



 Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html
ДЕРЖАВНА УСТАНОВА
«ІНСТИТУТ ПРОБЛЕМ ЕНДОКРИННОЇ ПАТОЛОГІЇ
ім. В.Я. ДАНИЛЕВСЬКОГО АКАДЕМІЇ МЕДИЧНИХ НАУК УКРАЇНИ»

На правах рукопису

ЧИСТЯКОВА ЕЛІНА ЄВГЕНІВНА

УДК: 612.616+636:591:591.3+591.463.12


[bookmark: _GoBack]СТАН РЕПРОДУКТИВНОЇ ФУНКЦІЇ НАЩАДКІВ СТРЕСОВАНИХ САМЦІВ ЩУРІВ



14.01.14 – ендокринологія


Дисертація
на здобуття наукового ступеня
кандидата біологічних наук


Науковий керівник
Гладкова Алла Іванівна
доктор біологічних наук, професор


Харків – 2009
ЗМІСТ

	
	С.

	ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, СКОРОЧЕНЬ . . . . . . . . . . 
	5

	ВСТУП . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	6

	РОЗДІЛ 1
	

	Чоловіча репродуктивна функція в умовах стресових навантажень (огляд літератури) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	11

	
	1.1.
	Ендокринна регуляція чоловічої репродуктивної системи . . . . . . . . . .
	11

	
	1.2.
	Стрес та гормональні механізми його реалізації . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	19

	
	1.3.
	Наслідки стресу для чоловічої репродуктивної функції . . . . . . . . . . . 
	23

	
	1.4.
	Наслідки впливу несприятливих чинників батька для нащадків . . . . 
	31

	
	1.5.
	Чутливість до дії несприятливих чинників нащадків, батько яких до зачаття зазнав негативних впливів . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	33

	РОЗДІЛ 2
	

	Матеріали та методи досліджень . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	35

	РОЗДІЛ 3
	

	Наслідки іммобілізаційного стресу для репродуктивної функції самців-плідників . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	41

	
	3.1.
	Рівень гормонів у крові . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	41

	
	3.2.
	Статева поведінка . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	43

	
	3.3.
	Показники спермограми . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	47

	
	3.4.
	Фертильність . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	50

	
	3.5.
	Відносна маса органів . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	52

	
	3.6.
	Вміст продуктів вільнорадикального окислення ліпідів, білків та рівень відновленого глутатіону в сім’яниках . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	54

	РОЗДІЛ 4
	

	Особливості онтогенетичного розвитку нащадків, отриманих від стресованих самців щурів . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	59

	
	4.1.
	Сомато-статевий розвиток нащадків обох статей . . . . . . . . . . . . . . . . .
	59

	
	
	4.1.1.
	Життєздатність . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	59

	
	
	4.1.2.
	Динаміка маси тіла . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	65

	
	
	4.1.3.
	Показники соматичного розвитку . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	68

	
	
	4.1.4.
	Показники статевого розвитку . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	69

	
	4.2.
	Стан репродуктивної системи дорослих нащадків чоловічої статі, отриманих від стресованих самців . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	71

	
	
	4.2.1.
	Рівень гормонів у крові . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	71

	
	
	4.2.2.
	Статева поведінка . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	73

	
	
	4.2.3.
	Показники спермограми . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	76

	
	
	4.2.4.
	Фертильність . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	77

	
	
	4.2.5.
	Відносна маса органів. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	79

	
	4.3.
	Стан репродуктивної системи дорослих нащадків жіночої статі, отриманих від стресованих самців . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	81

	
	
	4.3.1
	Рівень гормонів у крові . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	81

	
	
	4.3.2.
	Статева поведінка . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	82

	
	
	4.3.3.
	Естральний цикл . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	83

	
	
	4.3.4.
	Фертильність . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	85

	
	
	4.3.5.
	Відносна маса органів . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	86

	РОЗДІЛ 5

	Віддалені наслідки стресування в пубертатний період для репродуктивної системи щурів-нащадків стресованих батьків . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	89

	
	5.1.
	Репродуктивна функція дорослих нащадків чоловічої статі, стресованих в пубертатному віці . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	91

	
	
	5.1.1.
	Рівень гормонів у крові . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	91

	
	
	5.1.2.
	Статева поведінка . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	93

	
	
	5.1.3.
	Показники спермограми . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	95

	
	
	5.1.4.
	Фертильність . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	96

	
	
	5.1.5.
	Відносна маса органів . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	97

	
	5.2.
	Репродуктивна функція дорослих нащадків жіночої статі, стресованих в пубертатному віці . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	99

	
	
	5.2.1.
	Рівень гормонів у крові . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
	99

	
	
	5.2.2.
	Статева поведінка . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	101

	
	
	5.2.3.
	Естральний цикл . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	102

	
	
	5.2.4.
	Фертильність . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	104

	РОЗДІЛ 6
	

	Заключення . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	107

	ВИСНОВКИ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	132

	СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	134



ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ,
СКОРОЧЕНЬ

	А
	– адреналін

	АГВ
	– ано-генітальна відстань

	АКТГ
	– адренокортикотропний гормон

	АОЗ
	– антиоксидантний захист

	ВГ
	– відновлений глутатіон

	ВРО
	– вільнорадикальне окислення ліпідів

	ГнРГ
	– гонадоліберин, гонадотропін-рилізінг-гормон

	д. ж.
	– доба життя

	Е2
	– 17β-естрадіол

	ЗАС
	– загальний адаптаційний синдром

	КА
	– катехоламіни

	КРГ
	– кортикотропін-рилізінг-гормон

	ЛГ
	– лютеїнізуючий гормон

	НА
	– норадреналін

	ПОЛ
	– перекисне окислення ліпідів

	ПРЛ
	– пролактин

	СТ
	– серотонін

	Т
	– тестостерон

	ТБК
	– тіобарбітуратова кислота

	ФСГ
	– фолікулостимулюючий гормон

	цАМФ
	– циклічний 3´–5´-аденозинмонофосфат

	5α-ДГТ
	– 5α-дигідротестостерон

	у.о.
	– умовні одиниці




ВСТУП


Актуальність теми. Демографічна криза в Україні, на подолання якої була спрямована державна програма «Репродуктивне здоров’я», потребує поглибленого вивчення причин зменшення народжуваності. За останні роки кількість дитячого населення України скоротилася на 1,5 млн. [1]. Одна з причин такого положення – це зниження репродуктивних можливостей та захворювання opгaнiв репродуктивної системи майбутніх батьків. В Укpaїнi частота безплідних шлюбів становить 15-17 % та має тенденцію до зростання [2, 3]. Доля чоловічого фактору в безплідному шлюбі складає 20-50 % [2-4]. Це обумовлює необхідність проведення наукових досліджень, спрямованих на визначення факторів ризику виникнення порушень репродуктивної функції.
Причини, що призводять до пригнічення статевої функції чоловічого організму, зокрема сперматогенезу, дуже різноманітні: несприятлива екологічна ситуація, економічні негаразди, погіршення соціальних умов, стрес [4-10]. Але якщо наслідки несприятливих умов для батьків досить досконало досліджуються, то стан соматичного і репродуктивного здоров’я народжених від них нащадків практично не вивчений. Цьому є багато причин. Зокрема, в клінічних умовах складно простежити за дитиною від часу народження до статевого становлення в зв’язку з роз’єднаністю в часі цих періодів. Тому висновки часто базуються на експериментальних даних.
У літературі є чисельні дані про вплив стану здоров’я матері, особливо під час вагітності, на її нащадків [11-14]. У той же час роль батька як носія репродуктивного здоров’я дітей досліджена значно меншою мірою. 
Механізмом передачі інформації від самців до нащадків може бути зміна структури та/або функціональної активності сперматозоїдів, на які, в свою чергу, впливають генетичні, гормональні, метаболічні фактори. Можливість впливу стану здоров’я батька на дитину була підтверджена в клінічних дослідженнях різного напрямку. Віддалені наслідки (у вигляді ендокринних порушень) зареєстровані в нащадків, батьки яких вживали наркотики, етанол або постійно мали справу зі свинцем, органічними розчинами, дефоліантами, пестицидами, були піддані дії радіації [15-19]. Однак багато питань залишаються невизначеними. Серед них важливе місце посідають дослідження віддалених наслідків стресу батька. Адже доведено, що стрес може бути як головним, так i додатковим етіологічним чинником багатьох захворювань, до яких відносяться i рiзноманiтні розлади в репродуктивній системі [20-22]. 
Як у клінічних, так і в експериментальних дослідженнях майже не знайшло відображення питання про чутливість репродуктивної системи нащадків, отриманих від батька з ушкодженим репродуктивним станом, до дії патогенних чинників та про статеві відмінності. Останнє, однак, має велике практичне значення, що і обумовило одну із задач даної роботи, бо саме ці знання допоможуть прогнозувати можливість успадкування розладів у нащадків чоловічої або жіночої статі.
Практично відсутні дані відносно того, чи впливають на сомато-статевий розвиток та репродуктивну функцію нащадків зміни в психо-емоційному, гормональному і метаболічному стані батька перед заплідненням. Вкрай обмежена кількість робіт, у яких вивчалися б наслідки стресування самця залежно від стадії сперматогенезу, на якій він піддавався стресу, для сомато-статевого розвитку нащадків. Тому в нашому дослідженні передбачено вивчення цих питань, а також визначення стадій сперматогенезу, найбільш вразливих до метаболічного та гормонального дисбалансу, спричиненого дією стресу. Такий напрямок досліджень допоможе запропонувати оптимальний час запліднення в тому разі, якщо на батька діяли шкідливі для сперматогенезу чинники, зокрема стрес.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано у відповідності до плану наукових робіт ДУ «Інститут проблем ендокринної патології iм. В. Я. Данилевського АМН України», вона є фрагментом тем: «Наслідки репродуктивних розладів у батька для сомато-статевого розвитку нащадків обох статей. Негормональна корекція», номер Державної реєстрації 0103U000370; «Визначити вікову залежність реактивності до несприятливих чинників у нащадків батьків з репродуктивними розладами», номер Державної реєстрації 0106U002109.
Мета i завдання дослідження. Метою роботи є визначення особливостей сомато-статевого розвитку та функціонального стану репродуктивної системи нащадків стресованих самців, а також чутливості їх репродуктивної системи на стрес у пубертаті.
Досягнення поставленої мети здійснювалося шляхом вирішення наступних завдань:
1. Визначити наслідки семиденного стресування шляхом іммобілізації для стану репродуктивної системи самців-плідників та встановити найбільш уразливу до дії стресу стадію сперматогенезу за показниками спермограми та фертильності.
2. Вивчити показники постнатального сомато-статевого розвитку нащадків обох статей, отриманих від стресованих самців.
3. Визначити показники репродуктивної функції самців-нащадків, обтяжених батьківським стресом.
4. Визначити показники репродуктивної функції самок-нащадків, обтяжених батьківським стресом.
5. Вивчити віддалені наслідки стресу в пубертаті для репродуктивної функції нащадків обох статей, отриманих від стресованих самців.
Об’єкт дослідження – функціональний стан репродуктивної системи у батьків та їх статевозрілих нащадків обох статей щурів популяції Вістар, отриманих від стресованих самців.
Предмет дослідження – репродуктивні органи (сім’яники, сім’яні пухирці, передміхурова залоза, епідидиміси та яєчники), надниркові залози, гіпофіз, тимус, сироватка крові (визначення концентрації тестостерону, естрадіолу, кортикостерону, пролактину, вмісту відновленого глутатіону та речовин, що реагують з тіобарбітуровою кислотою).
Методи досліджень. фізіологічні, біохімічні, морфологічні, цитологічні, імуноферментні та статистичні методи.
Наукова новизна одержаних результатів. У дисертаційній роботі вперше визначені наслідки стресу батька, спаровування якого здійснювалось в різні строки після стресування з урахуванням стадій сперматогенезу, для сомато-статевого розвитку та стану репродуктивної функції нащадків обох статей. Показано, що стресування самців перед спаровуванням з інтактними самками призводить до затримки соматичного та статевого розвитку нащадків. У дорослому віці як у самців, так і в самок-нащадків стресованих батьків, спостерігаються певні розлади в функціонуванні репродуктивної системи, які мають прояви в порушенні статевої поведінки, пригніченні сперматогенезу та оогенезу та зниженні фертильності.
Виявлено послаблення реактивності репродуктивної системи дорослих нащадків обох статей, отриманих від стресованих батьків та інтактних матерів, до дії іммобілізаційного стресу в пубертаті. 
Практичне значення одержаних результатів. Отримані дані можуть бути використані як теоретичне обґрунтування розробки практичних заходів, спрямованих на профілактику негативних наслідків стресування батька для сомато-статевого розвитку та репродуктивної функції його нащадків обох статей.
Результати проведеного дослідження є теоретичним обґрунтуванням виділення груп ризику щодо виникнення порушень репродуктивної функції.
Матеріали роботи можуть бути корисні для лiкарiв-ендокринологів, сексопатологів, андрологів, педіатрів та використані у відповідних лекційних курсах.
Особистий внесок здобувача. Здобувач брав безпосередню участь у виконанні всіх експериментів, результати яких викладено в дисертації. Аналіз та систематизацію результатів, статистичну обробку даних, обґрунтування наукових положень та висновків, а також написання дисертаційної роботи автор виконав самостійно. Визначення рівнів гормонів у сироватці крові, а також продуктів вільнорадикального окислення та рівень відновленого глутатіону в сім’яниках проведено разом із к. б. н., с. н. с. О. В. Сомовою. Аналіз спермограми проведено разом з к. б. н. В. М. Золотухіною. 
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації доповідалися та обговорювалися на науково-практичних конференціях: «Фундаментальні питання експериментальної та клінічної ендокринології (Четверті Данилевські читання)» (Харків, 2005 р.), «Експериментальна та клінічна ендокринологія: фундаментальні та прикладні питання (П’яті Данилевські читання)» (Харків, 2006 р.), «Наукові та практичні проблеми ендокринної патології в різних вікових періодах» (Харків, 2006 р.), «Експериментальна та клінічна ендокринологія: від теорії до практики (Шості Данилевські читання)» (Харків, 2007 р.), «Медико-соціальні проблеми дитячого віку» (Тернопіль, 2007 р.), VΙΙ з’їзд асоціації ендокринологів України (Київ, 2007 р.), «Фундаментальна та клінічна ендокринологія: проблеми, здобутки, перспективи (Сьомі Данилевські читання)» (Харків, 2008 р.).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 11 наукових праць, з яких 4 статті, з них 3 статті (1 – одноосібна, 2 – у співавторстві) у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України та 7 тез доповідей у матеріалах вітчизняних з’їздів та конференцій. 


ВИСНОВКИ

1. У результаті проведених експериментів встановлено, що стресування батька є чинником ризику для сомато-статевого і репродуктивного здоров’я його нащадків обох статей. Доведено наявність стрес-індукованих змін у репродуктивній системі статевозрілих нащадків стресованих батьків в умовах семиденної одногодинної іммобілізації в пубертаті.
2. Стресування протягом семи діб порушує репродуктивну функцію дорослих самців щурів, що має прояв у гормональному дисбалансі (знижується концентрація тестостерону, зростають рівні естрадіолу та пролактину); пригніченні статевої поведінки (збільшуються латентні періоди садок, інтромісій на тлі зменшення кількості цих показників та еякуляцій за тест); порушенні показників спермограми (зменшується концентрація та кількість рухливих сперміїв, зростає кількість патологічних форм гамет); накопиченні продуктів вільнорадикального окислення ліпідів та білків у сім’яниках; зниженні фертильності. Стресування самців щура впливає на морфофункціональний стан сперміїв, які знаходяться на всіх стадіях розвитку. За змінами показників спермограми та фертильності уразливими до стресування виявляються зрілі сперматозоїди, сперматиди та сперматоцити. 
3. У щурят обох статей стресованих батьків, яких спаровували з інтактними самками в різні строки після відміни стресування, виявлені порушення в соматичному (затримці строків відлипання вушок, появи генералізованого волосяного покриву, прорізування зубів, відкриття очей, зниження життєздатності) та статевому (зменшення ано-генітальної відстані в самців-нащадків, затримка строків опущення яєчок та відкриття піхви) розвитку.
4. У дорослих самців-нащадків, отриманих від стресованих самців, яких спаровували з інтактними самками в різні строки після відміни стресування, знижується концентрація тестостерону та/або підвищується концентрація естрадіолу в крові; порушується статева поведінка (збільшуються латентні періоди садок, інтромісій та еякуляцій на тлі зменшення кількості цих показників); пригнічується генеративна функція сім’яників (зменшується концентрація та/або кількість рухливих сперміїв), що призводить до зниження їх фертильності.
5. У дорослих самок-нащадків, отриманих від стресованих самців, яких спаровували з інтактними самками в різні строки після відміни стресування, зростає рівень тестостерону в крові та його співвідношення до естрадіолу; знижується сумарний показник процептивної поведінки; подовжується тривалість естрального циклу за рахунок міжтічки, що призводить до зниження їх фертильності.
6. Стресування в пубертаті нащадків обох статей, отриманих від самців, яких спаровували з інтактними самками через 28 діб після відміни стресування, в дорослому віці призводить у самців до зменшення кількості рухливих сперміїв, зниження відносної маси андрогензалежних органів (сім’яних пухирців, передміхурової залози) та збільшення відносної маси надниркових залоз; у самок – до зростання рівня естрадіолу в крові, зниження сумарного показника процептивної поведінки, подовження тривалості міжтічки та зменшення співвідношення тічки до міжтічки. Реакція репродуктивної функції на «подвійний» стрес була послабленою порівняно з такою в тварин, отриманих від стресованого батька, але яких у пубертаті не стресували.
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