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Podaci o gradi i broju Leydigovih stanica kod kriptorhi¢nih testisa mladih muskaraca
vrlo su rijetki. Do sada nije istrazeno da li se mijenja broj Leydigovih stanica: a) uz sjemenske
kanali¢e i b) u preostalom intersticiju testisa uz krvne Zile kao i eventualne promjene duzine
krvnih Zila intersticija.

IstraZivanje je obuhvatilo stereolosSku analizu biopsija kriptorhicnih testisa desetorice
mladih muskaraca (u dobi od 18 do 27 god.). Kao kontrola posluZili su uzorci tkiva testisa
dvojice muskaraca (starih 28 i 29 god.) dobiveni obdukcijom nakon prometne nesrece.
Histoloski rezovi testisa bojani su hemalaun - eozinom i po Massonu.

Dobiveni rezultati istraZzivanja pokazuju znacajno smanjenje (P<0.01) broja Leydigovih
stanica pacijenata uz sjemenske kanaliée, dok je broj ovih stanica u preostalom intersticiju uz
krvne Zile bio znac¢ajno povecan (P<0.01) u odnosu na kontrolnu skupinu.

Takoder i broj Reinkeovih kristala u citoplazmi Leydigovih stanica, bez obzira na
smjestaj, kod kriptorhi¢nih pacijenata bio je znadajno povecan u odnosu na kontrolu
(P<0,01).

Konacna duzina krvnih Zila intersticija kriptorhi¢nih testisa bila je takoder poveéana u odnosu
na kontrolnu skupinu.

Promjene u broju Leydigovih stanica koje se nalaze uz sjemenske kanali¢e i u
preostalom intersticiju vjerojatno su posljedica oSteéenja testisa nastalog zbog
neadekvatnog poloZaja testisa.

Izrazito povecanje broja Reinkeovih kristala u Leydigovim stanicama kriptorhi¢nih
testisa bez obzira na njihov smjeStaj u intersticiju vjerojatno je posljedica poremecene
funkcije i metabolizma ovih stanica.
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Information about structure and number of Leydig cells in cryptorchid testicles of
younger men are very rare. Until now, it hasn't been examined if the number of Leydig's cells
changes: a) along seminiferous tubules and b) in the remaining part of the testicles
interstitium beside blood vessels and possible changes in lenght of blood vessels in
interstitium.

The resarch included a stereological analysis of cryptorchid testicles biopsies of ten
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who had a car acident, were used. Histological cuts of testicles were stained with hemalaun-
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The results of this research show significant reduction (P<0.01) of patient's Ledig's
cells along seminiferous tubules, while the number of cells in the remaining part of the
interstitium beside blood vessels was significantly enlarged (P<0.01) by comparison with the
control group.
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the location, with cryptorchid patients was significantly enlarged by comparison with the
control (P<0,01).

The ultimate lenght of blood vessles of interstitium in cryptorchid testicles was also
enlarged in relation to the control group.

Change in the number of Ledig's cells along seminiferous tubules and in the rest of
the interstitium are probably the result of testicles damage which appeared because of
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metabolism of these cells.
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"X - aritmeticka sredina

s — standardna devijacija

SE — standardna pogreska

RSE — relativna standardna pogreska
P —vjerojatnost

t-vrijednost t-testa

N(t) - broj Leydigovih stanica uz sjemenski kanali¢ (tubularno)

N,(t) — broj Leydigovih stanica uz sjemenski kanali¢ (numericka gustoca)

N(v) - broj Leydigovih stanica u preostalom intersticiju, uz krvnu Zilu (vaskularno)

N,(v) — broj Leydigovih stanica u preostalom intersticiju, uz krvnu Zilu (numericka gustoca)

Q - probodiste krvnih Zila

Na Rc(t) - broj Reinkeovih kristala u Leydigovim stanicama uz sjemenski kanali¢ (tubularno)
Na Rc(v) - broj Reinkeovih kristala u Leydigovim stanicama uz krvnu Zilu (vaskularno)
Na Ri(t) - broj Reinkeovih kristala izvan Leydigovih stanica, uz sjemenski kanali¢

Na Ri(v) - broj Reinkeovih kristala izvan Leydigovih stanica, uz krvnu Zilu

N, — numericka gustoca

Lvy; - duljinska gustoca krvnih Zila

D — tangentni promjer
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1.UvoD

1.1. SMIJESTAJ | MORFOLOGIJA LEYDIGOVIH STANICA U TESTISU

Parenhim testisa cCine intersticij i sjemenski kanaliéi u kojima se odvija
spermatogeneza. Intersticij testisa predstavlja jedinstvenu okolinu u kojoj Leydigove
intersticijske stanice izlu¢uju hormon testosteron koji ulazi u sjemenske kanali¢e i u krvne
zile (Ewing i Brown, 1983). Opdéenito, Leydigove se stanice nalaze u nakupinama ili
pojedinacno, dok su uz njih u intersticiju prisutne i stanice rahlog vezivnog tkiva te krvne i
limfne Zile, kao i makrofagi te masne stanice (Fawcett, 1973) (Slika 1).

Smatra se da je funkcija Leydigovih stanica u odnosu na njihov smjestaj dvojaka.
Naime, Leydigove stanice koje se nalaze priljubljene uz sjemenske kanali¢e izluCuju parakrino
tj. predaju svoj testosteron sjemenskim kanalicima pa ovaj hormon putem susjednih
Sertolijevih stanica stize do stanica spermatogenetske loze i neophodan je za odrzavanje
spermatogeneze. Za razliku od toga Leydigove stanice smjestene uz krvne Zile imaju
endokrinu funkciju jer predaju svoj hormon u krv.

Kod covjeka Leydigove stanice zauzimaju 5 do 12% ukupnog volumena testisa
(Christensen, 1975). Takoder, stereoloska analiza pokazala je da testis 20-godiSnjaka sadrzi
oko 700 milijuna Leydigovih stanica. One su okrugle ili poligonalne, a njihova okrugla jezgra
sadrZi jezgricu (Kaler i Neaves, 1978).

\ 'Leydigqvé
. stanice

Slika 1. Zdravi testis odraslog muskarca. Leydigove stanice uz sjemenski kanali¢ i uz
krvne Zile intersticija. (Modificirano prema Fawcett-u, 1986.)



1.2. ULTRASTRUKTURA LEYDIGOVIH STANICA

Elektronskim mikroskopom vidi se eukromati¢na jezgra ovih stanica dok im je
citoplazma gotovo u potpunosti ispunjena glatkom endoplazmatskom mrezicom. U
citoplazmi su takoder prisutna zrnca lipofuscina, primarni i sekundarni lizosomi, te lipidne
inkluzije. Mitohondriji su im veliki i brojni. Veéina ovih stanica posjeduje po jedan Reinkeov
kristal s jednom ili nekoliko podjedinica. Neke stanice koje ne posjeduju Reinkeove kristale
imaju parakristalne uklopine ili inkluzije. Smatra se da su oni pretec¢a Reinkeovim kristalima.
(Paniagua i sur. 1985).



1.3. REINKEOVI KRISTALI U LEYDIGOVIM STANICAMA | INTERSTICIJSKOM
TKIVU TESTISA

1.3.1. PRVI OPIS REINKEOVIH KRISTALA

REINKE je 1896. prvi opisao intracitoplazmatske Stapicaste ili okruglaste kristale
(odnosno kristaloide) iako njihova to¢na grada i kemijski sastav joS do danas nisu poznati.
Oni se ne nalaze samo u ovim stanicama, ve¢ i izvan njih, u okolnom vezivnom tkivu i limfi
susjednih limfnih Zila intersticija.

Jo$ je Reinke uolio da su veli¢ina i oblik navedenih kristala vrlo varijabilni. U
citoplazmi nefiksirane Leydigove stanice, Reinkeove kristale svjetlosnim mikroskopom
vidimo kao visoko refraktilna blijedozuta, obi¢no Stapiéasta tjeleSca. Ti Stapici su pravokutni
ili trapezni, a na krajevima su obi¢no zaobljeni (Reinke, 1896). Medutim, mogu biti i sasvim
nepravilnog oblika odnosno "debeljuskasti".

Prema obliku Reinke ih je podijelio u nekoliko vrsta — velike pojedinacno rasporedene
kristale u obliku cigare, paralelne parove kristala, te male i velike kristale u nakupinama.
Mogu biti i zakrivljena oblika. Sirina im je 2-3 um, dok im duZina moze dosezati i do 20 pm.

Proucavajuci njihova kemijska svojstva te afinitet prema odredenim bojama, Reinke
je zakljucio da se ovi kristali sastoje od bjelancevina. Medutim, ulogu kristala Reinke nije
mogao dokuciti. Pretpostavio je da predstavljaju poseban oblik sekrecije Leydigovih stanica.
Primijetio je naime da se kristali stvaraju paralelno s postojanjem spermatogeneze i
odgovaraju¢em izlu€ivanju testosterona. Naime, kristali nisu nadeni kod zdravih
petnaestogodiSnjaka i Sezdesetpetogodisnjaka. U kriptorhi¢énom testisu Reinke uopdée nije
uspio naci ove kristale.

U kasnijim studijama Reinkeovi kristali su bolje proucéeni. Tako je potvrden
bjelancevinski sastav ovih kristala (Janko i Sandberg, 1970).



1.3.2. ELEKTRONSKOMIKROSKOPSKA GRADA REINKEOVIH KRISTALA

Fawcett i Burgos su 1956. godine po prvi puta elektronskim mikroskopom promatrali
intersticijske stanice sisavaca i detaljno opisali Reinkeove kristale. Ovi autori navode da
Reinkeovi kristali imaju kompleksnu i to¢no odredenu unutarnju strukturu koja nalikuje
tvorni¢kom tkanju. Prema ovim autorima Reinkeovi kristali mogu biti strukture heksagonalne
reSetke. lzgled reSetke ovisi o ravnini reza uzorka (Slika 2).

Daljnjim istrazivanjima je utvrdeno da Reinkeovi kristali mogu biti heksagonalnog
oblika (Yamada, 1956) i heksagonalne resetkaste strukture (De Kretser, 1968). Mogu takoder
biti i trokutastog oblika ovisno o ravnini reza uzorka (Sisson i Fahrenbach, 1967; Christensen,
1975). Kristali se sastoje od mikrotubula promjera 1,5 um, a njihovi su presjeci vrlo pravilno
formirani. Sastavljeni su od heksagonalno rasporedenih cjevcica u paralelnom medusobnom
odnosu. Na svojoj povrsini kristal se transformira u vlaknastu strukturu i iS¢ezava u
citoplazmi. To govori o nepostojanju veze izmedu kristaloida i glatkog endoplazmatskog
retikuluma (Yamada, 1956).

Razne formacije mikrotubula u Leydigovim stanicama (bilo u citoplazmi ili u jezgri)
nazivaju se parakristalicnim (prekursorskim) uklopinama ili inkluzijama. Smatra ih se
prete¢ama Reinkeovih kristala.

Dakle, Reinkeovi kristali odnosno njihove pretece ili uklopine nisu nadeni samo u
citoplazmi nego i u jezgri ljudskih Leydigovih stanica (Yamada, 1965). Ovi autori (Yasuzumi i
sur. 1967) primijetili su samo parakristali¢ne (prekursorske) uklopine Reinkeovih kristala u
jezgri Leydigove stanice.

Sisson i Fahrenbach (1967) promatrali su Reinkeove kristale u usporedbi s
kristaloidima iz glatkog endoplazmatskog retikuluma. Na temelju rezultata su utvrdili da
heksagonalni prostori u Reinkeovim kristalima nisu cjevéice nego samo intersticiji u
otvorenom resSetkastom zdanju. Tvrde da tubularne uklopine uglatih presjeka predstavljaju
prethodnike kristaloida.

Nagano i Ohtsuki (1971) ponovno istrazuju Reinkeove kristale te nalaze da se oni
sastoje od pravilno sloZenih filamenata duzine 50 A. Popreéni rez kristala pokazao je njihovu
unutrasnju strukturu u obliku heksagonalnih saca. Ovi autori takoder spominju otvaranje
Sesterokuta u citoplazmu, te navode da nisu vezani s glatkom endoplazmatskom mreZicom.



 Reinkeov
vikristal

+

Slika 2. Elektronskomikroskopska slika ljudske Leydigove stanice s Reinkeovim kristalima.
(Modificirano po Fawcett-u, 1986.)



1.3.3. REINKEOVI KRISTALI | PARAKRISTALICNE UKLOPINE

Daljnja istrazivanja pokazala su postojanje dviju vrsti parakristalicnih uklopina u
Leydigovoj stanici odraslog ljudskog testisa (Sohval i sur. 1973). To su: filamentozne strukture
sastavljene od snopiéa paralelno poredanih fibrila pronadenih u citoplazmi i jezgri, ili
tubularne strukture s gusto zbijenim tubularnim uklopinama koje zauzimaju velike dijelove
citoplazme.

Zanimljivo je da istodobno u istoj Leydigovoj stanici nisu nadene parakristalicne
uklopine i Reinkeovi kristali. Moglo bi se pretpostaviti da su parakristalicne uklopine pretece
kristala, iako za sada o tome nema konkretnih dokaza.

Schulze 1984. godine, istice da citoplazma jedne ljudske Leydigove stanice moze
sadrZzavati samo istovrsne kristaloide. To isto vrijedi i za njihovu jezgru. Medutim, Leydigove
stanice sadrzavati e i razliCite oblike kristaloida.

Tvrdnja da Reinkeovi kristali i parakristalicne uklopine nisu primijecene zajedno u
citoplazmi iste stanice slaze se sa zapazanjem Sohvala i sur. (1973), te Payera (1980). Naime,
nisu nadeni prijelazni oblici izmedu razli¢itih vrsta kristala odnosno parakristalnih uklopina.
Ostaje i dalje neobjasSnjeno zasto Leydigova stanica proizvodi razlicite vrste kristalicnih
uklopina ili inkluzija kod ljudi, a nema ni dokaza da su parakristalicne inkluzije pretece
odnosno prekursori Reinkeovih kristala.



1.4. REINKEOVI KRISTALI KOD MUSKARACA STARIJE DOBI

IstraZivanja pokazuju da se tijekom procesa starenja ljudskog organizma Leydigove
stanice mijenjaju, a povedava se i broj razli¢itih patoloskih oblika ovih stanica. Takoder,
uoceno je da postoji znacajna korelacija izmedu koli¢ine promijenjenih Leydigovih stanica i
smanjenja razine testosterona kao i povecanja razine LH hormona u krvi starijih muskaraca.

Od patoloskih oblika Leydigovih stanica kao posljedica njihovog starenja naj¢esca je
prisutnost dediferenciranih stanica, Cije su organele odgovorne za sintezu steroidogenih
hormona slabo razvijene i zato je njihova proizvodnja testosterona znatno smanjena
(Paniagua i sur. 1985).

Takoder kod ljudi starije dobe mogu se naéi Leydigove stanice s povecanim brojem
kako citoplazmatskih tako i intranuklearnih Reinkeovih kristala te parakristalnih uklopina il
inkluzija. Ove strukture su prisutne i kod primarnih oStecenja testisa (Paniagua i sur. 1984),
ali pronadene su i kod normalnih testisa muskaraca mlade dobi (Payer, 1980). Neki autori
smatraju da upravo porast broja Reinkeovih kristala i parakristalnih uklopina kod muskaraca
starije dobi ukazuje da te strukture ne sudjeluju u proizvodnji testosterona nego su
posljedice degeneriranih procesa Leydigovih stanica (Mori i sur. 1978).



1.5. REINKEOVI KRISTALI KOD POREMECAJA SPERMATOGENEZE

Ultrastrukturna istraZivanja biopsija testisa odraslih muskaraca s primarnim
testikularnim poremecajima (Klinefelterov sindrom, XX muski sindrom, Del Castillo sindrom i
kriptorhizam) otkrila su Cetiri oblika Leydigovih stanica.

Tako se nalaze Leydigove stanice s bogatom endoplazmatskom mreZicom,
mitohondrijima, lipidnim kapljicama i Reinkeovim kristalima. Prisutne su i nepravilno
diferencirane Leydigove stanice s parakristalicnim i filamentoznim inkluzijama. Nadalje,
postoje i vakuolizirane Leydigove stanice Cije vakuole odgovaraju citoplazmatskim lipidnim
kapljicama koje gotovo potpuno ispunjavaju citoplazmu. U ovim se stanicama nikada ne
nalaze Reinkeovi kristali.

Konac€no, u nezrelim Leydigovim stanicama s nepotpunom diferencijacijom uz slabo
razvijenu glatku endoplazmatsku mreZicu i male mitohondrije, takoder se ne nalaze ni
Reinkeovi kristali ni parakristali¢ne inkluzije.

Nepravilno diferencirane Leydigove stanice koje nalazimo u starijoj Zivotnoj dobi
muskaraca i kod poremecaja spermatogeneze mogli bi predstavljati nefunkcionalni oblik ovih
stanica, dok nezrele, normalne, i vakuolizirane Leydigove stanice moZda predstavljaju tri
progresivna stadija zZivotnog ciklusa stanice (Paniagua i sur. 1984).



1.6. KRIPTORHIZAM — NAJCESCI POREMECAJ RAZVOJA MUSKOG SPOLNOG
SUSTAVA

Naziv kriptorhizam dolazi od grékog kryptos - skriven i orchis — testis (Junqueira i
Carneiro, 2005). Prema anglosaksonskoj terminologiji rije¢ kriptorhizam se upotrebljava
opcenito za nepotpuno spusteni testis, odnosno testis koji se ne nalazi u skrotumu.

Kriptorhizam je najc¢es¢i poremedaj razvoja muskog spolnog sustava. Ovaj poremecaj
nalazi se u 2.7% do 10% u novorodencadi (prirodeni kriptorhizam). Kod dje¢aka u pubertetu
ucestalost poremecaja je od 1% do 4%, a kod odraslih muskaraca od 0.2% do 1%. No ovi
podaci o ucestalosti razlikuju se od autora do autora (Posinovec i sur. 1984). Nedavno je
ustanovljeno i definitivno potvrdeno da se i testis koji se kod rodenja nalazio u skrotumu
moze naknadno podici (steceni kriptorhizam) (Hack i sur. 2003; Hack i sur. 2003 b).

Pitanje etiologije kriptorhizma je do danas nerijeSeno. Uzrok moZe biti: endokrina
disfunkcija, odnosno primarni kongenitalni poremecaj razvoja testisa. Endokrina disfunkcija

odnosi se na poremecdaj u odnosu hipotalamus — hipofiza — gonade. Zdrave Leydigove stanice
proizvode testosteron pod kontrolom LH hormona hipofize koji stimulira intersticijske
stanice (Junqueira i Carneiro, 2005). Zanimljivo je da je eksperimentalnim putem 1942.
godine Raynaud uspio proizvesti kriptorhizam dajuéi estrogen trudnim misSicama. Dosao je
do zaklju¢ka da estrogen djeluje direktno na Leydigove stanice blokirajuci proizvodnju
androgena. Primarni_kongenitalni poremecaj razvoja testisa odnosi se na slabiju kvalitetu

spermatogonija jer neki autori govore da je kod jednostranog kriptorhizma u 23% slucajeva
ostecen i testis koji je smjesten u skrotumu (Pujol i sur. 1978).

Nasljedni (genski) ¢imbenik kao uzrok poznat je ve¢ dulje vrijeme jer postoje slucajevi

kriptorhizma muskih c¢lanova pojedinih obitelji kroz nekoliko uzastopnih generacija
(Markovi¢, 1984).

Takoder, uzroci nastanka kriptorhizma mogu biti i smetnje pri prolazu kroz ingvinalni
kanal. Naj¢esée su to mehanicki razlozi: kratak ductus deferens, uzak ingvinalni kanal,

nedovoljan razvoj gubernakuluma i vezivne priraslice (Hellinga, 1976).

Danas se kriptorhizam najprije pokusava izlije¢iti hormonskom terapijom humanim
korionskim gonadotropinom (hCG) koji djeluje poput LH, pod pretpostavkom da de
stimulacija Leydigovih stanica rezultirati poveéanim izluéivanjem testosterona, koji ée
potaknuti spustanje testisa. Drugi hormon koji se koristi je hormon koji oslobada
gonadotropine (GnRH) hipotalamusa, a stimulirati ée sekreciju LH i FSH hormona testisa
(Favorito i sur. 2005).

Ukoliko hormonska terapija ne dovede do spustanja testisa u skrotum, danas vecina
autora predlaZe operativno spustanje organa i to do 2. godine Zivota (Taran i Elder, 2006).



Naime Sto se dulje odgada operativna terapija, oSteéenja kriptorhicnih testisa, zbog
povisene temperature Stetne za odvijanje spermatogeneze, su sve veéa i dovode do
neplodnosti. Kod jednostranog kriptorhizma neplodnost moze biti od 25-70%, a kod
obostranog kriptorhizma ucestalost neplodnost je veca i iznosi 54-90% slucajeva. (De Grazia i
sur. 1978).

Najnovija istraZzivanja pokazuju da se zbog sve veceg zagadivanja okolisa na Zemlji,
povecava ucestalost pojave kriptorhizma (kao i drugih anomalija muskog spolnog sustava)
kod raznih sisavaca, ali i ljudi osobito u nekim drZzavama (npr. Danska) (Bey i sur. 2006).

Sve to zajedno s tek nedavno opisanom pojavom tzv. ste¢enog kriptorhizma kod
djecaka ¢ini neophodnim kvantitativna istrazivanja razli¢itih morfoloskih parametara
kriptorhic¢nih ljudskih testisa (Hack i sur. 2003 b).
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2. CILJ RADA

Podaci o kvantitativnim i stereoloskim istraZivanjima razli¢itih morfoloskih promjena
u kriptorhi¢nim testisima mladih spolno zrelih muskaraca su u literaturi vrlo rijetki jer su
dosadasnja istraZivanja obuhvatila kriptorhi¢ne testise djecaka prije puberteta. Kod
kriptorhi¢nih testisa mladih muskaraca osobito su rijetka istrazivanja Leydigovih stanica i
Reinkeovih kristala. Takoder do sada nije istrazeno da li se kod ovih pacijenata mijenja broj
Leydigovih stanica: a) uz sjemenske kanali¢e i b) uz krvne Zile intersticija, kao i eventualne
promjene duZine ovih Zila kod kriptorhi¢nih testisa.

Zato je cilj ovog istrazZivanja bila procjena parakrine i endokrine funkcije Leydigovih
stanica i njihovih Reinkeovih kristala kod kriptorhi¢nih testisa mladih muskaraca i njihova
usporedba s odgovaraju¢im vrijednostima zdravih muskaraca iste dobi.

Zeljeli smo istraziti slijedeée hipoteze:

1. da li se kod mladih muskaraca s kriptorhi¢nim testisima mijenja broj Leydigovih stanica uz:
a) siemenske kanali¢e i b) uz krvne Zile,

2. da li kod muskaraca s kriptorhi¢nim testisima dolazi do promjena u broju i smjestaju
Reinkeovih kristala,

3. da li kod mladih muskaraca s kriptorhi¢nim testisima dolazi do promjena duZine krvnih Zila
intersticija testisa u usporedbi sa zdravim muskarcima.
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3. MATERUJALI | METODE

3.1. PRIKUPLUJANJE UZORAKA TESTISA

Preparati biopsija testisa koji su koristeni u ovom istrazivanju potjecu iz arhiva Zavoda
za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Istrazivanje je obuhvatilo biopsije kriptorhicnih testisa desetorice mladih muskaraca
(u dobi od 18 do 27 godina). Kao kontrola posluzili su uzorci tkiva testisa dvojice muskaraca
(u dobi od 28 i 29 godina) koji su dobiveni obdukcijom nakon prometne nesrede.
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3.2. HISTOLOSKA PRIPREMA TKIVA TESTISA

HistoloSka obrada uzoraka tkiva testisa ucinjena je u laboratoriju Zavoda za
histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Tkivo istrazivane i kontrolne skupine testisa prvo je fiksirano u Gendreu, a potom je
uklopljeno u parafin. Debljina rezova tkiva iznosila je 7um. Serijski rezovi su obojani
hemalaun — eozinom i po Massonu.
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3.3. STEREOLOSKA ANALIZA TKIVA TESTISA

StereoloSka analiza biopti¢kih uzoraka tkiva testisa izvrSena je na svjetlosnom,
binokularnom mikroskopu tvrtke Nikon pomodu integracijskog okulara s ugradenim
mnogonamjenskim testnim sistemom po Weibelu s 42 testne tocke (Slika 3). Svi uzorci
analizirani su okularom 6,3X i imerzionim objektivom 100X, uz ukupno poveéanje od 630X.
Referentni prostor bili su sjemenski kanaliéi i intersticijsko tkivo testisa.

—
—_— —_— _—
—_—
— | —y
—_— —— e |
—_— —_— —_—
—_— — —— 2
» G N

Slika 3. Mnogonamjenski testni sistem M 42.

U svakom uzorku tkiva testisa analizirano je 300 testnih polja na nekoliko rezova. Za

stereolo$ku analizu izabrani su slijedeéi osnovni podaci:

Odreden je broj Leydigovih stanica (broj njihovih jezgri) uz: sjemenske kanalice (N(t)) i
krvne Zile (N(v)). Takoder, prebrojani su i Reinkeovi kristali: u Leydigovim stanicama uz
sjemenske kanali¢e (N Rc(t)) i krvne Zile (N Rc(v)), kao i Reinkeovi kristali izvan Leydigovih
stanica uz sjemenske kanali¢e (N Ri(t)) i krvne Zile (N Ri(v)).

Iz broja profila navedenih Cestica (tj. broja jezgri Leydigovih stanica) izracunata je
numericka gustoca (Nv) tj. broj Leydigovih stanica u jedinici volumena tj. u mm? tkiva testisa
po formuli prema Abercrombie-u (1946) (Kalisnik, 1985):

N, =Na /B mm> N, - numericka gustoda
Na — broj profila ¢estica na testnom arealu (ili ravnini) A;

D- prosjecni tangentni promjer Cestica
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Na=N/A; N — broj jezgara Leydigovih stanica

A — testni areal

Prema istoj formuli odreden je i broj Reinkeovih kristala na testnoj povrsini A..
Na=N/A; Na — broj Reinkeovih kristala na testnom arealu (A;)
N — broj Reinkeovih kristala

Takoder, izracunata je duZinska gustoda krvnih Zila uz sjemenske kanali¢e (Lvgs(t)) i u
preostalom intersticiju (Lviz(int)) brojanjem probodista (Q) ovih struktura unutar testne
ravnine (At) poznate povrsine po formuli (KaliSnik, 1985):

Lv — duzinska gustoca
Lv=2Q/A; mm? Q - broj probodista

A; —testna ravnina poznate povrsine

Povriina testne ravnine (A¢) uz primijenjeno povecanje je iznosila 0,0576 mm?.
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3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati dobiveni stereoloskom analizom obradeni su statisticki.

Izracunata je:

n

1. ARITMETICKA SREDINA ( .Y ) prema formuli: X =Y X/n  gdjeje
1

X, - suma svih vrijednosti za odredenu varijablu

N — veli¢ina uzorka

2. STANDARDNA DEVIJACIA (S) prema formuli: S =

3. STANDARDNA POGRESKA (SE) prema formuli: SE = _\/;

1| &

4. RELATIVNA STANDARDNA POGRESKA (RSE): RSE =

U istrazivanju primijenjen je Studentov t — test, kako bi sa sigurnoscu znali da razlika
izmedu vrijednost numericke i duzinske gustode istrazivanih parametara kod kriptorhicnih
testisa i kontrolne skupine nije slu¢ajna ve¢ statisticki znacajna.
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4. REZULTATI

Sjemenski kanalici kriptorhi¢nih testisa mladih muskaraca veéinom su sadrzavali samo
Sertolijeve stanice. Ipak, dio kanalica sadrzavao je stanice spermatogeneze i to:

spermatogonije, ali i spermatocite a vrlo rijetko i spermatide (Slika 4).

Slika 4. Testis kriptorhi¢nog pacijenta. Sjemenski kanali¢i sadrze samo Sertolijeve stanice.
Leydigove stanice. Reinkeovi kristali u citoplazmi i izvan citoplazme Leydigovih stanica
(Masson, 400X).
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U intersticiju nalazile su se i Leydigove stanice, krvne Zile i vezivne stanice. Dio
Leydigovih stanica bio je prislonjen uz sjemenske kanali¢e, a preostale Leydigove stanice bile
su ¢esto u nakupinama i smjesStene uz krvne Zile. Leydigove stanice kriptorhic¢nih testisa uz
sjemenski kanali¢ kao i uz krvne Zile u intersticiju ¢esto su sadrZavale Reinkeove kristale.
Reinkeovi kristali ve¢inom su smjesteni u citoplazmi Leydigovih stanica, a ponekad su se

nalazili i izvan stanice, u intersticiju (Slika 4 i 5).

Slika 5. Testis kriptorhicnog muskarca. Vide se Leydigove stanice smjeStene uz sjemenski
kanali¢. Leydigove stanice sadrze Reinkeove kristale (crveno obojeni) (Masson, 630X).
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4.1. NUMERICKA GUSTOCA LEYDIGOVIH STANICA UZ SJIEMENSKE KANALICE
| KRVNE ZILE

U kontrolnoj skupini testisa broj Leydigovih stanica u mm?® tkiva uz sjemenske
kanali¢e (Ny(t)) bio je veci u odnosu na njihov broj u preostalom intersticiju uz krvne Zile
(Ny(v)) (grafikon 1).

U kriptorhi¢nih testisa numericka gustoca Leydigovih stanica uz sjemenske kanalice
(Ny(t)) bila je zna¢ajno manja u odnosu na kontrolnu skupinu (grafikon 1, tablica 5) (P < 0.01).

Za razliku od toga, numericka gustoca Leydigovih stanica uz krvne Zile (Ny(v)) bila je
znacajno veda u kriptorhi¢nim testisima nego u kontrolnoj skupini, uz P < 0.01 (grafikon 1,
tablica 5).
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Nv(t) Nv(v)

Grafikon 1. Numericka gustoca Leydigovih stanica uz sjemenske kanali¢e (N,(t)) i krvne Zile
(Ny(v)) kod kriptorhicnih i zdravih testisa.
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Tablica 1. Pregled vrijednosti numericke gustoce Leydigovih stanica uz sjemenske kanalic¢e
(Ny(t)) i krvne Zile (Ny(v)) kriptorhicnih testisa u odnosu na zdrave testise.

Kontrola Kriptorhicni
(n=2) (n=10)
Parametar N,(t) Ny(v) N,(t) Ny(v)
X 2772,17 639 1914,36 1569,61
S 165,05 294,71 299,12 580,62
SE 116,71 208,39 94,59 183,61
RSE 0,04 0,33 0,05 0,12

20




4.2. BROJ REINKEOVIH KRISTALA NA TESTNOJ POVRSINI A, U LEYDIGOVIM
STANICAMA UZ SJEMENSKE KANALICE | KRVNE ZILE

Kod kriptorhi¢nih testisa broj Reinkeovih kristala u Leydigovim stanicama uz
sjemenske kanali¢e (Na Rc(t)) bio je znacajno vedi nego kod kontrolnih testisa, uz P < 0.01
(grafikon 2, tablica 5).

Takoder, kod kriptorhi¢nih testisa broj Reinkeovih kristala u Leydigovim stanicama uz
krvne Zile (Na Rc(v)) bio je znacajno vedi u odnosu na zdrave testise. (P < 0.01) (grafikon 2,
tablica 5).
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Grafikon 2. Broj Reinkeovih kristala na testnoj povrSini A; u Leydigovim stanicama uz
sjemenske kanali¢e (Na Rc(t)) i krvne Zile (Na Rc(v)) kod kriptorhi¢nih i zdravih testisa.
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Tablica 2. Pregled broja Reinkeovih kristala na testnoj povrsini A; u Leydigovim stanicama uz

sjemenske kanalice (Na Rc(t) i krvne Zile (Na Rc(v)) kriptorhic¢nih testisa u odnosu na zdrave

testise.
Kontrola Kriptorhicni
(n=2) (n=10)

Parametar N Rc(t) N Rc(v) N Rc(t) N Rc(v)
X 76,54 25,42 1835,29 1036,32
S 21,64 21,74 1338,36 839,54
SE 15,30 15,38 423,23 265,49

RSE 0,19 0,60 0,23 0,26
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4.3. BROJ REINKEOVIH KRISTALA NA TESTNOJ POVRSINI A, IZVAN LEYDIGOVIH
STANICA UZ SJEMENSKE KANALICE | KRVNE ZILE

Kod kriptorhi¢nih testisa broj Reinkeovih kristala na testnoj povrSini A; izvan
Leydigovih stanica smjestenih uz sjemenske kanali¢e (Na Ri(t)) ne pokazuje znadajnu razliku

u odnosu na zdrave testise, uz P > 0.05 (grafikon 3, tablica 5).

Za razliku od toga, kod kriptorhi¢nih testisa broj Reinkeovih kristala na testnoj
povrsini izvan Leydigovih stanica uz krvne Zile (Na Ri(v)) bio je znadajno veéi u odnosu na
zdrave kontrolne testise. Ova razlika nije bila statisticki znacajna, uz P > 0.05 (grafikon 3,
tablica 5).
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Grafikon 3. Broj Reinkeovih kristala na testnoj povrSini A, izvan Leydigovih stanica uz
sjemenske kanali¢e (Na Ri(t)) i krvne Zile (N Ri(v)) i kod kriptorhicnih te zdravih testisa.
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Tablica 3. Pregled broja Reinkeovih kristala na testnoj povrsini A; izvan Leydigovih stanica uz

sjemenske kanali¢e (N4 Ri(t)) i krvne Zile (N Ri(v)) kriptorhi¢nih testisa u odnosu na zdrave

testise.
Kontrola Kriptorhicni
(n=2) (n=10)
Parametar Na Ri(t) Na Ri(v) Na Ri(t) Na Ri(v)
X 544,55 92,56 528,55 335,96
S 705,16 115,70 415,69 318,71
SE 498,63 81,82 131,45 100,79
RSE 0,92 0,88 0,25 0,30
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4.4. DUZINSKA GUSTOCA KRVNIH ZILA UZ SJEMENSKE KANALICE |
PREOSTALOG INTERSTICIJA

DuZinska gustoca krvnih Zila uz sjemenske kanalié¢e (Lvys(t)) kriptorhicnih testisa bila
je znadajno veda u odnosu na kontrolnu skupinu, uz P < 0.01 (grafikon 4, tablica 5)

Takoder, duZinska gustoca krvnih Zila preostalog intersticija (Lvy(int)) kod
kriptorhi¢nih testisa bila je veca, iako ne znadajno u odnosu na zdrave testise kontrolne
skupine, uz P > 0.05 (grafikon 4, tablica 5).
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Grafikon 4. DuZinska gustoca krvnih Zila uz sjemenske kanali¢e (Lvis(t)) i u preostalom
intersticiju (Lviz(int)) kod kriptorhi¢nih i zdravih testisa.
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Tablica 4. Pregled vrijednosti duZinske gustoce krvnih Zila uz sjemenske kanali¢e (Lvi;(t)) i u
preostalom intersticiju (Lvi(int)) kod kriptorhicnih i zdravih testisa.

Kontrola Kriptorhicni
(n=2) (n=10)
Parametar Lv kZ(t) Lv kZ(int) Lv kZ(t) Lv kZ(int)
X 4427,08 677,09 8104,17 4215,28
s 417,39 319,18 2249,61 6541,85
SE 295,14 225,69 711,39 2068,69
RSE 0,07 0,33 0,09 0,49
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Tablica 5. Pregled razlika aritmetickih

sredina relativnih

stereoloskih parametara

kriptorhicnih testisa prema kontrolnoj skupini (t — vrijednost t — testa, P — vjerojatnost).

STEREOLOSKI t p ZNACAINOST

PARAMETRI RAZLIKE
N.(t) >71 P<0,01 znatajna
N, (v) 3,35 P<0,01 znatajna
N, Re(t) 4,15 P<0,01 znacajna
Na Rc(v) 3,80 P<0,01 znatajna

N, Ri(t) 0,03 P>0,05 nije znacajna

N, Ri(v) 1,88 P>0,05 nije znadajna
Lv ki(t) 4,77 P<0,01 znatajna

Lv kZ(int) 1,70 P>0,05 nije znatajna
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5. RASPRAVA

Spustanje testisa kontrolirano je razli¢itim hormonima ovisno o razdoblju razvoja.
Prva faza ovog procesa je spustanje unutar abdomena, a kontrolirana je anti — Millerovim
hormonom Sertolijevih stanica. Potom dolazi do druge faze spustanja testisa u skrotum koja
je regulirana androgenim hormonima. Smanjenje obje vrste hormona moZe izazvati
kriptorhizam (Hutson i sur. 1994).

U nasem istraZivanju je po prvi puta zasebno proucavan broj Reinkeovih kristali¢a
unutar_Leydigovih stanica i izvan njih smjeStenih uz sjemenske kanalice i uz krvne Zile

intersticija testisa te usporedba njihovog broja kod kriptorhi¢nih i zdravih testisa. Rezultati
naSeg istrazivanja pokazuju da je broj Reinkeovih kristalica znacajno veéi kod kriptorhicnih
testisa u odnosu na zdrave testise.

Odnos Reinkeovih kristala i oStec¢enja tkiva testisa jo$ je uvijek nerijesen. Dok jedni
smatraju da su oni uvijek izraz oste¢enja testisa (Stieve, 1930), dotle drugi smatraju da su oni
normalni sastavni dio tkiva (Sniffen, 1950; Hornstein, 1966).

Bukofzer (1924) smatra da su Reinkeovi kristali rezervni materijal za stvaranje
spermija zato jer se pojavljuju tek kod spolno zrelih individua. Kod izrazito povecanog broja
kristala ne radi se o degenerativnoj pojavi, nego ¢ak obratno.

Sniffen (1950) opisuje promjene u ultrastrukturi Leydigove stanice od fetalne preko
zrele do ostarjele stanice spominjuéi Reinkeove kristale kao normalnu komponentu, s
pojavljivanjem u zreloj i nestajanje u starosti.

Gordon i sur. 1964., te Southren i sur. 1965., su uocili da Reinkeovih kristala nema u
testisima bolesnica sa sindromom neosjetljivosti na androgene. Kod takvih bolesnica ¢iji je
kariotip 46,XY a izgledaju kao lijepe Zene, testisi stvaraju androgen, ali zbog nedostatka
receptora na izvrSnim stanicama spolnih organa hormoni su nedjelotvorni. To je narusilo
prvobitnu hipotezu o Reinkeovim kristalima kao sudionicima biosinteze i sekreciji androgena

zbog njihovog pojavljivanja u pocetku puberteta.

Hornstein i sur. su 1966.g. objavili svoje rezultate o pojavljivanju Reinkeovih kristala u
zdravom i oStecenom tkivu testisa. Pokazalo se da postoji veci postotak Reinkeovih kristala u
normalnom odraslom testisu, nego u ostecenom testisu. Dosli su do zakljucka da broj
Reinkeovih kristala ovisi u stupnju morfoloske diferenciranosti kao i funkcionalne aktivnost
Leydigove stanice. Njihovi rezultati pokazuju da su Reinkeovi kristali fakultativni dijelovi
zdrave i hormonalno aktivne stanice, a ne produkt stani¢ne degeneracije.

Posinovec i Durst — Zivkovi¢, 1973., na temelju istraZivanja razli¢itih stupnjeva
ostecenja testisa, zakljuCuju da Reinkeovi kristali nisu izraz oStecenja testisa odnosno
Leydigovih stanica jer je utvrdeno da se oni manje viSe podjednako susreéu pri tim
ostecenjima.
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U ovom radu koji se nastavlja na gore navedeno istraZivanje promatrano je da li
postoji razlika u prosje¢nom broju Reinkeovih kristala po Leydigovoj stanici kod kriptorhi¢nog
testisa, u odnosu na normalni testis. Dobiveni rezultati pokazuju da postoji znac¢ajno povecan
broj kristali¢a u Leydigovim stanicama kriptorhicnih testisa u odnosu na zdrave testise.

S obzirom na podijeljena misljenja autora o porijeklu, ulozi, te o hormonskoj ovisnosti
stvaranja kristala, pretpostavljamo da je poveéani broj kristali¢a u stanici u vezi s oSte¢enjem
testisa. Predlazemo da se daljnjim istraZivanjem ispita utjecaj razine hormona (testosterona i
LH) u krvi kod ispitanika s oSte¢enim testisima, kako bi se usporedio s nalazom Reinkeovih
kristala istih oStecenih testisa.

Mori i sur. (1978) su stereoloSkom analizom dosli do zakljucka da Reinkeovi kristali
jesu degenerativni produkti Zive stanice. Tkivo testisa je uzeto od starijih ljudi s dijagnozom
karcinoma prostate i od spolno zrelih mladi¢a. Rezultati su pokazali da su broj i volumen
Reinkeovih kristala po stanici bili znacajno vedi u starijoj grupi. Proucavane varijable nisu bile
ni u kakvoj korelaciji s koncentracijom testosterona u plazmi. Osim toga, Leydigove stanice
su proizvodadi testosterona u razli¢itim Zivotinjama (Hall, 1970), a samo u ljudskim
stanicama nalazimo Reinkeove kristale. To govori da oni ne bi trebali sudjelovati u produkciji
testosterona, premda ih najranije nalazimo u trinaestogodisnjaka, dakle, s pocetkom
puberteta. Zato Mori i sur. iznose da Reinkeove kristale mozemo smatrati degenerativnim
produktima u Zivotu stanice.

Ohata (1978) je otkrio novu vrstu citoplazmatskih kristaloida — derivati glatkog
endoplazmatskog retikuluma u intersticijskoj stanici testisa SiSmisa. Vjerojatno imaju ulogu u
steroidogenezi (Sisson i Fahrenbach, 1967) Najvaznija razlika je Sto odrZzavaju kontinuitet s
glatkim endoplazmatskim retikulumom, tj. nisu slobodni u citoplazmi. Nalaz je znacajan i po
tome Sto su kristalinicne formacije po prvi put pronadene u Zivotinjskim intersticijskim
stanicama.

Payer (1980), nije otkrio nikakvu povezanost izmedu prisutstva parakristali¢nih
uklopina i normalne ili abnormalne funkcije Leydigovih stanica. On opisuje ultrastrukturnu
klasifikaciju parakristalicnih uklopina u pet vrsta i smatra ih prethodnicima Reinkeovih
kristala. Za sada ostaje neobjasnjena Cinjenica zasto Leydigova stanica proizvodi razli¢ite
tipove parakristali¢nih inkluzija.

Kerr i sur. (1986) proucavajué¢i hormonsku i ultrastrukturnu gradu testisa Stakora
(Rattus fuscipes), opisuju za vrijeme spolnog mirovanja Zivotinje formiranje intranuklearnih
mjehurica u atroficnim jezgrama Leydigovih stanica, koje ponekad sadrzavaju sitne
kristaloide. Ponovnim uspostavljanjem spermatogeneze i porastom razine gonadotropina i
testosterona, Leydigove stanice se povecavaju a kristali nestaju.

Na temelju ultrastrukturalnih promjena autori zaklju¢uju da oni odlaze u citoplazmu,
gdje stvaraju vece kristale. U eksperimentu kristali su se pojavili kada je serumski LH bio
smanjen i kada je spermatogeneza bila potpuna (odredivanjem razine testosterona) ili
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zaustavljena (hipofizektomijom). Time je zaklju¢eno da njihovim stvaranjem upravlja
hipofiza, te da je ono neovisno o stupnju spermatogenetske aktivnosti.

Nadalje, vrSena su razna semikvantitativna istrazivanja biopsija kriptorhicnih testisa.
Odreden je ukupni broj: Sertolijevih i Leydigovih stanica, skupina Leydigovih stanica i
sjemenskih kanali¢a te su njihove vrijednosti stavljene u medusobni odnos. Na taj nacin je
ustanovljeno da je ukupni broj Leydigovih i Sertolijevih stanica u kriptorhi¢nim testisima kao i
kod nekih drugih oStecenja testisa povecan (Mendis-Handagama i sur. 1990).

NasSe stereoloSko kvantitativno istraZivanje biopsija kriptorhi¢nih testisa odraslih
muskaraca takoder je pokazalo porast ukupnog broja Leydigovih stanica u kriptorhi¢nih
testisima. Znacajno je da je broj Leydigovih stanica uz sjemenske kanaliée bio smanjen, sto
bismo mogli protumaciti kao posljedicu osteé¢enja sjemenskog epitela u kojemu se ne odvija
spermatogeneza, pa se gubi potreba za izluCivanjem testosterona u sjemenske kanalice,
¢ime Leydigove stanice gube parakrinu funkciju i propadaju.

Za razliku od toga, povecan broj Leydigovih stanica i Reinkeovih kristala uz krvne Zile
odgovara istraZivanju da razina testosterona, kojeg Leydigove stanice endokrino izlu¢uju u
krv, kod kriptorhi¢nih muskaraca ostaje u normalnim razinama. To bismo mogli povezati sa
mogucnos¢u da Leydigove stanice, premda osteéene utjecajem viSe temperature zbog
neadekvatnog poloZaja testisa, kompenziraju izlu€ivanje testosterona u krv na nacin da se
njihov broj poveéava diferenciranjem iz nediferenciranih mezenhimskih stanica prisutnih u
intersticiju.

Konacno, nase istrazivanje pokazuje odredeni porast duZinske gustoée krvnih Zila u
intersticiju kriptorhi¢nih testisa u odnosu na kontrolnu skupinu. Sliéno poveéanje duZine
krvnih Zila zamije¢eno je i u jednoj eksperimentalnoj studiji kriptorhizma kod miseva (Mendis
— Handagama i sur. 1990).
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6. ZAKLJUCAK

Kvantitativnom histoloskom analizom kriptorhi¢nih testisa utvrdeno je da u jedinici
volumena tkiva testisa dolazi do promjene slijedecih relativnih vrijednosti u odnosu na
zdrave testise:

- numericka gustodéa Leydigovih stanica uz siemenske kanali¢e (N,(t)) bila je znacajno
manja (P < 0.01).

- numericka gustoca Leydigovih stanica uz krvne Zile (Ny(v)) bila je znacajno veca
(P<0.01).

- znacajno povecanje broja Reinkeovih kristala u Leydigovim stanicama uz sjemenske
kanalice (Na Rc(t)) i krvne Zile (Na Re(v)) (P < 0.01).

- broj Reinkeovih kristala izvan citoplazme Leydigove stanice uz krvne Zile (Na Ri(v))
bila je znacajno veda, ali rezultat statisticki nije znac¢ajan, uz P > 0.05.

- duzinska gustoca krvnih Zila uz siemenske kanaliée (Lvi(t)) bila je znacajno veca, uz
P<0.01.

Broj Reinkeovih kristala izvan citoplazme Leydigovih stanica uz sjemenske kanalice
(Na Ri(t)) nije se znacajno razlikovao od kontrolne skupine, uz P > 0.05.

Duzinska gustoca krvnih Zila u preostalom intersticiju (Lvy(int)) kriptorhi¢nih testisa
bila je znadajno veca, ali rezultat statisti¢ki nije znacajan, uz P > 0.05.

Ovim radom potvrduje se hipoteza da je u Leydigovim stanicama kriptorhiénih testisa
znacajno poveca broj Reinkeovih kristala.

Medutim, uloga i porijeklo, te njihova povezanost sa sekrecijom androgenih hormona
i nadalje ostaju nepoznanica vrijedna daljnjeg proucavanja.
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