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Чоловіча репродуктивна сис-
тема — одна з основних мі-
шеней токсичної дії хімічних ре-
човин, що надходять до орга-
нізму з навколишнього середо-
вища, професійного оточення,
внаслідок шкідливих звичок
(тютюнокуріння, алкоголізм)
або застосування хіміотерапев-
тичних засобів [1]. Незважаю-
чи на те, що дія тестикулярних
токсикантів може бути спрямо-
ваною на різні структури ре-
продуктивних органів, завер-
шальна відповідь, як правило,
є неспецифічною, оскільки
ушкодження одного з типів клі-
тин тягне за собою каскад по-
дій, які призводять до струк-
турних змін і дисфункції інших
складових системи [2].

Для вияву токсичної дії
значна кількість хімічних речо-
вин потребує метаболічної ак-
тивації, ключова роль у якій
належить цитохрому Р-450
[3]. У сім’яниках ссавців наяв-
ні ізоформи цитохрому Р-450
двох основних груп: перша —
стероїдогенні, що каталізують
ключові ланки в біосинтезі ан-
дрогенів [4], та друга — ен-
зими, функцією яких є кон-
версія ендогенних та екзоген-
них ліпофільних сполук у більш
водорозчинні метаболіти [5].

Остання група ізозимів відпо-
відає також за токсичну біоак-
тивацію ксенобіотиків, у тому
числі безпосередньо у чолові-
чих репродуктивних органах,
внаслідок утворення інтерме-
діатів, здатних зв’язуватись із
життєво важливими макромо-
лекулами клітин, такими як
ДНК і протеїни, або виступа-
ти в ролі ендокринних дизруп-
торів [3].

Враховуючи, що в реальних
умовах на організм одночасно
впливає значна кількість хіміч-
них чинників, особливо важли-
вим є визначення їх комбінова-
ної дії на чоловічу репродуктив-
ну функцію. Раніше нами було
показано, що сумісне введен-
ня протитуберкульозних лікар-
ських засобів (ПТЛЗ) І ряду в
терапевтичних дозах білим
щурам-самцям призводило до
погіршення кількісних і якіс-
них показників їхніх спермато-
зоїдів і підвищення рівня до- та
післяімплантаційної загибелі
потомства [6]. Виявлено, що
тестикулярна токсичність ПТЛЗ
може спостерігатися внаслідок
активації перекисного окиснен-
ня ліпідів, порушення тіолово-
го статусу й ушкодження ДНК
у клітинах сім’яників і епідиди-
місів [6].

Мета даної роботи — ви-
вчення впливу сумісного вве-
дення білим щурам-самцям
етамбутолу (ЕТ), рифампіцину
(РИФ), ізоніазиду (ІЗН) та піра-
зинаміду (ПР) на показники,
що характеризують стан спер-
матогенного епітелію та рівень
експресії у сім’яниках мРНК
ізоформ цитохрому Р-450, за-
лучених до метаболізму згада-
них препаратів.

Матеріали та методи
дослідження

Субстанції ЕТ, ІЗН, РИФ і
ПР були надані ЗАТ НВЦ «Бор-
щагівський хіміко-фармацев-
тичний завод».

У дослідженнях використо-
вували самців-щурів лінії Віс-
тар із початковою масою тіла
150–170 г, наданих ПП «Біо-
модельсервіс» (Київ). Щурів
утримували в стандартних умо-
вах віварію з вільним доступом
до корму та води. План дослі-
джень був розглянутий і схва-
лений Комітетом з біоетики ДУ
«ІФТ НАМНУ»; процедури, по-
в’язані з гуманним поводжен-
ням із тваринами та їхнім ви-
користанням у експериментах,
були дотримані.

Дві групи самців-щурів (по
6 у кожній) були сформовані за
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методом рандомізації: 1-ша —
внутрішньошлункове сумісне
введення ПТЛЗ — етамбуто-
лу, ізоніазиду, рифампіцину та
піразинаміду в 1 % крохмаль-
ному гелі; 2-га — контроль
(внутрішньошлункове введен-
ня 1 % крохмального гелю).
Протитуберкульозні лікарські
засоби вводили у дозах, що
застосовують у клініці для ко-
роткочасної комбінованої тера-
пії туберкульозу [7] з урахуван-
ням коефіцієнта видової чутли-
вості [8]: ЕТ — 155 мг/кг, РИФ
— 74,4 мг/кг, ІЗН — 62 мг/кг,
ПР — 217 мг/кг протягом
60 днів (період сперматогенезу,
враховуючи термін дозрівання
сперматозоїдів у епідидимісі).

Через 24 год після остан-
нього введення ПТЛЗ самців
під легким ефірним наркозом
піддавали евтаназії дислока-
цією шийних хребців і виділя-
ли сім’яники для оцінки стану
сперматогенного епітелію за
стандартними методиками [9]
та рівня експресії ізоформ ци-
тохрому Р-450 методом зворот-
ної транскриптазної полімераз-
ної ланцюгової реакції (ПЛР).
Сумарну мРНК виділяли з ви-
користанням TRI-Reagent (Sig-
ma, США). Синтез кДНК прово-
дили з використанням реак-
тивів і протоколу фірми Fer-

mentas (Німеччина). Склад ре-
акційної суміші для ПЛР, про-
токоли ампліфікації та прайме-
ри, специфічні для ПЛР амплі-
фікації генів CYP2E1, CYP3А2
(ортолог 3А4) та CYP2C23 (ор-
толог CYP2C19 та CYP2C9)
були обрані відповідно до ро-
біт S. M. Lankford et al. [10],
V. Jager et al. [11] і S. Imaoka
et al. [12].

Для внутрішнього контролю
проводили ПЛР із праймерами
β-актину. Усі праймери були
синтезовані компанією “Meta-
bion” (Німеччина). Для ампліфі-
кації використовували термо-
циклер MyCycler (BioRaD, США).
Електрофорез продуктів ПЛР
(СYP2E1 — 744 п. н., CYP2C23
— 252 п. н., CYP3А2 — 349 п. н.
та β-актин — 353 п. н.) прово-
дили в 2 % агарозному гелі.
Гелі забарвлювали розчином
бромового етидію, візуалізува-
ли в УФ-світлі, фотографували
за допомогою системи GelDoc,
(BioRaD, США) й аналізували
в системі Quantity One BioRad
System (США). Статистичний
аналіз результатів експеримен-
ту проводили з використанням
t-критерію Стьюдента. Дані
представляли як середнє зна-
чення ± похибка середнього
(M±m). Різницю між досліджу-
ваними показниками вважали

статистично вірогідною при
значенні р<0,05.

Результати дослідження
та їх обговорення

Нами досліджено вплив ком-
бінації ПТЛЗ на рівень експре-
сії мРНК ізозимів цитохрому
Р-450 — CYP2Е1, CYP3А2 та
CYP2С23 у сім’яниках щурів
(рис. 1). Аналіз електрофоре-
грами продуктів ПЛР свідчить
про значну експресію мРНК
CYP2Е1 у сім’яниках дослід-
них щурів після сумісного вве-
дення ПТЛЗ, тимчасом як у
контролі продукти ампліфіка-
ції CYP2Е1 не візуалізувалися
(див. рис. 1). Водночас було за-
фіксоване підвищення експресії
генів CYP3А2 та CYP2С23 удві-
чі порівняно з контролем. Дані
про зростання кількості мРНК
CYP2Е1 у сім’яниках цілком
узгоджуються з даними щодо
здатності, щонайменше одно-
го з компонентів застосованої
комбінації ПТЛЗ — ІЗН, акти-
вувати трансляцію гена даної
ізоформи з відповідним збіль-
шенням її мРНК у печінці [13].

Зростання рівня мРНК ізо-
зимів CYP3А2 та CYP2С23 мо-
же бути віднесене на рахунок
РИФ, який здатен їх індукува-
ти, зокрема в гепатоцитах [14].
Варто зазначити, що раніше на-
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Рис. 1. Електрофореграми продуктів ПЛР генів
CYP2Е1, CYP3А2 та CYP2С23 у сім’яниках, стрілка-
ми вказано ДНК-фрагменти, що відповідають генам
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ми було показано значне зни-
ження репродуктивної здатності
щурів-самців, які протягом пе-
ріоду сперматогенезу отриму-
вали ПТЛЗ [6]. Цілком можли-
во, що виявлена нами індукція
ізоферментів цитохрому Р-450
у сім’яниках щурів може зроби-
ти певний внесок у реалізацію
гонадотоксичної дії ПТЛЗ. На
користь цього припущення свід-
чать дані інших авторів, які у
дослідах на мишах для речо-
вин різної хімічної структури
(індукторів CYP1A2, 2В10, 2Е1
та 3А) встановили зв’язок між
CYP-індукуючим потенціалом
сполуки та її здатністю вплива-
ти на метаболізм тестостеро-
ну, викликаючи антиандроген-
ні ефекти [15]. Також відомо,
що за умов біотрансформації
етанолу до ацетальдегіду в сі-
м’яниках спостерігається кон-
куренція за кофактори, які ви-
користовуються у процесах
синтезу тестостерону, що при-
зводить до пригнічення його
продукції [16].

Індукція цитохрому Р-450 та
модуляція біотрансформації
ксенобіотиків у органах-міше-
нях може мати значні токсико-
логічні наслідки, такі як безпо-
середнє ушкодження токсич-
ними метаболітами й активни-
ми формами кисню найважли-
віших складових клітин — ліпі-
дів, протеїнів, вуглеводів і ДНК
[1]. Серед досліджених нами
ізоформ цитохрому Р-450 од-
нією з найважливіших, з точки
зору токсикології, є CYP2Е1 з
огляду на його високу здатність
до індукції [17]. Присутність
цитохрому P-450 2E1 у чолові-
чих гонадах і його індуцибель-
ність, на наш погляд, можуть
мати велике значення у продук-
ції генотоксичних метаболітів
при біотрансформації дослі-
джуваних лікарських засобів.
Таке припущення підтверджу-
ють отримані нами раніше дані
щодо підвищення післяімплан-
таційної загибелі потомства
щурів-самців, які протягом пе-
ріоду сперматогенезу отриму-
вали комбінацію ПТЛЗ, та ін-
тактних самиць [6].

S. B. DuTeaux et al. [18] і
P. G. Forkert et al. [19], дослі-
дивши розподіл CYP2E1 у ре-

продуктивних органах щурів,
показали, що він локалізуєть-
ся переважно в епідидимісах,
сім’явиносних канальцях сім’я-
ників і клітинах Лейдига. Здат-
ність CYP2E1 генерувати актив-
ні форми кисню, такі як супер-
оксидні радикали, що швид-
ко взаємодіють із органічними
молекулами з утворенням вто-
ринних вільних радикалів, на-
разі є доведеним фактом [17].
Подібний каскад може призво-
дити до оксидативного ура-
ження клітин Лейдига, яке, у
свою чергу, викликає знижен-
ня секреції тестостерону, спри-
чиняючи порушення функції
клітин Сертолі, що негативно
позначається на спермато-
генезі [2].

Результати дослідження
стану клітин, які належать до
сперматогенного епітелію, на-
ведені в табл. 1. Відповідно до
них, індекс сперматогенезу,
що відтворює збереження різ-
них типів клітин сперматоген-
ного епітелію, у сім’яниках щу-
рів дослідної групи був ниж-
чим, ніж у контролі. Негатив-
ного впливу зазнали спер-
матогонії — введення ПТЛЗ
призвело до істотного знижен-
ня мітотичної активності, а
отже, зменшення їх кількості у
поперечних зрізах канальців
сім’яників. Водночас кількість
клітин у 12-й стадії мейозу, що
характеризує мейотичний по-
діл сперматоцитів І порядку, у
сім’яниках дослідних щурів
була вдвічі меншою порівняно
з контролем. Очевидно, що
зниження мейотичної активно-
сті сперматоцитів І порядку уз-
годжується з отриманими ра-

ніше даними щодо зниження
продукції сперматозоїдів у під-
дослідних самців [6].

Мікроскопічне дослідження
сім’яників виявило, що за дії
ПТЛЗ досить часто спостеріга-
лися пусті та деформовані ка-
нальці, а також канальці з дис-
комплексованим або спусто-
шеним сперматогенним епіте-
лієм і поодинокі канальці, за-
повнені загиблими сім’яродни-
ми клітинами (рис. 2). У пооди-
ноких звивистих канальцях у
зоні сперматоцитів І порядку
зрідка виявлялися гігантські
та багатоядерні клітини (див.
рис. 2), що свідчить про деге-
неративні зміни. Також часті-
ше, ніж у контролі, трапляли-
ся невеликі ділянки без стате-
вих клітин, так звані вікна, а та-
кож сперматозоїди у стані де-
струкції, що проявлялося їх ад-
гезією та фрагментацією. Від-
соток випадків злущування
сперматогенного епітелію у
просвіт канальця, відшаруван-
ня епітелію від базальної мем-
брани та специфічні зміни епі-
телію у вигляді «вікон» у тва-
рин, які отримували ПТЛЗ,
були значно вищими порівня-
но з контролем (див. табл. 1).

Висновок

Отримані дані дозволяють із
високою часткою впевненості
стверджувати, що протитубер-
кульозні засоби І ряду, за умов
їх сумісного введення щурам,
впливають на експресію генів
цитохромів Р-450 — CYP2Е1,
CYP3А2 та CYP2С23 у сім’яни-
ках. Уведення ПТЛЗ протягом
періоду сперматогенезу при-
зводить до значного зростан-

Таблиця 1
Морфометричні показники стану сперматогенного епітелію

у щурів за умов сумісного введення
протитуберкульозних лікарських засобів

              
Показники

                             Експериментальна група

ПТЛЗ Контроль

Індекс сперматогенезу 3,47±0,01 3,630±0,009
Кількість сперматогоній 57,63±0,38 72,94±0,25
12-та стадія мейозу, % 1,60±0,24 3,20±0,58
Злущений епітелій, % 3,40±0,51 1,40±0,60
Відшарування епітелію, % 1,20±0,37 0,40±0,24
Вікна, % 1,60±0,25 0,80±0,37
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ня рівня вмісту мРНК даних
ізоензимів. Модуляція експре-
сії мРНК і, можливо, зміни ак-
тивності CYP2Е1, CYP3А2 та
CYP2С23 у сім’яниках можуть
бути залучені до патогенетич-
них механізмів розвитку чоло-
вічої неплідності внаслідок по-
рушення сперматогенезу як
шляхом прямої дії метаболітів
ПТЛЗ і активних форм кисню
на сперматогенний епітелій,
так і за рахунок опосередкова-
ної дії на продукцію тестосте-
рону. На користь цього припу-
щення свідчать виявлені у спер-
матогенному епітелії щурів до-
слідної групи морфологічні та
морфометричні порушення.
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Рис. 2. Стан сперматогенного епітелію щурів-самців: а — сім’яні ка-
нальці з нормальною будовою епітеліосперматогенного шару (конт-
роль), гематоксилін-еозин, × 200; б — спустошення гермінативного епі-
телію й ушкодження оболонки сім’яних канальців (введення ПТЛЗ),
гематоксилін-еозин, × 200; в — деформація, дискомплексація та змен-
шення гермінативного епітелію в сім’яному канальці (введення ПТЛЗ),
гематоксилін-еозин, × 200; г — гігантська та багатоядерна клітина в зоні
сперматоцитів І порядку (введення ПТЛЗ), гематоксилін-еозин, × 400

а б

в г




