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Использование для компенсации андроген-
дефицитных состояний трансплантационного мате-
риала клеток тестисов, не содержащих высоко-
иммуногенного герминативного компонента, – одна
из альтернатив трансплантации фрагментов тес-
тисов со сперматогенезом [4]. Известно, что одним
из способов оценки стероидогенных свойств клеток
Лейдига, а также возможным подходом к сниже-
нию иммуногенности материала может быть куль-
тивирование [3].

Цель работы – исследовать способность ткани
и клеток тестисов к стероидогенезу, пролиферации
при органотипическом и клеточном культиви-
ровании.

Материалы и методы
Объектами исследования были суспензия

клеток интерстиция (СКИ) и фрагменты тестисов
(ФТ) половозрелых крыс. Суспензию клеток
интерстиция тестисов получали после фермен-
тативной обработки ткани и разделения суспензии
клеток в ступенчатом градиенте сахарозы опреде-
ленной плотности по методу [2]. Культивирование
СКИ осуществляли в пластиковых чашках Петри
диаметром 2,5 см. В чашки Петри с покровными
стеклами были внесены 2–2,5×106 интерстициаль-
ных клеток. Органотипическое культивирование ФТ
проводили по методу [3]. Соотношение между
тканью и средой по массе составляло 1:6(7). Кле-
точное и органотипическое культивирование осу-
ществляли на среде 199 с добавлением 0,1% эмб-
риональной телячьей сыворотки, антибиотиков
(пенициллин – 100 ед/мл и канамицин – 75 мкг/мл)
и 20 мМ Hepes (рН 7,2–7,4) при 32–34°C в течение
7 суток. Замену питательной среды проводили на
3-, 5- и 7-е сутки культивирования. Клетки, прикреп-
ленные к покровным стеклам, после фиксации в
метаноле окрашивали гематоксилином и эозином
и исследовали под световым микроскопом.
Содержание тестостерона измеряли в инкубацион-
ной среде радиоиммунологическим методом при

Using a transplantation material of testicular cells
free of high-immunogenic germinative component to
compensate the androgen-deficient state is one of the
alternatives of testicular fragment transplantation with
spermatogenesis [4]. Culturing is known as a possible
way to estimate the steroidogenic properties of Leydig’s
cells, as well as the approach to reduce the material
immunological potency [3].

The research was aimed to investigate the capa-
bility of testicular tissue and cells for steroidogenesis,
proliferation during organotypic and cell culturing.

Materials and methods
Interstitial cell suspension (ICS) and testicular

fragments (TF) of mature rats served the investigation
objects. Interstitial cell suspension was procured after
treating the tissue with enzymes and dividing cell
suspension in a step-like sucrose gradient of the certain
density as described in the paper [2]. ICSs were
cultured in plastic Petri dishes of 2.5 cm diameter.
There were introduced 2–2.5×106 interstitial cells in
Petri dishes with cover glasses. FT organotypic cultu-
ring was performed by the method, reported in the
paper [3]. The ratio between tissue and medium was
1:6 (7) m/m. Cell and organotypic culturing was
carried-out using 199 medium supplemented with 0.1%
fetal bovine serum, antibiotics (100 units/ml penicillin
and 75мg/ml kanamycin) and 20 mM Hepes (pH 7.2–
7.4) at 32–34°C for 7 days. Nutrient medium was
changed to the 3rd, 5th and 7th culturing days. Cells,
attached to cover glasses after fixing in methanol were
stained with hematoxylin and eosin, then studied under
light microscope. Testosterone content was measured
in the incubation medium using radioimmunological
method with “RIA ST-testosterone” kits (Byelorus-
sia).

Results and discussion
In this research we obtained the primary culture of

testicular interstitial cells of adult rats using the culturing
method. When studying testosterone in the incubation
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Культивирование препарата клеток СКИ: на 2-е сутки (а); 3-и сутки (б); 4-е сутки (в); 7-е сутки (г). Окраска
гематоксилином и эозином. Ок.10., об. 40.
Culturing of ICS cell preparation to the 2nd day (a); 3rd (b); 4th (c); 7th (d). Staining with hematoxylin and eosin. Oc. 10, lens 40.

помощи наборов «РИА СТ-тестостерон» (Бела-
русь).

Результаты и обсуждение
В настоящей работе с помощью метода культи-

вирования была получена первичная культура
интерстициальных клеток семенников взрослых
крыс. При исследовании тестостерона в среде
инкубации установлено его значительное содер-
жание на 3-и сутки культивирования (15,35 нмоль/л)
и низкое на 7-е (0,3 нмоль/л), что, по-видимому,
связано со снижением уровня холестерина в клет-
ках, который является субстратом для синтеза
тестостерона.

В состав полученной культуры, кроме стероидо-
генных клеток, входили клетки других типов.
Морфологическое исследование фиксированных на
покровных стеклах клеток показало в препаратах
значительное количество клеток округлой формы,
расположенных по одиночке или группами (рису-
нок, а).

medium, its significant content to the 3rd day of culturing
(15.35 nmol/l) and low one to the 7th day (0.3 nmol/l)
were established, that was apparently associated to
the reduction of cholesterol level in the cells, being the
substrate for testosterone synthesis.

In addition to steroidogenic cells the obtained culture
comprised the other cell types. Morphological study
of cells, fixed on cover glasses demonstrated in prepa-
ration a significant number of cells with roundish shape,
placed either solery or by groups (Figure, a).

Small cells with a dense nucleus, rounded with
insignificant amount of cytoplasm, as well as the large
oval cells with granular cytoplasm and some nucleoli
were revealed. To the 2nd culturing day an active cell
proliferation was observed (Figure a, b) and the cell
colonies were formed to the 4th day (Figure, c). Long
convoluted cords, consisted of dense packed cells
(Figure, d) were formed and cells in mitotic state were
determined.

Thus, the data obtained during culturing testify to a
significant ICS steroidogenic and proliferative potential,
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Обнаруживаются небольшие клетки с плотным
ядром, окруженным незначительным количеством
цитоплазмы, а также крупные овальные клетки с
зернистой цитоплазмой и несколькими ядрышками.
На 2-е сутки культивирования наблюдалась актив-
ная пролиферация клеток (рисунок а, б), а на 4-е
образовывались колонии клеток (рисунок, в). На
7-е сутки формировались длинные извитые тяжи,
состоящие из плотноупакованных клеток (рисунок,
г), и определялись клетки в состоянии митоза.

Таким образом, полученные в ходе культиви-
рования данные свидетельствуют о значительном
стероидогенном и пролиферативном потенциале
СКИ, который может использоваться при трансп-
лантации биологического материала семенников.

Сравнивая результаты культивирования СКИ
взрослых крыс с аналогичными исследованиями,
проведенными на фрагментах семенников, важно
отметить сходную динамику изменения содержа-
ния тестостерона в среде. При органотипическом
культивировании также характерно некоторое уве-
личение синтетической активности (23±5 нмоль/мг
белка) на 3-и сутки и резкое снижение (10±2 нмоль/мг
белка) на 7-е сутки.

Такое падение обусловлено морфологическими
особенностями органотипических культур, а имен-
но нарушением трофики исследуемого материала
на фоне отсутствия регуляторного влияния [1].

Выводы
Секреторная способность тестикулярной ткани

сохраняется в течение 3-х суток органотипического
и 5-и суток клеточного культивирования. Значи-
тельная пролиферативная способность СКИ де-
лает предпочтительным использование данного
биологического материала в качестве источника
андрогенов при культивировании и трансплантации.

that may be used under testicular biological material
transplantation.

When comparing the results of ICS culturing in adult
rats with the same trials, performed in testicular frag-
ments it should be noted a similar dynamics of a change
in testosterone content in the medium. Some increase
in synthetic activity (23±5nmol/mg protein) to the 3rd

day and a sharp decrease (10±2 nmol/mg protein) to
the 7th one are also typical for organotypic culturing.

This fall is stipulated by morphological peculiarities
of organotypic cultures, namely disorder in the studied
material throphism at the background of no regulatory
effect [1].

Conclusions
Secretory ability of testicular tissue is preserved

within 3 and 5 days of organotypic and cell culturing,
correspondingly. Significant proliferative ability of ICS
makes it preferable to use this biological material as
androgen source during culturing and transplantation.
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