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In vitro пер фу зия це ло го яич ни ка ко ро вы как мо де ли че ло ве ка  
в це лях крио кон сер ва ции це ло го яич ни ка

Крио кон сер ва ция и трансп лан та ция це ло го яич ни ка с со су да ми яв ляет ся эф фек тив ным ре
ше нием пре до тв ра ще ния пост трансп лан та ци он ной ише мии. На са мом де ле пер фу зия ин та кт ных 
яич ни ков мле ко пи таю щих че рез ар те рии и ве ны яв ляет ся наибо лее тех ни чес кий слож ной час тью 
все го про цес са крио кон сер ва ции. В пер вом цик ле экс пе ри мен тов яич ни ки (n=145) бы ли пер фу
зи ро ва ны в те че ние 60 ми нут и ин тер ва лом от 1 до 1,5 ча сов пос ле изв ле че ния яич ни ков на ско
то бой не. Во вто ром цик ле экс пе ри мен тов, (n=29) пер фу зию яич ни ков про во ди ли со ско рос тью  
25 мл/час (0,42 мл/мин) в те че ние 60 ми нут. Ак ту альна раз ра бот ка тех но ло гии дли тель ной пер
фу зии ин та кт ных яич ни ков криоп ро тек то ра ми при низ ких тем пе ра ту рах, пос кольку ра нее, бы ло 
установ ле но, что 24ча со вое ох лаж де ние до 50С пе ред крио кон сер ва цией бла гоп рият но влияет на 
за мо ра жи ва ние че ло ве чес кой яич ни ко вой тка ни. Целью дан но го исс ле до ва ния бы ло изу че ние эф
фек тив нос ти пер фу зии ин та кт ных ко ровь их яич ни ков с раз лич ной ско рос тью пер фу зии и вре ме ни 
про шед ше го меж ду изв ле че нием этих яич ни ков и на ча лом пер фу зии.

Клю че вые сло ва: крио кон сер ва ция, криоп ро тек то ры, яич ни ки, пер фу зия, ише мия, анас то моз.
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In vitro perfusion of the whole ovary as a cow  
in order to model human ovarian cryopreservation whole

Cryopreservation and transplantation of whole ovary with vessels is an effective solution to prevent 
posttransplant ischemia. In fact, perfusion intact mammalian ovary through the arteries and veins, is the 
most technically difficult part of the process of cryopreservation. In the first series of experiments, ovary 
(n = 145) were perfused for 60 minutes and at intervals of 1 to 1.5 hours after removal of the ovaries at 
the slaughterhouse. In a second series of experiments, (n = 29) was performed with ovarian perfusion rate 
of 25 ml / hour (0.42 mL / min) for 60 minutes after removal of the ovaries. Relevant technology develop
ment prolonged perfusion intact ovaries cryoprotectants at low temperatures, as previously, it was found 
that 24hour cooling to 50C before cryopreservation beneficial effect on human ovarian tissue freezing. 
The purpose of this study was to investigate the effectiveness of perfusion intact bovine ovaries at differ
ent rates of perfusion and time elapsed between removal of the ovaries and the beginning of perfusion. 
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Адам ның ана лық жы ныс без де рі нің крио кон сер ва ция сын жүр гі зу үл гі сі ре тін де  
In vitro жағ дайын да ғы сиыр дың тұ тас жы ныс без де рі нің пер фу зиясы 

Қан та мыр ла ры мен қо са тұ тас ана лық жы ныс без де рін крио кон сер ва ция жә не трансп лан та ция 
жа сау трансп лан та циядан кейін гі ише мияны үр діс те рін ал дын алу дың тиім ді ше ші мі бо лып та бы ла
ды. Шын ды ғын да, сүт қо рек ті лер дің ин та кт ты ана лық жы ныс без де рін ар те рия жә не тамыр ар қы
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лы пер фу зия жүр гі зу крио кон сер ва ция үр ді сі нің тех ни ка лық жа ғы нан ең бір күр де лі бө лі гі бо лып 
та бы ла ды. Тә жі ри бе лік жұ мыс та ры мыз дың бі рін ші бө лі мін де ана лық жы ныс без де рін (n=145) қа
сап ха на дан ал ған нан бас тап 1 мен 1,5 са ғат ара лы ғын да ғы ин тер вал да 60 ми нут бойы пер фу зия 
жүр гі зіл ді. Тә жі ри бе лік жұ мыс та ры мыз дың екін ші бө лі мін де ана лық жы ныс без де рі нің (n=29) пер
фу зиясын 25 мл/сағ (0,42 мл/мин) жыл дам дық пен 60 ми нут бойы жүр гі зіл ді. Ер те рек те бел гі лі бол
ған дай, адам ның ана лық жы ныс без де рін крио кон сер ва ция жүр гі зу ал дын да 24 са ғат бойы 50С 
дейін сал қын да ту оң тай лы нә ти же бер ге ні не бай ла ныс ты, тө мен гі тем пе ра ту ра лар да ин та кт ты ана
лық жы ныс без де рін криоп ро тек тор лар мен пер фу зия жүр гі зу тех но ло гиясын жа сау өзек ті бо лып та
бы ла ды. Әр түр лі пер фу зия жыл дам дық та ры на жә не қа сап ха на дан ал ған нан бас тап пер фу зия бас
тал ған ға дейін гі уа қыт ара лы ғы на қа тыс ты сиыр дың ин та кт ты жы ныс без де рін де гі пер фу зияның 
тиім ді лі гін зерт теу осы жұ мыс тың мақ са ты ре тін де алын ды.

Түйін сөз дер: крио кон сер ва ция, криоп ро тек тор лар, ана лық жы ныс без дер, пер фу зия, ише мия, 
анас то моз.

В ме ди ци не в свя зи с уве ли че нием эф фек-
тив нос ти ле че ния ра ка и улуч ше нием прог но-
зов для мо ло дых жен щин проб ле ма бесп ло дия 
постра ко во го пе ри ода иг рает важ ную роль. Так 
как хи ми оте ра пия за ви сит от выб ран но го ти па 
ле че ния, эф фект мо жет быть го на до ток си чес-
ким и мо жет при вес ти к функ цио наль ной ги бе-
ли яич ни ков. Крио кон сер ва ция тка ни яич ни ков 
пе ред те ра пией ра ка с рет рансп лан та цией пос ле 
выз до ров ле ния яв ляет ся клю че вым ре ше нием 
этой проб ле мы [1].

Экс пе ри мен ты с крио кон сер ва цией це ло го 
ко ровь его яич ни ка с со су дис той нож кой ак ту-
альна для сох ра не ния не ко то рых ис че заю щих ви-
дов жвач ных жи вот ных, а так же для ме ди ци ны, 
ког да эти яич ни ки иг рают роль мо де ли че ло ве ка.

В от ли чие от исс ле до ва ния раз лич ных воп-
ро сов, свя зан ных с крио кон сер ва цией, осу ще-
ст вляе мой на мел ких ви дах жвач ных жи вот-
ных, дан ные о крио кон сер ва ции, про во ди мой на 
круп ных ви дах жвач ных, ог ра ни че ны [2].

В не дав ней пуб ли ка ции исс ле до ва тельс кой 
груп пы из Фран ции, ко то рая яв ляет ся од ним из 
ли де ров крио кон сер ва ции це ло го яич ни ка мле-
ко пи таю щих [3], бы ло от ме че но, что диф фу зия  
криоп ро тек то ра в пер фу зи ро ван ных яич ни ках 
яв ляет ся по тен циально ог ра ни чи вающим фак-
то ром, ко то рый не дос та точ но исс ле до ван [3] .

Крио кон сер ва ция и трансп лан та ция це ло го 
яич ни ка с со су да ми яв ляет ся эф фек тив ным ре ше-
нием пре до тв ра ще ния пост трансп лан та ци он ной 
ише мии. Од на ко, по лу чен ные дан ные по ка зы-
вают, что пос ле крио кон сер ва ции це лых яич ни-
ков их жиз нес по соб ность умень шает ся [4,5].

Раз ра бот ка тех но ло гии про дол жи тель ной 
пер фу зии ин та кт ных  яич ни ков криоп ро тек то-
ра ми при низ ких тем пе ра ту рах ак ту альна, пос-
кольку ра нее бы ло установ ле но, что 24-ча со вое 
ох лаж де ние до 5°С пе ред крио кон сер ва цией 

бла гоп рият но влияет на за мо ра жи ва ние  фраг-
мен тов че ло ве чес ких яичи ков [6]. Бы ло установ-
ле но, что ка че ст во фол ли ку лов и ин тен сив нос ть 
нео вас ку ля ри за ции рез ко воз рас тает в тка нях 
яич ни ков, пред ва ри тель но ох лаж ден ных и до 
куль ти ви ро ва ния и до крио кон сер ва ции.

Целью дан но го исс ле до ва ния бы ло изу че ние 
эф фек тив нос ти пер фу зии ин та кт ных ко ровь их 
яич ни ков с раз лич ной ско рос тью пер фу зии и 
вре ме ни про шед ше го меж ду изв ле че нием этих 
яич ни ков и на ча лом пер фу зии.

Материалы и методы

Тех но ло гии в мест ных ско то бой нях поз во-
ляет по лу чить яич ни ки в те че ние от 10 до 15 
ми нут пос ле смер ти жи вот ных. Яич ни ки с со-
су да ми бы ли вы ре за ны из дор саль ной аор ты и 
по ме ще ны в тер мос без жид кос ти и дос тав ле ны  
в ла бо ра то рию в те че ние от 30 до 40 ми нут. В 
ла бо ра то рии все ма ни пу ля ции при под го тов-
ке яич ни ков к пер фу зии, сре ды для пер фу зии и 
про цесс пер фу зии вы пол ня лись при ком нат ной 
тем пе ра ту ре (22 °С). Яич ни ки бы ли изо ли ро ва-
ны  один за дру гим, но соеди ни тель ная ткань 
(mesoovarium) не бы ла уда ле на. Фа зы яич ни ка 
(фол ли ку ляр ная или лю те ино вая) оп ре де ля ли 
пос ле пост пер фу зи он но го рас се че ния яич ни ка 
на от су тс твие или на ли чие све жих (крас ный или 
оран же вый) жел тых тел. Со су ды (ова ри альная 
ар те рия и ве на) бы ли пе ре ре за ны на расс тоя нии 
приб ли зи тель но 20-25 см под яич ни ка ми.

Ова ри альная ар те рия (внут рен ний диа метр 
0,8-1,2 мм) бы ла под го тов ле на вве де нием ка те те-
ра 22 G и фик си ро ва нием при по мо щи ней ло но вой 
ни ти. Пер фу зию про во ди ли смесью сре ды Лей бо-
ви ца L-15 + 100 МЕ/мл ге па ри на + 5% те лячь ей 
сы во рот ки + 6% ди ме тил суль фок си да + 6% эти ле-
нг ли ко ля + 0,15 М са ха ро зы + 25% ту ши.
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В пер вом цик ле экс пе ри мен тов, яич ни ки 
(n=145) бы ли пер фу зи ро ва ны в те че ние 60 ми-
нут и ин тер ва лом от 1 до 1,5 ча сов пос ле изв-
ле че ния яич ни ков на ско то бой не. Ско рос ть пер-
фу зии сос тав ля ла 150 мл/час (2,5 мл/мин), 100 
мл/час (1,67 мл/мин), 75 мл/час (1,25 мл/мин), 50 
мл/час (0,83 мл/мин), 25 мл/час (0,42 мл/мин), и 
12,5 мл/час (0,21 мл/мин) для групп 1, 2, 3, 4, 5 и 
6, соот ве тст вен но.

Во вто ром цик ле экс пе ри мен тов пер фу зию 
яич ни ков (n=29) про во ди ли с по мощью Пер фу-
за то ра Secura FT (B. Braun MelsungenAG, Mel-
sungen, Germany) со ско рос тью 25 мл/час (0,42 
мл/мин) в те че ние 60 ми нут пос ле изв ле че ния 
яич ни ков и их хра не ния при ком нат ной тем пе-
ра ту ре 3 ча са (N = 18), 4 ча са (N = 5), 5 ча сов 
(N = 3) и 6 ча сов (N = 3) для групп 1, 2, 3 и 4, 
соот ве тст вен но. Яич ни ки в лю те ино вой и фол-
ли ку ляр ных фа зах раз ви тия бы ли расп ре де ле ны 
в груп пы слу чай ным об ра зом. Ус пеш ная пер-
фу зия кро вя ных со су дов бы ла оп ре де ле на ви зу-
ально ок ра ши ва нием в си ний цвет со су дис той 
нож ки и ова ри аль ной тка ни. По ин тен сив нос ти 
цве та ту ши выяв ля лась пер фу зия тка ней. Ин тен-
сив нос ть раз ру ше ния со су дов и пов реж де ния 
тка ней оце ни ва ли мик рос ко пи чес ким ме то дом и 
от ме ча ли сле дующее: от су тс твие на ру ше ния (-), 
сла бое раз ру ше ние (+), уме рен ное раз ру ше ние 
(++), а так же силь ное раз ру ше ние (+++).

Эф фек тив нос ть пер фу зии оце ни ва ли с по-
мощью дес пер си он но го ана ли за. Уро вень ста-
тис ти чес кой дос то вер нос ти был расс чи тан при 
по мо щи р <0,05.

Ре зуль таты и об суж де ние

Пос ле ус пеш ной  пер фу зии при мер но 95% 
тка ни яич ни ков и со су дов ок ра си лись в си ний 
цвет. Ткань яич ни ков с неок ра шен ны ми об лас-
тя ми сви де тель ст вует о не пол ной пер фу зии сре-
дой за мо ра жи ва ния (таб ли ца 1). 

На ру ше ние со су дов  и пов реж де ние тка-
ней в ре зуль та те вы со ко го дав ле ния пер фу зии 
(за мо ра жи вающей сре дой) с раз лич ной ин тен-
сив нос тью (силь ное (+ + +), не дос та точ ное 
(+ +), и сла бое (+)) наб лю да лись в раз лич ных 
ско рос тях пер фу зии, а имен но 150, 100 и 75 
мл/час для групп 1, 2 и 3, соот ве тст вен но (таб-
ли ца 1).

В пер вом цик ле экс пе ри мен тов оп ти маль ная 
ско рос ть пер фу зии бы ла установ ле на для яич ни-
ков 4 и 5 групп (50 и 25 мл/час, соот ве тст вен-
но) (таб ли ца 1). Во вто ром цик ле экс пе ри мен-
тов ус пеш ная пер фу зия яич ни ков со ско рос тью 
пер фу зии 25 мл/ч была установ лена толь ко для 
яич ни ков груп пы 1 (3 ча са пос ле изв ле че ния). 
Эф фек тив нос ть пер фу зии в груп пе 2 (4 ча са пос-
ле изв ле че ния) рез ко сни жа лась.

Таб ли ца 1 – Эф фек тив нос ть пер фу зии це лых яич ни ков ко ро вы сре дой для за мо ра жи ва ния

Груп пы
Ско рос ть пер фу зии Ко ли че ст во яич ни ков 

в груп пе, n
На сы ще ние 

тка ни, %
Ин тен сив нос ть раз ру ше ния со-

су дов и пов реж де ния тка ней мл/час мл/мин
1 150 2,5 6 95 +++
2 100 1,67 12 95 ++
3 75 1,25 12 95 +
4 50 0,83 50 95 -
5 25 0,42 50 95 -
6 12,5 0,21 15 15 -

Ише мия – серь ез ная проб ле ма, соп ро вож-
дающая про цесс изв ле че ния тка ни яич ни ков 
для крио кон сер ва ции и рет рансп лан та ции. Из-
ве ст но, что на ли чие кро ве нос ных со су дов яв-
ляет ся очень важ ным фак то ром для ус пеш ной 
трансп лан та ции тка ни яич ни ков [7]. Бы ло по-
ка за но, что пе ре са жен ные яич ни ки у крыс ста-
ли уси лен но вас ку ля ри зи ро вать ся пов тор но в 
те че ние 48 ча сов пос ле ау тот рансп лан та ции 

[7]. В ко ре раз ви тие пер вич ных фол ли ку лов 
пол ностью за ви сит от со су дов ст ро мы [8]. При 
пов тор ной вас ку ля ри за ции трансп лан тан ты уяз-
ви мы к ише мии, ко то рая яв ляет ся глав ным пре-
пя тс твием для вы жи ва ния тка ней пос ле трансп-
лан та ции. Та кое пов реж де ние мо жет при вес ти 
сни же нию раз ме ра трансп лан та та от 30 до 70% 
соп ро вож дающе го ся фиб роз ны ми из ме не ниями 
[9]. Ги пок сия наб лю дает ся в те че ние пер вых 5 
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дней пос ле пе ре сад ки, и ише ми чес кие пов реж-
де ния, проис хо дя щие в этот пе ри од, мо гут выз-
вать по те рю при мор диаль ных фол ли ку лов [10] 
и на ру ше ние фол ли ку ляр ной ак ти ва ции [11, 12].

Ког да мы го во рим о крио кон сер ва ции це ло-
го яич ни ка с раз мо ра жи ва нием и рет рансп лан-
та цией че рез со су дис тый анас то моз, проб ле ма 
нео вас ку ля ри за ции бу дет ре ше на «ав то ма ти-
чес ки». Мы про ве ли на ши исс ле до ва ния на ко-
ровь их яич ни ках, ко то рые яв ляют ся хо ро шей 
мо делью крио кон сер ва ции це ло го яич ни ка че-
ло ве ка с со су дис той нож кой. Мы выб ра ли три 
«по пу ляр ных» ви дов мле ко пи таю щих по  сле-
дующим двум при чи нам.

Пер вым видом яв ляют ся ана то ми чес кие 
и фи зи оло ги чес кие фак то ры. Мы пол ностью 
раз де ляем точ ку зре ния Gerritse соав то ров [2], 
ко то рые вы пол ня ли свои экс пе ри мен ты с ис-
поль зо ва нием ко ровь их яич ни ков в ка че ст ве 
мо дель ной сис те мы для че ло ве ка. Ав то ры пояс-
ни ли, что они ис поль зо ва ли ко ровьи яич ни ки 
из-за сле дующих при чин: (I) яич ни ки срав ни мы 
по раз ме ру с че ло ве чес ки ми яич ни ка ми; (II) в 
них соз ре вает толь ко один или два фол ли ку ла 
за цикл, соз ре ва ние нес коль ких фол ли ку лов су-
ще ст вен но влияет на объем яич ни ков и, сле до-
ва тель но, на ис ход про цес са за мо ра жи ва ния; и 
(III) у ко ров есть ме сяч ный цикл. Ав то ры [2] для 
их исс ле до ва ния дей ст ви тель но расс мат ри ва ли 
яич ни ки круп но го ро га то го ско та, сви ней, овец 
и коз в ка че ст ве воз мож ных кан ди да тов для мо-
дель ной сис те мы. Из ме ре ния объе мов по ка за ли, 
что сви ные яич ни ки со пос та ви мы по раз ме рам 
с  яич ни ка ми че ло ве ка, ко ровьи яич ни ки зна-
чи тель но боль ше, яич ни ки овец и коз го раз до 
мень ше. Эти ав то ры от ме чают, что у сви ней 
соз ре вают нес колько фол ли ку лов за цикл, что 
мо жет при вес ти к из ме не нию фор мы и/или со-
су дис той функ ции яич ни ков по срав не нию с 
яич ни ка ми, в ко то рых каж дый ме сяц соз ре вает 
толь ко один или два фол ли ку ла. Та ким об ра зом, 
эти ав то ры [2] вы би рают ко ровьи яич ни ки в ка-
че ст ве мо дель ной сис те мы [2].

Вто рым видом мы выб ра ли ко ро ву в ка че-
ст ве мо де ли для на ших криоисс ле до ва ний по  
«криобиоло ги чес ким» при чи нам. Как пра ви ло, 
криоисс ле до ва ния на тка нях че ло ве ка ос но ва ны 
на ус пеш но ис поль зуе мых про то ко лах ана ло-
гич ных экс пе ри мен тов, про ве ден ных на ла бо-
ра тор ных и сель ско хо зяй ст вен ных жи вот ных. 
Преж де чем что-ли бо ис поль зо вать для за мо ра-
жи ва ния кле ток че ло ве ка, оно долж но пройти 
ус пеш ное ис пы та ние на жи вот ных тка нях. Од-

на ко стоит при нять во вни ма ние, что че ло ве чес-
кие клет ки имеют свои осо бен нос ти. Од ним из 
та ких осо бен нос тей, яв ляет ся на ли чие внут рик-
ле точ ных ли пи дов. Внут рик ле точ ные ли пи ды 
яв ляют ся «кам нем претк но ве ния» для крио кон-
сер ва ции. Дан ные, де мо нс три рующие роль этих 
внут рик ле точ ных ст рук тур при крио кон сер ва-
ции, бы ли опуб ли ко ва ны [13]. Пред ла гаемый в 
нем ме тод вк лю чает по ля ри за цию и пе ре ме ще-
ние ци топ лаз ма ти чес ких ли пи дов из ооци тов 
или эмб рио нов до крио кон сер ва ция. В 1995 го-
ду На га ши ма в соавт. [13] бы ли пер вы ми, ко то-
рые ус пеш но по лу чи ли эмб рионы из GV-ооци-
тов сви ней, ко то рые бы ли крио кон сер ви ро ва ны 
пос ле де ли пи ди за ции. С по мощью это го ме то да 
ав то ры из бе жа ли от ри ца тель ных эф фек тов, выз-
ван ных внут рик ле точ ны ми ли пи да ми. В соот ве-
тс твии с дан ны ми, пре дос тав лен ны ми ав то ра ми, 
уда ле ние внут рик ле точ ных ли пи дов не при во-
дит к ухуд ше нию даль нейше го раз ви тия ооци-
тов и эмб рио нов. При ус пеш ной вит ри фи ка ции 
ооци тов пос ле уда ле ния ци топ лаз ма ти чес ких 
ли пи дов воз ни кает воп рос о воз мож ном из ме не-
нии фи зи ко-хи ми чес ких свой ств ци топ лаз ма ти-
чес ких мемб ран ных ли пи дов, воз ни кающих при 
низ ких тем пе ра ту рах, о ко то рых шла речь, как 
об од ной из ос нов ных при чин криобиоло ги чес-
кой проб ле мы во вре мя экс пе ри мен тов.

Мы счи таем, что нель зя сб ра сы вать со сче-
тов клас си чес кие дан ные о ро ли внут рик ле точ-
ных ли пи дов, энер ге ти чес ких ма те риалов ооци-
тов и ст рои тель ных ма те риалов для мемб ран 
бу ду щих эмб рио нов. Тот факт, что объем ми-
то хо нд рий, а так же ли пид ных пу зырь ков уве-
ли чи вает ся во вре мя раз ви тия ооци та до ста дии 
ме та фа зы II (MII), кос вен но подт верж дает эту 
точ ку. Кро ме то го, в 1992 го ду Sathananthan со-
авт., [14] по ка за ли, что в кле точ ном комп лек се 
под на зы ва нием «глад кой эн доп лаз ма ти чес кой 
се ти – ли пид ных гло бул – ми то хо нд рий» су ще-
ст вует связь. Они так же по ка за ли, что эти свя зи 
мо гут быть пов реж де ны пос ле ох лаж де ния или 
за мо ра жи ва ния ооци тов.

В по дав ляю щем боль шинс тве ра бот по изу-
че нию влия ния ох лаж де ния на ооци ты и эмб-
рионы мле ко пи таю щих от ри ца тель ное влия ние 
крио тем пе ра тур объяс няет ся с точ ки зре ния 
влия ния на эле мен ты ци тос ке ле та. Нап ри мер, 
ох лаж де ние ооци тов че ло ве ка вы зы вает де по-
ли ме ри за цию ст рук ту ры бел ка ци тос ке ле та, а у 
боль шинс тва ооци тов мы ши, ох лаж ден ных до 
25°С в те че ние 10 ми нут, име лись на ру ше ния в 
ци тос ке ле те [15].
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Мы счи таем, что не га тив ный эф фект ох-
лаж де ния на тка ни мож но объяс нить эф фек том 
ох лаж де ния ли пид ных ст рук тур ци тос ке ле та. 
Во вре мя вы пол не ния на ших исс ле до ва ний мы 
об на ру жи ли, что пе ре ра сп ре де ле ние ли пи дов 
в ооци тах сви ней проис хо дит пос ле цент ри фу-
ги ро ва ния в те че ние 48 ча сов в in vitro куль-
ти ви ро ва нии ооци тов, не под вер гав ших ся к 
вит ри фи ка ции/раз мо ра жи ва нию. Од на ко при 
вит ри фи ка ции/раз мо ра жи ва нии по ля ри зо ван-
ных ооци тов  ли пид ная по ля ри за ция яв ляет-
ся необ ра ти мой. Это, на наш взг ляд, поз во ляет 
пред по ло жить, что вит ри фи ка ция/ раз мо ра жи-
ва ние вы зы вает из ме не ние фи зи ко-хи ми чес ких 
свой ств внут рик ле точ ных ли пи дов.

Из ве ст но, что MII ооци ты бо лее ус той чи вы 
при за мо ра жи ва нии к пов реж де ниям, чем ооци-
ты на GV-ста дии. Мы счи таем, что это мо жет 
быть свя за но с раз ли чиями в свой ст вах эле мен-
тов ци тос ке ле та. Од ним из важ ных от ли чий яв-
ляет ся то, что кон фи гу ра ция мик рот ру бо чек и 
мик ро фи ла мен тов от ли чает ся на этих двух ста-
диях соз ре ва ния ооци тов. Эле мен ты ци тос ке ле-
та в GV-ооци тах ка жут ся пря мы ми и жест ки ми, 
в то вре мя как появ ле ние мик ро фи ла мен тов и 
мик рот ру бо чек в ооци тах ста дии MII де лает их 
вол нис ты ми и гиб ки ми. На ос но ве ги по те зы о 
слож ном взаимо дей ст вии ли пид ной фа зы кле ток 
и эле мен тов ци тос ке ле та мож но пред по ло жить, 
что зат вер де ва ние этих ли пи дов мо жет при вес-
ти к де фор ма ции и раз ру ше нию ци тос ке ле та. В 
слу чае GV-ооци тов в их жест ком ци тос ке ле те, 
ви ди мо, проис хо дят необ ра ти мые пов реж де ния, 
в то вре мя как у MII-ооци тов бо лее гиб кий ци-
тос ке лет пре пя тс твует появ ле нию необ ра ти мых 
пов реж де ний. Ци то ха ла зи ны имеют спе ци фи-
чес кие об ра ти мые воз дейст вия на эле мен ты ци-
тос ке ле та, де лая их бо лее гиб ки ми и ме нее восп-
риим чи вы ми к эф фек ту от ох лаж де ния ли пи дов.

Оп ти маль ный про то кол крио кон сер ва ции 
дол жен пре до тв ра щать из ме не ние фи зи ко-хи-
ми чес ких свой ств ох лаж ден ных ли пи дов, из-
бе гать необ ра ти мых пов реж де ний ли пи дов в 
мемб ра нах и ве зи ку лах, а так же за щищать от 
раз ру ше ния при ох лаж де нии ре ти ку лум-ли пид-
ной свя зи.

Из ве ст но, что ооци ты ко ров в зна чи тель ной 
сте пе ни бо лее криос та биль ны, чем ооци ты сви-
ней. Су ще ст вует так же ин фор ма ция о том, что 
диа мет ры ко ровь их и свин ных внут рик ле точ-
ных ли пид ных ве зи кул раз лич ны. Ха рак те рис-
ти ки внут рик ле точ ных мемб ран, гра нул ли пи-
дов так же яв ляет ся те мой для об суж де ния.

Мы срав ни ва ли ультраст рук ту ры ли пид ных 
ка пель и эф фект ох лаж де ния на внут рик ле точ-
ные ли пид ные ве зи ку лы ко ровь их и сви ных 
GV-ооци тов [16]. Бы ло по ка за но, что ли пид ные 
ка пель ки ко ровь их кле ток имеют од но род ную 
ст рук ту ру. Ис поль зо ва ние ли пи дов проис хо-
дит не пос редст вен но от этих ве зи кул без об ра-
зо ва ния про ме жу точ ных соеди не ний ли пи дов. 
В про ти во по лож ность это му, су ще ст вуют два 
ви да ли пид ных ка пель в свин ных GV-ооци тах: 
«тем ные» и «се рые».

Пу зырь ки каж дой конк рет ной груп пы соеди-
не ны друг с дру гом. Пос ле 12-ча со во го куль ти-
ви ро ва ния фор ми рует ся слой цис терн эн доп-
лаз ма ти чес ко го ре ти ку лу ма, этот  слой всег да 
ас со циирует ся с «се ры ми» ли пид ны ми ве зи ку-
ла ми. Это сви де тель ст вует о том, что во вре мя 
ооге не за ли по лиз проис хо дит толь ко в «се рых» 
пу зырь ках. Пред по ла гает ся, что ци топ лаз ма ти-
чес кий ли по лиз имеет два эта па: «тем ные» пу-
зырь ки прев ра щают ся в «се рые» с пос ле дующим 
ис поль зо ва нием этих «се рых» ли пи дов. Кро ме 
то го, мор фо ло гия обоих ти пов ли пид ных ка пель 
в ооци тах сви ней ме няет ся при ох лаж де нии: 
они преоб ра зуют ся от круг лых в сфе ри чес кие 
фор мы со све тя щи ми ся по ло са ми. В ли пид ных 
кап лях ко ровь их GV-ооци тов не бы ло выяв ле но 
ни ка ких ви ди мых мор фо ло ги чес ких  из ме не ний 
пос ле ох лаж де ния [16]. 

Для срав не ния внут рик ле точ ных ли пи дов 
и криото ле ра нт нос ти овечь их и че ло ве чес ких 
про нук леар ных эмб рио нов мы вит ри фи ци ро ва-
ли эмб рионы обоих ви дов и оце ни ва ли ультраст-
рук ту ру внут рик ле точ ных ли пи дов до и пос ле 
вит ри фи ка ции.

Крио кон сер ва цию эмб рио нов про во ди ли в 
соот ве тс твии с опи сан ным ра нее спо со бом на 
овечь их GV-ооци тах с дву мя раз лич ны ми ме-
то да ми уда ле ния криоп ро тек то ров: поэ тап ной 
и пря мой ре гид ра та цией. Мы от ме ти ли, что в 
от ли чие от про нук леар ных эмб рио нов че ло ве-
ка, где пря мая ре гид ра та ция имеет ле таль ный 
эф фект пос ле от та ива ния, нап ро тив, овечьи про-
нук леар ные эмб рионы по ка зы вают вы со кую 
час то ту раз ви тия в in vitro куль ти ви ро ва нии (31-
34%) [17].

Све жие ли пид ные кап ли в обоих ви дах (че-
ло ве ка и ко ровь их ооци тах) по стук ту ре од но-
род ны. Бы ло от ме че но, что пос ле вит ри фи ка ции 
внут рик ле точ ные ли пи ды в крио кон сер ви ро ван-
ных эмб рио нах че ло ве ка не пре тер пе ва ли ви ди-
мых мор фо ло ги чес ких из ме не ний, в то вре мя 
как раз лич ные из ме не ния наб лю да лись в ли пид-
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ных кап лях в эмб рио нах овец. Эти из ме не ния, 
свя зан ные с про цес сом ви ти ри фи ка ции, от ра-
жают из ме не ния в фи зи чес ких и хи ми чес ких 
свой ст вах ли пи дов, та ких, как ста биль ность.

Мы по ла гаем, что спе ци фи ка че ло ве чес ких 
кле ток, от ра жающая их вы со кую чувс тви тель-
ность к ос мо ти чес ким про цес сам,  свя за на со 
спе ци фи кой как внут рик ле точ ных ли пи дов, так 
и ци топ лаз ма ти чес ких и ор га нойд ных мемб ран. 
Ли пи ды яв ляют ся наибо лее криола биль ны ми 
внут рик ле точ ны ми соеди не ниями ооци тов и 
эмб рио нов. Дей ст ви тель но, спе ци фи ка внут-
рик ле точ ных ли пи дов в ооци тах сви ней де лает 
их прак ти чес ки неп ри год ны ми для крио кон-
сер ва ции, осо бен но для вит ри фи ка ции. Бы ло 
установ ле но, что внут рик ле точ ные ли пи ды в 
све жих клет ках че ло ве ка до и пос ле вит ри фи ка-
ции не имеют ни ка ких из ме не ний. Мы срав ни ли 
эти ли пи ды с те ми, ко то рые в овечь их клет ках, 
при ме няя для них та кой же про то кол, ко то рый 
был ис поль зо ван для ооци тов че ло ве ка с пря мой 
ре гид ра та цией в на ших пре ды ду щих исс ле до ва-
ниях. Эти ли пи ды в жиз нес по соб ных эмб рио нах 
по ка за ли ультраст рук тур ные из ме не ния пос ле 
вит ри фи ка ции, не выяв лен ные в ооци тах че ло-
ве ка [18].

При ни мая во вни ма ние ре зис тент нос ть кле-
ток овец к пря мой ре гид ра та ции при раз мо ра жи-
ва нии уве ли чи вает ся плот ность, и проис хо дят 
мор фо ло ги чес кие из ме не ния во внут рик ле точ-
ных ли пи дах во всех овечь их ооци тах под вер-
жен ных ох лаж де нию. Эти из ме не ния от су тс-
тво ва ли во всех че ло ве чес ких ооци тах, ко то рые 
од ноз нач но не мо гут пе ре но сить пря мую ре гид-
ра та цию. Мож но пред по ло жить, что в пре де-
лах од ной клет ки ст рук ту ра  внут рик ле точ ных 
и мемб ран ных ли пи дов яв ляет ся оди на ко вой. 
Учи ты вая от ри ца тель ную роль ли пи дов в про-
цес се крио кон сер ва ции, криос та биль ность ли-
пи дов и, нап ро тив, ос мо ти чес кая нес та биль-
ность кле ток че ло ве ка еще да ле ко не пол ностью 
изу че ны. Пря мая ре гид ра та ция пос ле раз мо ра-
жи ва ния вы зы вает ле таль ный ос мо ти чес кий эф-
фект в че ло ве чес ких про нук леар ных ооци тах, 
но эта ме то ди ка ус пеш но ис поль зует ся на ове-
чь их ооци тах. Кор ре ля ция меж ду криос та биль-
ностью ооци тов мле ко пи таю щих и ультраст-
рук ту рой внут рик ле точ ных ли пи дов яв ляет ся 
целью даль нейших исс ле до ва ний. Учи ты вая, 
что ультраст рук ту ра внут рик ле точ ных ли пи дов 
ла бо ра тор ных и сель ско хо зяй ст вен ных жи вот-
ных от ли чает ся от внут рик ле точ ных ли пи дов 
че ло ве ка, мы счи таем, что ис поль зо ва ние жи-

вот ных ооци тов в ка че ст ве мо де ли для че ло ве-
чес ких ооци тов в криоисс ле до ва ниях яв ляет ся 
сом ни тель ной [26].

Од на ко при ни мая во вни ма ние все при ве-
ден ные вы ше дан ные пос редст вом трех ви дов 
сель ско хо зяй ст вен ных жи вот ных, свиньи, ко ро-
вы и ов цы, ко ровья яич ни ко вая ткань яв ляет ся 
наибо лее под хо дя щей мо делью для че ло ве ка, 
пос кольку внут рик ле точ ные и мемб ран ные ли-
пи ды яв ляют ся наибо лее чувс тви тель ны к ос-
мо ти чес ко му влия нию, как у кле ток че ло ве ка. 
Толь ко поэто му ко ровья мо дель бы ла ис поль зо-
ва на в на ших экс пе ри мен тах. 

На се год няш ний день нет ни ка ких дан ных 
об ус пеш ной трансп лан та ции че ло ве чес ких ин-
та кт ных яич ни ков с со су дис той нож кой пос ле 
крио кон сер ва ции. Тем не ме нее крио кон сер ва-
ция це ло го яич ни ка с со су дис ты ми анас то мо за-
ми и рет рансп лан та цией пос ле раз мо ра жи ва ния 
мо жет расс мат ри вать ся как перс пек тив ная ст ра-
те гия для боль ных ра ком. Бы ли опи са ны слу чаи 
трансп лан та ции не за мо ро жен ных яич ни ков с 
со су дис ты ми анас то мо за ми че ло ве ка и бы ла за-
фик си ро ва на од на бе ре мен ность  [19].

Проб ле ма крио кон сер ва ции яич ни ков с не-
т ро ну той со су дис той нож кой у жи вот ных еще 
да ле ко не ре ше на. Нес мот ря на мно го чис лен-
ные по пыт ки и до ка за тель ст ва вос станов ле ния 
дол гос роч но го раз ви тия фол ли ку лов, бы ли за-
фик си ро ва ны толь ко три слу чая рож де ния яг нят 
пос ле рет рансп лан та ции за мо ро жен ных овечь их 
яич ни ков [4, 5].

Не дав но бы ла по ка за на важ ная роль сре ды 
с криоп ро тек то ра ми в пер фу зии це ло го яич ни-
ка ов цы [3]. Бы ло про ве де но об шир ное исс ле-
до ва ние на 360 яич ни ках овец, ок ра шен ных in 
vitro пу тем пер фу зии с ка че ст вен ным мар ке ром 
кро вос наб же ния тка ней. Мо дель ло гис ти чес кой 
рег рес сии бы ла пост роена, что бы оп ре де лить 
фак то ры, свя зан ные с не пол ным ок ра ши ва нием 
яич ни ка. Це лые яич ни ки овец с их со су дис той 
нож кой бы ли пер фу зи ро ва ны при 0,35 мл/мин в 
те че ние 2 ча сов при 39°C в 19 раз лич ных экс пе-
ри мен таль ных ус ло виях. Нож ки бы ли уда ле ны, 
яич ни ки раз ре за ли и сфо тог ра фи ро ва ли. Неок-
ра шен ные мес та на раз ре зан ной по ве рх нос ти 
бы ли из ме ре ны. У 64,4% яич ни ков наб лю да лись 
неок ра шен ные участ ки. Мно го мер ный ана лиз 
по ка зал, что не пол ное ок ра ши ва ние яич ни ков 
бы ло не за ви си мо от ма ло го опы та экс пе ри мен-
та то ра, мень шей по ве рх нос ти сре за яич ни ков, и 
на ли чия жел то го те ла. На ли чие неок ра шен ных 
участ ков не за ви се ло от экс пе ри мен таль ных ус-
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ло вий. Час то та не пол но го ок ра ши ва ния яич ни-
ков сни зи лась с 83% до 60% [3]. Из этих экс пе-
ри мен тов мож но сде лать сле дующий вы вод, что 
на ру ше ния кро вос наб же ния, ко то рые при во дят 
к не пол ной пер фу зии, мо гут от ри ца тель но ска-
зать ся на пос ле дующих ре зуль та тах крио кон-
сер ва ции це ло го яич ни ка. Улуч шен ные ме то да 
пер фу зии долж но по ло жи тель но пов лиять на 
ус пех крио кон сер ва ции [3]. Пер фу зия тушью в 
исс ле до ва ниях Gerritse соавт. [2] про во ди лась 
на ин та кт ных ко ровь их яич ни ках. Ав то ры от ме-
ти ли, что бо лее круп ные со су ды бы ли хо ро шо 
пер фу зи ро ва ны, в то вре мя как бо лее мел кие и 
ка пил ля ры бы ли ме нее хо ро шо пер фу зи ро ва-
ны. Ав то ры пред по ло жи ли, что от но си тель но 
мень шая мо ле ку ляр ная мас са криоп ро тек то-
ров, та ких, как ди ме тил суль фок сид и са ха ро за, 
поз во ляет быть ме нее под вер жен ны ми мо ле-
ку ляр ным ме ха низ мам филь тра ции эн до те ли-
альны ми клет ка ми и ба заль ны ми мемб ра на ми 
[2]. В на ших экс пе ри мен тах в ка че ст ве раст во ра 
для пер фу зии бы ла ис поль зо ва на смесь, ко то-
рая вк лю чает в се бя 5% те лячь ей сы во рот ки + 
6% ди ме тил суль фок си да + 6% эти ле нг ли ко ля + 
0,15 М са ха ро зы, яв ляющей ся сре дой для за мо-
ра жи ва ния. В са мом де ле, при су тс твие из этих 
ком по нен тов не при во дит к уве ли че нию про ни-
цаемос ти пер фу зи рующей сре ды в мел ких ка-
пил ля рах. На ли чие криоп ро тек то ров (осо бен но 

неп ро ни кающе го криоп ро тек то ра са ха ро зы) и 
сы во рот ки те лен ка в пер фу зи рующем раст во ре 
мож но объяс нить тем, что для ус пеш ной пер фу-
зии мел ких кро ве нос ных со су дов и осо бен но ка-
пил ля ров [2] (2.5 мл/мин). Уве ли че ние ско рос-
ти пер фу зии в яич ни ках груп пы 3 (1,25 мл/мин) 
при во дит к раз ры вам со су дов и пов реж де нию 
тка ней. 

Вре мя, про шед шее меж ду ги белью жи вот-
ных в бой не и изв ле че нием яич ни ков, а так же 
на ча лом про цес са пер фу зии, яв ляет ся важ ным 
па ра мет ром тех но ло гии крио кон сер ва ции, пос-
кольку влияет на ише ми чес кое пов реж де ние 
яич ни ков. Мы по ка за ли, что этот пе ри од при 
ком нат ной тем пе ра ту ре не дол жен пре вы шать 
3 ча сов, по то му что за это вре мя на чи нает ся за-
ку пор ка ма лень ких и боль ших со су дов коагу-
ли ро ван ны ми эрит ро ци та ми. Ко неч но, это вре-
мя мо жет быть уве ли че но с по мощью бо лее 
низ ких тем пе ра тур для транс пор ти ров ки яич-
ни ков. Для про ве де ния эф фек тив ной пер фу зии 
ко ровь их ин та кт ных яич ни ков с со су дис той 
нож кой необ хо ди мо ис поль зо вать за мо ра жи-
вающую сре ду (6 % эти ле нг ли коль + 6% ди ме-
тил суль фок сид + 0,15 М са ха ро зы) при ком нат-
ной тем пе ра ту ре, со ско рос ть пер фу зии 25 или 
50 мл/час. Кро ме то го, яич ни ки долж ны быть 
пер фу зи ро ва ны в те че ние 3 ча сов пос ле смер ти 
жи вот ных.

Ли те ра ту ра

1 Dittrich R., Maltaris T., Hoffmann I., et al. Fertility preservation in cancer patients // Minerva Gynecology. – 2010. – № 62. 
– P. 51-59.

2 Gerritse R., Beerendonk C.C., Tijink M.S., et al. Optimal perfusion of an intact ovary as a prerequisite for successful ovarian 
cryopreservation // Human Reproduction. – 2008. – № 23. – P. 329-335.

3 Torre A., Ben Brahim F., Popowski T., et al. Factors related to unstained areas in whole ewe ovaries perfused with a metabolic 
marker  // Human Reproduction. – 2013. – № 28. – P. 423-429. 

4 Grazul-Bilska A.T., Banerjee J., Yazici I., et al. Morphology and function of cryopreserved whole ovine ovaries after hetero-
topic autotransplantation // Reproduction Biology and Endocrinology. – 2008. – № 6. – P. 16-18. 

5 Onions V.J., Mitchell M.R., Campbell B.K., Webb R. Ovarian tissue viability following whole ovine ovary cryopreservation: 
assessing the effects of sphingosine-1-phosphate inclusion  // Human Reproduction. – 2008. – № 23. – P. 606-618. 

6 Isachenko V., Isachenko E., Mallmann P., Rahimi G. Long-time cooling of human ovarian tissue before cryopreservation as 
obvious procedure: stimulation of follicular development and neo-vascularisation  // Clinical Laboratory. – 2012. – № 58. – P. 
1293-300.

7 Weissman A., Gotlieb L., Colgan T., et al. Preliminary experience with subcutaneous human ovarian cortex transplantation 
in the NOD-SCID mouse  // Biology Reproduction. – 1999. – № 6. – P. 1462-1467.  

8 Dissen G.A., Lara H.E., Fahrenbach W.H. Immature rat ovaries become revascularized rapidly after autotransplantation and 
show a gonadotrop independent increase in angiogenic factor gene expression  // Endocrinology. – 1994. – № 134. – P. 1146-
1154.  

9 Kim S.S., Soules M.R., Battaglia D.E. Follicular development, ovulation, and corpus luteum formation in cryopreserved hu-
man ovarian tissue after xenotransplantation  // Fertility and Sterility. – 2002. – № 78. – P. 77-82.  

10 Aubard Y., Piver P., Cogni Y., et al. Orthotopic and heterotopic autografts of frozen-thawed ovarian cortex in sheep  // Human 
Reproduction. – 1999. – № 14. – P. 2149-2154.  



ISSN 1563-0218                                  KazNU Bulletin. Biology series. №2 (61). 2014

159С.Б. Бай кош ка ро ва и др.

11 Donnez J., Martinez-Madrid B., Jadoul P., et al. Ovarian tissue cryopreservation and transplantation: a review // Human Re-
production Update. – 2006. – № 12. – P. 519-535.  

12 Dolmans M.M., Martinez-Madrid B., Gadisseux E., et al. Shortterm transplantation of isolated human ovarian follicles and 
cortical tissue into nude mice  // Reproduction. – 2007. – № 134. – P. 253-262.  

13 Nagashima H., Kashiwazaki N., Ashman R.J., et al. Cryopreservation of porcine embryos  // Nature. – 1995. – № 374. – P. 
416-418.  

14 Sathananthan A.H., Kirby C., Peura A., Trounson A. Mouse oocyte cooling  // Journal of Assisted reproductive genetics. – 
1992. – № 9. – P. 138-148.   

15 Pickering S.J., Braude P.R., Johnson M.H. Transient cooling to room temperature can cause irreversible disruption of the 
meiotic spindle in the human oocyte  // Fertility and Sterility. – 1990. – № 54. – P. 102-108.   

16 Isachenko V., Michelmann H.W., Alabart J.L., et al. Lipolyse and ultra-structural changes of an intracellular lipid vesicles 
after cooling of bovine and porcine GV-oocytes  // Anatomy Histology and Embryology. – 2001. – № 30. – P. 333-338.   

17 Isachenko V., Alabart J.L., Nawroth F., et al. The open pulled straw vitrification of ovine GV-oocytes: positive effect of rapid 
cooling or rapid thawing or both?  // Cryo Letters. – 2001. – № 22. – P. 157-162.  

18 Van der Ven H., Isachenko V., Isachenko E., et al. Vitrification of pronuclear embryos: research basis for aseptic technology 
and its application to oocytes and blastocysts. – London: Informa Healthcare, 2008 – 210 p.

19 Hilders C.G., Baranski A.G., Peters L. Successful human ovarian autotransplantation to the upper arm // Cancer. – 2004. – № 
101. – P. 2771-2778. 


