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Hormone-Producing Ability of Testicular Interstitial Cells
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After Cryopreservation

В работе проведен сравнительный анализ способности клеток интерстиция семенников новорожденных поросят и
органотипической культуры семенников новорожденных поросят к базальной и стимулированной продукции тестостерона
после криоконсервирования. Были показаны различные пути активации стероидогенеза после процедур эквилибрации с
криопротектором и замораживания-отогрева.
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В роботі проведено порівняльний аналіз здатності клітин інтерстиція сім’яників новонароджених поросят і органотипової

культури сім’яників новонароджених поросят до базальної і стимульованої продукції тестостерону після кріоконсервування.
Були показані різні шляхи активації стероїдогенезу після процедур еквілібрації з кріопротектором і заморожування-відігріву.

Ключові слова: органотипова культура, сім яники, клітини інтерстиція, кріоконсервування.
The ability of newborn piglet testicular interstitial cells and organotypic testicular culture to basal and stimulated testosterone

production after cryopreservation has been comparatively analysed. There were shown different ways of steroidogenesis activation
after equilibration with cryoprotectant and freeze-thawing procedures.
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Трансплантация клеток и тканей эндокринных
органов – один из способов коррекции первичной
гормональной недостаточности мужских половых
гормонов различной этиологии. Аллогенный или
ксеногенный материал имеет ряд преимуществ по
сравнению с экзогенными гормональными препа-
ратами. Он может эффективно включаться в об-
щие системы регуляции организма, тем самым
создавая более адекватные условия ответа орга-
низма на внутренние и внешние стимулы: изменение
температуры, смену сезонов, погоды, много-
численные стрессорные факторы (травмы, голод,
холод, различные хирургические, терапевтические
воздействия) и т.д.

В этой связи при работе с эндокринным мате-
риалом очень важно, чтобы он не терял своих
свойств, позволяющих организму и трансплантату
осуществлять взаимный контроль и регуляцию по
принципу прямой и обратной связи.

При работе с биологическим материалом неиз-
бежно возникает проблема его долгосрочного хра-
нения и транспортировки. Низкотемпературное
консервирование не только позволяет хранить,

Cell and tissue transplantation of endocrine organs
is one of the ways to correct a primary hormone failure
of male sexual hormones of different etiology. Allogenic
or xenogenic materials have some advantages compa-
red to exogenous hormone preparations. They may be
actively involved into general systems of organism
regulation, thereby creating more adequate conditions
for organism response to internal and external stimuli:
temperature change, seasonal turn, weather, numerous
stress factors (traumas, starvation, cold, different sur-
gical, therapeutic effects) etc.

Owing to this fact when operating with endocrine
material of importance is to have a material not losing
its properties, enabling the organism and transplant to
realise a mutual control and regulation according to
the direct-back communication principle.

When operating with biological material the problem
of its long-term storage and transportation is certain
to occur. Low temperature preservation not only
enables the biological material storing, transporting, but
preserving a wide range of its inherent properties as
well. However it is impossible to be sure how the object
will act after freeze-thawing.
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перевозить биологический материал, но и сохра-
нять широкий спектр присущих ему свойств.
Однако невозможно уверенно сказать, как поведет
себя объект после замораживания-отогрева.

Имеются данные, что некоторые неспецифи-
ческие воздействия на гормонопродуцирующие
клетки могут приводить к изменению характера
секреции. Так, в [7, 8] отмечена неспецифическая
активация стероидогенеза в клетках Y-1 – мы-
шиных опухолевых клетках коры надпочечников,
крысиных адренокортикальных клетках после воз-
действия таких ингибиторов сборки микротрубо-
чек, как колхицин, винбластин, нокодазон. По мне-
нию авторов работ это связано с более свободным
распределением субстрата синтеза гормонов –
холестерина – и поступлением в митохондрии, где
происходят первые этапы его превращения в тесто-
стерон. Подобную активацию наблюдали после
разрушения промежуточных микрофиламентов под
воздействием акриламида [9]. При этом следует
отметить, что все вышеперечисленные наруше-
ния внутриклеточной архитектуры увеличивали
базальную секрецию и значительно снижали сти-
мулированную секрецию.

Добавление диметилсульфоксида (ДМСО) к
культивируемым β–клеткам и островкам Лангер-
ганса крыс существенно увеличивает секрецию
базальной, но не стимулированной глюкозой секре-
ции инсулина, что, как полагают, вызвано измене-
нием барьерных свойств мембраны, увеличением
пассивного освобождения гормона из клеток [1, 6].

Таким образом, вопрос об особенностях секре-
ции в эндокринных тканях после воздействия
некоторых физических и химических агентов, и в
частности активации секреции в стероидогенных
тканях, остается открытым.

В данной работе был проведен сравнительный
анализ способности клеток интерстиция семен-
ников (КИС) новорожденных поросят и органоти-
пической культуры семенников (ОКС) новорожден-
ных поросят к продукции тестостерона после крио-
консервирования в присутствии ДМСО.

Материалы и методы
Клетки интерстиция семенников новорож-

денных поросят получали после экстирпации
семенников, освобождения их от оболочки и из-
мельчения. Ткань обрабатывали средой 199 с
коллагеназой (5 мг/мл) на протяжении 15 мин. За-
тем осуществляли первичное осаждение тубуляр-
ных структур. После разделения в градиенте саха-
розы фракцию клеток плотностью 1,047-1,100 г/см3

собирали и отмывали средой 199 с 20 мМ HEPES
(pН 7,4).

Органотипическую культуру семенников ново-
рожденных поросят получали по методу [2] в среде

There are data about the fact, that some non-
specific effects on hormone-producing cells may result
in a change in secretion character. Thus, in the papers
[7, 8] there was noted a non-specific activation of
steroidogenesis in Y-1 cells: murine tumour cells of
adrenal cortex, rat adrenocortical cells after affecting
of such inhibitors of microtube assembly, as colchicine,
vinblastine, nocodazole. The authors consider this fact
as being associated to more free distribution of hormo-
ne synthesis substrate: cholesterol and entering into
mitochondria where the first stages of its transfor-
mation to testosteron occur. Similar activation was
observed after destroying intermediate microfilaments
under acrylamide effect [9]. At the same time of note
is that all the mentioned above disorders in intracellular
architecture increased a basal secretion, but signifi-
cantly reduced a stimulated one.

Adding dimethyl sulfoxide (DMSO) into the
cultured rat β-cells and Langerhans islets significantly
decreases the secretion of basal, but not glucose-
stimulated insulin secretion that is believed as resulted
from alteration of membrane barrier properties, increa-
se in passive hormone release out of cells [1, 6].

Thus, the question about secretion peculiarities in
endocrine tissues after some physical and chemical
agent effect and, in particular, secretion activation in
steroidogenic tissues is still open.

In this work the comparative analysis of the capa-
bilities of newborn piglet testicular interstitial cells (TIC)
and organotypic testicular culture (OTC) to produce
testosterone after cryopreservation in DMSO presence
was performed.

Materials and methods
The procedure for newborn piglet testicular inter-

stitial cell procurement was as follows. After extir-
pating testes were demembranised and minced. Tissue
was treated using collagenase-contained  medium 199
(5 mg/ml) for 15 min. Then the tubular structures were
primarily precipitated. After dividing in sucrose gradient
the cell fraction was completely collected 1.047-
1.100 g/cm3 and washed-out with 20 mM HEPES-
contained medium 199 (pH 7.4).

Organotypic culture of newborn piglet testes was
procured according to the method [2] in RPMI medium
with 10% embryonic calf serum and antibiotics.

Newborn piglet interstitial cells and OTC were
frozen in DMSO presence using Cryoson program-
mable freezer (Germany) with 1°C/min rate down to
–70°C with following immersion into liquid nitrogen.
Material was thawed on water bath at 40°C up to a
liquid phase appearance. The 5, 10, 15% DMSO
concentrations were used in the work. Incubation with
DMSO was done at 2°C for 30 min.

Basal and stimulated secretions of TIC and OTC
were studied after cryoprotectant removal.
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RPMI с 10%-й эмбриональной телячьей сыворот-
кой и антибиотиками.

Клетки интерстиция и ОКС новорожденных
поросят замораживали в присутствии криопро-
тектора ДМСО на программном замораживателе
Сryoson (Германия) со скоростью 1ОС/ мин до
–70°С с последующим погружением в жидкий азот.
Отогревали материал на водяной бане при 40°С
до появления жидкой фазы. В работе использовали
5, 10, 15%-е концентрации ДМСО. Инкубацию с
ДМСО проводили при 2°С на протяжении 30 мин.

Базальную и стимулированную секреции КИС
и ОКС исследовали после удаления криопротек-
тора.

Стимуляцию секреции КИС проводили хорио-
ническим гонадотропином (ХГ) – 1МЕ/мл. Клетки
выдерживали 1 ч при 35°С, после чего супернатант
исследовали на содержание тестостерона. Стиму-
ляцию секреции ОКС проводили дибутирил-цАМФ
на протяжении 6 ч инкубации. Уровень тестосте-
рона в среде инкубации измеряли радиоиммуно-
логическим методом с использованием тест-набо-
ров “РИА СТ-тестостерон” (Беларусь). Пересчет
содержания тестостерона в среде культивирования
для КИС новорожденных поросят проводили на
количество клеток, а для ОКС – на количество белка,
которое измеряли по методу Бредфорд. Жизнеспо-
собность и сохранность КИС и ОКС новорожден-
ных поросят перед культивированием контролиро-
вали методом суправитального окрашивания
трипановым синим.

Статистическую обработку результатов осуще-
ствляли по методу Стьюдента-Фишера.

Результаты и обсуждение
Одной из задач нашей работы было изучение

способности ДМСО влиять на гормонопродукцию.
В ходе эксперимента было показано, что ДМСО
не оказывал влияния на базальный стероидогенез
клеток интерстиция. Содержание тестостерона
оставалось на уровне 1,6 нмоль/кл×107 и практи-
чески не изменялось при любых концентрациях
ДМСО (рис.1, а). На стимуляцию ХГ клетки отве-
чали значительным увеличением стероидогенеза.
Этот эффект носил концентрационно-зависимый
характер от содержания ДМСО в растворе, где нахо-
дились клетки. Так, при отсутствии и 5%-й концен-
трации ДМСО содержание тестостерона в средах
инкубации возрастало до 7,15 и 11,5 нмоль/кл×107,
а в суспензии клеток, инкубированных в 10 и 15%-х
растворах ДМСО, уменьшалось до 4,05 и 2,5 соот-
ветственно.

Увеличение ХГ-стимулированной гормонопро-
дукции в присутствии 5% ДМСО, вероятно, связа-
но с облегчением транспорта субстратов синтеза
гормонов в результате объемных колебаний клеток,

Stimulation of TIC secretion was carried-out with
1 IU/ml chorionic gonadotropin (CG). Cells were expo-
sed for 1 hr at 35°C with following supernatant study
for testosterone content. Stimulation of OTC secretion
was performed with dibutyryl-cAMP for 6 hrs of
incubation. Testosterone level in incubation medium
was radioimmunologically measured using “RIA ST-
testosterone” test-kit (Belarus). Testosterone content
in culture medium for newborn piglet TIC was
recounted per cell number and for OTC in was done
per gram of protein, measured by Bradford method.
Newborn piglet TIC and OTC viability and integrity
before culturing were controlled using the method of
supravital staining with trypan blue.

Results were statistically processed with Student-
Fisher method.

Results and discussion
One of our research tasks was to study the DMSO

ability to affect the hormone production. During experi-
ment DMSO was shown as not affecting basal steroi-
dogenesis of interstitial cells. Testosterone level was
1.6 nmol/cells×107 and did not practically change under
any DMSO concentrations (Fig. 1, a). Cell response
to the CG stimulation was manifested in considerable
steroidogenesis increase. This effect was concentra-
tion-dependent on DMSO content in solution, where
cell equilibration occurred. Thus, at absent and 5%
DMSO concentration testosterone content in incuba-
tion media increased up to 7.15 and 11.5 nmol/cells×107,
but in cell suspension, incubated at 10 and 15% DMSO
it reduced down to 4.05 and 2.5, correspondingly.

Increase in CG-stimulated hormone production in
5% DMSO presence is probably associated to trans-
port facilitation of hormone synthesis substrates as a
result of volume cell oscillations, change in membrane
fluidity [1, 10] and a further increase in DMSO
concentration results in inhibition of such protein-
steroidogenesis activators as StAR, SAP, SCP2 etc.
[11], which are expressed in response to cell stimu-
lation. Moreover 15% DMSO significantly decreased
the interstitial cell viability, that was sharply affected
steroidogenesis activity as well.

Testosterone level in OTC incubation medium with
DMSO for non-stimulated culture in incubation medium
was 20 nmol/mg of protein. DMSO concentration rise
did not affect the change of testosterone concentration
in incubation medium (Fig. 2, a). Adding dibutyryl-
cAMP steroidogenesis stimulator did not result in OTC
secretion augmentation 6 hrs after incubation in cryo-
protectant-free medium. Meanwhile at the background
of preliminary incubation with DMSO there was
observed a dibutyryl-cAMP stimulated testosterone
secretion, being in a concentration dependency on
DMSO presence in incubation medium, 5 and 10%
DMSO increased steroidogenesis up to 234 and
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изменением текучести мембран [1, 10], а дальней-
шее увеличение концентрации ДМСО приводит к
ингибированию таких белков–активаторов сте-
роидогенеза, как StAR, SAP, SCP2 и др. [11],
которые экспрессируются в ответ на стимуляцию
клеток. Более того, ДМСО в концентрации 15%
значительно снижал жизнеспособность клеток
интерстиция, что резко сказывалось и на активнос-
ти стероидогенеза.

Содержание тестостерона в среде инкубации
ОКС с ДМСО для нестимулированной культуры
составляло 20 нмоль/мг белка. Увеличение концен-
трации ДМСО не оказывало какого-либо влияния
на изме-нение концентрации тестостерона в среде
(рис. 2, а). Добавление стимулятора стероидоге-
неза дибутирил-цАМФ не приводило к увеличению
секреции ОКС новорожденных поросят в течение
6 ч при отсутствии криопротектора в среде. Тогда
как на фоне преинкубации с ДМСО наблюдалась
дибутирил-цАМФ стимулированная секреция
тестостерона, которая находилась в концентра-
ционной зависимости от присутствия ДМСО в
среде инкубации: ДМСО в концентрациях 5 и 10%
увеличивал стероидогенез до 234 и 408 нмоль/мг
белка соответственно, а в концентрации 15% резко
угнетал гормонопродукцию. Жизнеспособность
ОКС новорожденных поросят практически не из-
менялась с увеличением концентрации ДМСО.
Увеличение секреции на фоне преинкубации ОКС
новорожденных поросят с 5 и 10% ДМСО, вероят-
но, связано с облегчением проникновения актива-
тора стероидогенеза во фрагменты ОКС и запус-

408 nmol/mg of protein, correspondingly, and 15% one
sharply suppressed hormone-production. The newborn
piglet OTC viability did not practically change with
DMSO concentration rise. Secretion increase at the
background of preliminary incubation of newborn piglet
OTC with 5 and 10% DMSO is probably associated
to facilitating penetration of steroidogenesis activator
into newborn piglet OTC fragments and triggering a
stimulated hormone synthesis, mediated by protein-
activators of steroidogenesis [1, 3, 5]. Higher DMSO
concentrations showed a toxic effect on the newborn
piglet OTC cells.

After newborn piglet TICs freeze-thawing the
highest cell integrity was found in the culture with 10%
DMSO. However the capability to synthesise
testosterone right before thawing and washing-out of
cryoprotectant in response to CG stimulation was very
low and did not practically differ from a basal hormone-
production: 2.00 and 2.19 nmol/cells×107, corres-
pondingly (Fig. 1, b). This is confirmed by steroido-
genesis inhibition with DMSO in 10% concentration
under incubation with cryoprotectant before freezing.

After newborn piglet OTC freeze-thawing there
was observed a 10-fold increase in testosterone basal
secretion and activation of hormone-production in
culture, frozen-thawed under 10% DMSO protection
(Fig. 2, b). In the culture frozen-thawed in the presence
of 5% DMSO the testosterone level remained on the
control level. Culture did not respond to dibutyryl-
cAMP stimulation. The character of changes in
testosterone content was similar to that without
activator and incubated in DMSO solution. The effect

Рис. 1. Cекреция тестостерона нативными (а) и замороженными-отогретыми (б) клетками интерстиция семенников
в зависимости от концентрации ДМСО в среде инкубации:  – базальная;  – стимулированная; * – различия
стимулированной секреции достоверны по сравнению с соответствующей базальной (Р<0,05).
Fig. 1.  Testosterone secretion by native (a) and frozen-thawed (b) testicular interstitial cells dependent on DMSO
concentration in incubation medium:  – basal;  – stimulated; * – differences of stimulated secretion are statistically
significant compared to corresponding basal one (P<0.05).
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ком стимулированного синтеза гормона, опосредо-
ванного белками-активаторами стероидогенеза [1,
3, 5]. Более высокие концентрации ДМСО оказы-
вали токсическое действие на клетки ОКС ново-
рожденных поросят.

После замораживания-отогрева КИС новорож-
денных поросят наиболее высокую сохранность
клеток наблюдали в культуре с 10%-й концентра-
цией ДМСО. Однако способность синтезировать
тестостерон непосредственно после отогрева и
отмывки от криопротектора в ответ на стимуляцию
ХГ была очень низкой и практически не отлича-
лась от базальной гормонопродукции – 2,00 и
2,19 нмоль/ кл×107 соответственно (рис. 1, б), что
совпадает с наблюдениями ингибирования стерои-
догенеза ДМСО в концентрации 10% при инкубации
с криопротектором до замораживания.

После замораживания-отогрева ОКС новорож-
денных поросят в присутствии 10% ДМСО наб-
людали 10-кратное увеличение базальной секреции
тестостерона (140 нмоль/мг белка) и активацию
гормонопродукции в культуре (рис.2, б). В
культурах замороженной-отогретой в присутствии
5% ДМСО уровень тестостерона оставался на
уровне контроля. Культура не отвечала на стиму-
ляцию дибутирил-цАМФ. Характер изменений
содержания тестостерона был аналогичен измене-
ниям в культуре без активатора инкубировавшейся
с растворами ДМСО. Эффект 10-кратного возрас-
тания базальной секреции не был связан с прямым
выходом гормона в результате разрушения клеток,
так как их сохранность составляла 70%.

Возникает вопрос, что может происходить с
клетками и фрагментами тканей семенника после
инкубации в 10%-м растворе ДМСО? Известно,
что ДМСО изменяет осмотические характерис-
тики клетки, ее объем, вязкость липидного бислоя,
характер распределения внутримембранных час-
тиц, барьерно-транспортные функции мембраны,
структурную организацию цитоскелета, что может
приводить к увеличению активности определенных
биохимических процессов [1, 4]. Например, увели-
чению стимулированной ХГ и цАМФ продукции
стероидов в КИС и ОКС новорожденных поросят
на фоне преинкубации с ДМСО, а также увеличе-
нию базальной секреции ОКС новорожденных
поросят замороженных-отогретых в присутствии
10% ДМСО, показанному в данной работе. Однако
влияние факторов криоконсервирования может
привести к отсутствию ответа на стимуляцию гор-
мональной продукции стероидов в КИС и ОКС
новорожденных поросят после замораживания-ото-
грева.  В обоих случаях он был угнетен и изменялся
аналогично базальному на фоне преинкубации в
растворах ДМСО. Это может свидетельствовать
об активации процессов, направленных на восста-

of a 10-fold increase of basal secretion was not related
to a direct hormone release as a result of cell destruc-
tion because their integrity made 70%.

The question arises: what may occur with cells and
testicular tissue fragments after incubation with 10%
DMSO solution. DMSO is known to change cell
osmotic characteristics, volume, lipid bilayer viscosity,
character of intramembrane particle distribution,
barrier-transport membrane functions, cytoskeletal
structural organisation, that may result in activity
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Рис. 2. Cекреция тестостерона нативной (а) и заморожен-
ной-отогретой (б) ОКС новорожденных поросят в зависи-
мости от концентрации ДМСО в среде инкубации:    –
базальная;  – стимулированная;* – различия стимули-
рованной секреции достоверны по сравнению с соответ-
ствующей базальной (Р<0,05).
Fig. 2. Basal and stimulated testosterone secretion by native
(a) and cryopreserved (b) newborn piglet OTC dependent
on DMSO concentration in incubation medium:   – basal;

 – stimulated; * – differences of stimulated secretion are
statistically significant compared to corresponding basal
one (P<0.05).
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новление клеточных структур, а не на синтез
гормонов. Увеличение базального стероидогенеза
в ОКС новорожденных поросят после заморажива-
ния-отогрева, по-видимому, связано с нарушением
пространственных структур внутри клеток, анало-
гичное тому, которое характерно для клеток после
воздействия колхицина, винбластина, акриламида
[10, 11], что проявилось в более свободном доступе
субстрата синтеза гормонов (холестерина) в места
их синтеза – к митохондриям.

Таким образом, установлено, что КИС и ОКС
новорожденных поросят неодинаково реагируют на
замораживание-отогрев. Применение рекульти-
вирования возможно устранит отсутствие реакции
на стимуляцию ХГ и дибутирил-цАМФ после крио-
консервирования на фоне высокой сохранности био-
логического материала.

Выводы
Полученные данные позволяют сделать выво-

ды о различных путях стероидогенеза на фоне
преинкубации с ДМСО. Преинкубация с ДМСО
способствует увеличению стимулированной
гормонопродукции через облегчение поступления
дибутирил-цАМФ и ХГ к клеткам и запуска
цАМФ-зависимых процессов. Увеличение базаль-
ной секреции и характер изменений стимули-
рованной секреции ОКС после замораживания-
отогрева свидетельствуют о неспецифической
активации гормональной продукции, происходящей
в процессе криоконсервирования.
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increase of certain biochemical processes [1, 4]. An
increase in CG and cAMP stimulated steroid produc-
tion in newborn piglet TIC and OTC at the background
of preincubation with DMSO, as well as an increase
in basal secretion of newborn piglet OTC, frozen-
thawed with 10% DMSO, obtained in this research
may serve as an example. But the effect of cryopreser-
vation factors may result in absence of responce to
stimulation of steroid hormone production in newborn
piglet TIC and OTC after freeze-thawing. In both cases
it was suppressed and changed like a basal one with
preincubation in DMSO solutions. This may testify to
activation of processes, directed to cell structure re-
covery but not to hormone synthesis. Basal steroido-
genesis increase in newborn piglet OTC after freeze-
thawing is apparently associated to disorder in cell
steric structures, similar to the effects of colchicine,
vinblastine, acrylamide [10, 11], that was manifested
in more free access of hormone (cholesterol) synthesis
substrate in their synthesis placem, to mitochondria.

Thus, newborn piglet TIC and OTC were estab-
lished to unevenly respond to cryopreservation proces-
ses. Applying the reculture procedure after freeze-
thawing will possibly contribute to eliminating such
effects as response absence to CG and dibutyryl-
cAMP stimulation after cryopreservation at the
background of biological material high integrity.

Conclusions
The data obtained enable to conclude about diffe-

rent steroidogenesis ways at the background of preincu-
bation with DMSO. The preincubation with DMSO
contributes to an increase in stimulated hormone
production via facilitation of dibutyryl-cAMP and CG
entering into cells and triggering the cAMP-dependent
processes. The basal secretion increase and change
character of OTC stimulated secretion after freeze-
thawing testify to a non-specific activation of hormone
production, occurring during cryopreservation.
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