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ABP Androgen-bindend proteine
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SCOS Sertoli cell only syndrome
SCF Stam cel factor
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TESE Testiculaire sperma extractie
ICSI Intracytoplasmatische injectie
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Voorwoord en dankwoord

Vorig jaar, begin mei 2005, werden we voor een moeilijke keuze gesteld. We moesten een
afstudeerrichting kiezen en een bijhorende stageplaats. Als snel werd duidelijk dat de
afstudeerrichting klinische moleculaire levenswetenschappen mij het meest interesseerde.
Ook over de stageplaats had ik al een idee gevormd, ik wilde stage doen in een ziekenhuis
omdat mij dit de gelegenheid gaf om te zien hoe het er aan toe ging in laboratoria buiten de
universiteit. Gelukkig kreeg ik mijn eerste keuze, ik mocht naar het Ziekenhuis Oost-Limburg
naar de dienst Fertiliteit. Hier heb ik de kans gekregen mijn eigen capaciteiten te leren
kennen, bovendien hebben ze mij hier bijgebracht hoe je een goed onderzoek kunt leiden en

tenslotte heb ik ook veel mogen leren over het onderwerp zelf.

Daarom wil ik Dr. Prof. Stinissen en Dr. Prof. W. Ombelet bedanken omdat zij de stage op de
dienst Fertiliteit in het Ziekenhuis Oost-Limburg mogelijk hebben gemaakt.

De goede begeleiding van Embryologe Martine Nijs heeft ertoe geleid dat ik mijn
stageperiode tot een goed einde heb kunnen brengen. Ze heeft me vijf maanden lang begeleid

en geholpen met mijn onderzoeksproject, zowel het praktisch als het schriftelijk gedeelte.

Ook Anemie Cox, Mia Janssen, Dimitri Stevens en Elke Vanheusden hebben mij geholpen
met het beantwoorden van vele vragen. Wanneer Martine er niet was, waren zij immers de

personen die dan de taak van Martine Nijs tijdelijk overnamen.

Mijn experimenten heb ik in het laboratorium anatoompathologie mogen uitvoeren dankzij
Dr. Linda Stessen, Dr. Johan Van Robays en Dr. Peter Van Eyken. Ook zij stonden steeds

paraat wanneer ik vragen had.

Dr. Prof. Lena de Ryck, mijn externe promotor, heeft erop toegezien dat alles goed verlopen
is doorheen deze 5 maanden. Bedankt! Ook bedankt aan Dr. Liesbeth Bruckers voor het

uitvoeren van de statistische analyse.

Als laatste wil ik nog mijn ouders bedanken omdat zij de mensen zijn die het studeren hebben

mogelijk gemaakt, zonder hen was ik nooit zover geraakt.



Samenvatting

Inhibine B reguleert de negatieve feedback naar de hypothalamus en de hypofyse tijdens de
spermatogenese. Dit testiculair peptide bestaat uit een o-subunit gesynthetiseerd en
gesecreteerd door Sertoli cellen en een B-subunit dat in de volwassen man aangemaakt en
gesecreteerd wordt door germinatieve celtypen (vooral spermatocyten en vroege
spermatiden). SCF, eveneens geproduceerd door Sertoli cellen, speelt een belangrijke rol in
de proliferatie, differentiatie en overleving van de germinatieve celtypen tijdens de
spermatogenese. Het bestaat in een membraangebonden en een oplosbare vorm. SCF en
inhibine B kunnen een marker zijn voor een goede spermatogenese en succesvolle TESE.

Het doel van de studie is het onderzoeken van het expressiepatroon van inhibine B, en SCF in
testiculaire  biopten van  azodsperme mannen en ~mannen met extreme
oligoasthenoteratospermie. Vervolgens werd een verband gezocht tussen het expressiepatroon
van inhibine B, en SCF en de aanwezigheid van spermatozoa in de testis, het bevruchtend van
vermogen van deze spermatozoa, het ondersteunend vermogen van de embryonale
ontwikkeling en de zwangerschapskans wanneer deze spermatozoa gebruikt worden bij een
ICSI behandeling.

De patiéntenpopulatie in deze studie omvat 5 pati€ntengroepen met cryptorchidie (5
patiénten), SCOS (8 pati€énten), sterilisatie (6 patiénten), sterilisatic met gefaald herstel (15
patiénten) en extreme oligoasthenoteratospermie (12 patiénten). De methode gebruikt om het
expressiepatroon aan te tonen van inhibine B, en SCF is de DAB-kleuring. De expressie van
SCF is bekeken in de germinatieve celtypen en in de Sertoli cellen (celmembraan en
cytoplasma). De inhibine B, expressie daarentegen is bekeken in de Sertoli cel. Er is een
onderscheid gemaakt tussen drie intensiteitniveaus (intens, matig en zwak).

Bij inhibine B, expressie zijn intense kleuringen bij SCOS gezien wanneer de spermatozoa
afwezig zijn. De andere vier studiegroepen bevinden zich in de intense of matige groep
wanneer spermatozoa aanwezig zijn. Wanneer bij SCF expressie de spermatozoa afwezig zijn,
dan bevinden zich de meeste biopten in de groep waar de germinatieve celtypen afwezig zijn.
Bij aanwezigheid van spermatozoa bevinden de patiénten zich in vooral in de intense groep.
Sterilisatic met herstel, waarbij een significant hogere leeftijd teruggevonden is, is de enige
studiegroep met succesvolle zwangerschappen.

Om een correct statistisch verband aan te tonen tussen de expressie van inhibine By, SCF en
een hogere leeftijd bij de man, kans op zwangerschap en de ICSI behandeling, zijn de

patiéntengroepen te klein.



1 Inleiding

Spermatogenese is het proces waarbij spermatozoa, mature spermacellen, ontstaan uit
spermatogonia in de seminifere tubulus van de testis. Het hele proces, van spermatogonia tot
spermatozoa, duurt 64 dagen en kan onderverdeeld worden in drie fasen (Figuur 1). De eerste
fase is de spermatocytogenese, hierbij differentiéren de spermatogonia in primaire
spermatocyten. Daarna gaan de cellen over naar de meiotische fase, waarbij haploide
spermatiden verkregen worden. De spermiogenese, de laatste fase, is de transformatie van
spermatiden in spermatozoa. Elke fase bestaat uit een specifieke opeenvolging van
gebeurtenissen.'

Bij de spermatocytogenese delen de type A spermatogonia om type A; spermatogonia te
vormen. Deze laatste bevinden zich in de omgeving van het basale membraan van de
seminifere tubulus. Na stimulatie van type A; spermatogonia met testosteron gaan deze cellen
in mitose, waaruit twee soorten cellen ontstaan. Enerzijds opnieuw de type A; spermatogonia
voor zelfgeneratiec en anderzijds de type A, spermatogonia. Uit de type A, spermatogonie
wordt een Aj spermatogonie gevormd en vervolgens ontstaat door middel van mitose een type
A4 spermatogonie. Dit laatste celtype kan in apoptose gaan, opnieuw na mitose een type A4
spermatogonie vormen of ze kan differenti€ren in een intermediaire spermatogonie. Door
middel van mitose worden uit de intermediaire spermatogonia type B spermatogonia
gevormd. Dit is de laatste cel die in mitose gaat om de primaire spermatocyt te genereren. Dit
mitotisch proces blijft zich gedurende het verdere leven van de volwassen man herhalen. De
spermatogonia zijn namelijk de stamcellen waaruit de spermacellen ontstaan en blijven dus
het hele leven van de man actief. Eens dat de spermatogenese geinitieerd wordt in de puberteit
gaan de spermatogonia over in meiose (Figuur 1).'

Tijdens de meiotische fase ondergaat de primaire spermatocyt een eerste meiotische deling.
Hierbij wordt de DNA inhoud van de dochtercellen gehalveerd (naar 2n DNA). Bovendien
verplaatst de immature spermacel zich van het basale naar het adluminale compartiment van
de seminifere tubulus met behulp van Sertoli cellen. Na het voltooien van de eerste
meiotische deling ontstaat de secundaire spermatocyt, welke vrijwel onmiddellijk overgaat
naar de tweede meiotische deling. Bij deze deling wordt de DNA inhoud gereduceerd naar
In.!

Tijdens mitose en meiose in voorgaande processen scheiden de cellen niet volledig. Er

ontstaan cytoplasmatische bruggen, ook syncytium genoemd, tussen de dochtercellen.




Hierdoor staan de cellen met elkaar in contact wat als voordeel heeft dat de dochtercellen

synchroon ontwikkelen (Figuur 1).1
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Figuur 1: Het mechanisme van de spermatogenese. De spermatogenese bestaat uit 3 mechanismen, de
spermacytogenese, meiose en spermiogenese. De spermatocytogenese is een mitotische proces dat voor en na de
puberteit optreedt. Tijdens de meiose treedt er een reductie op van het DNA. Tijdens de spermiogenese, treden er
morfolzogische veranderingen op. De meiotische fase en de spermiogenese komen enkel na de puberteit tot
uiting.

De laatste fase van de spermatogenese is spermiogenese. Hierbij ontwikkelen de spermatiden,
aan elkaar verbonden door middel van cytoplasmatische bruggen, tot volwaardige
spermatozoa (Figuur 1)." De spermiogenese neemt ongeveer 21 dagen in beslag.?
Spermiogenese bestaat uit vier stadia. Een eerste wordt de Golgi fase genoemd. In dit stadium
vormen zich de pre-acrosomale granules. Deze versmelten tot een acrosomaal vesikel dat
bindt aan het nucleair membraan. Dit vesikel bevindt zich recht tegenover het flagel aan de
andere kant van de kern. In het volgende stadium, Cap fase, neemt het acrosomaal vesikel toe
en groeit het uit tot zijn viteindelijke grote en vorm, het acrosoom."

Tijdens de acrosomale fase treden er een hele reeks morfologische veranderingen op. De
ronde cellen verlengen, de mitochondria verplaatsen zich naar het middenstuk en door een
condensatie van de chromosomen wordt de kern kleiner. Bovendien ontstaat het axoneem in
dit stadium. De laatste fase van de spermiogenese is de maturatie fase. Het overschot aan
cytoplasma wordt hier gefagocyteerd door Sertoli cellen, waarna het syncytium scheurt en de
individuele spermatozoa losgelaten worden in het lumen van de seminifere tubulus. In dit
buizensysteem verkrijgen de spermatozoa hun motiliteit door het toevoegen van bepaalde
substanties aan de spermacellen. Bovendien wordt hier glycerolfosfocholine gesecreteerd wat

ervoor zorgt dat de capacitatie geinhibeerd wordt (Figuur 2).
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Uiteindelijk is een spermatozodn een kleine compacte cel met een haploide DNA inhoud. Het
bestaat uit twee delen, een kop en een staart waarbij de staart onderverdeeld is in een
middenstuk en een staartgedeelte. De kop bestaat uit een acrosomaal vesikel en een haploide
kern. De mitochondria bevinden zich in het middenstuk rond het axoneem.' Een volwassen
spermatozodn is 60 tot 65 pm lang."* De kop bedraagt ongeveer 5 pm, het middenstuk 10 pm
en de rest van de staart gemiddeld 50 pm. (Figuur 3)."
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Figuur 2: De vier fasen van de spermiogenese. Figuur 3: longitudinale sectie van een spermatozodn.

De spermiogenese bestaat uit 4 fasen de Golgi fase De spermatozodn bestaat uit 2 grote delen, een kop en

(a), Cap fase (b), acrosomale fase (c) en maturatic een staart. Bovendien bestaat de staart uit het middenstuk

fase (d).' met zijn mitochondrién en het flagellum. De kop bevat
het acrosomaal vesikel en een haploide kern.’

De testis: microscopische observatie van testiculaire weefsel

De testis is opgedeeld in lobules. Deze lobules bestaan uit seminifere tubuli waarin de
spermatogenese plaatsvindt en uit een interstiti€le ruimte waar onder andere bloedvaten en
Leydig cellen zitten. Het gestratifieerd epitheel van de seminifere tubuli is samengesteld uit
ontwikkelende spermacellen alsook Sertoli cellen. De Sertoli cel (Figuur 4) heeft een lange
smalle structuur met een onregelmatige vorm. Het cytoplasma van de Sertoli cel strekt zich
uit van het basaal tot aan het luminaal gedeelte. Typisch voor de kern is de eivormige of
driehoekige structuur waarin zich duidelijk afgelijnde nucleoli bevinden. Tussen en rond het
cytoplasma van de Sertoli cellen bevinden zich de verschillende soorten cellen van de
spermatogenese. De spermatogonia (Figuur 4) liggen tegen het basale membraan van de
seminifere tubuli. Er kunnen in de tubuli twee soorten spermatogonia onderscheiden worden,

type A met een ronde of eivormige kern voorkomend in verschillende grote en type B. Deze
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laatste hebben een ronde kern eveneens voorkomend in vari€rende grootte. Het volgende
celtype, al iets meer luminaal, is de primaire spermatocyt (Figuur 4) grenzend aan de
spermatogonia. De kernen van de spermatocyt zijn aanwezig in verscheidene grootten en
vormen athankelijk van het meiotische stadium waarin ze zich bevinden. De aanwezigheid
van fijn chromatine in de kern indiceert het leptoteen stadium van de meiose, een stijging in
celgrootte en een verdikking van de chromosomen geeft een donker gekleurde kern, dit komt
voor in de zygoteen fase van de meiose. Als laatste, de pachyteen fase, hierbij vergroot de cel
nogmaals en worden de chromosomen nog dikker. Na deze meiotische deling ontstaan zoals
eerder vermeld de secundaire spermatocyten. Karakteriserend voor de cellen is dat ze kleiner
zijn als de primaire spermatocyten. De spermatiden zijn nog kleiner dan de secundaire
spermatiden en liggen in groepjes bij elkaar dicht tegen het lumen van de seminifere tubulus
(Figuur 4). Door de morfologische veranderingen tijdens de spermiogenese ontstaan de
spermatozoa. Typisch hierbij is de staart van deze cellen dat uitsteekt tot in het lumen van de

tubuli.®

Figuur 4: Dwarsdoorsnede van een seminifere tubulus. De kleuring die hier gezien kan worden is een DAB
kleuring waarbij het cytoplasma van de Sertoli cel kleurt. Er is een hematoxyline tegenkleuring (blauw) gebruikt.
Bovendien zijn hier naast de kernen en het cytoplasma van de Sertoli cel (zwarte pijl) ook de spermatogonia
(rode pijl), spermatocyten (groen pijl), spematiden (blauwe pijl) en spermatozoa (gele pijl) te zien.

Hormonale regulatie

De spermatogenese wordt gereguleerd door Sertoli en Leydig cellen in samenwerking met de
hypofyse. Naast regulatie van de spermatogenese door onder andere de Sertoli cel, vormt dit
celtype ook de bloed-testis barriére door middel van zonnulae occludentes."* Hierdoor
ontstaat bovendien een scheiding van de seminifere tubuli in het basaal en adluminaal
compartiment. Naast fysische ondersteuning van ontwikkelende spermacellen en fagocytose

van het overschot aan cytoplasma, secreteren Sertoli cellen een fructoserijk medium. Dit




medium is de voedingsstof voor de spermacel en maakt het transport van de spermatozoa
doorheen de tubuli gemakkelijker.'

Eén van de belangrijkste functies van Sertoli cellen is het aanmaken van tenminste drie
soorten hormonen. Allereerst produceren deze cellen het antimulleriaan hormoon dat tijdens
de embryogenese tot expressie komt. De functie is de onderdrukking van de mulleriaanse
buis, een voorloper van het vrouwelijke reproductiesysteem. Vervolgens synthetiseren en
secreteren Sertoli cellen het androgen-bindend proteine (ABP) en ook inhibine B. Door
binding van ABP aan testosteron, ontstaat een lokale concentratieverhoging van testosteron en
zo kan deze de seminifere tubuli moeilijk verlaten. De productie van ABP kan plaats vinden
doordat de hypofyse het follikelstimulerend hormoon (FSH) produceert wat gaat binden aan
FSH-receptoren op Sertoli cellen. Inhibine, gesynthetiseerd en gesecreteerd door Sertoli
cellen, zorgt voor een negatief feedback systeem naar de hypofyse toe. De hypofyse gaat

vervolgens de FSH synthese onderdrukken (Figuur 5).!
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Figuur 5: Hormonale regulatie van de spermatogenese. De hypofyse, geactiveerd door de hypothalamus,
secreteert Luteiniserend (LH) en Follikel stimuleren hormoon (FSH). FSH activeert het androgen-bindend
proteine in de Sertoli cellen welke zorgen voor een lokale concentratieverhoging van testosteron. LH activeert de
Leydig cellen welke testosteron produceren en secreteren. Inhibine B is het hormoon dat zorgt voor een
negatieve feedback naar de hypothalamus en een daling van FSH. Een daling van LH treedt op wanneer
testosteron een bepaalde drempelwaarde overschrijdt.'

De belangrijkste functie van Leydig cellen is de productie van testosterone. Dit hormoon kan
geproduceerd worden ter hoogte van de seminifere tubuli doordat de hypofyse het
luteiniserend hormoon (LH) synthetiseert en secreteert. LH bindt op LH-receptoren op het

celmembraan van de Leydig cellen. Wanneer de concentratie van testosterone een bepaalde




drempel overschrijdt, zal dit hormoon de hypothalamus en hypofyse bereiken en zal de LH

productie worden stopgezet (Figuur 5).'
Mannelijke onvruchtbaarheid

10 — 15 % van de paren met kinderwens, heeft een vruchtbaarheidsprobleem. Hierbij ligt in
35 % van de gevallen de oorzaak bij de man. Azodspermie is een vruchtbaarheidsprobleem
waarbij geen spermatozoa aanwezig zijn in het ejaculaat.” Bij azodspermie kunnen drie types
duidelijk onderscheiden worden. Een eerste type is pre-testiculair, dit omvat alle gevallen van
hypogonadotrofische hypogonadisme. Deze kunnen van congenitale, verworven (onder
andere trauma), iatrogenische (bijvoorbeeld parabolische steroiden), of idiopathische aard
zijn. Testiculaire azodspermie, het volgende type, omvat alle testiculaire aandoeningen en kan
congenitaal (voorbeeld Y-chromosoom deletie), verworven (door bijvoorbeeld radiotherapie)
of iatrogenisch (radiotherapie) zijn. Het laatste type is post-testiculair, deze omvat alle
vormen van ductale obstructie of disfunctie (bijvoorbeeld retrograde ejaculatie). De obstructie
kan congenitaal voorkomen ter hoogte van de vas deferens (congenitale bilaterale afwezigheid
van vas deferens of CBAVD) of kan verworven zijn via infectie of postoperatief (zoals bij
sterilisatie).® Alle soorten azodspermie die zich bevinden onder deze drie typen, zijn
weergegeven in Figuur 6.

In deze studie zullen patiénten met cryptorchidie, het Sertoli cell only syndrome (SCOS) en
sterilisatie bestudeerd worden. Bij cryptorchidie, het niet voldoende indalen van de testis in de
balzak op prepuberale leeftijd, ontstaat er een temperatuursverhoging in de testis, wat het
spermatogenisch proces kan beinvloeden op jonge leeftijd en azodspermie kan veroorzaken.'
De afwezigheid van kiemcellen geassocieerd met een gereduceerd aantal of een volledige
rijpingsstop van kiemcellen wordt ook SCOS genoemd. Dit fenotype van SCOS kan
geassocieerd worden met deleties in de AZFa (azoospermie factor a) locus. Bovendien kan
SCOS ook ontstaan door blootstelling aan chemotherapie, straling of bof.” Vasectomie, een
volgende oorzaak van azoOspermie, is een contraceptie methode waarbij de vas deferens
wordt afgesloten op chirurgische wijze. Op deze manier kan er geen sperma meer passeren
doorheen de urethra en bevat het ejaculaat geen spermacellen meer.'' Een herstel van de
vasectomie kan uitgevoerd worden. In 76 % van de gevallen leidt dit tot een volledig herstel.
52 % van de partners van deze mannen werd ook effectief zwanger.'?

Een laatste groep zijn de mannen met een extreme oligoasthenoteratospermie (OAT), de reden

van het ontstaan van deze infertiliteit is variabel.
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Deze vorm van infertiliteit heeft als typische kenmerken: een lage sperma concentratie, een

gereduceerde beweeglijkheid en een toegenomen abnormale morfologie van de zaadcellen."
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Figuur 6: Onderverdeling van azodspermie. AzoGspermie kan op pre-testiculair, testiculair of post-testiculair
niveau ontstaan. Pre-testiculair omvat alle problemen omtrent hypogonadotrofische hypogonadisme, testiculair
bevat alle testiculaire aandoeningen. Terwijl post-testiculair eerder een obstructie of disfunctie aangeeft van de
ductus.

De spermatogenese: de rol van inhibine B in de spermatogenese

Inhibine is een testiculair peptide dat behoort tot de glycoproteines van de transforming
growth factor (TGF) -p familie." In het mannelijk menselijk lichaam is inhibine B de

biologische meest actieve vorm van de inhibine-familie en bovendien als enige detecteerbaar

15-17

in het serum.”" ' Het peptide bestaat uit een o- en Pp-subunit die covalent gebonden zijn aan

18,19

elkaar. Enkel wanneer beide subunits in deze dimeer-vorm voorkomen is inhibine B actief

(Figuur 7).




Pg-Precursor 14k

| 1 J Inkibin B (ofiy)

Figuur 7: Structurele visualisatie van inhibine B. De a-precursor, Bg_precurors (a) en de volledige visualisatie
van inhibine B (b) zijn te zien in deze figuur.?’

Wanneer een te hoge concentratie aanwezig is van het follikel-stimulerend-hormoon (FSH) in
de testis, dan secreteert de Sertoli cel inhibine B. Dit hormoon vormt de negatieve feedback
van de Sertoli cel naar de hypothalamus en hypofyse. Dit betekent dat door een
concentratiestijging van inhibine B een daling ontstaat van de FSH concentratie ter hoogte

1521 Br bestaat tussen

van de hypothalamus, hypofyse en later ook ter hoogte van de testis.
beide hormonen dus een inverse correlatie, welke tot stand komt tijdens de puberteit.'” Het is
mogelijk dat FSH de expressie stimuleert van het mRNA van de a-subunit in de Sertoli
cellen. De andere subunit (Bg-subunit) staat onder de controle van de voorlopercellen van de
spermacel, in het bijzonder van spermatocyten en vroege spermatiden. Wanneer deze
voorlopercellen afwezig zijn, is er geen Pp-subunit aanwezig en kan vervolgens geen inhibine
B aangemaakt worden.'**

Door de afhankelijkheid van inhibine B, vanaf de puberteit, van de voorlopercellen van de
spermacel, is dit hormoon mogelijk een goede marker voor de kwaliteit van de
spermatogenese. Dit wilt zeggen hoe slechter de spermatogenische status is, hoe lager de
serum inhibine B concentratie is.

Bij Sertoli cell only syndrome (geen spermatogenische activiteit), hypospermatogenese,
spermatogonie of spermatocytische rijpingsstop wordt in de literatuur een lage serum inhibine
B concentratie teruggevonden wanneer deze groepen vergeleken worden met de waarden van
dit hormoon bij mannen met een normale spermatogenische activiteit.'®**** Maar bij
obstructieve vormen van azodspermie of rijpingsstop op spermatidisch niveau kan geen
onderscheidt gemaakt worden op basis van het inhibine B niveau ten op zichtte van mannen
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met een normale spermatogenese. Bovendien zijn er een aantal gevallen in studies

gevonden bij SCOS die toch een normale serum inhibine B waarde vertonen.'®%**

Naast mogelijke spermatogenische marker kan serum inhibine B ook aanzien worden als een
voorspeller voor het terugvinden van testiculair sperma bij het uitvoeren van een testiculaire
sperma extractie (TESE). Uit de meeste studies blijkt dat een lage concentratie aan inhibine B

de kans op het terugvinden van sperma in een TESE enorm doet dalen. Toch geeft een lage




concentratie geen uitsluitsel. De concentratie van inhibine B geeft dus wel een trend aan voor

het niet vinden van testiculaire zaadcellen maar geen definitieve uitkomst.”*>*°

Stam cel factor in de testis

Eén van de vele functies toegewezen aan Sertoli cellen is het secreteren van substanties nodig
voor de spermatogenese, zoals inhibine B en androgen binding protein (ABP). Naast deze
substanties secreteren Sertoli cellen ook stam cel factor (SCF). Aanvankelijk werd gedacht
dat SCF enkel van belang was bij de gametogenese tijdens de vroege embryogenese, maar
studies hebben aangetoond dat dit complex ook een belangrijke functie heeft in de postnatale
ontwikkeling.*”*®

Het proteine staat in voor de proliferatie, differentiatie en overleving van voorloper
spermacellen tijdens de spermatogenese. SCF kan in twee vormen voorkomen als gevolg van
alternatieve splicing van exon 6. Wanneer deze geknipt wordt door proteasen, dan ontstaat er
de oplosbare vorm van SCF, anders blijft de membraangeassocieerde vorm bestaan (Figuur
8).2"** Beide vormen zijn liganden van de c-kit receptor. Deze receptor is gelokaliseerd op
spermatogonia en Leydig cellen en heeft een tyrosine kinase activiteit na activatie met stam
cel factor.”

De membraangebonden vorm (mSCF) en de oplosbare vorm van SCF (sSCF) oefenen beiden
een andere functie uit op het spermatogenisch proces. Zo is het mSCF verantwoordelijk voor
de adhesie van vroege spermacellen aan Sertoli cellen en waarschijnlijk ook voor de
ondersteuning en overleving van primordiale kiemcellen. Hiernaast stimuleert sSSCF de DNA
synthese van spermatogonia en speelt het een rol in de differentiatie van spermacel

28
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Figuur 8: Alternatieve splicing van Stem cel factor (SCF). Exon 6 is het gedeelte van het mRNA dat zorgt
voor het ontstaan van 2 vormen, oplosbare en transmembranaire, van SCF. Wanneer het exon geknipt wordt door
proteasen ontstaat de oplosbare vorm, anders de transmembranaire vorm.




Het voorkomen en mogelijke rol van sSCF en mSCF in de testis is slecht onderzocht in deze
studies. Volgens Fujisawa et al (1998), zijn beide quasi in een gelijke hoeveelheid aanwezig
in de normale testis maar in de studie van Fox et al (2000), is er tussen verschillende patiénten
een sterk variérende ratio gevonden tussen beide factoren.””**

SCF speelt naast inhibine B ook een belangrijke rol in het spermatogenisch proces. Er is dus
mogelijk een verband tussen de spermatogenische status en de SCF concentratie. Uit de studie
van Fujisawa et al (1998), bleek dat de concentratie van SCF significant gecorreleerd is met
de hoeveelheid spermacellen, maar niet met motiliteit, serum niveau van FSH, LH of
testosteron.”®

In tegenstelling tot de vorige studie, vindt Fox et al (2000) geen correlatie tussen de
concentratie van primordiale kiemcel productie en beide vormen van SCF. Naast deze
bevinding, heeft deze groep een significant hogere expressie van SCF ontdekt in pati€nten
met SCOS.?” Een andere studie vond geen correlatie tussen de aanwezigheid van SCF en het
terugvinden van sperma bij een TESE. > Maar een hoge intensiteit van SCF en een minieme
concentratiec van GNDF (glial cell line-derived neurotrophic factor) geven een hoge

. . .- 22
succesratio aan voor het terugvinden van sperma bij een TESE.

Het doel van deze studie is de expressie van SCF en inhibine B, aantonen in testiculair
weefsel van azodsperme mannen. Meer bepaald mannen die lijden aan cryptorchidie, SCOS,
sterilisatie, een gefaald herstel na sterilisatie en extreme OAT. Vervolgens zal gezocht worden
of er een verband bestaat tussen het expressiepatroon van beide proteines in het testiculaire

weefsel en leeftijd, spermakwaliteit, eicelkwaliteit en zwangerschapskans.
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2 Materiaal en methoden

2.1 Patiéntenpopulatie

De patiéntengroep in deze studie omvat mannen met azodspermie met als oorzaak
cryptorchidie, SCOS of extreme oligo- astheno- teratospermie (OAT). Een vierde en vijfde
groep bestaat uit pati€énten die een sterilisatie hebben ondergaan en een eventueel gefaald
herstel hiervan. De studiepopulatie is geselecteerd uit de patiéntendatabank (FIVET) van de
dienst Fertiliteit in het Ziekenhuis Oost-Limburg (ZOL). Er zijn 46 paren opgenomen in deze
studie, uit de periode oktober 1998 tot januari 2006 waarvan 29 uiteindelijk gestart zijn met
een vruchtbaarheidsbehandeling met eigen spermatozoa op de dienst Fertiliteit in het ZOL.
Mannen in de studiepopulatie die geen van bovenstaande oorzaken hebben van azodspermie,
die geen testiculaire sperma extractie (TESE) ondergaan hebben en/of geen nummer hebben
in het anatoompathologische laboratorium zijn niet opgenomen in de studiegroep. Ook
patiénten waarvan onvoldoende informatie aanwezig is over hun biologie of hun medische
achtergrond behoren niet tot deze studiepopulatie. In het totaal hebben de paren 62 pogingen
ondergaan met artifici€le reproductietechnicken (ART) om een mogelijke zwangerschap te
bekomen. De ART procedure die in deze studie gehandhaafd is, is het uitvoeren van een
TESE met een daaropvolgende intra-cytoplasmatische injectie (ICSI). Dit houdt in dat de

zaadcel, verkregen na TESE, met behulp van een micropipette in de eicel wordt gebracht.

2.2 Onderzochte parameters

Een eerste parameter die onderzocht zal worden betreffende deze paren is de keuzebepaling
van deze pati€nten met kinderwens na de diagnose van azodspermie door de fertiliteitstarts.
Volgende parameters die onderzocht zullen worden, zijn de kenmerken van de partners van
deze patiéntengroep zoals de leeftijdsverdeling van beide partners en de pathologieén,
zwangerschapsstatus met Dbijhorende parameters zoals aantal bevruchte eicellen,
embryokwaliteit, zwangerschap, kans op een baby thuis.

De laatste parameters waarnaar gekeken wordt zijn de expressiepatronen van inhibine B en
SCF in de testiculaire biopten. Deze worden gerelateerd met de uitslag van de testisbioptie en
van de resultaten van de vruchtbaarheidsbehandeling. Zo ook zal de intensiteit van de
expressie van inhibine B en SCF gerelateerd worden aan de aan —of afwezigheid van

spermatozoa in het testiculair biopt.
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2.3 Verwerking van een biopt bekomen door testiculaire sperma extractie (TESE)

Voor het bekomen van een testis biopt dient de patiént onder narcose gebracht te worden.
Vervolgens zal een incisie gemaakt worden doorheen het scrotum, de tunica vaginalis en de
tunica albuginea aan de ventrale zijde van de testis tot aan de seminifere tubuli.*
Klemscharen klemmen deze drie lagen aan weerszijden van de incisie zodat de biopsies van
de seminifere tubuli gemakkelijker genomen kunnen worden. Het aantal en de grootte van de
biopten, meestal drie aan beide kanten, hangt af van de grootte van de testis.

De biopten worden vervolgens in een medium gebracht bestaande uit Earle’s Balanced Salt
Solution (Sigma, USA), 100 mM Sodium pyruvate (500 ul op 500 ml) (Sigma, USA),
Penicillin-Streptavidin, 750 uL op 500 ml (GIBCO, USA) en 10 % Humaan Serum albumine
(HSA) (Vitrolife, Zweden) en naar het laboratorium vervoerd.

Het nemen van de biopsie alsook het verwerken van de biopten gebeurt op een aseptische
manier. Uit het biopt worden spermatozoa opgezuiverd met als doel te gebruiken in een ICSI.
Een klein deel van dit biopt wordt naar het anatoompathologisch laboratorium gebracht voor

een histologische studie, ter bevestiging van de vooropgestelde analyse.

Opzuivering van spermatozoa uit testisbiopten

De biopten worden uit de proefbuizen gehaald en onder de stereomicroscoop (vergroting 200
maal) in een petrischaaltje geplaatst in hetzelfde medium als voorheen. Met steriele
Tubeculine naalden worden de tubuli vervolgens uit elkaar getrokken en opengescheurd.
Vervolgens zullen het aantal spermatozoa, eveneens onder de microscoop op vergroting 200
maal geschat worden. Hierna volgt een gedetailleerde evaluatie onder de microscoop met
vermelding van de aanwezigheid van kernen van Sertoli cellen, spermatozoa, spermatiden en
spermatozoa. Door middel van de gradiéntcentrifugatie zullen vervolgens de morfologisch
meest normale en meest moticle spermatozoa geselecteerd worden. Bij de
gradiéntcentrifugatie wordt een drielagig gradiént aangebracht in proefbuizen van 15 ml,
bestaande uit 90, 70 en 40 % Spermgrad™-125 (Vitrolife, Zweden).!

Hierop wordt de sperma suspensie aangebracht. Na centrifugatie van de proefbuizen voor 25
minuten op een snelheid van 250 g in een Eppendorf centrifuge (5702) worden de lagen 90 en
70 % Spermgrad ™-125 gewassen met wasmedium. De concentratie van de spermacellen

wordt hierna opnieuw bepaald. Daarna worden de spermacellen in cryoprotectant gebracht en
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vervolgens verdeeld over 400 pl cryorietjes. Deze worden eerst dertig minuten boven de
vloeibare stikstof geplaatst, dan in de vloeibare stikstof ondergedompeld en zo gestockeerd tot

verdere verwerking bij —196°C.*!

2.4 Verloop van een intracytoplasmatische injectie

Bij een intracytoplasmatische injectie of ICSI zal de pati€nte eerst hormonaal gestimuleerd
worden om meerdere eicellen te doen aanrijpen. Met een humaan choriongonadotrofine of
hCG injectie zal daarna een ovulatie uitgelokt worden. 36 uren na deze injectie vindt de
operatieve eicelcollectie plaats. Enkel rijpe eicellen (metafase II) worden gebruikt voor de
ICSI. Na het bekomen van de metafase Il eicellen zal het testiculaire sperma ontdooid en
gewassen worden. Hierna wordt de morfologisch beste en meest motile zaadcel onder de
microscoop (vergroting 200 maal) geinjecteerd in een rijpe eicel. 24 uren na deze injectie
zullen de eicellen opnieuw bekeken worden onder de microscoop (vergroting 200 maal). Dit
om te kijken of een bevruchting tot stand gekomen is. Het aantal normaal bevruchte eicellen
per aantal metafase Il eicellen zullen hier vervolgens gecodeerd worden als 2 pronuclei
(2PN). Er kunnen ook abnormaal bevruchte eicellen per aantal metafase Il aanwezig zijn,
deze worden benoemd als XPN of meer of minder dan 2 pronuclei. Op dag 2 en 3 worden de
bevruchte eicellen met goede kwaliteit in cultuur gebracht. Vervolgens zal een embryotransfer
van 1 of 2 goede kwaliteitsembryo’s naar de uterus plaatsvinden. Wanneer een bloedafname
14 dagen na de embryotransfer een HCG waarde geeft groter dan 25, dan is de patiénte
zwanger. 6 weken na de embryotransfer zal een echografie de aanwezigheid aantonen van de
hartactiviteit en van een vruchtzak, en is de zwangerschap evolutief. De uiteindelijke geboorte

van een gezond kind wordt ook geévalueerd als baby thuis-ratio.

2.5 Histologische verwerking van het testisbiopt

Wanneer testisbiopsies verwerkt worden tot coupes, worden deze laatste in speciale cassettes
bewaard in formol of Bouin. Vervolgens treedt er overnacht in een automatisch gestuurde
machine, Tissue-Tek® VIP™ van Sakura, een dehydratatie op van het weefsel. Eerst komt het
weefsel terecht in formol, dan in alcohol 70%, alcohol 90%, in absolute alcohol, in toluol en
als laatste wordt het geplaatst in een paraffine bad (60°C) voor de rest van de nacht.

Vervolgens wordt het weefsel verwerkt in de paraffineermachine Tissue-Tek™ Tek™ van
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Sakura. Eerst wordt het biopt aangebracht op een verwarmde plaat in een metalen mal. Op
deze mal wordt paraffine (60°C) gegoten door middel van een pompje. Hierna wordt de
cassette met de achterkant in de hete paraffine gelegd en dit geheel zal afkoelen op een koude
plaat van —6°C. De paraffine stolt heel snel en de overtollige paraffine wordt verwijderd met
een mes na het uithalen van de cassette uit de metalen mal. Als laatste wordt de cassette op
een koude plaat van —14°C geplaatst. Dit is de ideale snij-temperatuur. Vanaf dit moment kan
de paraffine (waarin zich het weefsel bevindt) op de cassettes versneden worden tot coupes
met de microtoom met een dikte van 3 micron. De coupes worden op “Superfrostplus”
preparaatglaasjes (Intermedical, Belgi€) in water geplaatst op een verwarmde plaat van
ongeveer 55°C om uit te rekken. Bovendien zal het water verdampen op de verwarmde plaat

en de coupes drogen zo vast op de preparaatglaasjes.

2.6 Immunohistoschemische kleuring van inhibine B

Bij de immunohistochemische kleuring van inhibine B is het van belang dat de testiscoupes
eerst en vooral gerehydrateerd en gedeparaffineerd worden. Om de coupes voldoende te
deparaffineren doorlopen ze een batterij waarbij deze 15 minuten in een xylol-bad zitten,
daarna in 100 % alcohol, 94 % alcohol en vervolgens in 70 % alcohol. Hierna treedt een
spoeling van de coupes in gedestilleerd water op en worden ze in Tris-EDTA buffer geplaatst
welke zich bevindt in bakjes in het waterbad (100°C). Na 20 minuten zullen de coupes 15
minuten afkoelen in de Tris/EDTA buffer, hierna treedt nogmaals een spoeling op met lopend
gedestilleerd water. Na het plaatsten van de coupes in Tween buffer en het instellen van de
dako-autostainer van Dakocytomation moet de verdunning (1/80) van het antilichaam
klaargemaakt worden. De hier gebruikte verdunning is met een positieve controle (testis van
een pati€nt met SCOS onafhankelijk van de studiepopulatie) op punt gesteld, wat
noodzakelijk is voor het verkrijgen van de juiste intensiteit bij de kleuring. Naast een
positieve controle is ook een negatieve controle ingezet (testisbiopt van 2 patiénten uit deze
studiepopulatie). Deze heeft dezelfde stappen doorlopen als alle testisbiopten, maar het
antilichaam zit ditmaal niet in de verdunningsvloeistof. De verdunningsvloeistof die gebruikt
wordt is Dako REAL™ antibody diluent met code S2022 (Dakocytomation, Denemarken).
Het antilichaam dat aangebracht wordt om inhibine B op te sporen is het Mouse Monoclonal
Antibody Inhibin alpha Ab-1 (clone R1, MS-1863S) (NeoMarkers, USA). Het monoclonale
antilichaam bindt de inhibine-a subunit in het cellulair cytoplasma. Vooraleer de coupes in de

dako-autostainer terecht komen, dient een dwarse streep getrokken te worden over de coupes
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met de dakoCytomation Pen (Dakocytomaton, Denemarken) zodat het opgeloste antilichaam
zich niet over het hele glaasje verspreidt. Nu kunnen de coupes in de dako-autstainer geplaatst
worden en kan de run starten.

Eerst wordt een peroxidase blokkeringsreagens (Dakocytomation, Denmarken) toegevoegd.
Hierna kan het primaire antilichaam (Mouse Monoclonal Antibody Inhibin alpha Ab-1) aan de
a-subunit van inhibine B binden. Vervolgens wordt het secundair antilichaam toegevoegd.
Het gebruikte secundaire antilichaam bij deze techniek is envision (Dakocytomation,
Denmarken). Deze heeft aan zijn uiteinde een polymeerstructuur waarop het horseradish
peroxidase (HRP) enzyme =zit. Deze zal reageren met waterstofperoxidase en
diaminobenzidine (DAB) (Dakocytomation, Denemarken). Op deze manier kan de
visualisatie van de binding van het antilichaam plaatsvinden.

Na de run zal met haematoxiline (VWR, Belgi€) nog een tegenkleuring plaatsgrijpen. Daarna
start de dehydratatie van de coupes door het spoelen ervan in verscheidene concentraties
alcohol en xylol. De concentraties gaan van 70 % naar absolute alcohol, vervolgens naar een
bad met '4 absolute alcohol en %2 xylol en zo naar zuivere xylol. Als laatste stap zullen de
dekglaasjes op de coupes geplaatst worden met behulp van lijm van clearium (Surgipath,

USA).

2.7 Immunohistochemische kleuring van stam cel factor

De immunohistochemische kleuring van stam cel factor gebeurt op analoge wijze als deze van
inhibine B. Met het verschil dat hier gewerkt wordt met aankleuring van SCF met een
polyclonaal antilichaam, anti-human SCF (K089) rabbit 1gG (IBL, Japan). Bovendien is hier
de positieve controle ovarium epitheel. Aan de hand hiervan is de verdunning 1/75

geselecteerd.

2.8 Histologisch onderzoek van de coupes van inhibine B, en stam cel factor (SCF)

Het histologisch onderzoek van de coupes gebeurt onder een lichtmicroscoop met vergroting
400 maal. Bij de semi-kwantitatieve analyse van inhibine B zullen telkens het aantal Sertoli
cellen geteld worden in 100 tubuli per biopt. Bovendien zal ook een intensiteitbepaling per
biopt plaatsvinden. Hierbij kan een onderscheidt gemaakt worden tussen intens (++), matig

(+) en negatief (-). Bij de expressie van stam cel factor in de verscheidene coupes zal
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nagegaan worden in welke celtypes stam cel factor tot expressie komt en met welke
intensiteit. Hiernaast zal ook gekeken worden in welke tubuli (ook 100 geteld) SCF tot
expressie komt in de Sertoli cel (cytoplasmatisch of aan de celwand). Zo zal ook hier de
maatstaf voor de intensiteit intens (++), matig (+) of negatief (-) zijn. Hier zullen per tubulus
deze beide parameters bepaald worden, zo ook kan hier genoteerd worden wanneer een
bepaald celtype ontbreekt in de tubulus (A). Bij het bepalen van de expressie van stam cel
factor zullen ook 100 tubuli bekeken worden.

De inhibine B, en SCF expressie wordt intens genoemd wanneer meer dan 10 % van de tubuli
intens aankleuren, matige wanneer minder dan 10 % intens aankleurt maar meer dan 10 %
matig en negatief wanneer minder dan 10 % van de tubuli aankleuren. Dit is volgens de

methode van Fujita et al (2005).

2.9 De verse score

Bij de verse evaluatie van de spermatogenische activiteit wordt het biopt in het petrischaaltje
onder de fase-contrast microscoop geplaatst na openscheuren van de seminifere tubuli.
Daarna zal bij de vergroting 200 maal een gedetailleerd beeld weergeven worden van alle
cellen aanwezig in het weefsel. De beoordeling van deze score gebeurt aan de hand van een
telling van 100 voorlopers van spermacellen (spermatogonia, spermatocyten en spermatiden)

die het biopt vertoont en van Sertoli cellen in 10 microscopische velden.

2.10 Statistische analyse

De statistische analyse is hier uitgevoerd met de Fisher exact test en de Wilcoxon rank sum
test. De testen zijn gebruikt om verschillen te zoeken tussen de 5 patiéntengroepen
(cryptorchidie, SCOS, sterilisatie, sterilisatie met gefaald herstel en extreme OAT) met
betrekking tot alle besproken parameters. Wanneer de p —waarde kleiner is dan 0,05 worden

de data als statistisch significant gezien.
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3 Resultaten

3.1 Patiéntenpopulatie

Tijdens de periode van oktober 1998 tot januari 2006 werden 157 paren met een kinderwens
op de dienst Fertiliteit in het Ziekenhuis Oost-Limburg (ZOL) gediagnosticeerd met
azoospermie of extreme OAT. Aan de hand van deze patiéntengroep werd een database
opgesteld waarin alle medische informatie opgenomen is (data niet getoond). 46 paren zijn uit
deze database geselecteerd. Deze is gebaseerd op het uitvoeren van een TESE, een volledig
medische dossier en de oorzaak van de azodspermie of extreme OAT. De gekozen
patiéntengroepen zijn cryptorchidie, SCOS, sterilisatie, sterilisatie met gefaald herstel en
extreme OAT (Figuur 1). Na het stellen van de diagnose van azodspermie of extreme OAT
hebben 9 paren van de 46 besloten niet verder te gaan met een vruchtbaarheidsbehandeling in
het ZOL. Ook hebben 8 paren geopteerd voor donorsperma. Uiteindelijke startten 29

patiénten met een vruchtbaarheidsbehandeling op de dienst Fertiliteit in het ZOL.

Aantal patiénten met azodspermie (okt 1998 — jan 2006)
157

1 Diagnose stelling

Geselecteerd aantal

46
Uitvoeren testiculaire bioptie
Stop vruchtbaarheidsbehandeling in ZOL Keuze voor donorsperma
9 8

Gestart met
vruchtbaarheidsbehandeling
29

Figuur 1: De studiepopulatie. De studiepopulatie omvat 46 paren waarvan 9 paren gestopt zijn met een
vruchtbaarheidsbehandeling op de dienst Fertiliteit in het ZOL, 8 paren hebben voor donorinseminatie gekozen.
De eigenlijke patiéntengroep bevat dus 29 paren die een vruchtbaarheidsbehandeling hebben ondergaan met een
TESE.

Allereerst is de procentuele hoeveelheid berekend van het voorkomen van de 5
pati€ntengroepen (cryptorchidie, SCOS, sterilisatie, sterilisatie met gefaald herstel en extreme
OAT) in de totale studiepopulatie (46 pati€nten). Zoals weergegeven in Tabel 1a bevat de
groep cryptorchidie 5 (11 %) patiénten. In de volgende studiegroep, SCOS, bevinden zich 8
(17 %) patiénten. Sterilisatie en sterilisatie met gefaald herstel omvatten respectievelijk 6 (13

%) en 15 (33 %) pati€nten (Tabel 1a). De laatste groep omvat 12 mannen met extreme OAT.
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De partners van deze pati€nten kunnen ook lijden aan ¢één van de volgende
onvruchtbaarheidspathologieén: endometriose of ovariéle pathologie of andere factoren
(hogere leeftijd (= 40 jaar), slechte ovariéle respons of baarmoederafwijkingen). In het totaal
kampen 13 (28 %) vrouwen van onze studiegroep met een vruchtbaarheidsprobleem, het
overige deel van de vrouwen, 33 (72 %), bleken normaal (Tabel 1b). Endometriose en
ovari€le pathologie komen in het totaal voor bij 4 (8 %) patiénten. De meeste vrouwen, 9 (20
%), situeren zich in de categorie andere factoren.

In de eerste studiegroep, mannen met cryptorchidie, bevindt zich geen enkele partner met een
vruchtbaarheidsprobleem. Bij mannen met SCOS en sterilisatie situeren zich respectievelijk
12,50 % en 50 % van de partners met een vrouwelijke factor. Tenslotte situeren zich in de
groep die een sterilisatie met gefaald herstel ondergaan hebben 1 op 2 van de vrouwelijke
partners en in de extreme oligoasthenoteratospermie (OAT) pati€éntengroep 20 % (data niet
getoond).

Samenvattend blijkt dat de meeste mannen van onze pati€ntengroep een sterilisatie of
sterilisatie met gefaald herstel hebben ondergaan.

28 % van de vrouwelijke partners van onze studiegroep kampt met een
vruchtbaarheidsprobleem. Zo hebben 50 % van de partners van mannen met een sterilisatie of
extreme OAT een vrouwelijk vruchtbaarheidsprobleem. Doch is er geen significant verschil
in verdeling van de vrouwelijke pathologieén over de verschillende studiegroepen (p =

0,1988).

Tabel 1: Beschriiving studiegroep: manneliike en vrouweliike indicaties

"Soort pathologie % Mannen "Soort pathologie % Vrouwen
Cryptorchidie 5 (11%) Endometriose 2 (4%)
SCOS 8 (17%) Eierstokken 2 (4%)
Sterilisatie 6 (13%) Andere factoren 9 (20%)
Sterilisatie + herstel 15 (33%) Normale vrouwen 33 (72%)
Extreme OAT 12 (26%)

Totaal 100% Totaal 100 %

*Het aantal mannen die aanwezig zijn in de studiepopulatie (cryptorchidie, extreme OAT,
SCOS, sterilisatie en sterilisatie met gefaald herstel); "De hoeveelheid vrouwelijke patiénten
met een vruchtbaarheidsprobleem.

In Tabel 2 is de gemiddelde leeftijd van de man en de vrouw per pathologie uitgezet.

De gemiddelde leeftijd van de groep patiénten met cryptorchidie is voor mannen en vrouwen
30 jaar. Enkel de minima en maxima verschillen. De leeftijd van de man gaat respectievelijk
van 32 tot 37 jaar, bij de vrouw is dit respectievelijk van 25 tot 33 jaar. Mannen met SCOS

zijn gemiddeld 38 jaar oud, de minimum leeftijd is hier 32 jaar, de maximum leeftijd 46. Hun
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partners hebben gemiddeld een leeftijd van 33 jaar, waarbij het minimum 29 is en het
maximum 39. De pati€nten die een sterilisatie ondergaan hebben, zijn gemiddeld 42 jaar oud
(minimum leeftijd 37 en maximum 47 jaar). De vrouwelijke patiénten zijn hier gemiddeld 31
jaar oud (27 tot 35 jaar). In de groep sterilisatie met gefaald herstel hebben de mannen een
gemiddelde leeftijd van 44 jaar, waarbij de leeftijd minimaal 33 en maximaal 52 is. Terwijl de
vrouw gemiddeld 35 jaar oud is met een spreiding tussen 26 en 41 jaar. In de groep mannen
die een extreme OAT hebben, is de gemiddelde leeftijd 34 jaar (minimum 25, maximum 40).
De partners zijn gemiddeld 30 jaar oud (22 tot 39 jaar) (Tabel 2).

Tussen de leeftijd van de vrouwen is er geen significant verschil (p=0,2562). De mannen in de
sterilisatic met gefaald herstel hebben een significant hogere leeftijd (p=0,0016) dan de
mannen in de andere patiéntengroepen. De mannen in de cryptorchidiegroep zijn significant

jonger dan de mannen in de andere patiéntengroepen.

Tabel 2: De leeftijd van de man en vrouw (47 patiénten).

leeftijd mannen | Leeftijd vrouwen
Cryptorchidie (Sp) 307 (32-37) |30 (25-33)
SCOS (8p) 38 (32-46) |33 (29-39)
Sterilisatie (6p) 42 (37-47) |31 (27-35)
Sterilisatie + herstel (12p) |44 (33-52) |35 (26-41)
Extreme OAT (15p) 34 (25-40) |30 (22-39)

De leeftijd van de man is berekend op de datum van de biopsie en van de
vrouw op de datum van de pick-up. De uitzondering hierop is de groep
met SCOS, hierbij is de leeftijd van de vrouw berekend op de dag van de
biopsie aangezien alle patiénten gekozen hebben voor donorsperma.
“Significant verschil tussen de leeftijd van deze patiéntengroep en de rest
van de patiéntengroepen (p-waarde = 0,0016).

3.2 Sperma in testisbiopt

Tabel 3 geeft een overzicht van het wel of niet vinden van sperma in het testiculair biopt bij
de verschillende studiegroepen. Hiernaast zijn ook de patiénten genoteerd die overgestapt zijn
op donorsperma na diagnosestelling en de patiénten die na een ICSI poging met eigen sperma
overgestapt zijn op donorsperma.

Bij de groep mannen met cryptorchidie, zijn voor alle 5 patiénten spermatozoa gevonden
tijdens de TESE. 1 paar is na een ICSI poging met eigen spermatozoa overgestapt op
donorsperma. In de volgende patiéntengroep, deze met SCOS, werd bij geen enkele pati€ént

sperma gevonden in de TESE. Bovendien zijn, zoals eerder vermeld, alle 8 (100 %) patiénten
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onmiddellijk na diagnosestelling overgegaan op donorsperma. Bij de patiéntengroep die een
sterilisatie hebben laten uitvoeren (6 patiénten), is sperma gevonden in het testiculair biopt. In
de voorlaatste groep, sterilisatie met gefaald herstel, heeft 1 (7 %) patiént geen sperma in de
TESE. 1 patiént in deze groep (7 %) is na een poging met eigen spermatozoa overgestapt op
donorsperma. Niemand in deze groep is rechtstreeks na diagnosestelling overgegaan op
donorsperma. Tenslotte zijn bij 11 mannen (92 %) met een extreme OAT spermatozoa
gevonden in het testiculair biopt, bij 1 man (8%) was dit niet het geval. 1 patiént is bovendien
overgegaan op donorsperma na een ICSI poging met eigen spermatozoa.

Samenvattend kan gesteld worden dat bij geen enkele patiént met SCOS sperma gevonden is
in het testiculair weefsel (p < 0,0001). Alle patiénten hebben hier geopteerd voor
donorsperma (p < 0,0001). Bij de meeste andere mannen zijn wel spermatozoa gevonden in

de TESE.

Tabel 3: Procentuele hoeveelheid mannen per indicatie waarbij geen spermacellen in TESE zitten en
welke overgaan op donor, na ICSI met eigen zaad of rechtstreeks.

"Sperma TESE Geen sperma TESE "Donor na TESE + ICSI Rechtstreeks naar donor
o, o,

Cryptorchidie 5/5 (100%)  0/5 (0 %) (I)Z (2(1/)) ZZ . (? Of;)"/
SCOS 0/8 (0 %) 8/8" (100 %) o (o 0") o (0 . )
Sterilisatie 6/6 (100 %)  0/6 (0 %) (0%) 0%)

. 1/15 (7 %) 0/15 (0 %)
Sterilisatie + her | 14/15 (93 %) 1/15 (7 %)
Extreme OAT 11/12 (92 %) 1/12 (8 %) 1/12 (8 %) 0/12 (0 %)

In tabel 3a is gekeken hoeveel patiénten in iedere groep spermacellen hebben in hun testiculair biopt bekomen
door een testiculaire sperma extractie (TESE). In tabel 3b is gekeken naar de paren die gekozen hebben voor
donorsperma na een behandeling met eigen spermatozoa (TESE + ICSI) en deze die rechtstreeks zijn
overgegaan op donorsperma. * (p < 0,0001).

3.3 Vruchtbaarheidsbehandeling met Intracytoplasmatische Injectie (ICSI)

Aangezien alle patiénten (8) met SCOS opteerden voor een verdere behandeling met
donorsperma wordt deze patiéntengroep niet verder beschouwd in dit deel van de studie. In
het totaal werden 62 ICSI cycli met testiculair sperma uitgevoerd voor deze studiegroep. Voor
55 cycli (88,7 %) kon een embryotransfer plaats vinden.

De 3 paren van mannen met cryptorchidie hebben 7 ICSI cycli ondergaan waarvan 6 cycli met
embryotransfer (85 %). Dit betekent dat in één cyclus geen embryotransfer kon plaatsvinden.
3 paren in de sterilisatiegroep hebben 4 cycli ondergaan waarvan alle 4 met embryotransfer
(100 %). Voor mannen met een sterilisatie met gefaald herstel (12 pati€nten) zijn 31 cycli

uitgevoerd om een mogelijke zwangerschap te bekomen. 29 cycli hiervan (93,5 %) waren met
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embryotransfer, dus 2 cycli zonder embryotransfer. Van de groep mannen met extreme OAT
hebben 11 paren 20 ICSI cycli ondergaan, waarvan uiteindelijk 16 cycli (80 %) resulteerden
in een embryotransfer. Dit betekent dat er 4 cycli zijn geweest waarbij geen embryotransfer
heeft plaats gevonden (Figuur 2).

Als conclusie kan hier gesteld worden dat niet bij alle ICSI cycli een embryotransfer heeft
plaats gevonden voor de verschillende patiénten. Er is geen significant verschil tussen de 4

groepen betreffende het aantal cycli en het aantal cycli met embryotransfer (p = 0,4740).

W # Cycli O # Cycli met transfer van embryo's

70

60

50 —

40 —

Aantal

30 —

20 I
. r B
AT e , : .

Crypt Ster Ster + Her Extreme OAT  Totaal van de
(3p) (3p) (12p) (11p) studiegroepen (29p)|

Soort indicatie

Figuur 2: Informatie over de cycli (29 patiénten). Er is betreffende het aantal cycli en het aantal cycli met

embryo’s geen significant verschil tussen de 4 groepen (p = 0,4740).

Het gemiddeld aantal eicellen voor alle 4 de patiéntengroepen werd berekend. Zo is het
gemiddeld aantal eicellen voor de vrouwelijke partners bij mannen met cryptorchidie 9 en bij
gesteriliseerde mannen 8. Bij mannen die een sterilisatie ondergaan hebben met gefaald
herstel en bij mannen met extreme OAT bedragen deze gemiddelden respectievelijk 8 en 11.
Er is geen significant verschil (p = 0,3582) tussen de 4 studiegroepen betreffende het aantal
eicellen bekomen voor de ICSI behandeling (Tabel 4).
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Tabel 4: Samenvattende tabel embryokwaliteit en zwangerschapskans

a e g
Gem Gem 'Aantal en )
Aantal | aantal b santal en Aantal en 4 aantal TAantal en percentage " Aantal en 'Aantal en
cycli MII percentage percentage Percentage | embryo's percentage Zwangeren | percentage | percentage
eicellen 2PN XPN Grade A +B /ET zwangeren /ET BTH BTH/ET
Crypt
3) 7 9 20/64  (45%) | 14/64" (22%) | 15/64 (23 %) 1,75 03 (0%) 06> (0%) |03 (0%) 06 (0%)
Sterilisatie
A3) 4 8 22/33  (67%) | 5/33  (15%) 20/33 (61 %) 1,5 2/3 (67 %) 1/4 (25%) | 0/3 (0%) 0/4 (0 %)
Ster + her
12) 31 8 150/240 (63 %) | 22/240 (9 %) 83/240 (35 %) 1,65 4/12 (33 %) 4/29* (13 %) 3123 (25 %) 3/29% (10 %)
Extreme
OAT P
a1 16 11 99/214 (46 %) | 33/214 (15%) | 61/214 (29 %) 12 1/11 (9 %) 1/16~ (6%) | 0/11 (0 %) 0/16 (0 %)

* Gem aantal MII eicellen = het gemiddeld aantal metafase II eicellen bekomen per patiént. ®Aantal en percentage
2PN, dit is het aantal normaal bevruchte eicellen per aantal metafase 11 eicellen. “Aantal en percentage XPN, dit is
het abnormaal bevruchte eicellen per aantal metafase II eicellen. ¢ percentage grade A + B zijn de goede
kwaliteitembryo’s. © Het gemiddeld aantal embryo’s / ET is het gemiddeld aantal embryo’s dat teruggeplaatst wordt
per embryotransfer. ' Het aantal en het percentage zwangerschappen per patiént. & Het aantal en percentage
zwangerschappen per cyclus met een embryotransfer. "Het aantal en percentage geboortes (BTH = baby take home)
per groep. ' Het aantal en percentage BTH/ ET is het aantal geboortes per cyclus met embryotransfer. '
Significantieniveaus is bereikt, p = 0,0372, 2 Hier is eveneens het significantie niveau bereikt tussen de 4
patiéntengroepen (p=0,0281), er is bovendien een significant verschil tussen sterilisatiec met gefaald herstel en
cryptorchidie (9 = 0,0097) en extreme OAT (p = 0,0369), * Significantieniveau (p=0,0013),* Significantieniveau
(p=0,0031).

Naast het aantal eicellen is hierin ook het aantal 2PN (het aantal normaal bevruchte eicellen
over het aantal metafase II eicellen) weergegeven voor de 4 groepen. Zo zijn bij de
vrouwelijke partners van mannen met cryptorchidie 29 eicellen bevrucht op 64 metafase II
eicellen (45 %). 14/64 eicellen (22 %) is abnormaal bevrucht in deze groep. Het aantal grade
A en grade B embryo’s is hier 15/64 (23 %). De partners van de gesteriliseerde mannen
hebben 22 normaal bevruchte eicellen op 33 metafase II eicellen (67 %). Vijf eicellen van de
33 (15 %) hebben een abnormale bevruchting en het aantal grade A en grade B embryo’s
bedraagt hier 22/33 (61 %). 150 eicellen van alle 240 (63 %) metafase II eicellen die
gecollecteerd zijn in de groep sterilisatie met gefaald herstel werden normale bevrucht. 5/33
(15 %) heeft een abnormale bevruchtingspatroon en het aantal grade A en grade B embryo’s
bedraagt hier 83/240 (35 %). In de laatste groep, extreme OAT, werden bij de vrouwelijke
partners 99/214 (46 %) normaal bevruchte eicellen bekomen. 33/214 (15 %) hadden een
abnormale bevruchting. 29 % (61/214) van de bevruchte eicellen groeide uit tot goede
embryo’s (grade A + B) (Tabel 4).

Er is geen significant verschil tussen de groepen betreffende het aantal normaal bevruchte
eicellen (2PN) op het aantal metafase II eicellen (p = 0,6737). Wel is een significant verschil
gevonden tussen de 4 groepen voor het aantal abnormaal bevruchte eicellen (XPN) (p = 0,

0372). Dit komt omdat het aantal XPN hoger ligt in de cryptorchidie groep in verhouding met
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de rest van de patiéntengroepen. Voor grade A en grade B embryo’s is ook geen significant
verschil aanwezig tussen de 4 groepen (p = 0,5405) (Tabel 4).

Het gemiddeld aantal embryo’s dat terug geplaatst wordt per transfer bij de vrouw is voor
mannen met cryptorchidie 1,75, bij gesteriliseerde mannen zijn dit gemiddeld 1,5 embryo’s.
In de laatste twee groepen, gesteriliseerde mannen met gefaald herstel en mannen met
extreme OAT bedraagt het gemiddeld aantal embryo’s dat teruggeplaatst wordt per transfer
respectievelijk 1,65 en 1,2. Hier is eveneens geen significant verschil tussen de 4
studiegroepen (p = 9148) (Tabel 4).

In de groep mannen met cryptorchidie kon geen zwangerschap bekomen worden. In de
sterilisatiegroep werden 2 van de 3 patiénten zwanger (4 cycli), deze eindigden allen in een
miskraam. In de groep mannen met sterilisatie met gefaald herstel zijn 4/12 (33 %) patiénten
zwanger geworden. In het totaal hebben deze paren 31 cycli met embryotransfer ondergaan, in
4 van deze cycli (13 %) is een zwangerschap bekomen. Drie van de 12 paren (25 %) hadden
een ‘baby thuis’. In de laatste groep pati€nten, mannen met extreme OAT, werd 1 pati€nte
zwanger van de 11 (9 %). Dit is 1 cyclus op 16 met een zwangerschap. Deze zwangerschap
resulteerde in een miskraam (Tabel 4).

Wat betreft het aantal zwangerschappen per groep is er geen verschil tussen de 4
patiéntengroepen in deze studie (p = 0,1949). Wel is een significant verschil gevonden tussen
de groepen bij het aantal zwangerschappen per cyclus met embryotransfer (p = 0,0281). Hier
zit een significant verschil tussen de groep sterilisatie met gefaald herstel enerzijds en mannen
met cryptorchidie en extreme OAT anderzijds. De p-waarden zijn hier respectievelijk 0, 0369
en 0,0097 (Tabel 4). Bij de baby thuis-ratio en baby thuis-ratio per cyclus met embryotransfer
is een significant verschil gevonden tussen de 4 groepen, de p-waarden zijn respectievelijk
0,0013 en 0,0031. Van de volledige patiéntenpopulatiec werden dus enkel gezonde
zwangerschappen bekomen bij patiénten die een gefaald herstel na sterilisatie hebben

ondergaan (Tabel 4).

3.4 Histologisch onderzoek van inhibine B,

De volgende stap in het onderzoek is het kleuren van testiscoupes via immunohistochemie.
Bij deze techniek is het op punt stellen van de immunologische kleuring van uiterst belang
omdat het histologisch onderzoek bij de juiste intensiteit moet gebeuren. Deze methode werd
voor inhibine B, op punt gezet met behulp van een testiscoupe met SCOS, van een patiént

onafhankelijk van onze studiepopulatie. Deze coupe moet positief kleuren voor inhibine B, en
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wordt eveneens als positieve controle bij de kleuringen gebruikt. Om de juiste intensiteit te
kunnen bepalen zijn verder 3 coupes van dezelfde testis aangekleurd met drie verschillende
verdunningen: 1/80 (Figuur 3a), 1/60 (Figuur 3b) en 1/40 (Figuur 3c). De evaluaties zijn
genomen op een vergroting van 400 maal. De beste intensiteit voor het beoordelen van de
histologische coupes is 1/80 (Figuur 3a) omdat hier het minste kleuring aanwezig is op de
achtergrond en de kleuring in de cellen nog eveneens duidelijk te zien is. Hier is dus het
meeste contrast aanwezig tussen de achtergrond en de cellen die moeten aankleuren. Naast
positieve controles zijn ook negatieve controles ingezet. De negatieve controles zijn
testiscoupes van 2 patiénten uit onze database. Deze zijn ingezet om aan te tonen dat de
kleuring niet te wijten is aan een aspecifieke binding van het antilichaam. In Figuur 3d is een

negatieve controle te zien met volledige spermatogenese en in Figuur 3e met SCOS.

Figuur 3: De positieve en negatieve controle van inhibine B,. De Figuren 3a tot 3c stellen de positieve
controle voor van inhibine B, (testis van patiént met SCOS onafhankelijk van de studiepopulatie). Figuren 3d
en 3e stellen de negatieve controle voor van inhibine B, en SCF. De figuren zijn gemaakt op vergroting 400

maal.

e

Voor de kwantificatie van de intensiteit van de kleuringen zijn minimaal 100 tubuli geteld per
patiént. Voor 4 patiénten konden maximaal 95 tubuli geteld worden. Eén testiscoupe van een
patiént bezit geen volwaardige seminifere tubuli. Ook waren hier geen Sertoli cellen
aanwezig. Deze patiént bevindt zich in de groep sterilisatie met gefaald herstel. Drie
intensiteitniveaus werden gehanteerd bij de evaluatie van de testiscoupes, volgens de methode
van Juijita et al (2005).”* Zo kan de kleuring intens (++), matig (+) of negatief zijn (-). In

Figuren 4a tot 4c worden intensiteitniveaus voor inhibine B, getoond op vergroting 400 maal.
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Figuur 4: Intensiteit verschil (intens, matige en negatief) tussen coupes van inhibine B,. De Figuren 4a tot
4c stellen respectievelijk de intense, matige en negatieve kleur voor van Inhibine B, op vergroting 400 maal
(zie \) Deze indeling is gemaakt aan de hand van de methode volgens Juijita et al (2005).

In Figuur 5 is het expressiepatroon voor inhibine B, weergegeven voor de 5 groepen
cryptorchidie (5 patiénten), SCOS (8 pati€nten), sterilisatiec (6 patiénten), sterilisatie met
gefaald herstel (15 patiénten) en extreme OAT (12 pati€nten).

In de eerste groep, mannen met cryptorchidie is een volgend expressiepatroon op te merken:
20 % van de tubuli zijn matig gekleurd en 80 % intens. De Sertoli cellen in de tubuli van
mannen met SCOS kleuren allemaal intens. Bij gesteriliseerde mannen heeft 17 % een
negatieve kleuring voor het cytoplasma van de Sertoli cel, 33 % een matige en 50 % een
intense kleuring. In de groep mannen die een sterilisatie met gefaald herstel ondergaan
hebben, heeft 7 % een negatieve kleuring, 60 % een matige en 33 % een intense kleuring. In
de laatste patiéntengroep (mannen met extreme OAT) is 33 % matig gekleurd en 67 % intens.
Samengevat kan men stellen dat bij SCOS enkel intens gekleurde Sertoli cellen in de tubuli
aanwezig zijn. Bij sterilisatie met gefaald herstel is 60 % van de tubuli matig aangekleurd.
Alle andere indicaties hadden een wisselende expressie van inhibine B,. Opvallend is wel dat
bij sterilisatie en sterilisatie met gefaald herstel er ook tubuli zijn zonder enige expressie van
inhibine B,. Er is een significant verschil tussen het expressiepatroon van SCOS en de andere

4 groepen, zo ook voor sterilisatie met gefaald herstel (p < 0,001).
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Figuur 5: Het inhibine B, expressiepatroon. In deze Figuur is het expressiepatroon van inhibine B, per
indicatie (cryptorchidie, SCOS, sterilisatie, sterilisatie met gefaald herstel en extreme OAT) gevisualiseerd. Er
zijn 100 tubuli per patiént geteld. Uitgezonderd voor 4 patiénten voor welke maximaal 95 tubuli geteld werden
omdat het biopt te klein was. De indeling in de drie soorten expressiepatronen (< 10 % +, < 10 % ++en> 10 %
+, > 10 % ++) is gebeurd volgens de methode van Fujita et al (2005). * Er is bij deze twee een afwijkend
expressiepatroon te zien ten opzichte van de andere groepen (p < 0.001)

Naast het expressiepatroon van inhibine B, in de Sertoli cel per tubulus is onderzocht hoeveel
Sertoli cellen per tubulus gemiddeld aanwezig zijn per patiéntengroep (Tabel 5a). Er zijn
telkens per patiént 100 tubuli bekeken. Bij 4 patiénten is het biopt niet voldoende groot. Het
maximum aantal tubuli dat hier geteld konden worden was 95. Bovendien heeft 1 patiént in de
groep sterilisatie met gefaald herstel geen volwaardige tubuli en konden hier geen Sertoli

cellen gedetecteerd worden.

Tabel S: Het gemiddeld aantal Sertoli cellen per tubulus aanwezig
bij inhibine B

Gemiddeld aantal Gemiddeld aantal

Sertoli cellen positieve Sertoli

per tubulus cellen per tubulus
Cryptorchidie (5p) 19  (1-122) 19  (1-122)
SCOS (8p) 24" (1-141) 24" (1-141)
Ster (6p) 21 (2-132) 17 (0-132)
Ster+Her (15p) 22 (1-130) 21 (0-130)
Extreme OAT (12p) 20  (0-133) 19 (0-133)

Voor alle 5 de indicaties (cryptorchidie, SCOS, sterilisatie en sterilisatie
met gefaald herstel en extreme OAT) is het gemiddeld aantal Sertoli
cellen berekend. Hierbij zijn 100 tubuli per patiént geteld, vervolgens is
er een gemiddelde gemaakt per patiént van het aantal Sertoli cellen en
daarna per indicatie. ~ Er zijn significant meer Sertoli cellen aanwezig
bij mannen met SCOS (p < 0,0001) in deze studiepopulatic (47
mannen).
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Mannen met cryptorchidie hebben gemiddeld 19 Sertoli cellen per tubulus met een spreiding
van 1 tot 122 Sertoli cellen per tubulus. Bij mannen met SCOS is de gemiddelde waarde van
het aantal Sertoli cellen per tubulus 24. De minimumwaarde in deze patiéntengroep is 1 en de
maximumwaarde 141 Sertoli cellen per tubulus (Tabel 5).

Mannen die een sterilisatie of sterilisatie met gefaald herstel hebben ondergaan, bezitten een
gemiddeld aantal Sertoli cellen per tubulus van respectievelijk 21 en 22. Het minimum aantal
Sertoli cellen in de groep mannen die gesteriliseerd zijn bedraagt hier 2, het maximum aantal
132. De laatste pati€ntengroep (mannen met extreme OAT) heeft gemiddeld 20 Sertoli cellen
per tubulus (minimaal 0 en maximaal 133) (Tabel 5).

De patiéntengroep met SCOS heeft gemiddeld het meest aantal Sertoli cellen in hun tubuli (p
<0,0001).

Wanneer gekeken wordt naar het gemiddeld aantal Sertoli cellen met een positieve expressie
voor inhibine B, in de 5 patiéntengroepen, dan heeft cryptorchidie gemiddeld 19 positieve
Sertoli cellen per tubulus met een minimum aantal van 1 en een maximum aantal van 122
Sertoli cellen per tubulus. Zo is dit aantal voor SCOS 24 (spreiding van 1 tot 141). Bij
gesteriliseerde mannen bedraagt deze hoeveelheid 17 met een spreiding van 0 tot 132.
Mannen die een sterilisatie met gefaald herstel hebben ondergaan, bezitten een gemiddeld
aantal van 21 (met minimum waarde 0 en maximum waarde 130). Mannen met extreme OAT
hebben gemiddeld 19 Sertoli cellen in een tubulus zitten (0 tot 133) (Tabel 5). Hier zijn het
meest aantal positieve Sertoli cellen aanwezig in de tubuli bij de groep mannen met SCOS (p

<0,0001).

In het laatste onderdeel van de histologische studie op inhibine B, is de relatie tussen de aan —
en afwezigheid van spermatozoa in het testiculaire biopt en de expressie van inhibine B,
weergegeven. Afwezigheid van spermatozoa wilt zeggen dat in het verse biopt geen
spermatozoa gezien zijn, aanwezigheid wilt zeggen dat in het verse biopt wel mature
spermatozoa aangetroffen zijn.

In Figuur 6 is de aanwezigheid van de spermatozoa weergegeven voor inhibine B,. Er is per
patiéntengroep (cryptorchidie, SCOS, Sterilisatie, sterilisatie met gefaald herstel en extreme
OAT) het aantal pati€énten weergegeven met aan —en afwezigheid van spermatozoa in hun
testiculair biopt, rekening houdend met het expressiepatroon (negatief, matige, intens).

In Figuur 6a is de aan —en afwezigheid van spermatozoa in het testiculair biopt weergegeven
voor mannen met cryptorchidie, rekening houden met het expressiepatroon. 1 op 5 patiénten

heeft geen spermatozoa in het testiculair biopt. Het biopt kleurde hier intens voor inhibine B,,.
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De overige patiénten hebben wel spermatozoa in hun testiculair biopt. 1 biopt kleurde hierbij
matig en de andere intens. Bij mannen met SCOS zijn geen spermatozoa in het testiculair
biopt aangetroffen (zoals reeds eerder vermeld). De Sertoli cel kleurde telkens intens in deze
groep (Figuur 6b). In Figuur 6¢c (gesteriliseerde mannen) zijn bij iedere patiént spermatozoa
aangetroffen in het testiculair biopt. De Sertoli cellen van 1 pati€nt kleuren negatief, bij 2
patiénten matig en bij 3 patiénten intens voor inhibine B,. In Figuur 6d, gesteriliseerde
mannen met gefaald herstel, zijn ook in alle biopten spermatozoa gezien. Hier kleuren de
Sertoli cellen van 9 patiénten matig, van 5 intens. Bij mannen met extreme OAT (Figuur 6e)
heeft 1 patiént geen spermatozoa in zijn testiculair biopt, bij de overige pati€nten (11) zijn wel
spermatozoa gevonden. Bij 3 patiénten hiervan is een matige kleuring van het biopt te zien
voor de Sertoli cel, de anderen hadden een intense kleuring.

De beperkte aantallen patiénten in deze studie laten het niet toe correct vast te stellen of er een
relatie bestaat tussen de expressie van inhibine B, en de aan —of afwezigheid van spermatozoa
(ondanks een statistische significantie met p = 0,0436). Enkel voor SCOS is een significant
verschil gevonden, afwezigheid van spermatozoa geeft hier een intense kleuring aan van

inhibine B,

Cryptorchidie SCOS Sterilistatie
B<10%+ O<I0%+ten>10%+ B>10%+
o 0 0 0
W<10%+ O<0%+ten>10%+ B>10%+ B<10%+ O<0%+Hen>10%+ 8> 10 %+
10
8 10 * 10
6 § $
6 6
4 4 4
1 = z {rm
0 = 0 0
a Ja Neen b Ja Neen Cc Ia Neen
Sterilisatie met gefaald herstel Extreme OAT
m<10%+ O<10%+en>10 %+ 2510 %+ B<0%+ O<0%+en>10%+ B>10%+

0 10

8 | 8

6 | 6

4 4

2 24

0 0

d Ja Neen e Ja Neen

Figuur 6: De relatie tussen aanwezigheid van spermatozoa in het testiculair biopt en de inhibine B,
expressie. Naast de aan —en afwezigheid van spermatozoa is hier ook rekening gehouden met de intensiteit van
aankleuring van inhibine B, bij cryptorchidie (a), SCOS (b), sterilisatie (c), sterilisatie met gefaald herstel (d)
en extreme OAT (e). De indeling in de drie soorten expressiepatronen (< 10 % +, <10 % ++en> 10 % +, > 10
% ++) is gebeurd volgens de methode van Fujita et al (2005). Ja = de aanwezigheid van spermatozoa in het
testiculair biopt, neen = geen aanwezigheid van spermatozoa in het testiculair biopt. “Significantie is bereikt (p
=0,0436).
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3.5 Histologisch onderzoek van Stam cel factor

De positieve controle die hier gebruikt is voor het op punt stellen van de juiste verdunning
van SCF in ovariumepitheel. Het epitheel moet hierbij positief aankleuren voor SCF.* De
verdunningen die hierbij gebruikt zijn op drie verschillende coupes van hetzelfde ovarium zijn
achtereenvolgens 1/100 (Figuur 7a), 1/75 (Figuur 7b) en 1/50 (Figuur 7c). De verdunning
1/75 geeft de beste intensiteit weer bij histologische studie (Figuur 7b).

Naast positieve controles zijn ook negatieve controles ingezet. Deze zijn testiscoupes van 2
patiénten uit onze database en zijn ingezet om aan te tonen dat de kleuring niet te wijten is aan

een aspecifieke binding van het antilichaam. In Figuur 7d is een negatieve controle te zien

met volledige spermatogenese en in Figuur 7e met SCOS.
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Figuur 7: De positieve en negatieve controle van SCF. De Figuren 7a tot 7c stellen de positieve controle voor
van SCF (ovariumepitheel). Figuren 7d en 7e stellen de negatieve controle voor van SCF. De figuren zijn
gemaakt op vergroting 400 maal.

Voor de kwantificatie van de intensiteit van de kleuringen zijn eveneens maximaal 100 tubuli
bekeken met uitzondering van 4 patiénten, waarbij maximaal 95 tubuli geteld werden. De
reden hiervoor is dat de biopten te klein zijn. 1 patiént in de groep sterilisatie met gefaald
herstel heeft geen volwaardige tubuli. De drie intensiteitniveaus volgens Fujita et al (2005)
worden zoals bij inhibine B, ook hier als methode gebruikt. In Figuren 8a tot 8c worden de
intensiteiten voor SCF gedefinieerd. Bij coupes gekleurd voor SCF is gekeken in welke
celtypen dit proteine tot expressie komt, hiernaast is ook rekening gehouden met de intensiteit
van de kleuring. Ook hier is een verschil te zien tussen intense, matige of negatieve kleuring

op vergroting 400 maal (Figuur 8).
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Figuur 8: Intensiteit verschil (intens, matige en negatief) tussen coupes van SCF. De figuren 8a tot 8c stellen
respectievelijk de intense, matige en negatieve kleur voor van SCF bij vergroting 400 maal (zie \ ). Deze
indeling is gemaakt aan de hand van de methode volgens Juijita et al (2005).

Tijdens de histologische studie is bij SCF niet enkel kleuring van de verschillende
germinatieve celtypen (spermatogonia, spermatocyten en spermatiden) opgemerkt maar ook

de Sertoli cel (SC) vertoonde SCF expressie (Figuur 9a en 9b).
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Figuur 9: De positieve kleuring van de Sertoli cel bij SCF kleuring. In Figuur 9a kan gezien worden dat de
Sertoli cel positief kleurt voor SCF, als hierlangs de negatieve controle (9b) geplaatst wordt. De gebruikte
vergroting is hier 400 maal.

In Figuur 10 is het expressiepatroon van SCF voor alle 5 de groepen weergegeven per celtype.
Het expressiepatroon van SCF voor mannen met cryptorchidie is gevisualiseerd voor 3
celtypen: spermatogonia, spermatocyten en spermatiden. In 20 % van alle tubuli geven de
spermatogonia, spermatocyten en spermatiden een negatieve kleuring voor SCF en 80 % van
de tubuli (voor alle drie de celtypen) zijn intens gekleurd (Figuur 10a). Bij mannen met
SCOS, waarbij enkel in 2 patiénten germinatieve celtypen gevonden zijn, geven de
spermogonia en de spermatocyten voor één helft een negatieve kleuring en de andere helft een
intense kleuring aan voor SCF. De spermatiden kleuren hier in 50 % van de tubuli voor SCF
negatief de andere helft kleurt matig (Figuur 10b). In de groep waarbij de mannen
gesteriliseerd zijn, zijn alle drie de celtypen voor 17 % matig aangekleurd voor SCF en voor
83 % intens (Figuur 10c).

Bij mannen die een sterilisatie ondergaan hebben met gefaald herstel, is in 15 % van de tubuli

voor alle drie de celtypen geen expressie van SCF. 31 % is matig gekleurd voor SCF en 54 %
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intens (Figuur 10d). De spermatogonia kleuren in 8 % van de tubuli negatief voor SCF, 17 %
kleurt matig en het andere deel (75 %) kleurt intens. De andere twee celtypen (spermatocyten
en spermatiden) kleuren in 18 % van de tubuli negatief, in 9 % matig en in 73 % intens.

Samenvattend kan hier gesteld worden dat voor de 5 pati€éntengroepen geen significant
verschil aanwezig is tussen het expressiepatronen in de drie germinatieve celtypen
(spermatogonia (p = 0,6780), spermatocyten (p = 0,6611) en spermatiden (p = 0,3636)): een
wisselend expressieniveau voor SCF wordt waargenomen voor alle celtypen bij alle typen
indicaties. 50 % van de 3 germiniale celtypen bij SCOS hadden een zeer laag expressieniveau

voor SCF.

a sCos b Cryptorchidie
B<10%+0O<10%++en>10%+@>10 % ++ B<10%+0<10%++en>10%+@>10 % ++
100% 1 100% =
0/ J % -
80% 50% 80%
60% 4 60% <
40% < 40% 4
20% 4 20% o
0% 4 T T 0% < T
Spermatogonia  Spermatocyten Spermatiden Spermatogonia  Spermatocyten Spermatiden
¢ Sterilisatie d Sterilisatie met gefaald herstel
B<10%+0<10%++en>10%+@>10 % ++ B<10%+0O<10%+en>10%++@>10 % ++
100% 1 -- 100% 4
80% 4 80% 4
60% 4 60% 4
40% 4 40%
31% 31%
20% < 20%
0% T T " 0% o T T
Spermatogonia  Spermatocyten Spermatiden Spermatogonia  Spermatocyten Spermatiden
e Extreme OAT

B<10%+0<10%++ten>10%+@>10 % ++

Spermatogonia  Spermatocyten Spermatiden

Figuur 10: Het Stam cel factor expressiepatroon per celtype voor de 5 patiéntengroepen. Het
expressiepatroon van SCF bij mannen met cryptorchidie (a), SCOS (b), sterilisatie (c), sterilisatie met gefaald
herstel (c) en extreme OAT (d) van de drie verschillende germinatieve celtypen (spermatogonia, spermatocyten
en spermatogonia). De indeling in de drie soorten expressiepatronen (< 10 % +, <10 % ++en> 10 % +,> 10 %
++) is gebeurd volgens de methode van Fujita et al(2005). Het significantieniveaus is hier niet bereikt.
Significantieniveau is niet bereikt: spermatogonia (p = 0,6780), spermatocyten (p = 0,6611) en spermtiden (p =
0,3636).

Opmerking: De groep SCOS telt hier slechts 2 patiénten.
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Naast het expressiepatroon van SCF per celtype per patiéntengroep is ook gekeken naar de
positiviteit van de Sertoli cel. Hierbij is een onderscheid gemaakt tussen cytoplasmatische
positiviteit en membranaire positiviteit van de cel. Hier zijn telkens, zoals bij inhibine B,, 100
tubuli bekeken per patiént. Ook zijn bij hetzelfde aantal pati€nten niet alle tubuli geteld. De
maximum waarde is eveneens 95.

In de patiéntengroep met cryptorchidie is het cytoplasma van de Sertoli cel in gemiddeld 53
van de 100 tubuli positief gekleurd voor SCF. De minimum en maximum waarden liggen in
deze groep tussen 0 en 99. Het membraan is in 13 van de 100 tubuli positief voor SCF
(minimum 0 en maximum 64). Wanneer de positiviteit van het cytoplasma in de tubuli van de
mannen met SCOS bekeken wordt, dan zijn deze Sertoli cellen in 86 van de 100 tubuli
positief aangekleurd voor SCF. De minimumwaarde is hierbij 0 de maximumwaarde 100. In
48 % van de tubuli kleurt het membraan van de Sertoli cel positief voor SCF (0 tot 100)
(Tabel 6).

Tabel 6: Gemiddeld aantal tubuli die positieve kleuren voor Sertoli
cellen voor SCF

Cytoplasma positief Membraan positief
Cryptorchidie (5) 53 (0-99) 13 (0-64)
SCOS (8) 86" (0-100) 48" (0-100)
Ster (6) 52 (0-100) 2" (0-10)
Ster+Her (14) 34" (0-100) 14 (0-100)
Extreme OAT (12) 70 (6-100) 17 (0-99)

Voor alle 5 de indicaties is het gemiddeld aantal Sertoli cellen die positief
kleuren in cytoplasma of aan het celmembraan voorgesteld. Hierbij zijn
100 tubuli per patiént geteld, vervolgens is er een gemiddelde gemaakt per
patiént van het aantal Sertoli cellen en daarna per indicatie.

Voor 4 patiénten konden slechts maximaal 95 tubuli geteld worden. 1
patiént bezat geen volwaardige seminifere tubuli, er zijn hier geen Sertoli
cellen aanwezig. Deze patiént bevindt zich in de groep sterilisatie met
gefaald herstel. Significantie is bereikt (p < 0,0001).

SCF komt in 52 van de 100 tubuli tot expressie in het cytoplasma van de Sertoli cellen bij
mannen die gesteriliseerd zijn (minimum 0 en maximaal 100). Het celmembraan van de
Sertoli cel is in 2 % van de tubuli positief bevonden voor SCF (minimum 0 en maximaal 10).
Bij mannen die een sterilisatie met gefaald herstel ondergaan hebben, is het gemiddeld aantal
tubuli waarbij de Sertoli cellen cytoplasmatisch positief kleuren voor SCF 34 (minimum 0 en
maximum 100). Het celmembraan is hier gemiddeld in 14 tubuli positief. In deze
patiéntengroep komt een spreiding voor van 0 tot 100. Bij mannen met een extreme OAT

bezitten 34 op 100 tubuli een cytoplasmatisch positieve aankleuring in de Sertoli cel voor
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SCF. De minimumwaarde is 0 en de maximumwaarde 100. Het celmembraan van de Sertoli
cel is in 14 op 100 tubuli positief bevonden (minimum 0 en maximum 100).

Er is een significant verschil tussen de 5 pati€éntengroepen betreffende het aantal tubuli die
positief kleuren voor de Sertoli cellen in zowel het cytoplasma als in het membraan (p <
0,0001).

De expressie van SCF in het cytoplasma van de Sertoli cel is het laagst bij mannen die
sterilisatie met gefaald herstel hebben ondergaan. Het celmembraan is het minst aangekleurd
voor SCF in de groep mannen met een sterilisatie. Bij de patiénten met SCOS vertoont SCF

het hoogste expressiepatroon in de Sertoli cel (zowel cytoplasma als celwand).

In Figuur 11 is de aan —en afwezigheid van spermatozoa te zien in alle 5 de patiéntengroepen,
rekening houdend met de intensiteit waarmee SCF tot expressie komt in de tubuli. De drie
celtypen zijn hier samen bekeken. Afwezigheid van spermatozoa wil hier, zoals bij inhibine
Ba, zeggen dat in het verse biopt geen spermatozoa gezien zijn, aanwezigheid wilt zeggen dat
in het verse biopt wel spermatozoa aangetroffen zijn.

In Figuur 11a kan gezien worden dat 3 patiénten met cryptorchidie spermatozoa hebben in
hun biopt. 1 biopt hiervan kleurt matig voor SCF, de andere 3 intens. Bij mannen met SCOS
(Figuur 11b) werd geen sperma gevonden in de biopten. Doch is er een intensiteitverschil, 1
biopt kleurt matige en 1 biopt kleurt intens. In de andere 6 biopten zijn geen germinatieve
celtypen aanwezig. De gesteriliseerde mannen (6) hebben allemaal spermatozoa in hun biopt,
1 biopt kleurt matig, de andere 5 intens voor SCF. Wanneer gekeken wordt naar de aan —en
afwezigheid van spermatozoa in figuur 11d (gesteriliseerde mannen met gefaald herstel), dan
kan hier ook vastgesteld worden dat in elk biopt spermatozoa aanwezig zijn, enkel de
intensiteit verschilt. Er zijn 2 patiénten waarbij de SCF kleuring negatief is in alle drie de
germinatieve celtypen, 4 patiénten hebben een matige aankleuring, 7 pati€nten een intense en
2 hebben geen germinatieve celtypen in het biopt.

Als conclusie kan gesteld worden dat de meeste patiénten met afwezigheid van mature
spermatozoa in de groep zitten waarbij een afwezigheid is van de germinale celtypen (p =
0,0012). De patiénten waarbij wel spermatozoa gevonden zijn bevinden zich vooral in groep

C.
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Figuur 11: De relatie tussen de aanwezigheid van spermatozoa in het testiculair biopt bij SCF expressie
(in germinale cellen) bekomen door een testiculaire sperma extractie. Naast de aan —en afwezigheid van
spermatozoa is hier ook rekening gehouden met de intensiteit van aankleuring van SCF in de verschillende
patiéntengroepen, cryptochidie (a), SCOS (b), sterilisatie (c), sterilisatie met gefaald herstel (d) en extreme
OAT (e). De indeling in de drie soorten expressiepatronen (< 10 % +, < 10 % ++en> 10 % +, > 10 % ++) is
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m<0%+ O<10%+en>10%+ | [M<I0%+ O<10%+en>10 %+ B<10%+ O<10%+en>10%+
B8>10%+ B Afwgerm cel B>10%+ B Afw celtype B>10 %+ B Afwgerm cel
10 10
8 s 8
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2 < 2
09 0 T ]
Ja Neen b C Ja Neen
Sterilisatie met gefaald herstel Extreme OAT
B<10%+ O<10%+en>10 %+
B<10%+ O<10%+en>10 %+ 3> 10 %+ B Afweeltype
B 1>010 %+ Afwceltype 0
= 8 1
= 44 44
Ei ] *
0 0 .
e Ja Neen

gebeurd volgens de methode van Fujita et al (2005). "~ Het significantieniveau is bereikt (p = 0,0012).

In Tabel 7 zijn alle resultaten met hun significantieniveaus in het kort samengevat betreffende

de patiéntengroep, de ICSI cyclus, het expressiepatroon van inhibine B, en SCF.
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Tabel 7: Samenvatting van de resultaten

Patiénten groep

Vrouwelijke pathologie Geen verschil tussen studiegroepen p=0,1988
Leeftijd vrouw Geen verschil p=0,2562
Significant verschil:
Leeftijd man e sterilisatie met herstel = hoger p=10,0016"
e cryptorchidie = lager
Sperma gevonden in TESE SCOS geen sperma p< 0,0001"
Keuze donorsperma SCOS alle patiénten p<0,0001"
ICSI cyclus
Aantal cycli Geen verschil tussen de groepen p=0,4740
Gemiddeld aantal eicellen Geen verschil tussen de groepen p=0,3582
Aantal 2PN Geen verschil tussen de groepen p=0,6737
Aantal XPN Hoogste bij cryptorchidie p=0,0372"
Aantal grade A + Grade B Geen verschil tussen de studiegroepen p = 0,5405
Zwangerschappen per patiént Geen verschil tussen de studiegroepen p=0,1949
Zwangerschappen / ET Bij sterilisatie met gefaald herstel meeste p=0,0281"
zwangerschappen
Baby thuis-ratio Enkel de groep sterilisatie met gefaald herstel |p=0,0013"
heeft geboortes
Baby thuis-ratio / ET Enkel geboortes bij sterilisatie met gefaald p=0,0031"
herstel
Expressiepatroon inhibine B,
Expressiepatroon inhibine B, 100 % intens voor SCOS p<0.001"
SCOS:
Inhibine B, expressie in Sertoli e meeste aantal Sertoli cellen p<0.0001"
cellen e hoogst aantal cellen met expressie
Meer kleuring in groep C wanneer er geen
Expressiepatroon en aan -of sperma in zit > SCOS p=0.0346"
afwezigheid sperma Wanneer er sperma in zit, zitten ze vooral in
groepen B en C
Expressiepatroon SCF
Spermatogonia:
Vergelijkend expressiepatroon voor de drie p=0,6780
Expressiepatroon SCF verschillende germinatieve celtypen Spermatocyten
(spermatogonia, spermatocyten, spermatiden) |p=0,6611
over de 5 patiéntengroepen. Spermatiden
p=0,3636
Meest aantal Sertoli cellen positief in het
Positief cytoplasma Sertoli cel bij | cytoplasma bij SCOS
SCF p<0.0001"
Sterilisatie met gefaald herstel het minst
Meest aantal Sertoli cellen positief in het
Positief celmembraan bij Sertoli cel | celmembraan bij SCOS p<0.0001"
bij SCF
Sterilisatie het minst
Afwezigheid van sperma zit vooral in de
Expressiepatroon en aan —of groep waarbij de celtypen afwezig zijn (geen |p =0,0012"

afwezigheid sperma

sperma = afwezigheid van germinatieve
celtypen). Wel sperma zitten vooral in de
intense groep (groep C)

" Significantie is bereikt
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4 Discussie

Inhibine B is biologisch de meest actieve vorm van de inhibine-familie en bovendien als enige
detecteerbaar in het serum."”'” Inhibine B bestaat uit twee subunits (o en een Bg subunit)
covalent gebonden aan elkaar. Bij een concentratiestijging van inhibine B ontstaat een daling
van de FSH concentratie ter hoogte van de hypothalamus, hypofyse en later ook ter hoogte

. 1521
van de testis.”™

Inhbine B, zorgt dus voor de negatieve feedback naar de testis tijdens de
spermatogenese. De a-subunit wordt geproduceerd en gesynthetiseerd door de Sertoli cellen.
De Bg-subunit staat onder controle van de voorlopercellen van de spermacel, vooral van de
spermatocyten en vroege spermatiden. Wanneer deze voorlopercellen afwezig zijn, is er geen
Bs-subunit aanwezig en kan vervolgens geen inhibine B aangemaakt worden.'®** Hieruit volgt
dat inhibine B een goede marker kan zijn voor de spermatogenese en ook een voorspeller kan
zijn of er sperma in een TESE aanwezig zal zijn of niet.***>%

Sertoli cellen produceren en synthetiseren naast inhibine B en andere factoren ook SCF. Dit
proteine staat in voor proliferatie, differentiatie en overleving van voorloper spermacellen
tijdens de spermatogenese. Het kan bovendien in 2 vormen voor komen in een oplosbare en
membranaire vorm. Dit ontstaat door alternatieve splicing van exon 6.2

Naast inhibine B kan SCF ook een belangrijke rol spelen in het spermatogenisch proces. Dit
omdat de concentratie van SCF significant gecorreleerd is met de hoeveelheid spermacellen.”®
Naast een spermatogenische marker kan SCF ook een voorspellende waarde geven door het
terugvinden van sperma bij een TESE. Een hoge SCF intensiteit en een lage GNDF (glial cell
line-derived neurotrophic factor) geven een hogere succesratio voor het terugvinden van
spermatozoa in de TESE bij azodsperme patiénten.”

Het doel van deze studie is om de expressie van SCF en inhibine B, na te gaan in testiculair
weefsel van mannen die lijden aan cryptorchidie, SCOS, sterilisatie, een gefaald herstel na
sterilisatie of extreme OAT. Tevens werd gezocht of een verband bestaat tussen het
expressiepatroon van beide proteines in het testiculaire weefsel en leeftijd, spermakwaliteit,
eicelkwaliteit en zwangerschapskans.

Vooreerst werd een wisselend expressiepatroon waargenomen voor alle 5 de
patiéntengroepen. In deze studie kan aangetoond worden dat de expressie van inhibine B, in
Sertoli cellen bij SCOS hoger ligt ten opzichte van al de andere pathologién (cryptorchidie,
SCOS, sterilisatie, sterilisatie met herstel en extreme OAT) die hier bestudeerd werden. Deze
hogere expressie van inhibine Ba bij SCOS is ook teruggevonden in de studie van Fujisawa et

al (2004) en Fujita et al (2005).**** Hiernaast hebben Bergh et al (1990) en Marchetti et al
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(2003) in hun studies gezien dat de inhibine B, expressie hoger ligt bij SCOS dan bij mannen
met normale spermatogenese.”*>

In geen enkel testiculair biopt van de SCOS patiénten kunnen mature spermatozoa gevonden
worden, daar bij Fujita et al (2005) bij 50 % van de SCOS patiénten toch nog spermatozoa
aanwezig waren.”> De reden hiervoor is dat bij het vooronderzoek in het ZOL van de
azodsperme patiént meer parameters worden bestudeerd voor het bepalen voor al dan niet
SCOS. Een patiént heeft enkel SCOS wanneer zijn FSH te hoog is en serum inhibine te laag
is. Zo ook mag de patiént geen obstructieve azodspermie hebben en moet het volume van de
testis klein zijn. Noch mogen spermatozoa gevonden zijn in de TESE en moet een bevestiging
komen na een anatoompathologisch onderzoek in het testis biopt van afwezigheid van
spermatozoa. Vooral deze laatste twee onderzoeken zijn bepalend. Wanneer toch spermatozoa
gevonden worden bij het anatoompathologisch onderzoek, wordt de pathologie eerder als
focale of microspermatogenese benoemd.

Het voorkomen van de verschillende expressieniveaus (intens, matige en negatief ) van
inhibine B, gevonden bij de 4 patiéntengroepen kan mogelijk verklaard worden door een
actieve spermatogenese, weliswaar beperkt, waar inhibine B, actief zijn rol speelt in het
spermatogenisch proces, dit door hormonale controle uit te oefenen op de spermatogenese.
Een voorspellende waarde in deze studie kon echter niet aangetoond worden tussen de
inhibine B, expressie en het vinden van spermatozoa, omdat het aantal pati€nten jammer
genoeg te beperkt is om een correcte statistische analyse uit te voeren.

Deze studie is uniek omdat het de eerste maal is dat de expressie van inhibine B, aangetoond
kon worden bij pati€nten met cryptorchidie, sterilisatie en sterilisatic met gefaald herstel.
Hiernaast is dit ook één van de weinige studies waar inhibine B, in testiculaire biopten werd
onderzocht. In de meeste studies is gewerkt met serum inhibine B,, (Andersson et al (2001)) ,
(Pierik et al (2006))."'® Een relatie tussen deze twee kon tot op heden niet aangetoond
worden (Fujita et al (2005)).%

Bij SCF is de expressie nagegaan in de drie germinatieve celtypen (spermatogonia,
spermatocyten en spermatiden) voor de 5 verschillende patiéntengroepen. SCF kwam in alle
germinatieve celtypen tot expressie in alle groepen (cryptorchidie, SCOS, sterilistie,
sterilisatie met gefaald herstel en extreme OAT). Voor SCOS zijn er verschillende
intensiteiten (intens, matige, negatief) aangetoond en dit bevestigd de resultaten van Fuijita et
al (2005).

Het unieke aan deze studie is niet alleen dat de bevindingen gedaan zijn bij SCOS patiénten

maar ook bij de andere 4 studiegroepen (cryptorchidie, sterilistie, sterilisatie met gefaald
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herstel en extreme OAT). Bovendien is hier ook gewerkt op het expressieniveau in testiculaire
biopten, wat naast de studie van Fujita et al (2005) nog geen enkele studie heeft aangetoond.”
Wat SCF expressie bij SCOS betreft, blijkt dat SCF vooral te vinden is in het cytoplasma van
de Sertoli cel, zoals eerder beschreven: één van de vele functies toegewezen aan Sertoli cellen
is het secreteren van stoffen nodig voor de spermatogenese, zoals inhibine B en androgen
binding protein (ABP). Naast deze substanties secreteren Sertoli cellen ook stam cel factor
(SCF).

Mogelijk is de intense expressie in het cytoplasma bij SCOS te wijten aan een ophoping van
de membranaire vorm van SCF. In deze pathologie (SCOS) zijn geen germinatieve celtypen
(spermatogonia, spermatocyten en spermatiden) aanwezig. De normale functie van SCF is
immers de proliferatie en differentiatie van deze celtypen en deze laatste cellen zijn niet
aanwezig in deze pathologie. De hoge SCF expressie bij Sertoli cellen in het celmembraan
(bij SCOS) kan mogelijk verklaard worden door de opstapeling van de membranaire vorm
van SCF. Zoals eerder vermeld kan SCF in twee vormen voorkomen als gevolg van
alternatieve splicing van exon 6. Wanneer deze geknipt wordt door proteasen, dan ontstaat er
de oplosbare vorm van SCF, anders blijft de membraangeassocieerde vorm bestaan. Doch kan
geen rechtstreeks verband aangetoond worden tussen het vinden van spermatozoa en SCF
expressie aangezien de patiéntenpopulatie in deze studie te klein is om een correcte
interpretatie te kunnen geven.

Eveneens uniek in deze studie is het zoeken naar een mogelijk verband tussen SCF en
inhibine B, expressie en het resultaat van de fertiliteitbehandeling (ICSI) met mature
spermatozoa uit de testis van de 4 patiéntengroepen (cryptorchidie, sterilisatie, sterilisatic met
gefaald herstel en extreme OAT). Voor de 4 studiegroepen waar spermatozoa gevonden zijn,
moet vastgesteld worden dat geen correlatie kon aangetoond worden tussen de expressie van
inhibine B, en SCF en het bevruchtend vermogen en het ondersteunen van de embryonale
ontwikkeling. Algemeen gesteld resulteerde de fertiliteitbehandeling voor de verschillende
patiénten in een zeer kleine slagingskans (baby thuis). De enige studiepopulatie die een “baby
thuis” heeft, is de groep mannen die een sterilisatie met gefaald herstel ondergaan hebben. Bij
deze mannen werd nochtans een significant hogere leeftijd gevonden ten opzichte van de
andere studiepopulaties. Alhoewel de leeftijd van mannen hoger is bij sterilisatie met gefaald
herstel, is dit de enige studiegroep die een baby-thuis ratio heeft. Dit toont mogelijk aan dat de
kwaliteit van de spermatozoa niet afhankelijk is van de leeftijd. Doch is de baby thuis-ratio
nog steeds laag. Dit kan liggen aan verhoogde apoptose (geprogrammeerde celdood) in de

testis die deze patiénten hebben door de uitgevoerde sterilisatie (Lewis et al (2006)).*® Deze
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auteurs toonden een verhoogde aanwezigheid van Fas en Fas ligand aan in testiculaire biopten
van mannen met een sterilisatie. Ook zij zagen een opmerkelijk lagere slagingskans bij ICSI
behandeling met sperma bekomen uit de testis van mannen met een sterilisatie. Er is in het
spermatogenisch proces namelijk een accurate regulatie nodig van de apoptose om een
normale proliferatie en overleving te verkrijgen van de voorlopers van de spermatozoa
(Weikert et al (2005)).>” Voor de andere groepen werd geen enkele doorgaande
zwangerschap bekomen. Een verklaring hiervoor is dat de testis van cryptorchidie patiénten
voor lange tijd werd blootgesteld aan een verhoogde temperatuur met mogelijke nefaste
gevolgen voor de spermacellen. Naast de verhoogde temperatuur hebben de cryptorchidie
patiénten in deze studiepopulatie ook azodspermie. Wanneer gekeken wordt naar de
obstructieve cryptorchidie patiénten, dan is hier het slagingspercentage voor een baby thuis
wel hoger (21 %) (Slabbert et al (2006)).*® Er kan geen duidelijke verklaring gegeven worden
voor het niet slagen van een succesvolle zwangerschap in de andere twee groepen (sterilisatie
en extreme OAT).

In de hierop volgende studies zal de database van patiénten met cryptorchidie, SCOS,
sterilisatie, sterilisatie met gefaald herstel en extreme OAT verder uitgebreid moeten worden
zodat mogelijke andere verbanden statistisch gevalideerd kunnen worden. Andere
voorspellers voor een succesvolle TESE met goede zwangerschapskans kunnen zijn: glial cell
line-derived neurotrophic factor (GDNF) (Fuijta et al (2005)) en aquaporine.”*”’ Deze laatste
is betrokken bij het transport van cel secreties naar de testiculaire vesikels (Nicotina et al
1999).%° Door een verstoord transport treedt er een opstapeling op van SCF en inhibine B, in
de Sertoli cel. C-kit receptor expressie kan ook meer informatie geven: bij verhoogde
apoptose treedt een verlaagde expressie op van de c-kit receptor op de celmembranen (Feng et
al 2001).* Het uitwerken en verfijnen van een betere chirurgische methode waarbij plaatsen
met focale spermatogenese opgespoord kunnen worden tijdens de TESE zou de opbrengst

kans van gezonde spermatozoa kunnen verhogen.
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