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Вивчені імуногістологічні особливості експресії протеїну
Ubiquitin у тканині яєчка 28 хворих у разі тяжких форм чо%
ловічої неплідності – екскреторно%обтураційної та секре%
торної. Виявлені молекулярні зміни убіквітин%протеасом%
ної системи, характерні для секреторної форми чоловічої
неплідності, які свідчать про порушення регуляції клітинно%
го циклу та швидкості транскрипції в інтерстеційних ендок%
риноцитах – клітинах Лейдіга та про підвищений вміст по%
шкоджених внутрішньоклітинних білків у клітинах Лейдіга
та клітинах Сертолі у даних пацієнтів.
Ключові слова: чоловіча неплідність, протеїн Ubiquitin, кліти5
ни Лейдіга, клітини Сертолі, імуногістохімічні дослідження.

Висока діагностична цінність молекулярних біомаркерів
та успіхи таргентної терапії в лікуванні найскладніших

захворювань зумовлюють актуальність дослідження молеку*
лярних механізмів патогенезу важких форм чоловічої
неплідності. Останнім часом стало відомо, що порушення
внутрішньоклітинного убіквітин*протеасомного протеолізу
відіграють важливу роль у патології багатьох захворювань
людини, зокрема, при спадкових хворобах, дистрофічно*де*
генеративних захворюваннях, канцерогенезі [1]. Результати
нещодавно проведених досліджень свідчать, що інактивація
ubiquitin protein ligase, локалізованої в чоловічих статевих
клітинах, призводить до блокування сперматогенезу [2–4]. У
зв’язку з цим, можна передбачити, що порушення убіквітин*
протеасомного протеолізу може відігравати важливу роль у
патогенезі чоловічої неплідності різної етіології. 

Мета дослідження – вивчити імуногістохімічні особли*
вості експресії протеїну Ubiquitin у тканині яєчка хворих із
важкими формами чоловічої неплідності – екскреторно*об*
тураційною та секреторною.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Досліджено матеріал 28 хворих із азооспермією, отрима*

ний під час інцизійної біопсії, з наступним гістологічним та
імуногістохімічним дослідженням біоптату. Для встановлен*
ня клінічного діагнозу форми неплідності використовували
загальноприйняту класифікацію [5]. Під час визначення за*
ключного діагнозу враховували дані морфологічного
дослідження біоптату яєчка та результати гормональних
досліджень. Згідно з встановленим діагнозом пацієнтів було
розподілено на дві групи:

1*ша група – 11 хворих, у яких було встановлено діагноз
екскреторно–обтураційної неплідності. Середній вік хворих
складав 33,6 року.

2*га група – 17 пацієнтів, у яких було встановлено діагноз
секреторної неплідності. Серед них: 12 хворих із блоком
сперматогенезу на рівні сперматогоній, сперматоцитів 1*го і
2*го порядку чи сперматид; 5 пацієнтів із синдромом «лише
клітини Сертолі». Середній вік хворих становив 29,5 року.

Для гістологічного дослідження біоптати тканини яєчка
фіксували в рідині Буена і заливали в парафін. Із парафіно*

вих блоків виготовляли зрізи завтовшки 5 мкм, які фарбува*
ли гематоксилін*еозином. 

Імуногістохімічний (ІГХ) аналіз здійснювався з викори*
станням стандартного авідин*біотинового методу. Для ІГХ*
дослідження біоптати фіксували у 12% формаліні, заливали
в парафін і виготовляли зрізи. Після депарафінізації в кси*
лолі і дегідратації в батареї спиртів зрізи для блокади актив*
ності ендогенної пероксидази вміщували на 5 хв у 0,3% роз*
чин перекису водню, розведеному на фосфатному буфері
(рН 7,4). Після промивання дистильованою водою зрізи
інкубували у мікрохвильовій печі за температури 98 °С в
0,1М цитратному буфері (pH 6,0) протягом 30 хв, потім не*
гайно охолоджували. Далі зрізи преінкубували протягом
15 хв у 1% розчині конячого сироваткового альбуміну, розве*
деному на фосфатному буфері, після чого інкубували з пер*
винними антитілами Ubiquitin в розведенні 1:800 протягом
18 год за температури 4 °С. Із вторинними мишачими моно*
клональними антитілами зрізи інкубували у вологій камері
30 хв за кімнатної температури. Авідин*біотиновий комплекс
(АВС) (DAKO, Glostrup, Данія) готували за 30 хв до викори*
стання. Після того зрізи інкубували в АВС 30 хв за кімнатної
температури. Кожний етап закінчувався триразовим проми*
ванням по 5 хв у фосфатному буфері. У кінці зрізи проявля*
ли 1–2 хв у 0,05% розчині діамінбензидину (DAB) (Sigma
Chemicals, США), дофарбовували гематоксиліном та вміщу*
вали в канадський бальзам. 

Як позитивний контроль використовували зрізи тканин
із відомим заздалегідь високим вмістом Ubiquitin. Ті самі
зрізи служили негативним контролем, але без оброблення
первинними антитілами. 

У кожному випадку для імуногістохімії аналізували
12–16 зрізів. Поширеність та інтенсивність ІГХ*реакції
оцінювали за напівкількісним методом в балах [6]. Поши*
реність реакції або кількість забарвлених ядер чи цитоплазми
клітин оцінювали від 0 до 3 балів за такими критеріями: 0 –
відсутність клітин із видимим забарвленням, 1 – забарвлено
менше 10% клітин, 2 – забарвлено більше 10%, але менше 50%
клітин, 3 – рівномірно забарвлено більше 50% клітин клітин*
ного шару. Інтенсивність забарвлення ядер або цитоплазми
оцінювали за такими критеріями: 0 – відсутність видимого за*
барвлення, 1 – слабо забарвлені ядра або цитоплазма, 2 –
помірно забарвлені ядра або цитоплазма, 3 – інтенсивно за*
барвлені ядра або цитоплазма. Загальний результат ІГХ*ре*
акції визначали за показниками імуногістохімічного ко*
ефіцієнта (ІГХК) від 0 до 9 балів, який одержували перемно*
жуванням оцінок поширеності та інтенсивності забарвлення.
Проводили статистичний аналіз отриманих результатів.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Під час дослідження імуногістохімічної експресії про*
теїну Ubiquitin у групі хворих на екскреторно*обтураційну
неплідність зі збереженим сперматогенезом у клітинах Сер*
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толі спостерігалось слабке ядерне забарвлення (ІГХК:1*3) в
4 спостереженнях (45%), в шести випадках (55%) спостеріга*
лось помірне ядерне забарвлення (ІГХК:4*6). Середнє зна*
чення ІГХК дорівнювало 5,1±0,45.

Цитоплазматична експресія протеїну Ubiquitin у кліти*
нах Сертолі була слабкою (ІГХК: 1*3) в усіх випадках
(100%). Середнє значення ІГХК дорівнювало 2,7±0,09.

Клітини сперматогенного епітелію – сперматогонії, спер*
матоцити 1*го і 2*го порядку, сперматиди виявляли слабку
ядерну та цитоплазматичну експресію протеїну Ubiquitin в
усіх спостереженнях (100%) даної групи, ІГХК при цьому
становив 2–3 бали. Середнє значення ІГХК дорівнювало
2,3±0,09 та 2,2±0,09 відповідно. Необхідно зазначити, що
зрілі сперматозоїди характеризувались відсутністю ІГХ*екс*
пресії протеїну Ubiquitin (ІГХК: 0) в усіх випадках (100%).

У клітинах Лейдіга помірну ядерну експресію в 6 балів
спостерігали у 3 випадках (27%); у 6 спостереженнях (54,5%)
виявляли слабке ядерне забарвлення (ІГХК: 1*3) та в 2 спо*
стереженнях (18%) ядерна експресія протеїну Ubiquitin була
відсутня (ІГХК: 0). Середнє значення ІГХК дорівнювало
4,3±0,54. Слабку цитоплазматичну експресію убіквітину
(ІГХК: 2*3) визначали в 9 випадках (81%) даної групи
(мал. 1) та її відсутність – в 2 випадках (19%) (ІГХК: 0). Се*
реднє значення ІГХК дорівнювало 2,7±0,27 (таблиця).

У групі хворих на секреторну неплідність із блоком спер*
матогенезу на рівні сперматогоній, сперматоцитів 1*го і 2*го
порядку чи сперматид (всього 12 пацієнтів) в клітинах Сер*
толі спостерігали помірне ядерне забарвлення (ІГХК:4*6) в
усіх 12 спостереженнях (100%). Середнє значення ІГХК
дорівнювало 5,8±0,17. Цитоплазматична експресія протеїну
Ubiquitin в клітинах Сертолі була слабкою (ІГХК:2*3) в 4 ви*
падках (33,3%) та помірою (ІГХК:4*6) – у 8 випадках
(66,7%). Середнє значення ІГХК дорівнювало 4,8±0,17.

Клітини сперматогенного епітелію – сперматогонії, спер*
матоцити 1*го і 2*го порядку, сперматиди виявляли слабку
ядерну та цитоплазматичну експресію протеїну Ubiquitin в
усіх спостереженнях (100%) даної групи, ІГХК при цьому
становив 1–3 бали. Середнє значення ІГХК в ядрі та цито*
плазмі дорівнювало відповідно в сперматогоніях – 2,1±0,17
та 2,2±0,17; в сперматоцитах – 2,1±0,17 та 1,9±0,17; в сперма*
тидах – 2,6±0,17.

У клітинах Лейдіга ядерна експресія протеїну Ubiquitin
була відсутня (ІГХК: 0) в 9 спостереженнях (75%) та в 3 ви*
падках (25%) була слабкою (ІГХК: 1*3). Середнє значення
ІГХК дорівнювало 0,3±0,16. При цьому, в 6 випадках (50%)
спостерігали слабке цитоплазматичне забарвлення (ІГХК:
2–3), в інших 6 спостереженнях (50%) – мало місце помірне
цитоплазматичне забарвлення інтерстиційних ендокрино*
цитів (ІГХК: 4*6) (мал. 2). Середнє значення ІГХК дорівню*
вало 4,9±0,08 (таблиця). 

У групі хворих на секреторну неплідність із синдромом
«лише клітини Сертолі» (всього 5 пацієнтів) в клітинах Сер*
толі спостерігали помірне ядерне забарвлення (ІГХК: 4*6) в
усіх спостереженнях (100%). Середнє значення ІГХК
дорівнювало 5,9±0,4.

Цитоплазматична експресія протеїну Ubiquitin в сустен*
тоцитах була помірною (ІГХК:6) в 3 випадках (60%) та вира*
женою в 2 спостереженнях (40%). Середнє значення ІГХК
становило 7,4±0,6. 

У клітинах Лейдіга ядерна експресія убіквітину була
відсутня (ІГХК: 0) в 4 спостереженнях (80%), в 1 випадку
(20%) визначали слабке ядерне забарвлення (ІГХК: 1). Се*
реднє значення ІГХК дорівнювало 0,3±0,2. При цьому, в 4 ви*
падках (80%) спостерігали помірне цитоплазматичне забарв*

лення (ІГХК: 4*6) та в одному випадку (20%) визначали
слабку цитоплазматичну експресію (ІГХК: 3) (мал. 3). Се*
реднє значення ІГХК дорівнювало 5,6±0,6 (таблиця).

Таким чином, ІГХ*дослідження протеїну Ubiquitin вия*
вило достовірне підвищення його цитоплазматичної екс*
пресії в клітинах Сертолі при секреторній неплідності та син*
дромі «лише клітини Сертолі» порівняно з екскреторно*об*
тураційною неплідністю; а також посилення цитоплазматич*
ної експресії з одночасним зменшенням його ядерної екс*
пресії в інтерстиційних ендокриноцитах – клітинах Лейдіга
при секреторній формі чоловічої неплідності порівняно із ек*
скреторно*обтураційною неплідністю.

Як відомо, обмін білків в клітині, як і інших речовин, в
нормі знаходиться в динамічний рівновазі між процесами
синтезу та розпаду – протеолізу. Процес деградації по*
заклітинних білків відбувається в лізосомах. Процес дегра*
дації внутрішньоклітинних білків відбувається іншим шля*
хом [1, 7, 8]. За відкриття механізму внутрішньоклітинного
розщеплення білків, який дістав назву убіквітин*опосередко*
ваного, у 2004 році ізраїльським ученим Аарону Чехановеру
та Авраму Гершко було присуджено Нобелівську премію в
галузі хімії. 

Внутрішньоклітинні білки виконують певні закріплені за
ними функції, а потім у визначений момент клітина має від
них позбавитися. Це зумовлене тим, що, по*перше, подальша
активність білка може пошкодити клітину; по*друге, не*
обхідно синтезувати нові білки, а перевантаження цитоплаз*
ми поліпептидами призводить до апоптозу. Коли не*
обхідність в певному білку відпадає, в клітині починає діяти
механізм, який забезпечує зупинку функціонування та дегра*
дацію саме цього білка, в якому виділяють дві основні фази:
1) ковалентне приєднання поліубіквітинового ланцюга до
білка, який підлягає деградації; 2) власне деградація білка в
протеасомі. Поліубіквітиновий ланцюг, що приєднується, і є
сигналом, який свідчить, що цей білок підлягає деградації,
яка відбувається у великому білковому комплексі – протеа*
сомі. 

Утворення убіквітинового ланцюжка та приєднання його
до білкового субстрату обслуговується спеціальною систе*
мою ферментів. Ця система включає три типи ферментів: Е1*

Ïîêàçíèêè ²ÃÕÊ åêñïðåñ³¿ ïðîòå¿íó Ubiquitin â á³îïòàòàõ
ÿº÷êà ó xâîðèx ³ç ð³çíèìè ôîðìàìè ÷îëîâ³÷î¿ íåïë³äíîñò³

Примітки: *, ** – достовірно між групами; р≤0,001.
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фермент (активатор), Е2*ферменти (кон’югатори або пере*
носники), Е3*ферменти (лігази) та є високоспецифічною і
вибірковою за рахунок того, що побудована за принципом
ієрархічного ускладнення [1,7]. Протеасома ж упізнає не суб*
страт, а саме поліубіквітиновий ланцюжок, причому, зв’язки
між убіквітином в ній мають бути лише за 48*м лізином (в мо*
лекулі убіквітину є також 11*й, 29*й та 63*й лізини). Це
«впізнавання» відбувається за типом утворення імунного
зв’язку. Усі етапи процесу убіквітинізації білка АТФ*залежні.
Кінцевою метою цього біологічного процесу є селективна мо*
дифікація білків*мішеней для наступного протеолізу.

Виявляється, що ланцюжок убіквітину «пришивається» до
того білка, чия доля вже визначена, оскільки він несе в собі оз*
наки смерті – специфічні сигнали, які вмикають процес дегра*
дації. Саме ці сигнали впізнають специфічними убіквітин*ліга*
зами, з якими субстратні білки зв’язуються перед
убіквітинізацією. Тому ці білки є ключовими факторами в
убіквітиновому протеолітичному каскаді: вони впізнають білок
для зв’язування, що буде підлягати подальшій деградації [9]. 

Серед білків, які підлягають убіквітинзалежному проте*
олізу, можна перерахувати такі найважливіші субстрати: а)
регулятори клітинного циклу; б) компоненти різних си*
гнальних шляхів; в) мутовані білки; г) білки, пошкоджені
посттрансляційно. Отже, система внутрішньоклітинного
протеолізу задіяна в таких важливих процесах, як розвиток
та диференціація клітин, проліферація клітин, реакції клітин
на стрес та пошкодження, а також у процесі неоплазії. 

Поряд з описаною основною протеолітичною функцією,
протеасоми мають і додаткові: процесинг і рефолдинг білків
[9]. Суть процесингу полягає в тому, що шляхом часткового
гідролізу змінюється структура білка, відкриваються його
активні центри. Процес рефолдингу в протеасомі вивчали in
vitro. З’ясувалось, що при рефолдингу протеасома може
зв’язувати пошкоджені «розкручені» білки і заново їх «зкру*
чувати». 

Ураховуючи життєво важливі функції, які виконує
убіквітин*протеасомна система в клітині, стає очевидним, що
структурні та функціональні пошкодження компонентів цієї
системи є основою розвитку багатьох захворювань.

У проведеному нами дослідженні при секреторній формі
чоловічої неплідності в клітинах Сертолі та інтерстиційних
ендокриноцитах – клітинах Лейдіга яєчка виявлені молеку*
лярні зміни убіквітин*протеасомної системи, пов’язані з по*
силенням активності протеасом – цитоплазматичних орга*
нел, що відповідають за внутрішньоклітинний протеоліз,
процесинг і рефолдинг внутрішньоклітинних білків. Зазна*
чені особливості убіквітин*протеасомної системи є характер*
ними для секреторної форми чоловічої неплідності та
свідчать про порушення регуляції клітинного циклу і швид*
кості транскрипції та підвищений уміст пошкоджених білків
в клітинах яєчка при цій формі чоловічої неплідності.

ВИСНОВКИ
1. Дослідження протеїну Ubiquitin виявило статистично

достовірне підвищення його цитоплазматичної експресії в
клітинах Сертолі, а також посилення цитоплазматичної екс*
пресії з одночасним зменшенням його ядерної експресії в
клітинах Лейдіга при секреторній формі чоловічої неплідності
порівняно з екскреторно*обтураційною неплідністю. 

2. Виявлені молекулярні зміни убіквітин*протеасомної
системи, що характерні для секреторної форми чоловічої
неплідності. Ці зміни пов’язані із: а) підвищенням активності
протеасом – органел, що відповідають за внутрішньоклітин*
ний протеоліз, процесинг і рефолдинг внутрішньоклітинних

Ìàë. 1. Åêñêðåòîðíî-îáòóðàö³éíà íåïë³äí³ñòü. 
Ñëàáêà ÿäåðíà òà öèòîïëàçìàòè÷íà åêñïðåñ³ÿ ïðîòå¿íó
Ubiquitin ó êë³òèíàõ ñïåðìàòîãåííîãî øàðó. Ïîì³ðíà
ÿäåðíà òà ñëàáêà öèòîïëàçìàòè÷íà åêñïðåñ³ÿ óá³êâ³òèíó â
êë³òèíàõ Ñåðòîë³ òà êë³òèíàõ Ëåéä³ãà. 
²ìóíîïåðîêñèäàçíèé ÀÂÑ-ìåòîä.  × 200

Ìàë. 2. Ñåêðåòîðíà íåïë³äí³ñòü. Ïîì³ðíà ÿäåðíà òà öèòî-
ïëàçìàòè÷íà åêñïðåñ³ÿ ïðîòå¿íó Ubiquitin â êë³òèíàõ Ñåðòîë³.

²ìóíîïåðîêñèäàçíèé ÀÂÑ-ìåòîä. × 200

Ìàë. 3. Ñåêðåòîðíà íåïë³äí³ñòü – â ïðîñâ³òàõ êàíàëüö³â
ëèøå êë³òèíè Ñåðòîë³. Ïîì³ðíà ÿäåðíà òà öèòîïëàçìàòè÷-
íà åêñïðåñ³ÿ ïðîòå¿íó Ubiquitin ó êë³òèíàõ Ñåðòîë³.
Â³äñóòí³ñòü ÿäåðíî¿ åêñïðåñ³¿ òà ïîì³ðíà öèòîïëàçìàòè÷íà
åêñïðåñ³ÿ óá³êâ³òèíó â êë³òèíàõ Ëåéä³ãà.
²ìóíîïåðîêñèäàçíèé ÀÂÑ-ìåòîä. × 200



Á Å Ñ Ï Ë Î Ä È Å  È  Ï Ë À Í È Ð Î Â À Í È Å  Ñ Å Ì Ü È

160 ÇÄÎÐÎÂÜÅ ÌÓÆ×ÈÍÛ N¹2 2011

білків в клітинах Лейдіга та клітинах Сертолі; б) зменшен*
ням ядерної експресії протеїну Ubiquitin в клітинах Лейдіга,
що впливає на регуляцію клітинного циклу, швидкості тран*
скрипції та апоптоз.

3. Молекулярні особливості убіквітин*протеасомної сис*
теми у хворих на секреторну форму чоловічої неплідності
свідчать про порушення регуляції клітинного циклу та швид*
кості транскрипції в інтерстиційних ендокриноцитах –
клітинах Лейдіга та про підвищений вміст пошкоджених
внутрішньоклітинних білків у клітинах Лейдіга та клітинах
Сертолі у зазначених пацієнтів.

Иммуногистохимические особенности экспрессии

протеина Ubiquitin в ткани яичка больных с

различными формами мужского бесплодия

С.В. Базалицкая, А.М. Романенко

Изучены иммуногистохимические особенности экспрессии проте*
ина Ubiquitin в ткани яичка 28 больных при тяжелых формах муж*
ского бесплодия – экскреторно*обтурационном и секреторном. 
Выявлены молекулярные изменения убиквитин*протеасомной систе*
мы, характерные для секреторной формы мужского бесплодия, кото*
рые свидетельствуют о нарушении регуляции клеточного цикла и ско*
рости транскрипции в интерстициальных эндокриноцитах – клетках
Лейдига и о повышенном содержании поврежденных внутриклеточ*
ных белков в клетках Лейдига и клетках Сертоли у данных пациентов.
Ключевые слова: мужское бесплодие, протеин Ubiquitin, клетки
Лейдига, клетки Сертоли, иммуногистохимические исследования.

Immunohistochemical features of expression of

protein Ubiquitin in testicular tissue of patients with

various forms of male infertility

S.V. Bazalitska, A.M. Romanenko

Immunohistochemical features of expression of protein Ubiquitin in
testicular tissue of 28 patients with serious forms of male infertility –
excretory*obstructive and secretory are studied. 

The molecular changes of Ubiquitin*proteasome system characteristic
for the secretory form of male infertility are revealed, which testify to
the disturbance of regulation of cellular cycle and the rate of tran*
scription in interstitial endocrinocyties – Leydig cells, and about the
raised maintenance of the damaged intracellular proteins in Leydig
cells and Sertoli cells in such patients.
Key words: male infertility, protein Ubiquitin, Leydig cells, Sertoli cells,
immunohistochemistry.
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