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POPIS OZNAKA I KRATICA

DAB - di-amino-benzidin

E, - estradiol

FSH - hormon koji stimulira spermatogenezu/folikulogenezu

hCG - ljudski korionski gonadotropin

HDL — lipoproteini visoke gustoce

HIV - sindrom stecene imunodeficijencije (uzrokovan istoimenim virusom)
H,0; - vodikov peroksid

IgG - imunoglobulini razreda G

IEMA - imunoenzimometrijska metoda uz kemiluminiscentni supstrat
IHC — imunohistokemija

IL-1 - interleukin 1

LDL - lipoproteini niske gustoce

LH - hormon koji stimulira intersticijske stanice/luteinizaciju

NOA - neopstruktivna azoospermija

PBS - fosfatni pufer

SHBG - globulin koji veze spolne hormon

TEM - transmisijska elektronska mikroskopija

TNF alfa — ¢imbenik nekroze tumora alfa

UI/L — broj medunarodnih mjernih jedinica po litri (vrijednosti hormona u krvnom serumu)
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1. UVOD

Neplodnost u muskarca, kako ga definira Svjetska zdravstvena organizacija, je stanje
kod kojeg muskarac nije zaceo dijete u razdoblju od 12 mjeseci (pri cemu se nije koristio
kontracepcijskim sredstvom). Ukoliko muskarac nikada nije oplodio Zenu, tada se govori o
primarnoj neplodnosti muskarca. Ako je muskarac zaceo plod (ili ve¢ imao djece), ali ga
nema sa sadaSnjom partnericom, onda se radi o sekundarnoj muskoj neplodnosti.' Procjenjuje
se da je u Republici Hrvatskoj (kao i u zemljama Europske Unije) 15-20% parova neplodno
ili ima problema sa zace¢em, od cega je neplodnost u muskarca odgovorna za 20-50%
slucajeva. Demografski pokazatelji u Hrvatskoj upucuju na godisnji gubitak od cak 8.000
djece zbog bra¢ne neplodnosti .> Osim toga, procjenjuje se da ¢e svaki peti muskarac u starijoj
zivotnoj dobi imati vecu sklonost koStanim prijelomima zbog osteoporoze koja se javlja kao
posljedica tzv. ,,andropauze*.’ Kljuéni organ o kojem ovisi plodnost muskarca kao i njegov

endokrinoloski status je sjemenik ili testis.

1.1. Sjemenik i poremecaji reproduktivne funkcije u muskarca

Sjemenik ( lat. testis, gré. orchis) ima dvije funkcije: proizvodi hormone i spermije.
Obavijen je ¢ahurom od gustog vezivnog tkiva, t. albugineom. Ona je zadebljana u straznjem
dijelu te ima vezivne pregrade koje nepotpuno pregraduju parenhim sjemenika. Spomenute
vezivne pregrade dijele testis na oko 250 piramidnih odjeljaka, koji se nazivaju reznji¢i. Svaki
reznji¢ sadrzava 1-4 vrlo zavijena sjemenska kanali¢a ulozena u mrezu rahlog vezivnog tkiva
bogatog krvnim i limfnim zilama, zivcima i intersticijskim (Leydigovim) stanicama.
Sjemenski kanali¢i proizvode muske spolne stanice, spermije, a intersticijske stanice izlucuju
androgene testisa.*®

Izmedu krvi i unutrasnjosti sjemenskih kanali¢a (tzv. adluminalnog ili apikalnog

odjeljka) postoji barijera koju ¢ine ¢vrsti spojevi izmedu Sertolijevih stanica. Ona zaSticuje



spolne stanice od Stetnih utjecaja okoline. Diferencijacijom spermatogonija nastaju
bjelancevine specificne za spermije. Buduéi da spolna zrelost nastupa kasnije nego razvoj
imunokompetencije, predstadiji spermija bi se mogli prepoznati kao strane stanice i izazvati
imunosni odgovor, koji bi ih unistio. Barijera krv-testis onemogucuje bilo kakvo medusobno
djelovanje sjemenskih stanica koje se razvijaju i imunosnog sustava.”®

Vezivno tkivo u intersticiju sjemenika sastoji se od razliCitih vrsta stanica: fibroblasta,
nediferenciranih mezenhimskih stanica, mastocita, limfocita i makrofaga.” U intersticiju se
nalazi i bogata populacija Leydigovih stanica. Te stanice proizvode testosteron, muski spolni
hormon.

1.1.1. Hipogonadizam

Hipogonadizam u muskarca moze biti uzrokovan poznatim i nepoznatim ¢imbenicima.
Ako je uzrok nepoznat, onda govorimo o idiopatskoj neplodnosti. Kongenitalni poremecaji
kao sto su Klinefelterov 1 Kartagenerov sindrom, cisticna fibroza, nedostatak receptora za
androgene, "prune belly" sindrom, glutenska enteropatija, kriptorhizam te Von Hippel-Lindau
sindrom mogu uzrokovati teSke poremecaje u gradi i funkciji testisa, epididimisa te vas
deferensa. Infekcije virusima (virus zauSnjaka, vodene kozice, herpes virusi, HIV),
klamidijom 1 ureaplazmama, bakterijama (sifilis, tuberkuloza, bruceloza) te parazitima
(filarijaza) uzrokuju upale sjemenika ili/i pasjemenika kao 1 fibroze i1 adhezije vas deferensa.
Neke endokrinoloske bolesti koje utjeCu na opce stanje kao Secerna bolest, zatajenje jetre i
bubrega te hipertireoidizam mogu utjecati na spermatogenezu, hormone hipofize i gubitak
libida pa na taj nacin dovesti do neplodnosti. Tumori testisa i drugih organa i tkiva
(sekundarni tumori kao kromofobni adenom, astrocitom, teratom) svojim neposrednim rastom
ilii ¢imbenicima koje izlutuju nerijetko uzrokuju poremeéaj spermatogeneze.''’

Neuroloske bolesti kao npr. paraplegije dovode do poremecaja erekcije i ejakulacije.

Razliciti lijekovi koji se koriste u lijecenju drugih bolesti (npr. metrotreksat, sulfasalazin,



nitrofurantoin, spironolakton, cimetidin, hormonski preparati i sl.) mogu utjecati na
sazrijevanje sjemenskih stanica upli€u¢i se u vrlo slozenu regulaciju spermatogeneze i
spermiogeneze. Pojedini kirurski zahvati (kao npr. lijeCenje zalistaka uretre, prostatektomija,
lijeCenje hipo- 1 epispadije, ingvinalne hernije, uretralnih striktura, retroperitonealna
limfadenektomija, prijasnja torzija testisa ili kriptorhizam) katkada dovode do oStecenja vas
deferensa, epididimisa, te poremecaja u vaskularizaciji 1 inervaciji testisa i drugih dijelova
urogenitalnog sustava.' "2

Egzogeni ¢imbenici (npr. teski metali, pesticidi i herbicidi) te uvjeti radnog mjesta
(pretjerano topli prostori kao kotlovnice, kabine teskih strojeva i kamiona) nepovoljno utjecu
na funkciju sjemenika. Cimbenici okoli$a, npr. spojevi u plasti¢nim bocama i industrijskim
otpadnim vodama nalikuju Zenskim spolnim hormonima te se smatra da oponasaju njihovo
djelovanje. Zagadenje mikroelementima kao S§to su kadmij 1 olovo dovodi do oStecenja
sjemenskog epitela. Isto tako, manjak selena i1 cinka moze dovesti do pada broja i
koncentracije spermija kao i1 njihove gibljivosti. Napokon, pretjerano uzivanje nikotina,
marihuane, kokaina, alkohola ili anabolickih steroida moze dovesti do smanjene funkcije
muskog spolnog sustava.'"!?

1.2. Cimbenici nasljeda i molekularno biolo$ke spoznaje

U posljednjih desetak godina intenzivno se prouCava uloga c¢imbenika nasljeda
(kromosoma, gena) na funkciju sjemenika, osobito spermatogenezu. KoriStenjem
eksperimentalnih modela, nadeno je da vise od 4.000 gena sudjeluje u normalnom odvijanju
spermatogeneze.13 U pacijenata s oligo i azoospermijom mogu se u 4% slucajeva otkriti
poremecaji u broju ili/i gradi kromosoma'* koji pak uzrokuju osStecenje mejoze i sazrijevanja
sjemenskog epitela.'”'® Proudavanja na Y kromosomu ukazala su na poremeéaj dugog kraka

tog kromosoma.'” Novija molekularno-biologka istrazivanja otkrila su postojanje tzv.

mikrodelecija Y kromosoma koje se mogu svrstati u pet kategorija, ovisno o regiji



kromosoma koja je oSte¢ena: AZFa (Azoospermija Faktor a), P5/proksimalno P1, P5/distalno
PS5, gr/gr, i B2/B4 (AZFc delecije).'” ™ Delecije Y kromosoma u regiji AZFc su najéeicée i
mogu se otkriti u 6-12% neplodnih muskaraca s azoospermijom.zl’22 Na Y kromosomu nalazi
se podrucje specificno za muskarca (,,male-specific region®) koja u sebi nosi najmanje 78
gena. Od ovih 78 gena, 60 ima svoj izraZaj unutar sjemenika.”> Smatra se da bi poremec¢aji u
spomenutim genima mogli biti vazni u nastanku azoospermije i oSteenju spermatogeneze.
Tako je dokazana tockasta mutacija gena USP9Y koja dovodi do poremecaja funkcije
proteaze specifi¢ne za ubikvitin i na taj nadin dovodi do azoospermije.**

Od gena na tzv. somatskim kromosomima (autosomni geni) istrazeno je nekoliko s

ciljem da se njihovi poremecaji povezu s poremecajem spermatogeneze (tablical.).

Tablica 1. Povezanost autosomnih gena i poremecja spermatogeneze

AUTOSOMNI GEN POVEZANOST S POREMECAJEM

SPERMATOGENEZE

CFRT (,Cystic Fibrosis Transmembrane- | - pozitivno™

Conductance Regulator)

HOXA10 (,,Homeobox gene*) - negativno®°
INSL3 (,,Leydig insulin-like hormone*) - negativno”' "
DAZL (,,Deleted in Azoospermia Like*) - negativno® -
ZNF214, ZNF215 (,,Zinc Finger genes*) - negativno™

SYCP3 (,,Synaptonemal Complex Protein‘) - pozitivno™*

HNRNP G-T (,Heterogenous Nuclear | - negativno>>

Ribonucleoprotein G-T ,,)

POLG (mitohondrijska DNA polimeraza) - negativno™ ™’




Kongenitalni nedostatak sjemenovoda moze biti jednostran ili obostran. Povezuje se s
mutacijom gena CFRT i cisticnom fibrozom.” Cesto se u takvih pacijenata nadu i druge
anomalije, primjerice ageneza bubrega. Kod jednostranih nedostataka sjemenovoda, na
kontralaterlanoj strani moze biti oStecen testis. Katkada, unato¢ ocitoj klinickoj slici, mutacije
gena CFRT nisu nadene Sto indirektno govori u prilog mozebitnim mutacijama nekih drugih
gena.”” U slucaju delecije gena SYCP3 dolazi do zastoja spermatogeneze na razini spermatida
pa se spermiji uopée ne proizvode (oStecenje spermiogeneze, tzv. ,spermatidni ili
maturacijski stop®).** Unato¢ intenzivnim genetskim istraZivanjima, otkriven je relativno
malen broj gena Cija bi delecija ili mutacija dovela do neposrednog poremecaja
spermatogeneze. Stoga je mogucey da postoji niz gena koji u slucaju oligo ili azoospermije
pretrpe ostecenje de novo pa je takvo ostecenje teze dokazati raspolozivim dijagnostickim
mogucnostima. Za sada takoder nisu dokazani geni koji bi bili usko povezani s poremecajem
grade 1 funkcije Leydigovih stanica. Ove stanice ovise o ocCuvanosti spermatogeneze (i
obrnuto, spermatogeneza znaCajno ovisi o testosteronu) pa osteceni geni koji dovode do

poremecaja tog procesa mogu ujedno prouzrokovati i osteéenje Leydigovih stanica.™

1.3. Leydigove intersticijske stanice

Leydigove stanice su velike oko 15-25 um, uglavnom okrugla ili viSekutna oblika.
Najces¢e imaju jednu jezgru smjestenu u sredini iako mogu biti i binuklearne. Citoplazma im
je eozinofilna te posjeduje dobro razvijen Golgijev aparat, veliku koli¢inu glatke
endoplazmatske mrezice, mitohondrije s tubularnim pretincima i obilje zrnaca glikogena. U
citoplazmi se nalaze primarni i sekundarni lizosomi te po koji fagolizosom, nekoliko kapljica
masti i Reinkeovi kristali, koji se najvjerojatnije sastoje od kristaliziranih proteina.’® Uloga

spomenutih biokristala jo§ uvijek nije sasvim jasna.



. . . . . - . . . 35.38.39
Leydigove stanice imaju sve znacajke stanica koje prozvode steroide.”””™

Biokemijskim 1 histokemijskim metodama su u citoplazmi intersticijskih stanica otkriveni
enzimi neophodni za sintezu testosterona. U mitohondrijima intersticijskih stanica su
smjesteni enzimi koji cijepaju postrani¢ne lance kolesterola, pohranjenog u kapljicama lipida
ili sintetiziranog od acetata. Na taj nacin nastaje pregnenolon, od kojega se djelovanjem
enzima u glatkoj endoplazmatskoj mreZici u nizu reakcija sintetizira testosteron.*™*! Brojnost
1 funkcija intersticijskih stanica je ovisna o hormonima. Tijekom trudno¢e humani
gonadotropni hormon placente prelazi iz krvi majke u krv fetusa i potice Leydigove stanice na
sintezu 1 izluCivanje testosterona. Testosteron je odgovoran za Citav slijed diferencijacijskih
zbivanja koji dovode do nastanka muskog spola i1 razvoja muskih spolnih organa.
Embrionalne intersticijske stanice ostaju posve diferencirane do polovice trudnoce, nakon
Cega se njihov broj smanjuje, pa time i sinteza testosterona. Leydigove stanice miruju do
pocetka puberteta, kada hormon luteinizacije iz hipofize ponovno dovodi do pojacane sinteze
testosterona.

Stanice sjemenskih kanali¢a i1 stanice intersticija sjemenika svojim sekretima djeluju
jedne na druge izlucujuéi razlicite Cimbenike (parakrina sekrecija). Sinteza muskih spolnih
hormona je ovisna o ciklusu sjemenskog epitela. U pojedinim stadijima spermatogeneze
poveca se koli¢ina endoplazmatske mrezice, mitohondrija 1 Golgijevog aparata Leydigovih

C . - - 43,44
stanica, Sto je znak povecane proizvodnje androgena.”™”

Pretpostavlja se da tada dolazi do
prolaska spermatocita iz bazalnog u adluminalni odjeljak privremenim otvaranjem c¢vrstih
veza izmedu Sertolijevih stanica.*’ Znak za poveéanju proizvodnju androgena Leydigove
stanice dobivaju iz hipofize koja izlucuje hormon luteinizacije (LH), te sjemenskih kanali¢a i
Sertolijevih stanica.*®

Proucavanjem Leydigovih stanica uocene su dvije skupine, ovisno o smjestaju. Jedne

se nalaze pored sjemenskih kanali¢a, pa se nazivaju "peritubularne", a druge oko krvnih zila



intersticija pa se nazivaju "perivaskularne".***’ Zbroj tih dvaju populacija je uvijek isti, ali se

medusobni omjeri mijenjaju, ovisno o ciklusu sjemenskog epitela. Vjerojatno Leydigove
stanice migriraju od krvnih zila prema kanali¢ima i obratno, a to je uvjetovano sekrecijom
stanica sjemenskih kanali¢a.*® Leydigove stanice koje su smjestene perivaskularno (vjerojatno
izluCujudi razlicite cimbenike) reguliraju propusnost krvnih zila intersticija, koje se nalaze u
blizini, kao i koli¢inu intersticijske tekucine. Ova tekucina okruzuje Leydigove stanice i
sadrzi veliku koli¢inu testosterona. Navedena tekucina kasnije dijelom utjeCe u sistemski
krvotok odrzavajuéi potrebne razine testosterona u krvi. Osim testosterona Leydigove stanice
proizvode i prostaglandine, estrogen, angiotenzin, oksitocin, beta endorfin, te joS neke tvari
koje mogu djelovati kao parakrini ¢imbenici na sjemenske kanali¢e.*”**>°

Histofizioloske studije pokazale su da postoji znacajno medudjelovanje izmedu
Leydigovih stanica i makrofaga. Broj makrofaga se povecava pocetkom spermatogeneze, a
pretpostavlja se da se to dogada nakon $to na Leydigove stanice djeluje luteiniziraju¢i hormon
(LH).”! Naime, Leydigove stanice osim testosterona izluGuju i neke citokine i druge tvari (npr.
inhibin, beta endorfin, prodomorfin) koji utjeCu na funkciju makrofaga. Makrofazi pak sa
svoje strane izlu¢ivanjem TNF alfa i IL-1 utjeCu na rad Leydigovih stanica pa se na
Stakorskim eksperimentalnim modelima cak i dokazalo da se Leydigove stanice uopce ne
mogu razviti bez prisutnosti makrofaga.’>> Potpunim nedostatkom Leydigovih stanica
smanjuje se i broj makrofaga na polovicu, pa vjerojatno jo§ neki drugi ¢imbenici utjecu na

njihov broj i funkciju.>

1.4. Leydigove stanice u neplodnih pacijenata

Istrazivanja funkcije sjemenskih kanali¢a neplodnih pacijenata pokazala su da postoji
meduovisnost izmedu tzv. tubularnog i intersticijskog odjeljka u kojem se nalaze Leydigove
stanice. Pretpostavlja se da poremecaj sjemenskog epitela unutar kanali¢a moze prouzrokovati

promjene na tim stanicama. Naime, 12 do 15% pacijenata s poremecajem spermatogeneze



ima 1 snizene vrijednosti testosterona i/ili poviSene vrijednosti LH. Katkada su vrijednosti
testosterona na donjoj granici normalne pa se pretpostavlja da su Leydigove stanice, unato¢
oStecenju, uspjele (za krace ili duze razdoblje) nadoknaditi koli¢inu testosterona koja
nedostaje. Pacijenti s poremeéenom spermatogenezom i oSte¢enim Leydigovim stanicama
podlozni su sindromu nedostatka androgena (izmedu ostaloga, pojacanom riziku od
osteoporoze).”>’

Ostecenje sjemenskih kanali¢a u glodavaca prouzrokovano zra¢enjem, kriptorhizmom,
nedostatkom vitamina A ili davanjem hidroksiureje dovodi do porasta LH i snizene razine
testosterona.”® Ugradnja implantata u sjemenik glodavaca koji sadrzi antagonist testosterona
(ciproteron acetat) uzrokuje oSte¢enje spermatogeneze u sjemenskim kanali¢ima u
neposrednoj blizini implantata.”® Dolazi i do Zari§ne hipertrofije Leydigovih stanica.
Eksperimentalni unilaterlani kriptorhizam dovodi do oSte¢enja spermatogeneze u
kriptorhicnom sjemeniku, ali i1 hipertrofije Leydigovih stanica. Ovakve stanice mogu se
izolirati 1 uzgojiti u in vitro uvjetima te stimulirati humanim korionskim gonadotropinom
(hCG). Nakon stimulacije, Leydigove stanice proizvode znatno vise testosterona, ali
posjeduju manje receptora za luteiniziraju¢i hormon (LH).>>*® Zagrijavanje sjemenika tijekom
15 min. dovodi do poremecaja sjemenskih i Sertolijevih stanica te hiperreaktivnosti
Leydigovih stanica na hCG.®' Nakon prestanka zagrijavanja, Leydigove stanice proizvode
normalnu koli¢inu testosterona i djeluju na ubrzano obnavljanje spermatogeneze.®’ Iz ovih
eksperimentalnih podataka moze se zakljuciti da postoji znacajno medudjelovanje i ovisnost
sjemenskog epitela unutar sjemenskih kanali¢a i Leydigovih stanica. Ovo medudjelovanje
vjerojatno se zasniva na izlu€ivanju parakrinih ¢imbenika koji, za sada, nisu poznati ili
izolirani.

Pacijenti s tzv. idiopatskom azoospermijom u znacajnom broju

slucajeva (96%) imaju normalnu razinu testosterona u serumu. Iznimno, razina testosterona



mozZe biti snizena ili blago poviena.®> Medutim, &esto se radi o vrijednostima blizu donje
granice normalnih (referentnih) vrijednosti uz znatno povecane vrijednosti LH, FSH i sniZene
vrijednosti inhibina B.% Pacijenti koji su zbog limfoma primali kemoterapiju razvili su
azoospermiju, imali niske vrijednosti inhibina B i testosterona u serumu, te poviseni LH. S
obzirom na to da je sjemenski epitel izrazito osjetljiv na kemoterapeutike, za pretpostaviti je
da se osteCenje funkcije Leydigovih stanica razvilo wuslijed znatnog poremecaja
spermatogeneze, &ime se potvrduju rezultati eksperimenata na glodavecima.”®® Za procjenu
stupnja oSte¢enja Leydigovih stanica moze dobro posluziti odnos vrijednosti testosterona i
LH. Kod idiopatske azoospermije, znatno povecani LH i testosteron na donjoj granici normale
upucuju na funkcionalno ,,zatajivanje” Leydigovih stanica. Smatra se da ¢e 1 od 20 takvih
pacijenata imati ozbiljne posljedice uslijed smanjene proizvodnje testosterona.®*

Mjerenje estradiola (E;) u neplodnih pacijenata otkrilo je da postoji skupina bolesnika
s znacajno pove¢anom razinom tog hormona u krvi. Takoder je poremecen odnos izmedu E, i
testosterona.”> Poveéane koli¢ine E, mogu uzrokovati poremeéaj u sintezi testosterona
(autokrini blok enzima 17 alfa-hidroksilaze) u citoplazmi Leydigovih stanica. Takoder je
poznato da je izvor estrogena u sjemenskim kanali¢ima Sertolijeva stanica. Ona posjeduje
receptore za FSH. Kao §to je ve¢ spomenuto, ovaj hormon je izrazito povisen kod pacijenata s
neopstruktivnom azoospermijom. Za pretpostaviti je da hiperstimulacija Sertolijevih stanica s
FSH moze dovesti do povecane proizvodnje estrogena i time do poremecaja funkcije
Leydigovih stanica. Ostaje nejasno kako hiperstimulacija Sertolijevih stanica s FSH moze
ostetiti Leydigove stanice . Jedna od mogucénosti je, zasigurno, prevelika koli¢ina estrogena
koje izluGuju te stanice.®

Posebno teska slika neplodnosti postoji u pacijenata s neopstruktivnom
azoospermijom (NOA). U 70-90% slucajeva etiologija poremecaja je nepoznata. Pretpostavlja

se da znacajnu ulogu imaju nasljedni ¢imbenici (poremecaji gena na somatskim i spolnim



kromosomima) i ¢imbenici okoliSa (zagadenje, tvari sli¢ne estrogenima u pitkoj vodi i hrani,
uvjeti radnog mjesta /kotlovnice, vozaci kamiona, teskih strojeva i sl.) te neke zarazne bolesti
(virus zausnjaka 1 s1.).% Najees¢i histologki nalaz u ovih pacijenata je tzv. »mjesovita atrofija
sjemenskih kanali¢a“.®*%” To zna¢i da se unutar bioptickog materijala moze naéi sarolika slika
oSte¢enja sjemenskih kanali¢a. Dok neki kanali¢i imaju potpuno oCuvanu spermatogenezu
(obi¢no manji broj njih) susjedni kanali¢i mogu pokazivati razliCite stupnjeve ostecenja od
spermatidnog i spermatocitnog ,,stopa“ (spermatogeneza se zaustavlja na razini spermatida i
spermatocita) do tezih oSte¢enja kao sindroma samo spermatogonija (,,spermatogonia only*-
sjemenske stanice sastoje se samo od spermatogonija) ili Sertolijevih stanica (,,Sertoli cells
only*“- kanali¢i obloZeni samo potpornim stanicama). U osobito teSkim slucajevima kanali¢i
su pretvoreni u tracke vezivnog tkiva (tzv. tubularne sjene — ,,tubular shadows*). Intersticijske
Leydigove stanice Cesto pokazuju znakove hipertrofije i hiperplazije zbog stalno poviSene
razine gonadotropina u tih pacijenata.®*°*%’
Iz ovog pregleda dosadasnjih spoznaja i literature moze se zakljuciti da postoji
- nedostatak podataka o morfoloskim promjenama Leydigovih stanica u neplodnih
pacijenata, osobito onih s NOA;
- nedostatak podataka o funkcionalnim promjenama Leydigovih stanica u pacijenata
s NOA, osobito proizvodnji testosterona in situ;
- nedostatak podataka o povezanosti stupnja poremecenosti spermatogeneze te

ostec¢enja Leydigovih stanica u neplodnih pacijenata s NOA.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI DISERTACIJE

2.1. Hipoteza

Leydigove stanice u sjemenicima neplodnih pacijenata s NOA imaju promijenjena
morfoloska obiljezja u usporedbi s plodnim muskarcima.

Unato¢ odrzanoj normalnoj razini testosterona u bolesnika s NOA za pretpostaviti je
da Leydigove stanice neplodnih osoba imaju promijenjen izgled citoplazme, a mozda 1 jezgre
Sto se moze vidjeti na razini svjetlosnog i elektronskog mikroskopa. Poremeéena grada
Leydigovih stanica dovodi i do poremecaja proizvodnje testosterona in situ, Sto bi se moglo
dokazati imunohistokemijskim i morfometrijskim metodama. Za pretpostaviti je da ove
stanice nastoje nadoknaditi oSteCenu endokrinu funkciju raznim kompenzatornim
mehanizmima (hipertofija, hiperplazija). Promjene na Leydigovim stanicama u neplodnih

pacijenata koreliraju sa stupnjem osSte¢enja spermatogeneze u sjemenskim kanali¢ima.
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2.2. Ciljevi disertacije
Opceniti cilj rada je opisati promjene Leydigovih stanica u neplodnih muSkaraca s

NOA 1 usporediti ih sa stupnjem oStecenja spermatogeneze u sjemenskim kanali¢ima.

Specificni ciljevi su sljedeéi:

-prikazati promjene grade Leydigovih stanica na polutankim rezovima koristeci
biopticki materijal neplodnih pacijenata s NOA i usporediti s Leydigovim stanicama
sjemenika o¢uvane morfologije (kontrolne biopsije);

- prikazati promjene grade Leydigovih stanica na ultrastrukturnoj razini pomocu
transmisijske elektronske mikroskopije (usporediti kontrolne i uzorke dobivene iz sjemenika
neplodnih pacijenata)

-u imunohistokemijskom dijelu istrazivanja provjeriti izrazaj/proizvodnju testosterona
in situ 1 usporediti s vrijednostima testosterona u serumu (usporediti kontrolnu i neplodnu
skupinu pacijenata s NOA);

-u  morfometrijskom  (stereoloskom) dijelu  istrazivanja  odrediti  broj
imunohistokemijski pozitivnih intersticijskih stanica (Leydigove stanice pozitivne na
testosteron) u jediniénom volumenu sjemenika (mm’® tkiva) kao i u cjelokupnom organu u
kontrolnoj skupini i u skupini pacijenata s NOA;

-usporediti 1 korelirati dobivene morfometrijske (stereoloske) rezultate dobivenim
mjerenjem na kontrolnim sjemenicima (biopsijama sjemenika normalne grade) i sjemenicima

pacijenata s NOA.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

U ovom radu koristio se biopti¢ki materijal sjemenika iz zbirke Zavoda za histologiju i
embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Biopticki uzorci skupljani su od
1998. do 2006. godine u suradnji s Klinikom za urologiju Medicinskog fakulteta (KBC
»Zagreb®). Ukupno je analizirano 120 bioptickih uzoraka koji su bili podijeljeni u dvije
skupine:

1. kontrolnu skupinu biopsija (n=12)

2. biopsije dobivene iz sjemenika neplodnih muskaraca (s neopstruktivnom

azoospermijom, NOA) (n=108)

Kontrolna skupina dobivena je biopsijom 12 sjemenika pacijenata s opstruktivnom
azoospermijom, pri ¢emu je morfoloSka analiza pokazala da je parenhim testisa bio u
potpunosti sacuvan i normalne grade. Prosje¢na starost ispitanika bila je 34 godine (24-37
godina starosti).

Druga skupina biopsija dobivena je biopsijom sjemenika neplodnih muskaraca s
NOA. Prosjec¢na dob ovih pacijenata bila je 32 godine (22-43 godine starosti), a histoloska
analiza je pokazala da je doSlo do poremecaja spermatogeneze razli¢itog stupnja i opsega.

Prije samog operativnog zahvata svi pacijenti obuhvaceni ovim istrazivanjem su dali

svoj pismeni informirani pristanak.
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3.2. Metode

Uzorci su dobiveni tzv. «otvorenom» metodom biopsije sjemenika koja je detaljno
opisana u radu Holsteina i sur.’® (slika 1. i 2.). Biopti¢ki komadi¢i sjemenika su odmah po
eksciziji podijeljeni u dva dijela i fiksirani u 5,5% glutaraldehidu (u 0.05 M fosfatnom puferu,
pH= 7.1-7.4, 800 mosmol) i Bouinu. Uklopljeno tkivo u Durcopanu i parafinu uvrsteno je u
zbriku uzoraka sjemenika Zavoda za histologiju 1 embriologiju, Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu.

Tkivo fiksirano u glutaraldehidu. Nakon fiksacije u trajanju od 3 sata, uzorci
fiksirani u 5,5% glutaraldehidu bili su isprani u puferu te postfiksirani u otopini 1%
osmijevog tetroksida. Nakon dvosatne postfiksacije, tkivo je bilo isprano u puferu te
dehidrirano u uzlaznom nizu alkohola. Nakon dehidracije, uslijedilo je uklapanje u smolu
Durcopan (Sigma, Njemacka). Polimerizacija smole izvrSena je u termostatu na temperaturi
od 60°C tijekom 3 dana. Poslije polimerizacije priSlo se formiranju blokova za rezanje na
ultramikrotomu (Reichert, Austrija). Serijski polutanki rezovi debljine 0,90 um postavili su se
na predmetna stakalca i osuSili pomocu toplog stoli¢a za ravnanje rezova (Agar, Engleska).
Svaki uzorak narezao se na ukupno 6 predmetnih stakalaca od kojih je svako staklo
sadrzavalo po 10 polutankih rezova. Polutanki rezovi su se obojali 1% toluidinskim modrilom
kako bi se na njima mogla izvrSiti kvalitativna histoloska analiza.

Ultratanki rezovi (debljine 70 nm) narezali su se pomoc¢u dijamantnog noza (Diatom,
Svicarska), postavili na bakrene mreZice (Christine Groepl, Austrija) i kontrastirali olovnim
citratom 1 uranil acetatom. Analiza na ultrastrukturnoj razini nacinila se pomocu
transmisijskog elektronskog mikroskopa Carl Zeiss 902A (Centar za elektronsku

mikroskopiju, SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet).
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Slika 1. ,,Otvorena® biopsija sjemenika. Asistent pridrzava sjemenik u fiksiranom polozaju
dok operater mikroskaricama pristupa parehimu testisa (p) koji lagano prominira kroz rez

tunike albugineje (Ta).
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Slika 2. ,,Otvorena® biopsija sjemenika, preuzimanje bioptickog materijala. OdsjeCeni
komadi¢ parenhima (p) odstranjuje se s povrSine mikroSkarica uz pomo¢ sterilne drvene
cackalice. Na taj se nacin izbjegava primjena pincete 1 dodatno traumatiziranje uzorka.
Cackalica koja na svojem vrhu ima biopti¢ki komadi¢ tkiva odmah se uranja u transportni

medij koji je u stanju odrzavati tkivo vitalnim do 24 sata. (Ta, tunica albuginea)
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Uzorci fiksirani u Bouinu. Ovi uzorci su se viSestruko isprali u otopini litijevog
karbonata, dehidrirali, inkubirali u intermediju (metil-benzoat), benzolu i benzol-parafinu te
uobicajenim histoloskim postupkom uklopili u parafin.

Parafinski blokovi rezani su rotacijskim mikrotomom Leitz 1512 (Austrija) pri ¢emu
je debljina rezova bila 4 pum. Dobiveni serijski rezovi potom su se upotrijebili za
imunohistokemijske reakcije, a nekoliko njih (odabranih nasumce) se obojalo hemalaun-
eozinom zbog kvalitativne histoloske analize (procjena ocuvanosti sjemenskog epitela).
Procjena ocCuvanosti sjemenskog epitela /oCuvanost spermatogeneze/ na polutankim i
parafinskim rezovima procijenila se koriste¢i medunarodno prihva¢en bodovni sustav po

Johnsenu®® (tablica 2.):

Tablica 2. Medunarodni bodovni sustav oCuvanosti spermatogeneze po Johnesenu

OCUVANOST BODOVI (,,SCORE¥)
SPERMATOGENEZE/
STANICE

ZRELE SPERMATIDE i SPERMIJI 10-9
NEZRELE SPERMATIDE 8-6
PRIMARNE SPERMATOCITE 5-4

SAMO SPERMATOGONIJE 3

SINDROM “SAMO SERTOLIJEVIH 2

STANICA”

ATROFIJA (FIBROZA) KANALICA 1
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3.2.1. Imunohistokemijska analiza

Parafinski rezovi sjemenika (prethodno fiksiranih u Bouinu) inkubirani su 12 sati uoci
imunohistokemijske reakcije u termostatu na 37°C. Nakon toga uslijedilo je deparafiniranje
rezova u ksilolu te rehidracija u silaznom nizu alkohola. Potom su rezovi inkubirani u
fosfathnom puferu (PBS). Prizivanje antigena nacinjeno je u mikrovalnoj pecnici u
vremenskom trajanju od 10 min. kori§tenjem citratnog pufera.”’ Endogena peroksidaza je
blokirana otopinom natrijevog azida, glukoze i glukoza-oksidaze (Sigma, Deisenhofen,
Njemacka).”' Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su se inkubirali tijekom jednog sata (u vlaznoj
komorici na sobnoj temperaturi) sa primarnim protutijelom (tablica 3.):

Tablica 3. Primarno protutijelo za odredivanje testosterona

PRIMARNO RAZRIJEDENJE PROIZVOBAC
PROTUTIJELO
Testosteron 1:50 Biogenex, San Ramon,
(mis, 19G) USA

Uslijedilo je detaljno ispiranje u fosfatnom puferu kako bi se odstranio suvisak
primarnih protutijela. Potom su rezovi inkubirani 30 min. na sobnoj temperaturi sa
protutijelima razvijenim u kunic¢u (1:500, Dako, Glostrup, Danska), usmjerenih protiv misjih
protutijela IgG. Ova protutijela su imala na sebi vezan biotin. Tijekom slijedecih trideset
minuta uslijedila je inkubacija sa peroksidazom (obiljeZenom streptavidinom) (1:800, Dako,
Glostrup, Danska). Enzimska reakcija je postala vidljiva nakon dodatka svjeze pripravljene
otopine di-amino-benzidina (DAB, 0,5 mg/ml; Sigma, Deisenhofen, Njemacka) 1 0.01% H,O,
tijekom pet minuta. Rezovi su se potom obojali hematoksilinom, dehidrirali u uzlaznom nizu
alkohola, prozeli ksilenom i pokrili Biomountom (British Biocell, UK) te pokrovnim

stakalcem. Kao negativna kontrola upotrijebili su se rezovi koji nisu bili inkubirani s
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primarnim protutijelima. Kao pozitivna kontrola koristili su se rezovi dobiveni u sastavu kita
za imunohistokemiju a koji u sebi provjereno sadrzavaju gore navedene antigene (Dako,

Glostrup, Danska).

3.2.2. Morfometrijska (stereoloska) analiza

Morfometrijska (stereoloska) analiza nacinjena je na parafinskim rezovima debljine 4
um. Za stereolosko mjerenje iz ukupno 60 serijskih rezova dobivenih od svakog bioptickog
uzorka, odabrano je prvih 10 1 zadnjih 10 rezova. Na rezove je primijenjena analiza fizikalnim
disektorom.”*"” Mjerenje je na¢injenom mnogonamjenskim testnim sustavom po Weibelu s
42 testne toCke koriste¢i binokularni mikroskop Nikon Alphaphot (Japan) s ukupnim
povecanjem x400. PovrSina testnog sustava (A;) pri navedenom povecanju bila je 0,0837
mm?, duljina testne linije (d) 0,048 mm, a ukupna duljina testnih linija (L;) iznosila je 1,008
mm.

Tijekom stereoloske obrade odredile su se sljedece stereoloske varijable:

1. Nvr - broj imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica na testosteron u
jediniénom volumenu sjemenika (mm® tkiva) (kontrolne biopsije i uzorci
sjemenika pacijenata s NOA);

2. Nt - ukupan broj imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica na testosteron
u cjelokupnom sjemeniku (sjemenici kontrolne i neplodne skupine pacijenata).

Ukupan broj imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica na testosteron u

cjelokupnom sjemeniku (N1) (sjemenici kontrolne i neplodne skupine pacijenata) izracunat je

primjenom sljedece formule:

NT:NVT /Ni x Vt )]
gdje je
Nvt = numericka gustoca imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica
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Ni = numericka gustoca stanica u intersticiju sjemenika odredena primjenom optickog
- 72
disektora

Vo = volumen sjemenika.

Podatak o volumenu sjemenika odreden ultrazvukom ili orhidometrom te razine
testosterona i gonadotropina (FSH i LH) u serumu dobiveni su iz povijesti bolesti pacijenata
Klinike za urologiju KBC ,,Zagreb®, Rebro.

Broj mikroskopskih polja (n) na kojima treba izvrSiti mjerenje odreden je po De
Hoffovoj jednadzbi’>® :

n= (20 x s/x)° @)
pri ¢emu je s standardna devijacija varijable kod koje je izvrSeno tzv. orijentacijsko

mjerenje a x srednja vrijednost (aritmeticka sredina) rezultata dobivenih orijentacijskim

mjerenjem.

3.2.3. Odredivanje vrijednosti hormona u krvnom serumu

Vrijednosti FSH, LH 1 testosterona u krvnom serumu odredene su uporabom
standardnih reagensa (kitova) firme Ortho-Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson,
Amersham UK (uvoznik u RH: Medika), koriste¢i uredaj Vitros ECi. Reagensi su sadrzavali
komplet od 100 bunari¢a, protutijelo za analit (odgovaraju¢i hormon) vezano s peroksidazom
iz hrena, protutijelo na analit vezano s biotinom te kalibratore, signalni reagens i otopinu za
ispiranje.

Primjenjena je imunoenzimometrijska metoda (IEMA) uz kemiluminiscentni supstrat.
Analit se veze izmedu dva protutijela, jedno obiljezeno biotinom i drugo obiljezeno
peroksidazom, a nastali kompleks se veze na streptavidin na stijenci bunari¢a, a nevezani
ispere. Reagens koji sadrzi luminogeni supstrat i spoj koji pomazu u prijenosu elektrona su

dodani nakon ispiranja. Peroksidaza iz konjugata katalizira oksidaciju luminogenog spoja i
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nastaje svjetlo. Spoj koji pomaze u prijenosu elektrona pojacava koli¢inu svjetla i produzava
njegovu emisiju. Svjetlosni signal se ocita u luminometru uredaja. Koli¢ina vezane

peroksidaze izravno je proporcionalna analitu.

3.2.4. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni podaci (morfometrijska/stereoloska analiza, volumeni sjemenika, status
spermatogeneze izrazen Johnsenovim bodovnim sustavom /“score”/ i vrijednosti razine
gonadotropina i testosterona) uneseni su u racunalo i obradeni biostatistiCkim programom.
Analiza podataka obavila se u Katedri za medicinsku statistiku, epidemiologiju, medicinsku
informatiku u SNZ «Andrija Stampar» Medicinskog fakulteta Sveuéiliita u Zagrebu. Za
obradu podataka koristio se program SAS, verzija 6.12. (1988).”” Nakon ra¢unalnog unosa
podataka provjereno je da li podaci (za kontrolnu i neplodnu skupinu bolesnika) slijede
normalnu raspodjelu te su se primjenile odgovarajuce statisticke metode usporedbe dvije

nezavisne skupine uzoraka.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati kvalitativne histoloSke analize polutankih rezova

Kontrolna skupina

Kvalitativna histoloska analiza polutankih rezova kontrolne skupine pacijenata
pokazala je u svim bioptickim uzorcima istovjetnu sliku. Biopticki komadi¢ tkiva sjemenika
se u prosjeku sastojao od 15-20 sjemenskih kanali¢a s pripadaju¢im intersticijem (slika 3.).
Sjemenski kanali¢i bili su odrzanog promjera (160-220 pum) i normalne debljine lamine
proprije. Lamina proprija sastojala se od 5-7 slojeva izduzenih peritubularnih (mioidnih)
stanica. Sjemenski epitel kanalica sadrzavao je potporne Sertolijeve stanice i sve oblike
sjemenskih stanica: spermatogonije, primarne i sekundarne spermatocite (I. 1 II. reda), nezrele
1 zrele spermatide te spermije (slike 4. 1 5.). Sertolijeve stanice su imale ovalnu, okruglastu ili
kruskoliku jezgru s izrazitom jezgricom. U razvijenoj citoplazmi nalazila se po koja vakuola 1
umjeren broj ostatnih (rezidualnih) tjeleSaca. Sjemenske stanice nalazile su se okruzene
stani¢nim izdancima Sertolijevih stanica: spermatogonije uz bazalnu membranu a primarne,
sekundarne spermatocite 1 spermatide u vrSnom ili apikalnom odjeljku. Pojedini spermiji
mogli su se vidjeti u lumenu kanali¢a (slika 5.). Johnsenov ,,skor* u kontrolne skupine bio je
visokih vrijednosti, od 8 do 10.

Izmedu tako oc¢uvanih sjemenskih kanali¢a nalazilo se rahlo vezivo intersticija. Unutar
veziva, intersticijske Leydigove stanice su se mogle vidjeti u manjim ili ve¢im skupinama.
Ove stanice su bile zamjetno pravilne grade. U okrugloj ili ovalnoj jezgri ¢esto se nalazila
dobro vidljiva jezgrica. Citoplazma je bila obilna, sa po kojom kapljicom masti ili vakuolom
(slika 5.). U neposrednom susjedstvu Leydigovih stanica mogle su se uociti manje ili vece
krvne zile, ukljucivsi kapilare. Takodjer su se nalazile sve vrste stanice vezivnog tkiva,

ponajvise fibrociti i fibroblasti (slika 5.).
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Slika 3. Biopsija sjemenika, kontrolna skupina pacijenata. Djeli¢ parenhima testisa obi¢no se
sastoji od 15-20 sjemenskih kanali¢a s pripadaju¢im intersticijem.

(Toluidinsko modrilo, x40, mjerilo = 1000 pm)

23



Slika 4. Uzorak sjemenika kontrolne skupine pacijenata. Sjemenski kanali¢i (SK) su

odrZanog promjera, uredne debljine stijenke (lamine proprije) i grade sjemenskog epitela
(modificirani Johnsenov ,,skor* = 10). U intersticiju izmedu kanali¢a nalaze se vece ili manje
skupine Leydigovih stanica (L) te krvne zile (k).

(Toluidinsko modrilo, x200, mjerilo = 100 pum)
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Slika 5. Kontrolna skupina bolesnika, detalj slike 4. Zahvacdena su tri susjedna sjemenska

kanali¢a (SK) ¢iji se sjemenski epitel nalazi u razli¢itim fazama spermato- i spermiogeneze.
Unutar dva kanali¢a mogu se vidjeti vece skupine nezrelih (nsp) i zrelih (zsp) spermatida.
Lamina proprija (Lp) je uredne debljine stijenke te pokazuje slojevitost grade (nekoliko
slojeva peritubularnih stanica). Izmedu kanali¢a zatiCe se intersticij s Leydigovim stanicama
(L) normalne grade. Osim Leydigovih stanica, rahlo vezivo intersticija sadrzi sve vrste
vezivnog tkiva, ukljucivsi i fibrocite (f) te vece i manje krvne Zile (k).

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Po svojem polozaju u odnosu na sjemenske kanali¢e, Leydigove stanice su se mogle
podijeliti u dvije skupine: perivaskularne i1 peritubularne Leydigove stanice. Perivaskularne
Leydigove stanice bile su relativno odmaknute od kanalic¢a, a blize manjim ili ve¢im krvnim
zilama. Ove stanice su ve¢inom imale okruglasti ili ovoidni oblik (slika 6.). Peritubularne
Leydigove stanice bile su priljubljene uz laminu propriju sjemenskih kanalic¢a te (vjerojatno
zbog svoje specificnog polozaja) imale neSto izduZzeniji oblik (slika 6.). U pojedina¢nim
perivaskularnim 1 peritubularnim Leydigovim stanicama mogli su se primjetiti ve¢i ili manji

Reinkeovi kristali, presjeceni u razli¢itim ravninama (slika 6.).

Neplodna skupina pacijenata s neopstruktivnom azoospermijom ( NOA)

Biopticki kanali¢i neplodne skupine pacijenata sadrzavali su u prosjeku takoder 15-20
sjemenskih kanali¢a (slika 7.), a ako je spermatogeneza bila jace naruSena (npr. u slucaju
sindroma ,,samo Sertolijevih stanica“ ili tubularne fibroze) bilo ih je u bioptickom materijalu
zahvaceno 1 30-tak.

U bioptickim uzorcima sa Johnsenovim ,,skorom‘ 9-8, sjemenski kanali¢i pokazivali
su blazi poremecaj spermatogeneze. OsteCenje se najviSe ogledalo u zavrSnim fazama
spermatogeneze tj. u spermiogenezi pri ¢emu je bio zamjetan manjak spermija i zrelih
spermatida (slike 8. 1 9.). Leydigove stanice zadrzale su tipi¢an raspored oko krvnih zila i
kanali¢a. U ponekim perivaskularnim Leydigovim stanicama mogao se zamjetiti manji ili veci
broj vakuola, dok je vecina ovih stanica imala normalni izgled kako jezgre tako i citoplazme
(slika 9.). Sjemenski kanali¢i u kojima je stupanj razvijenosti spermatogeneze (Johnsenov
,»skor®) bio 8 ili 7 imali su manjak spermija i zrelih spermatida. Spermatogeneza se ve¢inom
odvijala do nezrelih spermatida, dok su se u samo nekim kanali¢ima mogle vidjeti

pojedinacne zrele spermatide (slike 10.1 11.).
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Slika 6. Kontrolna biopsija sjemenika, detalj. Dvije skupine Leydigovih stanica su normalnog
izgleda i grade. Leydigove stanice priljubljene uz kanali¢ (Lpt) nazivaju se jo$ i
peritubularnim, a stanice odmaknute od kanali¢a te u neposrednoj blizini krvnih zila (k)
perivaskularnim (Lpv). U citoplazmi nekih od ovih stanica nalaze se ve¢i ili manji Reinkeovi
kristali (r). (SK, sjemenski kanali¢; zsp, zrele spermatide)

(Toluidinsko modrilo, x 400, mjerilo = 50 pm)
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Slika 7. Neplodna skupina pacijenata s NOA, uzorak tkiva sjemenika. Zahvaceno je 15-tak
sjemenskih kanali¢a s prate¢im rahlim vezivnim tkivom intersticija.

(Toluidinsko modrilo, x40, mjerilo = 1000 pm)
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Slika 8. Neplodna skupina pacijenata, prikaz sjemenskih kanali¢a (SK) neSto nepravilnijeg

oblika. Samo jedan kanali¢ (sredina gore) ima uredno razvijenu spermatogenezu, dok drugi
pokazuju blagi poremecaj u zavrSnim fazama spermiogeneze te stoga imaju manjak zrelih
spermatida (modificirani Johnsenov ,,skor = 9-8). U intersticiju se vide peritubularno (Lpt) i
perivaskularno (Lpv) rasporedene Leydigove stanice. (k, krvne Zzile).

(Toluidinsko modrilo, x200, mjerilo = 100 pm)
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Slika 9. Biopsija sjemenika, detalj slike 8. Izmedu susjednih sjemenskih kanali¢a (SK) vide

se peritubularne (Lpt) i perivaskularne (Lpv) Leydigove stanice. Mnoge od ovih stanica
sadrze Reinkeove kristale (r). U citoplazmi nekih perivaskularnih stanica nalazi se manji ili
veci broj vakuola (v). Ekstravazirani eritrociti (e) razasuti u intersticijskom prostoru ¢esto se
susrecu tijekom histoloske analize biopsije sjemenika. (k, krvna Zila)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 10. Biopsija sjemenika neplodnog muskarca s NOA. Sprematogeneza se u sjemenskim
kanali¢ima (SK) odvija ve¢inom do razine nezrelih spermatida (donji kanali¢) ili se unutar
kanali¢éa pojavljuju pojedinacne zrele spermatide (kanali¢ gore desno) (modificirani
Johnsenov ,,skor” = 8-7). I ovdje se manje skupine Leydigovih stanica mogu podijeliti s
obzirom na polozaj koji zauzimaju u intersticiju na peritubularne (Lpt) i perivaskularne
(Lpv). Manji ogranak a. testicularis je djelomi¢no uzduzno presjecen (k).

(Toluidinsko modrilo, x200, mjerilo = 100 pm)
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Slika 11. Detalj slike 10. U pojedinim Leydigovim stanicama rasporedenim kako oko krvnih

zila tako i u neposrednoj blizini sjemenskog kanali¢a (SK) mogu se vidjeti brojne manje
vakuole u citoplazmi (v). Ostale Leydigove stanice su normalne grade. U rahlom vezivu
intersticija zaticu se 1 dva mastocita (m) od kojih je jedan u neposrednoj blizini skupine
perivaskularnih stanica. Ove stanice se povremeno mogu zateéi 1 u intersticiju sjemenika
normalne morfologije. Zrele spermatide (zsp) su u ovom sjemenskom kanali¢u vrlo rijetke.
(k, krvna zila)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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U pripadaju¢em intersticiju, poneke perivaskularne i peritubularne Leydigove stanice su u
svojoj citoplazmi sadrZavale brojne manje vakuole. Takoder se na nekim preparatima uz
perivaskularne stanice mogao zamjetiti ve¢i broj mastocita (slika 11.). U bioptickim
kanali¢ima sa ,,skorom‘ 7 na nekim mjestima zatiCu se podrucja hiperplazije i hipertrofije
Leydigovih stanica (slike 12. i 13.). Hipertroficne Leydigove stanice bile su po svojim
dimenzijama vece od kontrolnih te sadrzavale brojne vakuole i1 kapljice masti (slika 13.).

U bioptickim uzorcima sa spermatidnim ,,stopom* (Johnsenov ,,skor* 6) sjemenski
epitel se sastojao samo od potpornih Sertolijevih stanica, spermatogonija te spermatocita I. 1
II. reda. Uz Leydigove stanice normalne morfologije, mogle su se vidjeti manje ili vece
skupine hiperplasti¢nih ili/i hipertrofi¢nih stanica (slike 14., 15. 1 16.). Hiperplasticne stanice
su ve¢inom bile manjih dimenzija od kontrolnih Leydigovih stanica. Poneke od njih su u
svojoj citoplazmi imale vece ili manje vakuole (slika 17.), a ponovo se mogao zamijetiti i veci
broj mastocita (slika 14.). Slicne promjene Leydigovih stanica vidjele su se u slucajevima
neplodnih pacijenata sa znakovima spermatocitnog ,,stopa“ (,,skor 5-4, slike 18., 19. 1 20.).
Zbog naruSene spermatogeneze, mnogi kanali¢i bili su suzenog promjera (90-120 pm)
Spermatogeneza se u takvim sjemenskim kanali¢cima ve¢inom odvijala do razine primarnih
spermatocita (slika 19.). U lumenu sjemenskih kanali¢a Cesto su se vidjele odljustene i
apoptoticke epitelne stanice (slika 20.). Mnoge Leydigove stanice su u svojoj citoplazmi
imale brojne manje ili/i vece vakuole (slike 19., 20.1 21.).

Sjemenski kanali¢i s Johnsenovim ,,skorom* 3 imali su znatno smanjenu debljinu
sjemenskog epitela. Epitel se sastojao od Sertolijevih stanica i spermatogonija (sindrom
,»Samo spermatogonije). Promjer kanali¢a bio je zbog toga znatno suzen (60-90 pm) a u
lumenu nekih od njih vidjele su se odljuStene i apoptoticke sjemenske stanice te makrofazi

(slika 22.). Leydigove stanice bile su izduzene i1 ve¢inom tamne citoplazme (slika 22.).
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Slika 12. Biopsija testisa neplodnog muskarca s NOA. Zahvaceno je nekoliko sjemenskih
kanali¢a (SK) od kojih vecina pokazuje spermatidni ,,stop* (modificirani Johnsenov ,,skor* =
7). Ograniceno je podrucje lokalne hiperplazije i hipertrofije Leydigovih stanica (L).

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 pm)
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Slika 13. Detalj slike 12. Vide se izrazito hipretrofi¢ne i hiperplasticne Leydigove stanice (L).

Mnoge stanice u svojoj citoplazmi sadrze obilne kapljice masti (km). Takoder se zamjecuje i
par Leydigovih stanica u ¢ijoj citoplazmi ima podosta vakuola (v). (Lp, lamina proprija
sjemenskog kanalica; e, ekstravazirani eritrociti)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 pm)

35



Slika 14. Biopsija sjemenika pacijenta sa tzv. spermatidnim ,stopom® (modificirani

Johnsenov ,,skor* = 6). Uz pojedinac¢ne nezrele spermatide, dominiraju spermatocite I 1 II
reda (spc). U neposrednoj blizini Leydigovih stanica (L) mogu se vidjeti i brojni mastociti
(m). (k, krvne zile)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 15. Biopticki uzorak sjemenika neplodnog muskarca sa spermatidnim ,,stopom®.
Sjemenski kanali¢i (SK) su nesto smanjenog promjera te su oblozeni sjemenskim epitelom u
kojem manjkaju zrele spermatide. Leydigove stanice (L) na jednom mjestu pokazuju lokalnu
hiperplaziju i hipertrofiju (Lh). (k, krvne zile)

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 pm)
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Slika 16. Detalj slike 15. Sjemenski kanali¢i (SK) obloZeni su sjemenskim epitelom koji se
razvija ve¢inom do stupnja spermatocita I 1 II reda te pojedina¢nim nezrelim spermatidama.
Uz skupine stanica normalne grade (L) vidi se 1 nakupina hiperplasti¢nih Leydigovih stanica
(Lh). (k, krvne zile)

(Toluidinsko modrilo, x200, mjerilo = 100 pm)

38



Slika 17. Dio biopsije sjemenika neplodnog musSkarca sa spermatidnim ,stopom*. U

pojedinim Leydigovim stanicama vidljive su vakuole (v). (spc, spermatocite; SK, sjemenski
kanali¢i; k, krvna Zila)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 18. Neplodna skupina pacijenata s NOA, biopsija sjemenika pokazuje znakove
spermatocitnog ,,stopa®“ (modificirani Johnsenov ,skor* = 5-4). U lumenu sjemenskih
kanali¢a (SK) nalazi se nesto odljustenih sjemenskih stanica. Leydigove stanice (L) nalaze se
u srednje velikim skupinama rasporedene uz krvne Zile (k) ili uz kanalice.

(Toluidinsko modrilo, x 200, mjerilo = 100 um)
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Slika 19. Neplodna skupina pacijenata, detalj slike 18. Susjedni sjemenski kanali¢i pokazuju

normalnu debljinu lamine proprije (Lp) ali se spermatogeneza u njima odvija do razine
spermatocita (spe). U znacajnom broju Leydigovih stanica nalaze se brojne veée ili manje
vakuole (v). (k, krvne zile)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 20. Uzorak sjemenika neplodnog pacijenta s NOA, detalj. Spermatogeneza u

sjemenskim kanali¢ima odvija se uglavnom do razine spermatocita (spc), dok su nezrele
spermatide oskudne ili propadaju procesom apoptoze (a). Ujedno postoji oStecenje
Leydigovih stanica pri ¢emu njihova citoplazma obiluje vakuolama razli¢ite veli¢ine (v). (k,
krvne Zile; Lp, lamina proprija)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 21. Biopsija sjemenika, neplodni pacijent s NOA. Zahvaceno je 10-tak sjemenskih

kanali¢a (SK) koji pokazuju razli¢it stupanj oSteéenja spermatogeneze. U vecini kanali¢a
sazrijevanje sjemenskih stanica odvija se do razine spermatocita, dok je u 3 sjemenska
kanali¢a (linijjom ograni¢eno podrucje preparata) spermatogeneza zastala na razini
spermatogonija. Izmedu kanali¢a nalaze manje skupine Leydigovih stanica (L). (k, krvne zile;
e, ekstravazirani eritrociti)

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 pm)

43



Slika 22. Uzorak sjemenika neplodnog muskarca, detalj slike 21. Sjemenski kanali¢i su

suzenog promjera, a sjemenski se epitel sastoji od spermatogonija (sp) 1 potpornih
Sertolijevih stanica (s) (modificirani Johnseneov ,,skor* = 3). Kanali¢ u sredini slike sadrzi u
svojem lumenu odljuStene sjemenske stanice i infiltriranog makrofaga (ma). Neke stanice
pokazuju intenzivne znakove propadanja apoptozom, pri cemu se vide apoptoticka tjeleSca —
fragmenti jezgre (a). Leydigove stanice (L) su vecinom izduZene i tamne citoplazme. (k,
krvne Zile)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 400 pm)
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Nerijetko se u bioptickom materijalu neplodne skupine muskarca s NOA mogla vidjeti
slika mjeSovite atrofije sjemenskih kanali¢a. Kanali¢i su pokazivali razli€it stupanj oStecenja
sjemenskog epitela koji je najeS¢e varirao od spermatidnog ,,stopa“ (Johnsenov ,,skor 8-7)
do slike sindroma ,,samo Sertolijevih stanica® (samo potporne stanice unutar kanali¢a) (slika
23.). U pripadaju¢em intersticiju u takvim sluc¢ajevima mogle su se vidjeti manje ili vece
nakupine hipertroficnih 1 hiperplasticnih Leydigovih stanica. Neke od ovih stanica imale su u
svojoj citoplazmi vakuole, a mnoge i vefe dimenzije od Leydigovih stanica normalne
morfologije (slika 24.). Biopsije sjemenika sa slikom ,,samo Sertolijevih stanica“ (Johnsenov
»skor 2) sadrzavale su kanali¢e izrazito suzenog promjera (50-90 um), oblozene iskljucivo
potpornim stanicama (slika 25.). Citoplazma Sertolijevih stanica bila je izrazito vakuolizirana,
a medustani¢ni prostori ispunjeni mnostvom zrnaca glikogena i rezidualnih tjeleSaca, Sto je
sve ukazivalo na dugotrajnu depleciju sjemenskih stanica. Lamina proprija bila je nepravilne
grade, s bazalnom membranom punom uvrnuca (slika 26.). Izmedu tako osSte¢enih kanalica
nalazile su se hiperplasti¢ne Leydigove stanice, ¢esto oskudnije citoplazme (slika 26.).

U najtezim slucajevima, osim sjemenskih kanali¢a oblozenih samo Sertolijevim
stanicama mogli su se primjetiti i fibrozirani sjemenski kanali¢i, pretvoreni u tracke vezivnog
tkiva (Johnsenov ,,skor* 2-1) (slike 27., 28., 29. 1 30.). Lamina proprija kao i bazalna
membrana kanali¢a (koji su imali nesto potpornih stanica u sebi) bile su izrazito zadebljane
(slika 28.). Zbog opsezne pregradnje parenhima sjemenika neke Leydigove stanice mogle su
se na¢i unutar fibroziranih sjemenskih kanali¢a ili unutar dubljih slojeva lamine proprije
kanalica sa slikom ,samo Sertolijevih stanica®“. Ostale Leydigove stanice bile su
hiperplasti¢ne ili hipertroficne, katkada sa sitnim ili ve¢im vakuolama citoplazme (slike 28.,
29. i 30.). Unutar rahlog vezivnog tkiva, osim promijenjenih Leydigovih stanica mogao se
zamijetiti povecan broj mastocita i makrofaga (slika 30.). U citoplazmi makrofaga moglo se

vidjeti obilje fagocitiranog sadrzaja.
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Slika 23. Uzorak parehima sjemenika neplodnog muskarca sa slikom mjeSovite atrofije
sjemenskih kanali¢a (SK). Sjemenski epitel pokazuje razliiti stupanj oStec¢enja koji varira od
spermatidnog ,,stopa“ pa sve do znatno reducirane spermatogeneze (,,spermatogonia only*). U
intersticiju se vide opsezna podrucja hiperplasti¢nih i hipertrofi¢nih stanica (Lh). (k, krvne
zile; i, limfna zila)

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 um)
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Slika 24. Biopsija sjemenika neplodnog pacijenta s NOA, detalj slike 23. Izmedu dva

susjedna sjemenska kanali¢a nalaze se hiperplasti¢ne i hipertroficne Leydigove stanice (Lh).
U citoplazmi nekih od ovih stanica vide se manje vakuole (v). (k, krvne zile; f, fibrocit; spc,
spermatocite; sp, spermatogonija; s, Sertolijeva stanica)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 25. Biopticki komadi¢ tkiva sjemenika neplodnog pacijenta sa slikom ,,samo

Sertolijevih stanica® (modificirani Johnsenov ,,skor = 2). Sjemenski kanali¢i (SK) su izrazito
suzenog promjera i oblozeni isklju¢ivo Sertolijevim stanicama. Leydigove stanice (L) su uz
neke kanalic¢e hiperplastic¢ne. (k, krvne Zile)

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 pm)
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Slika 26. Biopsija neplodnog muskarca s NOA, detalj slike 25. Sjemenski kanali¢ obloZen je

samo Sertolijevim stanicama (s), dok sjemenske stanice nedostaju. Lamina proprija (Lp) je
djelomice nepravilna i zadebljala. U citoplazmi Sertolijevih stanica (s) ima dosta vakuola te
vec¢ih ili manjih ostatnih ili rezidualnih tjeleSaca (re), a stani¢ni meduprostori ispunjeni su
veéim koli¢inama glikogena (g). Sve ovo ukazuje na dugotrajni nedostatak sjemenskih
stanica. U intersticiju Leydigove stanice su neSto oskudnije citoplazme ali hiperplasti¢ne
(Lh). (k, krvne Zile; f, fibrociti)

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 27. Uzorak sjemenika neplodne skupine pacijenata koji pokazuje sindrom ,,samo

Sertolijevih stanica® i tubularnu fibrozu (F) (modificirani Johnsenov ,skor* = 2-1).
Sjemenski kanali¢i (SK) su suzenog promjera, Cesto zadebljale lamine proprije (Lp), a u
prateCem intersticiju ima dosta hiperplasti¢nih i hipertrofi¢nih Leydigovih stanica (L). (k,
krvne Zile, m, mastociti)

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 pm)
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Slika 28. Neplodni pacijent, detalj slike 27. Sjemenski kanali¢i sadrze epitel graden iskljucivo

od Sertolijevih stanica, dok su drugi u potpunosti fibrozirani (F) i pretvoreni u tzv. ,,tubularne
sjene*. Bazalna membrana (bm) i lamina proprija (Lp) nekih kanali¢a izrazito je zadebljana.
U rahlom vezivnom tkivu intersticija zaticu se hiperplastiéne i hipertroficne Leydigove
stanice (L), od kojih neke imaju u citoplazmi sitne vakuole (v). Na nekim mjestima vide se
oveée skupine Leydigovih stanica u sastavu lamine proprije (*), §to svjedoi o opseznoj
pregradnji parenhima sjemenika. (k, krvne zile; m, mastocit)

(Toluidinsko modrilo, x200, mjerilo = 100 pm)
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Slika 29. Neplodni pacijent s NOA, uzorak parenhima testisa sadrzi sjemenske kanali¢e (SK)

sa slikom ,,samo Sertolijevih stanica“. Uz skupine Leydigovih stanica normalne veli¢ine 1
morfologije (L), izmedu kanali¢a zaticu se i podrucja hiperplasticnih Leydigovih stanica
(Lh). Te stanice su obi¢no oskudnije citoplazme, ali zato brojnije u odnosu na prethodno
opisane stanice normalnog izgleda. (k, krvne zile)

(Toluidinsko modrilo, x100, mjerilo = 100 um)
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Slika 30. Biopsija sjemenika neplodnog muskarca, detalj slike 29. Unutar sjemenskih

kanali¢a nalaze se Sertolijeve stanice (s), Cesto vakuolizirane citoplazme s obiljem vakuola i
fagocitiranog sadrzaja. U intersticiju su Leydigove stanice difuzno promijenjene te sadrze
mnostvo vakuola u svojoj citoplazmi (v). U vezivnom tkivu intersticija nerijetko se zaticu
mastociti (m) i makrofazi (ma). (k, krvne zile).

(Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um)
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4.2. Rezultati kvalitativne histoloske analize ultratankih rezova —

transmisijska elektronska mikroskopija (TEM)

Kontrolna skupina

Leydigove stanice kontrolnih uzoraka sjemenika bile su izrazito pravilne grade.
Centralno ili paracentralno polozena jezgra imala je obilje eukromatina u kojem se Cesto
isticala izrazito dobro razvijena jezgrica. Heterokromatin je bio uglavnom rasporeden uz
jezgrinu membranu koja je pokazivala samo blaza uvrnuca (slike 31. i 32.). Par grudica
heterokromatina moglo se vidjeti u dubljim dijelovima jezgre. Dobro razvijena citoplazma
bila je gotovo ravnomjerno rasporedena oko jezgre i obilovala stanicnim organelama.
Najbrojnije su bile cisterne glatke endoplazmatske mrezice izmedu kojih se nalazilo dosta
zrnaca glikogena. Uz mitohondrije s tubularnim pregradama mogli su se vidjeti 1 brojni
lizosomi, poneki fagolizosom 1 kapljice masti (slika 32.). U pojedinacnim Leydigovim
stanicama mogli su se uociti Reinkeovi kristali smjeSteni u neposrednoj blizini jezgre ili u

citoplazmi.

Neplodna skupina pacijenata s neopstruktivnom azoospermijom (NOA)

U bioptickim uzorcima neplodnih muskaraca, Leydigove stanice pokazivale su
heterogenu sliku. Znacajan broj ovih stanica imao je normalnu ultrastrukturnu gradu: izrazito
pravilnu okruglu do ovalnu jezgru s manjim uvrnu¢ima jezgrine ovojnice. Unutar jezgre Cesto
se mogla vidjeti uocljiva jezgrica (slika 33.). U obilnoj citoplazmi dominirale su izrazito
brojne cisterne glatke endoplazmatske mrezice. Cisterne hrapave endoplazmatke mrezice su
bile rijetke i pojedinacno smjeStene unutar citoplazme. Osim glatke endoplazmatske mrezice,

od ostalih stani¢nih organela mogle su se uociti (kao i u kontrole) poneke kapljice masti,
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Slika 31. Kontrolna biopsija sjemenika, Leydigova stanica. Jezgra (N) sadrzi pretezito
eukromatin, dok se heterokromatin vidi rasporeden uz jezgrinu membranu. Dobro vidljiva
jezgrica (n) zajedno s obilnim eukromatinom govori u prilog izrazito aktivnoj (sintetskoj)
stanicnoj aktivnosti. Citoplazma (c¢) koja okruzuje jezgru je vrlo dobro razvijena i sadrzi niz
stani¢nih organela. Linijom ograni¢eno podrucje bit ¢e prikazano na sljedecoj slici.

(TEM, x7000, mjerilo = 5 pm)
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Slika 32. Kontrolni uzorak parenhima testisa, detalj slike 31. Djeli¢ citoplazme neposredno
uz jezgru (N) izrazito je bogat cisternama glatke endoplazmatske mrezice (gem) izmedu kojih
se nalazi niz zrnaca glikogena (g). Mitohondrij (m) sadrzi tubularne pregrade (kriste), a u
njegovoj blizini zati¢u se sekundarni lizosomi (li) i fagolizosom (fli) te kapljica masti (km).

(TEM, x 30.000, mjerilo =1 pm)
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Slika 33. Leydigova stanica biopsije sjemenika neplodnog muskarca s NOA. Ova stanica je
normalne ultrastrukturne grade. Unutar citoplazme nalaze se brojni ve¢i ili manji Reinkeovi
kristali (R), mnostvo cistrena glatke endoplazmatske mrezice (gem) i mitohondriji (m). Ima 1
pojedinac¢nih kapljica masti (km) te lizosoma (li). (N, jezgra; n, jezgrica)

(TEM, x7.000, mjerilo =5 um)
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Slika 34. Uzorak sjemenika, neplodni pacijent s NOA. Nekoliko hiperplasti¢nih Leydigovih
stanica (L). Ove stanice su nesto oskudnije citoplazme, ali pokazuju normalnu ultrastrukturnu
gradu. Linijom ograni¢eno podrucje bit ¢e prikazano na sljedecoj slici.

(TEM, x4.400, mjerilo = 5 um)
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Slika 35. Neplodna skupina pacijenata, detalj slike 34. Zahvaceno je podrucje dviju susjednih
hiperplasticnih Leydigovih stanica. Na granici dviju stanica nalaze se usko priljubljene
stanicne membrane (sm). U citoplazmi stanica ima mnostvo cistrena glatke endoplazmatske
mrezice (gem) izmedu kojih se vide zrnca glikogena (g). (N, jezgra; m, mitohondrij)

(TEM, x20.000, mjerilo =1 pm)
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lizosomi, brojni mitohondriji 1 zrnca glikogena kao 1 Reinkeovi kristali (slike 33., 34. 1 35.).
Hiperplasti¢ne Leydigove stanice nerijetko su bile manjih dimenzija i oskudnije citoplazme,
ali su 1 one obilovale gore navedenim organelama (slike 34. i 35.). Medutim, u tako
promijenjenim Leydigovim stanicama nije bilo Reinkeovih kristala ili su oni bili rijetki.
Manja skupina Leydigovih stanica neplodnih muskaraca s NOA pokazivala je znatna
odstupanja od normalne fine grade ovih stanica. Oblik jezgre bio im je znacajno promijenjen.
Umjesto tipicnog okruglog do ovalnog izgleda, jezgra je bila djelomicno izduzena s obilnim
uvrnu¢ima jezgrine ovojnice (slike 36. i 37.). U neposrednoj blizini jezgre ali i drugdje u
citoplazmi mogle su se primjetiti brojne vakuole. Sadrzaj tih vakuola bio je izrazito niske
elektronskomikroskopske gustoce (slike 36. 1 37.). Broj kapljica masti kao i fagolizosoma bio
je povecan. Kapljice masti ¢esto su pokazivale nehomogenu gradu — elektrosnkomikroskopski
gusta 1 rijetka podrucja. Oko tako promijenjenih stanica mogla se uociti umnozena mreza
kolagenih vlakana $to je ukazivalo na znakove intersticijske fibroze (slika 36.). Unato¢ gore
navedenim promjenama i1 ove Leydigove stanice imale su znatan broj cisterna glatke

endoplazmatske mrezice i mitohondrija (slika 37.).
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Slika 36. Biopsija sjemenika neplodnog muskarca s NOA. Leydigova stanica (u sredini slike)
ima izrazito nepravilni oblik jezgre (N). U citoplazmi se nalazi ve¢i broj vakuola (v) te ovece
kapljice masti (km) nehomogene grade. Manji dijelovi citoplazme zadrzali su normalnu gradu
pa se u njima mogu vidjeti brojne cisterne glatke endoplazmatske mrezice (gem) i
mitohondriji (m). Stanicu okruzuju snopovi kolagenih vlakana (kel), a u neposrednoj blizini
nalazi se i fibrocit (F). Linijom ogranic¢eno podrucje bit ¢e prikazano na sljedecoj slici. (n,
jezgrica)

(TEM, x4.400, mjerilo = 5 um)
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Slika 37. Detalj Leydigove stanice sa slike 36. Jezgrina ovojnica pokazuje niz udubljenja i
izbocenja Sto daje jezgri (N) izrazito nepravilan oblik. U neposrednoj blizini jezgre se nalaze
ovece vakuole (v) u kojima je sadrzaj naglaseno niske elektronsko-mikroskopske gustoce.
Cistrene glatke endoplazmatske mrezice (gem) u ovom dijelu citoplazme su izrazito uske. (n,
jezgrica; m, mitohondriji; km, kapljica masti; kol, kolagena vlakna)

(TEM, x7.000, mjerilo =1 um)
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4.3. Rezultati imunohistokemijske (IHC) analize

Kontrolna skupina

Imunohistokemijska reakcija na testosteron bila je pozitivna u velikoj vecini
Leydigovih stanica kontrolne skupine pacijenata. Negativne su bile ostale stanice rahlog
veziva intersticija, krvne zile 1 sjemenski kanali¢i (tzv. negativna unutarnja kontrola) (slika
38.). Na jatem povecanju mogla se unutar Leydigovih stanica uociti pozitivna
imunohistokemijska reakcija unutar citoplazme dok je jezgra (kontrastirana hemalaunom) bila
negativna (slika 39.). Imunohistokemijski pozitivne stanice su se na taj na¢in mogle vrlo lako
prepoznati i brojati tijekom morfometrijske (stereoloske) analize.

Kontrolni rezovi biopsije sjemenika na koje je dodato samo sekundarno protutijelo i
kromogen (bez primarnog protutijela) bili su ocekivano negativni, tj. nije bilo
imunohistokemijski pozitivnih stanica (tzv. negativna kontrola). Rezovi u komercijalnom kitu
koji su imali provjereno antigen (Leydigove stanice pozitivne na testosteron) bili su pozitivni.

Neplodna skupina pacijenata s neopstruktivnom azoospermijom (NOA)

U svim biopti¢kim uzorcima neplodne skupine pacijenata postojale su manje ili vece
skupine Leydigovih stanica imunohistokemijski pozitivne na testosteron (slike 40., 41., 42. i
43.). Medutim, u tezim slucajevima poremecaja spermatogeneze (Johnsenov ,,skor* 6-1), veca
podrucja intersticija bila su bez imunohistokemijski pozitivnih stanica (slike 40., 41., 42. 1
43.) ili su u njima mogao primijetiti razliCit izrazaj (ekspresija) testosterona. Tako su neke
stanice bile izrazito pozitivne, u nekima je imunohistokemijska reakcija bila srednjeg
intenziteta, dok su neke Leydigove stanice bile negativne (slike 42. i 44.). U odnosu na
kontrolnu skupinu, izrazaj testosterona nije bio ravnomjerno rasporeden medu stanicama.
Tako da su neke skupine stanica ili pojedinacne stanice bile izrazito pozitivne (daju¢i dojam
hiperstimulacije, dok su preostale stanice imale oskudnu imunohistokemijsku reakciju ili su

bile negativne (slike 43. 1 44.).
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Slika 38. Izrazaj testosterona (T) u Leydigovim stanicama kontrolne biopsije. Izmedu
sjemenskih kanalica (SK) nalaze se mnogobrojne Leydigove stanice koje su
imunohistokemijski pozitivne.

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x200, mjerilo = 100 pm)
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Slika 39. Detalj slike 38. Vecina Leydigovih stanica biopsije sjemenika kontrolne skupine
pacijenata ima snazan izrazaj testosterona (T) unutar svoje citoplazme. (SK, sjemenski
kanali¢)

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 40. Dio sjemenika neplodnog muskarca s NOA. Izmedu sjemenskih kanali¢a koji
pokazuju spermatocitni ,,stop“ (SK) nalaze se manje ili vece skupine Leydigovih stanica koje
su imunohistokemijski pozitivne na testosteron (T). Medutim, neki dijelovi intersticija sadrze
stanice s minimalnim izrazajem testosterona ili su negativni (¥*).

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x100, mjerilo = 100 pm)
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Slika 41. Biopsija sjemenika neplodnog muskarca sa sjemenskim kanali¢ima (SK) u kojima

se spermatogeneza odvija do razine spermatocita. Uz kanali¢e zaticu se Leydigove stanice
pozitivne na testosteron (T). Znacajni dijelovi intersticija su negativni (*).

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x200, mjerilo = 100 pm)
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Slika 42. Biopsija testisa neplodnog muskarca, detalj slike 41. U neposrednoj blizini

sjemenskog kanali¢a (SK) u kojem se odvija spermatogeneza do razine spermatocita I reda
(spe) nalazi se veca skupina Leydigovih stanica. Neke od ovih stanica pokazuju jaci (T+) a
neki slabiji izrazaj testosterona (T-).

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x400, mjerilo = 50 um)
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Slika 43. Neplodni musSkarac s NOA, biopsija sjemenika. Sjemenski kanali¢i (¥) su znac¢ajno

suzenog promjera sa slikom ,,samo Sertolijevih stanica™ ili fibrozno promijenjeni u tzv.

»tubularne sjene“. Izmedu kanali¢a nalaze se Leydigove stanice koje proizvode testosteron
(T).

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x100, mjerilo = 100 um)
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Slika 44. Detalj prethodne slike. Sjemenski kanali¢ (SK) ima izrazito zadebljalu laminu

propriju (Lp) a sjemenski se epitel sastoji samo od Sertolijevih stanica (s). Oznafeno je
podrucje intersticija u kojem Leydigove stanice pokazuju heterogeni izrazaj testosterona —
neke su izrazito pozitivne (T+) a druge manje.

(DAB, kontrastirano hemalaunom, x400, mjerilo = 50 pm)
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4.4. Razine gonadotropina i testosterona u krvnom serumu

Kontrolna skupina pacijenata imala je vrijednosti gonadotropina (FSH i LH) u
granicama normalnih vrijednosti. Jedan manji broj pacijanata s blazim poremecajem
spermatogeneze (Johnsenov ,,skor® 9-7) takoder je imao normalne vrijednosti FSH i LH.
Ostatak pacijenata imao je vrijednosti gonadotropina u serumu iznad gornje granice normale.
Za spomenuti je jedan slucaj gdje je vrijednost FSH bila 41 UI/L. FSH je u 68% pacijenata s
NOA bio poviSen, dok je LH pokazivao vrijednosti iznad gorenje granice normale u 65%
ispitivanih pacijenata (slike 45. 1 46.).

Analiza vrijednosti testosterona u serumu pokazala je da veina pacijenata (86%) ima
normalnu razinu ovog hormona u perifernoj krvi. U jednom manjem broju slucajeva (11%) su
vrijednosti testosterona bile nesto ispod granice normalnih vrijednosti (ali vrlo blizo donjoj
granici normale), dok je samo u 3% ispitivanih pacijenata razina testosterona bila iznad

normalne granice (slika 47.).
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Slika 45. Vrijednosti hormona koji stimulira spermatogenezu/folikulogenezu (FSH) u serumu
kontrolne i neplodne skupine ispitanika s NOA. U 68% slucajeva vrijednost FSH je u skupini

neplodnih bolesnika poviSena.
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Slika 46. Vrijednosti hormona koji stimulira intersticijske stanice/luteinizaciju (LH/ICSH) u
serumu kontrolne i neplodne skupine ispitanika s NOA. U 65% slucajeva vrijednost LH u

neplodnih pacijenata je poviSena.
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Slika 47. Vrijednosti testosterona u serumu kontrolne i neplodne skupine ispitanika s NOA. U

86% slucajeva vrijednost testosterona u neplodnoj skupini je normalna.
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4.5. Rezultati kvantitativne (morfometrijske) analize

Volumen sjemenika

Mjerenje volumena sjemenika ultrazvukom omoguéilo je precizno mjerenje
spomenute varijable. Prosje¢na vrijednost volumena sjemenika u kontrolne skupine pacijenata
bila je 19,8 cm’, dok je u neplodnih pacijenata s NOA bila 7,6 cm’. Volumen sjemenika

neplodnih pacijenata bio je statisticki znacajno nizi u usporedbi s kontrolnim vrijednostima

(P<0,001).

Status spermatogeneze (odreden modificiranim Johnsenovim ,,skorom*)

Sjemenski kanali¢i unutar kontrolne skupine imali su u velikoj mjeri ofuvanu
spermatogenezu pa je stoga prosjecna vrijednost ,,skora“ u toj skupini bila 8,6 (vrijednosti su
se kretale od 8 do 10). U neplodnoj skupini pacijenata s NOA prosjecan ,,skor* bio je 4,1,
dakle znatno nizi jer su prevladavali pacijenti sa znacajnim oste¢enjem sjemenskih kanalica
(vecina je imala mjeSovitu atrofiju kanali¢a, spermatocitni ,,stop* 1 sliku ,,samo Sertolijevih
stanica®). Ustanovljen je statisticki znacajan nizi ,,skor u NOA skupini bolesnika u odnosu

na kontrolu (P<0,001) (slika 48.).

Rezultati morfometrijske (stereoloSke) analize — ukupan broj Leydigovih stanica

imunohistokemijski pozitivnih na testosteron

Ukupan broj imunohistokemijski pozitivnih stanica na testosteron je u kontrolne
skupine pacijenata bio u prosjeku 4 x 10°, a u neplodnih pacijenata s NOA je prosjetna
vrijednost bila nesto ispod 2,5 x 10° Leydigovih stanica pozitivnih na testosteron. I ovdje se

mogla ustanoviti statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina, tj. statisti¢ki znatno

75



veci broj stanica koje proizvode testosteron u kontrolne u usporedbi s neplodnom skupinom

bolesnika (P<0,001) (slika 49.).

16,00
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Slika 48. Status spematogeneze u neplodnoj skupini pacijenata s NOA procijenjen
Johnsenovim bodovnim sustavom (,,SCORE®) je znacajno oSte¢en u odnosu na kontrolnu

skupinu (*** - P<0,001).
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Slika 49. Ukupan broj (N) imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica na testosteron
u sjemenicima kontrolne 1 neplodne skupine pacijenata s NOA. Broj ovih stanica u neplodnoj

skupini statistiCki je znacajno niZi u odnosu na kontrolnu skupinu (*** - P<0,001).
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Analiza povezanosti broja imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica na
testosteron i volumena sjemenika dokazala je statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu
dviju promatranih varijabli (r = 0,688; P<0,05). To znaci da s volumenom sjemenika raste i
broj Leydigovih stanica koje proizvode testosteron (slika 50.). Slicno je zapaZeno prilikom
analize povezanosti broja imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica i stupnja
odrzanosti spermatogeneze iskazanog Johnsenovim modificiranim ,,skorom®. Sto je ,.skor®
bio veci, to je bio veci broj imunohistokemijski pozitivnih Leydigovih stanica na testosteron
(r =0,694; P<0,05) (slika 51.). Ovi rezultati ukazuju na ¢injenicu da niski volumen sjemenika

1,,skor u neplodnih pacijenata podrazumijeva i nizu proizvodnju testosterona in situ.
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Slika 50. Na osnovi obrade objedinjenih podataka obje skupine ispitanika (kontrolna skupina
1 skupina pacijenata s NOA), analiza povezanosti broja imunohistokemijski pozitivnih
Leydigovih stanica na testosteron i1 volumena sjemenika pokazuje da postoji statistiCki

znacCajna pozitivna korelacija te dvije varijable (p<0,001).
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Slika 51. Temeljem obrade objedinjenih podataka obje skupine ispitanika (kontrolna skupina
1 skupina pacijenata s NOA), analiza povezanosti broja imunohistokemijski pozitivnih
Leydigovih stanica na testosteron 1 stupnja odrzanosti spermatogeneze iskazanog
Johnsenovim skorom (“SCORE”) pokazuje da postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija

te dvije varijable (p<0,001).
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5. RASPRAVA

TeziSte u istraZivanjima 1 lijeCenju bolesnika s neopstruktivhom azoospermijom
(NOA) su poremecaji spermatogenze i ¢cimbenici koji uti¢u na spermatogenezu. Razvijeni su
razli¢iti postupci izolacije spermija iz testisa za postupke medicinske oplodnje (tzv.
kombinirani TESE ICSI postupak) kako bi se omogucilo ocinstvo neplodnim bolesnicima.
Vecina bolesnika s NOA ima uredne vrijednosti testosterona (u ovom istrazivanju 86%
bolesnika), tako da se podrazumjeva zadovoljavaju¢a endokrina funkcija sjemenika unato¢
poremecenoj spermatogenezi. Ukoliko nije dijagnosticirana endokrinoloSki uvjetovana
neopstruktivna azoospermija, ne postoje preporuke za daljnje pracenje bolesnika s NOA
nakon biopsije testisa.

Unato¢ normalnim serumskim vrijednostima testosterona, rezultati ovog istraZzivanja
jasno pokazuju da je jedan dio Leydigovih intersticijskih stanica u neplodnih muskaraca s
neopstruktivnom azoospermijom naruSene morfologije, tj. da znatno odstupa od morfologije
istih stanica koje se zati¢u u kontrolnoj skupini. Opcenito, u pacijenata s NOA vidi se jedna
mozai¢na slika: uz stanice normalne morfologije veoma cesto se zatiCu promijenjene
Leydigove (intersticijske) stanice. Kvalitativna histoloSka analiza na polutankim rezovima
pokazala je da je jedna od najces¢ih morfoloskih promjena vakuolizacija citoplazme
Leydigovih stanica. Naime, ve¢ u blazim sluc¢ajevima poremecaja spermatogeneze (,,skor 9-
8) postoje stanice s mnogobrojnim manjim vakuolama i kapljicama masti. Spomenute
vakuolizacije se mogu zamijetiti 1 pratiti tijekom svih razina poremecaja spermatogeneze,
dakle sve do sindroma ,,samo Sertolijevih stanica® (,,skor 2) i tubularne fibroze (,,skor* 1).
Kod tezih poremecaja spermatogeneze, vakuole i kapljice masti postaju vece i brojnije unutar

citoplazme intersticijskih stanica.
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Opisane morfoloSke promjene Leydigovih stanica u ovom istrazivanju djelomi¢no se
preklapaju s podacima iz literature. Opcenito, nema specificnih promjena Leydigovih stanica
koje usko koreliraju s tezinom poremecaja spermatogeneze unutar sjemenskih kanali¢a.”®
Nagomilavanje kapljica masti unutar citoplazme Leydigovih stanica opisano je u nizu
radova.”™® Ova pojava povezuje se s razligitim eksperimentalno uzrokovanim stanjima, npr.
egzogenim potiskivanjem djelovanja gonadotropina®, stanjem nakon hipofizektomije®, a u

T g . . e . 86.87
ljudi s idiopatskim ,,sindromom samo Sertolijevih stanica“

te fibrozom intersticija
sjemenika.®™® Intenzivna vakuolizacija citoplazme primjecena je u biopsijama sjemenika
pacijenata s kriptorhizmom.” U pacijenata koji su dobivali estrogene ili antagonist
testosterona (ciproteron acetat) Leydigove stanice su se smanjile, postale izrazito
vakuolizirane citoplazme te se na kraju dediferencirale u stanice slicne fibroblastima tj.
svojim stanicama prete¢ama.”’”?

Cesto morfolosko opazanje na polutankim rezovima biopsija sjemenika muskaraca s
neopstruktivnom azoospermijom bila je hipertrofija 1 hiperplazija Leydigovih stanica.
Hipertrofi¢ne stanice bile su 30-50% obilatije citoplazme nego u kontrolnoj skupini. Mogle su
se vidjeti pojedinacno, ali se ¢eS¢e radilo o manjim ili ve¢im skupinama Leydigovih stanica
koje su zauzimale znacajan dio intersticija. Nasuprot hipertrofi¢nim stanicama, hiperplasti¢ne
stanice su u pravilu bile 25-30% oskudnije citoplazme u odnosu na kontrolne uzorke, ali i
izrazito brojne. Ces¢e su se mogle vidjeti u manjim ili veéim skupinama nego pojedina¢no.
Hipertrofija i hiperplazija Leydigovih stanica u bolesnika s NOA bila je izrazitija u
slucajevima teze narusene spermatogeneze (,,skor 5-1) ali su se slicne promjene mogle
zapaziti 1 u pojedina¢nim blazim slu¢ajevima poremecaja spermatogeneze (primjerice, ,,skor*
7). Osim toga, hipertoficne Leydigove stanice kako u blazim (,,skor* 7) tako i u tezim

oSte¢enjima spermatogeneze (,,skor* 2-1) imale su znacajan broj kapljica masti.
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Hipertrofija i hiperplazija Leydigovih stanica Cesta je pojava u neplodnih pacijena‘[a.93 i
% Naime, dugotrajno osteéenje spermatogenze dovodi do pojadanog izlugivanja
gonadotropina prednjeg reznja hipofize. Pri tome, poviSene razine FSH nastoje stimulirati
sjemenski epitel, a LH Leydigove stanice.”**® Hiperplazija Leydigovih stanica moZe biti
nodularna ili difuzna.”> Cimbenici koji potje¢u ove stanice na umnaZanje i hiperplaziju jo§
uvijek su nejasni, ali se &ini da to mogu biti LH, androgeni ili &ak estrogeni.’”*® Noviji podaci
govore u prilog uéinka jo§ jednog ¢imbenika, TGF-B1.”

Na osnovi ekperimentalnih modela 1 patohistoloSskih opazanja na biopsijama
sjemenika istrazivane skupine neplodnih pacijenata, za pretpostaviti je da su pojave
hipertrofije 1 hiperplazije Leydigovih stanica kompenzatorni mehanizam intersticija sjemenika
na gore spomenuto pojatano izlu¢ivanje gonadotropina iz hipofize.*'**%° Kako je potrebno
odredeno vrijeme da se u muskarca postavi dijagnoza hipogonadizma, stimulacija povisenim
gonadotropinima traje godinama pa i desetlje¢ima.” Zamije¢ene vakuole i kapljice masti u
citoplazmi Leydigovih stanica vjerojatno su posljedice poremecaja normalnog metabolizma i
steroidogeneze u tih stanica.*®

Elektronskomikroskopski dio ovog istrazivanja govori u prilog gore navedenoj
pretpostavei. Naime, ultrastrukturna analiza Leydigovih stanica ispitivane skupine neplodnih
muskaraca s neopstruktivnom azoospermijom potvrdila je opazanja kvalitativne histoloske
analize na polutankim rezovima: znacajan broj intersticijskih Leydigovih stanica zadrzao je
normalnu ultrastrukturnu gradu (pravilna, okrugla do ovalna jezgra, obilje glatke
endoplazmatske mrezice i mitohondija s tubularnim pregradama i sl.), ali su se mogle vidjeti 1
stanice znatno promijenjene elektronskomikroskopske grade. Tako su se mogle zamijetiti
Leydigove stanice izrazito promijenjenog oblika jezgre, s mnogobrojnim udubljenjima
jezgrine ovojnice. Umjesto normalne citoplazme s veéim udjelom glatke endoplazmatske

mrezice, mogao se uoCiti znafajan broj obilnih vakuola (niske elektronskomikroskopske
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gustoce), kapljica masti, fagolizosoma 1 lipofuscinskih zrnaca. Za Leydigove stanice
normalne ultrastrukturne grade moze se pretpostaviti da imaju urednu steroidogenezu i
proizvodnju testosterona, §to je i potvrdeno u imunohistokemijskom dijelu istraZivanja.

Intersticijske stanice oStecene ultrastrukturne grade vjerojatno nisu zadrzale normalnu
sposobnost proizvodnje i izlucivanja steroida, osobito testosterona, buduci da je veéi dio
stani¢nih organela koje su ukljucene u steroidogenezu zamijenjen s nefunkcionalnim (npr.
gore spomenute vakuole). Rezultati imunohistokemijske analize govore u prilog tim
opazanjima. Naime, dok su znacajni dijelovi intersticija pozitivni na testosteron, u bioptickim
komadi¢ima sjemenika muskaraca s neopstruktivnom azoospermijom postoje i dijelovi koji su
negativni, tj. nema pozitivnih stanica na ovaj hormon. To ponovno govori u prilog mozaicnoj
slici, gdje jedan dio stanica ostaje funkcionalno aktivan, a drugi je ocito promijenjen, s
nedostatnom steroidogenezom.

U dostupnoj literaturi spominje se istodobna pojava ,,dobro stimuliranih® i ,,slabo
stimuliranih® Leydigovih stanica. I ,,dobro stimulirane® i ,,slabo stimulirane® intersticijske
stanice odgovaraju nalazima ovog istrazivanja. Radovi koji opisuju ,,slabo stimulirane
stanice® navode izrazitu nepravilnost grade jezgre, oskudnu glatku endoplazmatsku mrezicu i
(katkada) brojne kapljice masti. Zamijeceno je da su ,,slabo stimulirane* stanice pridruzene
Leydigovim stanicama normalne morfologije kao pojedinac¢ne tvorbe ili mogu €initi nakupine

L y . 3885,100
koje nisu okruzene fibroblastima.”™"™

Podaci na eksperimentalnim Zivotinjama ukazuju na
sli¢nu usporednu pojavu aktivnih i relativno pasivnih Leydigovih stanica. Nadeno je da u
Stakora postoje intersticijske stanice koje vrlo dobro reagiraju na stimulaciju s LH ili HCG
(,,dobro stimulirane stanice®) ali da ima i onih koji ne odgovaraju na stimulaciju ovim
hormonima (,,non-responders*) Sto bi odgovaralo ,,slabo stimuliranim stanicama*,'*"1*

Analiza razine testosterona u serumu pokazala je da je su vrijednosti tog hormona u

preko 80% pacijenata obuhvacenih ovim istrazivanjem u granicama normale. Medutim,
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rezultati imunohistokemijske analize pokazuju da postoji, na neki nacin, ,,intratestikularni
deficit™ testosterona jer su veca podrucja intersticija bez imunopozitivnih stanica. Ova
opazanja govore u prilog iscrpljivanja funkcionalne rezerve Leydigovih stanica, vjerojatno
zbog dugotrajne stimulacije gonadotropinima (osobito LH). Za pretpostaviti je da su neke
Leydigove stanice zbog ove dugotrajne stimulacije jednostavno ,,pregorjele (svojevrsni
,burn-out” sindrom intersticijskih stanica) i viSe ne proizvode testosteron ili je razina
njihovog izluCivanja izrazito niska, tj. ispod praga detektibilnosti imunohistokemijske
reakcije. Prema tome, opazene morfoloske promjene na razini polutankih i ultratankih rezova
vjerojatno su posljedica gubitka funkcije, pri ¢emu se u citoplazmi pojavljuju vakuole,
kapljice masti, fagolizosomi 1 lipofuscin. Na osnovi fizioloSkih i biokemijskih istrazivanja,
ove organele nisu aktivne u sintezi testosterona.*!

Gubitak funkcionalno aktivnih Leydigovih stanica moze vrlo lako dovesti do
»ZaCaranog kruga®; naime, za pretpostaviti je da ¢e postojeCe funkcionalno aktivne stanice
nastojati kompenzirati intratestikularni deficit androgena i1 nefunkcioniranje iscrpljenih
(,,pregorjelih®) Leydigovih stanica. Ovo vjerojatno dovodi i do njihovog iscrpljivanja (dakle,
preostalih funkcionalno aktivnih stanica) te dugoro¢no moze rezultirati sa tezim deficitom
androgena 1 preuranjenom andropauzom u neplodnih pacijenata s neopstruktivnom
azoospermijom. Stoga se normalne razine testosterona kod dugotrajnih sluc¢ajeva neplodnosti
trebaju uzeti s podozrivoséu i oprezom. Ovo istrazivanje jasno ukazuje na mogucnost da
proizvodnja testosterona in situ moze, unato¢ normalnim vrijednostima androgena u serumu,
biti ozbiljno narusena. Tome u prilog govori i studija Andersona i sur.®> U toj studiji,
medutim, nije bio odredivan imunohistokemijski testosteron in sifu, ve¢ samo u serumu,
zajedno s gonadotropinima. Potom su nacinjeni odredeni odnosi izmedu FSH, LH i

testosterona koji govore u prilog pretpostavci o kroni¢nom iscrpljivanju Leydigovih stanica.
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Premda su predmet ovog istrazivanja bile Leydigove stanice primjeceno je i
pojavljivanje drugih stanica intersticija (u povecanom broju) unutar bioptickog materijala
bolesnika s NOA. Te stanice bile su makrofazi i mastociti . Niz radova pokazao je njihov
utjecaj na endokrinu i spolnu funkciju testisa . Makrofazi se u normalnoj muskoj spolnoj
zlijezdi nalaze isklju¢ivo u intersticiju i nema ih unutar sjemenskih kanali¢a. Smatra se da
steroidogeneza u Leydigovim stanicama znacajno ovisi o makrofazima i statusu krvnih zila u

intersticiju Zzlijezde. U fizioloSkim uvjetima makrofazi djeluju stimulatorno na Leydigove

103 104

stanice , a inhibitorno u upali. " Makrofazi testisa proizvode interleukin 11 6 (IL-1, IL-6) te
¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-alfa). U uvjetima kada makrofazi pojac¢ano izlucuju IL-1
beta, dolazi do smanjenja steroidogeneze.'” Ciklooksigenaza COX2, kljuan enzim u
biosintezi prostaglandina, znacajno je prisutan u intersticiju neplodnih muskaraca dok
nedostaje u testisima muskaraca normalne spermatogeneze.'”® Dokazano je da se u testisima
muskaraca s hipospermatogenezom znacajno poveca broj makrofaga koji izlucuju IL-1B te
prisutnost COX-2 u Leydigovim stanicama. Winnall i sur.'”” pokazali su da primjena
Celecoxiba, inhibitora COX-2, poboljsava funkciju testisa u upali kod odraslih Stakora. U
sjemenicima neplodnih muskaraca poveéan je broj makrofaga koji izlu¢uju TNF alfa.'®
Makrofazi putem TNF alfa pobuduju apoptozu sjemenskih stanica u zivotinja kojima je
eksperimentalno izazvan autoimuni orhitis. Primjenom Etanercepta, selektivnog blokatora
TNF alfa, doslo je do zaustavljanja ovog u&inka makrofaga na sjemenske stanice.'”” Sve gore
navedene studije su potvrdile odredenu povezanost makrofaga, Leydigovih stanica ali i
susjednih krvnih Zzila. Uglavnom se radilo o pokusima in vitro i eksperimentalnim
zivotinjama, dok su sli¢ne studije u ljudi malobrojne.

Mastociti se ¢esto nalaze u pove¢anom broju unutar intersticija neplodnog muskarca,

gdje svojim cCimbenicima takoder mogu narusiti proizvodnju testosterona/androgena.

Opcenito, intenzitet oStecenja sjemenika podudara se s poveéanjem broja mastocita. Mastociti
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su u stanju aktivirati susjedne fibroblaste, povecati sintezu kolagena te na taj nacin uzrokovati
intersticijsku fibrozu. Osobito je znacajan porast broja i infiltracija peritubularno infiltriranih
mastocita koji, oslobadajuci sadrzaj svojih zrnaca, mogu ozbiljno ostetiti sjemenske stanice.
Jedan od bitnih enzima u tim zrncima mogla bi biti kimaza. Naime, mastociti u bioptickim
uzorcima s normalnom spermatogenezom sadrze samo triptazu. U skupinama bolesnika s
varikokelom te idiopatskom neplodnos¢u, udio mastocita s oba enzima (triptazom i kimazom)
bio je znatno poveéan.''*!?

Unutar zemalja Europske Unije ne postoji, po trenutno dostupnim podacima,
konsenzus o tome kada pacijentima s hipogonadizmom dati hormonsku nadomjesnu terapiju.
Takoder ne postoji jedinstveni stav o normalnim donjim vrijednostima testosterona kada bi
takva terapija dolazila u obzir. Primjerice, u Njemackoj se kao donja granica vrijednosti
testosterona u krvi uzima 12 nmol/L, dok je ona u Spanjolskoj 9,0, Velikoj Britaniji 7,5-8,0, a
Francuskoj 7,5 noml/L.'"*''* Takoder, ¢ini se da nema neke odredene vrijednosti kada
zapocinju simptomi deficita androgena, ve¢ se ta vrijednost kre¢e u rasponu izmedu 15 1 8
nmol/L. Tako je kod vrijednosti testosterona manjih od 15 nmol/L zamijefen pad
raspolozenja, zivosti i libida. Ukoliko vrijednosti testosterona padnu ispod 8 nmol/L, dolazi
do erektilne disfuncije. Ostali simptomi kao debljina, depresija, poremecaj sna, manjak
koncentracije pa i1 diabetes mellitus (tip 2) javljaju se kad su vrijednosti testosterona u rasponu
12-8 nmol/L."">"® Cini se da ¢e razina testosterona od 8 nmol/L i niZe biti op¢e prihvacena

kao indikacija za hormonsku nadomjesnu terapiju.''’ "

U procjeni hormonske nadomjesne
terapije treba voditi racuna 1 o farmakogenetici testosterona i individualnim razlikama izmedu
pacijenata.

Stoga se namecée potreba dugotrajnog pracenja neplodnih pacijenata, a osobito

populacije s NOA. Treba voditi brigu o opéem zdravlju i psihickom zadovoljstvu takvih

pacijenata. Parametri kao intelektualna i fizicka aktivnost, raspoloZenje i koncentracija, libido,
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erekcija (no¢na 1 u jutro) te spolna aktivnost (broj odnosa i ejakulacija) samo su dio sustavnog
pracenja. Tjelesni pokazatelji kao visina i tjelesna masa, razvijenost misi¢a 1 njihova snaga,
potom raspored masnog tkiva i dlaka korisni su podaci u procjeni preuranjene andropauze.
Tome treba pridodati i kozne promjene (npr. proizvodnju loja, suhocu koze), pracenje
promjena glasa te oblika i razvijenosti dojki.'?*'**

Kao dio sustavnog prac¢enja pacijenata s NOA valja uvrstiti i laboratorijske parametre.
Serumske vrijednosti testosterona trebalo bi odredivati u pravilnim vremenskim razdobljima
ovisno o tome da li neplodni bolesnik prima nadomjesnu hormonsku terapiju ili ne. Pri tome
je opcenito prihvaceno da je dovoljno odrediti ukupnu razinu testosterona jer ta vrijednost
dobro korelira sa slobodnim testosteronom koji nije vezan za globulin koji veze spolne
hormone (SHBG, Sex Hormone Binding Globulin). Pri tome valja uzeti u obzir da neka stanja
(npr. hipertireoza ili terapija epilepsije) mogu uzrokovati pove¢anje SHBG pa onda i ukupna
razina testosterona poraste. Suprotan u¢inak na spomenuti globulin ima, primjerice, izraziti
adipozitet. U sluCaju ginekomastije preporucuje se, uz testosteron, odrediti vrijednosti
estradiola. Od ostalih hormona povremeno treba odrediti gonadotropine. Valja pratiti i
hematoloske nalaze kao broj eritrocita, hemoglobin i hematokrit, s obzirom da krvna slika
moZe biti naruiena tijekom dugotrajnog nedostatka androgena.'”"'?’ U slu¢aju nadomjesne
hormonske terapije pripravcima testosterona, treba pratiti funkciju jetre. DoduSe, noviji
pripravci testosterona sadrze prirodni oblik tog hormona koji znatno manje oStecuje jetreni

125,128,129

parenhim , ali mogu 1 dalje utjecati na metabolizam lipida i zgruSavanje krvi. Nadeno

je da nadomjesna terapija testosteronom, ovisno o farmakoloskom pripravku, moze umjereno

130

povisiti razinu LDL i sniziti razinu HDL " pa u tim slucajevima valja voditi rauna o

kardiovaskularnom sustavu.
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Jedan od znacajnih aspekata teske slike hipogonadizma je smanjena koStana i miSi¢na
masa.**"P? U slugaju kvalitetnog tretmana testosteronom relativno brzo dolazi do
povecanja kako kortikalne tako i spuzvaste koStane mase (bez usporedne promjene ili
osteéenja kostane mase kraljezaka).'"” U sluaju kasnog pocetka terapije, dolazi do
poboljsanja kvalitete samo kortikalnog dijela kosti.'*"'** Opéenito, nakon 6 mjeseci po
uvodenju terapije testosteronom mogu se ocekivati poboljSanja nalaza denzitometrije.
Nadomjesna terapija testosteronom takoder dovodi do povecanja miSi¢ne mase i snage, dok se
udio masnog tkiva smanjuje. Cini se da do poveéanja misiéne mase ne dolazi samo zbog
hipertrofije vlakana skeletnog miSi¢a ve¢ se pod utjecajem testosterona priuvne stanice u
okolnom vezivu diferenciraju u nove mioblaste.'*%"**

Cimbenik koji moze znatno doprinijeti poremeéaju endokrine funkcije u bolesnika s
NOA su i sami postupci biopsije testisa radi izolacije (ekstrakcije) spermija. Pokazano je da
u 40% bolesnika dolazi do prolaznog sniZenja vrijednosti serumskog testosterona po ucinjenoj
multilokularnoj biopsiji testisa. Vrijednosti se obicno normaliziraju 6 mjeseci nakon
operativnog zahvata.'>> Navedeni podaci pokazuju i koliko je limitirana funkcionalna rezerva
Leydigovih stanica u bolesnika s NOA jer se postupcima biopsije odstranjuju ogranicene ali
ipak znacajne koli¢ine tkiva sjemenika. Zbog navedenog sve vece klinicko znaCenje ima
mikroskopska biopsija testisa (M-TESE) koja omogucava ciljano otkrivanje sjemenskih
kanali¢a s odrzanom spermatogenezom (ti kanali¢i su ve¢ih dimenzija) te odstranjenje manje
tkiva testisa prilikom postupka biopsije. Osim §to se odstranjuje jedan dio tkiva, nakon
biopsije sjemenika dolazi i1 do promjena intratestikulranog tlaka, formiranja hematoma te
stvaranja oziljaka koji takoder mogu doprinijeti kratkoro¢nim ali i dugoro¢nim poremecajima
endokrine funkcije testisa.'* Posljedice na endokrinu funkciju su osobito izraZene u bolesnika

s malim volumenom testisa, Klinefelterovim sindromom te u bolesnika u kojih se ponavljaju

postupci biopsije testisa.
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Bolesnici s NOA stoga zahtijevaju multidisciplinarni pristup u njihovom lije¢enju 1
pracenju. Pored postupka usmjerenih na postizanje ocinstva potrebno je posvetiti paznju na
moguce poremecaje endokrine funkcije takvih bolesnika i dugoro¢ne posljedice tih
poremecaja. Stoga je slozeno pracenje neplodnih pacijenata pozeljno naciniti u okviru
androloskog centra kao sjeciSta raznih stru¢njaka — urologa, androloga, endokrinologa
ginekologa, klinickih embriologa i drugih. Timskim radom navedenih stru¢njaka iz
spomenutih podruc¢ja medicine moguce je pruzanje kvalitetne zdravstvene usluge neplodnim

muskarcima.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja, donio sam sedam zakljucaka;

1. Opceniti zakljucak je da Leydigove stanice pacijenata s neopstruktivhom azoospermijom
(NOA) u odnosu na iste stanice kontrolne skupine pokazuju mozai¢nu sliku: dok je znacajan
broj njih normalnih morfoloskih obiljezja, drugi dio pokazuje razliite promjene izgleda
jezgre i citoplazme. Ove promjene ukazuju na gubitak funkcije i poremecaj steroidogeneze;

2. Analiza polutankih rezova bioptickih uzoraka sjemenika pacijenata s NOA (u odnosu na
kontrolnu skupinu) je pokazala da veliki broj Leydigovih stanica ima normalni izgled i1 gradu;
medutim, uz normalne intersticijske stanice bilo je i stanica poremecene morfologije. U
njihovoj citoplazmi mogao se vidjeti ve¢i broj vakuola i kapljica masti. Osim toga, nerijetko
su bili prisutni znakovi hipertrofije 1 hiperplazije Leydigovih stanica. Gore navedene
promjene morfologije Leydiogvih stanica u pacijenata s NOA samo djelomi¢no koreliraju s
tezinom i opsegom poremecaja spermatogeneze u sjemenskim kanali¢ima.

3. Elektronsko-mikroskopska analiza bioptickih uzoraka sjemenika pacijenata s NOA
potvrdila je ve¢ prije opisanu mozai¢nu sliku Leydigovih stanica: uz stanice normalne
ultrastrukturne grade, mogle su se zamijetiti intersticijske stanice poremecene ultrastrukturne
morfologije: jezgra tih stanica bila je znacajno promijenjena, a citoplazma u ve¢oj mjeri liSena
cisterna glatke endoplazmatske mrezice 1 mitohondrija, organela ukljuCenih u sintezu
testosterona. Umjesto toga, primjeéene su velike vakuole niske elektronskomikroskopske
gustoce, nagomilane kapljice masti 1 fagolizosomi. Ova oSte¢enja ultrastrukturne grade
Leydigovih stanica u pacijenata s NOA indirektno su ukazala na poremecenu steroidogenezu,
4. Rezultati kvantitativne analize pokazali su statisticki znacajnu razliku u vrijednostima
volumena sjemenika i stupnja ouvanosti spermatogeneze (,,skor*) izmedu kontrolne skupine

1 skupine pacijenata s NOA. Vrijednosti su bile izrazito smanjene u skupini pacijenata s NOA.
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5. Imunohistokemijskom i morfometrijskom analizom dokazano je da je broj Leydigovih
stanica koje proizvode testosteron statisticki znacajno nizi u bioptickim uzorcima sjemenika
pacijenata s NOA. Nadeno je da volumen sjemenika i stupanj ofuvanosti spermatogeneze
statisticki znacajno pozitivno koreliraju u odnosu na broj pozitivnih imunohistokemijskih
stanica (koje proizvode testosteron). Sto su volumen sjemenika i stupanj ouvanosti
spermatogeneze veci to je broj stanica koje proizvode testosteron veci i obrnuto.

6. Skupina neplodnih pacijenata s NOA imala je znacajno povecane vrijednosti FSH i1 LH,
dok su vrijednosti testosterona u serumu u vecini slucajeva bile u granici normale. Medutim,
izrazaj testosterona in situ jasno ukazuje na intratestikularni deficit testosterona i smanjen broj
stanica koje su imunohistokemijski pozitivne na ovaj hormon.

7. Poremecena steroidogeneza i manji broj stanica koje proizvode testosteron mogu dovesti
do preuranjene andropauze u pacijenata s NOA; stoga je nuzno dugorocno pracenje ovih
pacijenata, tim viSe Sto sam operativni zahvat (biopsija sjemenika u svrhu izolacije spermija)

moze uzrokovati kratkotrajni ili dugotrajni deficit testosterona.

Ovim zaklju¢cima potvrdena je hipoteza disertacije da se Leydigove stanice pacijenata s NOA
razlikuju od kontrolne skupine. Opisana ,,mozai¢na slika*“ Leydigovih stanica od kojih su
neke zadrzale svoju normalnu gradu i funkciju a druge su morfoloski i funkcionalno oste¢ene,
objaSnjava nam nalaz normalne razine testosterona u krvnom serumu u vecine pacijenata s

NOA kao i u ve¢ine neplodnih pacijenata druge etiologije i patogeneze.
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7. SAZETAK

Jedan od najtezih oblika neplodnosti u muskarca je neopstruktivna azoospermija
(NOA). U pacijenata s NOA nerijetko dolazi do teskih oStecenja sjemenskih kanali¢a koja su
ve¢ proucena i opisana. Manje se zna o promjenama u intersticiju sjemenika, gdje su
smjestene Leydigove stanice. Hipoteza ovog rada je da se Leydigove stanice pacijenata s
NOA znacajno razlikuju od istih stanica kontrolne skupine. Cilj rada bio je prouciti
Leydigove stanice u dvije skupine ispitanika (kontrolne i skupine neplodnih muskaraca s
NOA) koriste¢i metode kvalitativne 1 kvantitativne histoloSke analize te imunohistokemije
(izrazaj testosterona in situ). Takoder su odredene vrijednosti gonadotropina i testosterona u
krvnom serumu pacijenata. Rezultati kvalitativne histoloSke analize pokazali su da u
bioptickim uzorcima sjemenika pacijenata s NOA postoji tzv. mozaicna slika Leydigovih
stanica: uz ve¢i broj ovih stanica normalne morfologije utvrdeno je da je prosje¢no 35%
intersticijskih stanica znatno poremecene grade. Brojnost promjenjenih Leydigovih stanica
djelomi¢no korelira sa stupnjem poremcaja spermatogeneze i1 volumenom sjemenika.
Kvantitativnom histoloSkom analizom dokazano je da u bioptickim uzorcima pacijenata s
NOA postoji statisticki zna¢ajno manji broj Leydigovih stanica koje proizvode testosteron.
Volumen sjemenika i stupanj ocCuvanosti spermatogeneze znacajno je nizi u neplodnih
pacijenata (P<0,001). Rezultati rada upucuju na mogucénost kako kratkotrajnog tako i
dugotrajnog manjka androgena te preuranjene andropauze kod neplodnih muskaraca s NOA,

Sto zahtjeva njihovo pazljivo pracenje i redovite kontrole.
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8. SUMMARY
Nikola KneZzevi¢
Leydig cells in patients with non-obstructive azoospermia
2011

One of the most severe forms of male infertility is non-obstructive azoospermia
(NOA). NOA is frequently characterized by a heavy damage of seminiferous tubules that has
already been described in the literature. Much less is known on the changes of Leydig cells.
The hypothesis of this study is based on the assumption that Leydig cells in patients with
NOA were significantly different (damaged) form the same type of cells in the control group.
Therefore, the aim of the current survey was to investigate Leydig cells in two groups (control
and the group of infertile men with NOA) by means of qualitative and quantitative
histological methods and immunohistochemistry (the expression of testosterone in situ). In
addition, blood levels of gonadotrophins and testosterone were determined. Results of
qualitative histological analysis demonstrated a kind of “mosaic” picture of regular and
irregular Leydig cells in the NOA cases. At average there were 35% irregular Leydig cells
and their number correlates with testis volume and the status of spermatogenesis. Quantitative
histological analysis indicated a significantly lower number of testosterone-producing cells
(P<0,001). NOA patients also had significantly lower testis volume and the status of
spermatogenesis when compared to controls. The results of the study pointed out that the
patients with NOA could suffer from a deficit of androgens as well as a premature

andropause.
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