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Проведен сравнительный анализ изменения морфологических характеристик фраг<
ментов и трансплантатов овариальной ткани в условиях гипотермического хранения
в электролитных и неэлектролитных средах. Установлено, что при 24<часовом гипо<
термическом хранении в электролитных средах сохраняется морфологическая
структура фрагментов овариальной ткани, а также наблюдается высокий уровень
жизнеспособных фолликулов после их трансплантации.
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Это связано с тем, что овариальная ткань
представлена комплексом разных типов
клеток, которые неоднородно распределены
в объеме ткани, а также содержит фоллику<
лы разных стадий фолликулогенеза.

В связи с изложенным целью данной ра<
боты явился сравнительный анализ морфо<
логических характеристик трансплантатов
овариальной ткани в зависимости от элект<
ролитного состава среды гипотермического
хранения (ГХ).

Материал и методы. Объектом исследо<
вания служили фрагменты овариальной
ткани половозрелых крыс линии Вистар,
которые содержались в стандартных усло<
виях вивария ИПКиК НАН Украины. Со<
держание и использование лабораторных
животных соответствовало положениям
«Европейской конвенции защиты позвоноч<
ных животных, которые используются с
экспериментальной и иной научной целью»
(г. Страсбург, 1985) и общепринятым На<
циональным нормам биоэтики [7]. Для по<
лучения фрагментов овариальной ткани в
процессе овариоэктомии крыс выделяли
яичники, которые фрагментировали (0,5–
1 мм3) в чашке Петри в физиологическом
растворе, содержащем пенициллин и стреп<
томицин (100 ед на 100 мл). После этого для
ГХ данные фрагменты помещали в инкуба<
ционные среды различного состава: среда
1 – 250 мМ маннита, 10 мМ NaCl, 20 мМ KCl,
20 мМ фосфатного буфера при рН=7; среда
2 – 130 мМ NaCl, 20 мМ KCl, 20 мМ фосфат<
ного буфера при рН=7,4. ГХ осуществляли

В настоящее время клеточная и ткане<
вая трансплантология является одним из
методов коррекции различных заболева<
ний, в том числе и эндокринных. В совре<
менной медицине трансплантация овари<
альной ткани применяется для восстанов<
ления эндокринной и репродуктивной фун<
кций у женщин детородного возраста при
патологиях яичников различного генеза, а
также после курсов химио< и радиотерапии
[1]. При этом одной из основных задач
остается разработка оптимальных методов
хранения ткани яичников в целях увеличе<
ния пула жизнеспособных фолликулов в
трансплантационном материале. Особенно
это актуально в случаях, когда время транс<
портировки материала довольно продолжи<
тельное (до 24 часов), что является критиче<
ским для жизнеспособности ткани, по<
скольку фолликулы подвержены воздейст<
вию ишемии [2]. В настоящее время для
хранения овариальной ткани в основном
используются такие среды, как физиологи<
ческий раствор (для хранения яичников
крупного рогатого скота, коз, овец [3] и со<
бак [4]), среда 199 (для коров, коз и овец),
фосфатно<солевой буфер — PBS (для собак)
[5]. В [6] показано, что при гипотерми<
ческом хранении (+4 °С) наблюдается увели<
чение количества жизнеспособных фолли<
кулов по сравнению с их количеством при
нормотермическом хранении (+37 °C).

Однако несмотря на достигнутые успехи
в этой области метод хранения овариальной
ткани до сих пор не является оптимальным.
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в холодильной камере при температуре
+4 °С. Время ГХ составляло 1 и 5 суток. Для
морфологических исследований осуществ<
ляли фиксацию фрагментов овариальной
ткани после ГХ 2 % раствором глутарового
альдегида на 150 мМ фосфатном буфере. Го<
товили полутонкие срезы по стандартной
методике [8].

Жизнеспособность овариальной ткани
после ГХ изучали методом гетеротопиче<
ской трансплантации. Для проведения
экспериментальной работы животные были
разделены на следующие группы: группа
1 — контрольная (животные с транспланта<
тами половозрелой овариальной ткани),
группа 2 — животные с трансплантатами
половозрелой овариальной ткани после ГХ
в неэлектролитной среде (раствор 1), группа
3 — с трансплантатами половозрелой овари<
альной ткани после ГХ в электролитной сре<
де (раствор 2). Трансплантацию овариаль<
ной ткани во всех группах осуществляли
одновременно с двухсторонней овариоэкто<
мией. Операции животным проводили в сте<
рильных условиях под комбинированным
наркозом (0,1 мг кетамина, 0,25 мг ксила<
зина на 100 г массы тела животного). Сай<
том гетеротопической трансплантации слу<
жила капсула левой почки. Время проведе<
ния трансплантации составляло 20 мин.

Для анализа морфологии трансплантатов
половозрелой овариальной ткани на 30<е сут<
ки после трансплантации проводили эвта<
назию животных эфирным наркозом. Для
морфологических исследований выделяли
почку с трансплантатом. Производили их
фиксацию в 10 % растворе формалина в те<
чение 48 часов, дегидратировали и заключа<
ли в парафиновые блоки [9]. С каждого
образца делали серийные срезы всего транс<
плантата толщиной 10 мкм. Каждый третий
срез окрашивали гематоксилин<эозином.
Анализировали гистологические срезы, изу<
чая только фолликулы с видимым ядром для
исключения повторного счета одного и того
же фолликула в анализируемом срезе. Раз<
витие овариальной ткани после трансплан<
тации оценивали по изменению его объема
(длина × ширина × толщина × 0,523) [10].

Идентифицировали стадии развития
фолликулов согласно классификации
K. Oktay [11], модифицированной по Gou<
geon [12]: примордиальный — ооцит окру<
жен одним слоем уплощенных гранулезных
клеток; первичный — ооцит окружен оди<
ночным слоем кубических клеток грануле<
зы; преантральный — ооцит окружен более

чем двумя слоями гранулезных клеток,
расположенных на базальной мембране,
вокруг которой находятся единичные тека<
клетки; антральный — ооцит увеличен в
объеме, окружен несколькими слоями гра<
нулезных клеток, формируется полость, со<
держащая фолликулярную жидкость.

Исследование полутонких и гистологи<
ческих препаратов осуществляли с помощью
светового микроскопа при увеличениях
объектива ×20 и ×40. Микрофотосъемку
осуществляли с помощью микроскопа Carl
Zeiss Axio Observer Z1 и пакета прикладных
программ для обработки изображения.

Результаты и их обсуждение. Данные об
изменении структуры фолликулов при ГХ в
средах различного электролитного состава
представлены на рис. 1. В норме (рис. 1, а)
фолликулы имеют круглый или сферический
ооцит с крупным ядром круглой или ци<
линдрической формы. К ооциту плотно при<
легают организованные между собой клетки
гранулезы (рис. 1, а). Видно (рис. 1, б), что
после 24 часов ГХ в неэлектролитной среде
наблюдаются начальные этапы сжатия
ооцита, что проявляется в изменении фор<
мы ядра ооцита. При этом отмечается также
сжатие клеток гранулезы, которые уже ме<
нее плотно прилегают к ооциту и разобщены
между собой. При ГХ в электролитной среде
фолликулы сохраняют четко очерченную
форму. При этом наблюдаются округлые
ооциты с плотно прилегающими клетками
гранулезы (рис. 1, г).

При увеличении сроков ГХ до 5 суток на<
блюдается дальнейшая динамика структу<
ры овариальной ткани. Так, в неэлектро<
литных средах происходит деформация
ооцита до «грибовидной» формы, дезорга<
низация клеток гранулезы, что проявляет<
ся в их разобщении между собой (рис. 1, в).
В электролитных средах (рис. 1, д) отме<
чается набухание фолликулов, увеличение
межклеточного пространства между клет<
ками гранулезы и теки. При этом мембрана
ооцита не имеет четко выраженных границ.

Для выявления обратимости наблюдае<
мых нами морфологических изменений, а
также степени сохранения жизнеспособнос<
ти фолликулов мы считали целесообразным
трансплантировать овариоэктомированным
животным фрагменты овариальной ткани
после 24 часов ГХ в различных средах. В
трансплантатах овариальной ткани у жи<
вотных всех исследованных групп имеют
место фолликулы различной степени зре<
лости (рис. 2). Следует отметить, что в отли<
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то, что изменение структуры овариальной
ткани и дальнейшее функционирование
трансплантата зависит от электролитного
состава среды инкубации в условиях ГХ.
Видно (рис. 1), что в неэлектролитных сре<
дах наблюдается сжатие ооцитов и дегидра<
тация клеток гранулезы в первые 24 часа
ГХ, тогда как при инкубации овариальной
ткани в электролитных средах не происхо<
дит изменения структуры фолликулов в
данный временной период ГХ. При увеличе<
нии сроков ГХ до 5 суток выявляются ка<
чественные отличия изменения морфоло<
гии овариальной ткани (рис. 1). Следова<
тельно, можно предположить, что одним из
основных механизмов повреждения овари<
альной ткани в условиях ГХ является нару<
шение ионной проницаемости ооцита, а так<
же клеток гранулезы и теки. Транспланта<
ция овариоэктомированным животным
фрагментов овариальной ткани через 24 ча<
са после ГХ (рис. 2) приводила к развитию
морфологических структур, соответствую<
щих физиологической норме, при использо<

Рис. 1. Морфология фрагментов овариальной тка<
ни после ГХ: а — контроль; б — 1<е сутки ГХ
в неэлектролитной среде; в — 5 суток ГХ в не<
электролитной среде; г — 1<е сутки ГХ в электро<
литной среде; д — 5 суток ГХ в электролитной сре<
де; О — ооцит; Г — клетки гранулезы; Я — ядро

чие от контрольной группы трансплантаты
овариальной ткани у животных групп 2 и 3
имеют зональный характер, который может
свидетельствовать о повреждении поверх<
ностного слоя фрагментов овариальной тка<
ни при ГХ.

Помимо этого у животных группы 2
(рис. 2, б) наблюдается фиброз около 5–
10 % ткани трансплантата, что, очевидно,
связано с меньшей степенью сохранности
клеток овариальной ткани при ГХ в не<
электролитных средах. При этом количест<
во созревающих фолликулов в трансплан<
татах у животных группы 2 значительно ни<
же, чем у животных групп 1 и 3 (таблица).

Сравнительный анализ фолликулярной
плотности в трансплантатах овариальной
ткани показал, что количество фолликулов
на единицу объема в трансплантатах у живот<
ных группы 3 сравнимо с контрольной груп<
пой, тогда как у животных группы 2 этот
показатель достоверно снижался (рис. 3).

Экспериментальные данные, приведен<
ные в этой работе, однозначно указывают на
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литная среда инкубации оказывает более
выраженное повреждающее действие на
овариальную ткань в процессе ГХ, чем
электролитная. Это, по всей видимости,
связано с необратимым повреждением зна<
чительного количества клеток гранулезы в
первые сутки ГХ в неэлектролитной среде
(рис. 1), что обусловлено нарушением про<
ницаемости плазматической мембраны (вы<
ход ионов К+), изменением величины транс<
мембранного потенциала [13] и функциони<
рованием ионных каналов. В [14] на куль<
туре гранулезных клеток показано, что
электрофизиологические свойства клеток
овариальной ткани определяются молеку<
лярной структурой таких ионных каналов,
как К+, Са2+ и Cl–, которые, в свою очередь,
направленно регулируются стероидными
гормонами. Следовательно, можно предпо<
ложить, что при ГХ овариальной ткани в не<
электролитных средах происходит наруше<
ние проницаемости мембраны, связанное с
изменением мембранного потенциала этих

Рис. 2. Морфология трансплантатов овариальной
ткани на 30<е сутки: а — группа 1; б — группа 2;
в — группа 3; А — примордиальный фолликул;
Б — преантральный фолликул; В — антральный
фолликул; Г — желтое тело; Д — кровеносный
сосуд; Ж — участок фиброза ткани; П – ткань
почки; Т – ткань трансплантата

Рис. 3. Фолликулярная плотность
в трансплантатах овариальной ткани:

* р<0,05 относительно контроля

Объем и количество фолликулов различной степени зрелости
в трансплантатах овариальной ткани

Кол<во фол<лов на 1 мм3

Группа

вании как неэлектролитной, так и электро<
литной среды инкубации. Однако следует
отметить, что фолликулярная плотность в
трансплантатах овариальной ткани, под<
вергнутой ГХ в неэлектролитных средах,
практически в 2 раза ниже, чем в контроль<
ной группе (рис. 2). Следовательно, эти дан<
ные подтверждают тот факт, что неэлектро<

*
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клеток [13], что впоследствии вызывает
нарушение их гормонпродуцирующей фун<
кции, приводящей к гормональному дисба<

лансу, а также уменьшению развивающих
фолликулов в трансплантированной овари<
альной ткани.
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К.О. Мединець, В.В. Кірошка, Ю.О. Тищенко, Т.П. Бондаренко
АНАЛІЗ МОРФОЛОГІЇ ТРАНСПЛАНТАТІВ ОВАРІАЛЬНОЇ ТКАНИНИ ПІСЛЯ ГІПОТЕРМІЧНОГО
ЗБЕРІГАННЯ

Проведено порівняльний аналіз зміни морфологічних характеристик фрагментів і трансплан<
татів оваріальної тканини за умов гіпотермічного зберігання в електролітних та неелектролітних
середовищах. Встановлено, що при 24<годинному гіпотермічному зберіганні в електролітних
середовищах зберігається морфологічна структура фрагментів оваріальної тканини, а також спо<
стерігається високий рівень життєздатних фолікулів після їх трансплантації.

Ключові слова: гіпотермічне зберігання, оваріальна тканина, електроліт, неелектроліт,
трансплантація.

K.O. Medynets, V.V. Kiroshka, J.O. Tischenko, T.P. Bondarenko
MORPHOLOGY OF TRANSPLANT OVARIAN TISSUE AFTER HYPOTHERMIC STORAGE

The comparative analysis of changes in morphological characteristics of the fragments and trans<
plant of the ovarian tissue under condition the hypothermic storage in the electrolyte and nonelec<
trolyte solutions was carried out. It was established, that at 24<hour hypothermic storage in electro<
lytic solutions was preserved morphological structure of the fragments of ovarian tissue as well as
the high level of viability follicles after transplantation was found.

Key words: hypothermic storage, ovarian tissue, electrolyte, nonelectrolyte transplantation.
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