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Реферат: Кріоконсервування ооцитів людини методом вітрифікації увійшло в щоденну практику допоміжних репродук-
тивних технологій у боротьбі з безпліддям та збереженні репродуктивного потенціалу жінки. Огляд літератури вмістив резуль-
тати досліджень, виконаних представниками різних наукових шкіл протягом останніх 25 років; історичні передумови розробки 
технології кріоконсервування ооцитів людини за допомогою вітрифікації; особливості та складнощі, які виникають під час її 
реалізації; медичні та соціальні показники збереження фертильності. Особливу увагу приділено питанням генетичної безпеки 
вказаного методу щодо збереження здоров’я нащадків. У статті викладено погляд на розв’язання проблем вітрифікації ооцитів 
людини та визначено шляхи їх подолання. 

Ключові слова: вітрифікація, ооцити людини, осмотична реакція, оксидативний стрес, мейотичне веретено, епігенетичні 
зміни, анеуплоїдія, кріопротектори, автоматична вітрифікація.

Abstract: Cryopreservation of human oocytes by the vitrifi cation has become a part of the daily practice of assisted repro-
ductive technologies to fi ght an infertility and to preserve the woman’s reproductive potential. This literature review covers the results 
of the studies performed by various scientifi c schools during 25 years; historical prerequisites for the development of cryopreser-
vation of human oocytes by vitrifi cation; medical and social indices to apply this method, features and complications arising 
during vitrifi cation of human oocytes. Special attention has been paid to the issues regarding the genetic safety of the method men-
tioned in respect of the health of future descendants. The paper presents the insight on unsolved tasks in vitrifi cation of oocytes 
and that of identifi ed ways to overcome the challenges.

Key words: vitrifi cation, human oocytes, osmotic reaction, oxidative stress, meiotic spindle, epigenetic changes, aneuploidy, 
cryoprotective agents, automated vitrifi cation.
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Історія розробки технології кріоконсерву-
вання ооцитів людини методом вітрифікації

Засновником вітрифікації прийнято вважати 
Basil J. Luyet — професора біології Університе-
ту Сент-Луїса, який у 1938 р. вперше опубліку-
вав результати досліджень з переохолодженими 
розчинами, що утворювали прозорий скляний 
стан. Процес склування пізніше був названий 
«вітрифікацією». В його експериментах склу-
вання розчинів досягалося виключно понад-
високими швидкостями охолодження. Над розв’я-
занням проблеми вітрифікації ембріонів миші 
понад десять років працювали G. Fahy та B. Rall, 
які за допомогою кріомікроскопії встановили 

History of the development of the technique 
to cryopreserve human oocytes by vitrifi cation

Basil J. Luyet, professor of biology at the 
University of St. Louis, is considered the founder 
of vitrifi cation, in 1938 he for fi rst time published 
the results of research with supercooled solutions 
that formed a transparent glass state. The glass 
forming process was later called ‘vitrifi cation’. 
In his experiments, vitrifi cation of the solutions 
was achieved exclusively by extremely high 
cooling rates. For more than ten years, G. Fahy and 
B. Rall worked on solving the problem of vitrifi -
cation of mouse embryos, and using cryomicro-
scopyhe established the fact that the viscosity of 
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факт підвищення в’язкості цитоплазми клітин 
після додавання у середовище кріопротекторів 
(КП) у високій концентрації та застосування 
понадвисоких швидкостей охолодження [26]. 

З часом удосконалювалися наукові підходи, 
розроблялися нові методи кріоконсервування 
різних типів клітин, тканин, ембріонів людини 
і тварин [2, 11, 16, 40, 62]. З 1990 р. розпочалися 
дослідження у напрямку освоєння методу віт-
рифікації. Особливу увагу науковці приділяли 
питанню зниження цитотоксичності високих 
концентрацій КП. Було з’ясовано, що скорочен-
ня тривалості експозиції розчинів для склування 
зменшує їхню токсичність [66], та запропоновано 
використання суміші КП, яка дозволяє зберегти 
високу концентрацію КП у захисному розчині, 
але істотно знижує їхній токсичний ефект на 
клітини [35]. 

Проте можливість кріоконсервування ооцитів 
людини викликала у дослідників великий сум-
нів. Основна проблема низькотемпературного 
консервування ооцитів зумовлена особливостями 
їхньої будови, а саме: великим розміром, висо-
ким вмістом води, наявністю глікопротеїнової 
оболонки Zona pellucida (ZP) та низьким спів-
відношенням площі поверхні до об’єму клітини 
[4]. 

Значним проривом у розвитку технології 
кріоконсервування ооцитів людини стала робо-
та відомої вченої, українки Лілії Кулешової [41], 
яка вперше успішно вітрифікувала ооцити лю-
дини в 1–2 мкл середовища з 40% етиленгліколю 
(ЕГ) та 0,6 моль/л сахарози у відкритих витягну-
тих соломинках. Однак протягом наступних років 
дослідження з вітрифікації ооцитів людини де-
монстрували суперечливі результати щодо ефек-
тивності та безпеки даного методу, перед усім 
генетичної, що стало основним обмеженням для 
широкого клінічного використання [57]. 

Проте ситуація змінилася завдяки напра-
цюванням М. Kuwayama та співавт., які у 2005 р. 
заявили про створення методу вітрифікації «Cryo-
top» [42]: після 10-хвилинної еквілібрації ооци-
тів у розчині, що містив 7,5% об./об. ЕГ та 
7,5% об./об. ДМСО, їх переміщували у вітри-
фікаційний розчин із 15% об./об. ЕГ та 15% об./
об. ДМСО з додаванням 0,5 моль/л сахарози. 
Після цього ооцити у мінімально можливому 
об’ємі середовища (до 1 мкл) переносили на 
спеціальний кріоносій відкритого типу та за-
нурювали в рідкий азот. Саме такий протокол 
вітрифікації став широковживаним в індустрії 
допоміжних репродуктивних технологій (ДРТ) 
з огляду на кріобанкінг ооцитів і використання 
у світовій практиці. 

the cell cytoplasm increases after the addition 
of cryoprotectants (CPAs) in a high concentration 
to the medium and the use of extremely high 
cooling rates [26]. 

Over time, scientifi c approaches were improved, 
new cryopreservation methods for various types 
of human and animal cells, tissues, and embryos 
were developed [2, 11, 16, 40, 62]. Since 1990, 
the studies were targeted to mastering the vitrifi -
cation. Scientists paid special attention to the issue 
of reducing the cytotoxicity of high concentra-
tions of CPA. It was found that reducing the 
duration of exposure to vitrifi cation solutions 
decreased their toxicity [66], and the use of a CPA 
mixture was proposed, that enabled maintaining a 
high concentration of CPA in protective solution, 
but signifi cantly reduced their toxic eff ect on cells 
[35].

However, the possibility of cryopreservation 
of human oocytes caused a great doubt among 
researchers. The main problem of low-tempera-
ture preservation of oocytes is caused by the 
peculiarities of their structure, namely: large size, 
high water content, the presence of a Zona pel-
lucida (ZP) glycoprotein shell, and a low ratio 
of surface area to cell volume [4].

A signifi cant breakthrough in the development 
of the cryopreservation technique for human 
oocytes was done with the research of a well-known 
scientist, our compatriot and colleague Dr. Lilia 
Kuleshova [41], she for the fi rst time successfully 
vitrifi ed human oocytes in 1–2 μl of medium with 
40% ethylene glycol (EG) and 0.6 mol/l sucrose 
in open drawn straws. However, during the fol-
lowing years, the studies on vitrifi cation of human 
oocytes demonstrated confl icting results regarding 
its eff ectiveness and safety, primarily genetic, which 
became the main limitation for the wide clinical 
use of this method [57].

However, M. Kuwayama et al. has changed the 
situation, in 2005 he announced the creation of the 
‘Cryotop’ vitrifi cation [42]: after 10-min equilibration 
of oocytes in a solution containing 7.5% vol./vol. 
EG and 7.5% vol./vol. DMSO, they were removed 
into a vitrifi cation solution with 15% v/v. EG and 
15% vol./vol. DMSO with the addition of 0.5 mol/l 
sucrose. Afterwards, oocytes in the minimum pos-
sible medium volume (up to 1 μl) were transferred 
to a special open-type cryocarrier and immersed 
in liquid nitrogen. This vitrifi cation protocol be-
came widely used in the industry of assisted 
reproductive technologies (ART) in view of cryo-
banking oocytes and their use in global practice.

In 2012, the American Society of Reproductive 
Medicine, after a thorough meta-analysis of rando-
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У 2012 р. Американське товариство репро-
дуктивної медицини після ретельного метааналі-
зу рандомізованих багатоцентрових досліджень 
прийняло рішення зняти з технології кріокон-
сервування ооцитів статус «експериментальної». 
Це дозволило її використовувати в клініках 
з лікування безпліддя методами ДРТ [64]. 

Показання щодо низькотемпературного 
банкінгу ооцитів

Сьогодні кріоконсервування — невід’ємна 
частина технології, спрямованої на збереження 
фертильності людини. На початку двохтисяч-
них років кріоконсервування використовувалося 
в протоколах лікування онкологічних пацієнтів 
виключно через ризик втрати оваріальної функ-
ції після променевої, радіо- або хіміотерапії. 
Пізніше сфера застосування кріоконсервування 
ооцитів людини поширилась на програми до-
норства гамет, які гарантували виключення 
інфікування ВІЛ, гепатитом та іншими інфек-
ційними агентами, які передаються статевим 
шляхом, завдяки витримці у окремому репози-
тарії протягом 6 місяців. У разі підтвердження 
негативної реакції на антитіла до блідої тре-
понеми, антитіла класу M, G, ВІЛ 1, ВІЛ 2 або 
вірусів гепатитів B та С донорський матеріал 
дозволено застосовувати. 

Завдяки впровадженню методів молекуляр-
ної біології у практику ДРТ розширився перелік 
показань щодо збереження фертильності шляхом 
кріоконсервування ооцитів. Так, у разі виявлення 
у пацієнтів поліморфних варіантів деяких генів, 
зокрема мутації гена-супресора пухлин (BRCA), 
що асоційовані з високим ризиком розвитку 
раку яєчників, показано кріоконсервування ооци-
тів перед профілактичною сальпінгоофоректо-
мією [15]. 

Сучасні кріотехнології і молекулярно-гене-
тичні методи передімплантаційно-генетичної 
діагностики дозволяють зберегти ооцити жінок 
з метою подальшої селекції та уникнення таких 
порушень, як мозаїчна форма синдрому Шере-
шевського-Тернера, делеції Х хромосоми, пре-
мутації Х ламкої хромосоми та ін. [30]. Кріо-
консервування статевих клітин показано жінкам 
з виснаженням оваріального резерву та перед-
часною недостатністю яєчників [12]. 

В останні десятиліття через підвищення се-
реднього віку жінок на момент першої вагіт-
ності великої популярності набула концепція 
«age banking». Відсутність партнера, фінан-
сові причини, прагнення до самореалізації та 
кар’єрного зростання — фактори, які спону-
кають жінок відкладати народження дитини, тому 

mized multicenter studies, decided to withdraw 
the oocyte cryopreservation technique from the 
‘experimental’ status. This allowed it to be used 
in infertility treatment clinics using ART methods 
[64].

Indications for low-temperature banking 
of oocytes

Today, cryopreservation is an integral part 
of technology aimed at preserving human fertility. 
At the beginning of the 2000s, cryopreservation 
was used in the treatment protocols for oncology 
patients exclusively at a risk of ovarian function 
loss after radiation, radio-, or chemotherapies. 
Later, the application fi eld of cryopreservation 
of human oocytes expanded to gamete donation 
programs, that guaranteed the exclusion of infec-
tion with HIV, hepatitis and other sexually trans-
mitted infectious agents because of aging in a 
separate repository for 6 months. In case of confi rmed 
negative reaction to antibodies to pale trepo-
nema, class M, G antibodies to HIV 1, HIV 2 or 
hepatitis B and C viruses the donor material is al-
lowed to be used. 

Due to the implementation of molecular biology 
in the practice of ART, the list of indications 
for preserving fertility by cryopreservation of 
oocytes has expanded. Thus, when detecting the 
polymorphic variants of some genes in patients, 
in particular mutations of the tumor suppressor 
gene (BRCA), associated with a high risk of 
developing ovarian cancer, cryopreservation of 
oocytes before prophylactic salpingo-oophorec-
tomy is indicated [15].

Modern cryotechniques and molecular genetics 
methods of pre-implantation genetic diagnosis 
make it possible to preserve the oocytes of women 
for further selection and avoidance of such disor-
ders as the mosaic form of Shereshevsky-Turner 
syndrome, deletion of the X chromosome, pre-
mutation of the fragile X chromosome, etc. [30]. 
Cryopreservation of asexual cells is indicated for 
women with depleted ovarian reserve and prema-
ture ovarian failure [12].

In recent decades, with a rise in the average 
age of women at the time of their fi rst pregnancy, 
the concept of ‘age banking’ has gained great 
popularity. The lack of a partner, fi nancial reasons, 
the desire for self-realization and career growth 
are factors that encourage women to postpone 
the birth of a child, so only banking cells can pro-
vide an opportunity to conceive their own genetic 
off spring in future [72].

In European countries, wherein a moratorium 
on embryo freezing has been introduced, or if 
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тільки банкінг ооцитів може надати можливість 
зачати власне генетичне потомство у майбут-
ньому [72]. 

У європейських країнах, де введено мораторій 
на заморожування ембріонів, або якщо ця проце-
дура не може бути здійснена з релігійних, етич-
них чи інших причин єдиною альтернативою 
збереження фертильності є кріоконсервування 
ооцитів [6]. 

Попри широке впровадження кріотехнологій 
у практику медичних закладів, які займаються 
лікуванням безпліддя за допомогою ДРТ, нау-
ковці продовжують фундаментальні досліджен-
ня наслідків потужного фізико-хімічного наван-
таження клітинних структур та генетичної ці-
лісності ооцитів після їх низькотемператур-
ного консервування методом вітрифікації [46, 
60]. 

Підходи та принципи кріоконсервування 
ооцитів методом вітрифікації 

Основними проблемами кріоконсервування 
різних типів клітин (зокрема, ооцитів) є утворен-
ня кристалів льоду та токсичний вплив високих 
концентрацій КП. Для успішного кріоконсер-
вування одна частина молекул води цитоплазми 
ооцита має бути замінена на молекули КП, тоді 
як інша — перебуває у зв’язаному стані з ін-
шими органічними молекулами. Така система 
приводить до зниження температури фазово-
го переходу та зменшення внутрішньоклітин-
ної кристалізації під час низькотемпературного 
охолодження [55]. Ступінь дегідратації ооцита 
залежить від проникності його клітинної мем-
брани для молекул води та КП. Слід зазначити, 
що даний показник у окремих ооцитів, які 
перебувають на стадії метафази ІІ (МII), може 
відрізнятися в 7 разів [25]. У процесі кріокон-
сервування методом вітрифікації кристали льо-
ду не утворюються, а клітинна та позаклітинна 
рідина одразу переходить у склоподібний стан. 
Це досягається комбінацією високих концен-
трацій (4–8 моль/л) КП та надвисокими (10000‒
30000 ○С/хв) швидкостями охолодження [21].

Важливо зазначити, що під час вітрифікації 
для життєздатності клітин виникає потенцій-
ний ризик через використання високих концен-
трацій розчинів КП, які можуть бути токсич-
ними. Змішування різних КП дозволяє зменши-
ти відносну концентрацію кожної речовини та 
скоротити тривалість експозиції ооцитів до міні-
мальної. Для вітрифікації ооцитів людини ви-
користовують проникні (ЕГ, ДМСО, 1,2-про-
пандіол) та непроникні КП (сахароза, трега-
лоза, поліетиленгліколь, фікол, полівінілпіролі-

this procedure cannot be performed because of 
religious, ethical or other reasons, the only alterna-
tive to preserving fertility is cryopreservation of 
oocytes [6].

Despite the wide implementation of cryotech-
niques in the practice of medical institutions en-
gaged in treating an nfertility with the help of 
ART, scientists continue fundamental research 
into the consequences of powerful physical and 
chemical stress on cell structures and the genetic 
integrity of oocytes after their low-temperature 
preservation by vitrifi cation [46, 60].

Approaches and principles of cryopreservation 
of oocytes by vitrifi cation 

The main problems of cryopreservation of 
various types of cells (in particular, oocytes) are 
the formation of ice crystals and the toxic eff ect 
of high concentrations of CPA. For successful 
cryopreservation, part of the water molecules 
of the cytoplasm of the oocyte must be replaced by 
CPA molecules, while the rest part is in a bound 
state with other organic molecules. This leads 
to a decrease in the temperature of the phase tran-
sition and a decrease in intracellular crystalliza-
tion during low-temperature cooling [55]. The 
rate of oocyte dehydration depends on the permea-
bility of its cell membrane to water molecules and 
CPA. It should be noted that this index of indi-
vidual oocytes that are at the stage of metaphase 
II (MII) can diff er by 7 times [25]. During cryo-
preservation using the vitrifi cation, ice crystals 
are not formed, but cellular and extracellular 
liquids immediately turn into a glassy state. This 
is achieved by a combination of high concent-
rations (4–8 mol/l) of CPA and ultrahigh 
(10,000‒30,000°C/min) cooling rates [21].

It is important to note that during vitrifi -
cation, there is a potential risk for the cell via-
bility because of the use of high concentrations 
of CPA solutions, which can be toxic. Mixing 
diff erent CPAs allows you to reduce the relative 
concentration of each substance and decrease the 
duration of oocyte exposure to a minimum. For 
vitrifi cation of human oocytes, permeable (EG, 
DMSO, 1,2-propanediol and impermeable CPAs 
(sucrose, trehalose, polyethylene glycol, fi col or 
polyvinylpyrrolidone, etc.) are used) [44]. Another 
condition for successful vitrifi cation of oocytes 
is a minimum volume (0.1–2 μl) of vitrifi cation 
solution [19]. With this aim, special carriers have 
been developed, i. e. microstraws, copper meshes, 
polypropylene plates [72]. Open-type carriers are 
elongated straws [34], ‘Cryoloops’ [27], ‘Cryotops’ 
[42] a very thin fi lm on which the oocyte is 
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дон та ін.) [44]. Ще однією умовою успішної 
вітрифікації ооцитів є мінімальний об’єм (0,1–
2 мкл) вітрифікаційного розчину [19]. Для 
цього розроблено спеціальні носії: мікросо-
ломинки, мідні сітки, поліпропіленові пласти-
ни [72]. Носії відкритого типу — витягнуті со-
ломинки [34], «Cryoloops» [27], «Cryotops» [42] 
з дуже тонкою плівкою, на яку розміщують 
ооцит. Такі соломинки забезпечують понадви-
соку швидкість охолодження при занурюванні 
у рідкий азот. Тривалий час клініцисти відда-
вали перевагу саме використанню таких кріо-
носіїв, але вимоги біобезпеки низькотемпера-
турного зберігання репродуктивних клітин обу-
мовили необхідність розроблення асептичних 
носіїв закритого типу, які здатні забезпечити по-
надвисокі швидкості охолодження та відігріву 
[50]. Задля цього були запропоновані закриті 
системи [13], однак результати кріоконсерву-
вання виявилися нижчими за отримані при 
використанні відкритих носіїв [70].

Досягнення високих показників виживання 
вітрифікованих ооцитів можливе лише шляхом 
дотримання оптимальної швидкості нагрівання 
та поступового видалення кріозахисного роз-
чину. Для запобігання утворенню внутріш-
ньоклітинної рекристалізації важливо, щоб 
швидкість нагрівання була більш високою за 
швидкість охолодження [22]. При цьому рівень 
осмотичного стресу ооцитів при видаленні КП 
необхідно регулювати поступовим зменшен-
ням концентрації непроникних КП у середовищі 
[63].

За останні 25 років підвищилась ефективність 
методу вітрифікації і відкрились нові практичні 
перспективи в сфері ДРТ, однак для його стан-
дартизації потрібно вирішити низку питань, які 
будуть розглянуті у наступних розділах.

Вплив вітрифікації на структурно-функціо-
нальні характеристики ооцитів

Кріоконсервування може призвести до відтер-
мінованих сублетальних порушень: структурні 
та функціональні зміни плазматичних мембран, 
пошкодження внутрішньоклітинних органел та 
апарату мейотичного веретена, передчасне за-
твердіння ZP, фрагментація ДНК, партеногенез, 
порушення експресії генів, епігенетичні нас-
лідки, старіння in vitro (рисунок).

Плазматичні мембрани ооцитів є структурами, 
які зазнають механічного пошкодження, спри-
чиненого осмотичними змінами та втратою 
плинності ліпідних компонентів [65]. На різ-
них етапах кріоконсервування, в результаті дії 
високих концентрацій КП на мембрані ооцита 

placed. Such straws provide an extremely high 
cooling rate when immersed in liquid nitrogen. 
For a long time, clinicians preferred the use of 
such cryocarriers, but the biosafety requirements 
of low-temperature storage of reproductive cells 
necessitated the development of closed aseptic 
carriers capable of providing extremely high 
cooling and rewarming rates [50]. For this pur-
pose, closed systems were proposed [13], howe-
ver, the results of cryopreservation turned out to be 
lower than those obtained when using open media 
[70].

Achieving high survival rates of vitrifi ed 
oocytes is possible only by observing the optimal 
heating rate and gradual removal of cryoprotective 
solution. To prevent the formation of intracellular 
recrystallization, it is important that the rate of 
heating is higher than the one of cooling [22]. At 
the same time, the level of osmotic stress for 
cells during the CPA removal must be regulated 
by a gradual decrease in the concentration of 
impermeable CPA in the medium [63].

Over the past 25 years, the vitrifi cation method 
has achieved signifi cant success and opened new 
practical prospects in the fi eld of ART, however, for 
its standardization, a number of issues need to be 
resolved, which will be discussed in the following 
sections.

Eff ect of vitrifi cation on structure and func-
tions of oocytes

Cryopreservation can lead to delayed sublethal 
disorders: structural and functional changes in 
plasma membranes, damage to intracellular or-
ganelles and the meiotic spindle apparatus, pre-
mature hardening of the ZP, DNA fragmentation, 
parthenogenesis, disruption of gene expres-
sion, epigenetic consequences, aging in vitro (Fi-
gure).

Plasma membranes of oocytes are structures 
that undergo mechanical damage caused by 
osmotic changes and loss of fl uidity of lipid compo-
nents [65]. At diff erent stages of cryopreservation, 
as a result of the action of high concentrations 
of CPA, the concentration gradients on the oocyte 
membrane alter, and as a consequence, the struc-
tural and functional characteristics of the cell 
change.

In addition, the oolemma contains proteins in 
which, under the infl uence of suffi  ciently high 
concentrations of cytotoxic CPAs, stability may 
decrease and denaturation may occur, that leads to 
the loss of their functional properties. Also, some 
membrane proteins are associated with cytoske-
leton proteins, namely microtubule proteins, 
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змінюються концентраційні градієнти, а внаслі-
док — структурно-функціональні характерис-
тики клітини. 

Крім того, плазмолема містить білки, у яких 
під впливом досить великих концентрацій 
цитотоксичних КП може знижуватись стабіль-
ність та відбуватися денатурація, що призво-
дить до втрати їх функціональних властивостей. 
Крім того, деякі мембранні білки зв’язані з біл-
ками цитоскелета, а саме з білками мікротру-
бочок, які, як відомо, відіграють головну роль 
у формуванні мейотичного веретена [28]. Тому 
спричинені вітрифікацією зміни структури мем-
бранних білків можуть викликати порушення 
веретена поділу та опосередковано збільшити 
рівень хромосомних анеуплоїдій після завер-
шення мейозу [31, 43].

Локалізація веретена поділу в ооплазмі, 
екструзія другого полярного тільця, мігра-
ція пронуклеусів та дроблення бластомерів за-
лежать від функціонального стану F-актину. 
Після вітрифікації кількість ооцитів з його 

which are known to play a major role in the meiotic 
spindle formation [28]. Therefore, changes in the 
structure of membrane proteins caused by vitrifi -
cation can cause disruption of the division 
spindle and indirectly increase the level of chro-
mosomal aneuploidy after the meiosis completion 
[31, 43].

The localization of the division spindle in 
ooplasm, extrusion of the second polar body, 
migration of pronuclei and fragmentation of blasto-
meres depend on functional state of F-actin. After 
vitrifi cation, the number of oocytes with its normal 
distribution decreases by nearly twice, that can 
eventually disrupt the segregation of chromosomes 
and increase the frequency of chromosomal 
aneuploidy embryos [7].

Cryopreservation factors are able to cause 
ultrastructural modifi cation of mitochondria and 
smooth endoplasmic reticulum, which are invol-
ved in the Ca2+ signaling mechanism, after sperm 
penetration [49]. Premature release of Ca2+ 
after vitrifi cation can cause parthenogenetic acti-

Структурно-функціональні зміни після кріоконсервування ооцитів методом вітрифікації.

Structural and functional changes after cryopreservation of oocytes by vitrifi cation. 
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нормальним розподілом знижується майже у 
2 рази, що врешті може порушити сегрегацію 
хромосом та збільшити частоту хромосомних 
анеуплоїдій ембріонів [7].  

Фактори кріоконсервування здатні викли-
кати ультраструктурну модифікацію мітохонд-
рій та гладкого ендоплазматичного ретикулуму, 
які беруть участь у механізмі передачі сигналів 
Ca2+ , після проникнення сперматозоїда [49]. Пе-
редчасне вивільнення Ca2+ після вітрифікації 
може викликати партеногенетичну активацію 
ооцита, що унеможливлює його подальше зап-
ліднення сперматозоїдом [56].

Нефізіологічне вивільнення кортикальних гра-
нул разом із затвердінням ZP внаслідок кріокон-
сервування може знизити частоту запліднення 
[46]. Наразі дане питання вирішено, оскільки 
запліднення шляхом інтрацитоплазматичного 
введення сперматозоїда в ооцит (ICSI) дозволяє 
оминути бар’єр, який створює затверділа ZP.

Питання впливу кріоконсервування на фраг-
ментацію ДНК ооцитів наразі не з’ясовано, 
оскільки результати досліджень досить обме-
жені, а дані, які отримані на модельних об’єктах, 
є суперечливими [49, 58].

Показано, що вітрифікація суттєво не впли-
ває на загальну експресію генів, попри це, вона 
може впливати на транскрипцію окремих функ-
ціональних генів [78]. Так, результати секвену-
вання транскриптомів показали, що вітрифікація 
збільшує експресію проапоптотичного гена Bax, 
та відповідно знижує експресію антиапопто-
тичного гена Bcl-2 [22, 32, 37, 74]; знижує 
експресію генів, пов’язаних із раннім ембріональ-
ним розвитком [29] та змінює експресію деяких 
імпринтованих генів через збільшення мети-
лювання ДНК [24, 48].

Дані сучасної літератури свідчать про те, 
що епігенетичні та транскриптомічні профілі 
ооцитів та отриманих із них ембріонів чутливі 
до факторів кріоконсервування [5, 17, 73]. До-
ведено, що у потомства першої генерації лінії 
мишей, отриманих з вітрифікованих ооцитів, 
підвищувався рівень тригліцеридів і діастолічний 
артеріальний тиск [33].  

Крім того, важливо враховувати віковий фак-
тор, який впливає на ефективність кріотехноло-
гій. Насамперед це пов’язано з вадами енерге-
тичного метаболізму мітохондрій та збільшенням 
хромосомних аномалій, які виникають протягом 
дозрівання гамет [76]. Кількість хромосомних 
еуплоїдій ембріонів, отриманих із  вітрифіко-
ваних ооцитів жінок пізнього репродуктивного 
віку, більша за кількість у нативних клітинах 
(31,2 проти 24,4%, p ˂ 0,05), при цьому кіль-

vation of the oocyte, making its further fertili-
zation by sperm impossible [56].

Non-physiological release of cortical granules 
together with hardening of ZP as a result of 
cryopreservation can reduce the frequency of 
fertilization [46]. Currently, this issue has been 
resolved, as fertilization by intracytoplasmic 
sperm injection into the oocyte (ICSI) allows 
bypassing the barrier created by the hardened ZP.

The question of the eff ect of cryopreserva-
tion on DNA fragmentation of oocytes has not 
yet been clarifi ed, since the results of research 
are quite limited, and the data obtained in model 
objects are contradictory [49, 58].

Vitrifi cation has been shown not to signifi cantly 
aff ect the general expression of genes, however, 
it may do he transcription of individual func-
tional genes [78]. Thus, the results of transcriptome 
sequencing showed that vitrifi cation increased 
the expression of the pro-apoptotic gene Bax, and 
accordingly decreased the expression of the anti-
apoptotic gene Bcl-2 [22, 32, 37, 74]; reduced 
the expression of genes associated with early 
embryonic development [29] and altered the 
expression of some imprinted genes through in-
creased DNA methylation [24, 48].

Current published data demonstrate that the 
epigenetic and transcriptomic profi les of oocytes 
and embryos obtained from them are sensitive to 
cryopreservation factors [5, 17, 73]. It has been 
proven that the level of triglycerides and diastolic 
blood pressure increased in the off spring of the 
fi rst generation of the line of mice obtained from 
vitrifi ed oocytes [33].

In addition, it is important to consider the 
age factor, which aff ects the eff ectiveness of 
cryotechniques. This is primarily due to defects 
in the energy metabolism of mitochondria and 
an increase in chromosomal abnormalities that 
occur during the maturation of gametes [76]. The 
number of chromosomal euploidy of embryos 
obtained from vitrifi ed oocytes of women of 
late reproductive age is higher than the number 
in native cells (31.2 versus 24, 4%, p ˂ 0.05), 
while the number of embryos with a euploid set 
of chromosomes per patient was 0.8 ± 0.1, which 
is too few to obtain high pregnancy rates. This is 
due to the low rate of survival of oocytes, so the 
number of gametes available for fertilization and 
development is signifi cantly reduced in patients 
of this group [10].

Age-related changes in female gametes also 
occur as a result of ‘mitochondrial aging’. Therefore, 
in order to reduce an oxidative stress and to in-
crease the energy potential of oocytes, modern 
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кість ембріонів з еуплоїдним набором хромосом 
на пацієнтку становила 0,8 ± 0,1, що є занадто 
мало для отримання високих показників вагіт-
ності. Це зумовлено низькою частотою вижи-
вання ооцитів, тому кількість гамет, доступних 
для запліднення та розвитку, суттєво зменшуєть-
ся у пацієнток зазначеної групи [10]. 

Вікові зміни в жіночих гаметах відбуваються 
також  внаслідок «старіння мітохондрій». Тому 
для зниження оксидативного стресу та підви-
щення енергетичного потенціалу ооцитів сучас-
ні методи репродуктивної медицини включа-
ють різні способи їх реювінації [76]. Проте слід 
вважати на рекомендації міжнародних гайд-
лайнів щодо доцільності кріоконсервування 
гамет жінок віком до 35 років [20]. Важливо 
зазначити, що рішення  відносно кріоконсер-
вування ооцитів пацієнток старшого репродук-
тивного віку має прийматися індивідуально 
з урахуванням перспектив отримання повно-
цінних ембріонів, шансів на настання вагітності 
та народження здорової дитини [38].

Деякі з описаних вище ультраструктурних, 
молекулярно-генетичних та епігенетичних по-
рушень можуть бути тимчасовими. Часткове 
або повне їхнє відновлення може відбутися піс-
ля запліднення або протягом раннього розвитку 
ембріона внаслідок репаративних процесів та 
ремоделювання органел. Ці зміни можуть мати 
прихований характер та відповідати за дефекти, 
які стають видимими лише під час внутрішньо-
утробного та постнатального життя, тому не-
обхідне  подальше спостереження за ними [39]. 
Крім того, перед клініцистам постають важливі 
питання: чи можна результати, отримані на тва-
ринних моделях, екстраполювати на ембріони 
людини і чи можуть зміни, спричинені кріокон-
сервуванням, мати довгострокові наслідки для 
здоров’я майбутнього покоління. 

Майбутні технології низькотемпературного 
банкування жіночих гамет

Кріоконсервування незрілих ооцитів. Однією 
з важливих невирішених проблем залишається 
визначення можливості низькотемпературного 
консервування незрілих ооцитів. Дискусійним 
залишається питання: кріоконсервувати незрілі 
ооцити з подальшим їх дозріванням після віді-
гріву чи, навпаки, спочатку досягти дозріван-
ня ооцитів in vitro і після кріоконсервувати? 
Вітрифікація ооцитів саме на стадіях, які переду-
ють МІІ, має цілу низку переваг, оскільки є варіан-
том збереження фертильності дівчат, які не досяг-
ли репродуктивного віку [75]. Перспективність 
застосування вітрифікованих незрілих ооцитів 

methods of reproductive medicine comprise various 
methods for their rejuvination [76]. However, 
the recommendations of international guidelines 
regarding the feasibility of cryopreservation of 
gametes for women under the age of 35 [20] 
should be considered. It is important to note 
that the decision regarding cryopreservation of 
oocytes of the patients of older reproductive age 
should be taken individually, taking into account 
the prospects of obtaining full-fl edged embryos, 
the chances of pregnancy and the birth of a healthy 
child [38].

Some of the ultrastructural, molecular-genetic, 
and epigenetic disorders described above may be 
temporary. Partial or complete recovery may occur 
after fertilization or during early embryo develop-
ment as a result of reparative processes and 
remodeling of organelles. These changes may have 
a hidden nature and be responsible for defects 
that become visible only during intrauterine and 
postnatal life, therefore further observation of 
them is necessary [39]. As well the vital questions 
for clinicians are whether the results obtained in 
animal models can be extrapolated to human em-
bryos and whether the changes caused by 
cryopreservation may have long-term consequen-
ces for the health of future generations.

Future techniques of low-temperature banking 
of female gametes

Cryopreservation of immature oocytes. There is 
one of the important unsolved tasks, i. e. determina-
tion of possible low-temperature preservation of 
immature oocytes. The question is still debatable: 
to cryopreserve immature oocytes, followed by 
their maturation after rewarming, or, on the 
contrary, fi rst mature oocytes in vitro and then to 
cryopreserve? Vitrifi cation of oocytes precisely 
at the stages that preceded by MI, has a number 
of advantages, as it is an option to preserve the 
fertility of girls who have not reached reproduc-
tive age [75]. The perspective of using vitrifi ed 
immature oocytes also lies in the fact that impor-
tant subcellular compartments (cortical granules, 
endoplasmic reticulum, mitochondria), which have 
not strongly been damaged after heating, have 
time to recover before fertilization, which cannot 
be achieved in mature oocytes at the MII stage 
[61]. For the fi rst time, the birth of a child after 
in vitro maturation and vitrifi cation of an oocyte 
was reported in 2013 [18]. This occurred 14 years 
after the birth of a baby from a vitrifi ed mature 
oocyte at the stage of metaphase II, confi rming 
the complexity of oocyte maturation in vitro. 
Currently, there are single reports on eff ective 
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полягає ще в тому, що важливі субклітинні ком-
партменти (кортикальні гранули, ендоплазма-
тичний ретикулум, мітохондрії), що не зазнали 
значних пошкоджень після відігріву, мають час 
на відновлення перед заплідненням, чого не 
можна досягти у зрілих ооцитах на стадії МІІ 
[61]. Вперше про народження дитини після 
дозрівання in vitro та вітрифікації ооцита повідо-
мили у 2013  р. [18]. Це відбулося через 14 ро-
ків після народження малюка з вітрифіковано-
го зрілого ооцита на стадії метафази ІІ, що під-
тверджує складність дозрівання ооцитів в умовах 
in vitro. Наразі існують поодинокі повідомлення 
про ефективне дозрівання ооцитів, починаючи 
зі стадії гермінального везикулу (GV) та ведеть-
ся дискусія щодо оптимальної стадії зрілості 
ооцитів, на якій потрібно проводити вітрифіка-
цію [8, 52, 74, 77].

На відміну від ооцитів МІІ незрілі клітини 
стадії GV не мають мейотичного веретена, мі-
кротрубочки якого досить чутливі до темпера-
турних коливань. На підставі цього факту можна 
вважати, що генетичний матеріал незрілих 
ооцитів характеризується більшою кріостабіль-
ністю. Однак на противагу цьому твердженню 
існують дані щодо порушень розходження хро-
мосом та зміни структури мейотичного вере-
тена після відновлення мейозу в цих клітинах 
[46]. 

Після вітрифікації дозрілих in vitro ооцитів 
збільшувалась частота ембріонів з анеуплоїдним 
набором хромосом [36]. Цей факт пов’язують 
зі збільшенням кінетохорової відстані між се-
стринськими хроматидами, яка виникає внаслі-
док вітрифікації, що, в свою чергу, може впли-
вати на щільність зв’язку між хроматидами. 
Схожий ефект було відмічено після вітрифікації 
зрілих ооцитів людини: збільшення кількості 
випадків порушення розходження акроцент-
ричних хромосом. Таке несиметричне розта-
шування сестринських хроматид та негативний 
вплив кріоконсервування на їхні когезивні зв’яз-
ки врешті призводять до нерівномірного розход-
ження хромосом [9]. Оскільки навіть незначні 
температурні коливання, можуть викликати де-
полімеризацію мікротрубочок цитоскелета, було 
запропоновано підвищити стандартну темпе-
ратуру еквілібрації незрілих ооцитів у кріозахис-
ному розчині  до 37○С [45]. 

Інша проблема кріоконсервування незрілих 
ооцитів полягає у виборі стратегії підготов-
ки клітин до кріоконсервування: повна денуда-
ція чи недоторканий ооцит-корона-кумулюсний 
комплекс, завдяки якому регулюється відновлен-
ня мейозу та відбувається обмін енергетичними 

maturation of oocytes starting from the germinal 
vesicle (GV) stage, and there is a debate about 
the optimal stage of oocyte maturity, at which 
vitrifi cation should be carried out [8, 52, 74,
77].

Unlike MII oocytes, immature GV stage cells 
do not have a meiotic spindle, the microtubules 
of which are quite sensitive to temperature fl uc-
tuations. Based on this fact, it can be assumed 
that the genetic material of immature oocytes is 
characterized by higher cryostability. However, 
contrary to this statement, there are data on disor-
dered chromosome separation and changes in the 
structure of the meiotic spindle after the resto-
ration of meiosis in these cells [46].

After vitrifi cation of mature in vitro oocytes, 
the frequency of embryos with an aneuploid set 
of chromosomes increased [36]. This fact is as-
sociated with a rise in the kinetochore distance 
between sister chromatids, which occurs as a 
result of vitrifi cation, that, in turn, can aff ect the 
density of the connection between chromatids. 
A similar eff ect was noted after vitrifi cation of 
mature human oocytes: an increase in the number 
of cases of acrocentric chromosome separation. 
Such asymmetric arrangement of sister chromatids 
and the negative eff ect of cryopreservation on 
their cohesive bonds ultimately lead to uneven 
separation of chromosomes [9]. Since even slight 
temperature fl uctuations can cause depolymeri-
zation of microtubules of the cytoskeleton, it was 
proposed to increase the standard temperature 
of equilibration of immature oocytes in cryoprotec-
tive solution to 37°С [45].

Another problem of cryopreservation of im-
mature oocytes is the choice of strategy for pre-
paring cells for cryopreservation: complete denu-
dation or an intact oocyte-corona-cumulus complex, 
thanks to which the restoration of meiosis is 
regulated and the exchange of energy metabolites 
and signaling molecules takes place [68]. Cryo-
preservation of mature and immature non-denuded 
oocytes leads to a low frequency survival and 
signifi cant damage to somatic cells, tha enables them 
to participate in the further maturation of gametes 
[59]. Damage to cumulus cells and their DNA, 
in particular, occurs already at the stage of 
equilibration with cryoprotective solutions, which, 
in turn, negatively aff ects the fertilization rate 
of oocytes and further development of embryos [47, 
67]. Vitrifi cation of immature oocyte-corona-cu-
mulus complexes causes disruption not only of 
gap junctions [14], but also to damage of transzonal 
protrusions of the oocyte membrane [69, 71]. 
Assuming an important role of cumulus cells in 
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метаболітами та сигнальними молекулами [68]. 
Кріоконсервування зрілих та незрілих неде-
нудованих ооцитів призводить до низької частоти  
виживання та значного пошкодження соматичних 
клітин, що унеможливлює їх участь у подальшо-
му дозріванні гамет [59]. Пошкодження клітин 
кумулюсу та їхньої ДНК відбувається, зокрема,  
вже на етапі еквілібрації з кріозахисними роз-
чинами, що, в свою чергу, негативно впливає 
на частоту запліднення ооцитів та подальший 
розвиток ембріонів [47, 67]. Вітрифікація незрі-
лих ооцит-короно-кумулюсних комплексів вик-
ликає порушення не тільки щілинних контак-
тів [14], але й до пошкодження трансзональних 
виступів мембрани ооцита [69, 71]. Враховуючи 
важливу роль клітин кумулюсу у дозріванні та 
заплідненні гамет, їх пошкодження, спричинене 
вітрифікацією, врешті компрометує фізіологічні 
процеси, що впливає на частоту запліднення та 
морфокінез ембріонів [59].

Імовірно, подальший успіх вітрифікації не-
зрілих ооцитів  обумовлений розробкою техно-
логії кріоконсервування клітин кумулюсу та  сис-
теми відновлення контактів між клітинами, 
а також вдосконаленням методів дозрівання 
ооцитів in vitro.

Персоніфікований підхід до кріоконсерву-
вання ооцитів. Сучасний напрям у збереженні 
ооцитів людини пов’язаний з підвищенням ефек-
тивності та безпеки протоколів кріоконсерву-
вання. Наприклад, індивідуальними морфологіч-
ними та функціональними характеристиками 
ооцитів, навіть у межах однієї  когорти, залежить 
від їхньої чутливості до кріоконсервування. Це 
призводить до зниження показників виживання 
ооцитів та змін морфокінетичних характерис-
тик утворених із них ембріонів. На жаль, мето-
дичні підходи оцінки вихідних властивостей 
клітин обмежені, оскільки більшість із методів, 
які застосовуються, є інвазивними. Тому по-
шук альтернативних та інформативних способів 
оцінки ооцитів для визначення порога їх кріо-
чутливості триває. Одним із таких прижиттєвих 
методів є оцінювання тургору оолеми кріо-
консервованих ооцитів під час запліднення 
методом ICSI [63]. Клітини з низьким тургором 
оолеми мають знижені показники життєздатності 
та потребують розробки індивідуальних про-
токолів кріоконсервування, а саме — етапів, на 
яких діють осмотичні фактори.

Використання прижиттєвого барвника діа-
мантового крезилу синього дозволяє виявити 
найбільш компетентні ооцити в умовах дозріван-
ня in vitro [51] та провести селекцію найбільш 
резистентних до факторів кріоконсервування 

gamete maturation and fertilization, the vitri-
fi cation-induced damage to them ultimately 
compromises physiological processes, aff ecting 
fertilization rates and embryo morphokinesis
 [59].

Presumably, the further successful vitri-
fi cation of immature oocytes is stipulated by
the development of the cryopreservation tech-
nique for cumulus cells and the approach of resto-
ration of contacts between cells, as well as the 
improvement of oocyte in vitro maturation 
methods.

Personalized approach to cryopreservation of 
oocytes. The modern direction in the preservation 
of human oocytes is related to increasing the 
effi  ciency and safety of cryopreservation protocols. 
For example, individual morphological and func-
tional characteristics of oocytes, even within one 
cohort, depend on their sensitivity to cryopreser-
vation. This leads to a decrease in oocyte survival 
rates and changes in the morphokinetic characte-
ristics of embryos formed from them. Unfortu-
nately, methodical approaches to the evaluation 
of initial cell properties are limited, since most 
of the methods used are invasive. Therefore, the 
search for alternative and informative methods 
of evaluating oocytes to determine the threshold 
of their cryosensitivity continues. One of these 
supravital methods is the evaluation of the turgor 
of oolemma cryopreserved oocytes during ferti-
lization by the ICSI method [63]. Cells with low 
olemma turgor have reduced viability and require 
the development of individual cryopreservation 
protocols, namely, the stages at which osmotic 
factors act.

The use of the supravital dye diamond cresyl 
blue allows to identify the most competent oocytes 
for in vitro maturation [51] and to select the most 
resistant to oocyte cryopreservation factors [53]. 
The safety of using this dye has been proven 
on cumulus cells, which can be useful for assessing 
the development potential of immature oocyte-
crown-cumulus complexes [1].

Polarization microscopy is a powerful tool for 
determining the state of the chromosomal apparatus 
as a predictor of fertilization effi  ciency and 
development of embryos obtained from cryopre-
served female gametes [9]. Using this method, before 
the start of cryopreservation, it is possible to deter-
mine the phase of meiotic division. It is interesting 
that the morphological features of the spindle and 
its location in relation to the fi rst polar body are 
also related to its cryoresistance. Therefore, the 
criteria for evaluating the meiotic spindle state 
are helpful in the selection of competent oocytes.
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ооцитів [53]. Безпека використання цього барв-
ника доведена на клітинах кумулюсу, що може 
бути корисним для оцінки потенціалу розвитку 
незрілих ооцит-корона-кумулюсних комплексів 
[1].

Поляризаційна мікроскопія є потужним ін-
струментом визначення стану хромосомного 
апарату як предиктора ефективності запліднен-
ня та розвитку ембріонів, отриманих із кріокон-
сервованих жіночих гамет [9]. За допомогою 
цього методу до початку кріоконсервування 
можна визначити фазу мейотичного поділу. 
Цікаво, що морфологічні особливості веретена 
та його розташування за відношенням до пер-
шого полярного тіла також пов’язані з його 
кріостійкістю. Отже, критерії оцінювання ста-
ну мейотичного веретена допомагають у відборі 
компетентних ооцитів.

Автоматизація кріоконсервування ооцитів 
методом вітрифікації. Одним з сучасних на-
прямів покращення ефективності кріотехнологій 
є створення автоматичних пристроїв. За 25-річ-
ну історію існування вітрифікації було не дуже 
багато спроб її автоматизувати. Так, розробники 
пристрою «Gavi», взявши за основу метод «Кріо-
топ», дійшли висновку, що частота настання 
вагітності не залежить від застосування авто-
матичного чи ручного способу вітрифікації [23]. 
Інший пристрій з мікропотоками, які пере-
міщують ооцити у різних вітрифікаційних
розчинах, також показав свою ефективність [54]. 
Спільними зусиллями вчених Ізраїлю, Італії, 
Китаю та Америки було розроблено пристрій 
«Sarah»,  принцип роботи якого полягає у тому, 
що ооцит, розміщений у пластиковій соломин-
ці, через певний проміжок часу переноситься у 
вітрифікаційні середовища зі зростаючою кон-
центрацію КП та занурюється в рідкий азот [3]. 
При цьому відігрів відбувається також автомати-
зовано. Автори винаходу заявляють про високу 
ефективність даного пристрою. Слід зазначити, 
що ембріон у соломинці розміщує ембріолог. 
Ймовірно, що автоматизація вітрифікації може 
мати більш інтенсивний та масштабний розви-
ток тільки за впровадження штучного інтелек-
ту та роботизації ембріологічних процедур. При 
цьому для досягнення високоефективної робо-
ти автоматичних методів необхідно створювати 
індивідуальні протоколи кріоконсервування га-
мет та ембріонів із урахуванням їх вихідного стану. 

Поглиблені фундаментальні дослідження 
сприяють підвищенню результатів вітрифіка-
ції ооцитів, що є основною умовою збільшення 
кумулятивної частоти настання вагітності, особ-
ливо у пацієнток з мінімальними шансами. 

Automated cryopreservation of oocytes by 
vitrifi cation. One of the modern ways of improving 
the effi  ciency of cryotechniques is the creation 
of automated devices. During the 25-year history 
of vitrifi cation, there have not been many attempts 
to automate it. Thus, the developers of the ‘Gavi’ 
device, based on the ‘Cryotop’, came to the conclu-
sion that the frequency of pregnancy did not 
depend on the use of an automated or manual 
vitrifi cation [23]. Another device with microfl ows, 
which move oocytes in diff erent vitrifi cation 
solutions, also showed its eff ectiveness [54]. 
With the mutual eff orts of scientists from Israel, 
Italy, China and USA, the device ‘Sarah’ was 
developed, the operating principle of which con-
sists in placing the oocyte into a plastic straw, 
after a certain period of time, is transferred to 
vitrifi cation media with an increasing concentra-
tion of CPA and immersed in liquid nitrogen [3]. 
At the same time, heating is also automated. The 
authors of the invention claim this device high 
effi  ciency. It should be noted that an embryologist 
places an embryo in a straw. The automated 
vitrifi cation can likely have a more intensive and 
large-scale development only with the involvement 
of artifi cial intelligence and robotics into embryo-
logical procedures. At the same time, for achieving 
the highly effi  cient automation, it is necessary 
to create the individual protocols for cryopreser-
vation of gametes and embryos, taking into account 
their initial state.

In-depth basic research contributes to improving 
the results of vitrifi cation of oocytes, that is the main 
condition to enhance the cumulative frequency of 
pregnancy, especially in the patients with minimal 
chances.

Conclusions
1. Cryopreservation of oocytes by vitrifi cation 

has become a routine practice in ART. Before it 
becomes a standardized procedure, it is necessary 
to solve the problems associated with the occur-
rence of structural changes of hardening membranes, 
cytoskeleton and meiotic spindle, ZP solidifi cation, 
parthenogenetic activation, genetic and epigenetic 
changes.

2. Cryopreservation of oocytes of those stages of 
development that precede MII requires convincing 
data on the possibility and conditions of maturation 
of oocytes in vitro, as well as determination of the 
optimal stage of maturity of oocytes for their low-
temperature banking.

3. In future, for the wide implementation of 
the oocyte vitrifi cation, its automation with the 
involvement of artifi cial intelligence is needed. 
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Висновки
1. Кріоконсервування ооцитів методом вітри-

фікації стало рутинною практикою у ДРТ. Перш 
ніж вона стане стандартизованою процедурою, 
необхідно розв’язати проблеми, пов’язані з ви-
никненням структурних змін мембран, цитоске-
лета та мейотичного веретена, затвердінням ZP, 
партеногенетичною активацію, генетичними та 
епігенетичними змінами.

2. Кріоконсервування ооцитів тих стадій ро-
звитку, які передують МІІ, потребує переконли-
вих даних щодо можливості та умов дозрівання 
ооцитів in vitro, а також визначення оптимальної 
стадії зрілості ооцитів для їхнього низькотемпе-
ратурного банкування.

3. У майбутньому для широкого впровад-
ження методу вітрифікації ооцитів у практику 
необхідна його автоматизація із залученням 
штучного інтелекту.
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