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АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМУ. Хирургическое лечение болышх с гипо-
Физарной недостаточностью путем пересадки гипофиза решает ряд слокких 
проблем.'пересаженная келеза не только восполняет дефицит гормонов и 
нормализует психический статус больного, но также улучшает его обмсн-
ннв процессы и соматическое состояние, 

Принципиально новии подходом било предло«ение проф.И.Д.Кирпатовс-
ким (1981) пересаживать гипооиз в комплексе с не11росекреторицми ядрами 
переднего гипоталамуса. При этом в гппоталамо-гипофизарном комплексе 
восстанавливались как артериальний приток,так и венозннй отток за счет 
включения в трансплантат внутренней сонной артерии и кавернозного сину­
са. По данной методике к настоящему времени им произведено на Клини­
ческой базе кафедрм опбн'1'''ивной хирургии 29 операции больним. страдаю­
щим иесахариим диабетом, пангипопитуитаризмом и вторичним гипогона-
дизмом. 

Однако, органная трансплантация остается на сегодняшний день вме-
иательствои, сопряженным с определснними хирургическими и биологичес­
кими трудностями и требующим благоприятных условий для забора транс-. 
плантата и его консервирования, а также проведения комплексной иммуно-
супрессивной терапии и владения хирургом техникой сосудистого шва 
(Шумаков В.И.и др.,1994; Karl R.C. et al.,1977; и др.). Поэтому в по­
следние годи, помимо органной трансплантации, ведется разработка мето­
дов пересадки культуры клеток соответствующей эндокринной яелези. 

Известны два способа культиви1>ования эндокринных органов: цитоти-, 
пический, т.е. метод получения монослойних,культур клетоки органотиад-
ческий.т.е. метод получения культуры ткани эмбрионального эндокринного 
органа. 

Большие успехи достигнута в культивировании бета-клеток подхелу-
дочной хелезц и лечения больных с сахарным диабетом (В.Н.Блюикин и 
др.,1530; С.Н.Игнатенко и др.,1931; В«И.Вимаков и др.,1994; fl.flnders-
son.1976; и ин.др.), а также интерстициальных эндокриноцитов для лече­
ния больных с андрогенной недостаточностью (И.Д.Кирпатовский, М.Е.Бас-
мадиян и др.,198?; 3.У,Browning et al,,1981; и др.), 

В то хе время культивирование клеток и ткани аденогипофиза с ле-' 
чебной целью недостаточно рагзработан, хота этот метод представляет 
• прекрасную экспериментальнув модель для изучения состояния гормон-



скретируюаих клеток и влияния гипоталаиических регуляторов на клеточ-
ний состав и функциональную ак-ивность аденсцитов ( Ф.П, Федотов и 
др.,1992: Peillori Frar.coise, 1973; и др.). 

В Частности, МП не нашли в литературе сведения по лечению больных, 
страдаюцих гипофизорной недостаточкостьи этим методом, что и опреде­
лила характер настоящей раСоти. При ?том за основу била взята идея 
про. И.ДЛирпатовского совместного культивирования гипофиза с нейросе-
креторникн ядрами переднего гипоталамуса и . сочетанной культуральной 
траиснлантсщии гипоталамо-типофизарно-тестикулярного комплекса. 

« 
ЦЕЛЬ PflDOTli: разработать методику изолированного и сочетанного культи-

ьироБйнкй адеизгипооиза в эксперименте и изучить состояние пере­
саженной культури алло-и ксенотрансплантатов аденогипофиза. 

ЗПЛЯЧИ ИССЛЕЛОВйКИЯ: 
1. Дать сравнительную оценку статического (монослойного) и ротацион­

ного методов культивирования клеток аденогипофиза и семенника. 
2. Изучить врзмсхности использования ротационного метода при культиви­

рования ткани аденогипофиза разной видовой и возрастной принад­
лежности. 

3. Привести сроьнительний анализ изолированного и сочетанного культи-
нироваийя гипофиза. 

4. Изучить в динамике состояние пересаалнной культуры алло- и ксено­
трансплантатов оденогипофиза в эксперименте. 

5. Провести клиническую апробацию ксенотрансплантации культуры ткани 
гипоталдмо-гипофизарио-тестикулярного комплекса. 

ийучийд поаизнй. , •• 
Впервие разработан ротационный метод получения культури ткани аде­

ногипофиза и геменников, обеспечивавший максимальний выход гормонпро-
дуцируюциих клеток. • " 

Впервяе приведен сравнительный анализ двух методов: статического 
йшлучения монослойных клеточных культур) и ротационного. 

Впервые разработана экс: зриментальная модель сочетанного культиви­
рования гипсрфиза с ядрами переднего гипоталамуса и гонадами. 

Впервые в нир1.вой практике проведена клиническая апробация ксено­
трансплантации сочетанной культуры ткани гипоталамо-гипофизарно-тес-
тикулярного комплекса. 
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ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ. 
Экспериментально показана целесообразность получения культур» ткани 

адеиогипофиза и семенников ротационним методом. Установлен» мокси-
маль/ю допустихнс сроки культивирования эндокринной ткани (гипофиз, 
семенники) животнцх пеонатального оозраста ротационн1тм методом ( до 
7 дней). 

Проведенн исслЕДовання по сочетанному культивированию гипофиза с 
ядрами переднего гипоталамуса и тестикулярной тканью. Обнарумено, что 
coflcpmamie гормонов в питательной среде при сочетаином культивировании 
гипоталамо-глпофнзарно-тестикуляриого комплекса вдвое вние, чем при 
изолированном культивировании адеиогипофиза и семенников. 

Внявлено, что для получения аденоцитов и интерстициальннх эндокри-
ноцито'в лучше использовать аденогипофизи и семенники кивотннх пеона­
тального возраста. " 
Установлена целесообразность применения 3-х суточной культури ткани 

адеиогипофиза, полученной ротационним методом. При данном методЬ 
культнвирова1Шя к 3-м .суткам в питательной среде вияслено максимальное 
содержание гормонов (ЛГ.ФСГ.пролактин). 
Показано, что сочетанная культура гипоталамо-гипофизарно-тестикуляр-

ного комплекса, полученная ротационним методом, мояет бить рекомендо­
вана в клинику как метод лечения больнцх с нарушениями гормонального 
баланса в организме(гипогонадизм,андрогенная недостаточность,импотенция 
11 т.д..). . . • 

ВИЕЛРЕПИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ'ПССЛЕДОВПНИЯ. ,' 
Разработанная методика виделения и культивирования ткани адеиогипо­

физа получила практическое применение при хирургическом лечении боль­
ных с секреторнцм бесплодием и в'торичним гипогонадизном, андрогенной 
недостаточностью и импотенцией в г. Москве в хирургическом отделении 
медсанчасти Л 11, являющейся клинической базой кафедри оперативной хи­
рургии и хирургической анатомии с клиническим центром андрологии и пе­
ресадки эндЬкринних органов РУД!! ( зав. кафедрой академик PflHTH, член­
кор. РЛНН, проф..И.Д.Кирпатовский). . ' 

Материали диссертации включены в лекционний курс по грансплантоло-
гии на кафедре оперативной хирургии и хирургической анатомии РУДН 
(г. Москва), 



6 -

АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ. 
Основные положения диссертации доложены и обсуждены : 

- на науч1Ш-клинических конференциях 1ет{|едры оперативной хирургии 
и хирургической анатомии РУДР! (г. Москва, 1993-1996); 
- на- научной конференции молодых ученых медицинского факультета Уни­
верситета дружбы народов (г.Москва, 1995); 
- на III Всероссийской научно-практической конференции "Антропогенные 
воодействия и здоровье человека" (г.Калуга,1996); 
- на межвузовской научно-практической конференции, посвященной 85-ле-
тию кафедры оперативной хирургии и топографической анатомии СТМУ 
"Анатомо-хирургическое и эюзпериментальное. обоснование оперативных 
вмешательств" (г.Саратов,1996); 
- на I- м Российском конгрессе по патофиз^юдогии с международным учас­
тием (г.Москва, 1996)'. • 

ПУБЛИКАЦИИ. , . 
Основные положения диссертации опубликованы в 5 научных работах. 

СТРУКТУРА И ОБЪЕМ РАБОТЫ. 
Диссертация состоит из введейия,обаор« литературы, характеристики ма­

териала и методов исследования, результатов собственных исследований, 
общего заключения,выводов,практических рекомендаций и списка литературы. 
OOiJM исследования.- 8 глав, 230 страницы машинописного текста. Работа 
иллюстрирована 20 таблицами и 50 рисунками. В спяс|се литературы 310 
источника, из них 150 отечественных и 160 иностранных авторов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ. 

Проведенные исследования носят комплексный експериментально-кли-
ничес''"1й характер. 
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Характеристика экспериментального материала 

Эксперимептальиие^исследования пключагот две части: 
1/- разработка и сравпительндш оценку разных методов культивирования 

эндокринных органовСаденогипофиз, семенник) ; 
2/- экспериментальную оценку результатов трансплантации культцральной 

. ткани неоиатальиого аденогипофнза. 
Работа проведена с использованием разных видов животных.'В качестве 

донора были сзятн взрослые быки,взрослые и неонаталЬные С7- дневные) 
ирмсы, ноонатальные (1- дневнне) поросята.В качестве реципиентов - бес 
породные половозрелые белые крысы - самцы. Всего проведено 214 экспе­
римента с использованием 302 животных. Общее количество эксперимен­
тального материала представлено в таблице 1. 

В первой части экспериментальные исследования проводились по сле­
дующим сериям: 
- сравнительная оценка культивирования аде!'огипофиза и семенников ста­

тическим и ротациошшм методами; 
- культивирование ткаш! аденогппофиза разной возрастной категории; 
- культивирование ткани аденогипофнза разной видовой принадлежности; 
- сочетанное t';льтнвирование гипофиза, ядер переднего гипоталамуса и 

семенников иеоиатальнихС1-дневннх) поросят; 
- алло- и ксеиотрапсплантацня культуры ткани неонатального аденогипофиз 

С целью проведения сравнительного анализа статического (клеточка 
культура) и ротациоинаго (тканевая культура) методов культивирования ис 
пользованы аденогипофизы взрослых аивотных (быки и крысы) и семенники 
крыс неонатального возраста, 

Для культивирования ротационным методом ткани аденогипофиза раз­
ной видовой принздлейности бил выбран один вид животных (крысы), но 
разного возраста. Следуисще эксперименты по культивнровань,.) проведены 
на биологически разных видах нивотных (крыс и поросят), но одного воз­
раста, т.е. неонатального периода (та6.1) 

По предлозению академика И.Д.Кирпатовского нами специально . была 
проведе.ча серна экспериментов по сочетанному культивированию гипофиза 
с другими биологическими структурами функционально взаимосвязанными 
меяду собой ( ядра переднего гипоталамуса, гонады), В последуюием имен­
но эта серия стала основой для клинической апробации нового нетода. 
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Таблица-1. 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЭИС1ЕРИ).1ЕНТЛЛЬН0Г0 МАТЕРИЛЛА 
1 - 1 1 1 1 

1 Вид 1 Вид i Культивирование | Трансплантация | 

IHOII ткани | | Изолированное [Сочетанное |Е мышцу | под | 

1 1 1 Стати-)Рота- 1Ротациои 1 |семей- | 
1 1 |ческий|циоиный|ний метод | |ни:к1 | 
1 1 1 метод 1 метод | I I I 

1 \6ш<\\ 111/28 111/22 1 1 1 - 1 

|Лденоги- 1 взрослые I I | I 1 1 
1 n&lJHa JKpucu 113/120123/145 | I I I 

1 |неонаталь| . 1 1 1 1 1 
1 1 крысы I I I 1 1 1 
1 1(7-днов.)| 123/310 1 1 15/15 | 36/36 | 

1 |иеонаталь| | | | | | 
1 (поросята I I 1 1 1 , 1 
1 1(1-днев.)| 110/40 1 1 15/15 1 36/36 1 

1 |неонаталь| | | I I I 
1 Семен- 1 поросята | | | | 1 • 1 
1 ник |(1-днев.)| I I I I I 

1 |неонагаль| | | 1 . 1 1 
1 1 крысы 1 3/45 13/30 1 ' 1 1 1 
1 |(7-днев.Я I I I I I 
1 ' I I I I I I 
1 Всего: 127/193170/547 | 15 /60 | 30 /30 | 72/72 | 
1 1 ' ' ' ' 1 
1 ИТОГО: 1 214 / 902 | 

числитель - количество экспериментов 
знаменатель - количество животных 
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Вторая часть экспериментального раздела ркляч.чла и.ппенне [и'.и/ль-

гатов пересадки алло- и ксеногенних транспл.ттатоп к<}гл.:ч\<и тк'чы HLMI-
наталыюго аденогипофиза, получотшго ротоцноники негидои, 

Для этого Ьили проведены две серии эксперииентоп, р.пличпи-лися 
по месту пересадки культури (мивцо хивота и семемни!^!! Г1,1;)01лих крш;). 
Всего произиедено 102 омерации пересадки культур тк^ни исамг^ттит 
аденогипофиза иа 102 «ииотних. из них в химцу яипота- 30 и и ci'XLMimii; 
- 72 ( табл.1). Иммносупреснииая терапия после операции ие принсмг^лась. 

Все аиаотнне содерхались в одикакових условиях до и после ипсра-
ции. Випедеиие аивотннх из экспериментов и оценка срсто'^ния переса­
женных культуральних трансплантатов осуществлялось в «дни и те хе зап­
ланированные сроки; через 3 дня. !-2 недели, 1, 3 и б месяцев. 

В экспериментальной че".ти работы били использованы следусаие ич^оцч 
исследования: 
1- Экспериментальний метод -.забор донорского «атериола (ги1И/|;,я,1. 

ядра переднего гипоталаиуса, семенник) с последувцеП его подго­
товкой к культивированию. 

2- Культуральний метод - получение клеточных и тканевых культур адено-
гипофиза и семенников статическим и ротационным методами. 

3- Трансплантация культуры ткани аденогипофиэа ( в мимцу хивота и под 
капсулу семенника). 

4- Гистологический метод- окраска трипановым голубым, по Романовско-
му-Гимза и гематоксилином и зози! :м. 

5- Гормональный метод - определение .концентрации гормонов ЛГ.ФСГ, прп-
лактина и Тестостерона в культуральной среде радиоиммунологическим, 
методом с использованием "kit"- ов , фирмы CIS (Франция). 

6-.Метод статистической обработки- с определением достоверности Р< 0,05 

При выделении и кдльтивировании аденоцитов и интерстициальных эн-
докриноцитов нами был применен способ получения культуры эмбриональных 
клеток Лейдига, разработанный в 1987 году на нашей кафедре М.Е.Басма-
двян, И.Д.Кирпатовским, В.Г.Геворкяном и С.С.Гамбаровым (авторское сви­
детельство N - 1317305). При культивировании ротационным методом был 
взят способ получения" культуры эмбриональных нервных клеток в роллер-
ной установке (И.В.Викторов с соавт..1985г.). В процессе работы оба 
метода были видоизменены по некоторым параметрам. 
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Для лультивирования аденоцитов и интерстищ.;льных SHAOK^JMHOUMTOB 
статическим методом ( получение монослойных клеточных культур) исполь­
зовали пеницкллиновые флакоки, а ротационним методом культивирование 
осуцествляли в специалйних флаконах в мини-роллерной установке в тер­
мостате. 

Среда для культивирования состояла из 70;̂  минимальной среди Игла, 
[Q7., сивороткй крупного рогатого скота,20/i сбалансированного солево­
го раствора Симмса, 600 мг;̂  глюкозы, 0,2 ЕД/мл инсулина и 10-2 М орга­
нического буффера HEPES. Замену ростовой среды проводили кандие 24 ча­
са, Максимальный срок культивирования ? суток. Ежедневно с поиощью све­
товой йикроскопии изучали гистологические изменения в культуре, а в ели 
вах среды определяли радиоиммунологическим методом концентрацию гор­
монов (ЛГ.ФСГ.пролактия,тестостерон). 

Для снятия моиослоя из пенициллйновых флаконов использовали 
смесь Еерсена и 0,25' У. распора трипсина в соотношении 1:1, 

Характеристика клинических наблюдений 

Культуральная ткань гипофиза, полученная ротационным методом.была 
применена в условиях клиники. Для этого в Центре андрологии и пересадки 
эндокринных органов на кафедре Опера'ивной хирургии М хирургической 
анатомии Российского Нниверситета дружбы народов (рук. академик И,Л 
Кирпатовский) впервые в мировой практике выполнена ксенотрансплантация 
сочетанной культуры ткани неонатадьного гипофиза, ядер переднего гипота 
лаиуса и семенников 20 ' больным, страдаищим вторичным гипогонадиз-
мои.андрогенной недостаточностью и импотенцией,' бесплодием- с различи!, 
ми формами нарушения сперматогенеза (тдбл.2).. . 

Ксенотрансплантацию сочетанной культуры ткани гипоталаио-гипо-
физарно-тестикулярноги комплекса проводили больным с тяжелыми бес­
перспективными формами ндруиения сперматогенеза и гормонального ба­
ланса в организме. Срвдний возраст больных составлял 30 лет, при про-
долкительности диагностированной патоспернии 5-7 ле|. До этого пациен­
ты длительное время получали комплексную консерватирнуи терапии, 



- и 
вклячаищуго антибиотики, фермента и горнональкие препаратм. Из 20 
больних ц 7 в анамнезе отмечены различные хирургические вмеиательства, 
виполненние с лечебно-диагностической целью. 

Таблиц 2. 
Распределение больних по нозологическим формам 

Нозологические формы Количество 
больных 

Секреторное 
бесплодие 

нормоастеногпермия 
тератоспермия 1 

Секреторное 
бесплодие 

о;.игозооспермия 
Gravis 10 

Секреторное 
бесплодие 

азооспермия б 
Вторичный гипогонадизм.андрогенная 
недостаточность и импотенция 3 
Всего: 

20 
Показанием для ксенотрансплантации сочетанной культуры ткани 

гипофиза явились отсутствие полояительного эффекта от длительно прове­
денной консервативной терапии, продолаительность заболевания и гяяелые 
степени нарушения сперматогенезаСазооспермия.олигозооспермия gravis 
и тератоспермия). В зависимости от нозологической формы веек боаьним 
перед операцией проводились специальные клинические обследов..ния (кон­
сультация уролога,сексопатолога,эндокринолога, бактериальный посев и 
анализ простатического сока, исследование на хламидий, определение гор­
монов /половых и гонадотропных/ в лерифеоической крови и спермиологи-
ческий анализ эякулята). 



Тилько 1ш рсядльтатон кокплексного клинического оОследования кон­
сул!.ттииио 11с«олси ноирос о необходимости прикенения данного метода 

Кулъту;|.1 гнноснза.нрединзнлчо'маи для клинической апробации сопро-
Ы111;;ал.иь сниим г.аснортох. Б масиортчие данние входили: донор культу-
11». iio.iji.icr донора,котод культииирования, срок культивирования, состав 
i;y.".tiy;ui, .)1и1Л1г.1 кулътуролоной среди на стерильность с помоцью свето-
1ич U KiiKi.oiKoiut и Дата передачи культури в клинику. В клинике перед 
ciii'i'iiuiuA ь()>1злт1'льнй проводилось бактериологическое исследование 
культ'лильной среди и слкого трансплантата, а также определялось содер-
».\i:iu' гирконов в культуральной хидкости. 

Культура ткани гиноталахо - гипофизарно - тестккулярного комплекса 
111'р1ч-.ш'.1.̂ лась по 11а;ч)абитанной npoi). И.Д.Кириатовскии (1387) методике 
ь iKiiMi-̂ jj.ibHysi кель иод белочную оболочку гонад с пряхенением кикро-
ки(.у11Гич1'С1<оЛ техники, lie нерувая целостность структуру семенних ка-
HJ.4i,Ui'U Си.'да11ллса специаЛьниЛ "кархан" в паравазальмой цели с помоиыа 
к1и;1Ч1Дклйт.1Т01101! различного дианетра. После'введения культури прециэи-
ciiiHiift pa'jpi'3 белочной оболочки уиивался одкии узловим ивом атравмати-
ческлй иглой с китьа 7/0. 

По ноказаникл* у некоторых больных в послеоперационной периоде бил • 
иссл1Д01!ан иниунологическиЛ статус. По методу Брауде.Гордман( IBG'l) 
ьхидичикации Л.11.йлексеева оценивалось состояние Т-системи иммунитета 
с нош.цьи реакции бласттрансфорхацин лимСоцитов, как стимулироваи-
нус.тик и но стимулированную специфически», мутагеном ФГЙ. Процентное 
содерхание Т- лимфоцитов определялось по спонтанному розеткообразова-
нив лимфоцитов с эритроцитами барана и Б- лимфоцити-с помочь» Ей.С -. 
розеток, с использованием сухого компленента морской свинки. Гумо-
ральниЛ иммунитет оценивался по активности комплемента и кохплемент-
свазнвасцих антител к ткани яичка. 

У болыг.;х со вторичным гипогокаднзмом.андрогеииой недостаточностью 
и импотенции определялась концентрация гормонов ЛГ.ОСГ.пролактина и 
тестостерона в смворотке крови с использованием тест-наборов "radloia-
siinoassey kit" ^ирми CIS (Франция) и оценивался сексуальный статус. 

В связи с тем, что основным критерием.определявшим тяхесть беспло­
дия, является степень угнетения сперматогенеза, то спермиологический 
анализ эякулята у больних с бесплодием осуществлялся D достаточно ко-

http://iio.iji.icr
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роткие сроки после операции с целью вияснения наличия или отсутствие 
положительной динамики. Исследования проводились через 1 месяц.3, С и 
12 месяцев после ксенотрансплантации. 

Р Е З У Л Ь Т Й Т Н И С С Л Е Д О В А Н И Й 

Ежедневно проводимие гистологические и гормональиие наблюдения 
за состоянием культцри показали, что клетки аденогипофиза взрослых жи-
BOTHUX (крис и биков) при статическом и ротационном методах культивиро­
вания хорошо переживают в культуре в течение 24 - 48 часов. Начиная с 
3-х суток, адсноцити цменьваются в размерах, ядра их становятся гипер-
хроиними и к 5- 7 суткам культура практически погибает. 

При статическом (клеточная культура) методе культивирования адено­
гипофиза взрослых животных максимальная концентраЦи1я гонадотропних 
гормоновСЛГ.ФСГ) в питательной среде определяется на 5-е сутки, хотя к 
этому времени большинство аденоцитов подвергаются резкий структурным 
изменениям,Видимо, происходит выход гормонов в среду из погибших клеток 
аденогипофиза. 

Нами была обнаружена совервенно иная картина пои обоих методах 
культивирования семенников крыс неонатального возраста". Интерстициаль-
Hue эндокриноцитч при статическом методе сохраняют свою кизнеспособ-
ность и функциональную активность в течение всего периода культивирова-
ния(7 дней). Массовой гибели клеток, что имело место при культивирова­
нии аденогипофиза взрослых крыс__ и быков в данном случае не наблюдается, 
хотя к 7-м суткам культивирования разрушаются межклеточные связи и 
клетки располагаются достаточно изолирована друг от друга. 

При ротационном методе ку^гьтисирования сеиек:1иков животных нео­
натального возраста (крыс и поросят), начиная со 2-х суток интерсти-
циальние эндокриноциты образовывавт бояьвие скопления в межклеточных 
пространствах. Вокруг микрофрагмента происходит формирование отграни-
читсльного слоя из вновь появившихся KfleTJK. К 5-м суткам в культуре 
ткани семенников встречаются клетки Яейдига как в стадии митоза, так 
и в стадии распада. Интерстициальинв зндокриноциты (клетки Лейдига) 
располагаются небольшими группами. Обаирннх очагов некроза клеток не 
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11.10Лййастся. Уровень тсстостгloiia (ng/ml) u культуральной среде мак­
сим.1Л1.них цифр достигает на 3- е сутки культивирования. 

Исхода из вцксизлохеиного, культуру эндокринних органов, в част­
ности. а.аеногнпофиза и ссмеинккгв хивотних неоиатального возраста, 
цихио поличить оЬоими кетодами. Одчако ротационный метод обладает 
унпчительннм преимуиеством над статическим. 

Лис\лизнруя этапц выделения и приготовления культур статическим 
митидок нохно виделить следувцие его недостатки: 
-кихоническои поврсхдение клеток при обработке материала; 
-риск инунцирйиания культури. который зависит от времени обработки и 
приготовления культур, т.к. от продолжительности контакта эксперимен­
татора с культивируеким материалом; 

-придолхительность культивирования; 
-;<1'.онимические затрати, т.и. необходимость наличия дорогостояцей аппа-
(мтуры и реактивов (Перколл-градиенти,центрифуги и т.д.); 

Кроме того для получения монослойиой культури с максикальним со-
д1-рхчииим гормонов в питательной среде необходимо 7-14 дней, что край­
не Н1!хелателен для получения культур клеток аденогипофиза, т.к. в про-
цс-ссе культивирования происходит исчезновение многих типов аденоцитов 
и к 5-7 суткам культивирования сохраняются в основной АКТ и пролак-
тинсекретирувине клетки. 

В связи с этим била проведена серия экспериментов с целью выяс­
нении во^мохности получения ротационным методом культуру ткани адено­
гипофиза неоиатального возраста. В данньА серки использован один 
вид хивотних (крыси), но разного возраста. 

При культивировании аденогипофиза неонатальних ирис, начиная 
с 3-х суток аденоциты в культуре образует трабокулы и розетки. Во­
круг микрофри.мента происходит формирование отграничительиого слоя, 
из вновь образованных клеток. В 3-х суточной культуре неонатального 
аденогипофиза определяются клетки в стадии митоза. К 5-м суткам куль­
тивирования завервается формирование отграничительного слоя вокруг 
микрофрагмента. Очаги некроза, характерные к этим срокам для культури 
взрослой ткани аденогипофиза. в данном случае отсутствуют. 

К 7-м суткам культивирования клетки неонатального аденогипофиза 
уменьшается в размерах, ядра их становятся гиперхромными, появляются 
участки в микрофрагменте с разруоенными иехклеточники связями. 
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При гормональном исследовании внявлено, что гормонн (ЛГ.ФСГ и 
пролактин) определяются в питателыюЛ среде в течение 1 днеЛ культиии-
рования. 

Таким образом, ткань адеиогипофиза иеонатальних хивотиих К1;льти-
вируется ротациоиним методом лучше, чем взрослих особеЛ. D культт >' 
иеонатальной ткани происходит гибель одних и деление других нлоток .\де-
ногипофиза, значит, данная «ультура не только пероянвает и усливиях 
fn vitro,, но и растет, активно продуцируя гормоны (ЛГ.ОСГ и проллктии), 
В то время как взрослая ткань аденогипофиза способна порекиьать и куль 
туре в течение 2-3 суток, затем ;{ачинает погибать и первнми п этоЛ куль 
туре погибают ФСГ- секретнруюцие клетки. 

Следугацая серия SKt.iepHMeHTOB била проведена с целью виясисння 
возможности использования ротационного метода при культивировании тка­
ни аденог1;пофиза разной видовой принадлехности. В качестве истичиика 
культуры били взяты аденогипофизи разних видов животных, но неона-
тального возраста (7-дневних крысят и [-дневных поросят). 

При культивировании была обнарукена аналогичная гистологическая . 
картина; начиная со 2-х суток.культивирования также происходит форми­
рование отграничительного слоя вокруг микрофрагмента. К 7-м суткам 
отмечается увеличение количество аденоцитов с гиперхромными ядрами. 
хотя встречаются кле.ки аденогипофиза в стадии деления. Выяснилось, 
что концентрация гормонов (ЛГ, ФСГ и пролактин) в питательной среде 
максимальных цифр также достигает к 3-й суткам культивирования,затем 
отмечается ее медленное снижение, 

Таким образом результаты культивирования аденогипофиза и семен­
ников разных видов кивотных (крыс, быки и поросята) ротационным мето­
дом показали, что хизиеспссобность и функциональная активность культур 
зависят от возраста животных и не зависят от их биологического вида. 

Ччитывая наличие тесной функциональной взаимосвязи гипоталамо-
гипофизарно-гонадной системы, по предлояенив академика И,Д.Кирпатовс-
кого, нами било проведено сочетанное культивирование этих органов в 
трех вариантах: 
1/- гипофиз и ядра переднего гипоталамуса; , ' 
2/- гипофиз и семенники; • 
3/- гипофиз, ядра переднего гипоталамуса и семенники одновременно. 
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При гормональном исследовании било виявлено, что содержание гормо­
нов (ЛГДЗГ и пролактина) в питательной среде више, чем при изолиро­
ванном культивировании в одни и те se сроки. Так, содермание ЛГ в пита­
тельной среде на 3-е сутки составлял - 1,4+0,2 (IU/L) при изолирован' 
ном культивировании ткани аденогипофиза неонатальних (1-дневних) поро­
сят, а при сочетаином культивировании гипоталамо-гипофизарно-тестику-
лярного комплекса уровень ЛГ на 3»е сутки достигал - 2.5 + 0,2 (1U/L), 

При гистологическом изучении совместно культивируемых микрофраг-
иентов гипофиза и семенников вияснилось, что к 3 суткам вокруг микро­
фрагмента наблюдается формирование отграничительного слоя. В эти «е 
сроки в микрофрагментах определяются больльчое количество адсноцитов-
и интерстициальних эндокриноцитов в стадии митоза. 

К 5 суткам появляются аденоциты мелких и средних ра-.меров. Однако, 
количество их значительно меньше по сравнению с изолированной культурой 
аденогипофиза в те хе сроки наблюдения. ' Количество аденоцитов с нормо-
хромныии ядрами преобладали над количеством аденоцитов с гиперхромними 
ядрами, . • • 

При.-анализе 7 суточной сочетанной культуры гипоталамо-гипофизар-
но-тестикулярного комплекса било обнаружено, что гистологическая карти­
на явна не отличается от вшеописанной гистологической картини 5 су­
точной культуры, 

Таким образом при сочетаином культивировании гипоталамо-гипофизар-
но-тестикулярного комплекса нам удалось воспроизвести Функциональ­
ную вЗvлйиocвязь " во флаконе", суцествупций в организме мемду этими 
органами. ' ' 

Культура ткани аденогипофиза неонатальних животных ( 7-Аневних 
крысят и 1-дневнцх поросят), полученная ротационным методом, подверг­
лась экспериментальной трансплантации под оболочку гонад и в толщу 
мышцы живота взрослых крис, 

' Результаты трансплантации показали, что место пересадки оказывает 
большое влияние на 'состояние пересакенного аденогипофиза, 

Б блихайвие сроки (1^2 недели), как в аллогенном, так и в ксено-
генном трансплантате пояелявтся участки некробиоза при пересадке в 
мцуцу. Вблизи трансплантатов местами отмечается лиифоидная инфильтрация 
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В эти же сроки происходит образование тонких волокон соеди"ительной 
ткани. К 1 месяцу наблюдения трансплантат, как алло-,так и ксеногенний, 
пересаженный в мышцу полностью погибает и место его локализации заме­
шается соединительной тканью. 

При гистологическом исследовании алло- и ксенсеннцх транспланта­
тов культуры ткани аденогипофиза после пересадки (через 2 недели) в се­
менник выявлено, что клетки аденогипофиза располагаются компактно, 

•образуя трабекулы и розетки, в созданно:. "кармане". Иногда встречаится 
митотически делящиеся аденоцити как в аллогеннсм, так и в ксеногенном 
трансплантате. Через 3 месяца после пересадки в области трансплантата 
наблюдается образование мелких кровеносных сосудов. Явления лимфоидной 
инфильтрации больше проявляются к этому сроку при ксенотранспланта-
ции. Структура семенных канальцев при обоих видах трансплантации не 
нарушена, с картиной нормального сперматогенеза. Через б месяцев пос­
ле ксенотрансплантации выявлено значительное утслцение капсулы семен­
ника в области локализации трансплантата, а в некоторых случаях ( в 2 
из 6 ) сохраняется ее отслойка. Тогда как при аллотрансплантации утол­
щение капсулы не так заметно. Количество участков с живыми клетками в 
аллогенном трансплантате больше, чем при ксеногенном, • 

Таким, образом, анализ пересадки в мышцу неонатального, культу-
рального алло- и ксеиотрансплантата аденогипофиза показал ее нецелесо­
образность, так как максимальный срок переживания культуры составляет 
до 1 месяца.Б то же время, алло- и ксеногенные трансплантаты' культуры 
неонатальной ткани аденогипофиза в семеннике сохраняют свою жизнеспо­
собность в течение 6 месяцев С максимальный срок наблюдения), не вызы­
вая каких- либо серьезных ослокнений со стороны гонад. 

Учитывая наилучшие результаты при сочетанном культивировании ги-
поталамо-гипофизарно-тестикулярного комплекса и иммунологическую при­
вилегированность семенников для клинической апробации бпа взята 
3-х суточная сочетанная культура гипофиза и операции осуществлялись 
под белочную оболочку гонад больным со вторичным '.гипогонадизмом, 
андрогенной недостаточностью и сеареторным бесплодием.с тяжелыми сте­
пенями нарушения сперматогенеза. 

Часть больных в послеоперационном периоде получали "мягкую" им-
муносупрессивнуи терапию, включающую преднизолон, хорионический гона-
дотропин и гепарин. 



- 1! 

Чирез 3 иесуца после операции ксенотрансплантации в Клинической 
тантре лидрологни било обследовано 13 человек, через 6 месяцев - 8 и че 
рез 12 месяцев - А (таблица 3). 

Таблица 3. 
Сроки и результаты культуральной трансплантации 

Нозологические форни Сроки 
3 мес. 

на 
6 мес 

блюдсния 
. 12 мес. 

Секреторное 
бесплодие 

Иормоастено-
теротоспермия 1/1 1/1 1/1 Секреторное 

бесплодие 
Олигозооспермня 

gravis 6/G 5/5 2/1 

Секреторное 
бесплодие 

йзоосперкия 3/2 2/2 1/1 
Вторични;'! гип 
аидрогеиная н 
1!мпоте)1ция 

згонадизм, 
здостаточиость, 3/3 - -

Всего 13/12 8/8 4/3 
числитель- количество оперироваиних больных 
знаменатель- количество больних с улучвениеи спермиологи-

ческих и гормональных показателей 

Из 20 ксенотрансплантации сочетанной культури ткани гипофиза 
лииь в 1 случае била отмечена картина острого реактивного орхита.у ос­
тальных больных (19) - операция и послеоперационный период протекали 
без осложнений. Имццнологичвские исследования, проведенные пйсле опе­
рации и спустя несколько несяцев.свидетельствовали об отсутствии реак­
ции отторхепия трансплантата в период наблюдения. 
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При анализе эякулята било виявлено положительное влияние опе­
рации ксенотрансплантации на все показатели' сперматогенеза(об«иЛ объ­
ем,количество подвижных и морфологически нормальних форм и т.д.). 

У больного с тератоспермией и астеноспермией ( до опероцйн; 
&?'/.- количество морфологически аномальних форм сперматозоидов и 
25 Z - количество подвинних форм) наблюдалась нормализация cnepMJiTo-
генеза по всем критериям в течение всего гояа(максимальный срок наблю­
дения). Так,через 3 месяца после операции количество подвияннхСактивно-
и малоподвижных) форм соответствовало - 68 Z , а количество морфологи­
чески аномальних -форм уиеньвилось до 10 % в исследуемом эякуляте. 

Увеличение количества подвианых форм (активно- и малоподвих-
Hue) на 40/J по сравнении от исходних величин отмечено у больных с на­
рушениями в виде олигозооспермии gravis.Однако, у пациентов с азооспер­
мией -лиаь у некоторих (смлабл.З) появляются единичние появн.'«ние и 
морфологически нормальные форми сперматозоидов. Хотя полокительная 
динамика сохраняется в течение всего периода наблюдения. 

У больных со вторичным гипогонадизмом, андрогенной недостаточ 
нрстью и импотенцией такие наблидалось улучвение гормонального, андро-
логического и сексуального статуса. При этом, у лиц более молодого воз­
раста полояительний эффект операции был выраяен ярче, чем у лиц по-
хилого возраста. . 

ВЫВОДИ. 

1. Для получения культуры аденогипофиза и семенников иояно использовать 
как статический метод'(клеточная культура), так и ротационный (органная 
культура). Культивирование статическим методом требует многоэтапной' об 
работки исходного материала, что приводит к увеличении риска механичес 
кого повреждения клеток. Ротационный метод технически .легко выполним и 
обеспечивает получение культури с минимальным повреждением гормонсек 
ретируючих клеток. 

2. Каксииальной выход гонадотропных (/1Г,ФСГ и пролактнн) и полових(тес-
• тостером) гормонов в "питательную среду при статическом методе культиви­
рования аденогипофиза и семенников отмечается на 5-е сутки, а при 
ротационном - на 3-е сутки. К 7 суткам секреция stHX гормонов резко 
снижается при обоих методах культивирования за нскличением пролэктина. 
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3. кильтивирование. адеиогипофиза разной видовой принадлеяности (быки, 
поросята л крись) ротационным методом практическ.1 приводит к однород-
HUM результатам, В то ке время гипофиз и семенники, взятие от неона-
тальних животних культивируются лучше, чем от взрослых особей. 

4. Продолжительность «изнн культуры ткани адеиогипофиза зависит от. 
места пересадки, Семенник кивотних благодаря наличию "гематотестику-
ляриого барьра" является привелигированной зоной для аллотранспланта-. 
ции: nepecaiseHHue под оболочку семенника клетки адеиогипофиза остаются 
лизнеспособними в течение 6 месяцев (максимальний срок наблюдения), в 
то время как в имшце «ивота - лишь до 'одного месяца, 

5. При .пересадке в семенник явных, различий между aллoгtÎ ными и ксено-
генниыи трансплантатами культурального' адеиогипофиза не виявлено, не­
смотря на то, что иммуносупрессивнаа терапия не применялась. 

6. При сочетаннои культивировании ротационным методом гипофиза с яд­
рами переднего гипоталамуса и тестикулярной тканью содержание гормонов 
jir, ФСГ. пролактина и тестостерона _в питательной среде вдвое выше во 
все сроки наблидения. чем при изолированном культивировании, 

?.. При клинической апробации разработанного метода сочетанного культи­
вирования гипоталамо-гипофизарно-тестикулярного комплекса неонатальинх 
поросят больным с секреторным бесплодие^, а такке со вторичным гипого-
надизиом и а'ндрогенмой недостаточностью отмечена положительная дина­
мика в снермиологических и гормональных показателях ( максимальный 
с.р'к наблюдения - 1 год), ' • 

ПРАКТИЧЕСКИЕ'РЕКОНЕНДЙЦИИ . . . • 

1. Для культивирования ткани адеиогипофиза и семенников разной видо­
вой принадлекности 'следует рекомендовать 'Применение ротационного 
метода. 

2. iha получение культур аденоцитов и интерстициальных эндокриноцитов 
1U- ацнонным методом целесообразно использовать неонатальние адено-
гипофнзы и семенники. • . ' 
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3. Для клинических целей лучше использовать сочетанную 3-х суточную 
культуру гипоталамо-гипофизарно-тестикуляриого комплекса. 

4. Операдаи ксекотрансплангации сочетанной культури гипоталамо-гипо-
физарно-тесгикудярного комплекса следует производить под белочную 
оболочку гонад с применением микрохирургической техники. 

5. Ксенотрансплантацию сочеганпой культуры ткани гипофиза в гонады 
можно рекомендовать как перспективный метод леченил мужского ceic-
реторкого бесплодия с тяхелими и средними степенями нарушения 
сперматогенейа и при эндокринных формах импотенции. 
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ZlNFiRA SULTAN-MURATOVNA !<AITOVA 

TRANSPLANTATION OF CULTURED TISSUES OF NEONATAL 
ANTEaiOR PITUITARY 

ComparartivG analysis cf static (cultured culls) and rotation 

(culture of organs) methods of cultivation was carried out which 

proved the advantage of rotation mathod. 

For tiie first tifno in the world's practice there was fulfilled 

experimental researches on combination cultivation of hypophysis with 

nucleus of interior hypothalamus and testis by rr'^ans of rotation 

method, i t was proved that whiio using combination cultivation of 

hypothalamus hypophysis testies complex the content of hypophysis 

and sexual horn^.ones in cultivated medium is more at any time of 

observation than isolated cultivation method gives. 

There was carried out xenotransplantation of combination 

culture of hypophysis in clinic for patients suffering from infirtility 

(azoospermia, teratospermia and oligozoospemia gravis) and for 

patients with hypogonadotrcpism, impotiency. There research showed 

improvement and balance of spermatogenesis and hormonal indices 

after xenotransplantation. 


