoj primjeni upotreba modela koji koristi maksimalna broj varijabli poStedjela bi
23.4 % pacijenata rizika biopsije sjemenika, a od njih bi 18.18 % histolosSkom analizom dobilo
procjenu da imaju smanjene izglede za uspjesSnu ekstrakciju spermija, dok bi ostali bili
procijenjeni neprikladnima za ekstrakciju spermija. Kad bi se upotrijebio model koji koristi
minimalan broj varijabli, 25 % pacijenata bi se poStedjelo rizika biopsije sjemenika, a od njih
bi 21.43 % histolosSkom analizom dobilo procjenu da imaju smanjene izglede za uspjeSnu
ekstrakciju spermija, dok bi ostali bili procijenjeni neprikladnima za ekstrakciju spermija.
Budu¢i da nema znacajne razlike u prediktivnosti modela opravdano je koristiti jednostavniju
verziju modela koja ukljuc¢uje samo FSH, koji se redovito odreduje svim pacijentima, te
parametre koji se mogu dobiti snimanjem T2 i DTI sekvenci.

U predvidanju varijable P nije bilo znacajne razlike izmedu AUC prediktivnog modela
koji je koristio maksimalan broj nezavisnih varijabli i onog koji je koristio samo parametre
karakteristicne za tkivo. AUC prediktivnog modela koji je koristio maksimalan broj nezavisnih
varijabli bio je znac¢ajno visi od modela koji je koristio samo varijable sa samostalnim AUC >
0.7 te od klinickog modela. U klini¢koj primjeni upotreba modela koji koristi maksimalan broj
varijabli postedjela bi 27.67 % pacijenata rizika biopsije sjemenika te bi svi bili negativni na
signal PRM1, odnosno ne bi imali spermija i zrelih spermatida u sjemeniku. Primjena modela
koji je koristio samo parametre karakteristicne za tkivo poStedjela bi takoder 27.67 %
pacijenata rizika biopsije sjemenika, no 15.38 % njih bi bilo pozitivno na signal PRML1,
odnosno imali bi spermije i zrele spermatide u sjemeniku. Budu¢i da se FSH, LH i povijest
kriptorhizma odreduju svim pacijentima u dijagnostickoj obradi, ako se utvrdi klinicka
primjenjivost modela bilo bi opravdano uvrstiti ih u model kako bi se povecala NPV.

Modeli koji su konstruirani koriste¢i umjetne neuronske mreze (ANN) imali su
AUC>0.8 i to¢nost predvidanja >80 %. Rezultat je na prvi pogled slabiji od onoga dobivenog
multivarijatnom logistickom regresijom, no treba naglasiti da je ANN model koristio samo 60
% prikupljenih podataka za treniranje modela, budu¢i da je ostatak bio potreban za testiranje.

Daljnjim istrazivanjima na veéem broju uzoraka mogla bi se i poboljsati predikcija modela.
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Koristenje ANN ima nekoliko prednosti pred logistickom regresijom. Jedna od prednosti je Sto
ANN-ovi mogu modelirati slozene, nelinearne odnose izmedu ulaznih i izlaznih varijabli Sto
ih ¢ini svestranijima u otkrivanju kompliciranih obrazaca u podacima. Takoder mogu
automatski nauciti koje znacajke u podacima su relevantne dok se to regresijskim modelima
mora unaprijed zadati. ANN-ovi mogu biti i robusniji prema nepotpunim podacima i podacima
s visokom razinom Suma. Negativni aspekt ANN-a je to Sto su esencijalno crna kutija pa ih to
¢ini manje interpretabilnim od regresijskih modela te Sto zahtijevaju ve¢u kolic¢inu podataka za
treniranje. Potrebno je prosiriti ovo istrazivanje na veéi broj uzoraka kako bi se mogla
procijeniti korisnost ANN-a za predikciju prisutnosti spermija u tkivu sjemenika.
HistoloSkom analizom, koja je trenutna metoda predikcije ekstrakcije spermija, se
35.09 % uzoraka ocijenilo neprikladnim, dok kod 42.86 % nije registriran signal PRM1. Kod
10 % uzoraka iz skupine HO uocene su zrele spermatide pozitivne na PRM1, a kod 16.22 %
uzoraka iz skupine H1 nije primijecen signal PRM1 Sto bi moglo ukazivati na nezrelost
spermatida koje su primijecene histoloSkom analizom. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi
se istrazila povezanost gustoce signala PRML1 i uspjesSnosti ekstrakcije spermija iz uzoraka.
Reduciranom verzijom modela za predikciju rezultata histoloSke analize neprikladnim bi se
ocijenilo 25 % uzoraka, dakle 71.25 % neprikladnih uzoraka bi se moglo toc¢no identificirati.
Modelom za predikciju signala PRM1 neprikladnim za ekstrakciju spermija bi se ocijenilo
27.67 % uzoraka, odnosno 64.56 % neprikladnih uzoraka bi se moglo to¢no identificirati, te ne
bi bilo lazno negativnih uzoraka. Primjenom tog modela mogli bi se i otkriti uzorci koji sadrze

zrele spermatide koje se mozda ne bi moglo identificirati histoloSkom analizom.

6.6. Translacijski potencijal istrazivanja i buduci razvoj

Prediktivni modeli koji su do sada radeni nisu predvidali prisutnost spermija u tkivu
vec uspjesnost ekstrakcije spermija iz tkiva sjemenika te to treba uzeti u obzir pri usporedivanju
AUC modela. Kao najuspjesnije metode predikcije do sad su se pokazale koncentracija AMH,
omjer koncentracije AMH i testosterona u krvi te prediktivni modeli koji su koristili podatke
iz redovite dijagnosticke obrade pacijenata (83,98,99). AUC te NPV i PPV tih modela su
usporedivi s vrijednostima modela konstruiranog u ovoj studiji. Prednost ovog modela je
primarno potencijal za neinvazivno mapiranje sjemenika i neinvazivno odredivanje lokusa

spermatogeneze iz kojih bi se onda uzimali uzorci tkiva za ekstrakciju spermija.
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Klini¢ka primjena modela, osim dokazane kvalitete same mjerne metode, pretpostavlja
i ekonomsku opravdanost iste. Postupak predlozen u ovom istrazivanju zahtjeva ukljuc¢ivanje
snimanja sjemenika magnetskom rezonancijom u dijagnosti¢cku obradu neplodnog muskarca.
Prema vaze¢em cjeniku usluga HZZ0O-a (27.10.2023.) cijena snimanja MR jedne anatomske
regije je 121.04 Eura, dok je ukupna cijena kirurske biopsije sjemenika i patohistoloSke obrade
I analize tkiva 487.01 Eura (133). Svi pacijenti bi morali i¢i na MR snimanje, no onda bi se
ovisno o koristenom modelu, 25 % -27.6 % pacijenata poStedjelo kirursSke biopsije sjemenika
te bi ukupna cijena dijagnosticke obrade muskaraca s azoospermijom iznosila 96 %-99 %
trenutne cijene. Dakle, i bez dodatnog troska za zdravstveni sustav oko cetvrtinu pacijenata bi
mogli postedjeti rizika operacije.

Iz ovog istrazivanja proizlazi da je prediktivnim modelom temeljenom na ex vivo
snimanju tkiva sjemenika magnetskom rezonancijom moguce dovoljno tocno predvidjeti
prisutnost spermija u tkivu sjemenika te da je opravdana klinicka validacija prediktivnog
modela na in vivo snimkama sjemenika magnetskom rezonancijom. U buduc¢im istrazivanjima
potrebno je i odrediti odnos histoloSke i imunohistokemijske prisutnosti spermija s uspjeSnoséu
ekstrakcije spermija kako bi model mogao biti klinicki primjenjiv. Daljnja istrazivanja su
takoder potrebna kako bi se omoguc¢ilo mapiranje sjemenika prediktivnim modelom te

odredivanje zona koje sadrze spermije i u koje bi se mogla usmjeriti biopsija sjemenika.
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7. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem povezanosti parametara odredenih  snimanjem  magnetskom
rezonancijom i spektroskopijom magnetskom rezonancijom te redovitom dijagnostickom
obradom s prisutno$¢u spermija u sjemenicima muskaraca s azoospermijom te konstrukcijom

prediktivnog modela zakljuceno je:

1. Uzorci sjemenika su histoloski analizirani te je odreden udio tubula s JS>8,
odnosno udio tubula koji sadrze zrele spermatide i spermije. Kvantifikacija
signala PRML1 proteina u tkivu sjemenika kao dodatak histoloskoj analizi moze
pomoc¢i u klasifikaciji tkiva u skupine prema prisutnosti zrelih spermatida i

spermija te to¢nijoj kvantifikaciji kolicine spermija i zrelih spermatida.

2. Podaci iz redovite dijagnosticke obrade usporedeni su medu skupinama te su
poviSeni FSH i LH povezani su s nedostatkom spermija i zrelih spermatida u

tkivu dok nije uocena poveznica za anamnezu pozitivnu na Kkriptorhizam.

3. Rahlost uzoraka sjemenika mjerena udjelom voksela koji sadrze viSe od 50 %
tkiva te vrijednost T2 su znacajno povecani u skupini uzoraka koji ne sadrze
spermije i zrele spermatide, uslijed ¢ega voda vise prodire u te uzorke prilikom
ex vivo MRI snimanja i pojacano maskira intrinzi¢ne signale iz samog tkiva.
Odredivanje volumena i T2 uzoraka bieksponencijalnim modelom se pokazalo

korisnim u ogranic¢avanju utjecaja vode na mjerene parametre.

4. Parametri dobiveni MRI snimanjem usporedeni su medu skupinama te je
pokazano da su razina i usmjerenost difuzije koje su iskazane vrijednostima
ADC i FA povecane u uzorcima bez spermija i zrelih spermatida, dok koli¢ina
makromolekula koja se odrazava u vrijednosti MTR nije bila znacajno razlicita

izmedu razlicitih ispitnih skupina.

5. Koncentracije metabolita dobivene MR spektroskopijom usporedene su medu

skupinama te je pokazano da su koncentracije kolina i laktata u tkivu sjemenika
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znacajno viSe u uzorcima u kojima je naden signal proteina PRM1, dok za
kreatin, glutamat i mio-inozitol nije uocena razlika. Koncentracija niti jednog
metabolita nije bila zna¢ajno povecana u skupini uzoraka s histoloski prisutnim

spermijima i zrelim spermatidama.

Parametri dobiveni MRI snimanjem te MR spektroskopijom usporedeni su za
svjeze i krioprezervirane uzorke te je pokazano da krioprezervacija, odnosno
promjena morfologije i sastava tkiva, nema utjecaj na vrijednost T2 tkiva
sjemenika, odnosno koli¢inu vode u uzorku. Razina i usmjerenost difuzije
mjerene vrijednostima ADC i FA su znacajno snizene u Krioprezerviranim
uzorcima, dok je kolicina makromolekula mjerena vrijednosti MTR znacajno
povisena. Koncentracije kreatina, glutamata, laktata i mio-inozitola su znacajno
snizene u krioprezerviranim uzorcima dok je koncentracija kolina

nepromijenjena.

Varijable koje su samostalno imale AUC iznad 0.7 u predikciji prisutnosti
spermija i zrelih spermatida u tkivu su bile T2, ADC, FA, FSH i koncentracija
kolina, dok su anamneza pozitivna na kriptorhizam i MTR imali AUC ispod 0.6.
Kolicina spermija i zrelih spermatida u tkivu umjereno negativno korelira s FSH
dok umjereno pozitivno korelira s koncentracijom kolina. Model koji sadrzava

svih 12 varijabli je prediktivan za koli¢inu spermija i zrelih spermatida u tkivu.

Reducirani prediktivni model za histoloSku prisutnost spermija i zrelih
spermatida u uzorcima sjemenika temeljen na parametrima tkiva dobivenim
snimanjima magnetskom rezonancijom te podacima iz anamneze pacijenta
(FSH, T2, ADC, FA) pokazuje dobru prediktivnost (AUC=0.8307), moze
razluciti uzorke koji ne sadrze spermije i zrele spermatide s negativhom
prediktivnom vrijednosti od 78.57 % te bi u klini¢koj primjeni mogao postedjeti

25 % pacijenata s azoospermijom biopsije sjemenika.
Prediktivni model za prisutnost signala protamina 1 (PRM1) koji oznacava
prisutnost spermija i zrelih spermatida u uzorcima sjemenika temeljen na

parametrima tkiva dobivenim snimanjima magnetskom rezonancijom te
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podacima iz anamneze pacijenta pokazuje odli¢nu prediktivnost (AUC=0.9738)
te moze otkriti uzorke koji ne sadrze spermije i zrele spermatide s negativnom
prediktivnom vrijednosti od 100 % te bi u klini¢koj primjeni mogao postedjeti

27.67 % pacijenata s azoospermijom biopsije sjemenika.
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8. SAZETAK

U populaciji neplodnih muskaraca, 15 % ih ima azoospermiju i ti se muskarci upuc¢uju
na biopsiju sjemenika koja je uspjesna u oko 50 % pacijenata. Cilj ove studije bio je izraditi
prediktivni model za prisutnost spermija u tkivu sjemenika temeljen na ex-vivo podacima
dobivenim snimanjem magnetskom rezonancijom (MRI) i spektroskopijom, kao i podacima
dobivenim standardnom dijagnostickom obradom. Uzorci humanog tkiva sjemenika dobiveni
biopsijom podvrgnuti su 7T MRI koje je ukljucivalo T2 mapiranje, snimanje difuzijskog
tenzora (DTI), snimanje prijenosa magnetizacije (MT]I) i spektroskopiju magnetske rezonancije
(MRS). Uzorci su zatim histoloski obradeni i analizirani. Provedena je multivarijatna logisticka
regresija kako bi se procijenio odnos izmedu 12 nezavisnih varijabli i prisutnosti spermija.
Nezavisne varijable koriStene za konstrukciju prediktivnog modela bile su T2, ADC, FA, MTR,
koncentracije kolina, kreatina, laktata, glutamata i mioinozitola, razine FSH i LH i povijest
kriptorhizma kod pacijenta. Povrsina ispod ROC krivulje za najuspjesniji model bila je 0,9738
s negativnom prediktivnom vrijednosti od 100 %. Prisutnosti spermija u tkivu sjemenika
moguce je predvidjeti koriStenjem prediktivnog modela temeljenog na magnetskoj rezonanciji,

a model je potrebno validirati na in vivo podacima za klini¢cku upotrebu.
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9. SUMMARY

Predictive Model for Sperm Presence in Testes of Azoospermic Men
Based on Magnetic Resonance Imaging

Ana Planinié
2024.

15 % of infertile men have azoospermia, and those men are referred for a testicular
biopsy, which is successful in around 50 % of patients. The objective of this study was to
construct a predictive model for sperm presence based on ex-vivo magnetic resonance imaging
(MRI) and spectroscopy data, as well as data obtained through the standard diagnostic
evaluation of azoospermia. Samples of human testicular tissue were obtained via testicular
biopsy and underwent 7T MRI, specifically T2 mapping, diffusion tensor imaging (DTI),
magnetization transfer imaging (MTI), and magnetic resonance spectroscopy (MRS). Samples
were then histologically processed and analyzed. Multivariate logistic regression was
performed to evaluate the relationship between 12 independent variables and sperm presence.
The independent variables used for the construction of the predictive model were T2, ADC,
FA, MTR, concentrations of choline, creatine, lactate, glutamate, and myo-inositol, FSH and
LH levels and patient history of cryptorchidism. The predicted area under the ROC curve for
the most successful model was 0.9738, with a negative predictive power of 100 %. Sperm
presence in testicular tissue can be predicted by using a predictive model based on magnetic

resonance imaging, and the model should be validated with in-vivo data for clinical use.
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