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Експериментально дослідили вплив імплантації кріоконсервованих фрагментів плаценти людини 
(КФП) на статеву систему і репродуктивну функцію самиць щурів, що старіють. Виявлено збіль-
шення числа зростаючих і зрілих фолікулів удвічі, жовтих тіл – в 1,8 раза порівняно зі старими 
хибнооперованими самицями. Спостерігалося зниження апоптотичного індексу клітинних елемен-
тів яєчників, оптичної щільності світіння колагену IV типу та збільшення інтенсивності світіння 
ендотеліоцитів, що експресують рецептори до ендотеліну-1. Після імплантації КФП матки за 
ваговими коефіцієнтами були подібні до таких у молодих самиць. У самиць основної дослідної групи 
знижувалася оптична щільність флуоресценції дезоксирибонуклеотидів в ядрах епітеліоцитів та 
підвищувалася оптична щільність флуоресценції рибонуклеопротеїдів у цитоплазмі клітин маток, 
що є ознакою підвищення їх функціональної активності, порівняно зі старими хибнооперованими 
самицями. Таким чином, імплантація КФП відновлює тканини репродуктивної системи самиць 
щурів, що старіють, але без відновлення репродуктивної функції.
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ВСТУП

Сучасна демографічна ситуація в розвинених 
країнах світу характеризується суттєвим 
збільшенням населення старшого віку [1]. У 
віковій структурі населення України частка 
осіб передстарого працездатного віку (50-64 
років) і старшого працездатного віку (понад 
65 років) перевищує 35 %, а у гендерній – пе-
реважають жінки, особливо в старшій віковій 
групі (до 70%). Хоча тривалість їх життя 
по рівняно з чоловіками є більшою, проте 
зах ворюваність серед жіночого населення 
стар шого віку різко зростає, а якість життя 
і со ціа лізіція погіршується [2-4]. Природне 
бажан ня людей похилого віку подовжити 
жит тя, зберегти працездатність, фізичну, 
творчу і сексуальну активність, репродук-

тивну функцію та зменшити захворюваність 
і важкість перебігу хвороб, пов’язаних зі 
старінням, зумовлює розвиток нових медич-
них технологій у геріатрії. Тому проблема 
створення геропротекторів – лікувально-про-
філактичних засобів, здатних підвищувати 
можливості організму запобігати патологіч-
ному та прискореному старінню, не втрачає 
актуальності і потребує нових підходів до 
вирішення.

Старіння – це складний процес перебу-
дови та адаптації організму до обмежених 
функціональних можливостей, а також про-
гресуючого в зв’язку з цим зниження якості 
життя. Особливістю функціонування жіночо-
го організму в період пізнього онтогенезу є 
критичне зниження вмісту жіночих статевих 
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гормонів, які в репродуктивному віці забе-
зпечують протекторну дію на серцево-су-
динну систему, обмін речовин, гомеостаз у 
цілому, що призводить до швидкого розвитку 
сенильно-інволютивних змін. Існуючі про-
філактично-терапевтичні програми корекції 
геріатричної патології є мультикомпонентни-
ми, їх фармакологічна складова представлена 
багатьма класами лікарських препаратів, 
застосування яких часто призводить до 
ускладнень від фармакологічної агресії [5-7]. 
Водночас недостатня ефективність існуючих 
геропротекторів зумовлює активний пошук 
природних комплексних біорегуляторів, 
спрямованих на відновлення порушених з 
віком функцій організму [8-10]. 

У сучасній регенеративній медицині біо-
препратами, які мають максимально полімо-
дальну і ефективну біологічну дію, визначено 
біооб’єкти плацентарного походження [11-
13]. Їх дія зумовлена генетичною програмою 
і властивостями плаценти як структури, що 
забезпечує розвиток організму, біозахист від 
ушкоджуючих факторів, а також відновлення 
і функціонування організму у цілому. Терапія 
з використанням клітин, тканин чи есенціаль-
них сполук плаценти в геріатричній практиці 
є доцільною з патогенетичної точки зору, але 
потребує збереження їх природного складу 
і активності, що наразі можуть забезпечи-
ти кріобіотехнології [14-16]. Застосування 
плацентарних біопрепаратів з потужною 
біологічною дією, котра онтогенетично 
відповідає моменту народження, пацієнтам 
похилого віку, у яких діапазон функціональ-
них можливостей обмежений, а чутливість 
до біологічних агентів змінена, потребує 
ретельного наукового обгрунтування, визна-
чення механізмів дії та принципів безпечного 
використання.

Метою нашого дослідження було встанов-
лен ня впливу імплантації кріоконсервованих 
фрагментів плаценти людини (КФП) на стате-
ву систему і репродуктивну функцію самиць 
щурів у період пізнього онтогенезу.

МЕТОДИКА

Плаценту отримували з інформованої зго-
ди жінки після операції кесарів розтин. 
Фрагменти розміром 1,0×0,5×0,5 см відо-
кремлювали від плаценти з наступним їх 
низькотемпературним консервуванням за 
раніше описаним методом [17] та зберігали за 
–196°С. Безпосередньо перед імплантацією 
КФП розморожували на водяній бані при 
+40°С до появи рідкої фази.

Старим (18 міс) самицям щурів лінії WAG 
проводили імплантацію КФП (розріз до 1,0 см) 
під шкіру в паравертебральну ділянку над стег-
ном під місцевою анестезією з викорис таням 
1,0 мл 0,25%-го розчину новокаїну, після чого 
розріз зашивали. Дозу імплантованих КФП (70 
мг) розраховували з урахуванням активності 
метаболізму дослідних тварин [18]. Основну 
дослідну групу (3-тя група) склали самиці з 
імплантованими КФП. Групами порівняння 
були хибнооперовані старі (18-місячні) сами-
ці щурів (2-га група негативного контролю), 
котрим проводили аналогічний розріз шкіри з 
наступним його зашиванням, але без імпланта-
ції КФП, та інтактні молоді (5-місячні) самиці 
щурів (1-ша група позитивного контролю). 
До кожної групи входило по 20 тварин. Всі 
роботи виконували з дотриманням правил 
асептики і антисептики. Досліди проведено 
на самицях щурів, яких утримували на стан-
дартному раціоні віварію Інституту проблем 
кріобіології і кріомедицини НАН України з 
дотриманням „Загальних етичних принципів 
експериментів на тваринах”, схвалених I На-
ціональним конгресом з біоетики (Київ, 2001), 
положень «Європейської Конвенції про захист 
хребетних тварин, що використовуються для 
експериментальних та інших наукових цілей» 
(Страсбург, 1986).

Протягом 2 міс спостерігали за поведін-
кою (активність, рухливість, спарювання) 
і зовнішним виглядом тварин, наявністю 
екстрального циклу, після чого виводили 
їх із експерименту. Проводили макроско-
пічну оцінку яєчників і маток, визначали 
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їх масові коефіцієнти (відносно маси тіла), 
морфологічну будову з підрахунком кількості 
генеративних елементів у яєчниках та визна-
ченням морфометричних показників маток. 
Гістологічні дослідження виконували за 
стандартними протоколами [19], використо-
вуючи для забарвлення препаратів яєчників 
і маток гематоксилін, еозин та пікрофуксин 
за ван Гізоном. Зображення отримували, 
використовуючи тринокулярний мікроскоп 
з фото/відео виходом XSP-139TP („JNOEC”, 
Японія-Китай), цифрову камеру („Sigeta 
UCMOS 3100”, Китай) та програмне забез-
печення ToupView 3.7. 

Гістохімічними методами в органах ре-
продуктивної системи досліджували потеціал 
генетичної детермінації реакцією Фельге-
на-Россенбека на дезоксирибонуклеотиди, 
білоксинтетичної функції – реакцією Браше 
на рибонуклеопротеїди [20]. Імуногістохіміч-
не дослідження проводили на парафінових 
зрізах товщиною 5–6 мкм методами Кунса-
Бросмана з використанням моноклональних 
антитіл (МКА) до ендотеліну-1, колагену IV 
типу та CD 95 (для визначення апоптотично 
змінених клітин; Novocastra Laboratories Ltd.) 
[21]. Оптичну щільність флуоресценції ен-
дотеліну-1 і колагену IV типу в судинах яєч-
ників самиць щурів визначали за методикою 
Губіної-Вакулик зі співавт. [22]. Морфоме-
тричні дослідження проводили за допомогою 

люмінесцентного мікроскопа «Axioskor 40» 
(«Carl Zeiss», Німеччина). 

Статистичну обробку результатів здійс-
нювали методом парних порівнянь з викори-
станням критерію t Стьюдента та програмно-
го забезпечення Past V. 3.15.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

При візуальному огляді молоді самиці щурів 
мали щільний хутряний покрив, не мали ви-
димих ознак хвороб та відзначалися актив-
ною поведінкою. За результатами вагіналь них 
мазків в усіх самиць спостерігався 4–5-до-
бовий регулярний естральний цикл. Після 
спарювання з самцями вони завагітніли та 
народили здоровий приплід. Макроскопічне 
дослідження яєчників молодих самиць по-
казало, що їх форма була округлою, білочна 
оболонка – тонкою або трохи потовщеною, 
іноді виявлялося більш значне потовщення. 
Поверхня яєчників була дрібнозернистою, 
на розрізі тканина яєчників мала сірувато-
рожевий колір, нерідко спостерігалися дрібні 
або середніх розмірів порожнини округлої 
форми, наповнені прозорою або бурою 
рідиною. Вагові коефіцієнти яєчників у се-
редньому становили 0,043±0,0041 (табл. 1). 
При мікроскопічному дослідженні в яєчни ках 
виявлялися усі типові генеративні елементи 
на різних стадіях розвитку (рисунок I, а), 
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Таблиця 1. Кількість генеративних елементів та вагові коефіцієнти яєчників (M±m)

Показники
Молоді самиці  

(група 1)

Старі хибноопе-
ровані самиці  

(група 2)

Старі самиці з імплантованими 
кріоконсервованими фрагмента-
ми плаценти людини (група 3)

Примордіальні фолікули 851,5±56,8 212,4±28,3* 223,1±32,1*
Фолікули, які ростуть 52,3±1,3 21,2±2,1* 42,2±3,5*,**
Зрілі фолікули 6,1±1,2 2,3±0,3* 5,1±0,5*,**
Атретичні фолікули 853,5±61,1 1383±125,2* 1311,5±98,4*
Жовті тіла 8,7±0,6 4,2±1,5* 7,5±0,8**
Загальна кількість  
генеративних елементів 1777,2±123,1 1621,2±145,3 1589,2±176,8
Вагові коефіцієнти яєчників 
(г/100 г маси тварини) 0,043±0,0041 0,035±0,0032 0,040±0,002**

Примітки: тут і в табл. 1-4:* P<0,05 порівняно з 1-ю групою, ** P<0,05 порівняно з 2-ю групою



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2018, Т. 64, № 4 77

співвідношення генеративних елементів від-
повідало їх фізіологічний нормі (див. табл. 
1). У яєчниках зустрічалися ніжні колагенові 
волокна, які забарвлювалися пікрофуксином. 
Ріст і дозрівання фолікулів у цій групі відпо-
відали нормі. Імуногістохімічно в яєчниках 
виявлено специфічне світіння окремих клітин 
(див. рисунок III, а), значення апоптотичого 
індексу віддзеркалювало органоспецифічні 

циклічні процеси. Виявлялося слабке осе-
редкове світіння базальних мембран судин 
і ендотелію (табл. 2). У деяких полях зору 
в просвіті судин яєчників спостерігалося 
світіння помірної інтенсивності ендотеліо-
цитів, які експресують рецептори до ендо-
теліну-1 (див. табл. 2).

Стан маток у дослідних тварин є біологіч-
ним тестом для визначення функціональної 
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Дослідження репродуктивних органів самиць щурів гістологічне (I – яєчників, II – маток), забарвлення гематоксиліном 
і еозином, збільшення у 40 разів та гістохімічне (III – яєчників), прямий метод Кунса з моноклональними антитілами 
до CD 95, збільшення у 100 разів:
а – молоді самиці;
б – старі хибнооперовані самиці;
в – старі самиці після імплантації кріоконсервованого фрагменту плаценти

а б в

а б в
III

II
а б в

I
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активності яєчників, оскільки гормони яєч-
ників впливають на ступінь проліферативних 
процесів у матці. Морфологічна структура 
маток молодих самиць відповідала фазам 
проеструсу і еструсу. Макроскопічно роги 
матки були помірно потовщені, повнокровні. 
На розрізі виявлялася виражена складчастість 
слизової оболонки. Вагові коефіцієнти маток 
наведені в табл. 3.

При мікроскопічному дослідженні маток 
молодих самиць спостерігали значно потов-
щений ендометрій, в стромі якого виявлено як 

поодинокі, так і групи залоз, характерні для 
репродуктивного віку (див. табл. 3). Отримані 
значення оптичної щільності флуоресценції 
дезоксирибонуклеотидів та рибонуклео-
протеїдів (табл. 4) свідчать про достатньо 
високий рівень активності нуклеопротеїдів, 
детермінований специфічним циклічним 
відновленням структури в процесі функціо-
нування органу репродукції.

Хибнооперовані старі самиці були менш 
активними, з дефектами хутряного покриву, 
без ознак хвороб. При дослідженні стате-

Таблиця 2. Індекс апоптозу клітин яєчників і оптична щільність флуоресценції ендотеліну‑1 і колагену IV типу 
в судинах яєчників (M±m)

Показники
Молоді самиці 

(група 1)

Старі хибно-
оперовані самиці 

(група 2)

Старі самиці з імплантованими 
кріоконсервованими фрагмента-
ми плаценти людини (група 3)

Індекс апоптозу 4,0±0,1 6,9±0,3* 4,7±0,6**
Оптична щільність флуоресценції 
ендотеліну-1, ум.од. 0,23±0,08 0,21±0,04* 0,22 ±0,05
Оптична щільність флуоресценції 
колагену IV типу, ум.од. 0,16±0,07 0,20±0,03 0,17±0,02**

Таблиця 3. Морфометричні та вагові показники маток (M±m)

Показники
Молоді  
самиці 

(група 1)

Старі 
хибно оперовані 

самиці  
(група 2)

Старі самиці з імплантова-
ними кріоконсервованими 

фрагментами плаценти 
людини (група 3)

Кількість поодиноких залоз 
ендометрія на зрізі 5,2±0,45 4,0±0,3* 5,0±0,35**
Кількість груп залоз на зрізі 6,3±0,4 1,2±0,1* 4,2±0,34*,**
Діаметр залози, мкм 32,1±2,4 12,3±1,2* 28,3±2,5**
Товщина строми ендометрія, 
мкм 55,5±4,3 10,3±1,2* 48,5±4,6**
Товщина ендометрія, мкм 253,3±20,5 149,2±12,2* 230,5±23,4**
Товщина міометрія, мкм 72,2±7,2 40,5±5,7* 52,5±5,4**
Вагові коефіцієнти маток
(г/100 г маси тварини) 0,234±0,032 0,150±0,018* 0,220±0,019**

Таблиця 4. Оптична щільність флуоресценції рибонуклеопротеїдів та дезоксирибонуклеотидів  
в клітинах маток (M±m)

Оптична щільність 
флуоресценції , ум.од. 

Молоді самиці 
 (група 1)

Старі хибнооперовані 
самиці (група 2)

Старі самиці з імплантованими 
кріоконсервованими фрагмента-
ми плаценти людини (група 3)

Дезоксирибонуклеотиди 0,131 ± 0,010 0,172 ± 0,010* 0,152 ± 0,005*,**
Рибонуклеопротеїди 0,161 ± 0,023 0,139 ± 0,002* 0,151 ± 0,010**
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вого циклу у них спостерігали подовження 
циклу до 6 – 7 діб, дві самиці знаходилися 
у фазі дееструсу протягом усього періоду 
спостереження. При розміщенні з самцями 
репродуктивного віку самиці не допускали 
спарювання, проявляючи агресію. Макро-
скопічно яєчники відрізнялися від таких 
молодих самиць наявністю зон склеротич-
них деформацій. Вагові коефіцієнти гонад 
були нижчими, що пов’язано з інволюцією 
яєчників і збільшенням маси самиць з віком 
(див. табл. 1). Мікроскопічно спостерігали 
зменшення кількості фолікулів на всіх стадіях 
їх розвитку (див. рисунок I, б). Спостеріга-
лися поодинокі зрілі фолікули, збільшення 
кількості жовтих тіл та атретичних фолікулів 
(див. табл. 1). У клітинах яєчників виявляли 
підвищення значення оптичної щільності 
флуоресценції дезоксирибонуклеотидів та 
зниження такого – рибонуклеопротеїдів. 
Відзначено вірогідне збільшення апоптотич-
ного індексу клітинних елементів яєчників 
(див. табл. 2). У базальних мембранах судин 
і епітелію порівняно з молодими тваринами 
виявлено більш яскраве світіння колагену IV 
типу, що свідчить про наявність склеротичних 
змін [23]. Макроскопічно роги матки були 
атрофічними, зтоншеними, вагові коефіцієнти 
маток – достовірно зниженими (див. табл. 3), 
на розрізі складчастість слизової оболонки – 
згладжена. При мікроскопічному дослідженні 
ендометрія спостерігалася помірна гіпоплазія, 
сплощення і дифузний розвиток сполучної 
тканини, групи залоз практично не виявля-
лися, а поодинокі мали менший діаметр, ніж 
у молодих самиць. Строма ендометрія та міо-
метрій також були достовірно тоншими (див. 
табл. 3). Оптична щільність флуоресценції 
дезоксирибонуклеотидів було підвищеною, 
що свідчило про збільшення кількості гете-
рохроматину. Оптична щільність світіння 
рибонуклеопротеїдів як показника потенціалу 
анаболічних процесів знижена порівняно з 
молодими самицями (див. табл. 4).

Самиці з імплантованими кріоконсерво-
ваними фрагментами плаценти на початок 

експерименту були малорухливі, видимих 
ознак хвороб не мали, їх хутряний покрив був 
середньої щільності. Після імплантації КФП, 
починаючи з 10-ї доби, підвищився апетит, 
відновилася рухливість і статева активність 
тварин, значно покращився зовнішній вигляд 
хутряного покриву, відновився естральний 
цикл до 4 – 5 діб. Спарювання з молодими 
самцями відбувалося, проте жодна з самиць 
не завагітніла. Макроскопічне дослідження 
яєчників показало наявність ознак помірної 
фіброзної деформації (див. рисунок I, в). За 
ваговим коефіцієнтом достовірної відмін-
ності від яєчників молодих самиць не було. 
Незважаючи на невелику кількість примор-
діальних та збільшену кількість атретичних 
фолікулів порівняно з молодими самицями, 
число зростаючих і зрілих фолікулів та жов-
тих тіл значно перевищувало цей показник у 
старих хибнооперованих самиць (див. табл. 
1). Імуногістохімічне дослідження виявило 
специфічне світіння клітин яєчників (див. ри-
сунок III, в). Спостерігалося також зниження 
апоптотичного індексу клітинних елементів 
яєчників порівняно з групою хибнооперова-
них самиць. При цьому оптична щільність 
світіння колагену IV типу була нижчою, а 
інтенсивність світіння ендотеліоцитів, що 
експресують рецептори до ендотеліну-1, 
вищою порівняно з групою старих хибноопе-
рованих самиць (див. табл. 2). Вищевказане 
свідчить, що відбулася стабілізація базальних 
мембран судин, що призвело до підвищення 
функціональної активності ендотеліоцитів 
та експресії рецепторів до ендотеліну-1. Ма-
кроскопічне дослідження виявило, що після 
імплантації КФП матки були гіпертрофовані, 
повнокровні та за ваговими коефіцієнтами 
подібні до таких у молодих самиць. Спостері-
галося потовщення маток за рахунок фізіо-
логічної проліферації ендометрія та строми, 
збільшення розмірів поодиноких залоз (див. 
табл.3). Подекуди зустрічалися групові зало-
зи. Міометрій також мав потовщений вигляд. 
Гістохімічно виявлено зниження оптичної 
щільності флуоресценції дезоксирибонуклео-
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тидів в ядрах епітеліоцитів та підвищення 
оптичної щільності флуоресценції рибо-
нуклеопротеїдів у цитоплазмі клітин маток 
порівняно зі старими хибнооперованими са-
мицями, що є ознакою підвищення функціо-
нальної активності цих клітин (див. табл. 4).

Отримані результати інтерпретуються як 
процес корекції інволютивних змін, віднов-
лення тканин репродуктивної системи за до-
помогою активізації обміну нуклеопротеїдів, 
мікрогемодинаміки, зниження апоптотичних 
процесів, зменшення фіброзу, гіперплазії залоз, 
проліферації раніш атрофованого ендометрія, 
але без відновлення репродуктивної функції.

Проведені дослідження демонструють, 
що імплантація кріоконсервованих фрагмен-
тів плаценти самицям пізнього онтогенезу з 
інволютивними проявами в органах репро-
дукції викликає їх зворотний позитивний 
розвиток. Відновлювалася структура та 
функціональний стан яєчників і матки, але 
до такого ступеня, що виявився недостатнім 
для відновлення репродуктивної функції та 
настання вагітності. Таким чином, проблема 
застосування кріоконсервованих фрагмен-
тів плаценти в регенеративній медицині та 
геріатрії залишається актуальною і потребує 
подальшого вивчення.
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КОРРЕКЦИЯ ИНВОЛЮТИВНЫХ ИЗМЕ‑
НЕНИЙ РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ 
САМОК СТАРЫХ КРЫС ПРИ ПОМОЩИ 
ИМПЛАНТАЦИИ КРИОКОНСЕРВИРОВАН‑
НЫХ ФРАГМЕНТОВ ПЛАЦЕНТЫ

Экспериментально исследовано влияние имплантации 
криоконсервированных фрагментов плаценты человека 
(КФП) на половую систему и репродуктивную функцию 

самок крыс в период позднего онтогенеза. Выявлено 
увеличение числа растущих и зрелых фолликулов вдвое, 
желтых тел – в 1,8 раза по сравнению со старыми ложноо-
перированными самками. Наблюдалось снижение индекса 
апоптоза клеточных элементов яичников, оптической 
плотности свечения коллагена IV типа и увеличение ин-
тенсивности свечения эндотелиоцитов, которые экспрес-
сируют рецепторы к эндотелину- 1. После имплантации 
КФП матки по весовым коэффициентам были подобны 
таковым у молодых самок. У самок основной подопытной 
группы снижалась оптическая плотность флуоресценции 
дезоксирибонуклеотидов в ядрах эпителиоцитов и повы-
шалась оптическая плотность флуоресценции рибонукле-
опротеидов в цитоплазме клеток маток, которая является 
признаком увеличения их функциональной активности, по 
сравнению со старыми ложнооперированными самками. 
Таким образом, имплантация КФП восстанавливает ткани 
репродуктивной системы самок стареющих крыс, но без 
возобновления репродуктивной функции.
Ключевые слова: поздний онтогенез; инволютивные из-
менения; криоконсервированные фрагменты плаценты; 
крысы; репродуктивная система.
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CORRECTION OF INVOLUTIVE CHANGES 
IN THE REPRODUCTIVE SYSTEM OF 
LATE ONTOGENESIS FEMALE RAT BY 
IMPLANTATION OF CRYOPRESERVED 
FRAGMENTS OF THE PLACENTA

The effect of cryopreserved human placenta fragments 
(CPF) implantation on female rats’ reproductive system and 
its function in the period of late ontogenesis was experi-
mentally investigated. The increase of number of growing 
and mature follicles is educed twice, yellow bodies - in 1,8 
time as compared to old falsely-operated females. There 
was a decline of index of apoptosis of cellular elements 
of ovaries, to the absorbancy of luminescence of collagen 
type IV and increase of intensity of luminescence of endo-
theliocytes that expressed receptors to endothelin- 1. After 
implantation of CPF of uterus on gravimetric coefficients 
were similar to such for young females. For the females 
of basic experimental group the decline of absorbancy of 
fluorescence of deoxyribonucleotides was observed in the 
nucleus of epitheliocytes and increase of absorbancy of 
fluorescence of ribonucleoproteins in the cytoplasm of cells 
of uteruses, that is the sign of increase of their functional 
activity, as compared to old falsely-operated females. Thus, 
implantation of CPF restores tissue of the reproductive 
system of females of senescent rats, but without proceeding 
in a reproductive function.
Key words: late ontogenesis; involutive changes; cryopre-
served fragments of placenta; rats; reproductive system.
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