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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 

ЛК – Leydig Cells – Лайдигови клетки 
3βHSD – 3β хидроксистероид дехидрогеназа 
AER, AEР – Agranular Endoplasmic Reticulum – агранулиран 
ендоплазматичен ретикулум 
ALCs – Adult Leydig cells-Стари Лайдигови клетки 
AMH – Anti-Mullerian hormone, Анти-Мюлеров хормон 
АR – androgen receptor, андрогенен рецептор 
DAB – Diaminobenzidine – Диаминобензидин 
EDC – ЕДС – етан-диметан сулфонат 
FSH – Follicle Stimulating Hormone – Фоликуло стимулиращ хормон 
FLCs – ФЛК – Фетални Лайдигови клетки 
GER, ГEР – Granular Endoplasmic Reticulum – гранулиран 
ендоплазматичен ретикулум 
GDNF – Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor – Невротрофичен фактор 
GDNFR (α, β, α-1, α-2) – Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor Receptor – 
Невротрофичен фактор рецептор 
HCG – HumanChorionic gonadotropin – човешки хорионгонадотропин 
H-E – Hematoxylin-Eosin – Хематоксилин – Еозин 
INSL3 – Insuline like peptide 3 
ILCs – Immature Leydig Cells – Незрели Лайдигови клетки 
LH – Luteinizing Hormone – Лутеинизиращ хормон 
NAD – Nicotinamide Adenine Dinucleotide – Никотинамид аденин 
динуклеотид 
PBS – Phosphate Buffered Saline – фосфатен буферен разтвор 
ROS – Reactive Oxygen Species – Свободни радикали 
SLCs – Stem Leydig Cells – Прогениторни Лайдигови клеки 
StAR – Steroidogenic Acute Regulatory protein – стероидогенен регулаторен 
протеин 
T – Тestosteron – Тестостерон 
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I. ВЪВЕДЕНИЕ 

Нивото на циркулиращия тестостерон намалява с възрастта при 
човека и гризачите. Синтезата и секрецията на тестостерон в кръвта се 
контролира от хипофизния лутеинизиращ хормон, LH и плацентарния 
хорион-гонадотропен хормон, hCG по време на ембрионалното развитие, 
като регулиращия им ефект се осъществява чрез специфични рецептори. 

Понижените нива на андрогените са резултат на свързани със 
стареенето промени в мъжката репродуктивна система и според някои 
автори причините са, както външни събития повлияващи стероидогенезата 
в Лайдиговите клетки,ЛК така и интрацелуларни механизми, проявяващи 
се в хода на стареенето. Резултати от изследвания в последните години 
показват, че процесът на стареене в тестиса се съпровожда с редукция на 
диаметъра на семиниферните тубули без да се отчита намаление или 
хиперплазия на ЛК, а по-често атрофични промени в размера на 
популацията им. Тези изменения в ЛК отразяват ултраструктурните 
промени в цитоплазмените им органели и ядрото и тези отклонения са 
индикативни за техните понижени стероидогенни способности и 
увеличена апоптотична тенденция.  

Наред с ендокринната природа на ЛК се установи и продукция от тях  
на редица биологично активни субстанции характерни за неврони и 
невроендокринни клетки, което недвусмислено подкрепя идеята за 
невроендокринната природа на ЛК и потенциалния им невроектобластен 
и/или от невралните гребени произход. Към тази група се отнася и 
невротрофичният фактор Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor, GDNF  

Паралелно се установява и свързано с възрастта намаляване на 
активността на ключови стероидогенни ензими в ЛК и експресията на 
водещи маркери за тяхната функционална зрялост,като пептидният хормон 
Insuline like peptide 3, INSL3. По този начин, дедиференциацията на ЛК се 
интерпретира като възможна причина за увеличения функционален 
хипогонадизъм в процеса на стареене. Независимо от това, механизмите, 
чрез които ЛК в стареещия тестис губят стероидогенните си способности 
са все още не напълно изяснени на този етап, което определя и целта на 
настоящето проучване.  
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II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

Целта на настоящето проучване е да се установят 

морфологичните промени в Лайдиговите клетки в тестиса на плъх в 

хода на стареенето, паралелно с експресията и активността в тях на 

ключови стероидогенни ензими (3β HSD и NADH2-цитохром-С 

редуктаза), както и на някои маркери за функционалната им зрялост 

като INSL3 и GDNF-GFRα1 лиганд-рецепторната система. 

 

Задачи на проучването: 

1. Да се проследят микроскопските и електронномикроскопските 
промени в Лайдиговите клетки на плъх в хода на стареенето (3, 12, 18, 
21 и 24 месец) 

2. Да се установят ензимохистохимичните промени в активноста на 
ключовите стероидогенни ензими 3β HSD и NADH2 – цитохром – С 
редуктаза в Лайдиговите клетки на плъх при стареене. 

3. Да се демонстрира имунохистохимичния модел на експресия на 
INSL3 в Лайдиговите клетки на стареещия тестис на плъх. 

4. С помощта на имунохистохимични техники да се установи 
имуноекспресията на лиганд-рецепторната система GDNF-GFRα1 в 
Лайдиговите клетки на плъх в хода на стареенето. 

5. Да се направи количествен анализ на интензитета на 
имунохистохимичните реакции чрез използването на специализиран 
софтуер и статистическа обработка на получените данни. 

6. Да се направи опит за връзка между получените резултати и 
хипотезата за дедиференциацията на Лайдиговите клетки като 
възможна причина за функционалния хипогонадизъм в хода на 
стареенето. 
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III. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 

1. Материал 

► Експериментален модел на стареещи плъхове 
Мъжки Wistar плъхове на различна възраст (3, 12, 18, 21 и 24 месечни 

животни) бяха използвани в настоящето проучване. Теглото на 
използваните животни беше между 180 – 330 г. Опитните животни от 
всяка група (n = 6) бяха декапитирани под наркоза (дълбока анестезия с 
0,2 mg/kg, i.p. Fentanyl и 0,3 mg/kg, i.p, Midazolam) и тестисите на всеки от 
плъховете бяха отпрепарирани. Тестикуларни фрагменти, дебели около 4 – 
5 mm, бяха фиксирани чрез имерсия в течността на Буен за 24 часа и 
подготвени за рутинна хистология (оцветяване с хематоксилин-еозин) и 
имунохистохимия. Парафинови хистологични срезове (6 µm дебелина) 
бяха монтирани на покрити с хром-желатина и силан предметни стъкла и 
се използваха за хистологичен и имунохистохимичен анализ. Част от 
материала беше фиксиран в глутаралдехид и подготвен за електронно 
микроскопски анализ. 

2. Методи 

2.1. Класическа хистологична техника 
Оцветяване с хематоксилин-еозин на парафинови срезове (6 µm) от 

тестиси на плъхове на различна възраст. Тестиси на плъхове, дебели около 
5 – 6 mm, бяха фиксирани при стайна температура в 10% формалин или в 
течност на Буен за 24 – 48 часа. Последва дехидратация във възходяща 
алкохолна батерия и просветляване в кедрово масло. След промивка с 
ксилол тестикуларните фрагменти престояват в течен парафин в термостат 
(на 56º) за 24 часа, след което се включиха в парафин. Парафиновите 
блокчета се нарязаха на автоматичен парафинов микротом (Leica 2055) и 
се фиксираха върху предметни стъкла. После се депарафинираха в 
низходяща алкохолна батерия и се рехидратираха в дестилирана вода за 
15 – 20 минути. Последва оцветяване с хематоксилин за 5 – 8 минути и с 
еозин за 2 – 5 минути. Продължихме с дехидриране и просветляване,след 
което срезовете бяха включени в канадски балсам и покрити с покривни 
стъкла. 
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2.2. Реакция за доказване на полизахариди (PAS-реакция) 
Първи етап е депарафиниране на срезовете и рехидратацията им с 

дестилирана вода. След това следва поставяне в 1% разтвор на перйодна 
киселина на 60º в термостат за 10 минути. Измиване добре последователно 
на течаща и дестилирана вода, подсушаване и поставяне в реактив на Shiff 
за 20 – 30 минути на стайна температура. Отново добро промиване с 
чешмяна и после с дестилирана вода и поставяне в хематоксилин за 
5 минути. Следващи етапи са дехидриране и просветляване и покриване с 
покривни стъкла. 

2.3. Оцветяване с Азан по Heidenhaim 
Първи етап е депарафиниране на срезовете с последващо 

рехидратиране до дестилирана вода и поставяне в анилинов спирт за 
5 минути. Следва изплакване отново в дестилирана вода и потапяне в 
темпериран на 55º азокармин за 20 минути. Продължаваме с изплакване в 
дестилирана вода и диференциране в анилинов алкохол. Последва бързо 
измиване в оцетно-кисел алкохол и байцване в 5% фосформолибденова 
киселина за 1 час. Продължаваме с бързо измиване с дестилирана вода и 
поставяне в анилиново синьо-orange G за 1 час. Следва миене в 
дестилирана вода и дехидриране във възходяща алкохолна батерия. 
Следващи етапи са просветляване и покриване с канадски балсам. 

Използвани разтвори 
• Азокармин – 0,1 g азокарминG в 100 ml дестилирана вода – 

кратко варене, охлаждане, филтриране и добавяне на 1 ml ледена 
оцетна киселина. 

• Разтвор на анилиново синьо-оrange G – 0,5 g водоразтворимо 
анилиново синьо + 2 g orange G + 100 ml дестилирана вода. След 
като всичко се разтвори следва добавяне на 8 ml ледена оцетна 
киселина. Преди оцветяването правим разреждане на разтвора 1:3 
с дестилирана вода. 

• Анилинов алкохол – 1 ml анилиново масло разтварено в 1000 ml 
96% етанол 

• Оцетно-кисел алкохол – 1 ml ледена оцетна киселина на 100 ml 
96% етанол 

• 5% фосформолибденова киселина  
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2.4. Електронна микроскопия 
Малки късчета от тестис на плъхове на различна възраст (на 3, 12, 18, 

21 и 24 месеца) се фиксират за 2 часа в 2,5% глутаралдехид (pH 7.2 – 7.4), 
буфериран с 0,1М Nа-какодилатен буфер (2,5% разтвор). После следва 
промиване с какодилатен буфер, постфиксиране в буфериран 1% OsO4 за 
1,5 часа и отново промиване в буфера (два пъти по 10 минути). Следва 
дехидриране в алкохоли с възходяща концентрация и преминаване през 
пропилен оксид. Използваме смола смесена с пропилен оксид в 
съотношение 1:1 за 30 минути за импрегнация на материала и преместваме 
в чиста смола (Durcopan ACM Fluka) в термостат (56 градуса) за 30 
минути. След термостата материалът се включва в капсули от желатин и се 
оставя да нощува на стайна температура. След нощуването отново се 
премества в термостат на 56 градуса за 48 часа, за да полимеризира. 
Капсулите се монтират на ултрамикротом (Reichert-U2) и се режат 
ултратънки срезове с тънък стъклен нож. Срезовете, дебели от 1 до 1,5 µм 
се оцветявят с толуидиново синьо/пиронин G (Ito and Winchester, 1963) и 
след покриване с Vectamount (Vector, USA) се наблюдават на светлинен 
микроскоп. 

Ултратънки срезове с дебелина 30 nm се прехвърлят на мрежички като 
мрежичките се контрастират с 5% уранил ацетат, разреден в абсолютен 
алкохол (съотношение 1:1) за 80 минути и се поставят в разтвора на 
Reinold (съдържащ оловен цитрат) за 20 минути. Електронно 
микроскопското наблюдение и документация беше извършено на EM 
Opton 109 в Института по Експериментална морфология,патология и 
антропология с музей при БАН – София. 

2.5. Ензимохистохимия 
Доказване активността на маркерни стероидогенни ензими в ЛК (3β 

HSD и NADH2 – цитохром C-редуктаза) нa тестиси на плъхове на различна 
възраст (на 3, 12, 18, 21 и 24 месеца) с използване на свежи криостатни 
срезове направени на Jung Frigocut 2800N 

а) 3β HSD (по Levy et al., 1959) – за нейното доказване се използваха 
свежи криостатни срезове, които бяха поставени в инкубационен разтвор, 
съдържащ: никотинамид, NBT (Nitrotetrazoliumblauchlorid), nicotinamid 
adenin dinucleotide (NAD), фосфатен буфер от два разтворa с pH 7.4. Преди 
самата реакция към средата добавихме субстрат-дехидроепиандростерон 
(DNA), разтворен в диметилформамид. Срезовете се инкубират за 1 час 
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при 38ºС в термостат, след което се прехвърлят във фосфатен буфер (рН = 
6.88 ± 0.02) на стайна температура за 20 минути. Последен етап е 
фиксацията в 10% формол за 10 минути, изплакване във фосфатен буфер 
(рН = 6.88 ± 0.02) и дестилирана вода и покриване на срезовете с глицерин-
желатина. 

б) NADH2-цитохром С-редуктазна активност (по Nachlas et al., 1958) – 
за субстрат се използва nicotinamide adenine dinucleotide reduced disodium 
salt (DPN H2 Na2, Boehringer, Germany). В инкубационен разтвор се 
поставят нефиксирани криостатни срезове, като разтворът съдържа PVP-
0,05, Tris буфер (pH 8.05) – 0,05M, MgCl2, NBT в диметилформамид 
(DMF), 0,1M KCN и DPN H2 Na2. Срезовете се инкубират при 37ºС за 1 
час, след това се поставят за 5 минути в 8,5% NaCl. Следващ етап е 
фиксация за 10 минути в 10% неутрален формалин при стайна температура 
и измиване на течаща вода. Изплакваме в темперирана нормална солна 
киселина (1 NHCl) за 30 секунди, хидролизираме в 1 NHCl на 60º в 
термостат за 8 – 10 минути и измиваме с 1 NHCl на стайна температура. 
Допълнително оцветяваме ядрата по Фойлген с реактив на Шиф. 
Последният приготвяме предварително като основен фуксин, Na 
метабисулфит (Na2S2O5) и 1 NHCl разтваряме в дестилирана вода. 
Прочистваме с активен въглен и филтруваме до прозрачен разтвор. В така 
полученият реактив на Шиф оставяме срезовете за 30 минути. След 
дехидриране и просветляване срезовете се включват в канадски балсам. 

Контроли – за контрол на проведените реакции се използват 
криостатни срезове инкубирани с инкубационен разтвор не съдържащ 
специфичния субстрат за съответния ензим. 

2.6. Имунохистохимия 
Бяха използвани фрагменти от плъши тестиси дебели около 6 – 7 mm., 

които се фиксираха в течността на Буен за 24 – 48 часа. Последва 
дехидратация в алкохоли с възходяща концентрация и просветляване в 
кедрово масло. Следва престой в течен парафин в термостат на 56º за 12 – 
18 часа и включване в парафин. Използва се амплифицираща техника от 
комбинацията на АВС и РАР методи за идентифициране на INSL3, GDNF, 
GFRα1 и Р 53 в Лайдиговите клетки. 

Моделът на експресия на INSL3, член на relaxin/insulin фамилията 
беше установена на парафинови срезове (6 µm) получени с автоматичен 
парафинов микротом Leica 2055 от тестиси на плъхове на различна 
възраст. Срезовете се монтираха на покрити със силан предметни стъкла. 
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Предметните стъкла се депарафинираха последователно с ксилол и 
абсолютен алкохол. Следва подтискане на пероксидазата с разтвор от 
метанол и водороден пероксид за 30 минути. Продължаваме 
депарафинирането с 96º, 80º и 70º алкохол и завършваме с дестилирана 
вода. Следва престой в PBS (Phosphate Buffered Saline) зa 15 минути и в 
Normal swine serum разтворен в PBS за 30 минути. После се провежда 
инкубация със специфично поликлонално заешко анти-INSL3 (Phoenix 
Peptide, USA; разтворено 1:200) антитяло. Продължителността на 
инкубацията е 24 часа при 4º във влажна камера.След това се промива с 
PBS и престоява 60 минути в Anti rabbit IgG-biotin разтворен в PBS (1:250). 
Промиваме с PBS и подсушаваме.Имунната реакция беше доказана чрез 
високо чувствителен Vectastain Elite ABC kit (Vector, USA) с DAB като 
хромоген. След завършване на реакцията изплакваме с PBS, дехидрираме в 
алкохоли с възходяща концентрация и покриваме с Vecta mount. 
Специфичността на имунооцветяването беше потвърдена на контролни 
срезове, при които първичното или вторичното антитяло бяха заместени с 
PBS или беше визуализирана само пероксидазната активност. 

Имунореактивност за GDNF-GFRα1 лиганд рецепторната система в 
тестиси на плъхове в хода на стареенето беше установена чрез прилагането 
върху парафинови срезове на специфични поликлонални антитела: анти 
GDNF антитяло, Santa Cruz, USA, 1:100 и поликлонално анти GFRα1 
антитяло, Santa Cruz, USA, в концентрация 1:100. Бяха използвани и 
високочувствителни китове за детекция и визуализация на 
имунохистохимичните реакции – Vectastain® Elite ABC detection kit 
(Vector, USA) и DAB Peroxidase Substrate kit, (Vector, USA). Като контроли 
послужиха срезове, при които първичното или вторичното антитяло бяха 
заместени с PBS. 

Имунореактивност за Р 53 се установи като парафинови срезове 
(6 µm) монтирани върху силанизирани стъкла бяха депарафинирани 
последователно с ксилол и абсолютен алкохол. Следва подтискане на 
пероксидазата с разтвор от метанол и водороден пероксид за 10 минути. 
Продължаваме депарафинирането с 96º, 80º и 70º алкохол и завършваме с 
дестилирана вода. Следва престой в PBS (Phosphate Buffered Saline) зa 
15 минути и в Bloking Serum разтворен в PBS за 60 минути. После се 
проведе инкубация със специфично поликлонално заешко анти – р53 
антитяло (Santa Cruz, USA, разтвор 1:100) и престой на 4º във влажна 
камера за една нощ. Последва промиване с PBS и престой с биотинилирано 
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вторично антитяло (1:250) за 1 час на стайна температура. Този етап е 
последван от промиване в PBS и инкубиране с АВ реагент за 30 минути. 
Пероксидазната активност се доказа чрез използването на разтвор 
съдържащ субстратен буфер (0,1M PB с pH 7,4), 3,3 – диаминобензидин 
(DAB)-4 HCL и пероксидазен субстрат. Продължителността на 
инкубацията е различна (5 – 25 минути), според скоростта на изява на 
пероксидазната активност, която се проследи под микроскоп. Последни 
етапи са промиване на срезовете с PBS, дехидриране с възходяща 
алкохолна батерия и покриване с Veсta mount. 

2.7. Количествен анализ на интензитета на 
имунохистохимичните реакции 

Беше извършен количествен и статистически анализ на интензитета на 
имунохистохимичните реакция чрез използването на специализиран 
софтуер Olympus DP-Soft image system (версия 4.1 за Windows) на 
микроскоп Microphot-SA (Nikon, Japan), снабден с дигитална камера 
Camedia-5050Z (Olympus, Japan). Стойностите на интензитета на реакциите 
бяха в интервала 0÷256, като 0 представя – бяло и 256 – черно. Анализът 
беше осъществен върху срезове от тестиси на Wistar плъхове на различна 
възраст (n = 6 за всяка група животни). Сравнявани бяха серии от 
едновременно проведени реакции, включващи материал от всички 
експериментални групи, с цел съпоставимост на резултатите. Кривата на 
интензитета на имунните реакции в позитивните клетки беше изчислена на 
различни микроскопски полета от срезове (10 срезове от животно, при 
увеличение х400) на всеки тестис, най-малко на 100 клетки. Беше 
изчислена средната стойност на интензитета на антигенната експресия за 
всяко животно от групите. Експресията на INSL3, GDNF, GFRα1 и р53 
беше отчетена в относителни единици (Relative Units, RU). Всички данни 
са представени като средна аритметична ± стандартна грешка на средната 
аритметична (Х ± SEM). 

След оценка на разпределението на получените стойности, проверено 
чрез непараметричен критерий на Kolmogorof-Smirnov и Tamhane's T2 
поради неравенство на дисперсиите резултатите бяха подложени на 
параметричен и графичен анализ. За анализ на статистическите различия 
беше приложен one-way ANOVA и Tukey post hoc тест за междугрупови 
различия. Всички данни са представени като средна аритметична ± 
стандартна грешка на средната аритметична (Х ± SEM). Статистически 

 12 



Дарина Симеонова Барбутска 

значими се приемаха различията при Р < 0.05. За обработка на данните 
беше използвана програмата SPSS 19. 

 

Всички експериментални процедури са одобрени от Етичната комисия 
към Медицински университет – Пловдив. (становище на Етична 
комисия номер Р1165/15.04.2016) 
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IV. СОБСТВЕНИ РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 

1. Светлинномикроскопска характеристика на Лайдиговите 
клетки на плъх при стареене 

При рутинен хистологичен анализ (оцветяване с хематоксилин-еозин) 
на срезове от тестиси на плъх на различни етапи от неговото развитие (3, 
12, 18, 21 и 24 месечни животни) се проследиха светлинномикроскопските 
промени в ЛК на тестиса. 

При хистологични срезове от тестиси на 3 месечни плъхове, 
оцветени с хематоксилин-еозин, се наблюдават множество повлекла, 
както и единични ЛК сред изобилие от напречно прерязани 
семиниферни тубули (Фиг. 1). 
 

 
Фиг. 1. Тестис от плъх на 3 месеца след раждането. Рутинна хистология, 
оцветяване с Н-Е; х200. Повлекла от Лайдигови клетки (→) разположени 
около кръвоносните съдове в интерстициума, както и перитубуларно. 

Голяма част от ЛК се разполагат около кръвоносните съдове в 
интерстициума, както и перитубуларно около стената на напречно 
прерязаните семенни каналчета. ЛК се откриват като полигонални или 
окръглени клетки с еозинофилна цитоплазма, богата на липидни капки 
и овално ядро, най-често ексцентрично разположено. В каналчетата, 
сперматогенният епител се представя с всички клетки от различните 
етапи на сперматогенезата-откриват се сперматогонии, първични 
сперматоцити, сперматиди и изобилие от сперматозоиди в различни 
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стадии на оформяне, разположени сред добре оформените Сертолиеви 
клетки. Подлежащата базална ламина и разположената около нея lamina 
propria се визуализират чрез положителна PAS-реакция. Поради 
съдържанието на гликогенови гранули като клетъчни включения, PAS-
реакция се позитивира и в ЛК. При оцветяване с Азан (по Heidenhaim) 
базалната ламина на семиниферните тубули се оцветява интензивно в 
синьо от намиращите се там колагенни влакна, без да показва признаци 
на задебеляване (Фиг. 2). 
 

 
Фиг. 2. Тестис от плъх на 3 месец след раждането. Оцветяване с Азан (по 
Heidenhaim). х400. Базалната ламина на семиниферните тубули (    )е 
оцветена интензивно в синьо от намиращите се там колагенни влакна, 
без да показва признаци на задебеляване. Добре представени популации от 
Лайдигови клетки в интерстициума (→) 

За разлика от 3 месечните контроли при рутинното светлинно-
микроскопско изследване на парафинови срезове от 21 месечни 
плъхове, оцветени с хематоксилин-еозин, се наблюдават атрофични 
промени в популацията ЛК между семиниферните тубули, както и по-
често единични ЛК с полигонална форма, еозинофилна цитоплазма с 
оскъдни липидни капки и овално ядро. 

При оцветяване с Азан (по Heidenhaim) базалната ламина на 
семиниферните тубули на 21 месечни плъхове е нагъната, с 
преобладаващи участъци на склеротични изменения. PAS-реакцията е 
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положителна, както в стената на каналчетата, така и в определени 
участъци на разширения интерстициум. 

Почти идентична е и картината в интерстициума на тестиси от 
плъхове на 24 месеца. Преобладават единичните ЛК с овална форма, 
еозинофилна цитоплазма с оскъдни липидни включения и овално, 
ексцентрично разположено ядро. Клетките са разположени по хода на 
кръвоносните съдове в интерстициума, които са с участъци на склероза 
и хиалиноза в стената (Фиг. 3).  

 

 
Фиг. 3. Тестис от плъх 24 месеца след раждането. Рутинна хистология, 
оцветяване с Н-Е; х200. Единични Лайдигови клетки (→) около кръвоносни 
съдове със задебелена стена в разширения интерстициум на тестиса. 

Базалната ламина на семиниферните тубули е силно задебелена и 
нагъната, което се демонстрира добре чрез оцветяването с Азан (по 
Heidenhaim) и положителната PAS-реакция (Фиг. 4). 
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Фиг. 4. Тестис от плъх на 24 месец след раждането. Оцветяване с Азан 
(по Heidenhaim). х600. Базалната ламина на семиниферните тубули е 
нагъната и задебелена (    ). Единични Лайдигови клетки (→) около 
задебелената стена на артериолата в разширения тестикуларен 
интерстициум.  

В своята съвкупност нашите данни от светлинно микроскопското 
наблюдение демонстрират, че процесът на стареене в тестиса на плъха 
се съпровожда с редукция на диаметъра на семиниферните тубули, 
нарушения в сперматогенезата, задебеляване на тубуларната базална 
ламина и стената на съдовете на интерстициума. При рутинния 
хистологичен анализ ние установихме, че интерстициума на стареещия 
тестис е разширен като последица от свързаната с възрастта регресия 
на семиниферните тубули, без доказателства за намаляване или 
хиперплазия на ЛК. Вместо това се наблюдават атрофични промени в 
размера на ЛК, което кореспондира с предишни проучвания свързани с 
ефекта на стареенето върху ЛК (Ichihara et al., 1993, Chen et al., 1994; 
Pop et al., 2011). 

В потвърждение на горепосоченото, стереологичния анализ на 
броя на ЛК при млади и възрастни плъхове не установява 
сигнификантни разлики между тях (Wang et al., 1993, Chen et al., 1994). 
В хода на стареенето, по-рядко се откриват ЛК организирани в 
струпвания или повлекла от клетки, заобикалящи тубулите и следващи 
курса на кръвоносните съдове. По-често се наблюдават изолирани 
форми с перитубуларна и периваскуларна локализация, особено при 
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възрастните плъхове (21 и 24-месечни). Видно е, че броят на ЛК не се 
променя с възрастта, а намалява стероидогенния им капацитет при 
възрастните индивиди. 

При междинната възраст от 12 месечни плъхове, рутинният 
хистологичен анализ разкрива идентична тестикуларна морфология с 
тази при 3 месечните животни. Сред семиниферните тубули откриваме 
групи или единични полигонални по форма ЛК, с пенеста, еозинофилна 
цитоплазма и овално ядро. Клетките се разполагат по хода на 
кръвоносните съдове, а така също и перитубуларно. Цитоплазмата на 
ЛК изобилства от липидни капки и има пенест вид. В извитите семенни 
каналчета се наблюдават клетки от различните етапи на 
сперматогенезата. 

В подлежащата базална ламина и разположената около нея lamina 
propria отново наблюдаваме положителна PAS-реакция, визуализирана 
с малинивочервеното оцветяване на богатите на полизахариди 
участъци. Оцветяването с Азан (по Heidenhaim) на базалната ламина на 
семиниферните тубули не показва признаци на задебеляване (Фиг. 5). 

 

 
Фиг. 5. Тестис от плъх на 12 месеца след раждането. Оцветяване с Азан 
(по Heidenhaim). х400. Базалната ламина на семиниферните тубули не 
показва участъци на задебеляване. Повлекла от Лайдигови клетки около 
кръвоносните съдове и перитубуларно (А). х600 

Видно от светлинномикроскопското наблюдение е, че 
семиниферният епител при младите, полово зрели животни (3 и 12 
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месечни плъхове) показва интактна сперматогенеза, докато при 
стареещите такива (18 месечни животни) се откриват както нормални, 
така и увредени тубули. На 21 и 24 месеца преобладават тубули с 
регресия на семиниферния епител и намаляване на герминативните 
клетки. Откриват се тубули изградени само от Сертолиеви клетки. Често 
в тубулите с намалено количество герминативни клетки се установява 
задебелена базална мембрана с неправилен контур. Нашите резултати 
кореспондират с установеното намаление на тубуларния обем, диаметър 
и дължина (Ichihara et al., 1993), както и с увеличеното натрупване на 
колаген в тестикуларния интерстициум на възрастните плъхове (Wang et 
al., 1993). Нашите данни са индикативни за наличието на нарушени 
взаимодействия между герминативния епител и интерстициалния 
компартимент в стареещия тестис на плъх. Наблюдаваните промени са и 
възможна причина за отклоненията в тестикуларната бариера и 
сперматогенезата, които се установяват във възрастния тестис (Levy et 
al., 1999). 

В подкрепа на гореспоменатото, хистологичната характеристика на 
тестиси при 18 месечни животни показва ограничени по размери 
популации от ЛК, както и единични такива с полигонална или окръглена 
форма, еозинофилна, пенеста цитоплазма от липидните капки в нея и 
окръглено, ексцентрично разположено ядро. Повлеклата от клетки са 
основно по хода на кръвоносните съдове и почти липсват перитубуларно 
разположени ЛК. В повечето от извитите семенни каналчета 
сперматогенезата е запазена, но се откриват и такива в които тя е 
значително редуцирана (Фиг. 6). 
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Фиг. 6. Тестис от плъх 18 месеца след раждането. Рутинна хистология, 
оцветяване с Н-Е; х200. Редуциран брой Лайдигови клетки (→) в 
тестикуларния интерстициум.  

При оцветяване с Азан (по Heidenhaim), синьо оцветената базална 
ламина на семиниферните тубули е с участъци на задебеляване, както и с 
нормални такива, а PAS-реакцията е положителна и за подлежащата lamina 
propria. 

В противоречие с по-горе цитираните данни, други автори 
съобщават за нарастваща с възрастта хиперплазия в популациите ЛК 
(Pop et al., 2011). Te отбелязват, че тя обикновенно е в корелация и с 
увеличение на броя и на другите клетъчни популации от тестикуларния 
интерстициум. Описват се изолирани кластери от дребни ЛК на фона 
на разширени междутубулни пространства, както и области с изобилни 
хиперпластични ЛК, но и места, където броя и плътността на ЛК е 
нормална и дори понижена. Причините за наблюдаваните промени, се 
дискутират в две основни направления при по-млади индивиди. Едното 
се свързва с мутация в LH свързващия рецептор, което води до 
повишение на тестостероновите нива. Друга вероятна причина е 
вродената стимулация на тестиса от плацентарния хорион 
гонадотропин, който структурно наподобява LH. При възрастни 
индивиди причината за наблюдаваната хиперплазия най-вероятно е 
хормонална стимулация, но като цяло факторите за това не са добре 
проучени. Още повече, при наблюдение под светлинен микроскоп е 
трудно да се направи хистологична разлика между хиперплазия на ЛК и 
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неоплазия на същите (Greaves P., 2012). Наблюдаваните от нас 
популации ЛК са с признаци на атрофия и в своята съвкупност нашите 
резултати не са в подкрепа на теорията за хиперплазия на ЛК. Ние 
разглеждаме атрофията на популациите ЛК като вероятна причина за 
затихващите стероидогенни функции на тестиса в процеса на стареене. 

При рутинния светлинномикроскопски анализ на срезове от 
тестиси на стареещи плъхове ние установяваме, че тестикуларния 
интерстициум е разширен, а стената на семиниферните тубули е с 
фокални огнища на склероза и с епителна атрофия. Откриваме също 
фиброза на интимата на артериолите и регресия на перитубуларното 
капилярно пространство, като процесите са най-съществени при 18 и 21 
и особено при 24 месечни животни. Процесът е особено добре видим 
при оцветяването с Азан. Предишни проучвания съобщават за 
значителна и прогресивна редукция на диаметъра на семиниферните 
тубули (до 15 – 30%), установена чрез количествен анализ (Koeva et al., 
2009a). Така също, интензивна реакция за α-гладкомускулен актин е 
демонстрирана в задебелената тубуларна базална мембрана и стената 
на малките кръвоносни съдове в интерстициума на възрастния тестис 
(Bakalska et al., 2008). Всичко това потвърждава резултатите от 
предишни изследвания, че хлабавата съединителна тъкан, която 
формира скелета на семиниферните тубули, както и интралобуларните 
сегменти на изхранващите кръвоносни съдове и ендокринните ЛК са 
подложени на дегенеративни изменения с напредване на процеса на 
стареене (Pop al., 2011). 

В заключение, намаленият размер на популацията ЛК в хода на 
стареенето, наблюдаван на светлинен микроскоп, отразява 
ултраструктурните промени в цитоплазмените органели и ядрото в 
клетките и тези отклонения са индикативни за техните понижени 
стероидогенни способности. 

2. Електронномикроскопска характеристика на Лайдиговите 

клетки на плъх при стареене 

Ултраструктурното изследване на ЛК от 3 месечни животни 
показва полигонални по форма клетки с хомогенна цитоплазма с висока 
електронна плътност. Ядрото е овално с равномерно разпределен 
хроматин. В цитоплазмата се открива изобилен АЕР от тубуло-
везикуларен тип. Митохондриите са плеоморфни и с тубуларни кристи, 
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често са тясно свързани с цистерните на АЕР. Добре представен е и 
ГЕР, чийто тубули и цистерни са разположени обикновено около 
ядрото. Цитоплазмата съдържа липидни капки, както и компоненти на 
лизозомалната система (лизозоми и мултивезикуларни телца). 
Пероксизомите най-често се откриват свързани с тубулите на АЕР. 
Комплексът на Голджи също е добре представен и се разполага около 
ядрото на клетката. От групата на клетъчните включения освен липиди 
в ЛК се откриват и гликогенови гранули (Фиг. 7). 

 

 
Фиг. 7. Електронна микрофотография на Лайдигова клетка от тестис на 
плъх на 3 месеца след раждането. х 7000. Ядро с равномерно разпределен 
хроматин. Изобилен АЕР от тубуло-везикуларен тип и плеоморфни 
митохондрии с тубуларни кристи. 

Сходни са и споменатите находки при 12 месечни животни. 
Откриваме полигонални по форма ЛК с хомогенна цитоплазма, ядрото 
е овално с добре разпределен хроматин. В цитоплазмата изобилства 
АЕР от тубуло-везикуларен тип и пероксизоми, митохондриите са с 
тубуларни кристи. Цистерните на ГЕР, разположени обикновено около 
ядрото също са добре представени. Цитоплазмата съдържа липидни 
капки, лизозоми, мултивезикуларни телца и гликоген. Комплексът на 
Голджи е добре видим около клетъчното ядро. 

В началните месеци на стареене (плъхове на 18 месеца) откриваме 
овални или полигонални ЛК с електронно-плътна цитоплазма и овално 
ексцентрично разположено ядро. В цитоплазмата, в унисон с предишни 
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проучвания (Chen et al., 2001), количеството на АЕР е редуцирано,а 
митохондриите са плеоморфни, често с липсващи кристи. Освен 
липиди в ЛК има оскъдни гликогенови гранули (Фиг. 8). 

 

 
Фиг. 8. Електронна микрофотография на Лайдигова клетка от тестис на 
плъх на 18 месец след раждането. х 12000. Част от овално ексцентрично 
разположено ядро с проминиращо ядърце. В цитоплазмата – цистерни на 
АЕР и плеоморфни митохондрии, някои от които с липсващи кристи. 
Умерено количество липидни капки, лизозоми и оскъдни гликогенови 
гранули.  

Получените от нашето изследване резултати разкриват редица 
електронномикроскопски промени в ЛК – значителна редукция в 
основните цитоплазмени органели (гладък ендоплазмен ретикулум, 
комплекс на Голджи и митохондрии), които биха могли да се 
разглеждат като белег за нарушената стероидогенеза в хода на 
стареенето и кореспондират с предишни проучвания по темата (Chen et 
al., 2001, Ichihara et al., 1993). В подкрепа на това при 
ултраструктурното изследване на ЛК от 21 месечни животни се 
демонстрират полигонални или овални по форма клетки с хомогенна 
цитоплазма и с ниска електронна плътност. Ядрото е с признаци на 
апоптоза (набъбване, кондензация и фрагментация на хроматина). В 
цитоплазмата се открива значителна редукция в основните клетъчни 
органели – АЕР и комплекс на Голджи. Митохондриите са набъбнали, с 
изгладени тубуларни кристи и признаци на дегенерация. Откриват се 
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части от цистерни на ГЕР, разположени обикновено около ядрото. 
Цитоплазмата съдържа оскъдни липидни капки, лизозоми и рядко 
пероксизоми и гликогенови гранули. 

При 24 месечни плъхове, промените в ЛК са сходни с тези на 21 
месечни животни, като признаците на дегенерация са още по-съществено 
изразени (Фиг. 9). 

 

 
Фиг. 9. Електронна микрофотография на Лайдигова клетка от тестис на 
плъх на 24 месец след раждането. х 7000. В цитоплазмата – единични 
цистерни на АЕР и елементи на комплекса на Голджи; единични, 
набъбнали митохондрии с разрушени кристи и изолирани цистерни на 
ГЕР; единични липидни капки, лизозоми, резидуални телца и гликогенови 
гранули. 

Така установената редукция в обема на ЛК и в общото количество на 
АЕР и пероксизомите е в корелация и с намалените нива на Т, 
съпътстващи стареенето. Всичко това подкрепя хипотезата, че 
намаляването на броя и тоталния обем на ЛК при стареене, заедно с 
увреждането на водещите цитоплазмени органели като гладък 
ендоплазматичен ретикулум и митохондрии биха могли да са отговорни 
за влошената Т секреция с напредване на възраста (Hiroshi et al., 1982). 

В подкрепа на твърдението за ролята на АЕР в андрогенната 
секреция са проучвания свързани с периодично внасяне на високи дози 
Т при опитни животни (за поне 12 дни). При последваща 
ултраструктурна морфометрия се установява значителна редукция на 
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АЕР и комплекса на Голджи и значително по-слабо изразено 
понижение в обема на митохондриите и размера на техните кристи 
(Hiroshi et al., 1982; Greaves P., 2012). В обобщение на тези факти се 
потвърждава твърдението за водещата роля на АЕР в стероидогенезата 
и функционалната активност на ЛК. 

3. Процесът на апоптоза и неговите изяви в тестис на плъх в 

процеса на стареене 

Значителен брой проучвания в последните години доказват ролята 
на редица фактори имащи инхибиращ ефект върху стероидогенната 
функция на ЛК и дори имитират промените, които настъпват в тях при 
стареене. Каскадата от клетъчни промени играе водеща роля в 
ускорението на възрастово свързаните дегенеративни изменения в ЛК и 
като резултат влошава техния стероидогенен капацитет (Yuan SH., et 
al., 2003; Wang et al., 2012). 

Наблюдаваните при електронната микроскопия прогресивни 
изменения в ядрата на ЛК (набъбване, кондензация и фрагментация на 
хроматина), биха могли да бъдат разгледани като възможен знак за 
увеличена апоптотична тенденция на ЛК в стареещия тестис. 
Митохондриите на стареещите ЛК са силно променени като нашето 
проучване разкрива свързана с възрастта (21 и 24 месечни плъхове), 
изразена в значителна степен дегенерация на последните: уголемяване 
на размерите, набъбване, намалена плътност на матрикса, редукция на 
броя на кристите, нарушения в структурната цялост на мембраните. 
Добре известно е, че ранни белези за започващи апоптотични промени 
в клетките са повишеният пермеабилитет на митохондриалната 
мембрана и намаленият митохондриален мембранен потенциал (Sastre 
et al., 2000; Degli EM., et al., 2003). Митохондриалните увреждания са 
причинени най-често от ROS и водят до синхронно влошаване на 
синтеза на АТФ, както и на участващият в стероидогенезата ензим 
P450, а това ги прави ключови фактори не само във възрастовия, но и в 
общия процес на апоптоза. ROS увреждат силно и митохондриалната 
ДНК, много често значително по-драматично от клетъчната ДНК. Като 
се вземат под внимание резултатите от предишни проучвания, 
демонстриращи повишена експресия на проапопточни протеини в ЛК 
на стареещия тестис (Koeva et al., 2009b), нашите данни биха могли да 
бъдат интерпретирани съгласно т.нар. ,,митохондриална теория” на 
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стареенето (Chen et al., 2001; Martinou, 2011). Самата стероидогенеза, 
като каскада от редица ензимни активности генерира т.нар. 
субпродукти, които също биха могли да бъдат отговорни за 
функционалния дефицит в ЛК при стареене и за апоптотичните 
промени в стероидогенните клетки (Lacombe A.et al., 2006). Тези 
резултати са в основата на теорията за оксидативният стрес при 
стареене. 

Апоптозата, в своята същност, е комплексен процес включващ два 
главни пътя – външен и вътрешен, като всеки от тях се регулира от 
множество про- и антиапоптотични гени като например Bcl-2 
фамилията – Bax, Bak, Bcl-2. Счита се, че вероятно дългосрочното 
увреждане на баланса между двете групи причинява апоптотичните 
промени в клетката (Bozec et al., 2004). Bcl-2 фамилията е главният 
регулатор на вътрешния път на програмирана клетъчна смърт в тестиса, 
необходим за нормалния баланс между клетъчното оцеляване и смърт 
(Tsujimoto еt al., 2003; Adams et al., 1998; Zhang et al., 2007).  

Водещ модулатор на активноста на членовете на Bcl-2 фамилията и 
оттам на вътрешния механизъм на апоптоза е тумор-супресивният 
протеин p53, промотиращ експресията на редица апоптотични гени 
(транскриптивен фактор), (Miyashita et al., 1995; Oda E. et al., 2000; 
Chipuk et al., 2004; Bennett et al., 1998). р53 стимулира експресията на 
гени, иницииращи арест на клетъчните каскадни механизми на 
апоптоза (Jinwoo et al., 2009). Нашите изследвания подкрепят 
хипотезата, че р53 влияе върху програмираната клетъчна смърт чрез 
пряко взаимодействие с клетъчните протеини или директно с ДНК и 
това го прави своеобразен маркер за развитие на апоптоза в клетките 
(Beumer et al., 1998; Baum et al., 2005; Schwartz et al., 1999).  

С методите на имунохистохимията ние проследихме експресията 
на р53 в ЛК на тестис на плъх на различни етапи от неговото развитие 
(3, 12, 18, 21 и 24 месечни животни). Използвайки специфично 
поликлонално заешко анти – р53 антитяло върху срезове от тестиси на 
плъх на 3 месеца, слабо изразена имунореактивност за р53 се открива в 
семиниферните тубули – в Сертолиевите клетки и клетките на 
герминативния епител. В същото време тестикуларният интерстициум 
и особено ЛК показват почти липсваща имунореактивност за р53 (Фиг. 
10). 
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Фиг. 10. Имунореактивност за р53 с нисък интензитет в Лайдигови 
клетки (→) на тестис от плъх на 3 месец след раждането. х600. Слабо 
изразена имунореактивност за р53 се открива в семиниферните тубули – 
в Сертолиевите клетки и клетките на герминативния епител.  

Сходна с гореспоменатата е и имунната реакция при срезове от 
тестиси на 12 месечни животни. Наблюдаваме слаба, до умерена 
имунореактивност в семиниферните тубули и относително слабо 
изразена реакция в интерстициалните, стероидо-продуциращи клетки. 

При изследване върху материал от стареещи тестиси (18 и 21 
месечни плъхове) се открива умерена до силна имунохистохимична 
експресия на р53 в извитите семенни каналчета – в клетките на 
герминативния епител и в Сертолиевите клетки. Значително по-слаба 
имунореактивност установяваме в тестикуларния интерстициум (Фиг. 
11), което показва, че контролът на клетъчната смърт на ЛК включва не 
само р53, а вероятно участват и други генни продукти (Chipuk et al., 
2004; Bennett et al., 1998).  
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Фиг. 11. Имунореактивност за р53 в Лайдигови клетки на тестис от плъх 
на 21 месеца след раждането. х200. Умерено изразена имунореактивност 
за р53 в Лайдиговите клетки в тестикуларния интерстициум (→), както 
и в Сертолиевите клетки и клетките на герминативния епител в 
семиниферните тубули. 

Имунохистохимичния анализ на експресията на р53 в ЛК на 
стареещия тестис (24 месечни плъхове) разкрива повишена интензивност 
на имунореакцията в хода на процеса (Фиг. 12), което е в корелация с 
предишни проучвания по темата (Beumer et al., 1998; Baum et al., 2005). 
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Фиг. 12. Имунореактивност за р53 в Лайдигови клетки на тестис от плъх 
на 24 месеца след раждането. х600. Имунна реакция за р53 с умерен 
интензитет в единични Лайдигови клетки (→).  

При направеният анализ на имунохистохимичната експресия на 
р53 в ЛК на тестис от плъхове се установи повишена експресия на 
антиапоптотичния фактор при 24 месечни опитни животни в сравнение 
с контролната група на 3 месеца (P < 0.001). При 18 месечни плъхове 
отново установихме по-изразена експресия в сравнение с контролите на 
3 месеца (P < 0.001) (Диаграма 1). 

 
Диаграма 1. Имунореактивност за Р53 в Лайдигови клетки от тестис на 
плъх на 3, 18 и 24 месеца (RU) (Х ± SEM). 
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Множество експериментални модели при животни се опитват да 
наподобят процесът на стареене и да изучат механизмите имащи 
отношение към неговото протичане. Изследват се морфологичните и 
функционални увреди на ЛК, както и нивата на интрацелуларния 
липофусцин и глюкокортикоидите, ROS и промените на клетъчната 
ДНК. Липофусцинът е остатъчен материал, който се натрупва в 
лизозомите на пост-митотичните клетки, включително и в ЛК. Нивата 
на липофусцина значително нарастват при стареене, което го прави 
удобен и измерим маркер за настъпващо клетъчно стареене. 

Други често изследвани и измерими величини са тези на 
глюкокортикоидите. Стрес-медиирано увеличение на нивата на 
глюкокортикоидите, води до подтискане на действието на 
стероидогенните ензими и влошава синтеза и секрецията на 
тестостерон (Wang et al., 2012). Освен върху нивата на хормоните от 
кората на надбъбрека, хроничният, дълготраен и неконтролиран стрес 
довежда до повишаване на нивата на ROS – процес, който се наблюдава 
и при стареене (Beckman et al., 1998; Chen et al., 2001). Редица 
проучвания в тази насока водят до формулиране на теорията за 
свободните радикали (ROS), като причина за стареенето на клетките 
(Cao et al., 2004). ROS увреждат както митохондриалната, така и 
клетъчната ДНК и довеждат до протичане на каскада от процеси с 
необратими промени в клетките. В резултат на това стероидогенният 
капацитет на ЛК рязко намалява. В същото време броят на ЛК не се 
променя съществено, което е в унисон с хипотезата,че редуцираната 
стероидогенеза се дължи на влошен стероидегенен капацитет на 
отделната Лайдигова клетка. 

При експерименталните модели на опитни животни подложени на 
стрес, електронномикроскопски се установяват промени в ЛК, 
идентични с тези, които се наблюдават в тях при процеса на стареене. 
Основните цитоплазмените органели са с дегенеративни изменения – 
каналите на АЕР са разширени, митохондриите са набъбнали и със 
загубени кристи, в цитоплазмата се откриват големи липидни капки. 
Ядрата са с кондензиран хроматин, а хетерохроматинът под ядрената 
мембрана не е разположен симетрично. Всички приведени 
доказателства са в подкрепа на теорията, че хроничният стрес 
увеличава производството на ROS в ЛК, следват оксидатвни промени, а 
след тях и увреждане на ДНК. Каскадата от промени играе водеща роля 
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в ускорението на възрастово свързаните дегенеративни изменения в ЛК 
и като резултат влошава техният сперматогенен капацитет (Wang et al., 
2012). 

4. Ензимохистохимични особености на Лайдиговите клетки на 

плъх при стареене 

Добре известно е, че нивото на циркулиращия T намалява с 
възрастта, както при гризачите, така и при човека (Hardy and Schlegel, 
2004). Съгласно Zirkin and H. Chen (2000), редуцираната с възрастта 
способност на ЛК да синтезират Т може да се дължи, както на външни 
събития, повлияващи клетките, така и на интрацелуларни механизми, 
проявяващи се с времето в тях. Редица проучвания до момента са в 
корелация с установените от нас данни за свързана с възрастта 
редукция на ключови стероидогенните ензими като 3β-hydroxysteroid 
dehydrogenase(3β-HSD), NADH2 – цитохром C-редуктаза, P450 scc, и 
17β-hydroxysteroid dehydrogenase (17β-HSD) (Axelrod, 1965; Chen et al., 
1996 a). 3β-HSD е ензим от гладкия ендоплазматичен ретикулум, който 
учавства в трансформацията на прегненолона в прогестерон, като 
негова експресия се открива и в Сертолиевите клетки на 
семиниферните тубули на препубертетен тестис, но такава липсва след 
пубертета и при стареене. Всичко това определя ЛК като главен 
източник на de novo тестостероновата синтеза в тестиса (Аlmeida et al., 
2011). 

Върху свежи криостатни срезове от тестиси на плъхове на 
различни възрасти (3, 12, 18, 21 и 24 месеца) проследихме 
ензимохистохимичната ективност на ключови в процеса на 
стероидогенеза ензими-3β-HSD и NADH2 – цитохром C-редуктаза, 
осигуряващ редуциран NAD като ко-фактор за стероидогенезата. 

При 3 месечни животни установяваме интензивно изразена 
активност за 3β-HSD в ЛК в интерстициума на тестиса, като 
реакционният продукт се визуализира под формата на дребни, 
тъмносини гранули в цитоплазмата на клетките (Фиг. 13). 
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Фиг. 13. Ензимохистохимична активност за 3β HSD в Лайдигови клетки 
на тестис от плъх на 3 месец след раждането. х400. Интензивно 
изразена активност за 3β-HSD в Лайдиговите клетки (→) в 
интерстициума на тестиса, като реакционният продукт се визуализира 
като дребни, тъмносини гранули в цитоплазмата на клетките.  

Силно изразена ензимохистохимична реакция наблюдаваме и за 
ензима NADH2 – цитохром C-редуктаза, отново с финни, тъмносини 
гранули в цитоплазмата на ЛК (Фиг. 14). 

 
Фиг. 14. Ензимохистохимична активност за NADH2-цитохром 
С-редуктаза в Лайдигови клетки на тестис от плъх на 3 месец след 
раждането. х200. Интензивна ензимохистохимична реакция за ензима 
NADH2 – цитохром C-редуктаза в Лайдиговите клетки (→). 
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В семиниферните тубули реакцията и за двата ензима е негативна. 
Сходна е ензимохистохимичната реакция и при зрели 12 месечни 
плъхове – отново е налице силно изразена активност за 3β-HSD и 
NADH2 – цитохром C-редуктаза, отново в гореспоменатите клетъчни 
популации. 

В ЛК на 18 месечни плъхове се наблюдават групи от ЛК с добре 
запазена активност за ензима 3β-HSD и NADH2 – цитохром C-редуктаза, 
както и такива, където тъмносините гранули са слабо представени. 

В унисон с предишни проучвания, в ЛК на 21 месечни животни, 
установяваме слабо представена ензимохистохимична активност на ензима 
3β-HSD (Chen et al., 1996a; Almeida et al., 2011) (Фиг. 15). 

 

 
Фиг. 15. Ензимохистохимична активност за 3β HSD в Лайдигови клетки 
на тестис от плъх на 21 месец след раждането. х400. Слабо изразена 
активност за 3β-HSD в Лайдиговите клетки на тестикуларния 
интерстициум (→). 

Сходни са и резултатите при реакцията за NADH2 – цитохром C-
редуктаза – оскъдни тъмносини гранули в цитоплазмата на 
интерстициалните ендокринни клетки (Фиг. 16). 
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Фиг. 16. Ензимохистохимична активност за NADH2-цитохром С-
редуктаза в Лайдигови клетки на тестис от плъх на 21 месец след 
раждането. х200. Слабо изразена ензимохистохимична реакция за ензима 
NADH 2 – цитохром C-редуктаза в Лайдиговите клетки на тестиса (→).  

При 24 месечни животни е налице много-слаба, до липсваща 
активност за 3β-HSD в цитоплазмата на интерстициалните 
стероидопродуциращи клетки. 

Сходен модел на прогресираща редукция в активността, установена 
чрез ензимохистохимичен анализ, се наблюдава и по отношение на ензима 
NADH2 – цитохром C-редуктаза в ЛК в хода на стареенето. Активността 
на NADH2 – цитохром C-редуктаза в ЛК е слабо представена при 24 
месечни животни, в сравнение със силно изразената активност на ензима 
при 3 месечните контроли (Фиг. 17).  
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Фиг. 17. Ензимохистохимична активност за NADH2-цитохром С-
редуктаза в Лайдигови клетки на тестис от плъх на 24 месец след 
раждането х200. Слаба до липсваща ензимохистохимична реактивност 
за NADH2-цитохром С-редуктаза в Лайдиговите клетки (→).  

В своята съвкупност така получените резултати са в подкрепа на 
твърдението за водещата роля на ензимните системи в ЛК в тестиса за 
процесите на стероидогенеза. Процесът на стероидогенеза се разглежда 
като каскада от последователните действия на различни ензимни 
системи разположени както в АЕР така и в митохондриите (Zirkin and. 
Chen, 2000). P450scc е ензим на вътрешната митохондриална мембрана, 
отговорен за трансформацията на холестерола в прегненолон и се 
експресира само в ЛК на зрелия тестис (Carreau et al., 2007). 17β-HSD 
се локализира в АЕР и се приема за мултифункционален ензим 
учавстващ в образуването на dihydrotestosterone (DHT) от прекурсори, 
както и в превръщането на андростерона в андростендион и неактивния 
естрон в естрадиол (Hardy et al., 2000). Нарушения във всеки един от 
тези елементи на каскадата водеща до превръщанията на холестерола 
би могла да влоши Т синтеза. Тези данни недвусмислено насочват, че 
редуцираната стероидогенеза на ЛК е резултат на комплексни промени 
в биосинтезата на Т и демонстрират възможната корелация между 
понижената активност на ключовите стероидогенни ензими в ЛК и 
свързаната с възрастта намалена стероидогенеза, което е още едно 
доказателство в подкрепа на наблюдаваното прогресивно намаляване 
на серумната концентрация на Т при стареене (Harman S.et al., 2001). 
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Понижените нива на Т в хода на стареенето насочват за по-вероятен 
първичен дефицит на гонадално ниво, отколкото в хипоталамо-
хипофизарната ос (Zirkin B., 1993). 

5. INSL3 като маркер за функционална зрялост на Лайдиговите 

клетки 

Паралелно със свързаното с възрастта намаляване на 3β-HDS 
активността в популацията ЛК, както и на активността на ензимните 
системи, участващи в стероидогенезата, експресията на INSL3, който е 
един от маркерите за функционална зрялост на ЛК също е редуцирана в 
стареещия тестис. RLF/INSL3 е продукт на insulin-like factor 3 (INSL3) 
гена и в тестиса на бозайниците се експресира преди всичко в 
диференцираните зрели ЛК, за разлика от препуберталните, незрели 
Лайдигови клетки, където експресията му се демонстрира в слаба 
степен (Ivell and Bathgate, 2002; Ivell et al., 1997; Balvers et al., 1998). 

Добре известно е, че нормалната тестикуларна физиология е 
резултат от интегрираната функция на семиниферните тубули и 
интерстициалния компартимент като серумни маркери за 
интерстициалната тъкан са именно Т и INSL3 пептидния хормон. 
Тубуларната функция се определя най-точно от морфологията, 
подвижността и броя на сперматозоидите, както и от серумния AMH 
(anti-Mullerian hormone) и Inhibine B (Rey et al., 2012). 

Чрез методите на имунохистохимията проследихме реактивността 
на пептидния хормон INSL3 в тестиси на плъх на различни етапи от 
неговото развитие (3, 12, 18, 21 и 24 месеца). Умерено изразена 
имунореактивност за INSL3 установяваме в ЛК на тестиси от плъхове 
на 18 месечна възраст като дребните тъмнокафяви гранули на 
реакционния продукт се разполагат в цитоплазмата на клетките. 
Откриват се и ЛК, в които имунната реакция е слабо представена (Фиг. 
18). 
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Фиг. 18. Имунореактивност за INSL3 в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 18 месец след раждането. х200. Умерено изразена имунна реакция 
за INSL3 в Лайдиговите клетки на тестикуларния интерстициум (→). 

За разлика от тези данни, при плъхове на 3 месечна възраст 
установяваме значителна имунна реакция за INSL3 в интерстициалните 
и перитубуларните ЛК. Чрез използването на DAB като хромоген 
реакцията се визуализира с финни, тъмнокафяви до черни гранули в 
цитоплазмата на ЛК разположени по хода на кръвоносните съдове в 
интерстициума, както и перитубуларно (Фиг. 19). 

 
Фиг. 19. Имунореактивност за INSL3 в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 3 месец след раждането. х200. Имунна реакция за INSL3 със силен 
интензитет в зрелите Лайдигови клетки на интерстициума. Имунната 
реакция се представя от дребни тъмнокафяви гранули в цитоплазмата на 
клетките (→). 
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При 12 месечни животни, използвайки специфично поликлонално 
заешко анти-INSL3 антитяло, наблюдаваме имунохистохимична 
реактивност за пептидния хормон в ЛК, със сходни интензитет и 
локализация на оцветяването. 

Гореспоменатите резултати се доказват и от анализа на 
имунохистохимичната експресия на INSL3 в ЛК на тестис от плъхове, 
където установихме понижената експресия на пептидния хормон при 24 
месечни опитни животни в сравнение с контролните групи на 3 месеца 
(P < 0.001). При 18 месечни плъхове отново установихме по-слаба 
експресия в сравнение с контролите(P < 0.001) (Диаграма 2). 

 

 
Диаграма 2. Имунореактивност за INSL3 в Лайдигови клетки от тестис 
на плъх на 3, 18 и 24 месеца (RU); (Х ± SEM)  

Нашето проучване е в унисон с предишни изследвания при 
плъхове и демонстрира INSL3 експресия със силно изразен интензитет 
в зрелите ЛК, независимо от промените по оста хипоталамус-хипофиза-
гонади (Paust et al., 2002). Неговата експресия драматично се влошава 
при 21 и 24 месечни животни в сравнение с 3 месечните контроли 
(Paust et al., 2002; Anand-Ivell et al., 2009). Реакционният продукт се 
визуализира с финни, тъмнокафяви до черни гранули в цитоплазмата на 
силно атрофичните популации от ЛК, разположени основно по хода на 
кръвоносните съдове в интерстициума (Фиг. 20). 
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Фиг. 20. Имунореактивност за INSL3 в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 24 месец след раждането. х400. Слаба до незначителна имунна 
реакция за INSL3 в Лайдиговите клетки на тестикуларния интерстициум 
(→). 

Трябва да се отбележи също, че генната регулация на RLF/INSL3 в 
ЛК е независима от тази на стероидогенните ензими, което дефинира 
този хормонален фактор като нов специфичен маркер за 
диференциацията на ЛК. В допълнение, INSL3 е маркер за зрелите 
възрастен тип ЛК, но не се експресира в дедиференицираните ЛК (Ivell 
and Bathgate, 2002; O’Shaugnessy et al., 2002).  

Изследвания, свързани с модел на третиране на възрастни плъхове 
с цитотоксина ЕДС съобщават, че INSL3mRNA- еспресиращите клетки 
изчезват от тестикуларния интерстициум, паралелно с понижаването на 
нивото на Т като появата им отново съвпада по време с развитието на 
репопулацията ЛК (Teerds et al., 1999). Резултатите в своята съвкупност 
насочват, че увеличеният функционален хипогонадизъм при възрастни 
плъхове, вероятно се дължи на дедиференциацията на самите ЛК. 
Измерването на INSL3 или mRNA в тестиса или концентрацията на 
пептида в кръвта при мъжки бозайници се явява добра оценка на 
степента на диференциация на ЛК при процеса на стареене (Ivell et al., 
2013). 

Моделът на експресията на INSL3 съответства на процесите на 
диференциране на ЛК и прехода от една популация в друга (при 
плъхове първата му проява е около 30 постнатален ден), (Ivell et all., 
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2013). Според много автори INSL3 притежава и значителни 
антиапоптотични функции, като последните все още не са добре 
проучени (Kawamura et al., 2004; Del Borgo et al., 2006). 

Установено е, че INSL3 се освобождава от Лайдиговите клетки 
нерегулирано, веднага щом се синтезира и показва незначителна дневна 
флуктуация. Този факт, за разлика от тестостерона го прави много 
добър маркер за функционалността на ЛК (т.е. комбинацията между 
статуса на диференциация на ЛК и тяхното абсолютно число в 
тестисите). В съвкупност тези данни разкриват INSL3 като водещ 
фактор в интратестикуларния автокринен и паракринен механизъм за 
регулиране на производството на хормони от оста хипоталамус-
хипофиза-гонади. Освен това като съществен показател за 
функционалността на ЛК, INSL3 вероятно оказва и при възрастни 
индивиди своето динамично въздействие върху капацитета на 
тестисите да произвеждат андрогени (Ivell et al., 2014). 

Данните ни за редуцираната експресия на INSL3 в стареещите ЛК 
дават нова информация относно функционалните свойства на този 
фактор в тестиса на плъха и допълнително подпомагат изясняването на 
механизмите на намалената Т продукция с напредване на процеса на 
стареене. 

Свързаната с възрастта редукция на INSL3 в ЛК съвпада с 
намалената реактивност на ензимите 3β-HSD и NADH2-цитохром 
С-редуктаза, експресиращи се в ЛК с интензивност, отговаряща на 
статуса им на диференциация и по този начин свързан с тяхното 
съзряване. Нашите резултати са в подкрепа на хипотезата, че 
свързаната с възрастта загуба на стероидогенни функции се дължи до 
известна степен на редукция в нивата и активността на ключови 
стероидогенни ензими, отговорни за превръщането на холестерола в Т, 
включително и ензима 3β-HSD (Luo et al., 1996, 2001). В тази връзка, 
нашите резултати, разкриващи дедиференциацията на самите ЛК като 
възможна причина за нарастващия функционален хипогонадизъм при 
възрастните мъжки плъхове, са с определено клинично значение. 

6. GDNF/GFRα1 лиганд-рецепторната система и нейната 
експресия в тестиса на плъх при стареене  

В настоящето проучване беше проследена имунохистохимичната 
локализация на GDNF/GFR- α1 лиганд-рецепторната система в тестиси 
на плъхове на различни възрасти. GDNF е димерен, гликолизиран 
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протеин, синтезиран като прекурсор и секретиран в активна форма, 
който се явява невротрофичен и антиапоптотичен фактор по отношение 
на различни популации неврони (Lin et al. 1993; Henderson et al. 1994; 
Clarkson et al. 1997). Свързаните с него протеини и рецептори 
притежават широк спектър от биологични функции и извън нервната 
система, включително имат роля и в репродуктивната система 
(Windenfalk et al., 1997), например в съдбата на недиференцираните 
сперматогонии (Airaksinen and Saarma, 2002). Клетъчната експресия на 
GDNF mRNA през пре- и постнаталното развитие на плъха, както в 
нервната система, така и в различни периферни тъкани демонстрира 
мултифункционалната роля на този фактор през ембриогенезата и във 
възрастния организъм (Nosrat et al. 1996, Suvanto et al., 1996). Чрез 
методите на имунохистохимията, предишни изследвания доказват 
имунореактивност за GDNF и в регенериращите ЛК след третиране на 
възрастни плъхове с цитотоскина етан диметансулфонат (ЕДС), което 
насочва за значението на този невротрофичен фактор в процесите на 
диференциация в тестиса (Koeva et al., 2002c; Koeva et al., 2001). Така 
също, локализацията на специфичните GDNF рецептори – GFR-α1 и 
GFR-α2 е демонстрирана и в репопулацията ЛК при ЕДС модел на 
възрастни плъхове (Koeva et al., непубликувани данни). 

Добре известно е, че GDNF осъществява своя ефект свързвайки се 
с рецепторен комплекс съставен от трансмембранния протеин тирозин 
киназа Ret (c-Ret receptor tyrosine kinase) и glycosyl – phophatidylinositol 
(GPI) – свързани специфични рецептори GFR-α1, GFR-α2 и GFR-α3 
(Durbec et al. 1996; Balloh et al. 1997; Worby et al. 1998). Използвайки 
високочувствителна имунохистохимична техника в нашето изследване, 
ние проследихме локализацията на невротрофичния фактор GDNF и 
съответстващия му рецептор GFR-α1 в тестиси на плъхове на различни 
етапи от тяхното развитие (3, 12, 18, 21 и 24 месец). 

В тестис от плъхове на 3 месечна възраст установяваме имунна 
реакция за GDNF в ЛК на интерстициума с значително изразен 
интензитет. Умерена имунореактивност за невротрофичният фактор 
GDNF наблюдаваме и в извитите семенни каналчета – в Сертолиевите 
клетки и в някои от клетките на сперматогенния епител (Фиг. 21). 
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Фиг. 21. Имунореактивност за GDNF в Лайдигови клетки на тестис от плъх 
на 3 месец след раждането. х200. Имунна реакция за GDNF със силно 
изразена интензивност в Лайдиговите клетки на интерстициума, 
визуализираща се под формата на финни, тъмнокафяви до черни гранули (→).  

Имунореактивността при кореспондиращия рецептор GFR-α1 е 
значително по-добре изразена в Сертолиевите клетки на семиниферните 
тубули и по-слабо представена в стероидопродуциращите клетки на 
тестиса (Фиг. 22). 

 
Фиг. 22. Имунореактивност за GFR-α1 в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 3 месец след раждането. х200. GFR-α1 имунореактивност в 
интрестициалните и перитубуларните Лайдигови клетки (→) и в 
Сертолиевите клетки на семиниферните тубули (      ). 
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При 12 месечни животни, използвайки специфично поликлонално 
анти-GDNF антитяло, наблюдаваме имунохистохимична реактивност за 
невротрофичния фактор в ЛК с твърде сходен модел на експресия като 
плъховете на 3 месечна възраст. Отново се установява умерена 
имунореактивност и в Сертолиевите клетки, както и в някои 
сперматогонии (Фиг. 23).  

 

 
Фиг. 23. Имунореактивност за GDNF в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 12 месец след раждането. х600. Интензивна имунна реакция за 
GDNF в Лайдиговите клетки на интерстициума (→) и в някои от 
Сертолиевите клетки в стената на семиниферните тубули (       ). 

Сходна с тази при предната група животни е и имунната реакция за 
съответстващия рецептор GFR-α1. 

Умерено изразена имунореактивност за GDNF установяваме в ЛК 
на тестис от плъх на 18 месечна възраст като дребните тъмнокафяви 
гранули се разполагат в цитоплазмата на клетките  

Слабо изразена имунна реакция се наблюдава и в базалния 
компартимент на семиниферните тубули. Данните от нашето 
изследване демонстрират силно изразена имунореактивност за GFR-α1 
в Сертолиевите клетки на 3 и 12 месечни животни и умерена такава при 
18 месечни плъхове, докато ЛК показват имунооцветяване с по-нисък 
интензитет, което кореспондира с предишни изследвания по темата 
(Koeva and Davidoff, 1999). 
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GDNF mRNA-експресия се установява и в развиващия се тестис на 
плъх (Trupp et al. 1995; Hellmich et al. 1996), а в последно време, чрез 
методите на RT-PCR, Western blot и имунохистохимията, експресията 
на GDNF се демонстрира и в развиващ се и възрастен човешки тестис 
(Davidoff et al. 1999; Davidoff et al., 2001). В тестис от плъхове на 21 
месечна възраст е налице слабо изразена имунна реакция за GDNF в 
стареещите ЛК на тестикуларния интерстициума. Отново се откриват 
ЛК, в които имунната реакция почти липсва. Атрофичните популации 
от ЛК, разположени основно по хода на кръвоносните съдове в 
интерстициума, експресират реакционният продукт под формата на 
финни, тъмнокафяви до черни гранули в цитоплазмата на позитивните 
клетки. Тъй като сперматогенният епител е значително редуциран, тук 
имунна реакция почти не се наблюдава. Имунореактивността за GFR-α1 
рецептора също е силно намалена. 

При 24 месечни животни, използвайки специфично поликлонално 
анти-GDNF антитяло, наблюдаваме много оскъдна до липсваща 
имунохистохимична реактивност за невротрофичния фактор GDNF. 
Там където е налице, имунната реакция се наблюдава в цитоплазмата 
на силно атрофичните популации от стероидопродуциращи клетки в 
тестикуларния интерстициум и много рядко в каналчетата (Фиг. 24).  

 

 
Фиг. 24. Имунореактивност за GDNF в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 24 месец след раждането. х200. Имунна реакция за GDNF с 
редуциран интензитет в Лайдиговите клетки на тестиса (→). 
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Имунореактивността за GFR-α1 рецептора е също много слаба до 
липсваща (Фиг. 25). 
 

 

Фиг. 25. Имунореактивност за GFR-α1 в Лайдигови клетки на тестис от 
плъх на 24 месец след раждането. х200. Слабо изразена до липсваща  
имунореактивност за GFR-α1 в Лайдиговите клетки на тестиса (→). 

За разлика от специфичния GFR-α1 рецептор, GDNF се експресира 
интензивно основно в ЛК. Направеният имунохистохимичен анализ 
разкрива редукция в интензитета на имуннореактивността, както за 
GDNF, така и за кореспондиращия му рецептор GFR-α1 в ЛК в 
тестисите на възрастните плъхове (21 и 24 месечни). Отчита се също 
намаляване на имунореактивността и в Сертолиевите клетки при 
възрастните животни, в сравнение с младите плъхове. 

Гореспоменатите резултати се потвърждават и от анализа на 
имунохистохимичната експресия на GDNF в ЛК на тестис от плъхове, 
където установихме понижена експресия на невротрофичния фактор 
при 24 месечни животни в сравнение с контролните групи на 3 месеца 
(P < 0.001). При 18 месечни плъхове отново установихме по-слаба 
експресия в сравнение с контролите (P < 0.001) (Диаграма 3). 
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Диаграма 3. Имунореактивност за GDNF в Лайдигови клетки от тестис 
на плъх на 3, 18 и 24 месеца (RU).;(Х ± SEM)  

Сходни са и резултатите от статистическият анализ на 
имунохистохимичната експресия на GFR-α1.Значително влошаване на 
имунохистохимичната експресия при животни на 18 и особенно на 24 
месеца в сравнение с контролната група на 3 месеца (P < 0.001) (Диаграма 
4). 

 
Диаграма 4. Имунореактивност за GFR-α1 в Лайдигови клетки от 
тестис на плъх на 3, 18 и 24 месеца (RU).(Х ± SEM). 

Предишни изследвания демонстрират, че GDNF и неговият 
рецептор GFR-α1 се експресират освен в ЛК на различни етапи от 
тяхното развитие, така и в недиференцираните сперматогонии, което ги 
отличава от диференцираните такива. Съобщава се, че GDNF участва в 
процесите на диференциация и пролиферация на сперматогониите 
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(Albuquerque et al, 2013). Според други автори сперматогониите, 
сперматоцитите и/или сперматидите регулират експресията на GDNF от 
Сертолиевите клетки и така индиректно контролират репликацията и 
диференциацията на незрелите сперматогонии (Johnston еt al., 2011). 
Експресията на GDNF се стимулира от cAMP и FSH, но в по-голяма 
степен в Сертолиевите клетки (Pellegrini M. et al, 2008). Всичко това 
прави GDNF преди всичко паракринен фактор с водещо участие в 
сперматогенезата и то под регулиращия ефект на оста хипоталамус-
хипофиза (Pellegrino, 2013). 

Получените данни са първите доказателства за експресията на 
GDNF и специфичния му рецептор GFR-α1 в ЛК в тестиса в хода на 
стареенето и насочват за значението на този невротрофичен фактор 
като маркер за функционалния статус на стероидопродуциращите 
клетки в тестиса. 
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V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящето проучване, използвайки модел на стареещи плъхове, 
ние установихме, че понижените нива на андрогените са резултат на 
свързани със стареенето промени в мъжката репродуктивна система. Тези 
промени се дължат на интра- и екстрацелуларни механизми проявяващи се 
с напредване на възрастта. Интерстициума на стареещия тестис е разширен 
като последица от регресия на семиниферните тубули, при което се 
наблюдават по-често атрофични промени в популацията Лайдигови 
клетки, отколкото редукция в техния брой. Атрофичната популация 
Лайдигови клетки, наблюдавана на светлинен микроскоп, е отражение на 
ултраструктурните промени в цитоплазмените органели и ядрото на 
клетките и тези отклонения са индикативни за техните понижени 
стероидогенни способности и увеличена апоптотична тенденция. 
Паралелно с понижения стеродогеннен капацитет на Лайдиговите клетки 
на стареещия тестис, в тях се установи редукция в имунореактивността на 
биологично активни субстанции като GDNF и INSL3, включени в локалния 
авто- и паракринен контрол на тестикуларните функции и своеобразни 
маркери за функционалния статус и диференциация на 
стероидопродуциращите клетки в тестиса. Наблюдаваните морфологични 
промени, заедно с понижението на стероидогенния капацитет на 
Лайдиговите клетки и редуцираната експресия на маркери за 
функционалния им статус допринасят за изясняване на вероятните 
механизми повлияващи стероидогенезата в тестиса при стареенето. В 
своята съвкупност, нашите данни се явяват в подкрепа на хипотезата за 
ролята на гонадалния компонент и по специално дедиференциацията на 
Лайдиговите клетки като първична причина за редуцираната 
тестостеронова продукция в хода на стареенето. 
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VI. ИЗВОДИ 

 1. Нашите данни от светлинно микроскопското наблюдение 
демонстрират, че процесът на стареене в тестиса при плъха се 
съпровожда с редукция на диаметъра на семиниферните тубули, 
нарушения в сперматогенезата, задебеляване на тубуларната 
базалната ламина и стената на съдовете на интерстициума. 

 2. При рутинния хистологичен анализ ние установихме, че 
интерстициума на възрастния тестис е разширен като последица от 
свързаната със стареенето регресия на семиниферните тубули, при 
което се наблюдават по-често атрофични промени в популацията ЛК, 
отколкото редукция в броя на клетките. 

 3. Намаленият размер на популацията ЛК в хода на стареенето, 
наблюдаван на светлинен микроскоп, отразява 
електронномикроскопските промени в цитоплазмените органели и 
ядрото на клетките и тези отклонения са индикативни за техните 
понижени стероидогенни способности. 

 4. Установените в нашето проучване електронномикроскопски 
промени в ЛК (значителна редукция в основните цитоплазмени 
органели – гладък ендоплазмен ретикулум, комплекс на Голджи и 
митохондрии) биха могли да се разглеждат като белег за нарушената 
стероидогенеза в хода на стареенето. 

 5. Наблюдаваните прогресивни изменения в ядрата на ЛК (набъбване, 
кондензация и фрагментация на хроматина), както и дегенеративните 
изменения в митохондриите биха могли да бъдат разгледани като 
възможен знак за увеличена апоптотична тенденция на ЛК в 
стареещия тестис. 

 6. Нашите изследвания подкрепят хипотезата, че тумор-супресивният 
протеин р53, ключов модулатор на вътрешния механизъм на апоптоза, 
влияе върху програмираната клетъчна смърт чрез пряко 
взаимодействие с клетъчните протеини или директно с ДНК и това го 
прави своеобразен маркер за развитие на апоптоза в клетките. 

 7. Наблюдаваното понижение в ензимохистохимичната активност за 
3β-HSD и NADH2-цитохром С-редуктаза в ЛК в хода на стареенето 
разкрива възможната корелация между понижената активност на 
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ключови стероидогенни ензими в ЛК и свързаната с възрастта 
намалена стероидогенеза. 

 8. Настоящето проучване демонстрира, че паралелно със свързаното с 
възрастта намаляване на 3β-HDS реактивността в популацията ЛК, 
експресията на INSL3, който е един от маркерите за функционална 
зрялост на ЛК е редуцирана в стареещия тестис.  

 9. Данните ни за редуцираната експресия на INSL3 в стареещите ЛК 
дават нова информация относно функционалните свойства на този 
фактор в тестиса на плъха и допълнително подпомагат изясняването 
на механизмите на намалената тестостеронова продукция с възрастта. 

 10. Направеният имунохистохимичен анализ разкрива редукция в 
интензитета на имуннореактивността, както за невротрофичния 
фактор GDNF, така и за кореспондиращия му рецептор GFR-α1в ЛК в 
тестисите на възрастните плъхове. 

 11. Получените данни са първите доказателства за експресията на 
GDNF/GFRα1 лиганд-рецепторната система в ЛК в тестиса в хода на 
стареенето и насочват за значението на този невротрофичен фактор 
като маркер за функционалния статус на стероидопродуциращите 
клетки в тестиса. 

 12. Имунохистохимичният анализ на INSL3, GDNF, GFRα1 и р53 
беше подкрепен с количествен и статистически анализ на интензитета 
на имуннните реакция чрез използването на специализиран софтуер и 
се явява в потвърждение на гореспоменатите резултати. 

 13. В своята съвкупност, нашите резултати разкриват 
дедиференциацията на ЛК като възможна причина за нарастващия 
функционален хипогонадизъм при възрастните мъжки плъхове. 
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VII. ПРИНОСИ 

1. Научно-теоретична и научно-приложна стойност 

1.1. Използвайки модел на стареещи плъхове беше установено, че 
наблюдаваната регресия на семиниферните тубули се съпровожда по-често 
с атрофични промени в популацията Лайдигови клетки, отколкото с 
редукция в техния брой. Намаленият размер на популацията Лайдигови 
клетки в хода на стареенето, наблюдаван на светлинен микроскоп, 
отразява ултраструктурните промени в цитоплазмените органели и ядрото 
на клетките и тези отклонения са индикативни за техните понижени 
стероидогенни способности и увеличена апоптотична тенденция. 

1.2. Беше установено, че паралелно със свързаното с възрастта 
намаляване на активността на ключови стероидогенни ензими като 3β-
HDS и NADH2-цитохром-С-редуктаза в популацията ЛК, експресията на 
INSL3, един от маркерите за функционална зрялост на ЛК, е редуцирана в 
стареещия тестис.  

1.3. Доколкото генната регулация на INSL3 в ЛК е независима от тази 
на стероидогенните ензими, този хормонален фактор се дефинира като нов 
специфичен маркер за диференциацията на ЛК. Измерването на INSL3 в 
тестиса или концентрацията на пептида в кръвта би могло да се използва за 
по-добра оценка на стероидогенния капацитет и да намери евентуално 
приложение в клиничната практика. 

1.4. Чрез имунохистохимичен анализ беше демонстрирана редукция в 
имуннореактивността, както за невротрофичния фактор GDNF, така и за 
специфичния рецептор GFRα1 в Лайдиговите клетки в тестисите на 
възрастните плъхове, което е първото доказателство за експресията на 
GDNF/GFRα1 лиганд-рецепторната система в тестиса в хода на стареенето. 

2. Оригинална стойност в национален мащаб 

2.1. Установяването на морфофункционални промени, индикативни за 
понижен стероидогенен капацитет и повишена апоптотична тенденция в 
стареещите Лайдигови клетки, както и редукция в експресията на маркери 
за функционалния им статус, допринася за изясняване на механизмите 
повлияващи стероидогенезата в тестиса при стареене. 

2.2. В своята съвкупност получените данни са в резултат на първото у 
нас системно морфологично проучване на промените в 
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стероидопродуциращите елементи на стареещия тестис и се явяват в 
подкрепа на хипотезата за ролята на гонадалния компонент и по специално 
дедиференциацията на Лайдиговите клетки като първична причина за 
редуцираната тестостеронова продукция при стареенето. 
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