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Разработка адекватных моделей острого и хронического воспалительного процесса непременно сопряжена с неблагоприятным влиянием на организм используемого агента для воспроизведения воспаления. Среди систем, которые «страдают» в условиях реализации модели воспаления, особое место занимает половая, в том числе семенные железы у мужчин (СЖ). Последние представляют собой сложный орган, который с одной стороны обеспечивает выработку тестостерона, основного гормона мужской особи, а с другой в них происходит сперматогенез, который в свою очередь контролируется тестостероном.

Известно, что в сперматогенезе, транспорте и созревании сперматозоидов участвуют клетки пяти основных типов – клетки Лейдига, миоэпителиальные клетки, клетки Сертоли, развивающиеся зародышевые клетки и эпителиальные клетки эфферентной системы протоков. Каждая клетка оказывает прямое или косвенное влияние на активность других, взаимодействуя друг с другом, что приводит к явному синергическому эффекту.
В последнее время в отечественной и зарубежной литературе имеются сообщения о развитии у мужчин, так называемых инфертильных состояний, которые обуславливают бесплодие неясного генеза без первичных поражений гонад (1 – 4). В тоже время имеет место точка зрения о наличии предсуществующей интоксикации как инфекционного, так и неинфекционного генеза. Таким образом, все выше сказанное, индуцирует проведение исследований по выяснению влияния хронического воспаления на мужские гонады.

Поэтому с целью определения основных механизмов хронизации воспаления было проведено сравнительное изучение морфологических изменений в семенных железах (СЖ) экспериментальных животных на разработанных кафедрой патофизиологии и клинической лабораторной диагностики адекватных моделях хронизации воспалительного процесса. В качестве модели хронического воспаления был выбран карагинен – высокосульфатированный гликозаминогликан.

В связи с выше указанным, целью настоящего исследования явилось изучение морфологических изменений в СЖ при карагиненовом воспалении в сроках 7, 14 и 28 суток после введения указанного агента. Выбор сроков исследования обусловлен наиболее выраженными морфологическими изменениями в СЖ.

Материалы и методы исследования 

Для гистологического исследования образцы ткани СЖ фиксировали в 10% растворе забуференного (нейтрального) формалина, затем подвергали стандартной проводке через спирты увеличивающейся концентрации, жидкости Никифорова (96% спирт и диэтиловый эфир в соотношении 1:1), хлороформ, после чего заливали парафином. Из приготовленных таким образом блоков делали серийные срезы толщиной 4-5×10-6м. Во всех случаях использовали традиционные гистологические методы окраски гематоксилином с эозином, а также пикрофуксином по ван Гизон.
При микроскопическом исследовании СЖ, согласно проведенным сериям экспериментов, определялся характер строения железы, наличие или отсутствие кровоизлияний, очагов некроза, склеротических изменений, состояние микроциркуляторного русла, наличие или отсутствие воспалительной инфильтрации, ее характер.
Для определения уровня белково-синтетической активности проводили оценку содержания РНП в цитоплазме клеток и ДНП в ядрах, измеряя методом цитофотометрии оптическую плотность на срезах, обработанных гистохимическими методами определения дезоксирибонуклеопротеидов по Фельгену–Россенбеку (ДНП) (контроль–гидролиз с НCI), рибонуклеопротеидов (РНП) с помощью реакции Браше (контроль с кристаллической рибонуклеазой), а также выявление гликогена с помощью ШИК-реакции (контроль-амилаза).

Микропрепараты изучали на микроскопе “Olympus BX-41” с последующей обработкой с использованием программы “Olympus DP-soft version 3.1” и Microsoft Excel [Лапач С.Н., Чубенко А.В., Бабич П.Н. Статистические методы в медико-биологических исследованиях с использованием Exel. – К.:МОРИОН, 2001. – 408с., с.144–155.], с помощью которых проводили морфометрическое исследование.
Результаты исследования и их обсуждение.
При макроскопическом изучении семенных желез после введения карагинена через 7 суток, выявляется овоидная форма последних с умеренно дольчатой структурой. На разрезе семенные железы мозговидной консистенции, серовато-белесоватого цвета. Очагово встречаются точечные кровоизлияния.


Масса и размеры гонад представлены в таблице №1 (контрольной и исследуемых групп).


Микроскопически в гонадах обнаруживается беспорядочное расположение канальцев, мелких, округлой формы. Во всех канальцах довольно широкие просветы. Базальная мембрана, на которой располагаются клетки сперматогенного эпителия слегка утолщена, иногда в ней обнаруживается волокна нежной соединительной ткани, окрашенной по Ван Гизон в красноватый цвет. Эпителий канальцев представлен немногочисленными темными сперматогониями типа А. Ядра последних гиперхромны, с высокой интенсивностью гистохимической реакции на ДНП (табл.2). Интенсивность реакции на РНП снижена, выражена соответствующей оптической плотностью (табл. 2). Светлых сперматогониев типа также А немного, плотность ядер сопровождается повышением интенсивности реакции на ДНП, снижением последней интенсивности в цитоплазме. Плотность ШИК-позитивного материала также уменьшена (табл.2). Интенсивность реакций на ДНП, РНП и ШИК контрольной группы отражена в графических изображения (граф. №1, 2, 3).

В некоторых канальцах обнаруживаются сперматогонии типа В, а также редкие сперматоциты, сперматиды, клетки Сертоли отсутствуют, а также отсутствуют сперматогонии типа В. Первичные половые клетки или гоноциты округлой формы, в регионе адлюминальной зоны их немного. Они имеют крупное эухроматинсодержащее ядро, которое располагается в центре клеток. Цитоплазма многих гоноцитов просветлена, вакуолизирована, а нередко с явлениями очагового лизиса. В некоторых гоноцитах ядра смещаются к мембране клеток.

В межканальцевой строме обнаруживаюся единичные полигональные клетки Лейдига. Цитоплазма клеток Лейдига эозинофильна со слабой пиронинофилией и малой интенсивностью оптической плотности гистохимической реакции, ядра имеют округлую форму, умеренно насыщены хроматином с немногочисленнысми ядрышками, со слабо выраженной интенсивностью реакции на РНП (табл.7).
В отдельных случаях обнаруживаются довольно опустошенные канальцы, представленные преимущественно клетками сперматогенного эпителия в виде темных сперматогоний типа А и немногочисленными гоноцитами, а также индифферентными половыми клетками.

Единичные сперматозоиды обнаруживаются в просвете канальцев. В отдельных случаях выявлялись канальцы полностью разрушенные, с некрозом сперматогенного эпителия. Вокруг них плотными муфтами обнаруживалась молодая соединительная ткань, полностью вытесняющая интерстициальную ткань (рис.1).
14 суток.
При макроскопическом изучении семенных желез данной группы последние также имеют вытянутую овоидную форму с сохранением умеренно дольчатой структуры. На разрезе семенные железы мозговидной консистенции, серовато-белесоватого цвета. Очагово встречаются точечные кровоизлияния.

Микроскопически в семенных железах крыс-самцов обнаруживаются практически такие же изменения, как и в предыдущей группе с более выраженной степенью патологических изменений и в сочетании со снижением функции гонад.

В сравнении с предыдущей группой обнаруживается значительное опустошение семенника, с явным уменьшением количества канальцев. Последние в основном мелкие, округлой формы. Стенка канальцев представлена также мелкими не плотно залегающими миоидными клетками и одним или двумя слоями клеток сперматогенного эпителия. На базальной мембране таких канальцев располагается большое количество темных сперматогоний типа А (рис.1) с интенсивной окраской ядер на ДНП (табл.3) и слабо выраженной пиронинофилией цитоплазмы с соответствующей интенсивностью реакции на РНП (табл.3) и очень незначительное количество светлых сперматогоний типа А с выраженным снижением интенсивности реакции как на РНП, так и на ДНП. Интенсивность реакций на ДНП, РНП и ШИК контрольной группы отражена в графических изображения (граф. №1, 2, 3).
В цитоплазме сперматогоний темных и светлых выявляется очень низкое содержание ШИК-позитивного материала (табл.3).
Сперматогонии типа В практически отсуствуют. В немногочисленных канальцах сохраняются единичные клетки Сертоли. Последние локализуются в основном на базальной мебране.

Во многих канальцах имеется полное опустошение канальцевого эпителия, очагово оголена базальная мембрана. В межканальцевой строме практически отсуствуют клетки Лейдига. Сосуды в межканальцевой строме расширены, полнокровны. Стенки их отечны. Ближе к оболочке гонад довольно много как бы растянутых полностью опустошенных канальцев.
28 суток.
При макроскопическом исследовании гонад, последние приближаются к контрольной группе, оболочки кое-где склерозированы, на разрезе имеются плотноватые мелкие серовато-белесоватые очаги среди мозговидного вида ткани семенника.

Микроскопическое исследование гонад выявляет, что канальцы гонад также как во всех случаях располагаются беспорядочно, в большей части тесно прилежат друг к другу, округлой иногда несколько вытянутой формы. Во всех канальцах имеются просветы, в некоторых канальцах встречаются немногочисленные сперматозоиды. Базальная мембрана, на которой располагаются клетки сперматогенного эпителия слегка утолщена. Эпителий канальцев представлен сперматогониями в лептотене и небольшое количество в пахитене. Наряду с этим встречаются в некоторых канальцах сперматиды и сперматоциты, причем имеются немногочисленные делящиеся сперматоциты и светлые сперматогонии типа А. Первичные половые клетки или гоноциты округлой формы, их не много. Они имеют крупное эухроматин содержащее ядро, которое располагается в центре клеток. Цитоплазма многих гоноцитов просветлена, вакуолизирована. В некоторых гоноцитах ядра эксцентрично смещены. 

В межканальцевой строме обнаруживаеюся полигональные кдетки Лейдига, количество очень немногочисленно. Цитоплазма клеток Лейдига эозинофильна, ядра имеют округлую форму, умеренно насыщены хроматином с немногочисленнысми ядрышками. Овальные клетки Лейдига в небольшом количестве.

В отдельных случаях обнаруживаются опустошенные канальцы, представленные преимущественно клетками спематогенного эпителия в виде темных сперматогоний типа А и немногочисленных гоноцитов, а также индифферентными половыми клетками.
Выводы.


Анализаруя полученные данные следует отметить следующее. В сроке 7 суток после введения карагинена в семенных железах экспериментальных животных обнаруживаются признаки начинающегося гипогонадизма, что документируется перестройкой сперматогенного эпителия – отсутствием клеток Сертоли, уменьшением количества светлых сперматогоний А, появлением большего количества так называемых темных сперматогоний типа А, а также большего количества сперматогоний В. Причем описанные морфологические изменения сопровождаются снижением белково-синтетической функции в клетках эпителия и начинающимся опустошением канальцевого эпителия, что сочетается со снижением активности интерстициальной ткани, в частности клеток Лейдига, и документируется уменьшением более зрелых форм клеток и снижением их общего количества.


Через 14 суток выявляется прогрессирование указанных выше изменений со значительным уменьшение канальцев и изменением их размеров и формы, а также выраженное опустошение канальцевого эпителия с преобладанием клона клеток ранних стадий сперматогенеза. Появление же темных сперматогониев типа А является одним из проявлений компенсаторно-адаптивных процессов в семенниках экспериментальных животных. Поскольку в аварийной ситуации последние выполняют функцию обновления сперматогенного эпителии с возможной индукцией сперматогенеза, а наличие поддерживающих клеток Сертоли при репарации может способствовать обеспечению метаболизма новых клеток сперматогенного эпителия, клеток с дальнейшим поддержанием внутреннего гомеостаза в канальцах.
В сроке же 28 суток больше выявляется уменьшение количества канальцев с изменением их размеров и формы, в сочетании с опустошением канальцевого эпителия и преобладанием клона клеток характерных для ранних стадий сперматогенеза. Появление же темных сперматогониев типа А является одним из проявлений компенсаторно-адаптивных процессов в семенниках экспериментальных животных, поскольку в аварийной ситуации последние выполняют функцию обновления сперматогенного эпителии с возможной индукцией сперматогенеза. Уменьшение поддерживающих клеток Сертоли задерживает репарацию и обеспечение метаболизма новых клеток сперматогенного эпителия, клеток и соответственно дальнейшее поддержание внутреннего гомеостаза в канальцах.

Таким образом, морфологические изменения, выявленные нами при моделировании карагиненового воспаления, свидетельствуют о появлении в гонадах более поздних стадий клеток сперматогенного эпителия, участвующих в сперматогенезе. Обращает на себя внимание, выраженное опустошение сперматогенных канальцев, а также присуствие в последних преимущественно темных клеток А, выполняющих своеобразную резервную функцию для репарации популяции сперматогенного эпителия. С другой стороны имеется своеобразный провал в этапах сперматогенеза. То есть в основном имеются начальные формы сперматогенного эпителия, а резервные формы отсутсвуют.

При моделировании карагиненового воспаления в семенных железах экспериментальных животных наиболее выраженные морфологические изменения обнаруживаются в сроках 7 и 14 суток. В сроке 7 суток изменения  характеризуются перестройкой сперматогенного эпителия в виде отсутствия клеток Сертоли, уменьшения количества светлых сперматогоний А, появлением большего количества так называемых темных сперматогоний типа А, и большего количества сперматогоний В. Причем изменения структуры гонад сопровождаются снижением нуклеопротеидного обмена в клетках эпителия и начинающимся опустошением канальцевого эпителия, последнее ассоциируется со снижением активности интерстициальной ткани, в частности со снижением количества клеток Лейдига, преимущественно за счет зрелых форм клеток.

Органометрические показатели семенных желез у экспериментальных животных при моделировании карагенинового воспаления.

Таблица 1

	Семенные железы (СЖ)
	Количество

животных
	Масса, кг х 10 -3


	Размеры, м х 10 -3

	
	
	правое
	левое
	правое
	левое

	Контрольная группа
	20
	6,3±0,22
	6,8±0,24
	2,2 х 1,2
	2,2 х 1,2

	Карагениновое воспаление 

7 суток
	20
	7,6±0,26
	7,5±0,26
	3,1 х 1,3
	3,3 х 1,3

	Карагениновое воспаление 

14 суток
	30
	8,4±0,26*
	8,9±0,27*
	3,8 х 1,5
	3,9 х 1,5

	Карагениновое воспаление 

28 суток
	30
	7,9±0,28*
	7,1±0,21*
	2,7 х 1,2
	2,2 х 1,0


Р< 0,05 В сравнении с контрольной группой
Интенсивность гистохимических реакций на ДНП, РНП и ШИК-реакция в клетках сперматогенного эпителия и клетках Лейдига в условных единицах оптической плотности.

Таблица 2
	Клетки семенника
	ДНП
	РНП
	ШИК-реакция 

	Сперматогонии типа А(светлые)
	0,299 ± 0,011*
	0,247 ± 0,009*
	0,255 ± 0,009*

	Сперматогонии типа А(темные)
	0,313 ± 0,032*
	0,243 ± 0,008*
	0,221 ± 0,011*

	Клетки Лейдига
	0,129 ± 0,005
	0,112±

0,004
	0,232 ± 0,014


 Р< 0,05 в сравнении темные и светлые сперматогонии
[image: image1.jpg]



Рис.1 Плотно расположенные семенные канальцы. Клеток сперматогенного эпителия мало, представлены темными сперматогониями типа А. Окр.ван Гизон. х100.

Интенсивность гистохимических реакций на ДНП, РНП и ШИК-реакция в клетках сперматогенного эпителия и клетках Лейдига в условных единицах оптической плотности.

Табл.3 

	Клетки семенника
	ДНП
	РНП
	ШИК-реакция 

	Сперматогонии типа А (светлые)
	0,315 ± 

0,011*
	0,118 ± 0,012*
	0,166 ± 0,005*

	Сперматогонии типа А темные)
	0,331 ± 

0,012*
	0,158 ± 

0,003*
	0,178 ± 

0,006*

	Клетки Лейдига
	0,162 ± 

0,006
	0,128 ± 

0,004
	0,132 ± 

0,005


 Р< 0,05 В сравнении сперматогонии типа А (светлые и темные)
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 График №1 – Показатель интенсивности реакции в условных единицах оптической плотности на РНП в цитоплазме клеток сперматогенного эпителия и клеток Лейдига в контрольной группе или группе сравнения
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 График №2 Показатель интенсивности реакции в условных единицах оптической плотности на ДНП в ядрах клеток сперматогенного эпителия и клеток Лейдига в контрольной группе или группе сравнения.
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График №3 Показатель интенсивности ШИК- реакции в условных единицах оптической плотности в цитоплазме клеток сперматогенного эпителия и клеток Лейдига в контрольной группе или группе сравнения.
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МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ СЕМЕННЫХ ЖЕЛЕЗ ПРИ КАРАГИНЕНОВОМ ВОСПАЛЕНИИ.
Авидзба Ю.Н., Залюбовская О. И., Зленко В.В.
В последнее время в отечественной и зарубежной литературе имеются сообщения о развитии у мужчин, так называемых инфертильных состояний, которые обуславливают бесплодие неясного генеза без первичных поражений гонад. В тоже время имеет место точка зрения о наличии предсуществующей интоксикации как инфекционного, так и неинфекционного генеза. Поэтому с целью определения основных механизмов хронизации воспаления было проведено сравнительное изучение морфологических изменений в семенных железах (СЖ) экспериментальных животных на разработанных кафедрой патофизиологии и клинической лабораторной диагностики адекватных моделях хронизации воспалительного процесса.
Ключевые слова: хронизации воспаления, карагиненовое воспаление, семенные железы
МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНІ ОСОБЛИВОСТІ СІМ'ЯНИХ ЗАЛОЗ ПРИ КАРАГІНЕНОВОМ ЗАПАЛЕННЯ.
Авідзба Ю.М., Залюбовська О. І., Зленко В.В.

Останнім часом у вітчизняній і зарубіжній літературі є повідомлення про розвиток у чоловіків, так званих інфертильних станів, які обумовлюють безпліддя неясного генезу без первинних уражень гонад. У той же час має місце точка зору про наявність передіснуючої інтоксикації як інфекційного так і неінфекційного генезу. Тому з метою визначення основних механізмів хронізації запалення було проведено порівняльне вивчення морфологічних змін в насіннєвих залозах експериментальних тварин на розроблених кафедрою патофізіології та клінічної лабораторної діагностики адекватних моделях хронізації запального процесу.
Ключові слова: хронізації запалення, карагіненове запалення, насінні залози
MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL FEATURES TESTES IN KARAGINEN INFLAMMATION.

Avidzba YN, Zalyubovskiy OI, Zlenko VV 

Recently, there have been reports of the development of men in domestic and foreign literature, the so-called infertile conditions that cause infertility of unknown origin without primary gonadal lesions. At the same time there is a point of view about the presence of pre-existing intoxication both infectious and non-infectious origin. Therefore, in order to determine the basic mechanisms of chronic inflammation, a comparative study of morphological changes in the testes (SJ) experimental animals developed on the Department of Pathophysiology of adequate models of chronic inflammation.
Key words: chronic inflammation, karaginen inflammation, seminal gland
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