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Реферат: В работе проведен сравнительный анализ морфологической структуры, эндокринной функции и фол-

ликулогенза трансплантатов половозрелой и неонатальной овариальной ткани крыс после гипотермического
хранения (ГХ) в средах различного состава. Для выполнения работы были использованы следующие методы:
гетеротопическая трансплантация (исследование структуры и функции овариальной ткани после ГХ); иммуно-
ферментный анализ (определение концентрации половых гормонов в плазме); морфологический (оценка целост-
ности структуры трансплантатов ткани после ГХ). Экспериментально доказано, что определяющим фактором фол-
ликулярного развития и эндокринной функции трансплантатов овариальной ткани различных стадий гистогенеза
после ГХ является состав среды инкубации. Установлено, что после применения фосфатно-солевого буфера для
ГХ значимо уменьшался фолликулярный пул и снижалась стероидогенная функция трансплантатов как половоз-
релой, так и неонатальной овариальной ткани. Показано, что в результате гипотермического хранения в среде, со-
держащей маннитол, количество фолликулов разной степени зрелости и желтых тел и эндокринная функция
после трансплантации овариальной ткани были сравнимы с таковыми после трансплантации свежевыделенной
ткани.

Ключевые слова: гипотермическое хранение, морфологическая структура, фолликулы, половые гормоны, маннитол, 
овариальная ткань.

Реферат: У роботі проведено порівняльний аналіз морфологічнної структури, ендокринної функції та фолікулоге-
незу трансплантатів статевозрілої та неонатальної оваріальної тканини щурів після гіпотермічного зберігання (ГЗ) у
середовищах різного складу. Для виконання роботи були використані наступні методи: гетеротопічна трансплан-
тація (дослідження структури і функції оваріальної тканини після ГЗ); імуноферментний аналіз (визначення концент-
рації статевих гормонів у плазмі); морфологічний (оцінка цілісності структури трансплантатів тканини після ГЗ). Екс-
периментально доведено, що основним фактором фолікулярного розвитку та ендокринної функції трансплантатів 
оваріальної тканини різних стадій гістогенезу після ГЗ є склад середовища інкубації. Встановлено, що після засто-
сування фосфатно-сольового буфера для ГЗ значуще зменшувався фолікулярний пул і знижувалася стероїдо-
генна функція трансплантатів як статевозрілої, так і неонатальної оваріальної тканини. Показано, що під час
гіпотермічного зберігання у середовищі, яке містило манітол, кількість фолікулів різного ступеню розвитку та жовтих
тіл) і ендокринна функція після трансплантації оваріальної тканини були порівняні з такими після трансплантації
свіжовиділеної тканини.

Ключові слова: гіпотермічне зберігання, морфологічна структура, фолікули, статеві гормони, манітол, оваріальна 
тканина.

Abstract: There were comparatively analyzed the morphology, endocrine function and folliculogenesis of mature and 
neonatal rat ovarian tissue grafts after hypothermic storage (HS) in the media with different composition. For research 
performance the following methods were used: heterotopic transplantation (study of ovarian tissue structure and function
after HS); immunoassay (determining the concentration of sex hormones in plasma); morphological method (evaluation 
of tissue graft structure integrity after HS). The composition of incubation medium was experimentally proven to be a key
factor in follicular development and endocrine function of ovarian tissue grafts of different stages of histogenesis 
after HS. It was found that the use of phosphate-buffered saline for HS significantly reduced the follicular pool and 
decreased the steroidogenic function of grafts in both mature and neonatal ovarian tissue. It was shown that when using
the mannitol-containing solution for HS, the number of follicles of different maturity degree and corpus luteum and
the endocrine function after ovarian tissue transplantation were comparable with those after fresh tissue transplanta-
tion.

Key words: hypothermic storage, morphology, follicles, sex hormones, mannitol, ovarian tissue. 
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В настоящее время к числу наиболее перспек-
тивных методов восстановления репродуктивной 
функции у женщин после курсов химио- и ра-
диотерапии относится трансплантация овариаль-
ной ткани [7, 16, 24]. При этом к моменту ре-
васкуляризации фрагментов овариальной ткани
наблюдалась гибель от 60–80% фолликулов об-
щего пула, из которых 20–30% повреждалось во 
время извлечения, транспортировки и хранения 
[10, 15]. Известно, что одним из основных мето-
дов хранения органов и тканей во время транс-
портировки является гипотермическое хране-
ние (ГХ) [11, 13, 25, 26]. Для ГХ овариальной
ткани в основном применяются такие электро-
литные среды, как физиологический раствор, 
среда 199 [18], фосфатно-солевой буфер, рас-
твор Брауна-Коллинза [9]. Однако в современной
литературе сведения о сохранности овариальной 
ткани после ГХ в инкубационных средах [26],
содержащих маннитол («Celsior», «Custodiol»), от-
сутствуют.

Важно отметить, что в результате использо-
вания маннитола при перфузии головного мозга 
[8], сердца [19], скелетных мышц [21] уменьша-
лась зона некроза в ишеминизированных орга-
нах. N. Sagsoz [23] и соавт. на модели перекрута 
яичника показали, что при введении в нижнюю 
полую вену 20%-го раствора маннитола выражен-
ность ишемических повреждений ткани in vivo 
уменьшалась. Полученные нами эксперименталь-
ные данные свидетельствуют о протективном эф-
фекте маннитола при ГХ неонатальной овариаль-
ной ткани [2]. Известно, что в половозрелой ова-
риальной ткани структура цитоскелета ооцита
и организация системы микротрубочек отли-
чаются от таковых в неонатальной ткани, что 
может приводить к различным изменениям мор-
фологической структуры ткани в процессе ГХ 
[20, 27].

В связи с вышеизложенным целью работы 
было проведение сравнительного анализа морфо-
логической структуры и эндокринной функции 
трансплантатов половозрелой и неонатальной 
овариальной ткани после гипотермического хра-
нения в фосфатно-солевом буфере и маннитол-со-
держащем растворе.

Материалы и методы
Объектом исследования служила овариальная

ткань 10-суточных и 3-месячных крыс линии Вис-
тар, которые содержались в стандартных услови-
ях вивария Института проблем криобиологии и 
криомедицины НАН Украины (г. Харьков).

Эксперименты проводили в соответствии с 
Законом Украины «О защите животных от жес-

Currently, the ovarian tissue transplantation is 
among the most promising methods for restoring 
reproductive function in women after chemo- and 
radiotherapy sessions [1, 11, 23]. Herewith, by 
the time of ovarian tissue fragment revasculariza-
tion, there was observed the death of 60–80% 
of follicles of the whole pool, among which 20–
30% were damaged during extraction, transporta-
tion and storage [5, 10]. Hypothermic storage (HS)
is known to be one of the main methods for organ
and tissue preservation during transportation [6, 8,
24, 26]. For ovarian tissue HS one mostly applies 
such electrolyte media as normal saline solution, 
medium 199 [15], phosphate-buff ered saline, Braun-
Collins solution [4]. However, there are no repor-
ted data on the ovarian tissue integrity after HS
in the mannitol-containing incubation media (Cel-
sior, Custodiol) [26].

Of note is the fact that the mannitol use for 
brain [2], heart [16] and skeletal muscle [18] perfu-
sion entails the reduction of necrotic zone in 
ischemized organs. N. Sagsoz [22] et al. in ovarian-
torsion model demonstrated the administration 
of 20% mannitol solution into the inferior vena 
cava to decrease the severity of ischemic tissue 
injuries in vivo. Our fi ndings testify to a protective 
eff ect of mannitol in HS of neonatal ovarian tis-
sue [13]. It is known that in mature ovarian tissue,
the structure of oocyte cytoskeleton and the orga-
nization of microtubule system are diff erent from 
those in neonatal tissue, which may result in diff e-
rent changes in morphological structure of tissue 
during HS [17, 27].

Proceeding from the mentioned above this re-
search was aimed to comparatively analyze the 
morphological structure and endocrine function of
mature and neonatal ovarian tissue grafts after hy-
pothermic storage in phosphate-buff ered saline and 
mannitol-containing solution.

Materials and methods
The research object was the ovarian tissue of 

10-day and 3-month-old Wistar rats, housed in 
the animal facility of the Institute for Problems of 
Cryobiology and Cryomedicine of the National 
Academy of Sciences of Ukraine (Kharkiv).

The experiments were carried out in accor-
dance with the Law of Ukraine 'On Protection of 
Animals Against Cruelty' (№3447-IV of Februa-
ry 21, 2006), agreed to the statements of Euro-
pean Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scien-
tifi c Purposes (Strasburg, 1986) in compliance
with the requirements of the Bioethics Committee 
of the Institute for Problems of Cryobiology and 
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Cryomedicine of the National Academy of Sciences 
of Ukraine.

The neonatal ovarian tissue was isolated from 
10-day-old rats under MBS-10 microscope (PA Ru-
bin, USSR), then it was transferred into a Petri
dish with saline, containing penicillin and strepto-
mycin (100 U per 100 ml). Ovarian tissue of ma-
ture animal was fragmented (0.5–1 mm3) with 
microsurgery scissors and placed into a sterile 
nutrient medium. The samples were subjected
to HS for 24 hrs at 4°C in incubation media of
diff erent composition: phosphate-buff ered saline 
(PBS) –130 mM NaCl, 20 mM KCl, 20 mM phos-
phate buff er at pH = 7.4; mannitol-containing so-
lution (MCS) – 250 mM mannitol (Dniprofarm, 
Ukraine), 10 mM NaCl, 20 mM KCl, 20 mM phos-
phate buff er at pH 7.4.

To assess the growth and endocrine function 
of ovarian tissue after HS, the method of heteroto-
pic transplantation under the left renal capsule was 
used. The ovarian tissue transplantation (0.15 mg/g
of animal body weight) in all the groups was carried 
out to adult rats simultaneously with bilateral ova-
riectomy under sterile conditions and anesthesia.
The transplantation procedure lasted 20 min.

Experimental animals were divided into the fol-
lowing groups: the group 1 – the transplantation of 
fresh neonatal ovarian tissue (subgroup 1A) and 
mature one (subgroup 1B), group 2 – transplantation 
of ovarian tissue after HS in PBS (neonatal and 
mature ones – subgroup 2A and 2B, respectively), 
group 3 – transplantation of ovarian tissue after 
HS in MCS (neonatal and mature ones – subgroup 
3A and 3B, respectively). The control group com-
prised non-ovariectomized rats (C1) and those 
with bilateral ovariectomy (C2). To day 30 after 
transplantation the animals were sacrifi ced.

To determine the concentration of sex hormones, 
the blood was taken by intracardiac puncture, 
then centrifuged for 20 min at 3000g for plasma 
procurement. The estradiol and progesterone levels 
in blood plasma of recipient animals were deter-
mined with chemiluminescent enzyme immunoas-
say using the standard test kits ‘ST AIA-PACK
hsE2 G’ and ‘ST AIA-PACK PRO’ (Tosoh Corpo-
ration, Japan) according to the instructions and en-
zyme immunoassay analyzer (Tosoh AIA 1200, 
Japan).

For morphological studies of grafts, the kidney 
was removed from a recipient animal, fi xed for
48 hrs in 10% formalin solution, then dehydrated
and embedded in paraffi  n blocks [14, 20]. Serial 
sections of the entire graft of 10 μm thickness were 
made from each kidney. Every third section was 
stained with hematoxylin and eosin. For histological 

токого обращения» (№3447-IV от 21.02.2006) и 
положениями «Европейской конвенции о защи-
те позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других научных целей» 
(Страсбург, 1986) и по разрешению комитета по 
биоэтике Института проблем криобиологии и 
криомедицины НАН Украины.

Неонатальную овариальную ткань выделяли
из 10-суточных крыс под микроскопом MБС-10
(ПО «Рубин», СССР), затем ее переносили в чаш-
ку Петри с физиологическим раствором, содер-
жащим пенициллин и стрептомицин (100 Ед на 
100 мл). Овариальную ткань половозрелого жи-
вотного фрагментировали (0,5–1 мм3) ножница-
ми для микрохирургии и помещали в стериль-
ную питательную среду. Образцы подвергали ГХ
в течение 24 ч при температуре 4ºС в инкуба-
ционных средах различного состава: фосфатно-
солевой буфер (ФСБ) –130 мМ NaCl, 20 мМ KCl, 
20 мМ фосфатного буфера при рН = 7,4; маннитол-
содержащий раствор (МСР) –250 мМ маннитола
(«Днiпрофарм», Україна), 10 мМ NaCl, 20 мМ 
KCl, 20 мМ фосфатного буфера при рН 7,4.

Для оценки роста и эндокринной функции ова-
риальной ткани после ГХ использовали метод 
гетеротопической трансплантации под капсу-
лу левой почки. Трансплантацию овариаль-
ной ткани (0,15 мг/г массы тела животного) во
всех группах осуществляли половозрелым кры-
сам одновременно с двухсторонней овариоэкто-
мией в стерильных условиях и под наркотиза-
цией. Время проведения трансплантации состав-
ляло 20 мин.

Экспериментальные животные были разделены
на следующие группы: 1 – трансплантация све-
жевыделенной неонатaльной овариальной ткани 
(подгруппа 1А) и половозрелой овариальной 
ткани (подгруппа 1В), 2 – трансплантация ова-
риальной ткани после ГХ в ФСБ (неонатальной –
подгруппа 2А и половозрелой – подгруппа 2В),
3 – трансплантация овариальной ткани после ГХ
в МСР (неонатальной – подгруппа 3А и поло-
возрелой – подгруппа 3В). Контрольную группу
составили крысы без овариоэктомии (К1) и с двух-
сторонней (К2) овариоэктомией. На 30-е сутки
после трансплантации животных подвергали эв-
таназии.

Для определения концентрации половых гор-
монов кровь брали внутрисердечной пункцией, 
центрифугировали 20 мин при 3000g для полу-
чения плазмы. Уровень эстрадиола и прогес-
терона в плазме крови животных-реципиентов
определяли методом хемилюминесцентного им-
муноферментного анализа с использованием стан-
дартных тест-наборов «ST AIA-PACK hsE2 G» и 
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analysis, only the follicles with a visible nucleus
were counted to exclude re-counting of the same 
follicle.

The follicles were identifi ed according to the 
A. Gougeon’s classifi cation [7], where primordial 
follicle was the oocyte, surrounded by one layer of 
fl at granulosa cells; primary one was the oocyte, 
surrounded by a single layer of cuboidal granu-
losa cells; preantral one represented the oocyte, 
surrounded by more than two layers of granulosa 
cells, located on basal membrane, surrounded by 
single theca cells; antral one was the oocyte, increa-
sed in volume, surrounded by several layers of 
granulosa cells with formation of the cavity, con-
taining follicular fl uid.

Histological preparations were studied using 
AxioObserverZ1 microscope (CarlZeiss, Germany) 
with PlanFluor ×20 and 40 lenses, using the Axio-
VisionRelease 4.7.2 image processing software 
(CarlZeiss).

The ovarian tissue graft development was as-
sessed by the change in its volume (length × width ×
thickness × 0.523) and the number of follicles in
1 mm3 [25]. The AxioVisionRelease 4.7.2 software 
(Carl Zeiss) was used for morphometric analysis.

The results were statistically processed using the 
Excel (Microsoft, USA) and Statistica v.6.0 (StatSoft, 
USA) software. Depending on the data distribution, 
either Student’s t-test or Mann-Whitney U-test [3] 
were used to compare the samples. The results were 
presented as M ± m (p < 0.05).

Results and discussion
To day 30 of observation, the structure of

grafts from fresh neonatal ovarian tissue (sub-
group 1A) and ovarian tissue after HS in MCS 
(subgroup 3A) was established to have a similar 
character (Fig. 1A, C).

Histological sections revealed the follicles, inhe-
rent to both early (primordial and primary) and
later (preantral and antral) stages of folliculoge-
nesis, as well as the corpus luteum. When ana-
lyzing the morphological structure of the grafts of
subgroups 1A and 3A there were revealed the fol-
licular cysts, the inner wall of which was lined 
with several layers of elongated fi broblast-like cells
with content (transparent or pale-stained with eosin) 
[21]. When using PBS as HS medium (Fig. 1B), the 
tissue grafts (subgroup 2A) showed both sclerotic 
sites and well vascularized ovarian stroma, where
the growing follicles were located.

The analysis of morphological structure of ma-
ture ovarian tissue grafts in animals of all the stu-
died groups demonstrated the presence of follicles
of diff erent maturity degrees and corpus luteum. 

«ST AIA-PACK PRO» («Tosoh Corporation», Япо-
ния) согласно инструкции и иммуноферментного
анализатора («Tosoh AIA 1200», Япония).

Для морфологических исследований транс-
плантатов у животного-реципинта извлекали поч-
ку, фиксировали в течение 48 ч в 10%-м растворе 
формалина, дегидратировали и заключали в па-
рафиновые блоки [3, 4]. С каждой почки делали 
серийные срезы всего трансплантата толщиной 
10 мкм. Каждый третий срез окрашивали гема-
токсилином и эозином. Для гистологического
анализа считали только фолликулы с видимым 
ядром для исключения повторного счета одного и 
того же фолликула.

Фолликулы идентифицировали согласно клас-
сификации A. Gougeon [12]: примордиальный –
ооцит окружен одним слоем уплощенных гра-
нулезных клеток; первичный – ооцит окружен 
одиночным слоем кубических клеток грануле-
зы; преантральный – ооцит окружен более чем 
двумя слоями гранулезных клеток, располо-
женных на базальной мембране, вокруг которой
находятся единичные тека-клетки; антральный –
ооцит увеличен в объеме, окружен несколькими
слоями гранулезных клеток, формирование по-
лости, содержащей фолликулярную жидкость.

Гистологические препараты исследовали с по-
мощью микроскопа со встроенной камерой «Axio 
ObserverZ1» («Carl Zeiss», Германия) с объекти-
вами «Plan Fluor» ×20 и 40, используя пакет при-
кладных программ для обработки изображения 
«Axio Vision Release 4.7.2» («Carl Zeiss»).

Развитие трансплантата овариальной ткани 
оценивали по изменению его объема (длина × 
ширина × толщина × 0,523) и количеству фолли-
кулов в 1 мм3 [6]. Для морфометрического ана-
лиза использовали компьютерную программу 
«AxioVisionRelease 4.7.2» («CarlZeiss»).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программ «Еxcel» («Microsoft», 
США) и «Statistica v.6.0» («StatSoft», США). В за-
висимости от распределения данных для сравне-
ния выборок использовали t-критерий Стьюдента 
или и U-критерий Манна-Уитни [1]. Результаты 
представляли в виде M ± m (р < 0,05).

Результаты и обсуждение
На 30-е сутки наблюдения установлено, что 

структура трансплантатов свежевыделенной не-
онатaльной овариальной ткани (подгруппа 1А)
и овариальной ткани после ГХ в МСР (под-
группа 3А) ткани имеет сходный характер (рис. 1, 
A, C).

На гистологических срезах обнаружены фол-
ликулы, характерные как для ранних (примор-
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It should be noted that after one day of HS the 
development of mature ovarian tissue grafts in both 
PBS (subgroup 2B) and in MCS (subgroup 3B) is 
of zonal character, which may indicate a damage of 
surface layer of ovarian tissue fragments during HS 
(Fig. 2).

In addition, the fi brosis of about 5–10% of tissue 
was revealed in the subgroup 2B graft, that was 
probably due to its lower survival rate during HS in 
PBS (Fig. 2B).

The follicle development in ovarian tissue grafts 
after HS in the media with diff erent composition
was assessed by the follicle number per 1 mm3.
In the grafts of subgroups 3A and 3B, the number 
of follicles per 1 mm3 was 30.4 ± 5.2 and 36.5 ± 
5.8, respectively, which was comparable to that in 
subgroups 1A and 1B, i. e. 38.6 ± 5.2 and 49.1 ± 7,4 
respectively. At the same time, the studied index in 
subgroups 2A and 2B was signifi cantly lower vs. the 
control subgroups 1A and 1B (Fig. 3).

The analysis of steroidogenic function of fresh 
ovarian tissue grafts and those after HS in the media 
of diff erent composition showed the level of sex 
hormones in recipient animals of subgroups 1A 
and 1B after transplanting the fresh ovarian tissue 

дильные и первичные), так и для более поздних
(преантральные и антральные) стадий фолли-
кулогенеза, а также желтые тела. При анали-
зе морфологической структуры трансплантатов
подгрупп 1А, и 3А выявлены фолликулярные 
кисты, внутренняя стенка которых выстлана не-
сколькими слоями вытянутых фибробластопо-
добных клеток с содержимым (прозрачным либо 
бледно окрашенным эозином) [5]. При исполь-
зовании ФСБ в качестве среды ГХ (рис. 1, В)
в трансплантатах ткани (подгруппа 2А) отме-
чались как склерозированные участки, так и хо-
рошо васкуляризированная строма яичников,
в которой располагались растущие фолликулы.

Анализ морфологической структуры транс-
плантатов половозрелой овариальной ткани у 
животных всех исследованных групп показал 
наличие фолликулов разной степени зрелости и 
желтых тел. Следует отметить, что после одних 
суток ГХ развитие трансплантатов половозрелой 
овариальной ткани как в ФСБ (подгруппа 2Б),
так и в МСР (подгруппа 3Б) имеет зональный
характер, который может свидетельствовать о
повреждении поверхностного слоя фрагментов 
овариальной ткани после ГХ (рис. 2).

Рис. 1. Морфологическая структура транспланта-
тов неонатальной овариальной ткани на 30-е сутки: 
A – свежевыделенная (подгруппа 1А); B – после ГХ
в ФСБ (подгруппа 2А); C – после ГХ в МСР (под-
группа 3А). А – примордиальный фолликул, B – 
преантральный фолликул, C – антральный фол-
ликул, D – желтое тело, E – кровеносный сосуд, F – 
полость кисты, G – ткань почки, H – участок фиброза 
ткани.
Fig. 1. Morphological structure of neonatal ovarian tissue 
grafts to day 30: A – fresh (subgroup 1A); B – after HS in 
PBS (subgroup 2A); C – after HS in MCS (subgroup 3A). 
A – primordial follicle, B – preantral follicle, C – antral 
follicle, D – corpus luteum, E – blood vessel, F – cyst cavity, 
G – kidney tissue, H – site of tissue fi brosis.
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fragments to be within the physiological norm
(Fig. 4). It should be noted that after 24-hour HS,
the endocrine function of ovarian tissue was deter-

Помимо этого в трансплантате подгруппы 2В 
выявлен фиброз около 5–10% ткани, что, возмож-
но, связано с меньшей степенью ее сохранности 
при ГХ в ФСБ (рис. 2, В).

Развитие фолликулов в трансплантатах ова-
риальной ткани после ГХ в средах с разным со-
ставом оценивали по количеству фолликулов
на 1 мм3. В трансплантатах подгрупп 3А и 3В 
количество фолликулов на 1 мм3 составляло
30,4 ± 5,2 и 36,5 ± 5,8 соответственно, что срав-
нимо с таковым в подгруппах 1А и 1В 38,6 ± 5,2
и 49,1 ± 7,4 соответственно. В то же время ис-
следуемый показатель в подгруппах 2А и 2В
был значимо ниже относительно контрольных 
подгрупп 1А и 1В (рис. 3).

Анализ стероидогенной функции трансплан-
татов свежевыделенной овариальной ткани и
после ГХ в средах различного состава показал, 
что уровень половых гормонов у животных-реци-
пиентов подгрупп 1А и 1В после транспланта-
ции свежевыделенных фрагментов ткани яич-
ника находится в пределах физиологической
нормы (рис. 4). Следует отметить, что после 24-
часового ГХ эндокринная функция овариальной 
ткани определялась составом среды инкубации. 
Так, концентрация эстрадиола (рис. 4, A) и про-
гестерона (рис. 4, B) в крови крыс после транс-

Рис. 2. Морфологическая структура транспланта-
тов половозрелой овариальной ткани на 30-е сутки:
A – свежевыделенная (подгруппа 1В); B – после
ГХ в ФСБ (подгруппа 2В); C – после ГХ в МСР (под-
группа 3В). А – примордиальный фолликул, B – пре-
антральный фолликул, C – антральный фолли-
кул, D – желтое тело, E – кровеносный сосуд, F– по-
лость кисты, G – ткань почки, H – участок фиброза 
ткани.
Fig. 2. Morphological structure of mature ovarian tissue 
grafts to day 30: A – fresh (subgroup 1B); B – after HS in 
PBS (subgroup 2B); C – after HS in MCS (subgroup 3B). 
A – primordial follicle, B – preantral follicle, C – antral 
follicle, D – corpus luteum, E – blood vessel, F – cyst 
cavity, G – kidney tissue, H – site of tissue fi brosis.
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Рис. 3. Плотность фолликулов (количество фолли-
кулов в 1 мм3) в трансплантатах овариальной тка-
ни: свежевыделенной (контроль) – подгруппы 1А и 
1В; после ГХ в ФСБ – подгруппы 2А и 2В; после ГХ в 
МСР – подгруппы 3А и 3В. * – разница статистически 
значима по сравнению с контролем, р < 0,05.
Fig. 3. Follicle density (number of follicles per 1 mm3) in 
ovarian tissue grafts: fresh (control) – subgroups 1A and 
1B; after HS in PBS – subgroups 2A and 2B; after HS in 
MCS – subgroups 3A and 3B. * – diff erence is statis-
tically signifi cant vs. the control, p < 0.05.
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плантации овариальной ткани, подверженной
ГХ в ФБС (подгруппы 2А и 2В), значимо не от-
личалась от таковой у овариоэктомированных
животных, тогда как после ГХ в МСР (подгруп-
пы 3А и 3В) этот показатель был сопоставим
с таковым у животных с трансплантацией свеже-
выделенной ткани (подгруппы 1А и 1В).

Приведенные экспериментальные данные од-
нозначно указывают на то, что фактором, опре-
деляющим фолликулярное развитие и эндокрин-
ную функцию трансплантатов овариальной тка-
ни, является состав среды инкубации. Примене-
ние ФСБ в качестве инкубационной среды при 
ГХ значимо снижало фолликулярное развитие и 
стероидогенную функцию трансплантатов как по-
ловозрелой, так и неонатальной овариальной 
ткани, а при использовании МСР для ГХ данные 
показатели были сопоставимы с контрольными 
(подгруппы 1А и 1В). Следовательно, при ГХ 
деструктивные повреждения инкубированной в 
ФСБ овариальной ткани имеют общий характер
и не связаны с разной морфологической струк-
турой фолликулярной единицы и количеством 
фолликулов на 1 мм3 исходного материала [14]. 
Снижение степени повреждений овариальной
ткани при использовании МСР для ГХ можно 
объяснить протективным действием маннитола 
при ишемии, которое обусловлено его осмоти-
ческими свойствами. R.P. Paczynski и соавт. [22] 
экспериментально доказали, что в результате мно-
гократного введения маннитола в постишеми-
ческом периоде уменьшается количество воды 
в паренхиме мозга и снижается внутритканевое
давление. R.J. Andrews и соавт. [8] показали, что 
после введения маннитола усиливается мозговое
кровообращение и снижается артериальное дав-
ление в ишемизированной ткани, но синаптичес-

mined by the incubation medium composition. 
Thus, the concentration of estradiol (Fig. 4A) and 
progesterone (Fig. 4B) in rat blood after transplan-
ting the ovarian tissue, subjected to HS in PBS 
(subgroups 2A and 2B) was not signifi cantly diff e-
rent from that in ovariectomized animals, whereas 
after HS in MCS (subgroups 3A and 3B) this index 
was comparable to that in animals with fresh tissue 
transplantation (subgroups 1A and 1B).

The presented fi ndings make it clear that the 
incubation medium composition is a key factor, de-
termining follicular development and endocrine 
function of ovarian tissue grafts. The use of PBS as 
an incubation medium at HS signifi cantly reduced
the follicular development and steroidogenic func-
tion of the grafts from both mature and neonatal 
ovarian tissue, but when using MCS for HS, the-
se indices were comparable to the control ones 
(subgroups 1A and 1B). Consequently, under HS
the destructive damages of the PBS-incubated ova-
rian tissue are of common character, having no
relation to diff erent morphological structure of fol-
licular unit and the follicle number per mm3 of the
initial material [9]. A decrease in the injury rate 
of ovarian tissue when using MCS for HS may
be explained by a protective eff ect of mannitol
during ischemia, which is due to its osmotic proper-
ties. R.P. Paczynski et al. [19] experimentally proved 
the fact, that a multiple injection of mannitol in 
a postischemic period entailed the reduction of 
water amount in brain parenchyma and a decrease 
in interstitial pressure. R.J. Andrews et al. [2] de-
monstrated the mannitol administration to result 
in strengthened cerebral blood circulation and a 
decreased blood pressure in ischemized tissue,
but no recovery of synaptic transmission of nerve 
impulses occurred. G.J. Magovern et al. [16] found 

Рис. 4. Концентрация половых гормонов у животных-реципиентов после трансплантации овариальной ткани. 
*, # – разница статистически значима по сравнению с К1 и К2 соответственно, р < 0,05.
Fig. 4. Concentration of sex hormones in recipient animals after ovarian tissue transplantation. *, # – diff erence is statistically 
signifi cant vs. C1 and C2, respectively, p < 0.05.
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кая передача нервных импульсов не восстанавли-
вается. G.J. Magovern и соавт. [19] установили, 
что реперфузия сердца гиперосмолярными рас-
творами маннитола улучшает диастолическую 
функцию желудочка по сравнению со стандарт-
ными кристаллоидными растворами. H.I. Karibe 
и соавт. выявили протективный эффект манни-
тола в условиях гипотермии и показали, что в 
результате их сочетаного применения не толь-
ко уменьшается зона некроза головного мозга 
при ишемии, но и снижается нейрофункцио-
нальный дефицит [17].

Следовательно, исследование влияния различ-
ных инкубационных сред на морфологическую 
структуру фрагментов неонатальной и половоз-
релой овариальной при ГХ, а также на их функ-
ционирование в организме реципиента после
гетеротопической трансплантации при экспе-
риментальной двусторонней овариоэктомии ак-
туально для репродуктивной медицины и крио-
биологии. 

Выводы
Использование МСР для ГХ овариальной тка-

ни имеет существенные преимущества по срав-
нению с ФСБ. Экспериментально доказано, что 
в трансплантатах овариальной ткани после ГХ в
МСР наблюдается фолликулярное развитие, со-
поставимое с таковым после трансплантации 
свежевыделенной ткани. У овариоэктомирован-
ных животных-реципиентов при трансплантации 
овариальной ткани после 24-часового ГХ вос-
станавливается эндокринная функция.

that cardiac reperfusion with hyperosmolar man-
nitol solutions improved the ventricular diastolic 
function compared with the standard crystalloid 
solutions. H.I. Karibe et al. revealed a protective
eff ect of mannitol under hypothermia and showed 
their combined use to entail not only a decrease
in brain necrotic zone during ischemia, but the 
reduction of neuro-functional defi ciency as well 
[12].

Consequently, the study of the eff ect of various 
incubation media on morphological structure of 
neonatal and mature ovarian tissue fragments 
during HS, as well as on their functioning in a reci-
pient’s body after heterotopic transplantation in 
experimental bilateral ovariectomy, is relevant for 
reproductive medicine and cryobiology.

Conclusions 
The MCS use for ovarian tissue HS has signifi -

cant advantages as compared to PBS. It was ex-
perimentally proven that in the ovarian tissue 
grafts after HS in MCS, a follicular development 
comparable to that in fresh tissue grafts was obser-
ved. In ovariectomized recipient animals, transplanted 
with the ovarian tissue after a 24-hour HS, the 
endocrine function was restored.
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