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КРІОКОНСЕРВУВАННЯ ОВАРІАЛЬНОЇ ТКАНИНИ
ТА ЇЇ ВИКОРИСТАННЯ В РЕПРОДУКТИВНІЙ МЕДИЦИНІ

Огляд літератури присвячений аналізу різних методів кріоконсервування оваріаль�
ної тканини та шляхів її використання в репродуктивній медицині. Головну увагу
приділено сайтам трансплантації тканини, динаміці росту фолікулів та секреторній
функції тканини яєчника. Розглянуто також ефективність використання методів
запліднення in vitro після трансплантації, перераховані основні чинники, які лежать
в основі затухання оваріальної функції трансплантата.
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Кріопробірки з фрагментами яєчника роз�
морожували у день трансплантації при кім�
натній температурі протягом 2 хв та на во�
дяній бані при +25 °C — 2 хв. Оваріальну
тканину промивали у розчинах із ступін�
частим зниженням концентрації кріопро�
тектора [6]. В роботі Ісаченка та ін. також
використовували 1,5 М ДМСО з середови�
щем L�15 з L�глутаміном + 10 % SSS (синте�
тичний замінник сироватки). Тканину з се�
редовищем для кріоконсервування еквіліб�
рували на льоду протягом 30 хв, переносили
в охолоджену до +2 °С кріокамеру, заморо�
жували від +2 до –6 °С зі швидкістю 2 °С/хв,
при –6 °С — температурна зупинка протя�
гом 10 хв, від –6 до –40 °С — швидкість охо�
лодження була 0,3 °С/хв, від –40 до
–140 °С — швидкість 10 °С/хв, потім кріо�
пробірки переносили в рідкий азот [7].

Інші дослідники оваріальну тканину по�
міщали у 800 мкл у середовище MEM +
GlutamaxTM при 0 °C, потім замінювали йо�
го на 10 % ДМСО з 2 % альбуміну сироватки
людини в середовищі Лейбовітц. Заморожу�
вання проводили за протоколом: від 0 до
–8 °C зі швидкістю охолодження 2 °C/хв,
при –8 °C — ручний сидінг, від –8 до –
40 °C — зі швидкістю 0,3 °C/хв, потім зану�
рення в рідкий азот. Відтаювання прохо�
дило при кімнатній температурі протягом
2 хв та на водяній бані (+37 °C). Фрагменти
оваріальної тканини після розморожування

Кріоконсервована оваріальна тканина
(КОТ) після ретельного тестування на наяв�
ність ракових клітин використовується як
немедикаментозний метод корекції гормо�
нального фону та для відновлення репро�
дуктивної функції у жінок після хіміо� та
радіотерапії при лікуванні різноманітних
онкологічних захворювань (лімфома Ходж�
кіна, лімфогранульоматоз, рак матки),
після оваріоектомії при ендометріозі, ендо�
метріомі, фіброміомі та ін. [1–4].

Однак довготривале функціонування
розмороженої тканини після транспланта�
ції можливо в тому випадку, якщо після
кріоконсервування зберігається її морфо�
функціональна активність. Ефективність
кріоконсервування тканини яєчника знач�
ною мірою залежить від використаних кріо�
захисних середовищ (КС) та протоколів охо�
лодження–відтаювання [5].

Методи кріоконсервування оваріальної
тканини людини. В літературі описано різ�
номанітні КС та режими кріоконсервування
для тканини яєчників людини. Найчастіше
використовують КС, які складаються з 1,5 М
ДМСО з 0,1 M розчином цукрози та 10 % си�
роватки крові в середовищі Лейбовітц�L�15
або ін. [5]. Автори препарували кортикаль�
ний шар яєчника на фрагменти (5×5×2 мм),
інкубували 30 хв у КС при +4 °C та заморо�
жували в 1,5�мілілітрових кріопробірках по
двохетапній програмі з сидінгом при –7 °C.
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поміщали у чашку Петрі та триразово про�
мивали по 5 хв у середовищi MEM + Gluta�
max [6]. У [7] подрібнені фрагменти (2–
3 мм3) заморожували після еквілібрації при
4 °С протягом 10 хв у розчині, що містить
0,7 М ДМСО, 20 % сироватки людини в се�
редовищі RPMI 1640. Кріопробірки охолод�
жували по двохетапній програмі з сидінгом
при –7 °C. Розморожування проводили та�
ким чином: кріопробірки поміщали в водя�
ну баню +37 °С до повного відтаювання; по�
тім вміст пробірок переносили в чашку Пет�
рі та додавали кожної хвилини (протягом 7 хв)
подвійний об’єм середовища RPMI 1640 з
4 % сироватки крові людини при +4 °С до
0,14 М кінцевої концентрації ДМСО та екві�
лібрували протягом 3 хв до перенесення в
Flushing Medium, де інкубували 25 хв при
+37 °С з 5 % CO

2
 [8].

У 80�х роках минулого століття в Украї�
ні був розроблений метод кріоконсервуван�
ня оваріальної тканини по трьохетапній
програмі охолодження під захистом 10 %
поліетиленоксиду молекулярної маси 400
(ПЕО�400) [9].

Крім того, для кріконсервування ткани�
ни яєчників людини використовували КС
на основі комерційного середовища Freeze�
Kit 1® (Vitrolife), що містить фосфатний
буфер та 25 мг/мл HAS [10], розчин № 1 —
1,5 М пропандіол (PrOH), розчин № 2 — 1,5 М
PrOH із 0,1 М розчином цукрози. Фрагмен�
ти тканини інкубували при кімнатній тем�
пературі послідовно у Freeze�Kit 1® — 5 хв,
у розчині № 1 — 10 хв, у розчині № 2 — 5 хв,
потім поміщали у кріопробірки (Nunc) з 1 мл
розчину № 2 та заморожували по програмі:
охолодження до –6,5 °C зі швидкістю 2 °C/хв,
ручний сидінг при –6,5 °C, температурна
зупинка при –6,5 °C 10 хв, охолодження до
–35 °C зі швидкістю 0,3 °C/хв і перенесення
у рідкий азот. Розморожували зразки яєч�
ника поетапно (на повітрі при кімнатній
температурі — 30 с, водяна баня (+40 °С) —
до появи рідкої фази) із використанням роз�
чину Thaw Kit 1® з 1,0 М PrOH та 0,2 М роз�
чином цукрози — 5 хв, 0,5 М PrOH і 0,2 М
цукрози — 5 хв, 0,2 М цукрози — 10 хв і
останній розчин лише cryo�PBS — 10 хв при
кімнатній температурі [5].

Для кріоконсервування тканини яєчни�
ка Шмідт та ін. використовували 1,5 М роз�
чин етиленгліколю в фосфатному буфері з
30 мл 0,1 М розчином цукрози, в якому тка�
нину еквілібрували 30 хв при 1 °С, потім пе�
реносили в 1,8 мл кріоампули і заморожу�
вали на «Planer» зі швидкістю охолодження

2 °С/хв до –9 °С, 5 хв витримки, потім си�
дінг, охолодження зі швидкістю 0,3 °С/хв
до –40 °С, від –40 до –140 °С — зі швидкістю
10 °С/хв і переносили в рідкий азот. Відігрів
проводили на водяній бані +37 °С [7, 11].

Таким чином, на сьогодні впроваджено
багато різноманітних протоколів кріокон�
сервування тканини яєчника, які дають
змогу зберегти її морфофункціональні ха�
рактеристики, а також 30–80 % примор�
діальних фолікулів [5].

Аутотрансплантація кріоконсервованої
оваріальної тканини людини. У роботі Сан�
чез та ін. було продемонстровано функціону�
вання свіжої оваріальної тканини людини
після трансплантації її 12 пацієнткам. Хоча
середній вік пацієнток був (40,8±0,7) року,
у 91,6 % відбувалася овуляція, у 75 % спо�
стерігався овуляторний цикл упродовж
2 років після трансплантації та у 5 пацієн�
ток (41,7 %) рівень ФСГ був у межах норми
[8]. Підвищення рівня ФСГ після транс�
плантації свіжої оваріальної тканини про�
тягом 3–6 місяців описано іншими дослід�
никами [7, 13–15].

В експериментальних дослідженнях хі�
рургічна процедура трансплантації оваріаль�
ної тканини проходить досить швидко, але
ішемічне ушкодження тканини може трива�
ти протягом 3–7 днів до реваскуляризації, що
призводить до втрати більш ніж 50 % при�
мордіальних та дозріваючих фолікулів [10].
Після атрофії великих фолікулів продукція
естрогенів знижується до гранично низького
рівня протягом, щонайменше, одного тижня.
Як показали експерименти [8], відновлення
гормонального тла після трансплантації
оваріальної тканини відбувається швидше у
кастрованих тварин. У літературних джере�
лах наведено багато досліджень про народ�
ження нормального потомства у мишей [16],
щурів [17] та овець [10] після трансплантації
КОТ або цілісного яєчника.

Однак перший випадок відновлення
функціонування яєчника у людини після
ортотопічної трансплантації кріоконсерво�
ваного кортикального шару тканини яєчни�
ків був описаний у 2000 році [18], а перша
дитина народилася у 2004�му [9, 13].

Показано, що як після ортотопічної, так
і після гетеротопічної трансплантації ова�
ріальної тканини, а також при одночасній
гетеро� і ортотрансплантації КОТ у жінок
спостерігався фолікулогенез, який супро�
воджувався овуляцією.

При гетеротопічній імплантації КОТ
містили під шкіру на животі, тоді як при
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ортотопічній — використовували два сайти
імплантації: перитонеальний карман, який
формували при лапароскопії із тазової оче�
ревини оваріальної ямки, і атрофований
яєчник. Трансплантацію КОТ виконували
через тиждень у неоваскуляризований сайт
при проведенні другої лапароскопії [19].
Було встановлено, що сайт трансплантації
може впливати на подальший розвиток фо�
лікулів. При комбінованій трансплантації
КОТ розвиток домінантних фолікулів відбу�
вається більш часто в оваріальному сайті
трансплантації у порівнянні з перитонеаль�
ним та підшкірним. Це вказує на те, що ло�
кальні умови залишеного яєчника покра�
щують відновлення оваріальної функції при
трансплантації КОТ. Але потрібно відмі�
тити, що можливість трансплантації КОТ у
яєчник після лікування онкологічних за�
хворювань є обмеженою у зв’язку з малими
розмірами (0,3–1,3 cм3) атрофованого орга�
на [11].

Аутотрансплантація КОТ була описана
[20] у пацієнтки з лімфомою Ходжкіна при
лікуванні передчасної оваріальної дисфунк�
ції. Пацієнтці було проведено унілатераль�
ну оофоректомію після першої хіміотерапії
(ABVD — доксорубіцин, блеоміцин, він�
кристин, декарбазін) і кріоконсервовано
40 фрагментів кортикального шару ткани�
ни яєчника. Після трансплантації кістково�
го мозку пацієнка видужала, але діагнос�
тична біопсія атрофованого яєчника показа�
ла відсутність фолікулів. Пацієнтка вияви�
ла бажання щодо трансплантації КОТ, яка
була проведена як ортотопічно (перито�
неальний та оваріальний сайти), так і гете�
ротопічно (абдомінальний сайт). Перед
трансплантацією було зроблено ретельне
гістологічне дослідження тканини на наяв�
ність метастазів та щільності фолікулів
(12 фолікулів/мм2). Трансплантація аутоло�
гічної КОТ привела до відновлення менст�
руального циклу. Після 6�го циклу пацієнт�
ка завагітніла, але вагітність перервалася у
зв’язку із генетичним порушенням розвит�
ку плоду (анеуплоїдія). Через 1 рік після
трансплантації КОТ у пацієнтки спостеріга�
лося зростання рівня ФСГ та зниження —
інгібіну В, що вказувало на виснаження ова�
ріального резерву та втрати функціональної
активності трансплантата. Стимуляція
яєчників не привела до відновлення функ�
ції. Тому пацієнтці була проведена повторна
трансплантація КОТ шляхом двохступін�
частої лапароскопії. Чотири фрагменти
оваріальної тканини було трансплантовано

у яєчник та два — під шкіру на животі. Про�
тягом перших 3 місяців базальний рівень
ФСГ залишався підвищеним (>20 mIU/ml),
хоча у пацієнтки відбулася овуляція. Ріст
фолікулів спостерігався як у яєчнику, так і
у місці гетеротопічної трансплантації. Піс�
ля третього менструального циклу базальна
концентрація ФСГ повернулася до премено�
паузного рівня (<10 mIU/ml). Протягом
5�го спонтанного циклу у яєчнику спостері�
гався розвиток 2 фолікулів (по 15 мм у діа�
метрі перед овуляцією). Тест на лХГ був
позитивним на 14�й день лютеїнової фази
циклу та клінічна вагітність підтверджува�
лася ультразвуковим дослідженням (УЗД).
На 41�му тижні вагітності пацієнтка наро�
дила здорову дитину [20].

В роботі Файн–Кахн та ін. [21] було по�
казано використання методу транспланта�
ції КОТ при лікуванні посткастраційного
синдрому (ПС), після радикального хірур�
гічного втручання при лікуванні погранич�
них пухлин яєчника (ППЯ), у випадках,
коли обстеження показало непридатність
використання органозберігаючого консер�
вативного лікування рецидивів ППЯ. У цих
випадках для збереження фертильності
проводили сальпінг�оофоректомію із по�
дальшим відбором нормальної оваріальної
тканини для кріоконсервування, однак го�
ловним фактором, що обмежує викорис�
тання КОТ, є мала кількість морфологічно
нормальної тканини в яєчнику. Оваріальну
тканину кріоконсервують лише у випадку,
коли при макроскопічному дослідженні
спостерігаються морфологічно не уражені
фрагменти розміром >4–5 мм та проводять
гістологічний аналіз фрагментів як морфо�
функціональне «дзеркало» замороженої тка�
нини. Другим обмеженням є виявлення
злоякісного рецидиву. Потенційний ризик
контамінації атиповими клітинами зростає
у пацієнток із мікропапілярним серозним
ППЯ, а також при більш прогресивних
стадіях захворювання, при яких неможливо
використовувати аутологічну КОТ [21].

Вибір місця реімплантації при гетерото�
пічній трансплантації відіграє велику роль
на функціонування оваріальної тканини.
Так, у 2 пацієнток (46 та 49 років), яким
проводили трансплантацію оваріальної
тканини (кортикальний шар товщиною 1–
2 мм) у передпліччя руки, відновлення ова�
ріальної функції відбувалося після 3–4 мі�
сяців і відповідно рівень естрадіолу та ФСГ
підтримувався протягом подальших 2–4 мі�
сяців. Але у обох пацієнток не спостерігався
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ріст домінантного фолікула та утворення
жовтого тіла. Крім того, за даними [8], після
трансплантації КОТ (40–45 фрагментів 2–
3 мм3) у прямий м’яз черева пацієнтки
(47 років) спостерігався ріст фолікула до 16 мм
у діаметрі при рівні естрадіолу 383 пМ/л та
функціонування КОТ тривало протягом 5–
6 місяців. Однак великою проблемою при
гетеротопічній трансплантації яєчника є
нездатність примордіальних фолікулів до
прямого з’єднання із кровоносними судина�
ми, що призводить до гіпоксії протягом
періоду проростання новими кровоносними
судинами. Коли яєчник фрагментований на
малі сегменти, ішемія та дегенеративні
зміни мінімізовані тому, що процес реваску�
ляризації залежить від розміру тканини.
При цьому гарно васкуляризована абдомі�
нальна мускулатура покращує виживання
трансплантата та його ендокринну актив�
ність.

Розвиток примордіальних фолікулів до
преантральних розмірів у людини триває
протягом 85 днів, тоді як фінальне дозріван�
ня великих преантральних фолікулів до
преовуляторної фази відбувається протягом
14 днів (тривалість фолікулярної фази).
Тривалість латентного періоду після транс�
плантації оваріальної тканини до віднов�
лення гормонального тла становить при�
близно 3 місяці, що співпадає з часом, що
потрібен для розвитку примордіальних фо�
лікулів до преовуляторних. У всіх пацієн�
ток після КОТ зростав рівень ФСГ у 2–7 ра�
зів на тлі нормальної секреції естрадіолу [8],
що співпадає з результатами, які отримані
на вівцях [10]. Зростання рівня ФСГ асоці�
йовано із повільним ростом фолікулів та
зниженим рівнем секреції інгібінів [4].

Аутотрансплантація кортикального
шару яєчника може бути використана для
уникнення передчасної оваріальної дис�
функції після лікування онкозахворювань
опроміненням тазової зони та проход�
женням хіміотерапевтичної терапії [15].

Потрібно відмітити, що гормональне тло
не завжди відповідає функціональному
стану яєчників. Так, було описано [22], що
після аутологічної імплантації КОТ в різні
сайти (перший сайт був карманом в очере�
вині, другий — широка зв’язка нижче пра�
вої фалопієвої труби) через 2,5 року, в пе�
ріод ремісії пухлини прямої кишки, спосте�
рігалася різниця в активності цих транс�
плантатів. Через 3 місяці після трансплан�

тації зростала концентрація естрадіолу в
крові (4 місяці — 155 пг/мл, через 4 тиж�
ні — 436 пг/мл), зниження рівня гонадотро�
пінів почалося через 2,5 місяця, а розвиток
антрального фолікула (лише у першому сай�
ті) — через 5 місяців. На 11�му місяці
пацієнтці, після підвищення ФСГ та ЛГ до
кастраційного рівня, було проведено додат�
кову трансплантацію КОТ у черевну стінку
навпроти першого сайту. Під час лапаро�
скопії було видалено тканину яєчника з сай�
тів попередньої трансплантації. Гістологіч�
ний аналіз цих фрагментів показав наяв�
ність білого тіла та відсутність примордіаль�
них, первинних, преантральних та антраль�
них фолікулів у першому сайті, тоді як у
другому було знайдено фолікули на всіх
стадіях розвитку. Із вказаного випливає,
що, хоча параметри гормонального тла вка�
зують на відсутність розвитку фолікулів,
вони можуть існувати в фрагменті тканини.
Тому стан трансплантата треба контролюва�
ти даними УЗ�дослідження. Різниця у три�
валості латентного періоду після імплан�
тації може бути пов’язана із використанням
цілісного кортикального шару та наявністю
нормально сформованої медулярної части�
ни яєчника.

Після трансплантації оваріальної тка�
нини вагітність досягається як природним
шляхом, так і за допомогою методів ЗІВ та
ін’єкції сперматозоїда в яйцеклітину (ICSI
IMSI). Було виявлено [23], що після прове�
дення циклів стимуляції суперовуляції у
пацієнток з ортотопічною трансплантацією
оваріальної тканини (20 жінок віком 28–
43 роки) частота пустих фолікулів складала
29 % (6/20), тоді як у загальній популяції
жінок, що проходять програму ЗІВ, вона
складає дo 7 %. У цих жінок було отримано
більше анормальних ооцитів у циклах ЗІВ
після трансплантації КОТ, показник заплід�
неності є меншим (50 %), ніж у загальній
популяції (70 %), що свідчить про порушен�
ня дозрівання ооцитів.

Отже, можна з впевненістю стверджу�
вати, що трансплантації ауто� чи алогенної
КОТ є перспективним методом для віднов�
лення репродуктивної та гормональної
функції у пацієнток після проходження
променевої чи хіміотерапії, а також після
радикальних оперативних втручань, але
метод потребує подальших досліджень для
отримання повноцінних ооцитів та ембріо�
нів у програмах ЗIB, ICSI, IMSI.
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В.А. Шаблий
КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЕ ОВАРИЛЬНОЙ ТКАНИ И ЕЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В РЕПРОДУКТИВНОЙ
МЕДИЦИНЕ

Обзор литературы посвящен анализу различных методов криоконсервирования овариальной
ткани и путей ее использования в репродуктивной медицине. Главное внимание уделено сайтам
трансплантации ткани, динамике роста фолликулов и секреторной функции ткани яичника. Рас�
смотрена также эффективность использования методов оплодотворения in vitro после трансплан�
тации, перечислены основные факторы, которые лежат в основе затухания овариальной функции
трансплантата.

Ключевые слова: овариальная ткань, трансплантация, фолликулы, эстрадиол, оплодот%
ворение in vitro.

V.A. Shablii
CRYOPRESERVATION OF OVARIAN TISSUE AND ITS USE IN REPRODUCTIVE MEDICINE

A literary reviuw is devoted to the analysis of different methods of cryopreservation of ovarian
tissue and ways of its use in reproductive medicine. The main attention is given to sites of tissue
transplantation, the dynamics of follicular growth and secretary function of ovarian tissue. We also
consider the effectiveness of methods for in vitro fertilization after transplantation are listed the
key factors underlying the attenuation function of ovarian transplant.

Key words: ovarian tissue transplantation, follicles, estradiol, in vitro fertilization.




