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After Intratesticular Allotransplantation
Реферат: Kриоконсервирование и трансплантация фрагментов и клеток тестикул используются при создании банков

гермоплазмы исчезающих видов, пород и линий животных. Помимо этого трансплантацию применяют при исследовани-
ях врожденных и приобретенных дефектов тестикулярной ткани. В связи с этим необходимо усовершенствование способов
криоконсервирования и трансплантации. В данной работе проведено сравнение результатов гистологических исследований
аллотрансплантации нативных и криоконсервированных неонатальных семенников. Показано, что использование контролиру-
емых скоростей охлаждения при криоконсервировании и защитного раствора на основе 5 мг/мл бычьего сывороточного аль-
бумина; 0,05 М сахарозы; 20 мМ Hepes, 1,5 М диметилсульфоксида в качестве криопротектора в среде DMEM/F12 с после-
дующей интратестикулярной аллотрансплантацией неонатального семенника крысы способствовало развитию интерстиция
и герминативного эпителия донорского органа в организме реципиента.

Ключевые слова: семенник, интратестикулярная аллотрансплантация, криоконсервирование, иммуносупрессия, иммунная 
привилегированность.

Реферат: Кріоконсервування та трансплантація фрагментів і клітин тестікул використовуються при створенні банків гер-
моплазми зникаючих видів, порід та ліній тварин. Крім того трансплантацію застосовують у дослідженнях вроджених і на-
бутих дефектів тестікулярної тканини. У зв’язку з цим необхідним є удосконалення способів кріоконсервування і трансплантації.
У даній роботі проведено порівняння результатів гістологічних досліджень алотрансплантації нативних і кріоконсервованих
неонатальних сім’яників. Показано, що використання контрольованих швидкостей охолодження під час кріоконсервування і
захисного розчину на основі 5 мг/мл бичачого сироваткового альбуміну; 0,05 М сахарози; 20 мМ Hepes; 1,5 М диметилсуль-
фоксиду в якості кріопротектора в середовищі DMEM/F12 із подальшою інтратестікулярною алотрансплантацією неонаталь-
ного сім’яника щура сприяло розвитку інтерстицію та гермінативного епітелію донорського органа в організмі реципієнта.

Ключові слова: сім’яник, інтратестікулярна алотрансплантація, кріоконсервування, імуносупресія, імунологічна привілейованість.
Abstract: Cryopreservation and transplantation of testicular fragments and cells are utilized in establishing the germplasm bank

of endangered species, line-breeding of animals. Moreover, the transplantation of testicular tissue is involved into investigation of the 
inborn and acquired defects of testicular tissue. Thus the improvement of cryopreservation and transplantation methods is of great 
interest. Here, we have compared the fi ndings of histological examination of allotransplanted native and cryopreserved neonatal testis. It
has been shown that the usage of DMEM/F12 supplemented with 5 mg/ml bovine serum albumin, 0.05 M sucrose, 20 mM Hepes, 
1.5 M dimethylsulfoxide as a cryoprotectant, controlled cooling, preservation at –196°С, water bath warming, followed by intratesticu-
lar allotransplantation of neonatal rat testis results in the development of testicular interstitium and spermatogenic epitheliumbof 
donor organs into recipient’ body.

Key words: testis, intratesticular allotransplantation, cryopreservation, immune suppression, immune privilege.
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Криоконсервирование тестикулярной ткани 
исчезающих видов животных, а также пород, име-
ющих важное сельскохозяйственное значение,
необходимо при создании банков гермплазмы 
[27, 33]. Последующее культивирование in vitro 
или трансплантацию тестикулярной ткани приме-
няют с целью получения зрелых сперматогони-
альных клеток, способных к оплодотворению и 
готовых для использования в селекционной ра-

Cryopreservation of testicular tissue of endangered 
animal species and breeds having a tremendous 
agricultural value necessitates the establishment 
of germplasm banks [27, 33]. Subsequent in vitro 
cultivation and/or transplantation of testicular tis-
sue is applied in assisted reproductive technologies 
and selection when mature spermatogonial cells 
capable of fertilization are necessary to obtain [11]. 
Furthermore, the transplantation is used for breeding 
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боте или репродуктивных технологиях [11]. Кро-
ме того, трансплантацию используют для разве-
дения мутантных или трансгенных линий жи-
вотных с летальным постнатальным фенотипом, 
а также для исследования врожденных дефектов 
тестикулярной ткани in vivo [27].

На сегодняшний день криоконсервирование 
тестикулярной ткани перед проведением хими-
отерапии рассматривается как один из способов
сохранения фертильности у онкологических боль-
ных препубертатного возраста [35]. У таких боль-
ных в 30% случаев развивается бесплодие, свя-
занное с гонадотоксичностью препаратов [24]. 
Наиболее доступным, эффективным и общеприня-
тым методом сохранения мужской фертильности
является криоконсервирование сперматозоидов 
[22]. Однако для препубертатных пациентов,
у которых отсутствует активный сперматогенез, 
получение эякулята не представляется возмож-
ным [32]. Это актуализирует вопрос сохранения 
их фертильности и, соответственно, качества 
жизни путем криоконсервирования фрагментов 
гонад.

Сохранениt фрагментов тестикул показано
постпубертатным пациентам, поскольку лечение,
предшествующее химио- или радиотерапии и
злокачественность самой опухоли, приводит к азо-
оспермии [5, 25]. Кроме того, сохранение фраг-
ментов тестикул рекомендуется больным с сис-
темными или гематологическими патологиями 
(миелодисплазия, серповидноклеточная анемия, 
апластическая анемия, талассемия, ювенильный 
идиопатический артрит, системная красная вол-
чанка, системный склероз, иммунные цитопении),
которым также предписана химиотерапия [6]. 
Криоконсервирование гонад и их фрагментов 
показано пациентам с синдромом Клайнфельтера 
[21], крипторхизмом [18], делецией в AZF-локусе
Y-хромосомы, вызывающей раннее развитие азо-
оспермии [17], а также пациентам, которым пред-
писана гонадэктомия [13], трансгендерным жен
щинам, не достигшим спермархе, или взрослым
трансгендерным женщинам, которые не хотят
прерывать гормональную терапию, опасаясь по-
явления вторичных мужских половых призна-
ков [19].

Трансплантация клеток и тканей мужской
половой железы может быть использована при
лечении гипогонадизма и для компенсации анд-
рогенного дефицита [4, 16].

В настоящее время не разработан общий про-
токол криоконсервирования тестикул и их фраг-
ментов для использования в мировой клини-
ческой практике [23]. Однако существует доста-
точное количество экспериментальных данных 

the mutant and transgenic animals with lethal post-
natal phenotype and for investigation of inborn 
defects of testicular tissue in vivo [27].

Currently cryopreservation of testicular tissue 
before chemotherapy is considered as the way to
preserve fertility in prepubertal patients [35]. Such pa-
tients percentage suff er from infertility due to go-
nadotoxicity of antitumor drugs in 30 of cases [24]. 
The most available way of fertility preservation for
men is sperm collection and cryopreservation [22]. 
However, it is not an option for prepubertal patients 
not having an active spermatogenesis [32]. This 
makes relevant the issue of preserving fertility and 
life quality in such patients via gonadal fragment 
preservation.

The strategy of preserving testicular fragments 
is also actual for postpubertal patients as far as the 
treatment that precedes chemo- and radiotherapy 
as well as the malignancy of tumor itself lead to 
azoospermia [5, 25]. Moreover, the preservation 
of testicular fragments is recommended for the 
patients with systemic or hematological pathologies 
(myelodysplasia, sickle cell anemia, aplastic ane-
mia, thalassemia, juvenile idiopathic arthritis, sys-
temic lupus erythematosus, systemic sclerosis, im-
mune cytopenia) for whom the chemotherapy is 
also prescribed [6]. Cryopreservation of gonads 
and their fragments can be also benefi cial for the 
patients suff ering from Klinefelter syndrome [21], 
cryptorchidism [18], deletion in the AZF-locus of 
the Y-chromosome, causing early development
of azoospermia [17] as well as for those who
were prescribed with orchiectomy [13], for trans-
gender women not reaching spermarche or for ma-
ture transgender women, who not willing to interrupt 
a hormone therapy because of fear of appearance
of secondary sexual characteristics [19]. 

Testicular cell and tissue transplantation can 
be utilized for treatment of hypogonadism and for 
compensation of androgen defi ciency [4,16]. 

Up to date, no common protocol for cryopre-
servation of testes and their fragments has been 
developed and introduced into world clinical prac-
tice yet [23]. However, there are lots of experimental 
data on cryopreservation of human and animal 
testicular fragments. Some researchers compara-
tively analyzed the cryoprotective media, among 
which the most eff ective occurred to be the solutions 
supplemented with dimethylsulphoxide (DMSO). 
V. Keros et al. [15] has proven the effi  ciency of 
protective medium that contained DMSO, sucrose, 
bovine serum albumin and some other components, 
when using the programmable cooling, which 
comprises the crystallization initiation at –8°C, gra-
dual cooling down to –80°C with varied cooling 
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по криоконсервированию фрагментов тестикул 
животных и человека. В ряде работ проведен 
сравнительный анализ защитных сред, среди
которых наиболее эффективным является раст-
вор, включающий диметилсульфоксид (ДМСО). 
Так, V. Keros и соавт. [15] доказали эффективность
защитной среды, включающей ДМСО, сахарозу, 
бычий сывороточный альбумин (БСА) и неко-
торые другие компоненты,  программируемого 
охлаждения с инициацией кристаллообразования 
при –8°С, ступенчатого охлаждения до –80°С и 
разных скоростей охлаждения в различных тем-
пературных интервалах с последующим погру-
жением и хранением в жидком азоте. Успешные 
результаты применения подобных способов крио-
консервирования фрагментов тестикул живот-
ных и человека были представлены в работах 
Y. Baert и соавт. [1], а также K. Jahnukainen и 
соавт. [12].

Следует отметить, что способы получения из
криоконсервированных фрагментов тестикул 
сперматогенных клеток, способных к оплодот-
ворению, находятся на стадии разработки. Пред-
ложено лишь несколько экспериментальных под-
ходов получения сперматогенных клеток: доз-
ревание тестикул in vitro; аутотрансплантация
или реимплантация фрагментов и клеток тес-
тикул после химио- или радиотерапии; ксенот-
рансплантация фрагментов с последующей экс-
тракцией зрелых сперматозоидов. Однако зрелые 
сперматозоиды человека в условиях дозревания
in vitro и ксенотрасплантации до сих пор полу-
чены не были [6, 10]. Аутотрансплантация имеет 
ряд преимуществ по сравнению с двумя вышеу-
помянутыми подходами, но она не применима
для сохранения исчезающих видов, пород и линий
животных, а также для исследования тестику-
лярной ткани in vivo. Кроме того, при аутотран-
сплантации возможен риск переноса трансфор-
мированных раковых клеток больному [7–9]. Oс-
новными недостатками ксенотрансплантации 
тестикул являются высокий риск переноса ин-
фекций от одного вида животных другому и от 
животных человеку, эпигенетические изменения
в ткани реципиента, а также несовместимость
гормонального фона реципиента и донора [2, 9, 
11], вызывающими нарушение сперматогенеза. 
Следует отметить, что в настоящее время сущест-
вуют единичные результаты, посвященные алло-
трансплантации фрагментов с целью получения 
сперматозоидов для репродуктивных техноло-
гий или разведения мутантных и трансген-
ных линий животных с летальным постнаталь-
ным фенотипом. Большинство исследований 
проведено с использованием иммунодефицит-

rates at certain intervals of temperature, subse-
quent plunging into liquid nitrogen and storage 
at –196°C. The successful results of similar regi-
mens for animal and human testes cryopreserva-
tion have been shown by Y. Beart et al. [1] and 
K. Jahnukainen et al. [12].

It is worth noting that the methods, enabling
to obtain from the cryopreserved testicular frag-
ments the spermatogonial cells capable of fertili-
zation, are still in progress. There were several 
approaches proposed such as: in vitro maturation 
of testicular cells; autotransplantation or re-
implantation of testicular fragments and cells after 
chemo- and radiotherapy; xenotransplantation of 
fragments with subsequent extraction of mature 
spermatozoa. However, mature human spermatozoa 
have not been obtained yet by in vitro maturation 
and xenotransplantation [6, 10]. Autotransplan-
tation has certain advantages comparing to in vitro 
maturation and xenotransplantation but it can 
hardly be applicable for preservation of endangered 
animal species and in line-breeding as well as
for investigation of testicular tissue in vivo. Further-
more, there is a high risk of transferring the 
malignant cells back to the patients [7–9]. The main 
disadvantages of testes xenotransplantation are a 
poor risk of infection transfer from one species 
to another and from animals to human beings, 
epigenetic changes in recipient’s tissue, as well as 
the incompatibility of hormonal secretion of reci-
pient and donor [2, 9, 11] that may aff ect 
spermatogenesis. It is important to emphasize the 
scanty current data devoted to testicular fragment 
allotransplantation for harvesting spermatozoa to be
applied in the assisted reproductive technologies
and for breeding the mutant and transgenic lines
with lethal postnatal phenotype. The majority of
researches has been performed using the immune 
defi cit animals [34] and/or auto- or syngeneic trans-
plantation of testicular fragments and cells [28].
This fact remains the issue dealing with allotrants-
plantation open.

This research goal was to compare the results of 
orthotopic allotransplantation of native and cryo-
preserved neonatal rat testis.

Materials and methods 
The experiments were carried out in white out-

bred male rats, housed in the animal facility of the Ins-
titute for Problems of Cryobiology and Cryome-
dicine of the National Academy of Sciences of
Ukraine. The experiments were performed in accor-
dance with the Law of Ukraine 'On the Protection
of Animals Against Cruelty' (No. 3447–IV of Feb-
ruary 21st, 2006), in compliance with the requirements 
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ных животных [34], на моделях ауто- или синген-
ной трансплантации фрагментов и клеток тес-
тикул [28], что оставляет открытым вопрос об
использовании аллотрансплантации.

Цель работы – сравнить результаты ортотопи-
ческой аллотрансплантации нативных и криокон-
сервированных неонатальных семенников крыс. 

Материалы и методы 
Эксперименты выполняли на белых беспо-

родных крысах-самцах, содержавшихся в усло-
виях вивария Института проблем криобиоло-
гии и криомедицины НАН Украины (ИПКиК 
НАН Украины, г. Харьков). Эксперименты были 
проведены в соответствии с Законом Украины
«О защите животных от жестокого обращения»
(№ 3447-IV от 21.02.2006) при соблюдении тре-
бований Комитета по биоэтике Института, сог-
ласованных с положениями «Европейской кон-
венции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и других
научных целей» (Страсбург, 1986).

Реципиентами при трансплантации семен-
ников были взрослые 5–6-месячные самцы, 
которых разделили на группы: 1 – трансплан-
тация с иммуносупрессией (ИС) нативных не-
онатальных семенников; 2 – трансплантация 
без ИС нативных неонатальных семенников;
3 – трансплантация с ИС криоконсервирован-
ных неонатальных семенников без удаления 
криопротектора; 4 – трансплантация с ИС кри-
оконсервированных неонатальных семенников 
после размораживания и удаления ДМСО.

Донорами были новорожденные животные
в возрасте до 24 ч. Органы непосредственно
после извлечения помещали в криоампулы объе-
мом 1,8 мл («Nunc», Дания) с 1 мл криоконсер-
вирующего раствора, содержащего 1,5 ДМСО 
(«Галичфарм», Украина); 0,05 М сахарозы (НПО 
«Реагент», Россия); 20 мМ Hepes («Sigma», 
США); 5 мг/мл БСА («Sigma», США) в среде 
DMEM/F12 («Biowest», Австрия). Время экспо-
зиции составляло 10 мин при температуре 4°С. 
Процедуру охлаждения осуществляли с помо-
щью программируемого замораживателя ЗП-10 
(ОП при ИПК и К НАН Украины) в несколько
этапов: 1 – охлаждение со скоростью 1 град/мин
от 4 до 0°С с последующей температурной оста-
новкой 5 мин; 2 – охлаждение со скоростью
0,5 град/мин до температуры –8°С с последую-
щей температурной остановкой 15 мин; 3 – ох-
лаждение со скоростью 0,5 град/мин до тем-
пературы –40°С с последующей температурной 
остановкой 10 мин; 4 – охлаждение со скоростью 
7 град/мин до температуры –80°С с последую-

of the Bioethics Committee of the Institute for 
Problems of Cryobiology and Cryomedicine of 
the National Academy of Sciences of Ukraine, 
agreed to the statements of European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and Other Scientifi c Purposes 
(Strasbourg, 1986).

The 5–6-month male rats were used as recipients. 
They were subdivided into groups: 1 – immune 
suppressed animals were transplanted with neonatal 
testes; 2 – animals were transplanted with neo-
natal testes without immune suppression (IS); 3 – 
immune suppressed animals were transplanted with 
cryopreserved neonatal testes without removal of 
cryoprotective agent; 4 – immune suppressed ani-
mals were transplanted with cryopreserved neo-
natal testes (DMSO was removed after warming). 

The 24-hour rats were used as donors. Immediately 
after isolation the donor organs were placed into
1.8 ml cryocontainer (Nunc, Denmark) with 1 ml
of cryopreservation solution supplemented with
1.5 ml DMSO (Galychpharm, Ukraine); 0.05 M Suc-
rose (NPO Reagent, Russia); 20 mM Hepes (Sigma, 
USA), 5 mg/ml BSA (Sigma, USA) in DMEM/F12 
(Biowest, Austria). Donor testes were left for 10 min 
at 4°C. Cooling was fulfi lled with programmable 
freezer ZP-10 (Special Designing and Technical 
Bureau with Experimental Unit). Cooling included
a number of steps: 1 – cooling ramp, 1 deg/min
from 4 to 0°C followed by a 5-minute hold; 2 – 
cooling ramp, 0.5 deg/min to –8°C followed by a 
15-minute hold; 3 – cooling ramp, 0.5 deg/min to 
–40°C followed by a 10-minute hold; 4 – cooling 
ramp, 7 deg/min to –80°C followed by a 10-minute 
hold; 5 – plunging into liquid nitrogen. 

Samples were warmed at 36°C in water bath up 
to a complete disappearance of ice. Group 3 animals 
were transplanted with donor organs immediately 
after warming without removal of cryoprotective 
agent. Maximal dosage of DMSO made 0.5 μg/kg
of body mass. Group 4 animals were underwent 
transplantation after the removal of DMSO from 
grafts. To remove cryoprotective agent the organs
in cryopreservation solution were transferred into
15 ml test tubes and 500 μl of DMEM/F12 were 
added to the test tubes every 2 minutes up to 5 ml 
fi nal volume.

Ischemia time was up to 10 min till native organs 
were transplanted. In case of cryopreserved organs, 
the time interval between warming (or DMSO 
removal in group 4) did not exceed 10 min.

The transplantation was performed under general 
anesthesia: 7.5 mg / kg of animal mass tiletamine 
hydrochloride, 7.5 mg / kg of animal mass zolazepam 
hydrochloride (Zoletil, «Virbac», France), 20 mg / kg
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щей температурной остановкой 10 мин; 5 – погру-
жение в жидкий азот.

Образцы отогревали на водяной бане (36°С) 
до исчезновения кристаллов льда. Животным 
группы 3 трансплантировали органы, непосред-
ственно взятые после отогрева, без отмывания 
от криопротектора. Максимальная вводимая при 
трансплантации расчетная доза чистого ДМСО 
составляла 0,5 мкг/кг массы животного. Для
животных группы 4 проводили процедуру уда-
ления компонентов криоконсервирующего раст-
вора из донорских органов. Для этого органы
вместе с криоконсервирующим раствором пе-
реносили в пробирку объемом 15 мл и с интер-
валом 2 мин добавляли по 500 мкл DMEM/F12
до конечного объема 5 мл. Затем органы перено-
сили в раствор DMEM/F12.

При трансплантации нативных органов время 
ишемии составляло не более 10 мин, а при транс-
плантации криоконсервированного материала 
время после отогрева органов (или удаления ком-
понентов криоконсервирующей среды в груп-
пе 4) не превышало 10 мин.

Трансплантацию проводили под общей анес-
тезией: 7,5 мг/кг массы животного тилетамина
гидрохлорида; 7,5 мг/кг массы животного зола-
зепама гидрохлорида (золетил, «Virbac», Фран-
ция); 20 мг/кг массы животного ксилазина ги-
дрохлорида (седазин, «Biowet», Польша). Перед 
трансплантацией кожу на брюхе животного де-
зинфицировали 70%-м спиртом, затем делали
вертикальный разрез кожи и мышц передней 
брюшной стенки. Левый семенник аккуратно
выводили наружу и хирургической иглой под 
микроскопом делали прокол белочной оболоч-
ки, избегая повреждения сосудов. Через прокол 
пинцетом помещали донорские неонатальные
семенники (3–4 неонатальных семенника на од-
ного реципиента), затем орган аккуратно перено-
сили в брюшную полость. Края брюшной поло-
сти ушивали послойно и дезинфицировали 3%-м
раствором йода. 

За день до трансплантации животным групп 
1, 3 и 4 per os вводили разовую дозу (20 мг/кг 
массы тела) иммуносупрессанта циклоспорина 
(«Экворал» Pharmaceuticals s.r.o., Чехия). После 
трансплантации доза циклоспорина снижалась
до 10 мг/кг (ежедневно, 6 дней в неделю), объем 
вводимого per os раствора составлял 1 мл.

Для изучения состояния трансплантата про-
водили гистологическое исследование через 4 не-
дели после аллотрансплантации. Поскольку дан-
ный срок достаточен для формирования спер-
матоцитов, это позволяет оценить способность 
сперматогенного эпителия к пролиферации. 

of animal mass xylazine hydrochloride (Sedazine, 
Biowet, Poland). Abdominal skin was disinfected 
before transplantation with 70% ethyl alcohol then 
a longitudinal cut of skin and muscles of front 
abdominal wall was done. Left testis was exposed 
outside. After that the tunica albuginea was pierced 
and the graft was placed into the testis parenchyma 
through the puncture. Four testes of newborn rats 
were used per one experimental animal. The left 
testis with grafts was placed back into the abdominal 
cavity. Finally, the muscles and skin were layer-
by-layer sutured.

Animals of groups 1, 3 and 4 were given a single 
dose of cyclosporine (Equoral Pharmaceuticals s.r.o., 
Czech Republic) as immune suppressor (20 mg/kg
of animal body weight per os). After that the dosa-
ge was down-titrated to 10 mg/kg of animal body 
weight daily (6 times per week). The volume of the 
injected per os solution came to 1 ml.

Allografts were histologically examined four 
weeks after transplantation. As far as the term is 
suffi  cient for spermatocytes formation, the research 
enabled us to assess the ability of spermatogenic 
epithelium to proliferate.

Organs were fi xed with 10% formaldehyde. Af-
ter dehydration and degreasing in alcohol and 
xylene solutions, the organs were embedded in 
paraffi  n. Paraffi  n sections were cut at 5 micrometer, 
stained with hematoxylin and eosin, and fuchsine, 
phosphomolybdic acid, aniline blue, orange G (Mal-
lory’s staining) for collagen, elastin and muscle 
fi ber detection. Histological samples were observed 
with a light microscope Axio Observer Z1 (Carl 
Zeiss, Germany). The preservation rate of grafts
was assessed and the presence of structural com-
ponents of seminiferous tubules, Sertoli cells and 
spermatogenic epithelium was determined.

Results and discussion 
Histological examination of neonatal testis sho-

wed that it consisted of immature seminiferous tu-
bules of 20–30 μm diameter (Fig. 1A). Spermato-
gonia were located at the tubule center (Fig. 1B). 
Primitive Sertoli cell and singular gonocytes/pros-
permatogonia were situated at the periphery of 
seminiferous tubulesand close to the basal memb-
rane. The lumen of seminiferous tubules was absent. 
Loose connective tissue was found in between 
the seminiferous tubules. It occupied more than 
a half of the area of cross-section. The bundles of 
collagen fi bers were occasionally located around 
the tubules. Apart from neonatal testis the histolo-
gical structure of mature one showed considerably 
larger diameter of seminiferous tubules about 250–
300 μm (Fig. 1C). The mature Sertoli cells were
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Органы животных фиксировали в 10%-м ней-
тральном формалине. После обезвоживания и 
обезжиривания в растворах спирта и ксилола 
органы заливали парафином. Из парафиновых 
блоков получали гистологические препараты
толщиной около 5–7 мкм, которые окрашивали
гематоксилином и эозином. Дополнительно пре-
параты окрашивали фуксином, фосфорномолиб-
деновой кислотой, анилиновым синим, оранже-
вым G (по Маллори) для выявления наличия
в препарате коллагеновых, эластиновых и мы-
шечных волокон. Гистологические образцы ис-
следовали с помощью микроскопа «Axio Obser-
ver Z1» («Carl Zeiss», Германия). Оценивали сте-
пень сохранности трансплантата, определяли 
наличие структурных компонентов семенного 
канальца, клеток Сертоли и герминативного эпи-
телия.

Результаты и обсуждение
При исследовании гистологической структуры 

неонатального нативного семенника установле-
но, что он состоял из зачатков семенных каналь-
цев диаметром 20–30 мкм (рис. 1, А). В центре 
канальца находились сперматогонии (рис. 1, В), 
ближе к периферии – примитивные клетки Сер-
толи, прикрепленные к базальной мембране, и 
одиночные гоноциты/просперматогонии, прос-
вет канальца отсутствовал. Между канальцами 
располагалась рыхлая интерстициальная ткань, 
которая занимала больше половины площади 
среза. Вокруг канальцев местами располагались 
пучки коллагеновых волокон. В отличие от нео-
натального семенника гистологическая структу-
ра зрелого семенника имела значительно боль-
ший диаметр семенных канальцев 250–300 мкм 
(рис. 1, С). По периферии канальца располага-
лись зрелые клетки Сертоли, формирующие ге-
матотестикулярный барьер. В семенных каналь-
цах представлены все генерации герминативных 
клеток: сперматогонии, сперматоциты 1 и 2 по-
рядков, сперматиды и сперматозоиды. Канальцы 
были разделены узкими полосками хорошо вас-
куляризированной интерстициальной ткани, за-
полненной интерстициальными клетками (клет-
ками Лейдига и иммунными клетками), которые 
плотно прилегали друг к другу. В интерстиции 
также присутствовали коллагеновые и эласти-
новые волокна (рис. 1, D).

Через 4 недели после трансплантации натив-
ного семенника у животных группы 1 отмечалось 
развитие донорской ткани (рис. 2, A), диаметр
его семенных канальцев составлял 80–130 мкм. 
Между канальцами располагалась интерстици-
альная ткань, структура которой была сходна с 

found close to periphery and formed the blood-
testis barrier. Seminiferous tubules also represented 
all generations of germ cells, i. e. spermatogonia, 
primaryand secondary spermatocytes, spermatids, 
spermatozoa. Seminiferous tubules were divided 
by a thin layer of interstitial tissue which was well 
vascularized and comprised the Leydig and im-
mune cells, which were closely adjacent to one
other. The interstitium had collagen and elastin
fi bers (Fig. 1D).

Transplantation of native donor tissue in group 
1 resulted in its development by week 4 (Fig. 2A).
The seminiferous tubules were of 80–130 μm in
diameter. The interstitial tissue was situated inbet-
ween them. Its structure was similar to that of adult 
animals. The majority of seminiferous tubules 
had only Sertoli cells and spermatogonia. Some 
tubules had spermatocytes. At the center of many 
seminiferous tubules the lumen was clearly observed.
The formation of connective tissue and collagen 
fi bers occurred inbetween the tubules (Fig. 2B).

Animals of group 2 that did not get an immune 
suppression had another histological appearance, 
i. e. 80–90% of cross section was represented by 
connective tissue (Fig. 2C). The tissue contained 
very well structured collagen fi bers (Fig. 2D). 
The remaining part of the cross section showed 
the degraded seminiferous tubules which had cal-
cifi cations at their centers.

There are many experimental data covering 
immune privilege of testis in term of their ability 
to prolong the graft functioning [36]. Immune 
suppression induced by cyclosporine facilitated 
graft survival and even maintained proliferation 
of the spermatogenic epithelial cells up to the 
spermatocyte formation stage. Of note is the fact 
that in intratesticular transplantation it is possible
to reduce the dose of immune suppression, ho-
wever, the assumption has to be supported with 
additional investigations to confi rm. Cryopreserved 
neonatal testis transplantation were further studied 
using the immune suppression.

Figure 3, A and B represent the microphoto of 
cryopreserved neonatal testis transplanted to the 
animals of group 3 immediately after warming 
without removal of cryoprotective medium com-
ponents. It was shown that seminiferous tubules
and spermatogenic epithelium were developing by
week 4 after transplantation of both native and 
cryopreserved testes (Fig. 3A and C). Considerable 
part of seminiferous tubules was lined with Sertoli
cells and spermatogonia. Some tubules had sper-
matocytes. No distinctions were found between
group 4 where cryoprotectant was removed and
group 3 where this was not done before transplan-
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таковой у взрослых животных. В большинстве 
семенных канальцев располагались только клет-
ки Сертоли и сперматогонии. В некоторых каналь-
цах наблюдались сперматоциты. В центре мно-
гих канальцев отчетливо определялся просвет,
а между ними – формирование соединительной 
ткани и коллагеновых волокон (рис. 2, В).

Иная картина наблюдалась у животных груп-
пы 2 без ИС: около 80–90% площади среза транс-

tation. An interstital tissue possessed some mature 
traits. There was less amount of collagen fi bers 
comparing to the groups 1 and 2. Interstitial cells 
were tightly adjacent to one another (Fig. 3B
and D).

The simplicity, low-cost, safety and reliability 
are the requirements for a successful transplantation 
and its implementation into practice. That is why 
the approaches, simplifying the procedures of do-

Рис. 1. Гистологическая структура интактных неонатальных (A, B) и зрелых (C, D) семенников крыс. Окрашивание 
гематоксилином и эозином (A, C); фуксином, фосфорномолибденовой кислотой, анилиновым синим, оранжевым G 
по Маллори (B, D). St – семенные канальца; I – интерстиций; Sc – клетки Сертоли; Sg – сперматогонии; Co – колла-
геновые волокна (синие); Se – сперматогенный эпителий; Spc – сперматоциты; Spt – сперматиды/сперматозоиды.
Fig. 1. Histological appearance of intact neonatal (A, B) and mature (C, D) testes. Staining: hematoxylin and eosin 
(A, C); fuchsine, phosphomolybdic acid, aniline blue, orange G (Mallory’s staining) (B, D). St – seminiferous tubules; 
I – interstitium; Sc – Sertoli cells; Sg – spermatogonia; Co – collagen fi bers; Se – germinal epithelium; Spc – spermato-
cytes; Spt – spermatid/spermatozoa.
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nor organ preparation for transplantation such as
DMSO removal are of an evident advantage.

There are many scientifi c researches devoted to 
the impact of DMSO on organism. This substance 
has a very wide-spread clinical application in 10–
90% concentrations as anti-infl ammatory remedy
that facilitates skin graft survival. Negative infl uen-
ces of DMSO were also described for humans [26]. 

плантата была представлена соединительной
тканью (рис. 2, С), внутри которой находились
структурированные коллагеновые волокна (рис. 2,
D), ее остальная часть – деградированными се-
менными канальцами, в центре остатков которых 
сформировался кальцификат. 

Получено большое количество эксперимен-
тальных данных, свидетельствующих об имму-

II
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нологической привилегированности семенников 
с точки зрения их способности увеличивать срок 
функционирования трансплантата [36]. Иммуно-
супрессия, вызываемая циклоспорином, способ-
ствовала выживаемости трансплантата и даже 
поддерживала пролиферацию клеток гермина-

They range from mild nausea, diarrhea, fever, hy-
per- or hypotension to arrhythmia, encephalopathy, 
renal failure and depressed respiration. Almost all 
life-threatened eff ects of DMSO were described 
for patients, treated for oncology or had insuf-
fi ciency of bone marrow of various origins [30]. The 

Рис. 2. Гистологическая структура нативных неонатальных семенников крысы через 4 недели после интратестику-
лярной трансплантации. A, B – трансплантат с применением ИС (группа 1); C, D – трансплантат без применения 
ИС (группа 2). Окрашивание гематоксилином и эозином (А, С); фуксином, фосфорномолибденовой кислотой, ани-
линовым синим, оранжевым G по Маллори (B, D). St – семенные канальца; I – интерстиций; Sc – клетки Сертоли; 
Sg – сперматогонии; Co – коллагеновые волокна (синие); Se – сперматогенный эпителий; Spc – сперматоциты; 
Spt – сперматиды/сперматозоиды; M – миоидные перитубулярные клетки; L – просвет канальца; Ca – кальцифи-
кация канальца.
Fig. 2. Histological appearance of native neonatal testes after four weeks of intratesticular transplantation. A, B – graft of 
native testes under immune suppression (group 1);  C, D – graft of native testis without immune suppression (group 2).
Staining: hematoxylin and eosin (А, С); fuchsine, phosphomolybdic acid, aniline blue, orange G (Mallory’s staining) 
(B, D). St – seminiferous tubules; I – interstitium; Sc – Sertoli cells; Sg – spermatogonia; Co – collagen fi bers; Se – ger-
minal epithelium; Spc – spermatocytes; Spt – spermatid/spermatozoa; M – myoid peritubular cells; L – lumen of semini-
ferous tubules; Ca – calcifi cation of seminiferous tubules.
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data about DMSO impact are very contradictory 
because the patients underwent diff erent type of 
infl uences prior to transplantation. The pure singu-
lar dose of DMSO administered to human during 
hematopoietic cell transplantation was 30–60 ml 
or 0.5–0.8 g/kg of body weight. In neonatal testis 

тивного эпителия (по крайней мере до стадии 
сперматоцита). Следует отметить, что при интра-
тестикулярной трансплантации возможно сни-
жение дозы иммуносупрессивных препаратов. 
Однако для подтверждения данного предполо-
жения необходимо проведение дополнительных 
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исследований. Дальнейшее изучение трансплан-
тации криоконсервированных неонатальных те-
стисов проводили с использованием ИС.

На рис. 3, A и B представлена микрофотогра-
фия криоконсервированного неонатального те-
стиса трансплантированого животным группы 
3 непосредственно после отогрева без удаления 
компонентов криозащитной среды. Видно, что 
через 4 недели после трансплантации как натив-
ного, так и криоконсервированого материала, 
развивались семенные канальцы и герминатив-
ный эпителий (рис. 3, A и C). Значительная часть 
канальцев выстлана клетками Сертоли и сперма-
тогониями. Некоторые канальцы имели сперма-

transplantation the dose made 0.5 μg/kg of body 
weight. This is 2,000 time lower than maximally 
allowed dose for a human, 1 g/kg of body weight. 
The statement proves the safety of cryopreserved 
testis use for transplantation without removal of
the components of cryoprotective medium.

Testis is well known to be a source of autoanti-
gens because the maturation and development of 
spermatogenic epithelium occur after establish-
ment of systemic immune protection [20]. Testis 
is evolutionary able to suppress possible immune 
response towards its own antigens of spermatogenic 
epithelium [3]. On the one hand, the result of
the process is a peripheral immune tolerance of 

Рис. 3. Гистологическая структура криоконсервированных неонатальных семенников через 4 недели после интра-
тестикулярной трансплантации. A, B – трансплантат без удаления криопротектора (группа 3); C, D – трансплантат 
после удаления криопротектора (группа 4). Окрашивание гематоксилином и эозином (A, C); фуксином, фосфорно-
молибденовой кислотой, анилиновым синим, оранжевым G по Маллори (B, D). St – семенные канальца; I – интер-
стиций; Sc – клетки Сертоли; Sg – сперматогонии; Co – коллагеновые волокна (синие); Se – сперматогенный эпи-
телий; Spc – сперматоциты; Spt – сперматиды/сперматозоиды; M – миоидные перитубулярные клетки. L – просвет 
канальца; Ca – кальцификация канальца; Bv – кровеносный сосуд.
Fig. 3. Histological appearance of cryopreserved neonatal testes after four weeks of intratesticular transplantation. 
A, B – graft without removal of cryoprotective agent (group 3); C, D –  graft after removal of cryoprotective agent (group 4).
Staining: hematoxylin and eosin (A, C); fuchsine, phosphomolybdic acid, aniline blue, orange G (Mallory’s staining) 
(B, D). St – seminiferous tubules; I – interstitium; Sc – Sertoli cells; Sg – spermatogonia; Co – collagen fi bers; Se – germinal 
epithelium; Spc – spermatocytes; Spt – spermatid/spermatozoa; M – myoid peritubular cells; L – lumen of seminiferous 
tubules; Ca – calcifi cation of seminiferous tubules; Bv – blood vesel.
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тоциты. Отличий в гистологических препаратах 
криоконсервированных семенников с удалением 
криопротектора (группа 4) по сравнению с теми, 
в которых криопротектор не удалялся (группа 3), 
не обнаружено. Интерстициальная ткань имела 
характеристики взрослой: значительно меньшее ко-
личество коллагеновых волокон по сравнению с 
тканью животных групп 1 и 2, плотное прилегание
клеток интерстиция друг к другу (рис. 3, В и D).

Необходимым условием успешного проведе-
ния трансплантации и внедрения ее в практику 
является простота, дешевизна, безопасность и на-
дежность. Поэтому подходы, которые упрощают 
процедуру получения органа для трансплантации, 
например, исключение дополнительного этапа – 
удаление ДМСО, имеют явное преимущество. 

Существует достаточно большое количество
работ, посвященных исследованию влияния 
ДМСО на организм. Данное вещество имеет ши-
рокое клиническое применение в концентрациях 
10–90% как противовоспалительное средство, 
способствующее приживлению кожного транс-
плантата. Описаны возможные отрицательные 
воздействия ДМСО на организм человека [26]: от 
легкой тошноты, диареи, горячки, гипер- или ги-
потензии до аритмии, энцефалопатии, почечной 
недостаточности и угнетения дыхания. Практи-
чески все угрожающие жизни пациента эффекты 
ДМСО описаны при трансплантации криоконсер-
вированных гематопоэтических стволовых клеток 
при лечении разных онкологических заболеваний 
и недостаточности костного мозга различного 
происхождения [30]. При этом данные о вкладе 
именно ДМСО в отрицательные побочные эф-
фекты весьма противоречивы, поскольку больные 
подвергались разного рода воздействиям перед 
трансплантацией. Концентрация чистого ДМСО, 
разово вводимая больному при трансплантации 
гематопоэтических стволовых клеток, составляет
30–60 мл или 0,5–0,8 г/кг массы тела. В случае 
трансплантации неонатального семенника доза 
ДМСО соответствует 0,5 мкг/кг массы животного, 
что в 2000 раз меньше, чем максимально допусти-
мая разовая доза для человека – 1 г/кг массы [14]. 
Это обстоятельство доказывает безопасность ис-
пользования криоконсервированного семенника 
при трансплантации без удаления компонентов 
криозащитной среды. 

Известно, что семенник – источник аутоанти-
генов, поскольку созревание и развитие гермина-
тивного эпителия происходят после установления 
системной иммунной защиты [20]. Эволюционно 
семенник обладает функцией подавления возмож-
ного ответа иммунной системы по отношению 
к собственным антигенам герминативного эпи-
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Рис. 4. Гистологическая структура семенников реци-
пиента после трансплантации. А – семенной каналец 
реципиента, прилегающий к трансплантату; В – спер-
матогенный эпителий семенного канальца левого се-
менника (семенник с трансплантатами) реципиента; 
С – сперматогенный эпителий семенного канальца 
правого семенника (семенник без трансплантатов) ре-
ципиента. Окрашивание гематоксилином и эозином.
St – семенные канальца; Se – сперматогенный эпите-
лий; Spt – сперматиды/сперматозоиды; В – соедини-
тельнотканная граница между трансплантатом и орга-
ном реципиента.
Fig. 4. Histological appearance of recipient testis after 
four weeks of transplantation. A – seminiferous tubule of 
recipient adjoining to the graft; B – germinal epithelium 
of left testis (with grafts) seminiferous tubule of recipient; 
C – germinal epithelium of  right testis (without grafts) 
seminiferous tubule of recipient. Staining: hematoxylin and 
eosin. St – seminiferous tubules; Se – germinal epithelium; 
Spt – spermatid/spermatozoa; B – connective tissue border 
between  graft and recipient organ.
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телия [3]. Результатом этого процесса являются, 
с одной стороны, периферическая иммунная толе-
рантность интерстиция семенника по отношению
к собственным антигенам, с другой, – относитель-
ная толерантность по отношению к антигенам
трансплантата, называемая иммунологической 
привилегированностью [31]. 

Важно отметить, что наличие периферической 
иммунной толерантности семенника не означает, 
что воспаление не может развиваться в опреде-
ленных условиях. Нарушения иммунологических 
свойств семенника в результате инфекционных 
процессов, травмы, хирургического вмешатель-
ства могут приводить к орхиту – аутоиммунным 
процессам, направленным на собственные герми-
нативные клетки [29]. В связи с этим мы исследо-
вали влияние трансплантации нативных и крио-
констервированных семенников на собственные 
семенники реципиента.

Трансплантация неонатального семенника в 
целом не нарушала продукцию сперматозоидов 
собственными семенными канальцами реципи-
ента (рис. 4). В семенных канальцах, прилегаю-
щих к трансплантату, наблюдалось нарушение 
сперматогенеза (рис. 4, А), которое проявлялось в 
выраженном слущивании герминативного эпите-
лия и визуальном уменьшении количества зрелых 
сперматозоидов. Гистологическая картина кон-
трлатерального семенника животных реципиен-
тов не отличалась от таковой у интактных крыс 
(рис. 4, В, С). Данный факт свидетельствует об
отсутствии генерализованного аутоиммунного по-
ражения семенников реципиента при трансплан-
тации как нативных, так и криоконсервиро-
ванных семенников.

Выводы
Предложенный режим криоконсервирования 

неонатальных семенников крыс с использовани-
ем среды на основе ДМСО, сахарозы, альбумина, 
обеспечивал высокую сохранность органа, транс-
плантированного непосредственно после отогрева 
без удаления компонентов криозащитной среды. 
Показано, что результатом интратестикулярной 
аллотрансплантации неонатального семенника 
было развитие донорской ткани с формированием 
сперматоцитов и интерстиция.

testicular interstitium towards testicular antigens.
On the other hand, there is a relative immune 
tolerance regarding the graft antigens called as 
immune privilege [31].

It is noteworthy that the existence of peripheral 
immune tolerance does not mean the inability of 
infl ammation to develop as long as appropriate 
conditions were provided. The disturbance of testis 
immunity as a result of infection, trauma, surgery 
may lead to orchitis, i. e. autoimmune process 
directed at antigens of own germinal cells [29]. This 
is the reason why we studied the impact of native
and cryopreserved testis transplantation on re-
cipient own testes.

Transplantation of neonatal testis in a whole did 
not disturb spermatozoa production by seminiferous 
tubules of recipient (Fig. 4). Seminiferous tubules 
adjacent to the graft had mild impairment of 
spermatogenesis (Fig. 4A) which manifested as 
desquamation of spermatogenic epithelium and per-
ceptible decrease in the amount of mature sperma-
tozoa. The histology of contralateral testis did 
not diff er from that of intact rats (Fig. 4B, C). The
fact showed that transplantation of native and cryo-
preserved testis caused no generalized autoimmune 
lesion of recipient testis.

Conclusions
The proposed method of cryopreservation for 

neonatal rat testis that comprised the medium 
supplemented with DMSO, sucrose, albumin, ensu-
red high preservation of organ transplanted imme-
diately after warming without removal of cryo-
protective medium. It was shown that intratesti-
cular allotransplantation of neonatal testes resulted 
in the development of donor tissue including sper-
matocyte and interstitium formation.
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