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POPIS KRATICA

AZF: ¢imbenik azoospermije

CBAVD: urodena bilateralna odsutnost sjemenovoda

CUAVD: urodena unilateralna odsutnost sjemenovoda

DOR: dijagnostic¢ki omjer izgleda

FSH: hormon koji stimulira folikule

ICSI: intracitoplazmatska injekcija spermija

IQR: interkvartilni raspon

KS MA: Klinefelterov sindrom s histoloSkom slikom mjeSovite atrofije

KS SCOS: Klinefelterov sindrom s histoloskom slikom sindroma ,,samo Sertolijevih stanica“

KS: Klinefelterov sindrom

MYK MA: mikrodelecija Y kromosoma s histoloSkom slikom mjeSovite atrofije

MYK SCOS: mikrodelecija Y kromosoma s histolo§kom slikom sindroma ,,samo Sertolijevih stanica“
MYK SS: mikrodelecija Y kromosoma s histoloskom slikom spermatocitnog/spermatidnog zastoja
MYK: mikrodelecije Y kromosoma

NOA: neopstruktivna azoospermija

OA: opstruktivna azoospermija

SCOS: sindrom ,,samo Sertolijevih stanica®

SZO: Svjetska zdravstvena organizacija

TESE: izolacija spermija nakon biopsije testisa
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1. UvOD

Neplodnost je, prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), nemogucnost ostvarivanja spontane

trudnoce u redovito spolno aktivnih parova koji ne koriste kontracepciju dulje od godine dana (1). Procjenjuje se da
neplodnost zahvaca oko 15% parova koji zele imati djecu, a u oko 50% slu€ajeva uzrok je neplodnost muskarca.
Genetski ¢imbenici su odgovorni za 15%-30% slucajeva muske neplodnosti te dovode do azoospermije (odsustvo
spermija i sjemenskih stanica u najmanje dva uzorka ejakulata) ili teske oligospermije (manje od 5 milijuna spermija
/ 1ml ejakulata) (2). Azoospermija se dijeli u dvije kategorije: opstruktivnu, koja je rjeda (15-40%), te
neopstruktivnu, koja se nalazi u veéine bolesnika s azoospermijom. U opstruktivnoj azoospermiji (OA) zbog zapreke
odvodnog sustava/puteva blokiran je dotok spermija do mokracne cijevi, dok u neopstruktivnoj azoospermiji (NOA)
postoji oStecenje parenhima sjemenika pri ¢emu testisi ¢esto ne proizvode zrele spermije (3).
Kromosomska o$tecenja koja dovode do muske neplodnosti ukljuéuju Klinefelterov sindrom, muski sindrom XX,
mozaicizam 45X/46XY, mikrodeleciju Y kromosoma i razli¢ite translokacije autosoma. U genska oSte¢enja spadaju
mutacija gena CFTR, Kallmanov sindrom, mutacija gena SOX3 i USP koji su vezani uz X kromosom, Noonanov
sindrom, mutacija androgenog receptora i mutacija steroidogenog akutnog regulatornog proteina (Tablica 1.) (4,5).

Tablica 1. Kromosomska i genska oste¢enja koja dovode do neplodnosti muskarca

Poremecdaji spermatogeneze i  Klinefelterov sindrom

sinteze androgena XX muski sindrom
KROMOSOMSKA 45X/46XY mozaicizam
OSTECENJA Poremecaji spermatogeneze  Mikrodelecija Y kromosoma

Translokacije autosoma

Mutacija gena CFTR (cisti¢na fibroza)
Kallmanov sindrom

GENSKA X-vezana SOX3 mutacija
OSTECENJA Mutacija X-vezanog gena USP 26
Noonanov sindrom
Mutacija androgenog receptora

Mutacija steroidogenog akutnog regulatornog proteina

1.1. Kromosomska oSte¢enja

Buduéi da je ovo istraZivanje obuhvatilo bolesnike s Klinefelterovim sindromom, mikrodelecijama Y kromosoma

te mutacijama gena CFTR, u daljnjem tekstu ¢e navedena kromosomska i genska ostecenja biti detaljnije prikazana.
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1.1.1. Klinefelterov sindrom

Klinefelterov sindrom (KS) je naj¢es¢a kromosomska aneuploidija i naj¢es¢i genetski uzrok muske neplodnosti.
Prvi put je opisan 1942. godine u seriji od 9 bolesnika s fenotipom karakteriziranim ginekomastijom, testikularnom
hipoplazijom, azoospermijom i povisenom vrijedno$¢u FSH (6). Vecina (80-90%) bolesnika s KS ima kariotip 47
XXY, a preostali ukljucuju 48 XXXY, 48 XXYY, 47iXqY ili mozaicizam dvije razli¢ite genetske linije kao npr. 47
XXY/46 XY. Podrijetlo suvisnog X kromosoma moze biti podjednako s maj¢ine ili oeve strane. Varijacije u
inaktivaciji X kromosoma dovode do smanjene proizvodnje androgena, poveéanog omjera estrogena i testosterona
te varijabilne osjetljivosti androgenog receptora (CAG ponavljaju¢i polimorfizam). Prije puberteta je teSko
razlikovati djecake s KS od normalnih djec¢aka temeljem njihovog fenotipa. U pubertetu ili kasnije KS se obi¢no
dijagnosticira zbog izostanka virilizacije $to je posljedica izrazito niske razine androgena, a u muskaraca urednog
fenotipa dijagnoza se najces¢e postavlja tek tijekom evaluacije azoospermije. Klinicka slika tipi¢nog oblika KS
ukljucuje visoki stas zbog kasnog zatvaranja epifiznih hrskavica, Zenski oblik zdjelice, rijedak raspored dlaka na
trupu i ekstremitetima, ginekomastiju, smanjeni volumen sjemenika te hipergonadotropni hipogonadizam (primarni
hipogonadizam) s ukupnim serumskim testosteronom manjim od 12 nmol/L u 65-85% bolesnika (7). Procjenjuje se
da je svega 26% odraslih bolesnika s KS dijagnosticirano u odrasloj dobi, §to moze rezultirati ozbiljnim
komplikacijama u neprepoznatih bolesnika (8). Ostecenje spermatogeneze se pojavljuje odmah nakon puberteta, a
oCituje se progresivnom hijalinizacijom lamine proprije sjemenskih kanali¢a i njihovom fibrozom te najcesce
rezultira sindromom ,,samo Sertolijevih stanica® (SCOS, engl. Sertoli cell-only syndrome). Ipak, u pojedinim
kanali¢ima mogu biti prisutna rezidualna Zarista spermatogeneze; stoga je u centrima izvrsnosti u oko 70% bolesnika

s KS uspjesna izolacija spermija nakon biopsije testisa s kriopohranom (TESE, engl. Testicular Sperm Extraction)

9).

1.1.2. Mikrodelecije Y kromosoma

Mikrodelecije Y kromosoma (MYK) utvrdene su u 5-10% neplodnih muskaraca s azoospermijom. Y kromosom
sadrzi mnoge gene koji reguliraju spermatogenezu i razvoj testisa. Mikrodelecija predstavlja kromosomsku deleciju
koja je obuhvaca nekoliko gena, ali je toliko malena da se ne moze otkriti uobicajenim citogenetickim metodama.
Mikrodelecija na dugom kraku Y kromosoma, koji se naziva Yq, znacajno je povezana s neplodos¢éu muskaraca i
nalazi se u 13% muskaraca s neopstruktivnom azoospermijom i u 5% muskaraca s teskom oligozoospermijom (10).
Kriti¢na regija za razvoj i diferencijaciju spolnih stanica na dugom kraku Y kromosoma je AZF regija (engl.
Azoospermia Factor Region). AZF regija obuhvaca visestruke obitelji gena: AZFa, AZFb i AZFc. Najcesce je nadena
delecija AZFc (60%), a rjede su AZFa (5%), AZFb (16%) i kombinirane (14%) delecije (11).

U AZFa regiji se ne uo¢ava ponavljajuca struktura te je ucestalost delecije relativno malena. Tri su gena sadrzana u
regiji AZFa: USP9Y, DBY i UTY. Od navedenih jedino su USP9Y i DBY geni izravno povezani s pojavom

neplodnosti u muskaraca. DBY gen spada u obitelj gena koja kodira bjelancevine koje reguliraju transkripciju,
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translaciju i RNA procesiranje u G1 fazi stani¢noga ciklusa. DBY se nalazi u muskim spolnim stanicama, a jos uvijek
nije poznato nalazi li se ovaj protein i u nekome drugome tkivu (12). DBX gen je homolog DBY gena i spada u istu
obitelj kao i DBY te je takoder pronaden u muskim spolnim stanicama. USP9Y je gen koji kodira proteazu specifi¢nu
za ubikvitin. Proteaza specifi¢na za ubikvitin je enzim koji hidrolizira bjelacevinu koja sadrzi ubikvitin, zbog ¢ega
se 1 naziva deubikvitiniraju¢im enzimom. Njegova aktivnost je od velike vaznosti jer stabilizira stani¢ne proteine i
§titi ih od razgradnje koju provode proteosomski kompleksi (13). Izrazenost gena USP9Y u muskim spolnim
stanicama moZze dovesti do stabilizacije odredenih proteina koji se sintetiziraju u primordijalnim spolnim stanicama
te su takoder bitni za njihovo prezivljavanje. Ukoliko je doslo do potpune delecije i USP9Y i DBY gena, dolazi do
pojave SCOS-a i bilateralnog razvoja malenih testisa. Tockaste mutacije u USP9Y genu dovode do oligozoospermije,
astenozoospermije, oligoastenozoospermije ili zastoja spermatogeneze na stadiju spermatida (14).

U AZFb regiji nalazi se 32 gena, no potrebno je naglasiti da dolazi do preklapanja izmedu AZFb i AZFc regija. S
obzirom na navedeno preklapanje regija, delecija u tim regijama moze istovremeno dovesti do gubitka gena i u AZFb
i u AZFc regiji. Ukoliko je doSlo do delecije AZFb, obi¢no se tijekom spermatogeneze nalaze pogreske u mejozi.
RBMY i PRY geni nalaze se unutar AZFb regije i njihova delecija dovodi do potpunog izostanka spermatogeneze
(15). Naime, RBMY kodira Cetiri tipa proteina koji vezu RNA i ukljuceni su u njezin transport i obradu. Potpuna
mikrodelecija regija AZFa i AZFb udruZena je sa sindromom SCOS ili zastojem spermatogeneze na razini
spermatogonija. U tom slucaju se ne preporuc¢uje TESE zahvat jer ne postoje spermiji za izolaciju (16).

AZFc regija sadrzi sedam obitelji gena: PRY, TTY, BPY, DAZ, GOLGAZ2LY, CSPYGALY i CDY. Delecijau AZFc
regiji ili kombinirana delecija u AZFc regiji i ostalim AZF regijama najces¢i je oblik delecije 1 zabiljeZen je u 87%
slu¢ajeva mikrodelecije Yq. Ovakve se delecije pojavljuju u jednog na 4000 muskaraca. Delecija unutar AZFc regije
moze dovesti do oligozoospermije i do azoospermije, za razliku od delecija u AZFa i AZFb regijama kod kojih
delecija dovodi do azoospermije (17). AZFc gen je specifican jer sadrzi mnogo amplikona koji su organizirani u
obliku palindroma, ponavljajucih sljedova i obrnutih ponavljajucih sljedova. Ponavljaju¢i sljedovi podrazumijevaju
primjerice b, g, r i P ponavljajuce sljedove. Najéesca delecija je b2/b4 delecija koja obuhvaca Cetiri gena DAZ i
uzrokuje azoospermiju. Potpuna delecija AZFc gena moZe narusiti stabilnost grade samoga Y kromosoma §to dovodi

do njegova gubitka i samim time do kariotipa 45, XO i pojave 45,X/46,XY mozaicizma (18).

1.2. Genska oStecenja

Najcesce gensko osteenje u neplodnih muskaraca jest mutacija gena CFTR, koja je ujedno odgovorna za 5%

uzroka muske neplodnosti.

1.2.1. Mutacije gena CFTR

Cisti¢na fibroza je autosomno recesivna bolest kod koje oko 90% muskaraca ima opstruktivnu azoospermiju
uzrokovanu urodenom obostranom odsutno$¢u sjemenovoda (ductus deferens) (19). Bolest je karakterizirana
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prisutno$c¢u gustoga sekreta u plu¢ima, gusteraci, jetrima i crijevima. NajceS¢e komplikacije su Ceste infekcije i
fibroze koje se javljaju u navedenim organima zbog nefunkcionalnog gena CFTR koji kodira istoimenu bjelacevinu
i smjesten je na lokusu kromosoma 7q31.2 (20). Protein CFTR je glikolizilirana ATPaza koja funkcionira kao
proteinski kanal. Njegova je funkcija izbacivanje kloridnih iona u lumen tkiva. Kloridni ioni potom privla¢e molekule
vode ¢ime nastaje sekret koji oplahuje, proc¢is¢ava i time §titi tkiva od infekcije i ostecenja. Protein CFTR takoder je
prisutan u glavi pasjemenika i sjemenovoda gdje osigurava kvalitetnu pohranu sjemene tekuéine i samim time
uspjes$nu oplodnju jer omogucuje odgovarajucu apsorpciju tekuéine u tkivo (21). Mutacije gena CFTR utjecu na
pojavu azoospermije u urodenoj bilateralnoj odusutnosti sjemenovoda (CBAVD, engl. Congenital Bilateral Absence
of the Vas Deferens), urodenoj unilateralnoj odsutnosti siemenovoda (CUAVD, engl. Congenital Unilateral Absence
of the Vas Deferens), urodenoj bilateralnoj opstrukciji pasjemenika s normalnim sjemenovodom i u Youngovom
sindromu. U CBAVD-u uocena je mutacija gena CFTR u 60-90% bolesnika. Muskarci s CBAVD-om uglavnom
imaju jednu ili dvije blage mutacije u genu CFTR, $to se uocava u 12% slucajeva, ili imaju kombinaciju teze i blaze
mutacije gena CFTR, $to se uocava u 88% sluc¢ajeva (22).

Postoji pet obrazaca mutacije gena CFTR. U tipu I, tzv. ,,nonsense “ mutaciji, dolazi do pogreske u sintezi proteina
$to ima za posljedicu stvaranje disfunkcionalnog proteina. Kod tipa II dolazi do pogreske u obradi proteina i njegovu
premjestanju na apikalnu plazma membranu, a najvazniji primjer ovakve mutacije je AF508. Tip Il podrazumijeva
pogresku u regulaciji otvaranja kanala pomocu ciklickog adenozin-monofosfata (cAMP). Tip IV uzrokuje djelomican
pad vodljivosti za kloridne ione. Tip V obiljezava smanjena koli¢ina funkcionalnoga proteina CFTR. Tip I, 11'i HI
povezuju se potpunim nedostatkom funkcionalnog proteina CFTR i teSkim manifestacijama cisti¢ne fibroze poput
insuficijencije gusterace. Tip IV i tip V uzrokuju blazi oblik cisti¢ne fibroze zbog smanjene aktivnosti proteina CFTR

(23).

1.3. Histoloska obiljeZja sjemenskih kanali¢a u neplodnih muskaraca s kromosomskim i genskim

oStecenjima

Spermatogeneza se odvija u sjemenskim kanali¢ima koji se sastoje od modificirane vezivne ovojnice (lamine
proprije), bazalne membrane i sjemenskog epitela. Sjemenski epitel je viSeslojan, a ¢ine ga dvije vrste stanica:
potporne ili Sertolijeve stanice te sjemenske stanice koje ¢ine lozu spermatogeneze (24).

Kromosomska i genska ostecenja najéesce uzrokuju neopstruktivnu, a rjede opstruktivnu azoospermiju. Kod OA
histoloska grada sjemenskih kanali¢a je uredna, dok se kod NOA u pojedinom bioptickom materijalu mogu naci
sjemenski kanali¢i s razli¢itim stupnjevima oStecenja, ukljucujuéi: 1) tzv. tubularne sjene (engl. tubular shadows)
gdje se umjesto sjemenskih kanali¢a nalaze tracci vezivnog tkiva; 2) SCOS, gdje su kanalié¢i oblozeni samo potpornim
stanicama; 3) sindrom “samo spermatogonija” (engl. Spermatogonia only syndrome) gdje se sjemenske stanice
sastoje samo od spermatogonija i 4) spermatocitnog te spermatidnog zastoja/“‘stopa“ (spermatogeneza se zaustavlja
na razini spermatida i spermatocita). Dodatno, manji broj sjemenskih kanali¢a kod NOA moze imati potpuno ouvanu

spermatogenezu (“zarista“ spermatogeneze, mjeSovita atrofija sjemenskih kanalic¢a) (25,26).



S obzirom na to da histoloSka obiljezja sjemenskih kanali¢a kod NOA ukazuju samo na zari$nu, a ne na potpunu
spermatogenezu (odrzanu spermatogenezu u svim dijelovima sjemenika), nametnula se potreba za drugim metodama
procjene sjemenskih kanali¢a neplodnih muskaraca. Medu takve metode spadaju morfometrijske stereoloske metode,
kojima se izraCunavaju kvantitativni strukturni parametri sjemenih kanali¢a, npr. volumen, povrsina, duljina i broj
sjemenskih kanalica (27).

Dosadasnja istrazivanja o stereoloskim obiljezjima sjemenskih kanali¢a neplodnih muskaraca vrlo su oskudna.
Sukladno raspolozivoj literaturi, do sada nije provedeno niti jedno istraZivanje o stereoloskim obiljezjima sjemenskih
kanali¢a u bolesnika s Klinefelterovim sindromom, mikrodelecijama Y kromosoma ili u cisti¢noj fibrozi, osim jednog
istrazivanja na animalnom modelu o stereoloskim obiljezjima sjemenskog kanali¢a u Klinefelterovom sindromu (28).

Navedeni nedostatak podataka bio je poticaj za ovo istrazivanje.

2. HIPOTEZA

Ocekuje se da ¢e ukupni volumen, ukupna povrsina i ukupna duljina sjemenskih kanali¢a u bolesnika s
neopstruktivnom azoospermijom ¢iji su uzroci kromosomska i genska osStecenja (Klinefelterov sindrom,
mikrodelecija Y-kromosoma) biti zna¢ajno manji nego u bolesnika s opstruktivnom azoospermijom uzrokovanom

mutacijom gena CFTR te nenasljednim poremecajima.

3. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i cilj rada bio je odrediti stereoloska obiljezja sjemenskih kanali¢a u neplodnih muskaraca s kromosomskim
i genskim o$tecenjima i usporediti ih sa stereoloSkim obiljezjima sjemenskih kanali¢a bolesnika s opstruktivnom

azoospermijom nenasljednog podrijetla (kontrolna skupina, OA).

Specifi¢ni ciljevi su sljededi:
o Naciniti kvalitativnu histolosku analizu svih bioptickih uzoraka te odrediti stupanj odrZanosti spermatogeneze;
o Odrediti ukupni volumen, ukupnu povrsinu i ukupnu duljinu sjemenskih kanali¢a u bolesnika s opstruktivnom
azoospermijom nenasljednog podrijetla (kontrolna skupina), Klinefelterovim sindromom, mikrodelecijom Y
kromosoma i mutacijom gena CFTR ;
e Usporediti ukupni volumen, ukupnu povrsinu i ukupnu duljinu sjemenskih kanali¢a u svakoj skupini bolesnika s
kromosomskim i genskim ostecenjima (Klinefelterov sindrom, mikrodelecija Y kromosoma i mutacija gena CFTR)
s kontrolnom skupinom;
o Usporediti stereoloska obiljezja sjemenskih kanali¢a u bolesnika s Klinefelterovim sindromom, mikrodelecijom

Y kromosoma i mutacijom gena CFTR;



e Unutar pojedinih ispitivanih skupina usporediti stereolo$ka obiljezja podskupina definiranih prema stupnju
odrzanosti spermatogeneze (mjeSovita atrofija, sindrom ,,samo Sertolijevih stanica® i spermatocitni/spermatidni

zastoj).

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijali

Za ovo istrazivanje analizirano je:
* 33 biopticka uzorka sjemenika 18 bolesnika (trojica sa solitarnim testisom) s opstruktivnom azoospermijom
nenasljednog podrijetla (kontrolna skupina);
* 18 biopti¢kih uzoraka sjemenika 9 bolesnika s Klinefelterovim sindromom;
+ 28 biopti¢kih uzoraka sjemenika 14 bolesnika s mikrodelecijom Y kromosoma;
* 6 bioptickih uzoraka sjemenika 3 bolesnika s mutacijom gena CFTR.
Koristen je biopti¢ki materijal sjemenika iz zbirke Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu.
Prosje¢na dob bolesnika s opstruktivnom azoospermijom nenasljednog podrijetla bila je 38 godina (32-51 godinu),
bolesnika s KS 29 godina (18-34 godine), bolesnika s MYK 37 godina (27-46 godina), a bolesnika s mutacijom gena
CFTR 30 godina (21-36 godina).
Za obavljanje istrazivanja na projektu, kojeg je ovaj znanstveni rad dio, dobivena je dozvola Eti¢kog povjerenstva
Klinickog bolni¢kog centra Zagreb (Klasa: 8.1-18/42-2; Broj 02/21 AG i Klasa: 8.1-17/107-2; Broj: 02/21 AG) i
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu (Klasa 641-01/17-02/01; Broj 380-59-10106-17-
1000/187).

4.2. Metode

4.2.1. Kariogram i genska analiza

Analiza kariograma i genska analiza MYK te mutacija za gen CFTR nacinjene su u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra (KBC) Zagreb. Volumen sjemenika odreden je ultrazvukom

u Klinickom zavodu za dijagnosticku i intervencijsku radiologiju KBC Zagreb.



4.2.2. Biopsija sjemenika

Uzorci su dobiveni tzv. «otvorenom» metodom biopsije sjemenika koja je detaljno opisana u radu Holsteina i sur.
(29). Biopticki komadi¢i sjemenika su odmah po eksciziji fiksirani u Bouinu. Uslijedio je standardni postupak
dehidracije tkiva i uklapanje u parafin: biopticki uzorci su se viSestruko isprali u otopini litijevog karbonata,
dehidrirali, inkubirali u intermediju (metil-benzoat), benzolu i benzol-parafinu te potom uklopili u parafin. Parafinski
blokovi uvrsteni su u zbirku uzoraka sjemenika Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu.

Blokovi su rezani rotacijskim mikrotomom Leitz 1512 (Austrija) pri ¢emu je debljina rezova bila 4 um. Dobiveni
serijski rezovi potom su se obojali hemalaunom i eozinom (H.E.) zbog kvalitativne histoloSke analize (procjena

ocuvanosti sjemenskog epitela).

4.2.3. Stereolo$ka analiza

Stereoloska analiza provedena je na parafinskim rezovima debljine 4um. Od svakog bioptickog uzorka dobiveno
je ukupno 60 serijskih rezova, a za analizu je koristeno 15 nasumce odobranih rezova.
Mjerenje je provedeno mnogonamjenskim testnim sustavom po Weibelu gdje se na plohi odredene povrSine (At)
nalaze 42 testne tocke (Pt) i 21 odvojena kratka linija (d), koje zajedno ¢ine testnu liniju odredene duljine (Lt) (Slika
1).
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Slika 1. Mnogonamjenski testni sistem po Weibelu.

Koristen je binokularni mikroskop Nikon Alphaphot-2 (Japan) s ukupnim povecanjem x100. PovrSina testnog
sustava (At) pri navedenom povecanju bila je 1,245 mm?, duljina testne linije (d) 0,185 mm, a ukupna duljina testnih
linija (Lt) iznosila je 3,885 mm.

Tijekom stereoloske obrade odredio sam sljedece stereoloske varijable:

1. Ps: broj testnih toc¢aka koje padaju na plohu presjeka sjemenskih kanalica;
2. Ir: broj intersekcija grani¢ne linije s linijama unutar testnog sistema,

3. Qr: broj presjeka sjemenih kanali¢a unutar testne plohe.



Za izraGunavanje broja stereoloSkih mjerenja odnosno broja polja (n) koje treba izbrojiti da bi se postigla granica
vjerojatnosti od 95%, najprije je provedeno orijentacijsko mjerenje tako $to sam izvrSio mjerenje pojedinih varijabli
u 5-10 testnih ploha. 1z pojedina¢nih rezultata izra¢unao sam aritmeti¢ku sredinu (X) i standardnu devijaciju (s), te
ove vrijednosti uvrstio u jednadzbu

n= (20 x s/x)2.
e Za izraCunavanje volumenske gustoce (Vvs), koja pokazuje koliki dio u jedinici prostora zauzimaju sjemenski
kanali¢i, tj. koliki je postotak sjemenskih kanali¢a u jedinici volumena testisa, koristio sam sljedecu formulu:

Vst = Pi/P.
Kako bih izraGunao ukupni volumen sjemenskih kanali¢a (Vs), tj. cjelokupan volumen sjemenskih kanali¢a u
sjemeniku, primijenio sam sljede¢u formulu:

Vst = Vst X Vo.
V, oznacava volumen sjemenika, koji je odreden ultrazvukom.
e Povrsinsku gustocu (Svs), koja pokazuje povrsinu sjemenskih kanali¢a u jedinici volumena sjemenika, izratunao
sam formulom

SVt = 2 X If/Ls.
Na temelju dobivenog rezultata, izratunao sam ukupnu povrsinu (Sst), koja oznac¢ava cjelokupnu povrsinu sjemenskih
kanali¢a u sjemeniku, a pri tome sam primijenio formulu

Sst = SVt X V.
e Duljinsku gusto¢u (Lvst), koja pokazuje duljinu sjemenskog kanali¢a u jedinici volumena sjemenika odredio sam
formulom

Lvs = 2 X QA
Potom sam odredio ukupnu duljinu (Lst) odnosno cjelokupnu duljinu sjemenskih kanali¢a u testisu, primjenivsi
formulu

Lst = Lvst X Vo.

4.2.4. Statisticka analiza

StatistiCka obrada podataka provedena je koriStenjem statistickog programskog paketa STATISTICA, verzija 12
(www.statsoft.com. StatSoft, Inc. Tulsa, OK, SAD) te MedCalc Statistical Software verzija 19.1 (MedCalc Software
bv, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2019). Razredbene (kvalitativne) varijable prikazane su kao
ucestalost te udio (%). Kvantitativne varijable (Vst, Lst i Sst) ne slijede za sve skupine normalnost raspodjele te imaju
znacajno razliitu varijabilnost prikazane su kao medijan, interkvartilni raspon (25. — 75. percentila, IQR) te kao
raspon. Usporedba medu ispitivanim skupinama za kvalitativne varijable (Vst, Lst i Sst) provedena je koristenjem
neparametrijskog testa za analizu varijance (ANOVA), Kruskal-Wallis ANOVA. Medusobne visestruke usporedbe
provedene su naknadnom usporedbom za sve varijable medu svim podskupinama jer je utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika medu skupinama koriStenjem testa Kruskal-Wallis ANOVA. Kako je utvrdena statisticki znacajna razlika za
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skupine s KS i s MYK u odnosu na skupine s mutacijom gena CFTR i OA provedena je ROC (engl. receiver operating
characteristic) analiza uz izracun povrsine ispod krivulje (AUC) te 95% raspona pouzdanosti (95% CI, engl.
confidence interval), grani¢ne vrijednosti, osjetljivosti i specifi¢nosti (uz 95% CI) te pozitivnog i negativnog omjera
vjerojatnosti (LR) uz 95% CI za svaku od varijabli za usporedbu OA s KS i s MYK kako bi se utvrdila te ocijenila
vrijednost potencijalnog dijagnostickog kriterija (grani¢ne vrijednosti) te je iz navedenih podataka izracunat
dijagnosticki omjer izgleda (DOR). Dvostrana p-vrijednost <0.05 je koriStena kao statisticki znacajna za sve

provedene usporedbe.

5. REZULTATI

5.1. Rezultati kvalitativne histoloSke analize

5.1.1. Kontrolna skupina (opstruktivna azoospermija nenasljednog podrijetla)

Kvalitativna histoloSka analiza rezova kontrolne skupine pacijenata s opstruktivnom azoospermijom nenasljednog
podrijetla pokazala je u svim bioptickim uzorcima istovjetnu sliku. Biopticki komadic¢ tkiva sjemenika se u prosjeku
sastojao od 40-50 sjemenskih kanali¢a s pripadaju¢im intersticijem. Sjemenski kanalié¢i bili su odrzanog promjera
(160-190 pum) i normalne debljine lamine proprije (Slika 2.). Lamina proprija sastojala se od 5-7 slojeva izduZenih
peritubularnih (mioidnih) stanica. Sjemenski epitel kanali¢a sadrzavao je potporne Sertolijeve stanice i sve oblike
sjemenskih stanica: spermatogonije, primarne i sekundarne spermatocite (l. i Il. reda), nezrele i zrele spermatide te
spermije. Sertolijeve stanice su imale ovalnu, okruglastu ili kruskoliku jezgru s izrazitom jezgricom. U razvijenoj
citoplazmi nalazila se po koja vakuola i umjeren broj ostatnih (rezidualnih) tjeleSaca. Sjemenske stanice nalazile su
se okruzene stani¢nim izdancima Sertolijevih stanica: spermatogonije uz bazalnu membranu a primarne, sekundarne
spermatocite i spermatide u vr$nom ili apikalnom odjeljku. Pojedini spermiji mogli su se vidjeti u lumenu kanali¢a

(Slika 3.).

Slika 2. Biopticki uzorak sjemenika pacijenta iz kontrolne skupine (opstuktivna azoospermija, OA). Sjemenski
kanali¢i su normalnog promjera i obloZeni sjemenskim epitelom koji se nalazi u razli¢itim stadijima

spermatogeneze. (H.E., x100, mjerilo = 100 pm)
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Slika 3. Biopti¢ki uzorak sjemenika pacijenta s opstruktivnom azoospermijom, detalj. Unutar sjemenskog epitela
vide se mnogobrojne zrele spermatide koje ¢e se otpustiti u lumen kanali¢a i postati spermiji (—). (H.E., x200,

mjerilo = 50 pm)

Izmedu tako oCuvanih 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 Cesto se nalazila dobro vidljiva jezgrica. Citoplazma je bila obilna, s po kojom kapljicom
masti ili vakuolom. 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

3).

5.1.2. Skupina pacijenata sa Klinefelterovim sindromom (KS)

Svi pacijenti obuhvaéeni ovim istraZivanjem imali su KS klasi¢nog oblika, 47, XXY. U deset bioptickih uzoraka
ovih bolesnika velika vecina sjemenskih kanalic¢a bila je izrazito suzenog promjera (60-80 pum) sa slikom sindroma
SCOS. U takvim kanali¢ima sjemenske stanice su nedostajale, a kanali¢i su bili oblozeni potpornim (somatskim)
Sertolijevim stanicama (Slika 4.). Neki kanali¢i su bili pretvoreni u tratke vezivnog tkiva (tzv. tubularne ,,sjene*). U
osam bioptic¢kih uzoraka nadena je histoloska slika mjesovite atrofije, sa Zaristima odrzane spermatogeneze. Ona su
se obi¢no sastojala od 4-5 kanali¢a koji su pokazivali blazi poremecaj spermatogeneze, ali s odrzanom proizvodnjom
zrelih spermatida i spermija (Slika 5.). Izmedu gore opisanih sjemenskih kanali¢a mogle su se zapaziti izrazito velike
skupine hipertroficnih Leydigovih intersticijskih stanica (Slika 5.). Ove stanice su mjestimi¢no formirale ¢vorice ili

mikronodule.
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Slika 4. Biopticki uzorak sjemenika pacijenta s Klinefelterovim sindromom (47, XXY). Sjemenski kanali¢i su
znatno smanjenog promjera i pokazuju sliku sindroma ,,samo Sertolijevih stanica“ (—). U intersticiju se uo¢avaju
izrazito velike nakupine Leydigovih stanica (L) koje se katkada organiziraju u mikronodule. (H.E., x40, mjerilo=
500 pm)

Slika 5. Detalj bioptickog uzorka sjemenika pacijenta s Klinefelterovim sindromom (47, XXY). U nekim
dijelovima preparata moguce je vidjeti pojedinaéne kanali¢e s djelomi¢no o¢uvanom spermatogenezom (—). U tim

kanali¢ima se mogu unutar sjemenskog epitela vidjeti i zrele spermatide (o). (H.E., x100, mjerilo = 200 um)

5.1.3. Skupina pacijenata s mikrodelecijama Y kromosoma

Petnaest bioptickih uzoraka sjemenika pacijenata s MYK (AZFc) pokazivalo je sliku mjeSovite atrofije
sjemenskih kanali¢a. U sedam biopti¢kih uzoraka kanali¢i su bili obloZeni samo Sertolijevim stanicama, dok su u
Sest bioptickih uzoraka kanali¢i imali djelomi¢no odrzanu spermatogenezu koja se odvijala do razine spermatocita 1.
reda ili nezrelih spermatida (tzv. maturacijski arest — spermatocitni i spermatidni ,,stop*) (Slika 6.). Ipak, u toj slici
mogli su se zate¢i i kanali¢i sa zrelim spermatidama i pojedina¢nim spermijima (Slika 7.). Grada intersticija bila je u

potpunosti ocuvana (Slika 6.).
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Slika 6. Biopticki uzorak sjemenika pacijenta s mikrodelecijom Y kromosma (AZFc). Vecina sjemenskih kanali¢a je
suzenog lumena i znatno reducirane spermatogeneze: prevladava slika tzv. maturacijskog aresta pri ¢emu se

spermatogeneza odvija do primarnih spermatocita ili nezrelih spermatida (7). (H.E., x100, mjerilo = 100 pum)

Slika 7. Biopticki uzorak sjemenika pacijenta S mikrodelecijom Y kromosoma (AZFc), detalj. Unato¢ znakovito
poremecenoj spermatogenezi, postoje dijelovi sjemenskog epitela sa zrelim spermatidama i pojedina¢nim spermijima
(D). U pripadaju¢em intersticiju vidi se skupina Leydigovih stanica (L) s jednim Reinkeovim kristalom. (H.E., x200,

mjerilo = 50 pum)

5.1.4. Skupina pacijenata s mutacijom gena CFTR

U ovoj skupini pacijenata je parenhim sjemenika bio u potpunosti ocuvan. Sjemenski kanaliéi bili su normalnog
promjera, a sjemenski epitel je pokazivao sliku potpune spermatogeneze (Slika 8.). Unutar svakog kanali¢a mogle su
se vidjeti sve vrste sjemenskih stanica, ukljucivsi zrele spermatide i spermije (Slika 9.). Rahlo vezivo intersticija

sadrzavalo je Leydigove intersticijske stanice normalne grade.

12



Slika 8. Dio parenhima sjemenika pacijenta s mutacijom gena CFTR. Sjemenski kanali¢i imaju odrzan promjer i

gradu te se u njima odvija normalna spermatogeneza. (H.E., x100, mjerilo = 100 pm)

Slika 9. Biopti¢ki uzorak sjemenika pacijenta s mutacijom gena CFTR, detalj. Unato¢ mutaciji, unutar sjemenskog

epitela nalaze se mnogobrojne skupine zrelih spermatida i spermija (o). (H.E., x200, mjerilo = 50 um)

5.2. Rezultati stereoloske analize

5.2.1. Ukupni volumen sjemenskih kanali¢a

Rezultati kvantitativne (stereoloske) analize ukupnog volumena sjemenskih kanali¢a u ispitivanim skupinama
(kontrolna skupina (OA), KS, MYK i mutacija gena CFTR) prikazani su u Tablici 2. te na Slici 10.
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Tablica 2. Ukupni volumen sjemenskih kanali¢a u ispitivanim skupinama

Skupina  Broj mjerenja Medijan (IQR) Raspon
OA 498 10,524 (8,667-12,857) | 3,012-20,160
KS 180 0,119 (0,048-0,286) 0,000-1,100

MYK 411 3,602 (2,571-5,786) 0,000-10,702
CFTR 90 12,899 (4,488-14,667) | 3,095-18,429

Legenda: OA: opstruktivna azoospermija; KS: Klinefelterov sindom; MYK: mikrodelecija Y kromosoma; CFTR:
mutacija gena CFTR; IQR: interkvartilni raspon.

Usporedbom gore navedenih rezultata utvrdena je statisticki znacajna razlika ukupnog volumena sjemenskih
kanali¢a medu ispitivanim skupinama (H=833,1; p<0.001; Kruskal-Wallis ANOVA). Post-hoc analiza je pokazala
kako postoji statisticki znacajna razlika u vrijednostima ukupnog volumena sjemenskih kanali¢a izmedu svih
ispitivanih skupina osim izmedu bolesnika s mutacijom gena CFTR i kontrolne skupine (p=1,000; Tablica 5.).
Znacajno najmanji Vst utvrden je u skupini s KS (p<0,001 za sve usporedbe). Znacajno smanjeni Vst naden je u
skupini s MYK (p<0,001 u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu CFTR). Unato¢ znaCajnom oStecenju
spermatogeneze prouzrokovanom mikrodelecijom, vrijednost ove varijable je bila statisticki znacajno veéa nego u

skupini KS (p<0,001) (Tablica 5.).

22

20

18
16

14

12

Vst
o

|

|

10

[

o

}7

O Median
0 [0 25%-75%

OA KS MYK CFTR T Min-Max

Slika 10. Graficki prikaz usporedbe ukupnog volumena sjemenih kanali¢a (Vst) medu ispitivanim skupinama
(H=833,1; p<0,001; Kruskal-Wallis ANOVA test). KS: Klinefelterov sindom; MYK: mikrodelecija Y kromosoma;
CFTR: mutacija gena CFTR; OA: opstruktivna azoospermija; 25%-75%: interkvartilni raspon.
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5.2.2. Ukupna povrs§ina sjemenskih kanali¢a

Rezultati kvantitativne (stereoloske) analize ukupne povrSine sjemenskih kanali¢a u ispitivanim skupinama

(kontrolna skupina (OA), KS, MYK i mutacija gena CFTR) prikazani su u Tablici 3. te na Slici 11.

Tablica 3. Ukupna povrsina sjemenskih kanali¢a u ispitivanim skupinama

Skupina Broj mjerenja Medijan (IQR) Raspon
OA 332 1575,3 (1135,1-1949,0) 266,4- 3224,7
KS 120 30,9 (15,4-61,0) 0,0-203,9

MYK 274 710,4 (509,7-1019,3) 0,0-1953,7
CFTR 60 1825,0 (816,0-2216,2) 301,2- 3171,2

Legenda: OA: opstruktivna azoospermija nenasljednog podrijetla, KS: Klinefelterov sindom; MYK: mikrodelecija

Y kromosoma; CFTR: mutacija gena CFTR; IQR: interkvartilni raspon.

Nakon usporedbe gore navedenih rezultata, utvrdena je statisticki znacajna razlika ukupne povrsine sjemenskih

kanali¢a medu ispitivanim skupinama (H=465,4; p<0.001; Kruskal-Wallis ANOVA). Post-hoc analizom je utvrdeno

kako postoji statisticki znacajna razlika u vrijednostima ukupne povrsine sjemenskih kanali¢a izmedu svih ispitivanih

skupina osim izmedu kontrolne skupine i bolesnika s mutacijom gena CFTR (p=1,000; Tablica 5.). Znacajno najmanji

Sst utvrden je u skupini KS (p<0,001 za sve usporedbe). U skupini pacijenata s MYK takoder je utvrden znacajno

smanjeni Sst (p<0,001 u odnosu na skupinu CFTR te OA), ali je vrijednost te varijable bila statisticki znacajno veca
nego u skupini KS (p<0,001) (Tablica 5.).
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Slika 11. Graficki prikaz usporedbe ukupne povrSine sjemenskih kanali¢a (Sst) medu ispitivanim skupinama
(H=465,4; p<0,001; Kruskal-Wallis ANOVA test). OA: opstruktivna azoospermija; KS: Klinefelterov sindrom;
MYK: mikrodelecija Y kromosoma; CFTR: mutacija gena CFTR; 25%-75%: interkvartilni raspon.

5.2.3. Ukupna duljina sjemenskih kanali¢a

Rezultati kvantitativne (stereoloske) analize ukupne duljine sjemenskih kanali¢a u ispitivanim skupinama

(kontrolna skupina (OA), KS, MYK i mutacija gena CFTR) prikazani su u Tablici 4. te na Slici 12.

Tablica 4. Ukupna duljina sjemenskih kanali¢a u ispitivanim skupinama

Skupina Broj mjerenja Medijan (IQR) Raspon
OA 498 27470 (20241-33574) 4618-72289
KS 180 639 (321-1349) 0-3888

MYK 411 14458 (9639-19277) 0-43374
CFTR 90 31084 (13494-37108) 6265-53012

Legenda: OA: opstruktivna azoospermija; KS: Klinefelterov sindom; MYK: mikrodelecija Y kromosoma; CFTR:

mutacija gena CFTR; IQR: interkvartilni raspon.

Usporedbom gore navedenih rezultata utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna razlika ukupne duljine sjemenih kanali¢a
medu ispitivanim skupinama (H=615,0; p<0.001; Kruskal-Wallis ANOVA). Post-hoc analiza je pokazala kako
postoji statisticki znacajna razlika u vrijednostima ukupne duljine sjemenskih kanali¢a izmedu svih ispitivanih
skupina osim izmedu bolesnika kontrolne skupine (OA nenasljednog podrijetla) i onih s mutacijom gena CFTR

(p=1,000; Tablica 5.). Zna¢ajno najmanji Lst utvrden je u skupini s KS (p<0,001 za sve usporedbe). Takoder je
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znacajno smanjeni Lst u skupini s MYK (p<0,001 u odnosu na skupinu OA te CFTR). Ova varijabla u pacijenata s

mikrodelecijom bila je statisti¢ki znacajno ve¢a nego u skupini KS (p<0,001) (Tablica 5.).
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Slika 12. Grafic¢ki prikaz usporedbe ukupne duljine sjemenskih kanali¢a (Lst) medu ispitivanim skupinama (H=615,0;

p<0,001; Kruskal-Wallis ANOVA test). OA: opstruktivha azoospermija; KS: Klinefelterov sindrom; MYK:

mikrodelecija Y kromosoma; CFTR: mutacija gena CFTR; 25%-75%: interkvartilni raspon.

Tablica 5. Visestruke usporedbe ukupnog volumena, ukupne povrsine i ukupne duljine sjemenskih kanali¢a izmedu

pojedinih ispitivanih skupina (Kruskal-Wallis ANOVA, post-hoc analiza).

Sku- Vst Sst Lst
pina KS | MYK |CFTR OA KS | MYK |CFTR OA KS | MYK |CFTR OA
z |25,224 119,710 | 0,075 19,683 | 13,162 | 0,077 23,391 | 13,714 | 0,525
oA p |<0,001 |<0,001 | 1,000 <0,001 |<0,001 | 1,000 <0,001 |<0,001 | 1,000
Ks 9,848 16,926 | 25,224 9,339 | 13,328 | 19,683 12,535 | 15,292 | 23,391
P <0,001 |<0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 |<0,001
z| 9,848 11,213 {19,710 | 9,339 7,612 (13,162 | 12,535 7,336 | 13,714
MY p |<0,001 <0,001 |<0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001 |<0,001 <0,001 |<0,001
z 116,926 | 11,213 0,075 13,328 | 7,612 0,077 | 15,292 | 7,336 0,525
il P |<0,001 |<0,001 1,000 |<0,001 |<0,001 1,000 |<0,001 |<0,001 1,000

Legenda: OA: opstruktivna azoospermija; KS: Klinefelterov sindom; MYK: mikrodelecija Y kromosoma; CFTR:

mutacija gena CFTR; Vst: ukupni volumen sjemenskih kanali¢a; Sst: ukupna povrsina sjemenskih kanalic¢a; Lst:

ukupna duljina sjemenskih kanaliéa; p: p-vrijednost; z: z-vrijednost.
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Za procjenu diskriminacijske vrijednosti kori§tene metode odreden je dijagnosticki omjer izgleda (DOR, engl.
diagnostic odds ratio) za sve ispitivane stereoloske parametre (Tablica 6.). Utvrdeno je da svi ispitivani stereoloski
parametri sjemenskih kanali¢a imaju izvrsnu diskriminacijsku vrijednost pri procjeni ostecenja sjemenskih kanalica
u bolesnika s KS i MYK u odnosu na kontrolnu skupinu, s tim da ukupni volumen ima najbolju diskriminacijsku
vrijednost (DOR Vst=194,6; DOR Sst=51,1; DOR Lst=20,2).

Tablica 6. Dijagnosticki omjer izgleda za ukupni volumen, ukupnu povrsinu i ukupnu duljinu sjemenskih kanali¢a

DOR Vst DOR Sst DOR Lst
Skupina OA OA OA
KS + MYK 194,6 51,1 20,2

Legenda: OA: opstruktivna azoospermija; KS: Klinefelterov sindom; MYK: mikrodelecija Y kromosoma; DOR
Vst: dijagnosticki omjer izgleda za ukupni volumen sjemenskih kanali¢a; DOR Sst: dijagnosticki omjer izgleda za
ukupnu povrsinu sjemenskih kanali¢a; DOR Lst: dijagnosticki omjer izgleda za ukupnu duljinu sjemenskih

kanalica.

5.2.4. Stereoloska analiza histoloskih podskupina bolesnika

Rezultati kvantitativne (stereoloske) analize ukupnog volumena, ukupne povrsine i ukupne duljine sjemenskih
kanali¢a u ispitivanim histoloskim podskupinama (KS s histoloSkom slikom mjeSovite atrofije (KS MA), KS s
histoloskom slikom SCOS (KS SCOS), MYK s histoloskom slikom mjeSovite atrofije (MYK MA), MYK s
histoloskom slikom SCOS (MYK SCOS), MYK s histoloskom slikom spermatocitnog/spermatidnog zastoja (MYK
SS)) prikazani su na Slici 13.
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Slika 13. Graficki prikazi usporedbe ukupnog volumena sjemenskih kanali¢a (Vst) medu ispitivanim skupinama
podskupinama (H=615,0; p<0,001; Kruskal-Wallis ANOVA test) (Slika 13A); ukupne povrSine sjemenskih kanali¢a
(Sst) medu ispitivanim skupinama podskupinama (H=615,0; p<0,001; Kruskal-Wallis ANOVA test) (Slika 13B); i
ukupne duljine sjemenskih kanali¢a (Lst) medu ispitivanim skupinama podskupinama (H=615,0; p<0,001; Kruskal-
Wallis ANOVA test) (Slika 13C). KS MA: Klinefelterov sindrom s mjesovitom atrofijom; KS SCOS: Klinefelterov
sindrom sa sindromom ,,samo Sertolijevih stanica“; MYK MA: mikrodelecija Y kromosoma s mjeSovitom atrofijom;
MYK SCOS: mikrodelecija Y kromosoma sa sindromom ,,samo Sertolijevih stanica“; MYK SS: mikrodelecija Y

kromosoma sa spermatocitnim/spermatidnim zastojem; 25%-75%: interkvartilni raspon.

Usporedbom dobivenih rezultata medu ispitivanim podskupinama utvrdena je statisti¢ki znac¢ajna razlika ukupnog
volumena (H=307,2; p<0.001; Kruskal-Wallis ANOVA), ukupne povrine (H=209,5; p<0.001; Kruskal-Wallis
ANOVA) i ukupne duljine sjemenskih kanalica (H=319,3; p<0.001; Kruskal-Wallis ANOVA). Post-hoc analize
pokazale su kako postoji statisticki znacajna razlika u vrijednostima ukupnog volumena, ukupne povrsine i ukupne
duljine sjemenskih kanali¢a izmedu bolesnika s KS i MA u odnosu na one s MYK i MA te izmedu bolesnika s KS i
SCOS u odnosu na one s MYK i SCOS (p<0,001 za sve usporedbe). Unutar skupine bolesnika s KS niti za jedan
stereoloski parametar nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu histoloskih podskupina (MA, SCOS) (p=1,000
za sve usporedbe). U skupini bolesnika s MYK utvrdena je statisticki znacajna razlika u vrijednostima svih ispitivanih
parametara izmedu bolesnika s MYK i MA u odnosu na one s MYK i SCOS (p<0,001). Nadalje, usporedbom
vrijednosti ispitivanih stereometrijskih parametara u bolesnika s MYK i SS u odnosu na bolesnike s MYK i MA te
bolesnike s MYK i SCOS, samo za ukupnu duljinu utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,001), dok za ukupni

volumen i ukupnu povrsinu nije bilo znacajne razlike (p=1,000 za obje usporedbe) (Tablica 7.).
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Tablica 7. ViSestruke usporedbe ukupnog volumena, ukupne povrsine i ukupne duljine sjemenskih kanali¢a izmedu

pojedinih ispitivanih podskupina (Kruskal-Wallis ANOVA, post-hoc analiza).

Vst Sst Lst

Sku- KS| KS|MYK | MYK|MYK| KS| KS|MYK | MYK | MYK | KS KS |[MYK |[MYK |MYK
pina MA [SCOS | MA [SCOS SS| MA [SCOS | MA [SCOS SS| MA [SCOS | MA [SCOS SS
KS |z 0,203 (11,492 (12,300 | 8,386 0,068 |9,5592 |10,654 | 5,421 0,068 |9,5592 (10,654 | 5,421
MA | p 1,000 |<0,001 |<0,001 | <0,001 1,000 |<0,001 |<0,001 |<0,001 1,000 |<0,001 |<0,001 |<0,001
KS |z | 0,203 11,742 (12,507 | 8,530 | 0,068 9,6429 10,723 | 5,470 | 0,068 9,6429 (10,723 | 5,470
SCOS |p | 1,000 <0,001 |<0,001 |<0,001 | 1,000 <0,001 |<0,001 |<0,001 | 1,000 <0,001 [<0,001 |<0,001
MYK |z (11,492 (11,742 3,433 | 1,941 | 9,559 | 9,643 3,369 | 0,091 | 9,559 | 9,643 3,369 | 0,091
MA | p |<0,001 |<0,001 <0,001 | 0,523 0,001 |{<0,001 <0,001 | 1,000 |<0,001 |<0,001 <0,001 | 1,000
MYK |z 12,300 (12,507 | 3,433 0,154 10,654 |10,723 |3,3694 10,654 10,723 |3,3694 1,985 |10,654
SCOS |p [<0,001 |<0,001 |<0,001 1,000 k0,001 [<0,001 |<0,001 0,472 |<0,001 |<0,001 |<0,001 0,472

MYK |z | 8386 | 8530 | 1,941 | 0,154 5,421 | 5,470 |0,0906 | 1,985 5,421 | 5,470 |0,0906 | 1,985

SS |p [<0,001 |<0,001 | 0,523 | 1,000 <0,001 [<0,001 | 1,000 | 0,472 <0,001 [<0,001 | 1,000 | 0,472

Legenda: KS MA: Klinefelterov sindrom s mjesovitom atrofijom; KS SCOS: Klinefelterov sindrom sa sindromom
»samo Sertolijevih stanica®; MYK MA: mikrodelecija Y kromosoma s mjeSovitom atrofijom; MYK SCOS:
mikrodelecija Y kromosoma sa sindromom ,,samo Sertolijevih stanica“; MYK SS: mikrodelecija Y kromosoma sa
spermatocitnim/spermatidnim zastojem; Vst: ukupni volumen sjemenskih kanali¢a; Sst: ukupna povrsina sjemenskih

kanalica; Lst: ukupna duljina sjemenskih kanalic¢a; P: p-vrijednost; z: z-vrijednost.

6. RASPRAVA

Kvalitativna histoloska analiza bioptickih uzoraka bolesnika s KS pokazala je dominaciju histoloske slike SCOS,
a najtezi oblik oste¢enja sjemenskih kanali¢a manifestirao se traccima vezivnog tkiva, tzv. ,tubularnim sjenama“.
Navedeni rezultati kvalitativne histoloske analize u skladu su s ranijim spoznajama koje ukazuju na karakteristi¢na
histoloska obiljeZja sjemenika odraslih bolesnika s KS, a ukljucuju opseznu fibrozu i hijalinizaciju sjemenskih
kanalica te hiperplaziju intersticija (30,31). Degeneracija sjemenskih stanica moze se objasniti izravnim utjecajem
kromosomske abnormalnosti na razvoj i funkciju sjemenskih stanica ili nepovoljnim ué¢inkom potpornih, somatskih
stanica (Leydigove i Sertolijeve stanice) na sjemenske stanice (32). U nasih bolesnika s KS u intersticiju izmedu
osteCenih sjemenskih kanalica uoene su izrazito velike skupine hipertrofi¢nih Leydigovih stanica koje su
mjestimi¢no formirale mikronodule, $to je u skladu s opisom histoloske slike testisa u dosadasnjim istrazivanjima
(31,32). Naime, zarisna hipertrofija i hiperplazija Leydigovih stanica u pacijenata s KS nastaje ve¢ pocetkom

puberteta utjecajem hormona luteinizacije, §to dovodi do prekomjerne sinteze testosterona, a time i smanjenja broja
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sjemenskih stanica, hijalinizacije tubula i degeneracije Sertolijevih stanica. Sve navedeno dovodi do smanjenja
volumena testisa na vrijednosti koje su bile prisutne prije puberteta i degeneracije tkiva sjemenika pracene relativnom
insuficijencijom Leydigovih stanica. Nadalje, u ranijim istrazivanjima je u bolesnika s KS utvrden poremecaj u gradi
1 funkciji Sertolijevih stanica, koje u fizioloskim uvjetima reguliraju obnovu i diferencijaciju zametnih stanica. Nistal
i sur. su opisali dvije vrste Sertolijevih stanica u bolesnika s KS: male, nezrele i nefunkcionalne Sertolijeve stanice
te velike, bolje diferencirane i funkcionalne Sertolijeve stanice (33). Disfunkcionalnost Sertolijevih i Leydigovih
stanica pokusala se objasniti i transkripcijskom deregulacijom ovih stanica koja rezultira pove¢anom apoptozom (34).

U 4 od 9 nasih bolesnika (44%) nadena je slika mjeSovite atrofije sjemenskih kanali¢a sa ZariStima odrzane
spermatogeneze. Navedeni rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja Foreste i sur., koji su prvi opisali kako
histoloske promjene sjemenika u bolesnika s KS nisu jednoobrazne, nego nejednolike, jer se, uz sliku SCOS, koja je
prisutna u vecini sjemenskih kanali¢a, nalaze pojedini sjemenski kanali¢i sa ZariStima oCuvane spermatogeneze.
Zari§ta odrzane spermatogeneze pruZaju polovici nasih bolesnika $ansu za izolaciju spermija potrebnih za
intracitoplazmatsku injekciju spermija (ICSI), §to potvrduje podatak o uspjes$noj kirurskoj izolaciji spermija u oko
40% bolesnika s KS (35). Godine 1996. Tournaye i sur. izvjestili su o uspjesnoj izolaciji spermija nakon TESE u
bolesnika s KS, a nedugo zatim Schiff i sur. dokumentirali su prvu trudno¢u nakon TESE bolesnika s KS i ICSI
(36,37). Gotovo 25 godina kasnije, prediktivni ¢imbenici za uspjeSnu TESE kod KS su kontradiktorni: obzirom na
progresivnu hijalinizaciju sjemenskih kanali¢a nakon puberteta bilo je preporuceno uciniti TESE §to ranije kako bi
se postigli §to bolji rezultati, a suprotno tome, novija meta analiza Corone i sur. pokazala je da je uspjesna stopa
izolacije spermija neovisna o dobi, volumenu sjemenskih kanali¢a i vrijednostima hormona u bolesnika s KS
(35,38,39).

Rezultati stereoloske analize su pokazali da su ukupni volumen, ukupna povrsina i ukupna duljina sjemenskih
kanali¢a najmanji u bolesnika s KS sa statisticki znacajnom razlikom u odnosu na MYK, mutaciju gena CFTR i
kontrolnu skupinu (bolesnici s OA nenasljednog podrijetla). Ove stereoloske znacajke ukazuju na teske patoloske
promjene sjemenskih kanali¢a u bolesnika s KS. Sukladno dostupnoj literaturi, u naSem istrazivanju se prvi put
opisuju stereoloska obiljezja sjemenskih kanali¢a u bolesnika s KS. Jedina stereoloSka analiza sjemenskih kanali¢a
u KS ucinjena je na animalnom modelu, kojom se pokazalo da je u odraslih jedinki laboratorijskih miSeva s KS
znacajno smanjen promjer sjemenskih kanalic¢a (29). Ipak, valja spomenuti istrazivanje Banek i sur. koji su proveli
stereolosku analizu sjemenskih kanali¢a muskaraca s neplodno$cu razlicite, nedefinirane etiologije, usporedivsi ih sa
sjemenskim kanali¢ima plodnih muskarca (kontrolna skupina). Rezultati navedenog istrazivanja pokazali su da je u
neplodnih muskaraca znacajno Smanjena ukupna duljina, ukupna zakrivljenost i ukupni volumen sjemenskih kanali¢a
te ukupni volumen epitela sjemenskih kanali¢a u odnosu na kontrolnu skupinu (40). Nadalje, nasi rezultati usporedivi
su s rezultatima istrazivanja Kleimana i sur. koji su proveli semikvanititativnu histolosku morfometrijsku analizu
sjemenika u bolesnika s KS i usporedili je s rezultatima u bolesnika koji su imali SCOS ili mjeSovitu atrofiju uz
normalan kariogram. U bolesnika s KS utvrdili su znacajno manju zastupljenost sjemenskih kanali¢a s normalnom
debljinom bazalne membrane i sjemenskih kanalica s ofuvanim stanicama, te znacajn0 vecu intersticijsku

hijalinizaciju i intersticijsku hiperplaziju (41). Sukladno navedenome, nasi bolesnici s KS imali su znacajno manji
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ukupni volumen, ukupnu povrsinu i ukupnu duljinu sjemenskih kanali¢a u odnosu na bolesnike s OA nenasljednog
podrijetla (kontrolna skupina). Nadalje, u naSem istraZivanju pokazali smo da su svi ispitivani stereoloski parametri
sjemenskih kanali¢a bili znacajno manji i u odnosu na bolesnike s MYK te bolesnike s mutacijom gena CFTR.
Dodatno, vrijednost dijagnostickog omjera izgleda pokazala je da svi stereoloski parametri imaju izvrsnu
diskriminacijsku vrijednost pri procjeni oStecenja u bolesnika s KS i MYK u odnosu na kontrolnu skupinu. Iz
navedenoga proizlazi da je kvantitativna stereoloska analiza sjemenskih kanali¢a jednostavna pretraga koja ima
dijagnosticku vrijednost u obradi azoospermije.

Usporedbom rezultata stereoloske analize histoloSkih podskupina (mjeSovite atrofije i SCOS) unutar skupine
bolesnika s KS nije utvrdena statisticki znacajna razlika u stereoloskim obiljeZjima sjemenskih kanali¢a izmedu
navedenih podskupina. Navedeni rezultati usporedivi su s rezultatima Kleimana i sur. koji semikvantitativnom
histoloskom morfometrijskom analizom sjemenskih kanali¢a takoder nisu utvrdili statisticki znacajne razlike u
izmedu istih podskupina bolesnika s KS (41). Iako bi se ocekivalo, s obzirom na stupanj fibroze, da su kanali¢i u
SCOS manjeg ukupnog volumena, ukupne povrsine i ukupne duljine u odnosu na kanali¢e s mjeSovitom atrofijom,
ovaj rezultat se moze barem djelomi¢no objasniti spoznajom kako se u bolesnika s mjeSovitom atrofijom moze
primijetiti dezorganizacija i deskvamacija epitela sjemenskih kanali¢a $to vjerojatno potice procese odgovorne za
kontrakciju sjemenskih kanalica. Naime, zbog deskvamacije epitela unutar kanali¢a dolazi do smanjenja njegovog
volumena §to poti¢e mioidne (peritubularne) stanice tunike proprije na kontrakciju i skrac¢enje sjemenskih kanali¢a
(40). Zakljuéno, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da kvantitativna stereoloska analiza sjemenskih kanali¢a u
bolesnika s KS nema, za razliku od kvalitativne histoloske analize, prediktivnu vrijednost za uspje$nu izolaciju
spermija nakon TESE, ali ima diskriminacijsku vrijednost pri procjeni oStecenja sjemenskih kanali¢a u obradi

bolesnika s azoopermijom.

Kvalitativna histoloska analiza bioptickih uzoraka bolesnika s MYK (AZFc) pokazala je u 15/28 (54%) slucajeva
sliku mjeSovite atrofije sjemenskih kanalica. U 7/28 (25%) bioptickih uzoraka kanali¢i su bili obloZeni samo
Sertolijevim stanicama, a u 6/28 (21%) bioptickih uzoraka kanali¢i su imali djelomi¢no odrZzanu spermatogenezu
koja se odvijala do razine spermatocita prvog reda ili nezrelih spermatida (spermatocitni i spermatidni ,,stop*), S
pojedinac¢nim kanali¢ima koji su sadrzavali zrele spermatide i pojedinacne spermije. Ovako Sarolika histoloska slika
u ovih bolesnika u suglasju je s podacima iz literature. Naime, u literaturi se opisuje Siroki raspon histoloskih
promjena, od SCOS kao najteze promjene preko ,,maturacijskog aresta” do hipospermatogeneze, U kojoj su stadiji
spermatogeneze naruseni, ali je proizvodnja zrelih spermatida i spermija ipak odrzana (42). Kad je rije¢ o
eventualnom postojanju specifi¢nih histoloskih promjena s obzirom na tip AZF delecije, podaci su kontroverzni. Dok
neki autori negiraju povezanost izmedu histoloskih promjena sjemenika i delecije u pojedinim AZF regijama, druga
istrazivanja ukazuju na suprotno (43-45). Naime, nekoliko istrazivanja je pokazalo kako su AZFa i AZFb
mikrodelecije povezane s tezim histoloskim promjenama sjemenika uz dominaciju histoloske slike SCOS, dok AZFc

mikrodelecije (koje su prisutne u svih nasih bolesnika s MYK) pokazuju Sirok raspon promjena sjemenika, od SCOS
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do hipospermatogeneze, §to je u skladu s nasim rezultatima (46,47). Klini¢ki zna¢aj ovih spoznaja jest u mogucnosti
uspjeSne izolacije spermija nakon TESE u velikog dijela bolesnika s MYK.

Stereoloska analiza ukupnog volumena, ukupne povrsine i ukupne duljine sjemenskih kanali¢a u bolesnika s MYK
(AZFc) pokazala su da su svi stereoloski parametri statisticki znacajno manji u odnosu na kontrolnu skupinu i
bolesnike s mutacijom gena CFTR. S obzirom na to da do sada nisu provodena kvantitativna stereoloska istraZivanja
sjemenskih kanali¢a u bolesnika s MYK, naSe rezultate mozemo usporediti samo s rezultatiama Luetjens i sur., koji
su proveli semikvantitativau histolosku morfometrijsku analizu sjemenskih kanali¢a u bolesnika s MYK te utvrdili
kako je promjer tubula u bolesnika s MYK znatno manji u odnosu na bolesnike s mjeSovitom atrofijom koja nije
bila povezana s MYK. Nadalje, vrijednosti ukupnog promjera kanali¢a, promjera njihovog lumena, debljine lamine
proprije te visine sjemenskog epitela bile su veée u bolesnika s MYK nego u skupini bolesnika sa SCOS koji nije bio
povezan s MYK, a manje u odnosu na ispitanike s normalnom spermatogenezom (48). Sadasnje istrazivanje ukazuje
da su, unato¢ znatnom o$tecenju spermatogeneze prouzrokovanom mikrodelecijom u odnosu na kontrolnu skupinu,
vrijednosti svih ispitivanih stereoloskih parametrara bile statisticki znacajno veée nego u skupini KS. To ukazuje na
veca ostecenja kod kromosomskog poremecéaja u KS u odnosu na one kod MYK. Stereoloska analiza histoloskih
podskupina (mjeSovita atrofija, SCOS i spermatocitni/spermatidni zastoj) unutar skupine bolesnika s MYK pokazala
je statisticki znacajne razlike u svim stereoloskim parametrima izmedu bolesnika s MA i SCOS, dok je razlika izmedu
SS i druge dvije histoloske podskupine (MA i SCOS) utvrdena samo za ukupnu duljinu, ali ne i ukupni volumen i
ukupnu povrsinu sjemenskih kanalica. Medutim, zbog velikog raspona apsolutnih vrijednosti unutar pojedinih
podskupina, navedene statisticke razlike nemaju dijagnosti¢ki znac¢aj. Ipak, usporedbom stereometrijskih parametara
izmedu podskupina KS MA (bolesnici s KS s mjeSovitom atrofijom) i MYK MA (bolesnici s MYK s mjeSovitom
atrofijom) te izmedu podskupina KS SCOS (bolesnici s KS i SCOS) i MYK SCOS (bolesnici s MYK i SCOS) u obje
usporedbe su utvrdene statisticki znacajno manje vrijednosti ispitivanih stereoloskih parametara u bolesnika s KS u
odnosu na one s MYK. Dobiveni rezultati ukazuju na teza oStec¢enja sjemenskih kanali¢a u KS u odnosu na MYK.
Kao i u bolesnika s KS, vrijednost dijagnostickog omjera izgleda pokazala je da svi stereoloski parametri kanali¢a
imaju izvrsnu ili dobru diskriminacijsku vrijednost u odnosu na kontrolnu skupinu. Stoga se moze zakljuciti da

stereoloska analiza sjemenskih kanali¢a ima dodatnu dijagnosticku vrijednost u obradi azoospermije.

Kvalitativna histoloska analiza bioptickih uzoraka bolesnika s mutacijom CFTR gena pokazala je potpuno ouvan
parenhim sjemenika. Sjemenski kanali¢i bili su normalne grade i promjera, a unutar svakog kanali¢a mogle su se
vidjeti sve vrste sjemenskih stanica, ukljucivsi zrele spermatide i spermije, $to ukazuje na normalnu spermatogenezu.
Istovjetan, normalan nalaz histoloske analize sjemenika, ukljucujuéi i sjemenske kanali¢e, utvrden je u skupini
bolesnika s OA nenasljednog podrijetla (kontrolna skupina). Ovakva histoloska slika u obje skupine bolesnika
ocekivana je, s obzirom na ¢injenicu da mutacija gena CFTR u vecini (98%) bolesnika uzrokuje OA zbog bilateralne
(CBAVD) ili unilateralne (CUAVD) odsutnosti sjemenovoda ili urodene bilateralne opstrukcije pasjemenika s
normalnim sjemenovodom, dok je, kao i kod ostalih (nenasljednih) OA, grada i funkcija sjemenika o¢uvana. U

bolesnika s mutacijom CFTR vrlo rijetko je oSte¢ena gametogeneza, §to se nije pokazalo u nasih bolesnika (10,22).
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U skladu s gore navedenim podacima, rezultati stereolo$ke analize ukupnog volumena, ukupne povrSine i ukupne
duljine sjemenskih kanali¢a u bolesnika s mutacijom gena CFTR podjednaki su rezultatima bolesnika s OA

nenasljednog podrijetla (kontrolna skupina), bez statisticki znacajne razlike u dobivenim vrijednostima.

7. ZAKLJUCCI

1. Kovalitativna histoloSka analiza biopti¢kih uzoraka sjemenskih kanali¢a u bolesnika s KS i MYK pokazala je
znatna oStecenja sjemenskih kanali¢a odnosno spermatogeneze. Pri tome su oStecenja spermatogeneze bila teza
u bolesnika s KS, kod kojih je prevladavala histoloska slika SCOS s mjestimi¢no odrzanom spermatogenezom,
dok je u bolesnika s MYK naden $irok raspon histoloskih promjena, od SCOS preko spermatidnog zastoja do
hipospermatogeneze.

2. Kovalitativna histoloska analiza biopti¢kih uzoraka sjemenskih kanali¢a u bolesnika s mutacijom gena CFTR i
OA nenasljednog podrijetla pokazala je potpuno ocCuvan parenhim sjemenika odnosno normalnu
spermatogenezu u obje skupine ispitanika. Navedeni nalaz ukazuje da mutacija gena CFRT uzrokuje OA bez
morfoloskog ostecenja tkiva sjemenika.

3. Rezultati ukazuju da u bolesnika s KS i MYK kvalitativna histoloska analiza ima prediktivnu vrijednost za
uspjesnu izolaciju spermija nakon TESE.

4. Stereoloskom analizom sjemenskih kanali¢a utvrdeno je da su ukupni volumen, ukupna povrsina i ukupna
duljina sjemenskih kanali¢a u bolesnika s KS bili zna¢ajno manji u odnosu na MYK, a vrijednosti ispitivanih
stereoloskih parametara u obje navedene skupine bile su zna¢ajno manje u odnosu na bolesnike s mutacijom
gena CFTR i bolesnike s OA nenasljednog podrijetla.

5. Usporedbom vrijednosti ispitivanih stereoloskih parametara sjemenskih kanali¢a izmedu histoloSkih podskupina
unutar skupina bolesnika s KS i MYK, nije utvrdena razlika koja bi imala klini¢ki znacaj.

6. Rezultati stereoloske analize ukazuju da su oStecenja sjemenskih kanali¢a najteza u bolesnika s KS, dok su u
bolesnika s MYK znacajno manja u odnosu na KS. Obje navedene skupine, medutim, pokazuju znacajno veca
oSteCenja U odnosu na opstruktivnu azoospermiju (kontrolna skupina). Navedeni rezultati, uz podatak o
vrijednostima dijagnostickog omjera izgleda sjemenskih kanali¢a, pokazali su kako stereoloska analiza kanali¢a
ima diskriminacijsku vrijednost pri procjeni ostecenja u bolesnika s KS i MYK u odnosu na kontrolnu skupinu,

a iz Cega proizlazi njezina dijagnosti¢ka vrijednost u obradi neplodnosti muskarca.
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10. SAZETAK

Mislav Mokos

Stereoloska obiljeZja sjemenskih kanali¢a neplodnih muskaraca s kromosomskim i genskim oStecenjima

Kromosomska i genska oStecenja odgovorna su za 15%-30% slucajeva neplodnosti muskaraca. Cilj ovoga rada
bio je odrediti stereoloska obiljezja sjemenskih kanali¢a u neplodnih muskaraca s Klinefelterovim sindomom (KS),
mikrodelecijom Y kromosoma (MYK) i mutacijom gena CFTR (CFTR) te ih usporediti s opstruktivhom
azoospermijom nenasljednog podrijetla (kontrolna skupina). Ukupni volumen, povr$ina i duljina sjemenskih kanali¢a
u KS bili su zna¢ajno manji u odnosu na MYK, a vrijednosti svih ispitivanih stereoloskih parametara u KS i MYK
bile su znacajno manje u odnosu na CFTR i kontrolnu skupinu. Usporedbom rezultata stereoloske analize izmedu
histoloskih podskupina (sindrom ,,samo Sertolijevih stanica®, mjeSovita atrofija) unutar skupina KS i MYK nije
utvrdena razlika koja bi imala klini¢ki znacaj. Kvalitativna histoloska analiza je pokazala znatna oStec¢enja
spermatogeneze u KS i MYK, dok je u CFTR i kontrolnoj skupini parenhim sjemenika bio potpuno o¢uvan. OSte¢enja
spermatogeneze bila su najteza u KS. Zakljucuje se da stereoloska analiza ima dodatnu dijagnosticku vrijednost u
obradi muske neplodnosti, dok kvalitativna histolo§ka analiza ima prediktivnu vrijednost za uspje$nu izolaciju

spermija nakon biopsije testisa.

Kljucne rijeci: muska neplodnost, Klinefelterov sindrom, mikrodelecija Y kromosoma, mutacija CFTR gena,

stereologija
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11. SUMMARY

Mislav Mokos

Stereological properties of seminiferous tubules in infertile men with chromosomal and gene abnormalities

Chromosomal and gene abnormalities are responsible for 15%-30% of male-factor infertility. This study aimed
to determine stereological properties of seminiferous tubules in infertile men with Klinefelter syndrome (KS), Y
chromosome microdeletions (MYC) and CFRT gene mutation (CFTR), and to compare them with obstructive
azoospermia of non-genetic origin (control group). The total volume, surface and length of seminiferous tubules were
significantly smaller in KS compared with MY C. All investigated stereological parameters were significantly smaller
in KS and MYC, respectively, compared with CFTR and control group. There were no differences in the results of
stereological analysis when comparing histological subgroups (Sertoli cell-only syndrome; mixed atrophy) inside KS
and MY C groups, respectively. Qualitative histological analysis revealed significant impairment of spermatogenesis
in KS and MYC, whereas testicular parenchyma was fully maintained in CFTR and control group. Spermatogenesis
was most seriously impaired in KS. In conclusion, stereological analysis has a valuable role in the diagnostic
procedure of male infertility, whereas qualitative histological analysis has a predictive value for the successful

testicular sperm extraction.

Key words: male infertility, Klinefelter syndrome, Y chromosome microdeletions, CFTR gene mutation, stereology
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