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Ã. À. Äåìÿøêèí
Àïîïòîç â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ÷åëîâåêà â íîðìå è ïðè èäèîïàòè÷åñêîì áåñïëîäèè

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå óðîâíÿ àïîïòîçà êëåòîê ñåìåííûõ êàíàëüöåâ
÷åëîâåêà ïðè íîðìàëüíîì è ïàòîëîãè÷åñêîì ñïåðìàòîãåíåçå ïóòåì èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îïðåäåëå-
íèÿ äîëè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ êàñïàçó-9 è -3, à òàêæå ñ ïîìîùüþ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ýêñïðåññèè
ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ (BAK è BAX) è àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ (BCL2 è BCLW) ãåíîâ. Â ðåòðîñïåêòèâíîì èñ-
ñëåäîâàíèè ó÷àñòâîâàëè ìóæ÷èíû (n = 42), îáðàòèâøèåñÿ ñ æàëîáàìè íà áåçäåòíîñòü â áðàêå â òå÷åíèå
2 ëåò ñ äèàãíîçîì èäèîïàòè÷åñêîå áåñïëîäèå, óñòàíîâëåííûì ïîñëå ïðîâåäåííîãî ôèçèêàëüíîãî, ìåäè-
êî-ãåíåòè÷åñêîãî, áèîõèìè÷åñêîãî (êðîâü íà ãîðìîíû) è öèòîëîãè÷åñêîãî (ñïåðìîãðàììà) àíàëèçà. Èñ-
ñëåäîâàëè ïîëó÷åííûå ïðè îïåðàöèè áèîïòàòû ÿè÷åê, à òàêæå àóòîïñèéíûé ìàòåðèàë ìóæ÷èí 22—35
(n = 10), 64—75 (n = 10) è 75—90 (n = 10) ëåò. Äîëÿ ñïåðìàòîãîíèåâ, îêðàøåííûõ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê
êàñïàçå-9, ïðè íîðìàëüíîì ñïåðìàòîãåíåçå ñîñòàâëÿåò ó ìîëîäûõ ìóæ÷èí 39.5 � 0.33 %, ó ïîæèëûõ —
35.6 � 0.44, ó ìóæ÷èí ñòàð÷åñêîãî âîçðàñòà — 32.2 � 0.28 % è âîçðàñòàåò ïðè áëîêå ñîçðåâàíèÿ è ôî-
êàëüíîì âàðèàíòå Ñåðòîëè-êëåòî÷íîãî ñèíäðîìà (64.3 � 0.39 è 72.0 � 0.41 % ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê êàñïàçå-3 äîëÿ èììóíîïîçèòèâíûõ ñïåðìàòîãîíèåâ ïðè íîðìàëüíîì ñïåðìàòîãå-
íåçå ñîñòàâëÿëà ó ìîëîäûõ ìóæ÷èí 60.1 � 0.44 %, ó ïîæèëûõ — 78.2 � 1.2, ó ìóæ÷èí ñòàð÷åñêîãî âîç-
ðàñòà — 87.3 � 0.9 %, à ïðè èäèîïàòè÷åñêîì áåñïëîäèè íàáëþäàëè ðåçêîå ïîâûøåíèå äîëè ìå÷åíûõ
ñïåðìàòîãîíèåâ (â ñðåäíåì 91.4 � 1.1 %). Ïðè ãèïîñïåðìàòîãåíåçå è áëîêå ñîçðåâàíèÿ âûÿâëåíî çíà÷è-
òåëüíîå ïîâûøåíèå îòíîñèòåëüíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ âíóòðåííåãî ïóòè
àïîïòîçà BAX è BAK íà ôîíå ïîíèæåííîé ýêñïðåññèè àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ BCL2 è BCLW ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ìóæ÷èíàìè òîãî æå âîçðàñòà, íî ñ íîðìàëüíûì ñïåðìàòîãåíåçîì. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ
íàìè ðåçóëüòàòîâ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî â ïîæèëîì âîçðàñòå â ñåìåííèêàõ ðåöåïòîðíî-îïîñðåäîâàííûé
ïóòü àïîïòîçà ïðåîáëàäàåò íàä ìèòîõîíäðèàëüíûì (âíóòðåííèì). Ïðè èäèîïàòè÷åñêîé ôîðìå ìóæñêîãî
áåñïëîäèÿ äîìèíèðóþùèì ÿâëÿåòñÿ âíóòðåííèé ïóòü àïîïòîçà. Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ìàðêåðîâ àïîï-
òîçà ìîæåò áûòü àññîöèèðîâàíî ñ íàðóøåíèÿìè ñîçðåâàíèÿ ïîëîâûõ êëåòîê ïðè áëîêå ìåéîçà è ñ èñòî-
ùåíèåì ïóëà ïîëîâûõ êëåòîê ïðè Ñåðòîëè-êëåòî÷íîì ñèíäðîìå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàñïàçà-9, êàñïàçà-3, ìóæñêîå èäèîïàòè÷åñêîå áåñïëîäèå, áèîïñèÿ ÿè÷åê, àçî-
îñïåðìèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÑ — ãèïîñïåðìàòîãåíåç, ÈÁ — èäèîïàòè÷åñêîå áåñïëîäèå, ÍÎÀ —
íåîáñòðóêòèâíàÿ àçîîñïåðìèÿ, ÑÊÑ — Ñåðòîëè-êëåòî÷íûé ñèíäðîì (Sertoli-cell-only syndrome),
CAD — êàñïàçîàêòèâèðóåìàÿ ÄÍÊàçà (caspase activated DNAse), DISC — èíäóöèðóþùèé ñìåðòü ñèã-
íàëüíûé êîìïëåêñ (death-inducing signaling complex), TNF — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè (tumor necrosis
factor), TRAIL — àïîïòîçèíäóöèðóþùèé ëèãàíä ñåìåéñòâà TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand),
FADD — Fas-àññîöèèðîâàííûé áåëîê ñ äîìåíîì ñìåðòè (Fas-associated protein with death domain), ve —
èíòåíñèâíîñòü èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî ìå÷åíèÿ.

Áèîëîãèÿ ðàçâèòèÿ ìóæñêèõ ãàìåò ïî-ïðåæíåìó îñòà-
åòñÿ ïðåäìåòîì ïîâûøåííîãî èíòåðåñà ïðè èçó÷åíèè
òàêèõ íàðóøåíèé ðåïðîäóêòèâíîé ôóíêöèè êàê êðèïòîð-
õèçì, âàðèêîöåëå, àóòîèììóííûå îðõèòû, à òàêæå àçîî-
ñïåðìèÿ è äð. Â îòíîøåíèè àçîîñïåðìèè ðàçëè÷àþò îá-
ñòðóêòèâíûé è íåîáñòðóêòèâíûé âàðèàíòû. Íåîáñòðóê-
òèâíàÿ àçîîñïåðìèÿ (ÍÎÀ) ÿâëÿåòñÿ ïðåâàëèðóþùåé
ôîðìîé ïàòîëîãèè è ñîñòàâëÿåò äî 90 % âñåõ ñëó÷àåâ àçî-
îñïåðìèè, ïðåäñòàâëÿÿ íàèáîëåå àêòóàëüíûé èíòåðåñ äëÿ

íàó÷íîãî ïîèñêà, òàê êàê ÷àñòî õàðàêòåðèçóåòñÿ èäèî-
ïàòè÷åñêîé (ïî íåóñòàíîâëåííîé ïðè÷èíå) ôîðìîé ìóæ-
ñêîãî áåñïëîäèÿ (Yakirevich et al., 2003; Kim et al., 2007;
Matzuk, Lamb, 2008; Bostwick, 2014).

Ñïåðìàòîãåíåç ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîìïëåêñ ðàçëè÷-
íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê ïðîëèôåðà-
öèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà è êëåòî÷íàÿ ñìåðòü (Äàíèëîâ
è äð., 2000; Chen et al., 2014; Äåìÿøêèí, 2016à). Íîðìàëü-
íîå òå÷åíèå ðàçâèòèÿ êàê òàêîâîãî îáåñïå÷èâàåòñÿ ðàâíî-
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âåñèåì ìåæäó ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê (êàê ñîìàòè÷åñêèõ,
òàê è ïîëîâûõ) è àïîïòîçîì. Îäíàêî ïîä âîçäåéñòâèåì
îïðåäåëåííûõ ôàêòîðîâ ýòîò áàëàíñ íàðóøàåòñÿ, ÷òî ñòà-
íîâèòñÿ ïðè÷èíîé íåêîòîðûõ ïðîëèôåðàòèâíûõ è àïîï-
òîòè÷åñêèõ èçìåíåíèé (Almeida et al., 2013). Ïî äàííûì
ëèòåðàòóðû, ïðè ÍÎÀ, êîòîðàÿ ìîðôîëîãè÷åñêè ïðîÿâëÿ-
åòñÿ êàê ãèïîñïåðìàòîãåíåç (ÃÑ) è (èëè) Ñåðòîëè-êëåòî÷-
íûé ñèíäðîì (ÑÊÑ) (Äåìÿøêèí, 2016á), îòìå÷àåòñÿ ïî-
íèæåíèå óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè ñïåðìàòîãîíèé íà ôîíå
ïîâûøåíèÿ èõ ãèáåëè (Almeida et al., 2013). Ïîëó÷åííûå
ðàíåå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò óñîìíèòüñÿ â ýòîì ñóæäå-
íèè, òàê êàê ìû ïîêàçàëè ïàðàëëåëüíîå ñíèæåíèå ïîêàçà-
òåëåé è ïðîëèôåðàöèè, è àïîïòîçà (Äåìÿøêèí, 2016à).
Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðè÷èí ïîäîáíîãî ÿâëåíèÿ íåîáõîäèìî
ïîäðîáíî èçó÷èòü âåñü êàñêàä âçàèìîäåéñòâèÿ èíèöèà-
òîðíûõ è ýôôåêòîðíûõ êàñïàç è ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ ïî-
âëèÿòü íà íèõ, ó÷èòûâàÿ ãèñòîëîãè÷åñêèå âàðèàíòû èäèî-
ïàòè÷åñêîãî áåñïëîäèÿ.

Êàñïàçû (ñåìåéñòâî Cys-Asp-ïðîòåàç) ïðèíàäëåæàò
ê ñåìåéñòâó ýâîëþöèîííî-êîíñåðâàòèâíûõ ïðîòåàç —
ôåðìåíòîâ, êàòàëèçèðóþùèõ îãðàíè÷åííîå ðàñùåï-
ëåíèå êëåòî÷íûõ áåëêîâ, îñóùåñòâëÿþùèõ àïîïòîç
(Crawford et al., 2013; Tang et al., 2015). Êàñïàçû, îáåñïå-
÷èâàþùèå ðåàëèçàöèþ ïðîãðàììû àïîïòîçà, ïîäðàçäåëÿ-
þò íà äâå ãðóïïû — èíèöèàòîðíûå (êàñïàçû-2, -8, -9
è -10) è ýôôåêòîðíûå (êàñïàçû-3, -6 è -7) (Seaman et al.,
2016).

Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ýêñïðåññèðóþòñÿ êàñïàçû 1—10,
12 è 14 (Saleh et al., 2004). Ïîä äåéñòâèåì ïîâðåæäàþùèõ
ôàêòîðîâ — öèòîòîêñè÷åñêîãî ãðàíçèìà B èëè ëèãàíäîâ
TNF-a, FasL èëè TRAIL (ñåìåéñòâî TNF) — çàïóñêàåòñÿ
áèîõèìè÷åñêèé êàñêàä ñ ó÷àñòèåì êàñïàç-2, -3 è 6—10.
Êàñïàçû-1, -4 è -5 ÿâëÿþòñÿ àêòèâàòîðàìè ïðîòèâîâîñïà-
ëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, à ïðîêàñïàçà-14 àêòèâèðóåòñÿ ïðè
ñîçðåâàíèè êåðàòèíîöèòîâ ýïèäåðìèñà (Eckhart et al.,
2000; Lippens et al., 2000; Martinon, Tschopp, 2004; Duclos
et al., 2017).

Î âûñîêîé çíà÷èìîñòè êàñïàçíîãî êàñêàäà â ôèçèîëî-
ãèè (âåðîÿòíî, è â ïàòîëîãèè) ñïåðìàòîãåíåçà ñâèäåòåëü-
ñòâóþò äàííûå îá îáíàðóæåíèè ðàçíîãî âèäà êàñïàç â ïî-
ëîâûõ è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ñåìåííèêîâ, â ÷àñòíîñòè
ïðîêàñïàçû-9 è êàñïàçû-8, êîòîðûå ðàáîòàþò êàê íà ìè-
òîõîíäðèàëüíîì (âíóòðåííåì), òàê è íà ðåöåïòîðíî-îïî-
ñðåäîâàííîì (íàðóæíîì) ïóòÿõ èíèöèàöèè àïîïòîçà.
Èíèöèàòîðíûå êàñïàçû-8 è -9 îáðàçóþòñÿ ïðè äèìåðèçà-
öèè ïðîêàñïàç-8 è -9 â ðåçóëüòàòå èõ ïðîòåîëèçà, ñïîñîá-
ñòâóÿ ñòàáèëèçàöèè äèìåðîâ (Boatright et al., 2003; Galluz-
zi et al., 2012). Ýòè êàñïàçû ïðèâîäÿò ê çàïóñêó ýôôåêòîð-
íîé êàñïàçû-3, êîòîðàÿ ïðèñóòñòâóåò â öèòîïëàçìå êàê
ñòàáèëüíûé, íî íåàêòèâíûé äèìåð (ïðîêàñïàçà-3), ïðå-
ïÿòñòâóþùèé êàòàëèçó áåëêîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåð-
æàíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè. Èõ ôåðìåíòàòèâíàÿ àê-
òèâàöèÿ ïðîèñõîäèò ïîñëå ðàñùåïëåíèÿ ìåæñóáúåäèíè÷-
íîãî ëèíêåðà è äèìåðíîé ïåðåñòðîéêè â îòâåò íà
ïðîòåîëèòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ öèòîçîëÿ. Ñóáñòðàòíàÿ ñïå-
öèôè÷íîñòü èíèöèàòîðíûõ êàñïàç îãðàíè÷èâàåòñÿ èíèöè-
àòîðíûìè, ýôôåêòîðíûìè êàñïàçàìè, à òàêæå ïðîàïîïòî-
òè÷åñêèì áåëêîì Bid (Mac Kenzie et al., 2012). Êàñïàçà-3
ÿâëÿåòñÿ «òî÷êîé íåâîçâðàòà àïîïòîçà» è îáóñëîâëèâàåò
ðàñùåïëåíèå êëþ÷åâûõ áåëêîâ (ICAD� ÄÍÊàçû CAD,
ROCK), ïðèâîäÿ ê ñàìîðàçðóøåíèþ êëåòêè — ìåæíóêëå-
îñîìàëüíîé ôðàãìåíòàöèè ÿäåðíîé ÄÍÊ, ðàçðóøåíèþ àê-
òèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ è äðóãèõ ýëåìåíòîâ öèòîñêå-
ëåòà (Kim et al., 2007; Mac Kenzie et al., 2012; Almeida
et al., 2013; Sessler et al., 2013).

Êàñïàçû-8 è -9 áûëè îáíàðóæåíû â ñåìåííèêàõ â íîð-
ìå — â ñïåðìàòîãîíèÿõ, ïåðâè÷íûõ è âòîðè÷íûõ ñïåðìà-
òîöèòàõ è ñïåðìàòèäàõ, à òàêæå â êëåòêàõ Ëåéäèãà (Print,
Loveland, 2000; Sati, Huszar, 2015). Êðîìå òîãî, êàñïàçà-9
îïðåäåëÿåòñÿ â ðàçëè÷íûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ — Ñåð-
òîëè è ïåðèòóáóëÿðíûõ ìèîèäíûõ êëåòêàõ (Dabbs, 2014;
Sati, Huszar, 2015; Seaman et al., 2016). Îòíîñèòåëüíî íå-
äàâíî áûëî ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýôôåêòîðíûõ
êàñïàç â ñëó÷àÿõ òÿæåëîé îëèãîçîîñïåðìèè. Â ÷àñòíîñòè,
ïðè ïåðâè÷íîé îáñòðóêöèè è ãèïîñïåðìàòîãåíåçå íàáëþ-
äàëîñü çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè êàñïàç-3 è -9
(Almeida et al., 2013; Bostwick, 2014).

Òàêèì îáðàçîì, âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì, íà êàêîì
óðîâíå ïðîèñõîäèò äèñôóíêöèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê íàðóøå-
íèþ ñïåðìàòîãåíåçà â äèíàìèêå. Ïîýòîìó îñîáîå çíà÷å-
íèå ïðèíàäëåæèò èçó÷åíèþ èíèöèàöèè è òåðìèíàöèè
àïîïòîçà, çà êîòîðûå îòâåòñòâåííû êàñïàçû-9 è -3. Íàðÿ-
äó ñ ýòèì îòìå÷åíî, ÷òî âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷-
íîãî öèêëà èãðàåò àêòèâíîñòü ðÿäà áåëêîâûõ ôàêòîðîâ,
êîäèðóåìûõ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãåíàìè, ê êîòîðûì îòíî-
ñÿòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü ïðîàïîïòîòè÷åñêèå ãåíû BAK è
BAX, à òàêæå àíòèàïîïòîòè÷åñêèå ãåíû BCL2 è BCLW
(Oldereid et al., 2001).

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå
óðîâíÿ àïîïòîçà êëåòîê ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ÷åëîâåêà
ïðè íîðìàëüíîì è ïàòîëîãè÷åñêîì ñïåðìàòîãåíåçå, ïó-
òåì îïðåäåëåíèÿ äîëè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ êàñïàçs-9 è -3,
à òàêæå ñ ïîìîùüþ ñðàâíåíèÿ ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè-
÷åñêèõ (BAK è BAX) è àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ (BCL2 è
BCLW).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â Íàó÷íîì êëèíè÷åñêîì
öåíòðå ÎÀÎ «ÐÆÄ» è íà êàôåäðå ïàòîëîãè÷åñêîé àíàòî-
ìèè èì. àêàä. À. È. Ñòðóêîâà Ñå÷åíîâñêîãî Óíèâåðñèòåòà
(ìàé 2016—ÿíâàðü 2017 ãã.). Èññëåäîâàíèå áûëî îäîáðå-
íî ëîêàëüíûì ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì (ïðîòîêîë ¹ 10—16
îò 09.11.16), à òàêæå ñîîòâåòñòâîâàëî òðåáîâàíèÿì Õåëü-
ñèíêñêîé äåêëàðàöèè (WMA Declaration of Helsinki —
Ethical principles for Medical research involving Human sub-
jects, 64th WMA General Assembly, Fortaleza, Brazil, Octo-
ber, 2013). Îò âñåõ ïàöèåíòîâ áûëî ïîëó÷åíî ïèñüìåííîå
èíôîðìèðîâàííîå ñîãëàñèå íà ó÷àñòèå â èññëåäîâàíèè.

Ï à ö è å í ò û è ì à ò å ð è à ë. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ôðàãìåíòû ñåìåííèêîâ (àóòîïòàòû) óñëîâíî
çäîðîâûõ ìóæ÷èí èç ðàçíûõ âîçðàñòíûõ ãðóïï è áèî-
ïñèéíûé ìàòåðèàë ÿè÷åê ëèö, ñòðàäàþùèõ èäèîïàòè÷å-
ñêèì áåñïëîäèåì (êëèíè÷åñêè îáîñíîâàííàÿ àçîîñïåð-
ìèÿ). Âñå ïàöèåíòû áûëè óñëîâíî ðàçäåëåíû íà ÷åòû-
ðå ãðóïïû, èç íèõ òðè ãðóïïû ñ óñëîâíûì êîíòðîëåì
ôèçèîëîãè÷åñêîãî òå÷åíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà, â ñåìåéíîì
àíàìíåçå — îäíî è áîëåå äåòîðîæäåíèé: I — ìóæ÷èíû
22—35 ëåò (28.5 � 6.5, n = 10); II — ìóæ÷èíû 64—75 ëåò
(69.5 � 5.5, n = 10); III — 75—90 (69.5 � 5.5, n = 10) è
IV — ìóæ÷èíû 22—35 ëåò ñ èäèîïàòè÷åñêîé àçîîñïåð-
ìèåé (28.5 � 6.5, n = 42), áåñïëîäèå â áðàêå áîëåå 2 ëåò.
Îáúåêò èññëåäîâàíèÿ: âî âñåõ ãðóïïàõ — ñåìåííèêè
(ÿè÷êè).

À í à ë è ç ã î ð ì î í à ë ü í î ã î ô î í à ì ó æ ÷ è í,
ñ ò ð à ä à þ ù è õ á å ñ ï ë î ä è å ì. Êðîâü áðàëè ñòðîãî íà-
òîùàê èç ëîêòåâîé âåíû. Êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå
ãîðìîíîâ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêàì è ïðîòîêîëàì ïîñëå
òåñòèðîâàíèÿ è óòâåðæäåíèÿ äëÿ äàííîé áèîõèìè÷åñêîé
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ëàáîðàòîðèè. Ó âñåõ ìóæ÷èí óðîâíè ãîðìîíîâ ÔÑÃ, ËÃ è
òåñòîñòåðîíà â ñûâîðîòêå êðîâè â ïðåäåëàõ âîçðàñòíîé
ôèçèîëîãè÷åñêîé íîðìû.

Ñ ï å ð ì î ã ð à ì ì à. Ïîêàçàòåëè ýÿêóëÿòà îöåíèâàëè
ñîãëàñíî ïðîòîêîëó Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðà-
íåíèÿ (WHO, 2010). Ïîñëå ýòîãî áûëà ñôîðìèðîâàíà
ãðóïïà ìóæ÷èí, ñòðàäàþùèõ áåñïëîäèåì, ñ ó÷åòîì ñëå-
äóþùèõ ïîêàçàòåëåé: àçîîñïåðìèÿ è ÔÑÃ� 11.0 ìÅä/ìë.

Ë à á î ð à ò î ð í à ÿ ö è ò î ã å í å ò è ÷ å ñ ê à ÿ è ì î ë å -
ê ó ë ÿ ð í î - ã å í å ò è ÷ å ñ ê à ÿ ä è à ã í î ñ ò è ê à âêëþ÷àëà
â ñåáÿ èññëåäîâàíèå êàðèîòèïà, àíàëèç êðîâè íà íàëè÷èå
ìèêðîäåëåöèé AZF ëîêóñà Y-õðîìîñîìû. Êàðèîòèï: 46,
ÕY; Y-ìèêðîäåëåöèè îòñóòñòâóþò.

Ô è ç è ê à ë ü í û å ä à í í û å. Âñå ïàöèåíòû, ñòðà-
äàþùèå áåñïëîäèåì, ÿâëÿþòñÿ ìîëîäûìè ëþäüìè â âîç-
ðàñòå 22—35 ëåò; ñîìàòè÷åñêè çäîðîâû, áåç âðåäíûõ ïðè-
âû÷åê; èíôåêöèîííûå çàáîëåâàíèÿ, âëèÿþùèå íà ñïåðìà-
òîãåíåç (â òîì ÷èñëå ýïèäåìè÷åñêèé ïàðîòèò), à òàêæå
âðîæäåííûå àíîìàëèè ðàçâèòèÿ ÿè÷åê ó ïàöèåíòîâ îòñóò-
ñòâîâàëè.

Ò å ñ ò è ê ó ë ÿ ð í à ÿ î ö å í ê à (á è î ï ñ è ÿ). Áèîïñèÿ
ÿè÷êà áûëà âûïîëíåíà ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ ïðè÷èíû àçîî-
ñïåðìèè, îïðåäåëåíèÿ ñòåïåíè ïîðàæåíèÿ ñïåðìàòîãåíå-
çà è èñêëþ÷åíèÿ îáñòðóêöèè âûâîäíûõ ñåìåííûõ ïðîòî-
êîâ. Áèîïòàòû îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì îïèñàííûõ
ðàíåå êðèòåðèåâ (Johnsen et al., 1970; De Kretser et al.,
1976; Aafjes et al., 1980; Äåìÿøêèí, 2016á).

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å. Ôðàãìåí-
òû ñåìåííèêîâ (1.0�1.0 ñì) ôèêñèðîâàëè â çàáóôåðåííîì
HCl 10%-íîì ôîðìàëèíå (ðÍ 7.2; îò 5 äî 24 ÷), äåãèäðà-
òèðîâàëè â áàòàðåå ñïèðòîâ âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè è
çàêëþ÷àëè â ïàðàôèí. Ñðåçû àóòîïòàòîâ è áèîïòàòîâ
ÿè÷åê òîëùèíîé (4—6)�10–6 ìêì ïîìåùàëè íà îáû÷íûå, à
äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ (ÈÃÕ) — íà
ñïåöèàëüíûå àäãåçèâíûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà Super Frost
Plus è äåïàðàôèíèðîâàëè ñîãëàñíî ïðèíÿòîé ñòàíäàðòíîé
ìåòîäèêå. Âïîñëåäñòâèè ñðåçû (d 5 ìêì) ëèáî îêðàøèâà-
ëè ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì (H&E) äëÿ ãèñòîëîãè÷åñêî-
ãî èññëåäîâàíèÿ, ëèáî èñïîëüçîâàëè äëÿ ÈÃÕ.

È ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é ì å ò î ä (È Ã Õ).
Ïîñëå äåïàðàôèíèçàöèè è ðåãèäðàòàöèè ïàðàôèíîâûõ
ñðåçîâ ïðîâîäèëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå
ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå â
èììóíîãèñòîñòåéíåðå Bond-Max (Leica, Ãåðìàíèÿ) äëÿ
âûÿâëåíèÿ ìàðêåðîâ àïîïòîçà â ñòðóêòóðàõ ÿè÷åê. Â êà÷å-
ñòâå ïåðâè÷íûõ èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè
àíòèòåëà ê êàñïàçå-3 (Abcam, ÑØÀ) è ê êàñïàçå-9 (Ab-
cam, ÑØÀ). Âòîðè÷íûå àíòèòåëà — óíèâåðñàëüíûå (Hi-
Def Detectionòì HRP Polymer system, Cell Marque, ÑØÀ),
ïîçâîëÿþùèå âûÿâëÿòü ìûøèíûå è êðîëè÷üè ïåðâè÷íûå
àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôåðìåíòíûì êîìïëåêñîì
íà îñíîâå ïåðîêñèäàçû õðåíà. Äëÿ äàííûõ ìàðêåðîâ âû-

ïîëíÿëè êîíòðîëüíûå ðåàêöèè äëÿ èñêëþ÷åíèÿ ïñåâäîïî-
çèòèâíûõ è ïñåâäîíåãàòèâíûõ ðåçóëüòàòîâ. Àíòèòåëà
èñïîëüçîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 100, òèòð àíòèòåë ïîäáèðà-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðà äëÿ ðàçâåäåíèÿ àíòèòåë.
ßäðà êëåòîê äîêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Ìàéåðà, ñðå-
çû ïðîìûâàëè ïîä ïðîòî÷íîé âîäîé, äåãèäðàòèðîâàëè â
96%-íîì ýòàíîëå è çàêëþ÷àëè â ãåëü Aquatex® (Andwin
Science, Ôðàíöèÿ) ïîä ïîêðîâíûå ñòåêëà.

Ó÷èòûâàÿ ñïåöèôèêó èññëåäóåìîãî îáúåêòà (ÿè÷êè),
ãäå ïîëîâûå êëåòêè ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè «ïåðåêðû-
âàþò» äðóã äðóãà, à òàêæå îñîáåííîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ, ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò ÷èñëà èì-
ìóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê (â %) è îöåíèâàëè ñòåïåíü ýêñï-
ðåññèè (ve+/–) (Carlson, 2014; Äåìÿøêèí, 2016à). Âèçóà-
ëèçàöèþ àóòîïñèéíîãî è áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëîâ âûïîë-
íÿëè íà ñâåòîîïòè÷åñêîì ìèêðîñêîïå Carl Zeiss Lab.A1
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), ñîâìåùåííîì ñ âèäåîêàìåðîé Axi-
oCam ERc5s (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Ãåðìàíèÿ) è
ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì ZEN Lite, ïðè óâåëè÷åíèÿõ
îáúåêòèâîâ 20, 40 è 100�.

Ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ â ð å æ è ì å
ð å à ë ü í î ã î â ð å ì å í è (Ï Ö Ð - Ð Â). Ôðàãìåíòû áèî-
ïòàòîâ ÿè÷åê ïîìåùàëè â ñòàáèëèçèðóþùèé ðàñòâîð
RNAlater (QIAGEN, Íèäåðëàíäû) è õðàíèëè ïðè
–70 °C. Âïîñëåäñòâèè îáðàçöû ïîäâåðãàëè ãîìîãåíèçà-
öèè ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó. Ýêñòðàêöèþ òîòàëü-
íîé ÐÍÊ ïðîèçâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ãîòîâûõ
ðåàêòèâîâ RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Íèäåðëàíäû).
Ñèíòåç êîìïëåìåíòàðíîé ÄÍÊ (êÄÍÊ) ñ ìàòðèöû ïîëó-
÷åííîé ÐÍÊ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà SuperSc-
ript™ VILO™ Master Mix (Invitrogen). Âûäåëåííûå êÄÍÊ
ïîäâåðãëè ÏÖÐ-ÐÂ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãîòîâîé ñìåñè ðåà-
ãåíòîâ ABsolute Blue QPCR Mix (Thermo Scientific, ÑØÀ)
ñ èíòåðêàëèðóþùèì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì SYBR
Green I. ÏÖÐ-ÐÂ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì StepOne
System (Applied Biosystems, ÑØÀ) è øòàòíîãî ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîâåäåí ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ïîðîãîâîãî öèêëà
(Ct) è âû÷èñëåíèÿ îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó (Schmittgen, Livak, 2008). Íîðìèðîâà-
íèå è âíóòðåííèé êîíòðîëü âûïîëíåíû îòíîñèòåëüíî
ðåôåðåíñíîãî ãåíà GAPDH. Ñòàòèñòè÷åñêèé êîíòðîëü
ïðîâîäèëè îòíîñèòåëüíî I ãðóïïû ñ íîðìàëüíûì ñïåðìà-
òîãåíåçîì (àíàëîãè÷íîãî âîçðàñòà ñ áåñïëîäíûìè ìóæ÷è-
íàìè). Ïîäáîð ïðàéìåðîâ áûë îñóùåñòâëåí íà îñíîâàíèè
îáùåäîñòóïíûõ ìàòåðèàëîâ î ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ÄÍÊ
è ìÐÍÊ ãåíîâ â áàçå äàííûõ NCBI ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììû Primer-BLAST (òàáë. 1).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïîëó÷åííûõ äàííûõ
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïàêåòà SPSS
7.5 äëÿ Windows (IBM Analytics, ÑØÀ). Êîëè÷åñòâåííûå
äàííûå, ïîëó÷åííûå â õîäå ÏÖÐ-ÐÂ, áûëè ïðîàíàëèçèðî-
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Ò à á ë è ö à 1

Èñïîëüçóåìûå ïðàéìåðû

Ãåí 5R-ïðàéìåð 3R-ïðàéìåð

BAK CACGGCAGAGAATGCCTATGA CCCAATTGATGCCACTCTCAA

BAX GTCGCCCTTTTCTACTTTGCCAG TCCAGCCCAACAGCCGCTCC

BCL2 TCCGATCAGGAAGGCTAGAGTT TCGGTCTCCTAAAAGCAGGC

BCLW TCCAGCCCAACAGCCGCTCC CAGTGGTTCCATCTCCTTGTTG

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA GAAGATGGTGATGGGATTTC



âàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàíãîâîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëè-
çà ANOVA. Äëÿ ñðàâíåíèÿ äâóõ âûáîðîê èñïîëüçîâàëè
t-êðèòåðèé ñ óðîâíåì çíà÷èìîñòè p < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê î å î ï è ñ à í è å ñ å ì å í í è -
ê î â ì ó æ ÷ è í ñ í î ð ì à ë ü í û ì ñ ï å ð ì à ò î ã å í å ç î ì
(I—III ãðóïïû). Ñòåíêè èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ îá-
ðàçîâàíû êëåòêàìè Ñåðòîëè è ïîëîâûìè êëåòêàìè, íàõî-
äÿùèìèñÿ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà (ðèñ. 1,
à—â). Âî âñåõ èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ â êàæäîé ãðóïïå
âûÿâëÿþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè ôèçèîëîãè÷åñêî-
ãî ïðîòåêàíèÿ ïðîöåññà ñïåðìàòîãåíåçà (8—10 áàëëîâ ïî
øêàëå S. Johnsen). Ñïåðìàòîãîíèè ëåæàò íà áàçàëüíîé
ìåìáðàíå, çàíèìàÿ áàçàëüíûå îòñåêè ñåìåííûõ êà-
íàëüöåâ, êëåòêè ñïåðìàòîãåííîãî ýïèòåëèÿ íà ïîñëåäóþ-
ùèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà ëîêàëèçóþòñÿ â àäëþìè-
íàëüíîì îòñåêå, à ñïåðìàòîçîèäû — â ïðîñâåòàõ êàíàëü-
öåâ. Â áîëüøèíñòâå ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ãàìåòû
îáðàçóþò îòäåëüíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ «êîëîíêó», â êî-
òîðîé âñå îíè íàõîäÿòñÿ íà îäíîé èç øåñòè ñòàäèé öèêëà
ñïåðìàòîãåíåçà. Ñïåðìàòîãîíèè, êîòîðûå íå âñòóïèëè â
ìåéîç, íåñóò ôóíêöèþ ñïåðìàòîãîíèàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê (SSC), ïîïîëíÿþùèõ ñïåðìàòîãîíèàëüíûé ïóë.
Â ñåìåííèêàõ ëèö ïîæèëîãî âîçðàñòà âèçóàëèçèðóþòñÿ
äèñòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ñïåðìàòîãåííîãî ýïèòåëèÿ
(ðèñ. 1, á), ìåñòàìè îòìå÷àåòñÿ óïëîòíåíèå âîëîêíèñòîãî
êîìïîíåíòà ïåðèòóáóëÿðíûõ ïðîñòðàíñòâ è ñòåíîê êðîâå-
íîñíûõ ñîñóäîâ. Ðàçðàñòàíèå âîëîêíèñòîé ñîåäèíèòåëü-
íîé òêàíè ñ ïðèçíàêàìè ñêëåðîçà, à òàêæå ãèàëèíîç ñòå-
íîê êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ñðåäíåãî è ìåëêîãî êàëèáðîâ
îñîáåííî çàìåòíû â ñòàð÷åñêîì âîçðàñòå (ðèñ. 1, â). Ïîÿâ-
ëåíèå àíãèîòðîôè÷åñêèõ íàðóøåíèé âûçûâàåò ñíèæåíèå
òðàíñïîðòà áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ ÷åðåç ãåìà-
òîòåñòèêóëÿðíûé áàðüåð, ïðèâîäÿ ê âûðàæåííûì äåãåíå-
ðàòèâíûì ïðîöåññàì â ïîëîâûõ êëåòêàõ. Êðîìå òîãî, ñ
âîçðàñòîì óìåíüøàåòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê Ëåéäèãà. Íå-
êîòîðûå ñåìåííûå êàíàëüöà àòðîôèðîâàíû.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê î å î ï è ñ à í è å ÿ è ÷ å ê ì ó æ -
÷ è í ñ è ä è î ï à ò è ÷ å ñ ê î é ô î ð ì î é á å ñ ï ë î ä è ÿ
(IV ã ð ó ï ï à). Â áèîïòàòàõ ÿè÷åê ó ðàçíûõ ïàöèåíòîâ íà-
áëþäàëè ðàçëè÷íóþ ìîðôîëîãè÷åñêóþ êàðòèíó: ó 8 —
ãèïîñïåðìàòîãåíåç (â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ðàñïîëàãàþòñÿ
ñïåðìàòîãîíèè è ðàçðóøåííûå ïåðâè÷íûå ñïåðìàòîöè-
òû); ó 23 — áëîê ñîçðåâàíèÿ ñ ôîêóñàìè ñóáòîòàëüíîé àï-

ëàçèè ãàìåò (åäèíè÷íûå ñïåðìàòîãîíèè); ó 9 — Ñåðòî-
ëè-êëåòî÷íûé ñèíäðîì (òîëüêî êëåòêè Ñåðòîëè); ó 2 —
òóáóëÿðíàÿ àòðîôèÿ êàíàëüöåâ. Êëåòêè Ñåðòîëè, ïîäâåð-
æåííûå àïîïòîòè÷åñêîìó ïðîöåññó, óïëîùàþòñÿ, èõ ÿäðà
ñòàíîâÿòñÿ áîëåå áàçîôèëüíûìè. Òàêæå âî âñåõ èññëåäóå-
ìûõ ñëó÷àÿõ âûÿâèëè ãèïåðïëàçèþ êëåòîê Ëåéäèãà
(ðèñ. 2). Âûÿâëåííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ïîä-
òâåðæäàþò íàëè÷èå íåñêîëüêèõ ãèñòîëîãè÷åñêèõ âàðèàí-
òîâ èçìåíåíèÿ èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ïðè èäèîïà-
òè÷åñêîé ôîðìå ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ.

Â ð å ç ó ë ü ò à ò å è ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î ã î
è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ñåìåííèêîâ âî âñåõ ãðóïïàõ îáíàðóæå-
íà ïîëîæèòåëüíàÿ èììóíîëîãè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ ñ àíòèòåëà-
ìè ê êàñïàçàì-9 è -3 â öèòîïëàçìå è ÿäðàõ ïîëîâûõ êëå-
òîê è êëåòîê Ñåðòîëè.

Ï ð è è ñ ï î ë ü ç î â à í è è à í ò è ò å ë ê ê à ñ ï à ç å-9 â
ãðóïïå ìóæ÷èí 22—35 ëåò (I) óìåðåííóþ (ve+/2) ïîëîæè-
òåëüíóþ ðåàêöèþ ïîëó÷èëè â öèòîïëàçìå ñïåðìàòîãîíè-
åâ, îòäåëüíûõ ïåðâè÷íûõ è âòîðè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, à
òàêæå â ñïåðìàòèäàõ è êëåòêàõ Ëåéäèãà (ve+/2) (ðèñ. 3, a).
Ó ïîæèëûõ ìóæ÷èí (II) óìåðåííî âûðàæåííàÿ ðåàêöèÿ
(ve+/2) èìåëà ìåñòî â ÿäðàõ ñïåðìàòîãîíèåâ è öèòîïëàç-
ìå ñïåðìàòîöèòîâ I è II ïîðÿäêîâ (ðèñ. 3, á). Ó ìóæ÷èí
ñòàð÷åñêîãî âîçðàñòà (III) èììóíîïîçèòèâíûìè áûëè öè-
òîïëàçìà è ÿäðà ñïåðìàòîãîíèåâ è ñïåðìàòîöèòîâ I òèïà
(ðèñ. 3, â). Â êëåòêàõ Ñåðòîëè ó ìóæ÷èí ñ íîðìàëüíûì
ñïåðìàòîãåíåçîì (ãðóïïû I—III) èììóíîãèñòîõèìè÷åñêî-
ãî îêðàøèâàíèÿ íå âûÿâëÿëè (ve–).

Ïðè áëîêå ñîçðåâàíèÿ â èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöàõ
îòìå÷åíà óìåðåííàÿ èììóííàÿ ðåàêöèÿ íà êàñïàçó-9 â öè-
òîïëàçìå ñïåðìàòîãîíèåâ (ve+/2) (ðèñ. 4, a), ïðè ôîêàëü-
íîì âàðèàíòå Ñåðòîëè-êëåòî÷íîãî ñèíäðîìà — ñëàáîå
îêðàøèâàíèå (ve–/2) â öèòîïëàçìå åäèíè÷íûõ ñïåðìàòî-
ãîíèåâ. Ïðè Ñåðòîëè-êëåòî÷íîì ñèíäðîìå èììóíîìå÷å-
íèå ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê êàñïàçå-9 îáíàðóæåíî â
ÿäðàõ íåìíîãî÷èñëåííûõ êëåòîê Ñåðòîëè (ðèñ. 4, á). Íè â
îäíîì èç ãèñòîòèïîâ èäèîïàòè÷åñêîãî áåñïëîäèÿ â êëåò-
êàõ Ëåéäèãà è â ìèîèäíûõ êëåòêàõ êàñïàçû-9 íå âûÿâëå-
íî (ve–).

Ï ð è è ñ ï î ë ü ç î â à í è è à í ò è ò å ë ê ê à ñ ï à ç å - 3
ó ìîëîäûõ ëþäåé (I ãðóïïà) íàáëþäàëè óìåðåííóþ ïîëî-
æèòåëüíóþ ðåàêöèþ (ve+/2) â öèòîïëàçìå ñïåðìàòîãîíè-
åâ è îòäåëüíûõ ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ, ðàñïîëîæåí-
íûõ áëèæå ê áàçàëüíîé ìåìáðàíå èçâèòîãî ñåìåííîãî êà-
íàëüöà, à òàêæå â êëåòêàõ Ëåéäèãà (ðèñ. 5, à). Òàêæå
óìåðåííîå îêðàøèâàíèå îòìå÷àëè ó ïîæèëûõ ìóæ÷èí
(II ãðóïïà): â öèòîïëàçìå ñïåðìàòîãîíèåâ, ñïåðìàòîöèòîâ
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Ðèñ. 1. Âíåøíèé âèä èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ïðè íîðìàëüíîì ñïåðìàòîãåíåçå.

à — â âîçðàñòå 22—35 ëåò, á — 64—75 ëåò, â — 75—90 ëåò. Ñ âîçðàñòîì îòìå÷àþòñÿ ðàçðàñòàíèå âîëîêíèñòîãî êîìïîíåíòà ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâà,
ìåñòàìè ñ ïðèçíàêàìè ñêëåðîçà, à òàêæå ãèàëèíîç ñòåíîê àðòåðèé ñðåäíåãî è ìåëêîãî êàëèáðîâ. Íàðóøåíèÿ ñîñóäèñòîé ïðîâîäèìîñòè ïðèâîäÿò ê äè-

ñòðîôè÷åñêèì èçìåíåíèÿì ïîëîâûõ êëåòîê è ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà êëåòîê Ëåéäèãà. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì. Óâåë. 20�.
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Ðèñ. 2. Ðàçëè÷íûå âàðèàíòû ãèñòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ïðè èäèîïàòè÷åñêîì áåñïëîäèè.

à — ãèïîñïåðìàòîãåíåç (â öåíòðå — ðàçðóøåííûå ñïåðìàòîöèòû); á — áëîê ñîçðåâàíèÿ (åäèíè÷íûå ñïåðìàòîãîíèè); â — Ñåðòîëè-êëåòî÷íûé ñèíä-
ðîì (êëåòêè Ñåðòîëè ñ äèñòðîôè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè); ã — òóáóëÿðíàÿ àòðîôèÿ (ïîëîâûå êëåòêè, êëåòêè Ñåðòîëè è Ëåéäèãà îòñóòñòâóþò; ãèàëèíîç

êàíàëüöåâ). Ñòðåëêàìè óêàçàíû õàðàêòåðíûå ãèñòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ. Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì. Óâåëè÷åíèå 40�.

Ðèñ. 3. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå êàñïàçû-9 â êëåòêàõ èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ïðè íîðìàëüíîì ñïåðìàòîãåíåçå.

à — ñåìåííèêè ìóæ÷èí â âîçðàñòå 22—25 ëåò, á — 64—75 ëåò, â — 75—90 ëåò. Sg — ñïåðìàòîãîíèè, St1 — ïåðâè÷íûå ñïåðìàòîöèòû, St2 — âòîðè÷-
íûå ñïåðìàòîöèòû, Sd — ñïåðìàòèäû (êðóãëûå), SÑ — êëåòêè Ñåðòîëè. ßäðà êëåòîê äîêðàøåíû ãåìàòîêñèëèíîì. Óâåë.: à — 100�, á, â — 80�.

Ðèñ. 4. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå êàñïàçû-9 â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ïðè èäèîïàòè÷åñêîé ôîðìå ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ.

à — áëîê ñîçðåâàíèÿ, á — Ñåðòîëè-êëåòî÷íûé ñèíäðîì. Sg — ñïåðìàòîãîíèè, SC — êëåòêè Ñåðòîëè. ßäðà êëåòîê äîêðàøåíû ãåìàòîêñèëèíîì.
Óâåë. 100�.



I è II òèïîâ è â íåêîòîðûõ îáðàçöàõ â ÿäðàõ ïåðâè÷íûõ
ñïåðìàòîöèòîâ (ðèñ. 5, á). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó ìóæ-
÷èí ñòàð÷åñêîãî âîçðàñòà (III ãðóïïà) âèçóàëèçèðîâàëè
èììóíîìå÷åíèå âî âòîðè÷íûõ ñïåðìàòîöèòàõ è ñïåðìà-
òèäàõ (ðèñ. 5, â).

Â ãðóïïå ìóæ÷èí ñ áåñïëîäèåì (IV ãðóïïà) âûðàæåí-
íóþ ðåàêöèþ (ve+/3) â âèäå ïëîòíîãî îêðàøèâàíèÿ â öè-
òîïëàçìå è ÿäðàõ íàáëþäàëè â ñïåðìàòîãîíèÿõ ïðè ãè-
ïîñïåðìàòîãåíåçå (ðèñ. 6, a), áëîêå ñîçðåâàíèÿ (ðèñ. 6, á)
è ïðè ôîêàëüíîì âàðèàíòå Ñåðòîëè-êëåòî÷íîãî ñèíäðîìà
(ðèñ. 6, â); â âèäå «ìåëêîäèñïåðñíîé ñåòî÷êè» (ve+/2) —
â ÿäðàõ êëåòîê Ñåðòîëè ïðè êëàññè÷åñêîì âàðèàíòå Ñåð-
òîëè-êëåòî÷íîãî ñèíäðîìà (ðèñ. 6, ã) ñ ïåðåõîäîì â òó-
áóëÿðíóþ àòðîôèþ. Â ñëó÷àÿõ áëîêà ñîçðåâàíèÿ èíòåí-
ñèâíîå èììóíîìå÷åíèå îòìå÷àëè â ÿäðàõ äåãåíåðàòèâíî
èçìåíåííûõ ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòîöèòîâ. Â öåëîì ïðîñëå-
æèâàåòñÿ ïðÿìàÿ çàâèñèìîñòü ëîêàëèçàöèè è èíòåíñèâíî-
ñòè îêðàøèâàíèÿ îò ñòàäèè ïîðàæåíèÿ — îò ëåãêîé (ãè-

ïîñïåðìàòîãåíåç) ê òÿæåëîé (òóáóëÿðíàÿ àòðîôèÿ, ãèàëè-
íîç êàíàëüöåâ) ñ îòðèöàòåëüíîé äèíàìèêîé. Êðîìå òîãî,
äèôôóçíîå îêðàøèâàíèå îáíàðóæèëè â êëåòêàõ Ëåéäèãà
ïðè áëîêå ìåéîçà è êëàññè÷åñêîì Ñåðòîëè-êëåòî÷íîì
ñèíäðîìå.

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê î é î á ð à -
á î ò ê è ä à í í û õ, óðîâåíü ýêñïðåññèè êàñïàçû-9, àêòèâà-
öèÿ êîòîðîé ïðîèñõîäèò ïðè ðåàëèçàöèè ìèòîõîíäðèàëü-
íîãî ïóòè àïîïòîçà, â ñïåðìàòîãîíèÿõ ñ íîðìàëüíûì
ñïåðìàòîãåíåçîì íàõîäèòñÿ ïðèìåðíî íà îäíîì óðîâíå
(äîëÿ ìå÷åíûõ ñïåðìàòîãîíèåâ ñîñòàâëÿåò ó ìîëîäûõ
ìóæ÷èí — 39.5 � 0.33 %, ó ïîæèëûõ — 35.6 � 0.44, ó
ñòàðèêîâ — 32.2 � 0.28 %; òàáë. 2) è ñíèæåí ïðè èäèîïà-
òè÷åñêîé ôîðìå ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ íà ñòàäèè ãèïîñïåð-
ìàòîãåíåçà (22.0 � 0.22 %). Îäíàêî ïðè äàëüíåéøåì ðàç-
âèòèè ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé ýòîò ïîêàçàòåëü âîçðàñ-
òàåò è ïðè ôîêàëüíîì âàðèàíòå Ñåðòîëè-êëåòî÷íîãî
ñèíäðîìà ñîñòàâëÿåò óæå 72.0 � 0.41 %.
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Ðèñ. 5. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå êàñïàçû-3 â êëåòêàõ èçâèòûõ ñåìåííûõ êàíàëüöåâ ïðè íîðìàëüíîì ñïåðìàòîãåíåçå.

à — ñåìåííèêè ìóæ÷èí â âîçðàñòå 22—25 ëåò, á — 64—75 ëåò, â — 75—90 ëåò. Sg — ñïåðìàòîãîíèè, St1 — ïåðâè÷íûå ñïåðìàòîöèòû, St2 — âòîðè÷-
íûå ñïåðìàòîöèòû, Sd — ñïåðìàòèäû (êðóãëûå), Sz — ñïåðìàòîçîèäû, SC — êëåòêè Ñåðòîëè, LC — êëåòêè Ëåéäèãà, Md — ìèîèäíûå êëåòêè. ßäðà

êëåòîê äîêðàøåíû ãåìàòîêñèëèíîì. Óâåë. 100�.

Ðèñ. 6. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå êàñïàçû-3 â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ ïðè èäèîïàòè÷åñêîé ôîðìå ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ.

a — ãèïîñïåðìàòîãåíåç, á — áëîê ñîçðåâàíèÿ, â — ôîêàëüíûé âàðèàíò Ñåðòîëè-êëåòî÷íîãî ñèíäðîìà, ã — Ñåðòîëè-êëåòî÷íûé ñèíäðîì. Sg — ñïåð-
ìàòîãîíèè, StD — ïåðâè÷íûå ñïåðìàòîöèòû ñ äèñòðîôè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè, SC — êëåòêè Ñåðòîëè. ßäðà êëåòîê äîêðàøåíû ãåìàòîêñèëèíîì.

Óâåë. 100�.
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Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ êàñïàç-9 è -3 â ñïåðìàòîãîíèÿõ ïðè íîðìàëüíîì è íàðóøåííîì ñïåðìàòîãåíåçå
(èäèîïàòè÷åñêîå áåñïëîäèå)

Ãðóïïà
Äîëÿ ñïåðìàòîãîíèåâ,

ÈÃÕ-ïîçèòèâíûõ íà êàñïàçó-9, %
Äîëÿ ñïåðìàòîãîíèåâ,

ÈÃÕ-ïîçèòèâíûõ íà êàñïàçó-3, %

I 39.5 � 0.33 60.1 � 0.44

II 35.6 � 0.44à 78.2 � 1.2à

III 32.2 � 0.28à 87.3 � 0.9à

IV (ãèïîñïåðìàòîãåíåç) 22.0 � 0.22á 90.1 � 1.1á

IV (áëîê ñîçðåâàíèÿ) 64.3 � 0.39á 91.2 � 0.9á

IV (ôîêàëüíûé âàðèàíò ÑÊÑ) 72.0 � 0.41á 93.0 � 0.88á

IV (êëàññè÷åñêèé âàðèàíò ÑÊÑ) 0 0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à — ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ (ïðè p < 0.05) ìåæäó I, II è III êîíòðîëüíûìè ãðóïïàìè.
á — Ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ (ïðè p < 0.05) ìåæäó êîíòðîëüíîé ãðóïïîé I è ãðóïïîé ëèö, ñòðàäàþùèõ áåñïëî-
äèåì.

Ðèñ. 7. Ýêñïðåññèÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ BAK è BAX â ñåìåííèêàõ ïàöèåíòîâ ñ íîðìàëüíûì ñïåðìàòîãåíåçîì (ãðóïïà I) è ïðè
èäèîïàòè÷åñêîì áåñïëîäèè (ãðóïïà IV).

Ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè, óñë. åä. ÊÐ — êîíòðîëü (I ãðóïïà, 22—35 ëåò), ÃÑ — ãèïîñïåðìàòîãåíåç, ÁÌ — áëîê ìåéîçà,
ÑÊÑ — Ñåðòîëè-êëåòî÷íûé ñèíäðîì. Çâåçäî÷êà — ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ, p < 0.05.

Ðèñ. 8. Ýêñïðåññèÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ BCL2 è BCLW â ñåìåííèêàõ ïàöèåíòîâ ñ íîðìàëüíûì ñïåðìàòîãåíåçîì (ãðóïïà I) è
ïðè èäèîïàòè÷åñêîì áåñïëîäèè (ãðóïïà IV).

Ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè, óñë. åä. ÊÐ — êîíòðîëü (I ãðóïïà, 22—35 ëåò), ÃÑ — ãèïîñïåðìàòîãåíåç, ÁÌ — áëîê ìåéîçà,
ÑÊÑ — Ñåðòîëè-êëåòî÷íûé ñèíäðîì. Çâåçäî÷êà — ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ, p < 0.05.



Äîëÿ ñïåðìàòîãîíèåâ, â êîòîðûõ â ðåçóëüòàòå èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè âûÿâëÿëè êàñïàçó-3, ÿâëÿþ-
ùóþñÿ ìàðêåðîì ôèíàëüíûõ ñòàäèé àïîïòîçà, â ñëó÷àå
íîðìàëüíîãî ñïåðìàòîãåíåçà ñîñòàâëÿëà: I ãðóïïà —
60.1 � 0.44 %, II — 78.2 � 1.2 %, III — 87.3 � 0.9
(òàáë. 2). Òàêèì îáðàçîì, àïîïòîòè÷åñêèå ïðîöåññû íàè-
áîëåå õàðàêòåðíû äëÿ ñïåðìàòîãîíèåâ ìóæ÷èí ñòàð÷å-
ñêîãî âîçðàñòà. Ïðè èäèîïàòè÷åñêîì áåñïëîäèè íàáëþäà-
ëè ðåçêîå ïîâûøåíèå äîëè ìå÷åíûõ ñïåðìàòîãîíèåâ
(â ñðåäíåì 91.4 � 1.1 %).

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â ï î ñ ð å ä ñ ò â î ì
Ï Ö Ð - Ð Â. Â õîäå îöåíîêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ,
ïðîäóêòû êîòîðûõ îòâåòñòâåííû çà âíóòðèêëåòî÷íóþ ðå-
ãóëÿöèþ àïîïòîçà, áûëè âûÿâëåíû ñóùåñòâåííûå ñòàòè-
ñòè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ (p < 0.05) êàê ìåæäó èññëåäóåìûìè
îáðàçöàìè ôðàãìåíòîâ áèîïòàòîâ ÿè÷åê ãðóïïû IV (èäèî-
ïàòè÷åñêîå áåñïëîäèå) c ðàçíûìè ïàòîìîðôîëîãè÷åñêè-
ìè ôîðìàìè, îáíàðóæåííûìè â õîäå ãèñòîëîãè÷åñêîãî
èññëåäîâàíèÿ, òàê è ïðè èõ ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì. Âûÿâ-
ëåíî çíà÷èòåëüíîå ïîâûøåíèå îòíîñèòåëüíîãî óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ âíóòðåííåãî ïóòè
BAX è BAK, íàèáîëåå âûðàæåííîå â ãðóïïå ïàöèåíòîâ ñ
ãèïîñïåðìàòîãåíåçîì (ðèñ. 7). Íàïðîòèâ, ýêñïðåññèÿ àí-
òèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ BCL2 è BCLW îêàçàëàñü ñíèæåí-
íîé. Ïðè ýòîì îáíàðóæåíî, ÷òî çíà÷åíèÿ îòíîñèòåëüíîé
ýêñïðåññèè ãåíà BCLW çíà÷èòåëüíî íèæå êîíòðîëüíîãî
óðîâíÿ âî âñåõ èññëåäîâàííûõ ãðóïïàõ ïàöèåíòîâ ñ èäèî-
ïàòè÷åñêèì áåñïëîäèåì íåçàâèñèìî îò åãî ïàòîìîðôî-
ëîãè÷åñêîé ôîðìû, â òî âðåìÿ êàê óðîâåíü ýêñïðåññèè
BCL2 èçìåíåí óìåðåííî (ðèñ. 8).

Îáñóæäåíèå

Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, îñíîâàíèåì äëÿ ïðîâåäåíèÿ
äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëè äâå ïðè÷èíû: àêòóàëü-
íîñòü ïðîáëåìû ìóæñêîãî èäèîïàòè÷åñêîãî áåñïëîäèÿ
êàê òàêîâàÿ è âûÿâëåííàÿ íàìè ðàíåå íåòèïè÷íàÿ äëÿ ãè-
ñòîãåíåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ «ðàçáàëàíñèðîâêà» ñîîòíî-
øåíèÿ ïðîëèôåðàöèè—àïîïòîçà — ïàðàëëåëüíîå ñíèæå-
íèå àêòèâíîñòè îáîèõ ïðîöåññîâ ó ïàöèåíòîâ ñ èäèîïà-
òè÷åñêèì áåñïëîäèåì (Äåìÿøêèí, 2016à). Ñðàâíèòåëüíîå
èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ àïîïòîçà
êëåòêàìè ñåìåííèêîâ ïðè íîðìàëüíîì è íàðóøåí-
íîì ñïåðìàòîãåíåçå äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðè÷èíû ñíèæåíèÿ
àêòèâíîñòè àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ñîïðîâîæäàþ-
ùèõñÿ ñíèæåíèåì èíòåíñèâíîñòè êëåòî÷íîé ïðîëèôå-
ðàöèè, ÿâèëîñü îñíîâíîé çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäî-
âàíèÿ. Äëÿ ýòîãî áûëî èçó÷åíî ïðèñóòñòâèå â ïîëîâûõ
è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÿè÷êà ïðè èäèîïàòè÷åñêîé ôîð-
ìå ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ äâóõ òèïîâ êàñïàç — îòâå÷àþ-
ùåé çà èíèöèàöèþ (êàñïàçà-9) è çàâåðøåíèå (êàñïàçà-3)
àïîïòîçà. Ïðè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ êàñïà-
çà-9 è -3 âûâëÿþòñÿ â öèòîïëàçìå àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê
(Dabbs, 2014). Âî âñåõ èññëåäîâàííûõ ãðóïïàõ ìóæ÷èí
(êàê ïðè áåñïëîäèè, òàê è ó ìóæ÷èí òîãî æå âîçðàñòà
ñ íîðìàëüíûì ñïåðìàòîãåíåçîì) îòìå÷àëè èììóíîãèñ-
òîõèìè÷åñêîå ìå÷åíèå ñïåðìàòîãîíèåâ. Ïîçèòèâíóþ
ðåàêöèþ ñ êàñïàçîé-9 íàáëþäàëè â íîðìå íà âñåõ ñòàäè-
ÿõ ðàçâèòèÿ ïîëîâûõ êëåòîê, è àêòèâíîñòü ðåàêöèè ïî-
íèæàëàñü îò ñòàäèè ñïåðìàòîãîíèåâ ê ñòàäèè ïåðâè÷-
íûõ ñïåðìàòîöèòîâ. Âûñîêèå óðîâíè ýêñïðåññèè êàñïà-
çû-3 (ôèíàëüíîãî çâåíà àïîïòîòè÷åñêîãî êëåòî÷íîãî
êàñêàäà) íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ñïåðìàòîãåíåçà îáíàðóæè-
ëè â ïîëîâûõ êëåòêàõ ó ïîæèëûõ ìóæ÷èí (II ãðóïïà) è

ìóæ÷èí ñòàð÷åñêîãî âîçðàñòà (III ãðóïïà). Íà ýòîì îñíî-
âàíèè ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â íîðìå ñ âîçðàñòîì
â ïðîöåññå ñïåðìàòîãåíåçà íàðóæíûé ïóòü àïîïòîçà íà-
÷èíàåò «äîìèíèðîâàòü» íàä âíóòðåííèì ïóòåì, â ïðîöåñ-
ñå êîòîðîãî êàñïàçû-9 è -3 ó÷àñòèÿ íå ïðèíèìàþò
(ðèñ. 9).

Ïðè ãèïîñïåðìàòîãåíåçå èíòåíñèâíîñòü èììóíîãè-
ñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ïîëîâûõ êëåòîê íà âñåõ
ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ íå óâåëè÷èâàëàñü, â òî âðåìÿ êàê ïðè
ôîêàëüíîì âàðèàíòå ÑÊÑ îáíàðóæèëè óñèëåíèå ìå÷åíèÿ
îáåèõ èçó÷åííûõ êàñïàç. Ó ìóæ÷èí, ñòðàäàþùèõ íåîáñò-
ðóêòèâíîé àçîîñïåðìèåé, îñîáåííî â ñëó÷àå áëîêà ñîçðå-
âàíèÿ, óâåëè÷åíèå ÷èñëà ñïåðìàòîãîíèåâ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ êàñïàçó-9, ò. å. íàõîäÿùèõñÿ íà òåðìèíàëüíîé ñòàäèè
àïîïòîçà, êîððåëèðîâàëëî ñ óñèëåíèåì ýêñïðåññèè ýô-
ôåêòîðíîé êàñïàçû-3 â ñïåðìàòîãîíèÿõ.
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Ðèñ. 9. Ñõåìà ðåàëèçàöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé àïîïòîçà â ìóæ-
ñêèõ ïîëîâûõ êëåòêàõ.

Ïðèêðåïëåíèå ëèãàíäà (FasL) ê ðåöåïòîðó ñìåðòè (Fas) ïðèâîäèò ê àêòè-
âàöèè àäàïòåðà (FADD), ñ êîòîðûì ñâÿçàíà ïðîêàñïàçà-8. Ïî ðåöåïòîð-
íî-îïîñðåäîâàííîìó ñèãíàëüíîìó ïóòè (ñèíèå ñòðåëêè) êàñïàçà-8 íà-
ïðÿìóþ àêòèâèðóåò ýôôåêòîðíóþ êàñïàçó-3 — «èñïîëíèòåëÿ» ïðîãðàì-
ìû ãèáåëè êëåòêè. Åñëè êîíöåíòðàöèÿ êàñïàçû-8 ñëèøêîì íèçêàÿ äëÿ
ïðÿìîé àêòèâàöèè ýôôåêòîðíûõ êàñïàç, òî ìîæåò áûòü çàïóùåí ìèòî-
õîíäðèàëüíûé ïóòü àïîïòîçà (êðàñíûå ñòðåëêè). Ñ ó÷àñòèåì êàñïàçû-8
ïðîèñõîäèò ðàñùåïëåíèå áåëêà Bid ñ îáðàçîâàíèåì tBid, êîòîðûé ïåðå-
ìåùàåòñÿ â ìèòîõîíäðèè, ãäå àêòèâèðóåò Bax è Bak, ïîäâåðãàÿ èõ îëè-
ãîìåðèçàöèè ñ ôîðìèðîâàíèåì Bax/Bak-ìåãàêàíàëîâ â íàðóæíîé ìè-
òîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíå. ×åðåç ýòè êàíàëû ìàòðèêñíûé öèòîõðîì ñ
âûñâîáîæäàåòñÿ â öèòîçîëü, òåì ñàìûì èíèöèèðóÿ âíóòðåííèé ñèãíàëü-
íûé ïóòü àïîïòîçà. Ïàðàëëåëüíî â öèòîïëàçìå îáðàçóþòñÿ êîìïëåêñû
àêòèâàòîðà êàñïàç — CARD-äîìåíà ñ Apaf-1 è ïðîêàñïàçàìè-9. Öèòî-
õðîì ñ ñâÿçûâàåòñÿ ñ áåëêîì Apaf-1, èíäóöèðóÿ åãî îëèãîìåðèçàöèþ è
âçàèìîäåéñòâèå ñ äATÔ è ïðîêàñïàçîé-9, ôîðìèðóþùàÿñÿ àïîïòîñîìà
àêòèâèðóåò êàñïàçó-9, êîòîðàÿ ìîæåò êîîïåðèðîâàòü ñ êàñïàçîé-8 äëÿ çà-
ïóñêà ýôôåêòîðíûõ êàñïàç-3. Ïîñëåäíèå ÷åðåç ÄÍÊàçû CAD è ROCK
ïðèâîäÿò ê ôðàãìåíòàöèè ÿäðà è ðàçðóøåíèþ ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà
(ïðåæäå âñåãî àêòèíîâûõ ìèîôèëàìåíòîâ). Ðåöåïòîðíî-îïîñðåäîâàí-
íûé ñèãíàëüíûé ïóòü àïîïòîçà ïðåîáëàäàåò â ìóæñêèõ ïîëîâûõ êëåòêàõ
(â ïåðâóþ î÷åðåäü â ñïåðìàòîãîíèÿõ) ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì òå÷åíèè
ñïåðìàòîãåíåçà âî âñåõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ (ïðè ýòîì åãî èíòåíñèâ-
íîñòü óâåëè÷èâàåòñÿ ñ âîçðàñòîì), à ìèòîõîíäðèàëüíûé ïóòü äîìèíèðó-
åò ó ìîëîäûõ ìóæ÷èí ñ èäèîïàòè÷åñêîé ôîðìîé ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ

(êðàñíûå ñòðåëêè).



Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ÷ðåçìåðíîì óâåëè÷åíèè ÷èñëà ïî-
ëîâûõ êëåòîê èëè ïðè èõ ïîâðåæäåíèè êëåòêè Ñåðòîëè
èíäóöèðóþò àïîïòîç ÷àñòè ïîëîâûõ êëåòîê ïóòåì àêòèâà-
öèè êàñïàç äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîãî áàëàíñà,
êîòîðûé õàðàêòåðåí äëÿ íîðìàëüíîãî òå÷åíèÿ ñïåðìàòî-
ãåíåçà, ñàìè êëåòêè Ñåðòîëè ïðè ýòîì ìîãóò ïîãèáàòü
(Gibbs et al., 2011; Almeida et al., 2013; Äåìÿøêèí, 2016à).
Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê Ñåðòîëè ñ ïîëîæèòåëüíîé
ðåàêöèåé íà êàñïàçû-9 è -3 ó ìóæ÷èí ñ ÑÊÑ ïîäòâåðæäà-
åò êëþ÷åâóþ ðîëü êàñïàç â ñíèæåíèè êîëè÷åñòâà ñïåðìà-
òîçîèäîâ â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ è ýÿêóëÿòå ïðè äàííîì
íàðóøåíèè ñïåðìàòîãåíåçà.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èììóíîãèñòîõèìè÷å-
ñêîãî âûÿâëåíèÿ êàñïàç-9 è -3 â êëåòêàõ ñåìåííèêîâ ðàç-
ëè÷àþòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè íàðóøåíèÿ ïðîöåññà
ñïåðìàòîãåíåçà. Ïðè ñëàáîâûðàæåííîì íàðóøåíèè ñïåð-
ìàòîãåíåçà ïðîèñõîäèò îêðàøèâàíèå öèòîïëàçìû ñïåð-
ìàòîãîíèåâ, êëåòêè Ñåðòîëè ïðè ýòîì íå ìåòÿòñÿ. Ïðè
êëàññè÷åñêîì âàðèàíòå ÑÊÑ ÷àñòü ñïåðìàòîãîíèåâ è êëå-
òîê Ëåéäèãà íå îêðàøèâàåòñÿ ïðè âûÿâëåíèè êàñïàç-3
è -9, íî ïîÿâëÿåòñÿ èììóíîìå÷åíèå â åäèíè÷íûõ êëåòêàõ
Ñåðòîëè. Â òÿæåëûõ ñëó÷àÿõ (òóáóëÿðíàÿ àòðîôèÿ) ýêñï-
ðåññèÿ ìàðêåðîâ àïîïòîçà îòìå÷àåòñÿ äàæå â êëåòêàõ ïå-
ðèòóáóëÿðíîãî îêðóæåíèÿ, ìèîèäíûõ êëåòêàõ.

Âûÿâëåííàÿ «ìîçàèêà» ðåçóëüòàòîâ èììóíîãèñòî-
õèìè÷åñêîé ðåàêöèè íà êàñïàçû-9 è -3 â ïîëîâûõ è ñîìà-
òè÷åñêèõ êëåòêàõ ñåìåííèêîâ ïðè èäèîïàòè÷åñêîé ôîð-
ìå ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ óêàçûâàåò íà ïåðñïåêòèâíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ ìàðêåðîâ äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé
äèàãíîñòèêè ðàçëè÷íûõ ôîðì áåñïëîäèÿ, à òàêæå ïðè
àíàëèçå êëåòî÷íîãî áàëàíñà ñïåðìàòîãåííîãî öèêëà â
íîðìå.

Ñ ó÷åòîì òîæäåñòâåííîñòè îñíîâíûõ ñîáûòèé æåí-
ñêîãî è ìóæñêîãî ãàìåòîãåíåçà è ñõîäñòâà ôîðìèðîâàíèÿ
ìóæñêèõ è æåíñêèõ ãîíàä â ýìáðèîíàëüíîì ïåðèîäå (ñòà-
äèÿ èíäèôôåðåíòíîé ãîíàäû) ïîëåçíî ðàññìîòðåòü ïî-
ëó÷åííûå ôàêòû ñ ïîçèöèè çàêîíîìåðíîñòåé ãèñòîãåíå-
çà (Carlson, 2014). Ïðèíöèïèàëüíîå îòëè÷èå îîãåíåçà îò
ñïåðìàòîãåíåçà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ñàìûå ðàííèå ñòà-
äèè îîãåíåçà (äî ïåðâè÷íûõ îîöèòîâ) ïðîõîäÿò âíóòðè-
óòðîáíî. Ïîääåðæàíèå ÷èñëà æåíñêèõ ïîëîâûõ êëåòîê
â ýòîò ïåðèîä îáåñïå÷èâàåòñÿ çà ñ÷åò áàëàíñà ìåæäó
ïðîöåññàìè ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà. Ïî âñåé âåðîÿò-
íîñòè, â ìóæñêîì îðãàíèçìå îñóùåñòâëÿåòñÿ àíàëîãè÷-
íûé ïðîöåññ, íî óæå â ïîñòíàòàëüíîé ñòàäèè ñïåðìàòî-
ãåíåçà.

Èçìåíåíèå áàëàíñà àêòèâíîñòè ãåíîâ â ñòîðîíó óâå-
ëè÷åíèÿ ýêñïðåññèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ (BAK è
BAX) è ñíèæåíèÿ ýêñïðåññèè àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ
(BCL2 è BCLW) ñïîñîáñòâóåò èíäóêöèè àïîïòîçà óæå íà
ðàííèõ ñòàäèÿõ ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ.

Ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà îòíîñèòåëüíîãî óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ðåãóëÿöèþ àïîïòîçà,
âûÿâëåíû ñóùåñòâåííûå îòëè÷èÿ ÿè÷åê ïàöèåíòîâ ñ èäè-
îïàòè÷åñêèì áåñïëîäèåì ñ ðàçíûìè ôîðìàìè ïàòîëîãè-
÷åñêîãî ñïåðìàòîãåíåçà îò êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ, ïîëó-
÷åííûõ ó ìóæ÷èí ñ íîðìàëüíûì ñïåðìàòîãåíåçîì.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êëåòêè Ëåéäèãà îêàçàëèñü êàñïà-
çîïîçèòèâíûìè â áèîïòàòàõ ó ìóæ÷èí, ñòðàäàþùèõ áåñ-
ïëîäèåì, ïðè íîðìàëüíîì ñïåðìàòîãåíåçå â íèõ íå áû-
ëî âûÿâëåíî àïîïòîòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ, ÷òî ïîäòâåðæäà-
åòñÿ ïðåäûäóùèìè èññëåäîâàíèÿìè (Hibi et al., 2017),
îäíàêî ñìåðòü êëåòîê Ëåéäèãà èíîãäà íàáëþäàëàñü
ïðè áëîêå ìåéîçà. Ãèïåðòðîôèÿ êëåòîê Ëåéäèãà è «ìàñ-
ñèâíûé» àïîïòîç îáíàðóæåíû ïðè ÑÊÑ. Äàííûå äðóãèõ

àâòîðîâ òàêæå óêàçûâàþò íà ñâÿçü ýòèõ ïðîöåññîâ ñ íàðó-
øåíèåì ýêñïðåññèè àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ (Kim
et al., 2007; Hibi et al., 2017). Òàêèì îáðàçîì, âåðîÿòíî,
÷òî êëåòêè Ëåéäèãà ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîçó âòîðè÷íî, â
îòâåò íà àïîïòîç ìóæñêèõ ãàìåò â ïîðàæåííûõ ñåìåí-
íûõ êàíàëüöàõ. Ïðîèñõîäÿùèå ïðè ýòîì ïàòîëîãè÷åñêèå
ïðîöåññû â ñåìåííûõ êàíàëüöàõ, à òàêæå äèñòðîôè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ ïîëîâûõ êëåòîê â ïîæèëîì è îñîáåííî â ñòàð-
÷åñêîì âîçðàñòå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðîÿâëåíèÿ
«íåêðîïòîçà», îïèñàííîãî â ýêñïåðèìåíòå íà ñàìöàõ
ìûøåé (Galluzzi et al., 2011; Ferreira et al., 2017; Li et al.,
2017).

Óìåíüøåíèå ÷èñëà ïîëîâûõ êëåòîê ïðè ãèïîñïåðìà-
òîãåíåçå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñíèæåíèÿ ÷èñëåííîñòè êëå-
òîê Ñåðòîëè ïîñðåäñòâîì àïîïòîçà è ïîðàæåíèåì ìèòî-
õîíäðèé ïîëîâûõ êëåòîê íà ñòàäèè ïåðâè÷íûõ ñïåðìàòî-
öèòîâ, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ
àâòîðîâ (Almeida et al., 2013; Leung et al., 2017).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå, à òàêæå ñîïîñòàâëåíèå èõ
ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàíèé, âûïîëíåííûõ ñ
ïðèìåíåíèåì èíûõ ìàðêåðîâ, òàêæå îòâåòñòâåííûõ çà
ïðîãðàììèðîâàííóþ ãèáåëü êëåòîê (Sessler et al., 2013;
Vanhoutteghem et al., 2014; Lambrot et al., 2015; Wang
et al., 2015; Hu et al., 2017; Leung et al., 2017), ïîçâîëÿþò
ïîëàãàòü, ÷òî ðåøàþùóþ ðîëü â ðàçâèòèè èäèîïàòè÷å-
ñêîé ôîðìû ìóæñêîãî áåñïëîäèÿ èãðàþò ïîâðåæäåíèÿ
àóòîêðèííîãî àïïàðàòà êëåòîê Ñåðòîëè. Îñíîâûâàÿñü íà
äàííûõ î ãèñòîôèçèîëîãèè ñïåðìàòîãåíåçà â ðàçíûõ âîç-
ðàñòíûõ ãðóïïàõ, ìû ìîæåì îòìåòèòü, ÷òî äàííûé ïî-
âðåæäàþùèé ôàêòîð äåéñòâóåò óæå ó ìàëü÷èêîâ â ïðåïó-
áåðòàòíîì ïåðèîäå îíòîãåíåçà. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïðè íàðóøåíèè ôèçèîëîãè÷åñêîãî
òå÷åíèÿ ñïåðìàòîãåíåçà ïðîèñõîäèò ãèáåëü ñïåðìàòîãî-
íèé, òîãäà êàê êëåòêè Ñåðòîëè îñòàþòñÿ òîëåðàíòíûìè ê
äåéñòâèþ ôàêòîðîâ, âûçûâàþùèõ êëåòî÷íóþ ñìåðòü.
Ìîæíî âûäâèíóòü ãèïîòåçó î òîì, ÷òî ïðè÷èíîé èäèîïà-
òè÷åñêîãî áåñïëîäèÿ ÿâëÿåòñÿ äèñãåíåòè÷åñêîå íàðóøå-
íèå â ïðîöåññå çàêëàäêè êëåòîê Ñåðòîëè â ãîíàäå â ýìá-
ðèîãåíåçå.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ íàìè ðåçóëüòàòîâ ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî â ïîæèëîì âîçðàñòå â ñåìåííèêàõ ðå-
öåïòîðíî-îïîñðåäîâàííûé ïóòü çàïðîãðàììèðîâàííîé
êëåòî÷íîé ãèáåëè ïðåîáëàäàåò íàä âíóòðåííèì (ìèòîõîí-
äðèàëüíûì). Ïðè èäèîïàòè÷åñêîé ôîðìå ìóæñêîãî áåñ-
ïëîäèÿ äîìèíèðóþùèì ÿâëÿåòñÿ âíóòðåííèé ïóòü àïîï-
òîçà. Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ìàðêåðîâ àïîïòîçà ìîæåò
áûòü àññîöèèðîâàíî ñ íàðóøåíèÿìè ñîçðåâàíèÿ ïîëîâûõ
êëåòîê ïðè áëîêå ìåéîçà è ñ èñòîùåíèåì ïóëà ïîëîâûõ
êëåòîê ïðè Ñåðòîëè-êëåòî÷íîì ñèíäðîìå. Ýòè äàííûå îò-
êðûâàþò íîâûå ïåðñïåêòèâû äëÿ ïîíèìàíèÿ ìîëåêóëÿð-
íûõ îñíîâ ïàòîëîãè÷åñêîãî ñïåðìàòîãåíåçà è ìîãóò ïðè-
âåñòè ê ðàçðàáîòêå è óëó÷øåíèþ íîâûõ ñïîñîáîâ ëå÷åíèÿ
íåîáñòðóêòèâíîé ôîðìû àçîîñïåðìèè.

Àâòîð âûðàæàåò áëàãîäàðíîñòü àêàä. ÐÀÍ, ä. ì. í.,
ïðîô. Î. Â. Âîëêîâîé ; ÷ë.-êîð. ÐÀÍ, ä. ì. í. ïðîô.
Ò. Ã. Áîðîâîé; ä. á. í., ïðîô. Ã. Ã. Êðóãëèêîâó; ä. ì. í.,
ïðîô. Å. À. Êîãàí; ä. ì. í., ïðîô. À. Þ. Öèáóëåâñêîìó,
âðà÷ó-ëàáîðàíòó (áèîëîãó) ïàòîëîãîàíàòîìè÷åñêîãî îò-
äåëåíèÿ ÔÃÁÓ «Íàó÷íûé öåíòð àêóøåðñòâà, ãèíåêîëî-
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âîâàâøèì â êëèíè÷åñêîì èññëåäîâàíèè.
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The purpose of this study was to assess the level of apoptosis in cells of human seminiferous tubules in nor-
mal and pathological spermatogenesis by revealing the proportion of immunostaining cells for caspase-9 and -3
and by comparing the expression of pro-apoptotic (BAK and BAX) and anti-apoptotic genes (BCL2 and BCLW).
A retrospective study involved men (n = 42) who complained of childlessness in marriage for 2 years with a di-
agnosis of idiopathic infertility, established after physical, genetic, biochemical (hormones) and cytological
(spermogram) analyzis. The biopsies of the testes as well as the autopsy material of men 22—35 (n = 10),
64—75 (n = 10) and 75—90 (n = 10) years were studied using the immunohistochemical method (caspase-9
and -3) and PCR-RT. The marking level for caspase-9 in spermatogonies with normal spermatogenesis is ap-
proximately at the same level (the proportion of stained spermatogonies is 39.5 � 0.33 % in young men, 35.6 �
� 0.44 % in the elderly, and 32.2 � 0.28 % in man of senile age), and increases when the maturation is blocked
and in the case of focal variant of Sertoli-cell-only syndrome (64.3 � 0.39 and 72.0 � 0.41 %, respectively).
When using antibodies to caspase-3, the percentage of immunopositive spermatogonia in normal spermatoge-
nesis was 60.1 � 0.44 % in young men, 78.2 � 1.2 % in the elderly, and 87.3 � 0.9 % in men of senille age,
and with idiopathic infertility, a sharp increase in the proportion of labeled spermatogonia was observed (an
average of 91.4 � 1.1 %). In the case of hypospermatogenesis and the blocking of maturation, a significant inc-
rease in the relative level of expression of the proapoptotic genes of the internal pathway of apoptosis of BAX
and BAK was observed against the background of a decrease in the expression of the anti-apoptotic genes BCL2
and BCLW, compared to men of the same age but with normal spermatogenesis. Based on the results, we can
conclude that in the elderly’s testes the receptor-mediated pathway of apoptosis predominates over the mito-
chondrial (internal) pathway. In the idiopathic form of male infertility the internal pathway of apoptosis is do-
minant. An increase in the activity of apoptosis markers can be associated with impaired maturation of the germ
cells in the meiosis block and with the depletion of the germ cell pool in Sertoli-cell-only syndrome.

K e y w o r d s: caspase-9, caspase-3, male idiopathic infertility, testicular biopsy, azoospermia, elderly’s
testes.
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