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Реферат: У роботі досліджено морфологічні характеристики і функцію оваріальної тканини після 2–120-годинного збе-

рігання при 4 і 37ºС у різних за складом середовищах інкубації (манітоловмісний розчин (МВР) та фосфатно-сольовий бу-
фер (ФСБ)). Функцію оваріальної тканини після нормо- та гіпотермічного зберігання вивчали методом гетеротопічної трансплан-
тації тваринам-реципієнтам із одночасною двосторонньою оваріоектомією. Експериментально доведено, що після 2-годинно-
го зберігання при 37ºС і 24-годинного зберігання при 4ºС у всіх досліджуваних середовищах концентрація естрадіолу в плазмі 
тварин-реципієнтів складала 18,2–27,5 пг/мл, прогестерону 13,5–18,5 нг/мл (значення після трансплантації свіжовиділеної 
тканини: естрадіол (28,1 ± 3,6) пг/мл, прогестерон (19,1 ± 2,8) нг/мл). Подовження часу зберігання тканини при 37ºС призводило 
до збільшення кількості дегенеративних фолікулів, підвищення концентрації ТБК-активних продуктів і зниження рівня статевих 
гормонів після трансплантації за використання як МВР, так і ФСБ. Після 48-годинного гіпотермічного зберігання оваріальної тка-
нини встановлено протективну дію лише МВР, яка виражалася у відновленні ендокринної функції у тварин реципієнтів після 
трансплантації (естрадіол (13,5 ± 2,5) пг/мл), за використання ФСБ рівень естрадіолу знаходився в межах оваріоектомованих 
тварин ((7,1 ± 1,5) пг/мл)).

Ключові слова: гіпотермічне зберігання, нормотермічне зберігання, морфологічні характеристики, фолікули, статеві гор-
мони, манітоловмісний розчин.

Abstract: Morphological characteristics and function of ovarian tissue after 2–120 hrs of storage at 4 and 37°C in incubation 
media with diff erent composition (mannitol-containing solution (MСS) and phosphate buff ered saline (PBS)) were investigated. The 
function of ovarian tissue after normo- and hypothermic storage was studied by heterotopic transplantation to recipient animals 
simultaneously with bilateral ovariectomy. After 2-hour storage at 37ºC and 24-hour one at 4ºC in all the studied media, the estradiol 
and progesterone levels in plasma of recipient animals were experimentally proved to be 18.2–27.5 and 13.5–18.5 ng/ml, respec-
tively, (after fresh tissue transplantation these values for estradiol and progesterone made (28.1 ± 3.6) pg/ml and (19.1 ± 2.8) ng/ml, 
respectively). Prolongation of tissue storage time at 37ºC increased the number of degenerative follicles, augmented TBARS concent-
ration and reduced sex hormone levels after transplantation using both MCS and PBS. A protective eff ect of MCS only, manifested 
in endocrine function restoration in recipient animals after transplantation ((13.5 ± 2.5) pg/ml of estradiol) was found after 48 hrs of 
ovarian tissue hypothermic storage. If PBS was used, the estradiol level was within the indices for ovariectomized animals ((7.1 ± 
± 1.5 (pg/ml)).

Key words: hypothermic storage, normothermic storage, morphological characteristics, follicles, sex hormones, mannitol-containing 
solution.
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Вивчення патофізіологічних механізмів іше-
мічних ушкоджень тканин і органів при нормо- та 
гіпотермічному зберіганні є одним із актуальних 
завдань сучасної фізіології. Основна причина 
ішемії органів і тканин – часткове або повне 
припинення кровопостачання, що ініціює кас-
кад реакцій: зниження рівня макроергічних 
сполук, порушення ферментативної кінетики, 

The study of pathophysiological mechanisms of 
ischemic injury in tissues and organs under normo- 
and hypothermic storage is among the topical tasks 
in current physiology. The main reason of organ and 
tissue ischemia is a partial or complete interruption of 
blood supply, initiating a cascade of such responses 
as a decrease in the level of macroergic compounds, 
disorder of enzyme kinetics, accumulation of decay 
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накопичення продуктів розпаду, утворення ак-
тивних форм кисню [13, 29, 34, 35]. Для заз-
начених вище патологічних процесів харак-
терним є відкриття мітохондріальних пор, яке 
опосередковує некроз клітин під час ранньої ре-
перфузії, а також може спричиняти запуск міто-
хондріального механізму апоптозу [10, 11, 15, 16, 
23, 36]. У сучасній літературі обговорюються 
можливості попередження пошкоджень в ішемі-
зованих органах і тканинах при оптимальних 
часових та температурних параметрах перфузії, 
а також шляхом введення до складу перфузій-
них середовищ різних речовин [4, 8, 18, 26, 30].

Відомо, що під час ішемічних ушкоджень 
інтенсивність перекисного окиснення ліпідів 
(ПОЛ) збільшується, внаслідок чого концент-
рація активних продуктів тіобарбітурової кис-
лоти (ТБК-активні продукти) зростає. Чутливість 
органів (головний мозок, серце, легені, нирки, 
скелетні м’язи) до концентрації ТБК-актив-
них продуктів визначається їх стійкістю до гі-
поксії [1–3]. Чутливість репродуктивних тканин 
(зокрема, оваріальної) до ішемії залишається ма-
ловивченою. Впровадження методу трансплан-
тації оваріальної тканини в клінічну практику 
зумовлює підвищення інтересу до вивчення її 
стійкості після ішемічного впливу. Відновлення 
репродуктивної функції визначається ступенем 
ішемічних пошкоджень у тканині, які відбуваються 
впродовж часу її вилучення, зберігання та транс-
плантації. Для уникнення наслідків ішемії у 
тканині до складу інкубаційних середовищ додат-
ково вводять речовини з антиоксидантними влас-
тивостями (вітамін Е, аскорбінова кислота, мані-
тол, верапоміл) [12, 19, 20, 21, 25, 28]. Показано, 
що введення манітолу до складу реперфузійних 
середовищ зменшує зону некрозу в таких 
органах, як головний мозок [7, 17, 27], серце 
[24], нирки [9] та скелетні м’язи [29]. Репер-
фузія ішемізованої тканини яєчника 20%-м роз-
чином манітолу [33] зменшувала ступінь іше-
мічного ураження і сприяла відновленню її функ-
ції. 

У зв’язку з цим метою нашого дослідження 
було вивчення взаємозв’язку між ендокринною 
функцією та концентрацію активних продуктів 
тіобарбітурової кислоти у трансплантатах яєч-
ників залежно від часу інкубації в умовах нормо- 
та гіпотермічного зберігання.

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження була оваріальна тканина 

3-місячних щурів лінії Вістар (300 г; n = 138), 
яких утримували в стандартних умовах віварію 
Інституту проблем кріобіології та кріомедицини 

products, reactive oxygen species formation [8, 26, 
31, 32]. The opening of mitochondrial pores, which 
mediates the cell necrosis during early reperfusion and 
may trigger the mitochondrial pathway of apoptosis, 
is typical for the mentioned above pathological 
processes [5, 6, 10, 11, 20, 36]. The current published 
reports show the possible ways to prevent ischemic 
injuries in organs and tissues at the optimal time 
and temperature perfusion parameters, as well as via 
supplementing the perfusion media with diff erent 
substances [2, 12, 14, 23, 27].

It is known that during ischemic injuries, the 
intensity of lipid peroxidation (LPO) rules, as a 
result of which the concentration of thiobarbituric 
acid reactive substances (TBARS) increases. The 
sensitivity of organs (brain, heart, lungs, kidneys, 
skeletal muscles) to TBARS concentration is de-
termined by their resistance to hypoxia [4, 34, 35], 
whereas the one of reproductive tissues (ovarian, 
in particular) to ischemia has still remained poorly 
understood. The introduction of ovarian tissue trans-
plantation in clinical practice stipulates an increased 
interest in studying its resistance after ischemic 
exposure. Restoration of reproductive function is 
determined by the degree of ischemic injury in tissue, 
occurring during its removal, storage and trans-
plantation. In order to avoid the consequences of 
ischemia, the substances with antioxidant properties 
(vitamin E, ascorbic acid, mannitol, verapomil) are ad-
ditionally introduced into incubation media [7, 15, 17, 
18, 22, 25]. The mannitol supplement into reperfusion 
media was shown to reduce the necrosis area in such 
organs as the brain [33, 11, 24], heart [21], kidneys 
[3] and skeletal muscles [26]. The reperfusion of 
ischemia-aff ected ovarian tissue with 20% man-
nitol solution [30] decreased the level of ischemic 
injury and restored its function.

In this context, the aim of this study was to 
investigate the relationship between the endocrine 
function and thiobarbituric acid reactive substan-
ces concentration in ovarian grafts depending on 
incubation time under normo- and hypothermic 
storage.

Materials and methods
The research object was the ovarian tissue of 

3-month-old Wistar rats (300 g; n = 138), housed under 
standard conditions in animal facility of the Institute 
for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of 
the National Academy of Sciences of Ukraine (IPCC 
of NAS of Ukraine). The experiments were carried 
out in accordance with the Law of Ukraine ‘On the 
Protection of Animals Against Cruelty’ (№ 3447-
IV of February 21, 2006) agreed with the provi-
sions of the ‘European Convention for the Protection 
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національної академії наук України (ІПКіК НАН 
України). Експерименти проводили відповідно 
до Закону України «Про захист тварин від жорс-
токого поводження» (№3447–ІV від 21.02.2006)  
з дотриманням вимог комітету з біоетики ІПКіК 
НАН України (Протокол №4 від 26.11.13), узгод-
жених із положеннями «Європейської конвенції 
про захист хребетних тварин, які використо-
вуються для експериментальних та інших нау-
кових цілей» (Страсбург, 1986). 

Для отримання фрагментів статевозрілої ова-
ріальної тканини яєчники подрібнювали ножи-
цями для мікрохірургії (0,5–1 мм3) і поміщали 
в стерильне живильне середовище. На цьому 
етапі інкубацію фрагментів яєчників проводили 
при 4 і 37ºС протягом 2, 4, 6, 24, 48, 72 і 120 го-
дин у різних за складом розчинах (ммоль/л): I – 
фосфатно-сольовий буфер (ФСБ): NaCl – 130, 
KCl – 20, фосфатний буфер – 20, рН 7,4; II – 
манітоловмісний розчин (МВР): манітол – 250, 
NaCl – 10, KCl – 20, фосфатний буфер – 20, 
pH 7,4.

Концентрацію активних продуктів тіобар-
бітурової кислоти (ТБК-активні продукти) у го-
могенаті тканини визначали за реакцією між 
малоновим діальдегідом та тіобарбітуровою кис-
лотою, яка в умовах високої температури та 
кислого середовища (рН 3,0) утворює тримети-
новий комплекс рожевого кольору. Величину 
поглинання забарвленого розчину вимірювали 
на спектрофотометрі «СФ-46» («ЛОМО», Росія) 
при λ = 532 нм. Результати виражали в мкмоль/мг 
тканини. Концентрацію ТБК-активних продуктів 
у гомогенаті оваріальної тканини визначали од-
разу після інкубації.

Оцінка функції оваріальної тканини, підданій 
нормо- та гіпотермічному зберіганню у розчинах 
I або II, була доцільною лише у випадках, коли 
рівень збереження нормальних фолікулів у її 
структурі становив не менше 50%. 

Функцію оваріальної тканини після нормо- 
та гіпотермічного зберігання вивчали методом 
гетеротопічної трансплантації під капсулу лівої 
нирки щурів одночасно з двосторонньою оваріо-
ектомією. Для проведення експериментальної 
роботи тварин було розділено на групи: 1 – конт-
роль (інтактні тварини); 2 – тварини з оваріоек-
томією; 3 – тварини з трансплантацією свіжовиді-
леної оваріальної тканини; 4 – тварини з транс-
плантацією оваріальної тканини після 2-годинної 
інкубації при 37ºС (а) в розчинах із ФСБ – (4а (I)) 
та МВР (4а (II)) або після 24-годинної інкубації 
при 4ºС (в) – (4в (I)) та (4в (II)) відповідно; 5 – 
тварини з трансплантацією оваріальної тканини 
після 4-годинної інкубації при 37ºС (а) у розчи-

of Vertebrate Animals Used for Experimental and 
Other Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 1986). The 
performance of experiments was approved by the 
Bioethics Committee of the IPCC of NAS of Ukraine 
(Record №4 of November 26, 2013). 

To obtain the fragments of mature ovarian tis-
sue, the ovaries were cut with microsurgical scissors 
(0.5–1 mm3) and placed into sterile nutrient medium. 
At this stage, the ovarian fragments were incu-
bated at 4 and 37ºC for 2, 4, 6, 24, 48, 72 and 120 hrs 
in the solutions with diff erent composition (mmol/l): 
the solution I was the phosphate-buff ered saline 
(PBS), consisted of 130 NaCl, 20 KCl, 20 phosphate 
buff er, pH 7.4; the solution II, mannitol-containing 
solution (MCS), comprised 250 mannitol, 10 NaCl, 
20 KCl, 20 phosphate buff er, pH 7.4. 

The TBARS concentration in tissue homogenate 
was determined by the reaction between malonic 
dialdehyde and thiobarbituric acid, which under high 
temperature and acid medium (pH 3.0) produced 
a pink trimethine complex. The absorption coef-
fi cient of stained solution was measured with spectro-
photometer SF-46 (LOMO, Russia) at λ = 532 nm. 
The results were expressed in μmol/mg of tissue. 
The TBARS concentration in ovarian tissue homo-
genate was determined immediately after incubation. 

Only in cases when the level of normal follicle 
preservation within ovarian tissue structure was not 
less than 50%, it was expedient to assess the function 
of the ovarian tissue, subjected to normo- and 
hypothermic storage in the solutions I or II. 

The function of ovarian tissue after normo- and 
hypothermic storage was studied using the heterotopic 
transplantation under the left kidney capsule of rats 
simultaneously with bilateral ovariectomy. To perform 
experiments, the animals were divided into the 
following groups: the group 1 was the control (intact 
animals); the group 2 comprised the ovariectomized 
animals; in the group 3 were those with transplan-
ted fresh ovarian tissue; the group 4 consisted of 
animals with transplanted ovarian tissue after 2-hour 
incubation at 37ºC (a) in the solutions with PBS and 
MCS – (4a (I)) and (4a (II)), repsectively, or after 24-
hour incubation at 4ºC (b) – (4b (I)) and (4b (II)), 
respectively; in the group 5 were the animals with 
transplanted ovarian tissue after 4-hour incubation at 
37°C (a) in the solutions with PBS and MCS – (5a (I)) 
and – (5a (II)), correspondingly, or at 4°C for 48 hrs 
(b) – 5b (I) and 5b (II) for PBS and MCS, respectively. 

Endocrine function of ovarian tissue grafts was 
analyzed to day 30 after transplantation. Animals 
were sacrifi ced by decapitation.

Estradiol and progesterone levels in blood 
plasma of recipient animals were determined with 
chemiluminescent enzyme-linked immunosorbent 
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нах із ФСБ – (5а (I)) та МВР – (5а (II)) або при 
4ºС впродовж 48 годин (в) із ФСБ – (5в (I)) та 
МВР – (5в (II)) відповідно.

Аналіз ендокринної функції трансплантатів 
оваріальної тканини здійснювали на 30-ту добу 
після трансплантації. Тварин виводили з експери-
менту методом декапітації.

Концентрацію естрадіолу та прогестерону 
в плазмі крові тварин-реципієнтів визначали 
методом хемілюмінесцентного імуноферментного 
аналізу з використанням стандартних тест-на-
борів «ST AIA-PACK hsE2 G» та «ST AIA-PACK 
PRO» («Tosoh Corporation», Японія) згідно з інст-
рукцією, а також за допомогою імунофермент-
ного аналізатора «Tosoh AIA 1200» («Tosoh Cor-
poration», Японія).

Трансплантати для гістологічного дослідження 
вилучали разом із ниркою та фіксували у роз-
чині 10%-го формаліну. З кожного зразка робили 
серійні зрізи товщиною 10 мкм, які забарвлю-
вали гематоксиліном та еозином [5, 6, 14]. Гісто-
логічний аналіз препаратів здійснювали за допо-
могою мікроскопа з вбудованою камерою «Axio 
Observer Z1» («Carl Zeiss», Німеччина) з об’єк-
тивами «Plan Fluor» (×20, ×40) і пакета прик-
ладних програм для обробки зображення «Axio-
Vision Release 4.7.2» («Carl Zeiss»). Стадії розвитку 
фолікулів ідентифікували відповідно до класифі-
кації A.P.R. Rodrigues [32].

Статистичну обробку результатів проводили 
за допомогою програм «Еxcel» («Microsoft», 
США) та «Statistica» («StatSoft», США). Залеж-
но від розподілу даних для порівняння вибірок 
використовували параметричний t-критерій 
Стьюдента або непараметричний U-критерій 
Манна-Вітні. Дані представляли у вигляді M ± m 
(р < 0,05).

Результати та обговорення
На рис. 1 представлено зміну морфологічної 

структури оваріальної тканини залежно від ча-
су ішемії при 37ºС у ФСБ (розчин І). Видно, 
що в нормі фолікули мають сферичний ооцит 
із однорідною цитоплазмою (рис. 1, A). Зовні 
ооцит оточений глікопротеїновою оболонкою – 
Zona Pellucida (ZP), яка має однакову товщину і 
гомогенність по всьому периметру клітини (рис. 1, 
A). До ZP щільно прилягають клітини гранульози, 
які контактують між собою та внутрішньою 
стороною їх базальної мембрани. З зовнішньої 
сторони базальної мембрани знаходяться тека-
клітини.

Після 2-годинної інкубації фрагментів ова-
ріальної тканини при 37ºС у розчині І відбувають-
ся незначні зміни морфологічної структури фо-

assay using the standard test kits ‘ST AIA-PACK 
hsE2 G’ and ‘ST AIA-PACK PRO’ (Tosoh Corpo-
ration, Japan) according to the instructions, and Tosoh 
AIA 1200 enzyme immunoassay analyzer (Tosoh 
Corporation, Japan).

Grafts for histological examination were remo-
ved together with the kidney and fi xed in a 10% 
formalin solution. Serial sections with 10 μm thick-
ness were made from each sample, then stained 
with hematoxylin and eosin [9, 16, 33]. Histological 
preparations were studied using Axio Observer Z1 
microscope (Carl Zeiss, Germany) with Plan Fluor 
×20 and 40 lenses, using the Axio-Vision Release 
4.7.2 image processing software (Carl Zeiss). Sta-
ges of follicle development were identifi ed accor-
ding to the Rodrigues classifi cation [29].

The results were statistically processed using 
the Excel (Microsoft, USA) and Statistica (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 
Fig. 1 shows the change in ovarian tissue mor-

phology depending on time of ischemia at 37°C 
in PBS (solution I). It reveals that normally the 
follicles have a spherical oocyte with a homogeneous 
cytoplasm (Fig. 1A). Externally, the oocyte is sur-
rounded by a glycoprotein layer: Zona Pellucida 
(ZP), which has the same thickness and homogeneity 
around the entire perimeter of the cell (Fig. 1A). 
Granulosa cells, being in contact with each other and 
internal side of their basement membrane, are tightly 
adjacent to ZP. There are the theca cells outside 
the basement membrane. 

Follicle morphology was slightly changed (Fig. 1B) 
and granulosa cells were somewhat compressed 
after 2-hour incubation of ovarian tissue fragments 
at 37°C in the solution I. Herewith, the granulosa 
cells were in a close contact with the oocyte of 
spherical shape and with slightly granular cytoplasm. 
The structure of theca cells remained unchanged, 
the contact between them was preserved and they 
were tightly adjacent to the basement membrane. 
Prolongation of ischemia time up to 4 hrs at 37°C 
in the solution I (Fig. 1C) disrupted the contacts of 
granulosa cells between themselves and oocyte, and 
accumulated fl uid between granulosa cells. Herewith 
there were no visible changes in theca cell layers. 
After 6-hour incubation of ovarian tissue fragments 
at 37°C in the solution I, the fl uid content between 
all the structural tissue elements increased (Fig. 1D). 
In this case the oocyte was further compressed and 
its contour was deformed, and the cell-to-cell con-
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лікулів (рис. 1, B) та незначне стиснення клітин 
гранульози. При цьому останні зберігають щіль-
ний контакт із ооцитом, який має сферичну 
форму та незначно гранульовану цитоплазму. 
Структура тека-клітин залишається незміненою, 
вони зберігають контакт між собою і щільно 
прилягають до базальної мембрани. Подовжен-
ня часу ішемії до 4 годин при 37ºС у розчині І 
(рис. 1, C) викликає порушення контактів клітин 
гранульози між собою та ооцитом, а також аку-
муляцію рідини між клітинами гранульози. При 
цьому шари клітин теки залишаються без види-
мих змін. Після 6-годинної інкубації фрагментів 
оваріальної тканини при 37ºС у розчині І вміст 
рідини між усіма структурними елементами тка-
нини збільшується (рис. 1, D). У цьому випадку 
спостерігаються подальше стиснення ооциту та 
деформація його контуру, а також порушення 
міжклітинних контактів між усіма структурними 
елементами фолікула.

Інкубація фрагментів статевозрілої оваріаль-
ної тканини при 4ºС у розчині І викликала нез-

tacts among the entire structural follicular elements 
were disrupted as well. 

Incubation of mature ovarian tissue fragments 
at 4°C in the solution I slighty transformed the 
follicle structure after 48-hour hypothermic storage 
(Fig. 2).

A 24-hour incubation in the solution I at 4ºC 
displayed no change in ovarian tissue morphology 
and it was close to the physiological norm (Fig. 2A). 
The oocyte, surrounded by ZP of uniform thickness, 
maintained a close contact with granulosa cells. 
In this case, there were observed the tight contacts 
between granulosa cells and the basement membrane, 
as well as between the basement membrane and 
theca cells. A slight compression of granulosa cells 
occurred. The prolongation of incubation time up to 
48 hrs at this temperature distorted the oocyte nuc-
leus contour, decreased ZP thickness (Fig. 2B), 
slightly compressed granulosa cells and formed 
a space with fl uid between them. To the 72nd hour 
of incubation at 4ºC in the solution I, no ZP was 
present, a blurred oocyte contour and disorder in 

Рис. 1. Гістопрепарати фрагментів статевозрілої оваріальної тканини після інкубації в розчині І при 37ºС: A – 
свіжовиділена тканина; B – після 2 годин інкубації; C – після 4 годин інкубації; D – після 6 годин інкубації. O – ооцит, 
ZP – Zona Pellucida, G – гранульозні клітини, BM – базальна мембрана, Т – тека-клітини, * – акумуляція рідини. 
Забарвлювання толуїдиновим синім, n = 7.
Fig. 1. Histology of mature ovarian tissue fragments after incubation in the solution I at 37ºC: A – fresh tissue; B – after 
2-hour incubation; C – after 4-hour incubation; D – after 6-hour incubation. O – oocyte, ZP – Zona Pellucida, 
G – granulosa cells, BM – basement membrane, T – theca cells, * – fl uid accumulation. Staining with toluidine blue, 
n = 7.
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начну трансформацію структури фолікулів після 
48 годин гіпотермічного зберігання (рис. 2).

Видно, що після 24-годинної інкубації в розчині 
І при 4ºС морфологічна структура оваріальної 
тканини залишалася близькою до фізіологічної 
норми (рис. 2, A). Ооцит, оточений рівномір-
ною за товщиною ZP, зберігав щільний контакт 
із клітинами гранульози. В цьому випадку спос-
терігаються щільні контакти між клітинами гра-
нульози і базальною мембраною, а також між 
базальною мембраною та тека-клітинами. Відбу-
вається незначне стиснення клітин гранульози. 
Збільшення часу інкубації до 48 годин за цієї 
температури викликало деформацію контуру яд-
ра ооциту, зменшення товщини ZP (рис. 2, B), не-
значне стиснення клітин гранульози та форму-
вання простору з рідиною між ними. На 72-ту 
годину інкубації при 4ºС у розчині І ZP була від-
сутня, виявлялися розмитий контур ооциту та 
порушення всіх міжклітинних контактів струк-
тури тканини (рис. 2, С).

Морфологічні зміни в структурі фолікула під 
час зберігання оваріальної тканини в розчині 
ІІ представлено на рис. 3 та 4. Після 2-годинної 
інкубації в розчині ІІ при 37ºС фолікули містили 
сферичний ооцит із великим ексцентричним 
ядром, оточеним помірно гранулярною цито-
плазмою (рис. 3, A). Зовні ооцит мав рівномірну 
ZP, міжклітинні контакти зберігалися в усій 

the whole cell-to-cell contacts of tissue structure 
were revealed (Fig. 2C). 

Figs. 3 and 4 illustrate morphological changes in 
follicular structure during storage of ovarian tissue 
in the solution II. After 2-hour incubation in the 
solution II at 37°C, the follicles contained a sphe-
rical oocyte with a large eccentric nucleus surrounded 
by moderately granular cytoplasm (Fig. 3A). Ex-
ternally, the oocyte had a uniform ZP, the cell-to-
cell contacts were preserved in the entire structure of 
the follicle (Fig. 3A). A change of rounded contour 
of oocyte to a concave one occurred to the 4th hour 
of incubation at 37°C in the solution II (Fig. 3B). 
Herewith the ZP was of uniform thickness throug-
hout the oocyte contour. It should be noted that the 
contacts between granulosa and theca cells, and 
basement membrane were preserved. When the 
incubation time was prolonged up to 6 hrs at 37°C 
in the solution II, the transformation of follicle struc-
ture continued. 

Histological analysis slides showed the defor-
mation of oocyte contour, a coarse-grained cyto-
plasm, thinning of ZP and loss of its contour 
(Fig. 3C). Herewith the granulosa cells were se-
parated from oocyte. Granulosa and theca cells 
were compressed, the fl uid between them was 
accumulated, resulting in granulosa cells separa-
tion and detachment from the basement membrane 
(Fig. 3C).

Рис. 2. Гістопрепарати фрагментів статевозрілої ова-
ріальної тканини після інкубації в розчині І при 4ºС: 
A – після 24 годин інкубацій; B – після 48 годин інку-
бації; C – після 72 годин інкубації. O – ооцит, N – 
ядро, ZP – Zona Pellucida, G – гранульозні клітини, 
BM – базальна мембрана, Т – тека-клітини, * – акуму-
ляція рідини. Забарвлювання толуїдиновим синім, 
n = 7.
Fig. 2. Histology of mature ovarian tissue fragments 
after incubation in the solution I at 4ºC: A – after 24-
hour incubation; B – after 48-hour incubation; C – after 
72-hour incubation. O – oocyte, N – nucleus, ZP – Zona 
Pellucida, G – granulosa cells, BM – basement memb-
rane, T – theca cells, * – fl uid accumulation. Staining with 
toluidine blue, n = 7.
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структурі фолікула (рис. 3, A). Зміна округло-
го контуру ооциту на увігнутий відбувалася 
на 4-ту годину інкубації при 37ºС у розчині ІІ 
(рис. 3, B). При цьому ZP мала рівномірну тов-
щину по всьому контору ооциту. Слід зазна-
чити, що контакти між клітинами гранульози, 
теки та базальною мембраною зберігалися. За 
умов збільшення часу інкубації до 6 годин при 
37ºС у розчині ІІ трансформація структури фолі-
кула продовжувалася.

Гістологічний аналіз препаратів показав, що 
контур ооциту деформується, має грубозернис-
ту цитоплазму, ZP стоншується та втрачає свій 
контур (рис. 3, C). При цьому клітини гранульози 
відокремлюються від ооциту. Відбувається стис-
нення клітин гранульози та теки, акумулюється 
рідина між ними, внаслідок чого клітини гра-
нульози роз’єднуються та відокремлюються від 
базальної мембрани (рис. 3, C).

Зниження температури інкубації до 4ºС вик-
ликало аналогічну модифікацію морфологічної 
структури фолікула в розчині ІІ залежно від часу 
експозиції (рис. 4).

Після 24 годин інкубації тканини в розчині ІІ 
відбувалися незначне стиснення ооциту та де-
формація його контуру, але при цьому зберіга-
лися щільні контакти між ооцитом та клітина-
ми гранульози (рис. 4, A). Слід зазначити, що 

When the incubation temperature was reduced 
down to 4°C, a similar modifi cation of follicle 
morphology in the solution II depending on expo-
sure time occurred (Fig. 4).

After 24-hour tissue incubation in the solution II, 
the oocyte was slightly compressed and its contour 
was distorted, but the tight contacts between oocyte 
and granulosa cells were preserved (Fig. 4A). Notably, 
that despite the oocyte compression, all somatic cells 
within the follicle structure were connected to one 
another. Prolongation of exposure time up to 48 hrs 
in the solution II resulted in further deformation 
of rounded contour of oocyte to a concave one 
(Fig. 4B). In this case, no space fi lled with substances 
of protein origin close to ZP was formed, conversely, 
the contact between oocyte and granulosa cells was 
preserved. The granulosa and theca cells were lin-
ked to each other and to the basement membrane. 
The results of study of follicle morphology after 
a 72-hour hypothermic storage showed a distorted 
contour and coarse-grained cytoplasm in oocyte 
(Fig. 4C). Granulosa cells were compressed and se-
parated from the oocyte. Granulosa cells were in 
contact with each other and the basement memb-
rane, to which the theca cells were tightly adjacent 
(Fig. 4C).

Comparison of morphological changes in follicle 
structure under normo- and hypothermic storage 

Рис. 3. Гістопрепарати фрагментів статевозрілої ова-
ріальної тканини після інкубації в розчині ІІ при 37ºС: 
A – свіжовиділена тканина; B – після 2 годин інку-
бації; C – після 4 годин інкубації; D – після 6 годин 
інкубації. O – ооцит, N – ядро, ZP – Zona Pellu-
cida, G – гранульозні клітини, BM – базальна мембрана, 
Т – тека-клітини. Забарвлювання толуїдиновим синім, 
n = 7.
Fig. 3. Histology of mature ovarian tissue fragments 
after incubation in the solution II at 37ºC: A – fresh 
tissue; B – after 2-hour incubation; C – after 4-hour 
incubation; D – after 6-hour incubation. O – oocyte, 
N – nucleus, ZP – Zona Pellucida, G – granulosa cells, 
BM – basement membrane, T – theca cells. Staining 
with toluidine blue, n = 7.
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попри стиснення ооциту всі соматичні клітини 
в структурі фолікула були поєднані між собою. 
Пролонгування часу експозиції до 48 годин у 
розчині ІІ призвело до подальшої деформації ок-
руглого контуру ооциту на увігнутий (рис. 4, B). 
У цьому випадку близько до ZP простір із речо-
вин білкового походження не формувався, а, нав-
паки, зберігався контакт між ооцитом і клітинами 
гранульози. Клітини гранульози та теки були 
поєднані між собою та базальною мембраною. 
Результати дослідження морфологічної струк-
тури фолікула після 72-годинного гіпотерміч-
ного зберігання показали, що ооцит має дефор-
мований контур і грубозернисту цитоплазму 
(рис. 4, C). Клітини гранульози стиснені та відок-
ремлені від ооциту. Клітини гранульози кон-
тактують між собою та базальною мембра-
ною, до якої щільно прилягають клітини теки 
(рис. 4, C).

Порівняння морфологічних змін структури фо-
лікула при нормо- та гіпотермічному зберіганні 
виявило, що характер трансформації структур-
них елементів фолікулів визначається, в першу 
чергу, складом розчину інкубації.

Результати кількісного аналізу збереження фо-
лікулів у структурі оваріальної тканини за умов 
ішемії залежно від часу, температури і складу се-
редовища інкубації представлено на рис. 5. Кіль-
кість морфологічно нормальних фолікулів у фраг-
ментах тканини яєчника залишалася високою (80–
90%) в усіх досліджуваних середовищах після 
2-годинної нормотермії (37ºС) і 2–24-годинної 
гіпотермії при 4ºС. Збільшення часу інкубації до 
4 годин при 37ºС і до 48 годин при 4ºС значуще 
знижувало кількість нормальних фолікулів до 
45–65%. Критичним часом інкубації для фраг-
ментів оваріальної тканини вважається 6 годин 
(при 37ºС) і 72 години (при 4ºС), за цих умов рі-
вень збереження фолікулів становив 30–35%. 
Слід зазначити, що, попри різницю в трансфор-
мації морфологічної структури фолікула залеж-
но від композиційного складу розчину, процент 
нормальних фолікулів у структурі фрагмента 
тканини залежить від часових і температурних 
показників моделювання ішемії та не залежить 
від складу середовища інкубації.

Ішемічне пошкодження клітин і тканин ха-
рактеризується активацією анаеробного шляху 
метаболізму, зниженням вмісту макроергічних 
сполук, порушенням ферментативної кінетики, 
внаслідок чого накопичуються ТБК-активні про-
дукти. У наступній серії експериментів нами 
було проведено аналіз вмісту ТБК-активних про-
дуктів у гомогенаті оваріальної тканини піс-
ля ішемічного впливу в тих експерименталь-

Рис. 4. Гістопрепарати фрагментів статевозрілої ова-
ріальної тканини після інкубації в розчині ІІ при 4ºС: 
A – після 24 годин інкубацій; B – після 48 годин інкубації; 
C – після 72 годин інкубації. O – ооцит, N – ядро, G – 
гранульозні клітини, BM – базальна мембрана, Т – тека-
клітини. Забарвлювання толуїдиновим синім, n = 7.
Fig. 4. Histology of mature ovarian tissue fragments 
after incubation in the solution II at 4ºC: A – after 24-
hour incubation; B – after 48-hour incubation; C – after 
72-hour incubation. O – oocyte, N – nucleus, G – granulosa 
cells, BM – basement membrane, T – theca cells. Staining 
with toluidine blue, n = 7.
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Fig. 5 presents the results of quantitative ana-
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них точках, в яких рівень збереження фолікулів 
був понад 30% (рис. 6). Концентрація ТБК-ак-
тивних продуктів зростала відносно контролю 
в 3–4 і 6–8 разів через 4 і 6 годин інкубації при 
37ºС відповідно (рис. 6, A). За цієї температури 
вміст ТБК-активних продуктів був однаковим у 
всіх досліджуваних середовищах. Під час гіпо-
термічного зберігання (4ºС) було виявлено за-
лежність інтенсивності процесу утворення ТБК-
активних продуктів від складу середовища. В 
цьому випадку відмінності значення відзначено 
на тривалих термінах ішемічного впливу (рис. 6, 
B). Так, після 48 годин гіпотермічного зберіган-
ня тканини у розчині ІІ концентрація ТБК-актив-
них продуктів становила (0,13 ± 0,05) нмоль/мг, 
що в 2,5 раза нижче, ніж у розчині І (0,31 ± 
± 0,06) нмоль/мг. Аналогічна залежність збері-
галася й за умов збільшення часу інкубації до 
120 годин.

Взаємозв’язок між ступенем досліджених ви-
ще ішемічних ушкоджень і відновленням ендок-
ринної функції оваріальної тканини вивчали мето-
дом гетеротопічної трансплантації, яка була про-
ведена після 2- і 4-годинної інкубації при 37ºС і 
24- і 48-годининної інкубації при 4ºС. У цих ви-
падках, незважаючи на збільшення концентра-
ції ТБК-активних продуктів, зберігалося понад 
50% фолікулів з нормальною морфологічною бу-
довою.

Фолікулярний профіль трансплантатів ова-
ріальної тканини на 30-ту добу спостереження 
усіх досліджуваних груп представлено в таблиці. 
Після нормотермії (37ºС) упродовж 2 та 4 годин 
кількість фолікулів у трансплантаті визначалася 
часом зберігання та не залежала від складу 
середовища інкубації. Так, трансплантати свіжо-
виділеної оваріальної тканини (група 3) та після 
2-годинної ішемії в розчинах І (група 4а(І)) та 
ІІ (група 4а(ІІ)) були представлені фолікулами 
різного ступеня зрілості, а також жовтими тілами 
(таблиця). Слід зазначити, що площа фібро-
зу трансплантатів ішемізованої тканини стано-
вила близько (10,2 ± 1,9)% тільки в групі 4а(І). 
В усіх експериментальних групах трансплантація 
оваріальної тканини після 4-годинної ішемії приз-
водила до повного її склерозування на 30-ту добу 
спостереження.

Після інкубації фрагментів оваріальної тка-
нини за умов гіпотремії (4ºС) фолікулярний про-
філь трансплантатів (30-та доба спостереження) 
визначався часом гіпотермії і складом сере-
довища інкубації (таблиця). Кількість різних 
за ступенем зрілості фолікулів та жовтих тіл у 
трансплантатах свіжовиділеної оваріальної тка-
нини (група 3) та після 24-годинної інкубації 

sue structure under ischemia depending on time, 
temperature and incubation medium composition. 
The number of morphologically normal follicles in 
ovarian tissue fragments remained high (80–90%) 
in all the studied media after 2-hour normother-
mia (37ºC) and 2–24-hour hypothermia at 4ºC. Pro-
longing the incubation time up to 4 hrs at 37°C and 
up to 48 hrs at 4°C signifi cantly reduced the num-
ber of normal follicles down to 45–65%. The incu-
bation time of 6 hrs (at 37°C) and 72 hrs (at 4°C) 
for ovarian tissue fragments is considered as critical, 
and under these conditions the level of follicle 
preservation was 30–35%. It should be noted that, 
despite the diff erence in transformation of follicle 
morphology depending on solution composition, 
the percentage of normal follicles within the tissue 
fragment structure was determined by time and 
temperature indices of ischemia simulation and 
did not depend on incubation medium composi-
tion.

Ischemic injury of cells and tissues is characterized 
by activation of anaerobic metabolic pathway, a 
decreased content of macroergic compounds, im-
paired enzyme kinetics, resulting in TBARS accu-
mulation. In next series of experiments, we analyzed 
the TBARS content in ovarian tissue homoge-
nate after ischemic exposure at those experimental 
points where the level of follicle preservation was 
higher than 30% (Fig. 6). The TBARS concentra-
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Рис. 5. Рівень збереженості нормальних фолікулів 
у структурі оваріальної тканини після 2–120-годин-
ного ішемічного впливу при 37 і 4ºС, 1 – розчин І 
(37ºС); 2 – розчин ІІ (37ºС); 3 – розчин І (4ºС); 4 – 
розчин ІІ (4ºС), p < 0,05, n = 8.
Fig. 5. Level of normal follicle preservation within ova-
rian tissue structure after 2–120−hour ischemic expo-
sure at 37 and 4ºC, 1 – solution I (37ºC); 2 – solution II 
(37ºC); 3 – solution I (4ºC); 4 – solution II (4ºC), p < 0.05, 
n = 8.
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в усіх досліджуваних розчинах 
були порівняні між собою. Транс-
плантація оваріальної тканини після 
48-годинної інкубації призводила до 
повного її склерозування на 30-ту 
добу спостереження у групах 5а(І) 
і 5в(І). Фолікули та жовті тіла вия-
вилися в трансплантатах групи 
5в(ІІ). Слід зазначити, що площа 
фіброзу трансплантатів цієї групи 
становила близько (30,6 ± 3,3)%.

Показано, що у тварин-реципієн-
тів рівень естрадіолу і прогестерону 
після трансплантації тканини, іше-
мізованої протягом 2 годин при 
37ºС, співпадав з рівнем тих самих 
гормонів після трансплантації сві-
жовиділеної тканини (рис. 7). Так, 
концентрація естрадіолу в плазмі 
крові становила (22,9 ± 3,2) пг/мл 
у щурів групи 4а(І), (27,5 ± 3,3) пг/
мл – у групі 4а(ІІ), що значуще 
не відрізнялося від рівня цих гор-
монів після трансплантації свіжо-
виділеної тканини яєчника (28,1 ± 
± 3,6) пг/мл (група 3) (рис. 7A). Збіль-
шення часу ішемії тканини до 4 годин 
при 37ºС (групи 5а (І) і 5а (ІІ)) приз-
водило до зниження ендокринної 
функції ішемізованої оваріальної 
тканини після її трансплантації. 
Так, концентрація естрадіолу в плазмі 
крові щурів-реципієнтів станови-
ла (9,1 ± 2,1) та (11,9 ± 2,31) пг/мл 
(групи 5а(І) і 5а(ІІ) відповідно) по-
рівняно з (7,1 ± 1,5) пг/мл у оваріо-
ектомованих тварин; прогестерону – 
(3,4 ± 1,2) та (4,8 ± 0,8) нг/мл (групи 
5а(І) і 5а(ІІ) відповідно) порівняно 
з (3,1 ± 0,9) нг/мл у оваріоектомо-

tion increased relative to the control by 3–4 and 
6–8 times after 4 and 6 hrs of incubation at 37°C, 
respectively (Fig. 6A). At this temperature, the 
TBARS content was the same in all the studied 
media. Hypothermic storage (4ºC) revealed the 
dependence of TBARS formation intensity on the 
medium composition. In this case, the diff erences 
in values were observed at long periods of ischemic 
exposure (Fig. 6B). For example, after 48-hour 
hypothermic storage of tissue in the solution II, the 
TBARS concentration was (0.13 ± 0.05) nmol/mg, 
that was in 2.5 times lower than in the solution I 
(0.31 ± 0.06) nmol/mg. A similar dependence was 
kept when extending the incubation time up to 
120 hrs. 

Рис. 6. Концентрація ТБК-активних продуктів у фрагментах 
оваріальної тканини після інкубації при 37ºС (А) і 4ºС (B) у роз-
чинах І (■) та ІІ (■), різниця значуща відносно інтактних тварин 
(*), p < 0,05, n = 9.
Fig. 6. TBARS concentration in ovarian tissue fragments after incubation 
at 37ºC (A) and 4ºC (B) in the solutions I (■) and II (■), diff erence is 
signifi cant relative to the intact animals (*), p < 0.05, n = 9.
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ваних тварин (рис. 7, В).
Відмінності стероїдогенної функції трансплан-

татів у різних за складом середовищах інкубації 
були виявлені після трансплантації тканини, іше-
мізованої при 4ºС протягом 24 годин у групах 
4в(І) та 4в(ІІ) (рис. 8). Використання розчину 
ІІ для гіпотермічного зберігання статевозрілої 
оваріальної тканини протягом 24 годин сприяло 
відновленню її стероїдогенної функції в межах 
фізіологічної норми (естрадіолу (23,4 ± 3,4) 
проти (30,1 ± 3,1) пг/мл та прогестерону (17,5 ±
± 3,0) проти (25,8 ± 3,1) нг/мл, групи 4в(ІІ) та 1 
відповідно) (рис. 8). Інкубація фрагментів ова-
ріальної тканини при 4ºС упродовж 24 годин 
у розчині І значуще знижувала ендокринну 
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функцію її трансплантатів порівняно зі свіжо-
виділеними фрагментами і фізіологічною нор-
мою. Так, рівень статевих гормонів відповідав на-
ступним значенням: естрадіол (18,2 ± 2,1) пг/мл 
у тварин групи 4в(І) ((28,1 ± 3,6) пг/мл у щурів 

The relationship between the degree of the above 
studied ischemic injuries and the restoration of 
ovarian tissue endocrine function was investigated 
using heterotopic transplantation, implemented after 
2- and 4-hour incubation at 37°C and after the ones 

Морфометричні показники 
Morphometric indices 

Групи 
Groups

3 4а(І) 4а(ІІ) 4в(І) 4в(ІІ) 5а(І) 5а(ІІ) 5в(І) 5в(ІІ)

Кількість антральних фолікулів 
на гістологічний зріз

Number of antral follicles per 
histological section 

3,1 ± 0,3 2,6 ± 0,2 3,4 ± 0,3 1,2 ± 0,1* 3,5 ± 0,3 0* 0* 0* 1,4 ± 0,1*

Кількість преантральних фолікулів 
на гістологічний зріз 

Number of preantral follicles per 
histological section

2,3 ± 0,3 1,8 ± 0,2 2,2 ± 0,2 1,6 ± 0,1* 2,3 ± 0,2 0* 0* 0* 0*

Кількість жовтих тіл 
на гістологічний зріз 

Number of corpora lutea per 
histological section

3,1 ± 0,3 2,6 ± 0,2 3,7 ± 0,4 2,5 ± 0,3 3,4 ± 0,2 0* 0* 0* 1,2 ± 0,1*

Площа фіброзу тканини від 
загальної площі трансплантату, % 

Area of tissue fibrosis
of total graft area, % 

0* 10,2 ± 1,9* 0 20,1 ± 2,4* 10,7 ± 1,1* 100* 80,2 ± 7,7* 100* 30,6 ± 3,3*

Примітка:  *– відмінності значущі порівняно з контролем, р < 0,05. 
Note: *– diff erences are signifi cant if compared with the control, р < 0,05. 

Гістологічний аналіз трансплантатів оваріальної тканини, які були інкубовані при 37ºС (упродовж 2 та 4 годин) 
та при 4ºС (упродовж 24 та 48 годин) (30-та доба спостереження, n = 6) 

Histological analysis of ovarian tissue grafts incubated at 37°C (for 2 and 4 hrs) and 4°C (for 24 and 48 hrs) 
(day 30 of observation, n = 6)

Рис. 7. Концентрація естрадіолу (А) та прогестерону (B) в плазмі тварин: інтактних (1); з оваріоектомією 
(2); з трансплантацією свіжовиділеної тканини (3) та трансплантацією оваріальної тканини після інкубації 
при 37ºС упродовж 2-х годин (4) і 4-х годин (5) у розчинах І (■), ІІ (■), різниця значуща відносно інтактних 
тварин (*), тварин після оваріоектомії (#) та після трансплантації свіжовиділеної тканини (&), p < 0,05, n = 7.
Fig. 7. Estradiol (A) and progesterone (B) levels in plasma of animals: intact (1); ovariectomized (2); with transplanted 
fresh tissue (3) and ovarian tissue after incubation at 4ºC for 24 (4) and 48 hrs (5) in the solutions І (■), ІІ (■), 
the diff erence is signifi cant relative to the intact animals (*), ovariectomized ones (#) and those transplanted with 
fresh tissue (&), p < 0.05, n = 7.
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групи 3); прогестерон (13,5 ± 2,8) нг/мл у тварин 
групи 4в (І) ((19,1 ± 2,8) нг/мл у щурів групи 3).

Збільшення часу інкубації до 48 годин при 4ºС 
сприяло частковому збереженню функції ова-
ріальної тканини після трансплантації тільки у 
випадку використання розчину ІІ (група 5в (ІІ)). 

of 24 and 48 hours at 4°C. Above 50% of follicles 
with normal morphology were preserved in this 
cases, despite an increased TBARS concentration. 

A follicular profi le of ovarian tissue grafts to day 
30 of observation of all the studied groups is shown in 
the Table. After normothermia (37°C) for 2 and 4 hrs, 
the number of follicles in graft was determined by the 
storage time and did not depend on the incubation 
medium composition. The grafts of fresh ovarian tissue 
(group 3) and after 2-hour ischemia in the solutions I 
(group 4a (I)) and II (group 4a (II)) were represented 
by follicles of diff erent maturity rate, as well as 
the corpora lutea (Table). Notably, that the fi brosis 
area of tissue grafts subjected to ischemia was about 
(10.2 ± 1.9)% in group 4a (I) only. In all the experi-
mental groups, the ovarian tissue transplantation 
after 4-hour ischemia resulted in its complete scle-
rosis to day 30 of observation. 

After incubation of ovarian tissue fragments under 
hypothermia (4ºC), a follicular profi le of grafts (day 
30 of observation) was determined by hypothermia 
time and incubation medium composition (Table). 
The number of follicles with diff erent maturity 
rate and corpora lutea in fresh ovarian tissue grafts 
(group 3) and after 24-hour incubation in all the 
studied solutions were compared with each other. 
Ovarian tissue transplantation after 48-hour incu-
bation resulted in its complete sclerosis to day 
30 of observation in groups 5a (I) and 5b (I). 
Follicles and corpora lutea were found in group 5b 
(II) grafts. Of note that the fi brosis area of grafts 
in this group was about (30.6 ± 3.3)%.

After transplanting the tissue, subjected to ische-
mia for 2 hrs at 37°C, the recipient animals demons-
tated the estradiol and progesterone levels to coin-
cide with those after fresh tissue transplantation 
(Fig. 7). For example, the estradiol level in blood 
plasma in rats of group 4a (I) and 4a (II) was (22.9 ± 
± 3.2) and (27.5 ± 3.3) pg/ml, respectively, that did 
not signifi cantly diff er from the level of these hor-
mones after fresh ovarian tissue transplantation 
(28.1 ± 3.6) pg/ml (group 3)(Fig. 7A). Prolon-
gation of tissue ischemia time up to 4 hrs at 37°C 
(groups 5a (I) and 5a (II)) entailed a decrease in en-
docrine function of ischemia-aff ected ovarian tissue 
after its transplantation. For example, the estradiol 
level in blood plasma in recipient rats was (9.1 ± 
± 2.1) and (11.9 ± 2.31) pg/ml (groups 5a (I) and 
5a (II), respectively) vs. (7.1 ± 1.5) pg/ml in ovariec-
tomized animals; the progesterone one made (3.4 ± 
± 1.2) and (4.8 ± 0.8) ng/ml (groups 5a (I) and 5a (II),
correspondingly) as compared with (3.1 ± 0.9) ng/ml 
in ovariectomized animals (Fig. 7B).

Diff erences in steroidogenic function of grafts 
in the incubation media with diff erent composition 

Рис. 8. Концентрація естрадіолу (А) та прогестерону 
(B) в плазмі тварин: інтактних (1); з оваріоектомією 
(2); з трансплантацією свіжовиділеної тканини (3) 
та трансплантацією оваріальної тканини після інку-
бації при 37ºС упродовж 2-х годин (4) і 4-х годин (5) 
у розчинах І (■), ІІ (■), різниця значуща відносно 
інтактних тварин (*), тварин після оваріоектомії (#) 
та після трансплантації свіжовиділеної тканини (&), 
p < 0,05, n = 7.
Fig. 8. Estradiol (A) and progesterone (B) levels in plasma 
of animals: intact (1); ovariectomized (2); with transplanted 
fresh tissue (3) and ovarian tissue after incubation at 4ºC 
for 24 (4) and 48 hrs (5) in the solutions І (■), ІІ (■), the 
diff erence is signifi cant relative to the intact animals (*), 
ovariectomized ones (#) and those transplanted with fresh 
tissue (&), p < 0.05, n = 7.
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were found after transplanting the tissue exposed 
to ischemia at 4°C for 24 hrs in groups 4b (I) and 
4b (II) (Fig. 8). Using the solution II for mature 
ovarian tissue hypothermic storage within 24 hrs 
promoted to restore its steroidogenic function wi-
thin the physiological norm ((23.4 ± 3.4) pg/ml of 
estradiol vs. (30.1 ± 3.1) pg/ml and (17.5 ± 3.0) ng/ml 
of progesterone vs. (25.8 ± 3.1) ng/ml in groups 
4b (II) and 1, respectively) (Fig. 8). Incubation of 
ovarian tissue fragments at 4°C for 24 hrs in the 
solution I signifi cantly reduced the endocrine func-
tion of its grafts if compared with fresh frag-
ments and physiological norm. For example, the 
level of sex hormones corresponded to the follo-
wing values: (18.2 ± 2.1) and (28.1 ± 3.6) pg/ml 
of estradiol in animals of group 4b (I) and group 3, 
respectively; (13.5 ± 2.8) and (19.1 ± 2.8) ng/ml 
of progesterone in animals of group 4b (I) and 
group 3, correspondingly

Prolonging the incubation time up to 48 hrs at 
4°C promoted a partial preservation of ovarian tissue 
function after transplantation only in case of using 
the solution II (group 5b (II)). The concentration of 
sex hormones in recipient animals from this group 
was signifi cantly lower than in animals of groups 1 
and 3, but signifi cantly higher relative to the group 2 
(ovariectomized animals). For example, in recipient 
animals after transplanting the tissue incubated 
in the solution II at 4°C for 48 hrs, the estradiol 
level was (13.5 ± 2.5) pg/ml ((7.1 ± 1.5) pg/ml 
in ovariectomized rats), the progesterone one made 
(8.6 ± 1.9) ng/ml ((3.1 ± 0.9) ng/ml in ovariectomized 
rats). After transplantation of tissue fragments 
incubated in the solution I at 4°C for 48 hrs, an en-
docrine function was not restored. The concentra-
tion of sex hormones in recipient animals corres-
ponded to that in ovariectomized ones (Fig. 8).

Thus, the accumulation of TBARS, resulting in 
a complete suppression of endocrine function under 
its revascularization, is the main cause of irreversible 
ischemic injury of ovarian tissue. So, a complete 
restoration of hormonal function in ovariectomized 
recipient animals was observed during ovarian 
fragment transplantation after 2-hour ischemia at 
37°C and 24-hour at 4°C (see Figs. 7, 8). The level 
of preservation of follicular morphological integrity 
and TBARS concentration remained within the 
control values.

Prolonging the incubation time up to 4 hrs at 
37°C augmented the number of injured follicles (see 
Fig. 5), and increased the TBARS concentration 
by 3–4 times as well (see Fig. 6). It may be assumed 
here the action of mitochondrial pathway of apop-
tosis, which induces morphological and bioche-
mical changes in tissue, resulting in a decreased 

Концентрація статевих гормонів у тварин-реци-
пієнтів цієї групи була значуще нижче, ніж у 
тварин груп 1 та 3, але значуще вище відносно 
групи 2 (оваріоектомовані тварини). Так, у тварин-
реципієнтів після трансплантації тканини, інку-
бованої у розчині ІІ при 4ºС протягом 48 годин, кон-
центрація естрадіолу становила (13,5 ± 2,5) пг/мл 
((7,1 ± 1,5) пг/мл у оваріоектомованих щурів), 
прогестерону – (8,6 ± 1,9) нг/мл ((3,1 ± 0,9) нг/мл 
у оваріоектомованих щурів). Після трансплан-
тації фрагментів тканини, інкубованої у розчи-
ні І при 4ºС протягом 48 годин, ендокринна 
функція не відновлювалася. Концентрація ста-
тевих гормонів у тварин-реципиєнтів відповіда-
ла такій у оваріоектомованих (рис. 8).

Таким чином, основною причиною незво-
ротного ішемічного пошкодження оваріальної 
тканини є накопичення ТБК-активних продуктів, 
яке призводить до повного пригнічення ендок-
ринної функції за умов її реваскуляризації. Так, 
повне відновлення гормональної функції у оваріо-
ектомованих тварин-реципієнтів відзначено за 
умов трансплантації фрагментів яєчника після 
2-годинної ішемії при 37ºС і 24-годинної при 4ºС 
(див. рис. 7, 8). Рівень збереження морфологіч-
ної цілісності фолікулів і концентрація ТБК-
активних продуктів залишалися у межах конт-
рольних значень.

Подовження часу інкубації до 4 годин при 
37ºС збільшувало кількість пошкоджених фолі-
кулів (див. рис. 5), а також підвищувало концент-
рацію ТБК-активних продуктів у 3–4 рази (див. 
рис. 6). Можна припустити, що у даному випадку 
діє мітохондріальний механізм апоптозу, який 
викликає морфологічні і біохімічні зміни у тка-
нині, внаслідок чого знижується пул нормально 
функціонуючих фолікулів після відновлення кро-
вопостачання. 

Зниження температури до 4ºС і збільшення 
часу інкубації до 48 годин призводили до пош-
кодження структури у 50% фолікулів (див. рис. 5). 
Слід зазначити, що під час інкубації тканини у 
розчині ІІ концентрація ТБК-активних продуктів 
була в 2,5–3 рази нижче, ніж за умов викорис-
тання розчину І (див. рис. 6). Зниження концент-
рації ТБК-активних продуктів під час 48-годин-
ної інкубації тканини у розчині ІІ при 4ºС спів-
падало зі значущим підвищенням концентрації 
естрадіолу і прогестерону у тварин-реципієнтів.

Отже, використання розчину ІІ знижує іше-
мічні ушкодження оваріальної тканини. Це можна 
пояснити як осмотичними властивостями мані-
толу, так і його антиоксидантною дією. В дея-
ких дослідженнях доведено протективну дію 
манітолу [22, 24, 29]. Зокрема, R.P. Paczynski 
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pool of normally functioning follicles after blood 
supply restoration.

Temperature decrease down to 4°C and exten-
ding the incubation time up to 48 hrs entailed the 
structure injury in 50% of follicles (see Fig. 5). 
Notably, that during tissue incubation in the so-
lution II, the TBARS concentration was 2.5–
3 times lower than using the solution I (see Fig. 6). 
A decreased TBARS concentration during tissue 
incubation within 48 hrs in the solution II at 4°C 
coincided with a signifi cant increase in estradiol 
and progesterone levels in recipient animals. 

Thus, the application of solution II reduced is-
chemic injuries of ovarian tissue. This can be 
explained by both osmotic properties of mannitol 
and its antioxidant action. Some studies have proven 
a protective eff ect of mannitol [19, 21, 26]. In 
particular, R.P. Paczynski et al. [28] experimentally 
demonstrated the mannitol introduction to enhance 
cerebral blood fl ow and reduce blood pressure in 
tissue after ischemic exposure. J. Suzuki et al. [32] 
using chemiluminescence spectral analysis proved 
the mannitol binding to hydroxyl radical and reduc-
tion of TBARS concentration under experimental 
cerebral ischemia.

According to our fi ndings, an antioxidant eff ect 
of mannitol was observed under hypothermic sto-
rage (4°C) only (see Fig. 6B), whereas a normo-
thermic storage (37°C) levelled this eff ect (see 
Fig. 6A), that could be probably explained by 
oxygen defi cient. At this temperature, the kinetics 
of responses associated with impaired cell meta-
bolism was much higher than at 4ºC. The function 
of active transport systems at 37°C and changes in 
membrane ion permeability (enhancement of mac-
roergic compound decay on the one hand, and 
accumulation of degradation products on the other 
hand) strengthened the free radical oxidation and 
disrupted the pro- and antioxidant balance. As a re-
sult of the described processes, the formation of 
reactive oxygen species was so intense, that the 
antioxidant action of mannitol occurred to be in-
suffi  cient. Temperature decrease down to 4°C was 
likely to slow down these processes, and so the 
mannitol as the main component of the incuba-
tion medium inhibited the accumulation of TBARS.

Thus, under the described conditions, a protective 
eff ect of hypothermia and mannitol was combined, 
that coincided with the results reported by H. Karibe 
et al. [12].

For experimental implementation of MCS into 
clinical practice, the study of endocrine function of 
ovarian tissue, stored under hypothermic conditions 
for a longer time (60, 90 days) after transplantation 
should be continued.

та співавт. [31] експериментально продемонст-
рували, що введення манітолу посилює мозковий 
кровообіг і знижує артеріальний тиск у тканині 
після ішемічного впливу. J. Suzuki та співавт. [35] 
за допомогою хемілюмінесцентного спектроана-
лізу довели, що манітол зв’язується з гідроксил-
радикалом і знижує концентрацію ТБК-активних 
продуктів в умовах експериментальної ішемії 
мозку.

Згідно з нашими експериментальними резуль-
татами антиоксидантна дія манітолу відзначаєть-
ся тільки при гіпотермічному зберіганні (4ºС) 
(див. рис. 6, B), а нормотермічне зберігання 
(37ºС) нівелює цей ефект (див. рис. 6, A), що, 
ймовірно, можна пояснити дефіцитом кисню. 
За цієї температури кінетика реакцій, яка по-
в’язана з порушенням клітинного метаболізму, 
набагато вища, ніж при 4ºС. Робота активних 
транспортних систем при 37ºС і зміна іонної 
проникності мембрани (з одного боку, посилення 
процесів розпаду макроергічних сполук, з іншого – 
накопичення продуктів деградації) посилюють 
реакцію вільнорадикального окиснення і пору-
шують про- і антиоксидантний баланс. Внаслі-
док описаних процесів утворення активних форм 
кисню наскільки інтенсивне, що антиоксидантної 
дії манітолу недостатньо. Вірогідно, що знижен-
ня температури до 4ºС уповільнює ці процеси, 
тому манітол як основний компонент середо-
вища інкубації пригнічує накопичення ТБК-
ативних продуктів.

Отже, в описаних умовах поєднується про-
тективна дія гіпотермії й манітолу, що співпадає 
з результатами H. Karibe та співавт. [18].

Для експериментального використання МВР 
у клінічній практиці необхідне подальше вивчен-
ня ендокринної функції оваріальної тканини, 
яка зберігалась у гіпотермічних умовах більш 
тривалий час (60, 90 діб) після трансплантації.

Висновки
1. Критичне зниження до 30–35% нормальних 

фолікулів у стуктурі оваріальної тканини вста-
новлено після 6 годин нормотермії та 72 годин 
гіпотермії. Морфологічна структура фолікулів 
у межах контрольних значень зберігалась після 
2-годинної інкубації (37ºС) і 2–24-годинної інку-
бації (4ºС) в усіх досліджуваних середовищах

2. Антиоксидантні властивості манітолу поси-
лювали протективну дію гіпотермії (48 годин, 
4ºС), яка проявлялася низькою концентрацією 
ТБК-активних продуктів. При цьому відзначалося 
значуще підвищення концентрації статевих гор-
монів у тварин-реципієнтів відносно оваріо-
ектомованих.
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Conclusions
1. A critical decrease of normal follicles within 

the ovarian tissue structure down to 30–35% was 
found after 6-hour normothermia and 72-hour hypo-
thermia. Follicle morphology was preserved within 
the control values after 2-hour incubation (37ºC) 
and 2–24-hour incubation (4ºC) in all the studied 
media.

2. Antioxidant properties of mannitol enhanced 
a protective eff ect of hypothermia (48 hrs, 4ºC), 
manifested by low concentrations of TBARS. 
Herewith, a signifi cant increase in sex hormone 
concentration in recipient animals relative to the 
ovariectomized ones was observed.

3. TBARS concentration in ovarian tissue grafts 
under normo- and hypothermic storage is the main 
index of irreversible damage. The relationship 
between TBARS concentration and endocrine func-
tion of ischemia-aff ected ovarian tissue grafts was 
found in animals from all experimental groups.

3. Концентрація ТБК-активних продуктів у 
трансплантатах оваріальної тканини при при 
нормо- та гіпотермічному зберіганні є основним 
показником незворотних ушкоджень. У тварин 
усіх експериментальних груп встановлено взає-
мозв’язок між концентрацією ТБК-активних 
продуктів і ендокринною функцією ішемізо-
ваних трансплантатів оваріальної тканини.
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