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АНОТАЦІЯ

Скибіна К.П. Порівняльна оцінка ефективності тканинної та клітинної 

терапії у лікуванні синдрома передчасної недостатності яєчників в 

експерименті. -  Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація на здобуття ступеня доктора філософії в галузі знань 22 

«Охорона здоров’я», за спеціальністю 222 «Медицина», спеціалізація 

«Акушерство та гінекологія». -  Харківський національний медичний 

університет МОЗ України, Харків, 2023. Захист відбудеться в Харківському 

національному медичному університеті.

Частота передчасної недостатності яєчників (ПНЯ) у популяції 

становить 1%. Однак у віковому аспекті поширеність цього захворювання 

прогресивно збільшується. Ураховуючи тенденцію до пізньої реалізації 

репродуктивної функції, характерну для розвинених країн, висока частота 

ПНЯ в групі жінок пізнього репродуктивного віку стає все більш актуальною 

проблемою для сучасної репродуктології.

Метою дисертаційної роботи було розв’язання актуального питання 

лікування передчасної недостатності яєчників з використанням клітинної та 

плацентарної терапії, а саме: відновлення функції репродуктивних органів та 

органів детоксикації самиць мишей і покращення їх поведінкових реакцій в 

експерименті.

Ураховуючи особливості перебігу синдрому ПНЯ та перспективи 

застосування клітинної та тканинної терапії при його лікуванні, дослідження 

складалося з трьох етапів.

На першому етапі проводили вибір моделі та моделювання ПНЯ на 

самицях мишей. На другому проводили лікування тварин з ПНЯ із 

застосуванням клітинної та плацентарної терапії. На третьому етапі 

оцінювали ефективність використаних терапевтичних методів введення 

кріоекстракту плаценти та мезенхімальних стовбурових клітин за
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показниками ревіталізації функціонування репродуктивних органів, органів 

детоксикації та оцінкою поведінкових реакцій.

Експериментальний розділ роботи проведено на 50 самицях мишей 

лінії ВАЬВ/с. Тварини були розподілені на 5 груп по 10 мишей:

1 група (контрольна) -  інтактні;

2 група -  з моделлю ПНЯ без лікування;

3 група -  з моделлю ПНЯ та парентеральним введенням КП;

4 група -  з моделлю ПНЯ та інтраперитонеальним введенням МСК ЖТ;

5 група -  з моделлю ПНЯ та інтраоваріальним введенням МСК ЖТ.

Для відтворення моделі ПНЯ тваринам одноразово вводили

циклофосфамід у дозі 200 мг/кг і бусульфан у дозі 20 мг/кг.

Оцінювали динаміку маси тіла тварин методом зважування та функцію 

яєчників методом вагінальної цитології. Для визначення статевої активності 

самиць мишей спарювали із самцями лінії ВАЬВ/с віком 6-8 місяців, які мали 

раніше нащадків, тобто були фертильними, у співвідношенні 3:1.

Оцінку поведінкових реакцій проводили, використовуючи тести 

“відкритого поля”, анксіолітичний і зоосоціальний, що відображають 

орієнтаційно-пошукову поведінку, ступінь тривожності та здатність тварин 

до зоосоціальної взаємодії, відповідно.

Через 4 тижні після моделювання ПНЯ по 5 тварин з кожної групи 

виводили з експерименту, проводячи гістологічне дослідження препаратів 

органів репродукції -  яєчників і маток та органів детоксикації -  печінки і 

нирок. Через 8 тижнів усіх тварин піддослідних груп виводили з 

експерименту.

За підсумками роботи було визначено, що експериментальна модель 

супроводжується загальним токсичним впливом та навантаженням на органи 

детоксикації -  печінку та нирки. Моделювання ПНЯ підтверджували за 

втратою ваги мишей та результатами кольпоцитологічного дослідження 

(еструс/анеструс). Моделювання ПНЯ застосуванням ХТП вірогідно 

погіршувало загальний стан тварин, знижувало вагу (на 15,0%), пригнічувало
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поведінкові реакції, призводило до посилення тривоги (на 41,4%), 

погіршувало зоосоціальну поведінку (на 60,8%). У мазках мишей після 

відтворення моделі ПНЯ був відсутній поверхневий епітелій (анеструс).

Застосування КП, що вводився парентерально для лікування ПНЯ, 

приводило до появи естрального циклу у 20% мишей на 3-й тиждень, у 80% 

-  на 8-й тиждень. Статева активність з’являлася у 20% мишей на 5-й 

тиждень, у 60% -  на 8-й тиждень. Гістологічне дослідження маток тварин 

виявило незначну атрофію ендометрію та потовщення міометрію. 

Використання КП парентерально не призвело до появи типових структурних 

елементів в яєчниках, проте спостерігались утворення, схожі на фолікули, -  

округлі ділянки, що містили великі клітини зі світлою цитоплазмою. У 

мишей, які отримували лікування КП, введеним парентерально, у печінці 

відзначався клітинний поліморфізм, розширення протоків, ознаки набряку 

при збереженій балковій структурі. Тоді як у нирках відзначалося помірне 

зморщування клубочків, помірний набряк, зі збереженою архітектонікою 

канальців.

Лікування ПНЯ за допомогою МСК ЖТ, які вводилися 

інтраперитонеально, приводило до появи естрального циклу на 3-й тиждень у 

більшої на 10% кількості мишей, ніж при парентеральному введенні КП. 

Статева активність з’являлася також у значно більшої кількості мишей: на 5­

му тижні у 40% , а на 8-му тижні -  у 80 % мишей. Гістологічне дослідження 

маток тварин показало, що у мишей з використанням МСК ЖТ 

інтраперитонеально матка була морфологічно збереженою, місцями 

спостерігалися стоншення шарів, незначна атрофія ендометрію, а в яєчниках 

відзначалися поява структурних елементів: жовтих тіл, примордіальних і 

первинних фолікулів, гіперплазія окремих клітин або груп клітин. У мишей, 

які отримували лікування МСК ЖТ інтраперитонеально, у печінці також 

відзначалося збереження балкової структури, спостерігалися клітинний 

поліморфізм, спостерігалася велика кількість гіперхромних ядер, підвищена 

неоднорідність, набряк. У нирках відзначався набряк, розширення
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дистальних і проксимальних канальців, нерівність стінок кровоносних судин 

за рахунок здавлення їх розширеними оточуючими канальцями, ознаки 

холестеринової мікроемболії. Ниркові тільця мали клубочки з характерними 

щільними плямами в місці прилягання дистального канальця, але подекуди 

клубочки були деформовані.

Терапія модельованої ПНЯ інтраоваріальним введенням МСК ЖТ 

призводила до найбільш швидкого відновлення естрального циклу та 

статевої активності: уже на 7-му тижні естральний цикл спостерігався у 80% 

тварин, а статева активність на 6-му тижні у -  60% мишей. Слід відзначити, 

що на 8-му тижні у 80% тварин, яких лікували різними методами, відновився 

естральний цикл, але швидкість відновлення була найшвидшою при 

застосуванні клітинної терапії. При цьому статева активність відновлювалася 

до 80% також при застосуванні МСК ЖТ, на відміну від терапії введенням 

КП, при якій цей показник сягав лише 60%.

Гістологічне дослідження маток тварин виявило, що в мишей, яких 

лікували введенням МСК ЖТ інтраоваріально, матка морфологічно була 

близькою до інтактної, з місцями незначною гіпоплазєю ендометрію. У 

яєчниках відзначалося відновлення структурних елементів: жовтих тіл, 

примордіальних, первинних та поодиноких вторинних фолікулів, причому 

кількість первинних фолікулів була вищою, ніж після інтраперитонеального 

введення МСК ЖТ. У печінці добре візуалізувалися окремі місця скупчення 

дрібних ядер, що може свідчити про інтенсивне ділення клітин; зберігалася 

балкова структура та спостерігався поліморфізм ядер, без ознак набряку. 

Відзначалася морфологічна збереженість протоків та гістологічна картина, 

близька до фізіологічної. У нирках -  судини з недеформованими стінками. 

Візуалізувалися неоднорідно розширені канальці, клубочки характерної 

форми зі збереженими пластинками щільної плями та клітинами 

юкстагломерулярного комплексу. Паренхіматозний та мозковий шари нирки 

-  зі збереженою архітектонікою.
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Лікування тварин за допомогою КП та МСК дозволяє вірогідно 

покращити поведінкові реакції та нормалізувати вагу. Досліджено, що на 8­

му тижні спостереження лікування КП прискорює нормалізацію ваги (на 

4,3%), веде до зменшення тривоги (на 69,5%), покращує зоосоціальну 

поведінку (на 42,0%). Було виявлено, що лікування тварин МСК ЖТ шляхом 

перитонеального введення прискорює нормалізацію ваги (на 4,8%), покращує 

зоосоціальну поведінку (на 10,0%), але не призводить до покращення 

показників анксіолітичної поведінки (не зменшує тривожність). Було 

виявлено, що лікування тварин МСК ЖТ шляхом інтраоваріального введення 

прискорює нормалізацію ваги (на 7,5%), покращує зоосоціальну поведінку 

(на 40%), веде до зменшення тривоги (на 60,9%).

Таким чином, наукова новизна дослідження полягає в тому, що вперше 

в порівняльному аспекті досліджено терапевтичні ефекти лікування 

експериментальної хіміоіндукованої ПНЯ за допомогою парентерального 

введення кріоконсервованого екстракту плаценти й перитонеального та 

інтраоваріального способів введення мезенхімальних стовбурових клітин 

жирової тканини.

Уперше при лікуванні хіміоіндукованої ПНЯ за допомогою МСК ЖТ 

були виявлені позитивні морфологічні зміни в органах репродукції (яєчниках 

та матці), які є ознаками відновлення досліджуваних органів: матка була 

морфологічно збереженою, у яєчниках відзначалася поява структурних 

елементів -  жовтих тіл, примордіальних і первинних фолікулів та, крім того, 

при інтраоваріальному введенні МСК ЖТ з’являлися вторинні фолікули. 

Підтвердженням морфологічного відновлення є підвищення показника 

статевої активності від 60% при введенні КП до 80% при введенні МСК та 

показника відновлення овуляторного циклу до 80% після введення КП та 

МСК.

Уперше показано, що використання КП та МСК ЖТ ревіталізує 

органи детоксикації (печінку та нирки): у печінці спостерігалися ознаки 

інтенсивного ділення клітин, відсутність набряку та холестеринової
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мікроемболії. У нирках нівелювалися ознаки тубулоінтерстиціального 

нефриту.

Уперше виявлено, що найбільший ефект ревіталізації органів 

репродукції та детоксикації відзначався при лікуванні хіміоіндукованої ПНЯ 

шляхом введення МСК ЖТ інтраоваріально, що може бути пов’язано з 

паракринною дією МСК ЖТ.

Дослідження поведінкових реакцій самиць мишей з хіміоіндукованою 

ПНЯ після застосування методів клітинної та тканинної терапії виявило 

покращення показників зоосоціальної поведінки тварин до 42,0% при 

застосуванні КП та 40,0% при застосуванні МСК ЖТ інтраоваріально, при 

цьому показники анксіолітичної поведінки покращувалися на 69,5% при 

застосуванні КП та на 60,9% при застосуванні МСК ЖТ інтраоваріально.

Лікування тварин за допомогою КП та МСК дозволяє нормалізувати 

вагу мишей. Вага всіх тварин, які отримували лікування КП та МСК ЖТ, 

відновлювалася швидше, ніж вага мишей з моделлю ПНЯ без лікування. До 

найкращих результатів відновлення ваги приводило лікування із 

застосуванням МСК ЖТ інтраоваріально.

Практичне значення отриманих результатів полягає в тому, що 

проведене експериментальне дослідження дозволяє обґрунтувати 

застосування клітинної та плацентарної терапії пацієнткам з ПНЯ, як 

перспективний, патогенетично обґрунтованій лікувальний метод для 

ревіталізації структури та функціональної спроможності репродуктивних 

органів, органів детоксикації, корекції поведінкових реакцій. Виявлені 

ефекти терапевтичної дії КП та МСК жирової тканини можуть бути 

використані в розробці нових та вдосконалення існуючих алгоритмів 

лікування ПНЯ та її ускладнень.

Наше дослідження знайшло вихід у практичну охорону здоров’я в 

QinicalTrials.gov ID NCT04675970 USA «Long Term Follow up Patients With 

Premature Ovarian Failure ex Vivo Gene Therapy (UB-OVF)» та було
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впроваджено в роботу КНП «Міський клінічний пологовий будинок №2 ХМР 

ім. М.Х. Гельфериха».

На підставі проведених досліджень запропоновано та одержано патент 

України на корисну модель № 115706 «Спосіб лікування передчасної 

недостатності яєчників в експерименті» та патент України на корисну модель 

№107968 «Спосіб лікування передчасної недостатності яєчників». Результати 

дисертаційної роботи можуть бути включені в програму навчання студентів 

біологічних і медичних спеціальностей і програму підвищення кваліфікації 

лікарів-інтернів.

Ключові слова: передчасна недостатність яєчників, кріоконсервований 
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ABSTRACT

Skybina K.P. Comparative assessment of the effectiveness of tissue and 

cellular therapy in the treatment of premature ovarian failure syndrome in an 

experiment. -  Qualifying scientific work as a manuscript. Dissertation for the 

degree of Doctor of Philosophy in the field of knowledge 22 "Healthcare," in the 

specialty 222 "Medicine," specialization "Obstetrics and Gynecology." -  Kharkiv 

National Medical University of the Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2023. 

The defense will take place at Kharkiv National Medical University.

The incidence of premature ovarian insufficiency (POI) in the population is 

1%. However, in the age aspect, the prevalence of this condition progressively 

increases. Considering the trend towards delayed realization of reproductive 

function, characteristic of developed countries, the high frequency of POI in the 

group of women of late reproductive age becomes an increasingly relevant issue 

for modern reproductive medicine.
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The aim of the dissertation was solution to a pressing issue of treating 

premature ovarian insufficiency using cellular and placental therapy, specifically 

focusing on restoring the function of reproductive organs and detoxification organs 

in female mice and improving their behavioral reactions in the experiment.

Given the characteristics of POI progression and the prospects of using 

cellular and tissue therapy in its treatment, the research consisted of three stages.

In the first stage, the selection of the model and modeling of POI in female 

mice were conducted.

In the second stage, the treatment of animals with POI was carried out using 

cellular and placental therapy.

In the third stage, the effectiveness of the therapeutic methods, including the 

administration of cryoextract of the placenta and mesenchymal stem cells, was 

evaluated based on the indicators of revitalization of the functioning of 

reproductive organs, detoxification organs, and assessment of behavioral reactions.

The experimental section of the work was conducted on 50 female mice of 

the BALB/c strain. The animals were divided into 5 groups of 10 mice each:

1 gontrol group - intact;

2 group with POI model without treatment;

3 group with POI model and treatment by parenteral injection of placental 

cryoextract;

4 group with POI model and treatment by intraperitoneal injection of 

mesenchymal stem cells from adipose tissue;

5 group with POI model and treatment by intraovarian injection of 

mesenchymal stem cells from adipose tissue.

To reproduce the POI model, the animals were injectioned cyclophosphamide 

at a dose of 200 mg/kg and busulfan at a dose of 20 mg/kg.

The dynamics of body weight of the animals were evaluated by weighing, and 

the ovarian function was assessed by vaginal cytology. To determine the sexual 

activity of female mice, they were paired with BALB/c male mice aged 6-8 

months, which had previously had offspring, i.e., were fertile, in a ratio of 3:1.
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Behavioral reactions were assessed using the "open field" test, anxiolytic and 

zoosocial tests, reflecting orientation-search behavior, the degree of anxiety, and 

the animals' ability to engage in zoosocial interaction, respectively.

After 4 weeks of modeling POI, 5 animals from each group were removed 

from the experiment, conducting histological examination of reproductive organs 

(ovaries and uteri) and detoxification organs (liver and kidneys). After 8 weeks, all 

animals from the experimental groups were removed from the experiment.

The results of the work determined that the experimental model is 

accompanied by a general toxic effect and a load on detoxification organs -  the 

liver and kidneys. The modeling of POI was confirmed by the weight loss of mice 

and the results of colpocytological examination (estrus/anestrus). Modeling POI 

with the use of cellular therapy likely worsened the general condition of the 

animals, decreased weight (by 15.0%), suppressed behavioral reactions, led to 

increased anxiety (by 41.4%), and worsened zoosocial behavior (by 60.8%). In the 

smears of mice after reproducing the POI model, the surface epithelium was absent 

(anestrus).

The use of placental cryoextract (CP) parenteral injection for the treatment 

of premature ovarian insufficiency (POI) resulted in the appearance of estrous 

cycles in 20% of mice by the 3 week and in 80% by the 8 week. Sexual activity 

appeared in 20% of mice by the 5 week and in 60% by the 8 week. Histological 

examination of the animals' uteri revealed endometrial hyperplasia and thickening 

of the myometrium. The use of CP parenterally did not lead to the appearance of 

typical structural elements in the ovaries, but formations resembling follicles were 

observed -  round areas containing large cells with light cytoplasm. In mice treated 

with CP parenteral injection, the liver showed cellular polymorphism, ductal 

expansion, and signs of edema while maintaining the lobular structure. Meanwhile, 

the kidneys exhibited moderate glomerular shrinkage, mild edema, with preserved 

tubular architecture.

Treatment of POI using mesenchymal stem cells from adipose tissue (MSC 

AT), intraperitoneal injection , led to the appearance of estrous cycles in a larger
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percentage of mice by the third week, 10% more than with the parenteral 

administration of CP. Sexual activity also appeared in a significantly larger number 

of mice: 40% by the 5 week and 80% by the 8 week. Histological examination of 

the animals' uteri showed that in mice treated with intraperitoneal cell injection of 

MSC AT, the uterus was morphologically preserved, with occasional thickening of 

layers, slight endometrial atrophy, and the ovaries showed the presence of 

structural elements: corpus luteum, primordial and primary follicles, hyperplasia of 

individual cells or cell groups. In the liver of mice receiving intraperitoneal 

treatment with MSC AT, the lobular structure was well-preserved, cellular 

polymorphism was observed, with a large number of hyperchromatic nuclei and 

swelling. In the kidneys, there was edema, dilation of distal and proximal tubules, 

unevenness of vessel walls due to compression by dilated surrounding tubules, 

signs of cholesterol microembolism. Renal corpuscles had glomeruli with 

characteristic dense spots at the junction of the distal tubule, but sometimes the 

glomeruli were deformed.

Therapy for modeled POI with intraovarian injection of MSC AT resulted in 

the fastest restoration of estrous cycles and sexual activity: by the 7 week, estrous 

cycles were observed in 80% of animals, and sexual activity appeared in 60% by 

the 6 week. It is worth noting that by the 8 week, 80% of mice treated with various 

methods had restored estrous cycles, but the speed of recovery was fastest with 

cellular therapy. Sexual activity also recovered up to 80% with intraovarian 

injection of MSC AT, unlike the therapy with CP injection, where this indicator 

reached only 60%.

Histological examination of the animals' uteri showed that in mice treated 

with intraovarian administration of MSC AT, the uterus was morphologically close 

to intact, with some areas of slight endometrial hypoplasia. In the ovaries, there 

was a restoration of structural elements: corpus luteum, primordial, primary, and 

occasional secondary follicles, with a higher number of primary follicles than after 

intraperitoneal administration of MSC AT. In the liver, individual areas of nuclear 

clustering were well visualized, indicating intensive cell division; the lobular
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structure was preserved, and there was cellular polymorphism, without signs of 

edema. The ducts and histological pattern in the liver were close to physiological. 

In the kidneys, vessels with undistorted walls were visualized. Unevenly dilated 

tubules, glomeruli of characteristic shape with preserved plates of dense stain, and 

cells of the juxtaglomerular complex were observed. The parenchymal and 

medullary layers of the kidney showed preserved architecture.

Treatment of animals with CP and MSC likely improves behavioral reactions 

and normalizes weight. It has been observed that CP treatment accelerates weight 

normalization (by 4.3%), reduces anxiety (by 69.5%), and improves zoosocial 

behavior (by 42.0%). Treatment of animals with MSC AT through intraperitoneal 

administration expedites weight normalization (by 4.8%), improves zoosocial 

behavior (by 10.0%), but does not lead to improvements in anxiolytic behavior 

(stress). Treatment with MSC AT through intraovarian administration accelerates 

weight normalization (by 7.5%), improves zoosocial behavior (by 40.0%), and 

reduces anxiety (by 60.87%).

Thus, the scientific novelty of the study lies in the comparative examination 

of the therapeutic effects of treating experimentally induced premature ovarian 

insufficiency (POI) through parenteral administration of cryopreserved placental 

extract and intraperitoneal and intraovarian methods of administering adipose 

tissue-derived mesenchymal stem cells (MSC AT).

For the first time in the treatment of chemically induced POI with MSC AT, 

positive morphological changes in the reproductive organs (ovaries and uterus) 

were identified, indicating the restoration of the studied organs. The uterus was 

morphologically preserved, and the ovaries showed the appearance of structural 

elements—corpora lutea, primordial, and primary follicles, and with intraovarian 

administration of MSC AT, the appearance of secondary follicles. Confirmation of 

morphological restoration is the increase in the sexual activity index from 60% 

with CP administration to 80% with MSC administration and the indicator of 

ovulatory cycle restoration to 80% after CP and MSC administration.
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It was also demonstrated for the first time that the use of CP and MSC AT 

revitalizes detoxification organs (liver and kidneys): in the liver, signs of intensive 

cell division were observed, absence of edema, and cholesterol microembolism. In 

the kidneys, signs of tubulointerstitial nephritis were alleviated.

For the first time, it was found that the most significant revitalization effect on 

reproductive and detoxification organs was observed in the treatment of chemically 

induced POI by administering MSC AT intraovarially, which may be associated 

with the paracrine action of MSC AT.

The study of behavioral reactions of female mice with chemically induced 

POI after the application of cellular and tissue therapy showed improvement in 

zoosocial behavior indicators up to 42.0% with CP application and 40.0% with 

intraovarian application of MSC AT, while anxiolytic behavior indicators 

improved by 69.5% with CP application and 60.87% with intraovarian application 

of MSC AT.

Treatment of animals with CP and MSC allows for weight normalization in 

mice. The weight of all animals receiving CP and MSC AT treatment recovered 

significantly faster than the weight of mice with POI model without treatment. The 

best weight restoration results were achieved with MSC AT intraovarian 

administration.

The practical significance of the obtained results lies in the experimental 

study's justification for the application of cellular and placental therapy to patients 

with POI as a promising, pathogenetically substantiated treatment method for 

revitalizing the structure and functional capacity of reproductive organs, 

detoxification organs, and correcting behavioral reactions. The therapeutic effects 

of CP and MSC adipose tissue can be used in the development of new and 

improvement of existing algorithms for treating POI and its complications.

Our research has found its way into practical healthcare in ClinicalTrials.gov 

ID NCT04675970 USA "Long Term Follow up Patients With Premature Ovarian 

Failure ex Vivo Gene Therapy (UB-OVF)" and has been implemented in the work
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of Municipal Clinical Maternity Hospital No. 2 of Kharkiv Medical Academy of 

Postgraduate Education named after M. Kh. Hel'ferikh.

Based on the conducted research, a patent of Ukraine for a useful model No. 

115706 "Method of Treatment of Premature Ovarian Insufficiency in Experiment" 

and a patent of Ukraine for a useful model No. 107968 "Method of Treatment of 

Premature Ovarian Insufficiency" has been proposed and obtained. The results of 

the dissertation work can be included in the training programs for students of 

biological and medical specialties and the program for the qualification 

improvement of intern doctors.

Key words: premature ovarian insufficiency, placental cryoextract, 

mesenchymal stem cells, cell therapy, placental therapy, ovarian reserve, 

reproductive system, organs of detoxification, behavior, experimental model.
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ВСТУП

Обґрунтування вибору теми дослідження
Тривалість репродуктивного періоду жінок залежить від активності 

продукції стероїдних гормонів у яєчниках. Передчасна недостатність 

яєчників (ПНЯ) -  це багатофакторний синдром, який характеризується 

виснаженням фолікулів яєчників, вторинною аменореєю, високим рівнем 

гонадотропінів і низькою концентрацією естрогенів у сироватці крові жінок 

віком до 40 років [204].

Розвиток ПНЯ в популяції жінок залежить від віку: до 20 років -  

1:10000, 30 років -  1:1000, 40 років -  1%. Середній вік формування ПНЯ 

становить 26,8±1,6 рік [69]. Поширеність ПНЯ у дівчат підліткового віку не 

перевищує 0,01% [35].

У жінок із первинною аменореєю поширеність ПНЯ сягає 10-28%, а із 

вторинною аменореєю -  4-18%. Цей синдром має суттєві психологічні 

наслідки та великий вплив для здоров’я. ПНЯ знижує фертильність та 

негативно діє на планування сім’ї [84].

Автоімунні захворювання відіграють певну роль в етіології ПНЯ. У 7­

14,9% пацієнтів із ПНЯ виявляють автоантитіла до антигенів яєчника, тоді як 

у 17,6% хворих спостерігається супутня екстрагенітальна автоімунна 

патологія, така як хронічний кандидоз, вітиліго, алопеція, автоімунні 

гемолітичні анемії, системний червоний вовчак, синдром Шегрена, міастенія 

Гравіс, хвороби Крона, автоімунний гепатит та інші. Мішенями для антитіл 

при автоімунній ПНЯ слугують стероїдпродукуючі клітини надниркових 

залоз, 3р-гідроксистероїд дегідрогеназа, гонадотропний рецептор (дуже 

рідко), а також антигени пелюцида та жовтого тіла. [62].

Поширеність ПНЯ у пацієнток із галактоземією становить 60-70%. Це 

може бути спричинене токсичною впливом галактози чи одного з її 

метаболітів на фолікулярні структури. Також відзначається зменшенням
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початкової кількості овогоній під час ембріонального періоду та 

прискоренням фолікулярної атрезії як після народження, так і до досягнення 

статевого дозрівання. ПНЯ може мати різне походження, включаючи 

генетично обумовлене, автоімунне, ідіопатичне та функціональне (пов'язане 

із зниженням маси тіла, фізичним навантаженням або прийомом лікарських 

препаратів) [15].

Певне значення у виникненні в жінок ПНЯ мають порушення 

функціонування рецепторів, зокрема до фолікулостимулюючого гормону 

(ФСГ), що вважається важливим у патогенезі розвитку ПНЯ. Дефект цього 

рецептора знижує здатність рецепторів або пов'язувати ФСГ, або активувати 

сигнальні шляхи, погіршуючи його функцію [12].

Рецептор лютеїнізуючого гормону (ЛГ) відіграє важливу роль у 

підтримці виробництва прогестерону жовтим тілом, у зростанні фолікулів, 

стимуляції стероїдогенезу та дозріванні яйцеклітин. Аномалії розвитку цього 

рецептора призводять до порушення овуляції, передчасного дозрівання 

ооцитів, що спричиняє порушення менструального циклу, безпліддя та 

розвинення ПНЯ [2]. Відповідальним за функціонування яєчників є фактор 

росту і диференціювання 9 (GDF9) ^ 3 1 .1 ) , що експресується в ооцитах і є 

геном-кандидатом для ПНЯ [22].

При дослідженні тканин яєчника було виявлено позитивну експресію 

андрогенового рецептора (АР) у 4 (22,2%) з 18 хворих на ПНЯ, на відміну від 

контрольної групи жінок зі своєчасною менопаузою, у яких експресія АР 

була відсутня. При вивченні поліморфізму гена АР у жінок із ПНЯ було 

виявлено тенденцію до вкорочення алелей CAG-повторів цього гена, 

довжина яких негативно корелювала з високим рівнем тестостерону, що 

додатково свідчило про підвищення трансактиваційної (ліганднезв’язаної) 

активності АР [3].

Значуще порушення функції фолікулів відзначається після 

використання алкілуючих засобів або прокарбазину під час проведення
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хіміотерапії, при цьому, чим молодший вік має пацієнтка, тим вища 

ймовірність «виживання» окремих фолікулів.

Цитостатична терапія, яка пригнічує функцію яєчників, суттєво 

впливає на характер менструального циклу. Наприклад, серед жінок, старше 

40 років які отримували в якості первинного лікування стандартну 

поліхіміотерапію спостерігалася аменорея майже в 100% випадків, а серед 

молодших пацієнток, 25-39 років, цей показник досягав до 86%, тоді як у 

молодих до 25 років аменорея виникала в 28% випадків. Такі самі 

закономірності спостерігаються і при проведенні променевої терапії: 

опромінення пахово-клубових ділянок у дозі більше 40-50 Гр призводить до 

стійкої аменореї в 40% жінок до 20 років і в 90-95% жінок віком понад 35 

років. Яєчникова недостатність може тривати від декількох місяців до 3 років 

у молодих жінок або стати незворотною в більшості пацієнток старше 35 

років [19].

Одним з достеменних факторів розвитку ПНЯ в жінок репродуктивного 

віку є хірургічне видалення маткових труб при оперативному лікуванні 

трубної вагітності, від обсягу та характеру якого залежать 

морфофункціональні особливості яєчників. Під час хірургічного втручання в 

пацієнток із трубної вагітністю в 70,6% хворих виконується сальпінгектомія, 

у 29,4% -  сальпінготомія. Із виразністю порушення стану яєчників після 

оперативного лікування трубної вагітності корелюють кількість крововтрати, 

тривалість захворювання та вік пацієнтки. Найвиразніші зміни відбуваються 

в яєчнику на боці видаленої маткової труби, а порушення кровотоку в 

контрлатеральному яєчнику носить вторинний характер. Нормальний 

менструальний цикл відновлюється в 68% хворих, що перенесли 

односторонню тубектомію, та у 85% пацієнток -  при консервативно­

оперативному втручанні на маткових трубах. Найагресивнішими чинниками 

вважають оперативні втручання на яєчниках [12]. Також одним з 

патогенетичних чинників виникнення ПНЯ в пацієнток із трубною вагітністю
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після оперативного видалення труб вважається наявність оксидативного 

стресу [9].

Порушення продукції цитокінів є одним з етапів у розвитку ПНЯ. Ці 

цитокіни впливають на гонадотропін-опосередкований контроль функції 

яєчників, сповільнюючи їхню дію. Овуляція розглядається як запальний 

процес, у якому беруть участь цитокіни, і порушення їхньої продукції може 

перешкоджати функції яєчників, призводячи до первинної нефропатії. Цей 

процес може пришвидшити фолікулярну атрезію або призвести до 

руйнування фолікулогенезу. [82].

Більшість жінок не мають будь-яких симптомів, проте за відсутності 

лікування ПНЯ, можливі типові прояви нестачі естрогену, зокрема 

дратівливість, нервозність, припливи, неспокій, безсоння, депресія, втрата 

лібідо, втрата концентрації та ін. Фізичне обстеження може виявити 

витончення шкіри, зниження ваги, остеоалгії та ін. [190].

У половині випадків у жінок із ПНЯ спостерігаються періодичні 

овуляторні цикли, проте ймовірність вагітності вкрай мала і не перевищує 5 - 

10%. За даними літератури, самостійно або при використанні замісної 

гормональної терапії (ЗГТ), вагітність виникала у 5,2% та 3,3% випадків 

відповідно. [36].

При обстеженні пацієнток із ПНЯ за тестами функціональної 

діагностики виявляються ознаки гіпофункції яєчників: витончення слизових 

оболонок вульви і піхви, слабопозитивний симптом «зіниці», низькі ключові 

показники ефективності (від 0 до 25%). При гінекологічному дослідженні, 

ехографії та лапароскопії діагностується зменшення в розмірах матки та 

яєчників. Аномальні каріотипи виявляються в 13-50% хворих на ПНЯ. 

Підвищений рівень тестостерону, який діагностується лише у 2,56% жінок із 

ПНЯ, може свідчити про умовне збереження оваріального резерву [21].

Для лікування пацієнток із ПНЯ та стимуляції овуляції використовують 

естрогени, дигідроепіандростерон, оральні контрацептиви, кломіфенцитрат, 

гонадотропіни. Через наявність у 30-40% пацієнток із ПНЯ супутньої
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автоімунної патології, позитивний ефект на результат лікування ПНЯ надає 

застосування глюкокортикоїдів, функціонування яких здійснюється шляхом 

прямої протизапальної дії на макрофаги, залучені в руйнування зростаючих 

фолікулів, або за рахунок пригнічення функції клітин, які б виробляли 

медіатори запалення [15].

У той же час, при замісній гормональній терапії, пацієнткам із ПНЯ 

особливу увагу необхідно приділяти рівню С-реактивного білка через те, що 

він запускає індукцію ендотеліальної дисфункції, підвищуючи синтез 

молекул клітинної адгезії та призводить до міокардіальної катастрофи, 

інсультів, захворювань артерій тощо. Це обумовлено тим, що стероїди мають 

низку негативних ефектів, зокрема підвищують рівень тригліцеридів, С- 

реактивного білка, протромбіну та зменшують уміст антитромбіну ІІІ, 

сприяючи підвищенню ризику ішемічних уражень і венозних тромбоемболій

[3].
Через вищевказані недоліки фармакологічних засобів, що 

застосовуються при лікуванні пацієнток із ПНЯ, останніми роками все 

більше уваги надається використанню автологічної тканини яєчників, 

отриманої лапароскопічним доступом, яка зазнала фрагментації та 

вітрифікації з подальшою аутотрансплантацією під серозну оболонку 

фаллопієвих труб і проведенням процедури ЕКЗ, а також використання для 

лікування ПНЯ препаратів клітинної та тканинної терапії [122].

Плацентарні клітини та препарати з плаценти забезпечують розвиток 

структур de novo та адекватну перебудову існуючих тканин декількома 

інструментами, зокрема плацентарними факторами росту різних класів, 

високим рівнем анаболічних процесів, а також регулюванням процесів 

апоптозу. Плацентарні клітини активно продукують проапоптичні сигнали, 

власне ініціюють й активують апоптоз. Одночасно базовою особливістю 

плацентарних макрофагів є пошук (завдяки набору поверхневих молекул) і 

поглинання апоптичних клітин. Цей процес відрізняється від фагоцитозу 

некротичних змін клітин та екзогенних мікроорганізмів, який
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супроводжується секрецією медіаторів запалення. Поглинання

плацентарними макрофагами апоптичних клітин призводить до пригнічення 

медіаторів запалення та індукції протизапальних цитокінів [29].

Екстракти плаценти людини, через високий вміст біологічно активних 

речовин, зокрема таких як: білки, пептиди, РНК, ДНК,

полідезоксирибонуклеотиди, амінокислоти, ферменти та мікроелементи, 

виявляють антиоксидантну, протизапальну та тромболітичну активність, а 

також є стимулюючим агентом репарації тканин [40].

Одним з методів лікування хворих на ПНЯ є застосування 

мезенхімальних стовбурових клітин (МСК), що вводяться не тільки в 

кровотік, а й локально -  у яєчник [84].

Основним джерелом МСК є кістковий мозок, жирова тканина, кров, 

плацента, амніотична рідина тощо. МСК, що виділені з кісткового мозку і не 

піддані культивуванню, позбавлені адгезивних молекул. МСК володіють 

унікальною здатністю надавати імуносупресивну дію через модуляцію 

функції дендритних клітин та індукцію регуляторних Т-лімфоцитів. Ця їх 

властивість дозволяє вирішити проблему HLA-несумісності донора та 

реципієнта. Однак, для використання МСК із метою автотрансплантації, 

необхідна попередня оцінка їх диференційного потенціалу. Очевидно, що 

ефективність такого лікування багато в чому визначається збереженням їх 

диференційного потенціалу, яка, у свою чергу, залежить від багатьох 

факторів -  вік, генетичні особливості хворої, характер і поширеність 

патологічного процесу, медикаментозне лікування, джерело отримання та 

особливості виділення та експансії МСК in vitro та ін.

МСК експресують широкий спектр молекул клітинної адгезії, 

рецепторів ростових факторів, які важливі в клітинній узаємодії та хоумінгу. 

МСК проявляють високу експресію інтегринів а і, а5 і pi (CD29); низьку 

експресію а2, а3, а6, aV, В2 і В4 і не експресують а4, aL і р2. Ці дані 

вказують на ключові механізми взаємодії МСК з іншими типами клітин, при 

їх системному введенні, зокрема МСК вибірково репопулюють у ділянці
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тканинного пошкодження незалежно від типу тканини. Разом з тим, МСК 

володіють імуномодулюючим ефектом in vitro та здатні пригнічувати 

проліферацію активованих лімфоцитів і функціональну активність зрілих Т- 

клітин [85]. При цьому, трансплантовані МСК здатні не тільки безпосередньо 

заміщати пошкоджені клітини, але й змінювати клітинне мікрооточення 

шляхом секреції різних факторів, тим самим слугують найважливішим 

джерелом факторів росту й цитокінів, які беруть участь у регуляції 

регенерації тканин.

МСК продукують фактори, необхідні для самопідтримки 

гемопоетичних стовбурових клітин та утримання їх у ніші, зокрема, SDF-1a 

(фактор строми -  1а), SCF (фактор стовбурових клітин), ангіопоетин -  1 і 

інтерлейкін -  7. МСК продукують ангіогенні та нейротрофні фактори росту, 

зокрема, VEGF (фактор росту судинного ендотелію), bFGF (основний фактор 

росту фібробластів), HGF (фактор росту гепатоцитів), NGF (фактор росту 

нервів), BDNF (нейротрофний фактор головного мозку) та GDNF 

(нейротрофний фактор) [35].

Через значну кількість ускладнень, що можуть виникнути після 

застосування гормональної замісної терапії, на сьогодні важливим завданням 

є пошук альтернативних методів лікування передчасної недостатності 

яєчників, таких як: клітинна і тканинна терапія, які мають меншу кількість 

ускладнень та віддалених наслідків.

Значний обсяг ускладнень гормонозамісної терапії, а саме: підвищення 

ризику розвитку раку молочної залози та ендотеліальної дисфункції, які 

призводять до збільшеної клітинної адгезії, та, з годом, - до серцевих 

ускладнень: інсультів, інфарктів, артеріальних захворювань і венозних 

тромбоемболій. Крім того, гормонозамісна терапія сприяє патологічним 

змінам в органах-мішенях, одним з яких є печінка. При використанні 

гормонів для лікування передчасної недостатності яєчників, через явище 

"першого проходження через печінку", відбуваються значні метаболічні 

перетворення, що особливо стосується ліпідного обміну.
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Вищенаведене обумовлює актуальність питання щодо пошуку 

альтернативних методів лікування ПНЯ, таких як клітинна та тканинна 

терапія, які б мали менше ускладнень та віддалених наслідків.

Таким чином, одним з важливих завдань сучасної гінекології є пошук 

більш безпечних методів лікування ПНЯ, які, сприяючи покращенню 

репродуктивної функції, не мали б негативного впливу на функціонування 

інших важливих органів і систем організму.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами, 

грантами.

Робота є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри акушерства та 

гінекології №2 Харківської медичної академії післядипломної освіти 

«Експериментальне обґрунтування та клінічне застосування 

біотехнологічних препаратів у відновленні фертильності у пацієнток 

репродуктивного віку при ендоскопічному лікуванні матки та додатків». 

Номер дежреєстрації 0118Ш00316.

Мета дослідження: відновлення функції репродуктивних органів та 

органів детоксикації самиць мишей, поліпшення їх поведінкових реакцій в 

експериментальній моделі передчасної недостатності яєчників за допомогою 

введення кріоконсервованого екстракту плаценти та мезенхімальних 

стовбурових клітин жирової тканини .

Завдання дослідження:
1. Вивчити вплив кріоконсервованого екстракту плаценти, введеного 

парентерально, на відновлення овуляторного циклу, статевої активності 

та морфологічної структури репродуктивних органів та органів 

детоксикації (печінки та нирок) самиць мишей лінії BALB-с із моделлю 

ПНЯ.

2. Вивчити вплив мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини, 

введених інтраперитонеально, на відновлення овуляторного циклу, 

статевої активності та морфологічної структури репродуктивних органів
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та органів детоксикації (печінки та нирок) самиць мишей лінії BALB-с із 

моделлю ПНЯ.

3. Вивчити вплив мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини, 

введених інтраовуляторно, на відновлення овуляторного циклу, статевої 

активності та морфологічної структури репродуктивних органів та 

органів детоксикації (печінки та нирок) самиць мишей лінії BALB-с із 

моделлю ПНЯ.

4. Вивчити вплив кріоконсервованого екстракту плаценти, введеного 

парентерально, мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини, 

введених інтраперитонеально та інтраовуляторно, на динаміку ваги та 

поведінкові реакції самиць мишей лінії BALB-с із моделлю ПНЯ.

5. Визначити доцільність використання кріоекстракту плаценти та 

мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини в комплексі 

заходів, спрямованих на ревіталізацію органів репродуктивної системи, 

органів детоксикації, а також на покращення якості життя при лікуванні 

ПНЯ.

Об’єкт дослідження: вплив методів клітинної та плацентарної терапії 

на фертильність самиць мишей лінії BALB-с із модельованою ПНЯ.

Предмет дослідження: морфологічні характеристики репродуктивних 

органів (матки та яєчники) та органів детоксикації (нирки та печінка) самиць 

мишей лінії BALB-с із моделлю ПНЯ, їх овуляторний цикл, статева 

активність, вага та поведінка.

Методи дослідження: експериментальні (гістоморфологічні,

кольпоцитологічні, методика підрахунку вагінальних пробок, вимір динаміки 

ваги тварин, поведінкові тести: “відкрите поле”, анксіолітичний та 

зоосоціальний); статистичні.

Наукова новизна отриманих результатів

У дослідженні виявлено, що моделювання ПНЯ із застосуванням ХТП 

вірогідно погіршує загальний стан тварин, знижує вагу (на 15,0%), пригнічує
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поведінкові реакції, призводить до посилення тривоги (на 41,4%), погіршує 

зоосоціальну поведінку (на 60,8%).

Уперше було виявлено, що лікування тварин КП та МСК дозволяє 

вірогідно покращити поведінкові реакції та нормалізувати вагу: лікування 

КП прискорює нормалізацію ваги (на 4,3%), веде до покращення показників 

анксіолітичної поведінки (на 69,5%), покращує зоосоціальну поведінку (на 

42,0%).

Уперше виявлено, що лікування тварин МСК ЖТ шляхом

перитонеального введення прискорює нормалізацію ваги (на 4,8%), покращує 

зоосоціальну поведінку (на 10,0%), але не призводить до покращення 

показників анксіолітичної поведінки.

Уперше виявлено, що лікування тварин МСК ЖТ шляхом

інтраоваріального введення прискорює нормалізацію ваги (на 7,5%), 

покращує зоосоціальну поведінку (на 40,0%), веде до покращення показників 

анксіолітичної поведінки (на 60,9%).

Уперше виявлено, що при лікуванні КП та інтраперитонеальним 

введенням МСК ЖТ естральний цикл відновлювався до 80% на 8-му тижні 

експерименту, а при інтраоваріальному введенні МСК ЖТ процес

відновлення відбувався на 7-му тижні та естральний цикл відновився у 80% 

мишей.

Уперше виявлено, що статева активність після хіміотерапії та 

лікування КП на 8-й тиждень відновилася у 60% мишей, а при лікуванні 

МСК ЖТ - у 80% тварин.

При гістологічному дослідженню мікропрепаратів мишей після 

лікування КП уперше виявлено наявність незначної атрофії ендометрію, 

потовщення міометрію, появу в яєчниках фолікулоподібних утворень.

Уперше виявлено, що лікування МСК ЖТ шляхом 

інтраперитонеального введення привело до незначної атрофії ендометрію 

матки та появи структурних елементів у яєчниках: жовтих тіл, 

примордіальних та первинних фолікулів.
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Уперше виявлено, що при інтраоваріальному введенні МСК ЖТ матка 

морфологічно була близька до інтактної, а в яєчниках відзначалася поява 

значної кількості первинних фолікулів та поодиноких вторинних фолікулів.

Уперше виявлено, що при застосуванні КП та інтраперитонеальному 

введенні МСК ЖТ у печінці відзначалося збереження балкової структури, 

спостерігалися клітинний поліморфізм та підвищена неоднорідність, набряк.

Уперше виявлено, що інтраоваріальне введення МСК ЖТ мало суттєву 

ревіталізуючу дію на тканину печінки піддослідних тварин: на 8-му тижні 

після початку лікування спостерігалися ознаки інтенсивного ділення клітин, 

відсутність набряку та холестеринової мікроемболії.

Гістологічні дослідження нирок мишей після лікування застосуванням 

КП парентерально і МСК ЖТ інтраперитонеально виявили наявність 

незначного набряку, зморщування окремих клубочків. Однак, вперше 

виявлено, що інтраоваріальне введення МСК ЖТ приводило до збереження 

структури нирок та відсутності в них патологічних змін.

Практичне значення отриманих результатів
Практичне значення отриманих результатів полягає в тому, що 

виконане експериментальне дослідження дозволяє визначити введення 

клітинної та плацентарної терапії пацієнткам з ПНЯ як перспективний, 

патогенетично обґрунтований лікувальний метод для відновлення 

репродуктивної та детоксикаційної функцій, а також якості життя. Виявлені 

ефекти терапевтичної дії КП та МСК жирової тканини можуть 

використовуватися в розробці нових та вдосконаленні існуючих методів 

лікування ПНЯ та її ускладнень. Удосконалення алгоритму лікувальних 

заходів у жінок з ПНЯ мають бути спрямовані на своєчасне відновлення 

репродуктивної, детоксикаційної функції, що буде сприяти зниженню 

ускладнень та підвищенню якості життя жінок з ПНЯ.

Матеріали дисертації впроваджено в практику роботи КНП «Міський 

клінічний пологовий будинок № 2 ім. М. Х. Г ельферіха» ХМР (м. Харків).
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Особистий внесок дисертанта
Дисертаційна робота є самостійним і оригінальним науковим дослідженням. 

Автором самостійно знайдено та проведено аналіз вітчизняних та 

закордонних літературних джерел, здійснено патентно-інформаційний пошук 

з досліджуваної теми, визначена тема роботи, обґрунтована мета, завдання та 

методологія наукового дослідження. Дисертантом проведено 

експериментальне дослідження на 50 самицях мишей у віварії ІПКіК НАН 

України, ТОВ "Інститут кліткової біореабілітації" та на кафедрах 

патологічної анатомії ХМАПО. На підставі результатів проведених 

досліджень здобувачем особисто оформлені розділи дисертації, 

сформульовано наукові положення, висновки та практичні рекомендації, 

підготовлені матеріали до публікації. Самостійно розроблені нововедення та 

впроваджено їх в практику роботи пологового будинку.

Апробація результатів дисертації

Основні матеріали дисертаційного дослідження доповідалися на 

наступних конгресах та конференціях: науково-практичній конференції 

«Uzhgorod medical students conference» (Ужгород, 2023); науково-практичній 

конференції молодих вчених з міжнародною участю «Медицина ХХІ 

століття» (Харків, 2019); I Міжнародній науково-практичній конференції 

"Débats scientifiques et orientations prospectives du développement scientifique" 

(Париж, 2021); Всеукраїнській науково-практичній internet-конференції 

«Фізіологія, валеологія, медицина: сучасний стан та перспективи розвитку» 

(Харків, 2021); 24th International medical students' conference (IMSC) (Cracow, 

Poland, 2016); XXIII International Scientific And Practical. Conference Of Young 

Scientists And Student «Topical Issues Of New Drugs Development» (Kharkiv, 

2016); XIII З’їзді онкологів та радіологів України (Київ, 2016); International 

Medical Conference «Biomedical perspectives ІІІ» (Суми, 2021).
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Публікації результатів дослідження
За матеріалами дисертації опубліковано 16 наукових праць, з яких 4 

статті надруковано в провідних наукових фахових виданнях, рекомендованих 

МОН України, 2 статті -  у виданнях, що входять до наукометричної бази 

«Scopus», у збірниках науково-практичних конференцій опубліковано 8 тез, 

які пов’язані з виконаною роботою, додатково відображають наукові 

результати дисертації 2 патенти України на винахід.

Обсяг та структура дисертації
Дисертаційна робота викладена на 158 сторінках комп’ютерного 

тексту. Складається зі вступу, огляду літератури, матеріалів та методів 

дослідження, 3 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення 

отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку 

використаної літератури, який містить 222 джерела, з яких 42 кирилицею, 

180 -  латиницею. Дисертацію ілюстровано 5 таблицями та 31 рисунком.
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РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

Передчасна недостатність яєчників (ПНЯ) -  багатофакторний синдром, 

який характеризується вторинною аменореєю, високим рівнем 

гонадотропінів і низькою концентрацією естрогенів у сироватці крові жінок, 

віком до 40 років [21, 51, 87, 98, 121, 130].

1.1. Епідеміологія синдрому передчасної недостатності яєчників

Поширеність ПНЯ в дівчат в підлітковому віці становить 0,01%, а в 

жінок залежно від віку: до 20 років -  1:10000, 30 років -  1:1000, 40 років -  

1%. Середній вік формування ПНЯ становить 26,8 ± 1,6 року [71, 78].

Перехресне обстеження жінок у віці 40-55 років, проведене в США, 

показало, що поширеність ПНЯ варіюється залежно від етнічної 

приналежності, коливаючись від 1,4% серед жінок афроамериканського та 

латиноамериканського походження, до 1,0% -  серед жінок європейського 

походження, 0,5% -  серед жінок, що походять з Китаю, та 0,1% -  серед 

жінок, що походять з Японії [107]. Згідно з різними дослідженнями, середній 

вік настання менопаузи серед індійських жінок становить від 40 до 47 років 

[116].

Частота випадків спонтанного виникнення ПНЯ збільшується з 

підвищенням рівня успішного лікування раку в дівчат та молодих жінок 

[127].
1.2. Етіологія та патогенез передчасної недостатності яєчників

1.2.1. Генетичні чинники
Передчасна яєчникова недостатність може мати генетично обумовлене, 

автоімунне, ідіопатичне, функціональне (зниження маси тіла, фізичне 

навантаження, вплив лікарських препаратів) походження [77, 88, 122, 137, 

145].
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Виділяють дві основні форми передчасної недостатності яєчників: 

першу форму, що характеризується зменшенням кількості або відсутністю 

фолікулів, причинами якої є генетичні відхилення, наслідки хіміотерапії, 

променевої терапії, перенесені хірургічні втручання на яєчниках. Друга 

форма — та, при якій кількість фолікулів не змінено, а найчастішою 

причиною ПНЯ є автоімунні захворювання, які пошкоджують зрілі фолікули, 

але залишають примордіальні фолікули інтактними [74, 99, 197].

Зниження оваріального резерву в дівчаток із вторинною аменореєю 

спостерігається у 9,7% випадків. Як прогностичні критерії 

внутрішньоутробного формування неповноцінності гонад необхідно 

розглядати довгострокову поточну загрозу переривання й перенесені інфекції 

в ранньому терміні вагітності, плацентарну недостатність, прееклампсію, 

гіпоксію, гіпотрофію плода і його незрілість. У пубертатному періоді в якості 

причин зниження оваріального резерву можуть бути перенесені вірусні 

захворювання: епідемічний паротит і краснуха; ендокринна патологія -  

цукровий діабет і гіпотиреоз; шкідливі звички, а до особливо агресивних 

чинників відносяться оперативні втручання на яєчниках, хіміотерапія [114].

Хромосомні аномалії в структурі причин ПНЯ посідають 10-13% [59, 

101, 148, 187].

У 80% жінок виникнення ПНЯ пов'язано з батьківською 

Х-хромосомою [191]. Пов’язані з Х-хромосомою дефекти відіграють важливу 

роль у цих генетичних патогенезах, які включають Х-моносомію (так званий 

синдром Тернера), трисомію, мозаїцизм і делеції Х-хромосоми. На 

сьогоднішній день не доведено участь у розвитку ПНЯ окремої ділянки або 

гена на Х-хромосомі. Це може бути будь-який структурний дефект Х- 

хромосоми: Х-моносомія (синдром Тернера), трисомія, мозаїцизм або делеція 

Х-хромосоми [99, 134, 211]. Оваріальна функція в більшості пацієнток із 

трисомією по Х-хромосомі не порушена, але вона може маніфестувати як 

рання менопауза, вторинна аменорея або олігоменорея [147]. Найчастіше в
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пацієнток із ПНЯ спостерігаються зміни таких генів: FOXO3a, ШНЛ, FMR1, 

ВМР15, М8И5 [65, 71, 73, 98, 161, 170, 207, 213].

Первинна яєчникова недостатність, асоційована із синдромом ламкої 

Х-хромосоми, являє собою клінічний стан, що виникає в жінок -  носіїв 

мутації гена FMR1 і характеризується зниженням функції яєчників [100, 162, 

172, 196].

У жінок з ПНЯ в 20-25% випадків виявляється поліморфізм гена 

андрогенових рецепторів [21].

Певне значення у виникненні в пацієнток ПНЯ мають порушення 

функціонування рецепторів. Дефект гена ФСГ рецептора знижує здатність 

рецепторів, щоб пов'язувати ФСГ або активувати сигнальні шляхи, 

погіршуючи його функцію [71, 106, 107]. Аномалії розвитку рецептора ЛГ 

призводять до порушення овуляції, передчасного дозрівання ооцитів, а отже, 

- до порушень менструального циклу, безпліддя, розвитку ПНЯ [71, 106]. 

Фактор росту і диференціювання 9 (GDF9) ^ 3 1 .1 )  експресується в ооцитах і 

є геном-кандидатом для розвитку ПНЯ в пацієнток європейських, кавказьких 

та азіатських країн [148].

1.2.2. Імунологічні чинники
Певне значення в етіології ПНЯ мають автоімунні захворювання. 

Автоантитіла до антигенів яєчника виявляються в 7-14,9% хворих із ПНЯ, а в 

17,6% присутня супутня екстрагенітальна автоімунна патологія, а саме: 

хронічний кандидоз, вітиліго, алопеція, автоімунні гемолітичні анемії, 

системний червоний вовчак, синдром Шегрена, міастенія Гравіс, хвороби 

Крона, автоімунний гепатит та ін. [21, 99]. Антигенними мішенями для 

антитіл при автоімунній ПНЯ є: стероїдпродукуючі клітини; 

3р-гідроксистероїд дегідрогенази; гонадотропіновий рецептор блокуючих 

антитіл (дуже рідко), антигени пелюцида і жовтого тіла [63].

Автоантитіла до стероїдів продукуються клітинами широко 

поширеними у хворих із ПНЯ, які страждають на хворобу Аддісона. При
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автоімунному оофориті лімфатична інфільтрація обмежується середніми та 

антральними фолікулами, які мають тека-клітини. Це доводить, що 

стероїдпродукуючі клітини експресують антигени, які стимулюють імунну 

відповідь. Виявлення автоімунних автоантитіл до пелюцида у хворих із ПНЯ 

варіює від 7 до 67% [84].

Поширеність ПНЯ сягає в 60-70% випадків у пацієнток з 

галактоземією. Це може бути пов'язано з токсичною дією галактози (або 

одного з метаболітів) на фолікулярні структури, зменшення початкового 

числа овогоній під час ембріонального періоду, прискорення фолікулярної 

атрезії після народження та до статевого дозрівання [84].

1.2.3 Хіміотерапія
Достовірне порушення функції фолікулів відзначається після 

використання хіміотерапевтичних препаратів (алкілуючих засобів або 

прокарбазину), при цьому, чим молодше пацієнтка під час проведення 

хіміотерапії, тим вище ймовірність «виживання» окремих фолікулів [70]. При 

проведенні хіміотерапії з приводу злоякісних новоутворень у дитинстві ПНЯ 

розвивається в 6,3% -  8,0% пацієнток. У групі дівчаток, які отримали 

алкілуючі препарати та променеву терапію на ділянку малого таза, частка 

пацієнток з ПНЯ збільшується до 30,0% [31].

Передбачається, що під впливом ХТП фолікули, які вступили у фазу 

зростання або знаходяться в ранній фазі стимуляції гіпофізом, піддаються 

атрезії, через це знижується секреція естрадіолу та інгібіну В, що, у свою 

чергу, призводить до підвищення концентрації фолікулостимулюючого 

гормону (ФСГ) унаслідок негативного зворотного зв'язку. Підвищений рівень 

ФСГ викликає надмірне утворення фолікулів і подальшу їх загибель під 

впливом хіміопрепаратів. Більш того, збереження менструальної функції 

після ХТП ще не означає, що яєчники не пошкоджені. Часткова втрата 

резерву примордіальних фолікулів може призвести до ранньої менопаузи 

(відстрочена реакція на лікування) [9, 150].
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Цитостатична терапія, пригнічуючи функцію яєчників, істотно впливає 

й на характер менструального циклу. Так, у жінок молодше 25 років, які 

отримували в якості первинного лікування стандартну поліхіміотерапію з 

включенням алкілуючих препаратів, аменорея виникає у 28% випадків, у 

жінок старше 25 років -  у 86% і в пацієнток старше 40 років -  майже в 

100% спостережень. Подібні закономірності відзначені й при застосуванні 

променевої терапії: опромінення пахово-клубових ділянок у дозі більше 40­

50 Гр викликає стійку аменорею в 40% жінок до 20 років і у 90-95% жінок у 

віці старше 35 років. Яєчникова недостатність триває від декількох місяців до 

3 років у молодих жінок або стає незворотною в більшості пацієнток старше 

35 років [7]. Зміни оваріального резерву спостерігаються також у жінок з 

трубною вагітністю, що отримували ін'єкції метотрексату [142].

1.2.4. Ятрогенні чинники

Розвиток ПНЯ різного ступеня вираженості спостерігається в пацієнток 

з видаленими матковими трубами при виконанні оперативних втручань з 

приводу трубної вагітності. З виразністю порушення стану яєчників після 

оперативного лікування трубної вагітності корелюють величина крововтрати 

та вік пацієнтки. Найбільш виражені зміни відбуваються в яєчнику на стороні 

видаленої маткової труби. Порушення кровотоку в контрлатеральному 

яєчнику мають вторинний характер. Нормальний менструальний цикл 

відновлюється в 68% хворих, які перенесли односторонню тубектомію та у 

85% пацієнток, які перенесли консервативно-оперативне втручання на 

маткових трубах. Крім цього, ПНЯ може розвиватися у хворих з трубною 

вагітністю при її лікуванні метотрексатом [142].

1.2.5. Ідіопатичні чинникі
У фолікулах пацієнток з ПНЯ порушений процес нормального 

стероїдогенезу, у результаті цього або відбувається їх атрезія, або 

формується синдром «пустого фолікула». Виявлення лютєїнізації незрілих
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фолікулів під час гістологічного дослідження в деяких хворих дозволило 

висловити припущення про те, що при ідіопатичній формі ПНЯ провідним 

патофізіологічним механізмом прискореної атрезії фолікулів є їх передчасна 

лютєїнізація. Вона може бути викликана ослабленням негативного 

зворотного зв'язку з лютеїнізуючим гормоном за рахунок як зниження числа 

примордіальних фолікулів, так і погіршення їх якості [21].

Одним із механізмів розвитку ПНЯ вважається порушення продукції 

цитокінів, які модулюють гонадотропін-опосередкований контроль функції 

яєчників і, як правило, діють як інгібітор. Овуляція розглядається як 

запальний процес із залученням до нього цитокінів, а порушення їх продукції 

може порушувати функцію яєчників і викликати ПНЯ, прискорюючи 

фолікулярну атрезію або порушуючи фолікулогенез [83].

1.3. Клініка розвитку передчасної недостатності яєчників

ПНЯ вперше був визначений де Мораесом-Рухсеном та Джонсом у 

1967 р. як нефізіологічна аменорея до віку 40 років, але після статевого 

дозрівання. У 1939 р. профіль гормонів у жінок з ПНЯ був описаний як 

гіпергонадотропний гіпоестрогенізм. У 1950 р. клінічні особливості ПНЯ 

були детально обговорені автором Atria A., який повідомив про випадки у 20 

молодих жінок до 35 років із вторинною втратою менструацій, припливами, 

безпліддям та атрофією ендометрію [113].

Більшість пацієнток початок захворювання пов'язують зі стресом, 

важкими вірусними інфекціями і т. ін. Зазвичай, перша менструація настає 

своєчасно, а через 5-10 років розвивається аменорея, але у 84% хворих 

бувають епізодичні менструації. Пацієнтки з ПНЯ правильної статури, 

задовільного харчування, з добре розвиненими вторинними статевими 

ознаками [37]. Більшість жінок не мають будь-яких симптомів. Проте при 

неналежному лікуванні пацієнток з ПНЯ, типові симптоми нестачі естрогену 

можуть бути присутніми. Вони включають у себе дратівливість, нервозність, 

припливи, неспокій, безсоння, депресію, втрату лібідо, втрату концентрації
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тощо. Фізичне обстеження може виявити витончення шкіри, зниження ваги, 

остеоалгії і т.д. [191].

Дефіцит естрогену призводить до перших симптомів: припливів, 

надмірного потовиділення, нервозності, зниження лібідо, слабкості, сухості 

шкіри та слизової оболонки.

Крім того, передчасний дефіцит естрогену призводить до зниження 

мінеральної щільності кісток (остеопенія, остеопороз). Навіть у молодих 

жінок із ПНЯ суттєво знижується мінеральна щільність кісток, тому в цих 

випадках необхідне проведення денситометрії. Доведено, що в пацієнток із 

ПНЯ ризик переломів вищий, ніж у жінок, у яких остеопороз розвивався з 

інших причин, окрім ПНЯ (таких як: гіпертиреоз, лікування стероїдами, 

гіперпаратиреоз). Цим пацієнткам також необхідно виміряти рівень вітаміну 

250Н03. Таким чином, можна усунути можливий дефіцит та запобігти втраті 

кісткової маси.

Недостатній рівень естрогену пов'язаний із порушенням обміну 

речовин, що призводить до серцево-судинних захворювань, таких як: 

атеросклероз, гіперхолестеринемія, а також урогенітальна атрофія, зокрема 

сухість піхви та інфекції.

Автоімунний гіпотиреоз -  це захворювання, яке найчастіше 

асоціюється з ПНЯ, тому рекомендується проводити скринінг шляхом 

вимірювання рівня ТТГ, вільного Т4, антитиреоїдної пероксидази та 

антитілоглобулінових антитіл. Захворювання, яке найчастіше асоціюється з 

ПНЯ, це целіакія [113].

У жінок з ПНЯ приблизно в 50% випадків періодично виникають 

овуляторні цикли, однак відсоток настання вагітності вкрай невисокий і не 

перевищує 5-10%. За даними літератури, самостійно або на тлі замісної 

гормональної терапії (ЗГТ) вагітність наступає в 5,2 і 3,3% випадків 

відповідно [21, 137 ].
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1.4. Діагностика синдрому передчасної недостатності яєчників

Згідно з рекомендаціями ESHRE (2016), діагностичними критеріями 

передчасної недостатності яєчників є:

-  олігоменорея або відсутність менструацій протягом 4-х місяців;

-  рівень ФСГ більше 25 МО/мл у 2-х дослідженнях з інтервалом не 

менше 4 тижнів [200].

При обстеженні пацієнток із ПНЯ за тестами функціональної 

діагностики виявляються ознаки гіпофункції яєчників: витончення слизових 

оболонок вульви і піхви, слабопозитивний феномен «зіниці», низькі 

показники КПІ (від 0 до 25%). При гінекологічному дослідженні, ехографії, 

лапароскопії матка і яєчники дещо зменшені [7].

Оцінка резерву яєчників проводиться на третій день циклу шляхом 

визначення рівнів антимюллерового гормону (АМГ), фолікулостимулюючого 

гормону (ФСГ), кількості антральних фолікулів, тесту на інгібін В та 

естрадіолу (Е2). При первинній нефропатії (ПНЯ) спостерігається 

підвищення рівня ФСГ (ФСГ > 25 МО/л), зниження рівня Е2 (< 20 пг/мл), 

значне зниження рівня АМГ (< 1 нг/мл), зменшення рівня інгібіну В та 

низька кількість антральних фолікулів [96,137].

АМГ -  це глікопротеїн, що продукується клітинами гранульози 

преантральних та дрібних антральних фолікулів. АМГ належить до групи 

факторів росту та диференціації пептидів. Рівень АМГ не залежить від дня 

циклу. Його концентрації зменшуються з віком, що робить його дуже 

хорошим маркером для визначення зниження фертильності, включаючи 

передчасну недостатність яєчників. У пацієнток із ПНЯ рівень АМГ дуже 

низький або незначний. У жінок, які страждають синдромом полікістозних 

яєчників (СПКЯ), рівень АМГ значно підвищений, оскільки цей стан 

характеризується надмірною кількістю фолікулів яєчників (однак 

фолікулогенезу немає). На цей час вважається, що АМГ є найкращим 

маркером для оцінки яєчникового резерву [96, 137].
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Рівень ФСГ може змінюватися залежно від циклу. Загальновизнано, що 

рівень ФСГ> 15 МО / л є ненормальним, а при ФСГ> 20 МО / л шанси 

завагітніти дуже малі. За деякими даними, вважається, що запас яєчників 

зменшується навіть при рівні ФСГ> 10 МО / л. Жінки з низьким оваріальним 

резервом нерідко виявляють нормальну концентрацію ФСГ. Із цієї причини 

для оцінки яєчникового резерву слід вимірювати рівні ФСГ та АМГ [96, 137].

Низький рівень Е2 є наслідком розладів яєчників у випадках, коли 

механізм зворотного зв'язку стимулює гіпофіз до секреції гонадотропного 

гормону (високий рівень ФСГ) [ 93, 96].

Інгібін В також корисний для оцінки запасу яєчників. Однак його 

вимірювання залежить від фази циклу, оскільки він виробляється 

гранульозними клітинами ранніх антральних фолікулів, головним чином у 

фолікулярній фазі менструального циклу. На ранній фолікулярній фазі рівні 

інгібіну В відображають кількість і якість фолікулів яєчників. Отже, у 

пацієнтів з ПНЯ знижується рівень інгібіну B [76, 96, 113].

1.5. Лікування передчасної недостатності яєчників

1.5.1. Гормональна терапія
Для лікування пацієнток із ПНЯ та стимуляції овуляції 

використовується замісна гормональна терапія: естрогени,

дигідроепіандростерон, оральні контрацептиви, кломіфенцитрат, 

гонадотропіни [105, 188, 200]. Пероральний, трансдермальний або

періодично вагінальний естрадіол є терапією вибору. Призначення 

трансдермального естрадіолу в дозі 100 мкг на день з додаванням 

прогестерону в циклічному режимі протягом 10-12 днів кожного місяця (або 

гель прогестерону 100-200 мкг/добу протягом 12-14 днів) має захисний вплив 

у відношенні розвитку гіперплазії та раку ендометрію. Але тривала 

гормонозамісна терапія має багато побічних дій. Наприклад, може збільшити 

ризик раку молочної залози або інших захворювань. У той же час, проводячи 

замісну гормональну терапію пацієнткам із ПНЯ, особливу увагу необхідно
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приділяти рівню С-реактивного білка, оскільки він запускає індукцію 

ендотеліальної дисфункції, підвищуючи синтез молекул клітинної адгезії та 

призводить до міокардіальної катастрофи, інсультів, захворювань артерій. Це 

пов'язано з тим, що стероїди чинять і низку негативних ефектів -  

підвищують рівень тригліцеридів і С-реактивного білка, збільшують рівень 

протромбіну та зменшують уміст антитромбіну ІІІ, сприяючи підвищенню 

ризику ішемічних уражень і венозних тромбоемболій [3].

1.5.2 Інші методи лікування
Через наявність у 30-40% пацієнток із ПНЯ супутньої автоімунної 

патології позитивний ефект на результат лікування ПНЯ надає 

імуномодулююча терапія (з метою індукції овуляції), включаючи високі дози 

кортикостероїдів та внутрішньовенне лікування імуноглобулінами [76].

Нещодавно мелатонін був описаний як спосіб лікування у випадку 

перименопаузи. Повідомляється, що він позитивно впливає на функцію 

щитовидної залози та підвищує рівень гонадотропіну. За деякими даними, 

мелатонін також корисний для відновлення фертильності та менструацій, а 

також для профілактики депресії, пов’язаної з менопаузою. Введення 3 мг 

мелатоніну щодня протягом шести місяців призвело до зниження рівня ЛГ у 

жінок 43-49 років (перименопауза), цього не спостерігалося в жінок після 

менопаузи (у віці 50-62 років). Нижні рівні ФСГ були виявлені в жінок із 

первинно низькими концентраціями мелатоніну. У всіх випадках введення 

мелатоніну призводило до вищих концентрацій гормонів щитовидної залози. 

Мелатонін іноді називають гормоном, що утримує час, оскільки він регулює 

секрецію гонадотропінів гіпофізом [54].

Поєднання плазми, насиченої тромбоцитами та мононуклеарними 

клітинами периферичної крові, має синергетичний ефект на відновлення 

фолікулогенезу при трансплантації в циклофосфамід-індукованій моделі 

ПНЯ [109].
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Одним з новітніх підходів до лікування ПНЯ є використання 

кріоекстракту плаценти та ії складових. В експериментальних дослідженнях 

був підтверджений терапевтичний ефект використання екстракту плаценти та 

покращення оваріальної функції в мишей із моделлю ПНЯ [126, 216].

1.5.3. Плацентарна терапія

Клітини та продукти, отримані з плаценти, сприяють розвитку структур 

de novo та ефективній перебудові існуючих тканин за допомогою кількох 

механізмів. Серед них можна виокремити плацентарні фактори росту різних 

класів, високий рівень анаболічних процесів та контроль над процесами 

апоптозу. Плацентарні клітини взаємодіють з апоптотичними сигналами, 

ініціюючи та активуючи процес апоптозу. Важливою рисою плацентарних 

макрофагів є їх здатність виявляти (завдяки певним поверхневим молекулам) 

та поглиблювати апоптотичні клітини. Цей процес відрізняється від 

фагоцитозу некротичних змін у клітинах та екзогенних мікроорганізмів, який 

супроводжується виділенням запальних медіаторів. Поглибленням 

апоптотичних клітин плацентарні макрофаги призводять до пригнічення 

вироблення запальних медіаторів та індукції протизапальних цитокінів.

Екстракти плаценти, завдяки високому вмісту біологічно активних 

речовин, таких як білки, пептиди, РНК, ДНК, полідезоксирибонуклеотиди 

(PDRN), амінокислоти, ферменти та мікроелементи, виявляють активність в 

антиоксидантному, протизапальному та тромболітичному спрямуваннях, а 

також виступають як стимулюючий фактор для репарації тканин. Екстракти 

плаценти людини здатні пригнічувати гідроксильні, супероксидні радикали, а 

також окис азоту; відновлювати тривалентне залізо та ЛБТ8+-радикал; 

хелатувати іони металів змінної валентності; запобігати перекисному 

окисленню ліпідів. Кріоекстракт плаценти, будучи одним з найбільш простих 

у зберіганні та використанні кріопрепарат, має виражені імунокоригуючі та 

регенеративні властивості, вигідно відрізняючись від препаратів, що 

піддаються термічній обробці. Використання кріоекстракту плаценти
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призводить до стимуляції метаболізму та посиленню 

мікрогемоциркуляторного русла в різних органах і тканинах, нормалізує 

антиокислювальну активність й активність супероксиддисмутази в сироватці 

крові, серці й печінці експериментальних тварин [23].

1.5.4. Терапія стовбуровими клітинами

Одним з перспективних методів терапії ПНЯ є трансплантація 

стовбурових клітин, що покращує функцію яєчників за рахунок збільшення 

експресії споріднених гормонів та запобігання апоптозу гранульозних клітин, 

що свідчить про їх терапевтичний потенціал [74, 81, 88, 93, 132, 136, 180, 186, 

217].

Терапевтичні ефекти МСК можна виміряти кількома факторами, 

такими як фолікулогенез, рівень апоптозу гранульозних клітин, судинне 

утворення, рівень вагітності та регуляція рівня гормонів [64, 82, 88, 141, 220]. 

Фолікулогенезу сприяє трансплантація стовбурових клітин, що може 

прискорити оогенез або підготувати адекватне середовище. Відомо, що МСК 

жирової тканини підвищують ригідність клітин тека та гранульозних клітин, 

що призводить до виникнення оптимального середовища для фолікулогенезу 

[108].
Терапевтичний потенціал МСК можна розподілити на дві складові. 

Одна пов’язана з їх замісною функцією -  здатністю диференціюватися та 

заміщати пошкоджені клітини. Механізм хоумінга МСК: вони вибірково 

репопулюють клітини в місця пошкодження незалежно від типу тканини та 

диференціюються in vivo імплантованих клітин під впливом місцевих 

сигналів.

Друга обумовлена паракринною дією -  формою міжклітинного 

взаємозв’язку, при якому клітина передає сигнал сусідній клітині, тим самим 

змінює її поведінку [53, 131, 158, 164]. Паракринні фактори (сигнальні 

молекули) діють шляхом дифузії і тому впливають на найближчі клітини 

мікрооточення. Зв'язування паракринного фактору з відповідним рецептором
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сусідньої клітини викликає каскад сигнальної трансдукції (signal transduction 

cascade), метою якого є перетворення сигналу ззовні клітини до 

функціональної зміни всередині клітини-мішені. Більше ніж 1000 клінічних 

випробувань щодо застосуваня МСК для лікування різних захворювань на 

цей час затверджені Управлінням із санітарного догляду за якістю продуктів 

та медикаментів (Food and Drug Administration, FDA (США), більшу частину 

яких складають протоколи лікування, засновані на їх паракринній дії. 

Паракринна дія МСК реалізується двома шляхами. Перший шлях 

обумовлений прямою дією розчинних синтезованих та виділених клітинами 

ростових факторів, хемокінів, цитокінів, об’єднаних терміном «секретом». 

Другий шлях пов'язаний із дією молекул РНК, мікро-РНК, мебранних 

рецепторів, ферментів, цитокінів та ростових факторів, інкапсульованих у 

мембранні мікровезикули або екзосоми [93, 169, 176].

МСК можуть стимулювати ділення ендогенних СК та клітин- 

попередників, секретуючи фактор СК (stem cell factor, SCF), 

колонієстимулюючий фактор макрофагів (macrophagecolony-stimulatin 

gfactor, M-CSF), фактор строми-1 (stromal cell-derived factor-1, SDF-1), 

фактор, інгібуючий лейкемію (leukemia inhibitory factor, LIF) та ангіопоетин 1 

(angiopoietinl). Імуномодулюючий ефект МСК обумовлений дією 

індолеамін-2,3-діоксигенази (indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO),

простагландином E2 (PGE2), трансформуючим фактором росту-ß! 

(transforming growth factor, TGF-ß1), LIF, лейкоцитарним антигеном людини 

G5 (human leukocyt eantigen G5, HLA-G5), фактором росту гепатоцитів 

(hepatocyte growth factor, HGF), білком 6, фактором некрозу пухлин (TSG-6) 

та оксидом азота (NO). МСК можуть стимулювати місцевий ангіогенез, 

секрецію екстраклітинного матриксу, фактора зростання судин (VEGF), 

інсуліноподібного фактору росту 1 (IGF-1), плацентарного фактора росту 

(placenta growth factor, PLGF), білка 1 хемоатрактанта моноцитів (monocyte 

chemoattractant protein 1, MCP-1), основного фактора росту фібробластів 

(bFGF) та ІЛ-6 (IL-6). МСК можуть інгібувати апоптоз, виділяючи фактор
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росту гепатоцитів (HGF), трансформуючий фактор росту-pi (TGF-pi), 

інсуліноподібний фактор росту 1 (IGF-1), основний фактор росту

фібробластів (bFGF), фактор росту судин (VEGF) та колонієстимулюючий 

фактор макрофагів та гранулоцитів (macrophage and granulocytecolony- 

stimulating factor, GM-CSF) [60, 112, 174, 208]. Крім того, МСК можуть 

стимулювати цільову міграцію лейкоцитів та моноцитів до місця 

пошкодження, викликаючи відновлення нормального тканинного гомеостазу.

МСК проявляють антизапальні властивості при високих рівнях 

прозапальних цитокінів та прозапальні -  при їх низьких рівнях. Про- та 

антизапальний ефекти МСК наведено на рис.1.1. Шлях дії регулюється 

активацією в МСК толл-подібного рецептора (TLR) внаслідок взаємодії з 

молекулами (ліпополісахаридами або двохланцюговими РНК вірусу), 

асоційованими з патогеном.

Absence of inflammatoryPresence of inflammatory
environmentenvironment

+ 11-6 L -fl

IDO/PGE2 CD40L/IFN-y/IL-1 *  IFN-уЯNF-a
*  IL-10
vTNF-a Monocyte MacrophageМ2 Macrophage

A IL-10 *  IFN-y/TNF-a

'J  vTNF-a

Activated T cellTreg generation

Pro-inflammatory

Рис. 1.1. Про- та антизапальний ефекти МСК. (Regmi et al. 2019)
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МСК можуть бути примійовані до стимуляції продукції як TLR3, так і 

TLR4, викликаючи різнонаправлені реакції імунної системи. TLR3- 

примійовані МСК проявляють протизапальну дію, а TLR4- примійовані МСК 

-  прозапальну дію [18, 164].

У відповідь на розпізнавання мікробної молекули МСК секретують ІЛ- 

6, ІЛ-8, фактор, інгібуючий міграцію макрофагів (macrophage migration 

inhibitory factor, MIF), колонієвостимулюючий фактор макрофагів та 

гранулоцитів (macrophage and granulocyte colony-stimulating factor, GM-CSF) 

та хемокіни, які прискорюють проліферацію нейтрофілів та моноцитів. 

Моноцити, залучені в реалізацію імунної відповіді, здобувають прозапальний 

M1 фенотип та секретують запальні цитокіни та біомолекули, що 

стимулюють Т-лімфоцити.

Більш того, TLR4-примійовані МСК секретують хемокіни MIP-1a та 

MIP-ip, RANTES, CXCL9, CXCL10, CXCL11, які стимулюють накопичення 

лімфоцитів у зоні інфекції. При низькому рівні прозапальних цитокінів МСК 

секретують також NO або IDO, які викликають активацію Т-лімфоцитів та 

стимулюють наступну імуномодулюючу дію МСК. При сильному запаленні 

та високому рівню прозапальних цитокінів МСК знижують імунну реакцію, 

переключаючись на TLR3- примійований антизапальний тип [18, 68, 72, 157, 

182].

Таким чином, прозапальний ефект МСК реалізується на ранніх стадіях 

запалення та інфекційних захворювань, у той час як їх протизапальна дія 

сприятливо впливає на перебіг пізньої фази запалення, коли надмірна імунна 

реакція може призвести до пошкодження тканин. Ця унікальна двовекторна 

дія МСК може бути ефективно застосована для відновлення структури та 

функціональної спроможності жіночих статевих органів [18, 48, 55, 66, 182].

Кілька досліджень показали паракринну активність стовбурових клітин 

шляхом виявлення екзосомних мікроРНК із стовбурових клітин у тканинах 

плода та вивчення їх генів-мішеней. Екзосоми, отримані з МСК амніотичної
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рідини, містять miR-146a та miR-10a, які обидва гени-мішені індукують 

апоптоз гранульозних клітин [112, 130, 177, 205].

Нещодавні клінічні результати вказують на те, що трансплантація 

стовбурових клітин покращує функцію яєчників, про що свідчать відновлені 

менструації, регульований рівень гормонів і, у рідкісних випадках, 

можливість завагітніти [43, 56, 88, 214, 217].

Дослідження, проведене М. Edessy, оцінювало десять пацієнток із ПНЯ 

ґрунтуючись на оваріальний резерв, зокрема рівні АМГ, ФСГ та E2 із 

загальним числом антральних фолікулів та середнім об’ємом яєчників. 

Результати показали, що серед 10 пацієнток 2 відновили менструацію через 3 

місяці після трансплантації МСК, а одна завагітніла [85].

МСК є підмножиною негемопоетичних дорослих стовбурових клітин, 

що походять від мезодерми. Вони здатні до самовідновлення та 

багатолінійної диференціації не лише на мезодермні лінії, такі як: 

хондроцити, остеоцити та адипоцити, але також на ектодермічні клітини та 

ендодермічні клітини [55, 202].

МСК уперше були виділені з кісткового мозку, і до цього часу вони 

були виділені з різних тканин, зокрема, жирової тканини, амніона, 

менструальної крові та пуповини [55, 66, 102, 140, 133, 182, 201].

МСК кісткового мозку людини були першими стовбуровими 

клітинами, що використовувалися для оцінки терапевтичної здатності МСК у 

щурів з моделлю ПНЯ, викликаною хіміотерапією. Вони мають високий 

проліферативний потенціал і здатність диференціюватися в адипоцити, 

хондроцити та остеобласти [47, 51, 52, 56, 93, 97, 176, 194].

Найбільш очевидним ефектом є факт настання вагітності після 

лікування МСК. Самицям мишей із моделлю ПНЯ трансплантували МСК 

кісткового мозку та спарювали зі здоровими тваринами. У цьому дослідженні 

повідомляється про 100-відсотковий рівень вагітності, указуючи на те, що ці 

миші з моделлю ПНЯ завагітніли принаймні один раз після трансплантації 

МСК кісткового мозку. Однак ооцити, вилучені у цих мишей після клітинної
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терапії, важко було запліднювати здоровою спермою in vitro. Цей висновок 

свідчить про сучасні обмеження застосування цієї терапії стовбуровими 

клітинами в процесі ЕКЗ і необхідність подальших досліджень щодо цієї 

теми [138].

Одним із найновіших терапевтичних підходів є використання МСК з 

менструальної крові людини. Ангіогенез є компонентом проліферативної 

фази ендометрію менструального циклу. Таким чином, науковці висунули 

гіпотезу про існування популяції стовбурових клітин, яку можна виділити з 

менструальної крові. Головним чином, їх почали використовувати в терапії 

стовбуровими клітинами тому, що для вилучення цих клітин не потрібні 

будь-які інвазивні методи. Jalalie et al. повідомили про успішне приживлення 

МСК менструальної крові, вилучених у жінок у віці 25-35 років, на мишах із 

моделлю ПНЯ, індукованої циклофосфамідом. Імплантовані МСК 

пригнічували апоптоз та зупинку клітинного циклу через ECM-залежний 

сигнальний шлях FAK-AKT [67, 112, 128, 135, 144, 165, 175, 199, 119, 221].

Жирова тканина вважається доступним джерелом МСК. МСК з 

жирової тканини людини (МСК ЖТ) отримують з підшкірної жирової 

тканини, видаленої під час операцій ліпосакції або абдомінопластики. У 

порівнянні з МСК кісткового мозку, МСК ЖТ мають вищі здатності до 

проліферації та самовідновлення й демонстрували вищу генетичну 

стабільність у довготривалій культурі. МСК ЖТ експресують CD34, CD14 та 

CD45, пригнічують проліферацію Т-клітин, секретуючи різноманітні 

розчинні медіатори, включаючи простагландин Е2 (PGE2) та IFN- 

у/індолеамін 2,3-діоксигеназу [69, 93, 108, 171, 174].

Процедура отримання МСК з амніону неінвазивна і є вигідним 

джерелом отримання МСК. Самицям мишей із моделлю ПНЯ 

трансплантували амніотичні МСК. Результати дослідження показали 

відновлення рівнів естрогену, ФСГ та коефіцієнту фертильності [79].

МСК пуповини людини -  це різновид плюрипотентних стовбурових 

клітин, які виділяються з пуповини новонароджених. Менш дослідженим
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джерелом МСК є строма пуповини, яку також називають желе Уортона, яке 

походить від позазародкової мезодерми на 13-й день ембріонального 

розвитку. Менша кількість етичних проблем, безболісне отримання з 

пуповини та гіпоімуногенність є основними перевагами МСК пуповинної 

крові. Декілька досліджень показали, що трансплантація МСК пуповини за 

допомогою колагенових каркасів може підвищити ефективність 

трансплантації за рахунок поліпшення прикріплення та проліферації клітин. 

Клінічне дослідження двох груп лікування показало, що в порівнянні з 1 -ою 

групою, яка отримувала просто трансплантацію МСК пуповини 

інтраоваріально, 2-а група, яка отримувала трансплантацію МСК пуповини з 

колагеновим каркасом інтраоваріально, показала поліпшення функції 

яєчників, і одна пацієнтка завагітніла після лікування [80, 86, 112, 120, 130, 

137, 163, 168, 214, 218].
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РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Дизайн дослідження

Ураховуючи особливості перебігу ПНЯ та перспективи застосування 

клітинної та плацентарної терапії, дослідження складалося з трьох етапів 

(рис. 2.1).

Рис. 2.1. Дизайн дослідження.

На першому етапі проводили вибір моделі та моделювання ПНЯ на 

лабораторних тваринах. На другому проводили лікування мишей з ПНЯ із 

застосуванням плацентарної та клітинної терапії (кріоекстрактом плаценти - 

парентерально та стовбуровими клітинам жирової тканини інтраоваріальним 

та інтраперитонеальним введенням). На третьому етапі оцінювали 

ефективність використаних терапевтичних методів у відновленні 

репродуктивної функції та функції органів детоксикації, покращенні 

поведінкових реакцій та відновлення ваги у експериментальних тварин з 

моделлю ПНЯ.
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2.2. Лабораторні тварини
Дослідження проведені у віварії ІПКіК НАН України, ТОВ "Інститут 

кліткової біореабілітації", на кафедрах патологічної анатомії ХМАПО.

Експериментальний розділ роботи виконаний на 50 самицях мишей 

лінії BALB/с середньою масою 20,1 ± 1,2 г у віці 6 місяців. На час 

дослідження тварини знаходилися при природному освітленні, отримували 

стандартне харчування ad libitum. Тварин утримували відповідно діючим 

правилам про оснащення та функціонування віварію.

Тварини були розподілені на п’ять груп:

1- а (контрольна група) -  10 інтактних самиць мишей лінії BALB/c;

2- а група -  10 самиць мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ без лікування;

3- я група -  10 самиць мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ та лікуванням 

парентеральним введенням КП;

4- а група -  10 самиць мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ та лікуванням за 

допомогою інтраперитонеального введення МСК ЖТ;

5- а група - 1 0 самиць мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ та лікуванням за 

допомогою інтраоваріального введення МСК ЖТ.

2.3. Методи отримання екстракту плаценти та клітин жирової 
тканини

2.3.1. Отримання кріоконсервованого екстракту плаценти
Кріоконсервований екстракт плаценти отримували з плаценти після 

операції кесаревого розтину за умови інформованої згоди жінки [40]. Суть 

методу полягає в руйнуванні клітин плаценти під дією низьких температур, 

що дозволяє вивільнити біологічно активні речовини без денатурації 

білкових компонентів унаслідок дії низьких температур або хімічних сполук. 

Цей метод було обрано, оскільки більшість факторів росту є саме білковими.

Плаценту доставляли до лабораторії протягом 3-х годин після операції 

кесаревого розтину, відмивали 0,9% розчином хлориду натрію (Юрія-Фарм,
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Україна), фрагментували тканину плаценти до розмірів 2-3 мм. До отриманої 

маси додавали 0,9% розчину хлориду натрію у співвідношенні 1 частина 

плацентарної тканини до 3-х частин 0,9%-го розчину хлориду натрію. Після 

цього отриману суспензію розливали по поліпропіленових пробірках (SPL, 

Республіка Корея) та занурювали в рідкий азот, де тримали протягом 10 

хвилин. Після цього пробірки зі суспензією відігрівали на водяній бані 

(MicroMed, Китайська народна республіка) протягом 10 хвилин при 37°C. 

Цього часу достатньо для повного розморожування зразків. Цикли 

заморожування-відігрівання повторювали тричі. Зразки центрифугували при 

1500 об/хв за допомогою центрифуги ЦЛМН-Р10/2700 (Елекон, Росія) 

протягом 10 хвилин. Надосад -  кріоконсервований екстракт плаценти (КП) -  

збирали та розливали в кріопробірки (SPL, Республіка Корея) ємністю 2 мл, 

які зберігали в рідкому азоті при -196°С до початку експерименту з 

дослідження терапевтичної дії введення КП на перебіг модельованої ПНЯ. 

Перед введенням зразки КП підігрівали на водяній бані (MicroMed, КНР) 

протягом 10 хвилин при 37°C.

2.3.2. Отримання мезенхімальних стовбурових клітин жирової

тканини
Мезенхімальні стовбурові клітини жирової тканини (МСК ЖТ) мишей 

отримували за методом Sun M. et al. [173]. Жирову тканину отримували з 

черевної порожнини мишей лінії BALB/c віком 6-8 місяців (рис. 2.2, а, б).

Жирову тканину ретельно промивали стерильним фосфатно-сольовим 

буфером (PBS) («BioWest», Франція) з 10% ципрофлоксацину (Fresenius 

Kabi, Bad Homburg, Німеччина), розрізали на дрібні шматочки та інкубували 

в присутності 0,1%-го розчину колагенази ІІ типу («ПанЕко», Росія) у 

середовищі аМЕМ («BioWest», Франція) протягом 1 години при 37°C на 

магнітній мішалці. Надосад зливали та після інактивації ферментів 10%-ою 

фетальною бичачою сироваткою («Lonza», Німеччина) зразки фільтрували
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через клітинний фільтр з розміром пор 100 мкм (BD Biosciences, Durhan, 

США).

Рис. 2.2. Отримання МСК з жирової тканини мишей: а - жирова 

тканина позначена стрілкою, б - фрагмент жиру при збільшенні, в - перша 

доба культивування з домішками еритроцитів, г - третя доба культивування. 

Масштабні лінійки 100 мкм.

Отриману клітинну суспензію центрифугували протягом 5 хв при 

1200 об/хв за допомогою центрифуги ЦЛМН-Р10/2700 («Елекон», Росія), 

клітинний осад ресуспендували в середовищі аМЕМ («BioWest», Франція),



59

збагаченому 10% фетальної бичачої сироватки («Lonza», Німеччина), 

антибіотиком, антимікотиком (РРА, Австрія) і висівали на 25 см3 флаконах 

(«SPL», Корея) (рис. 2.2, в, г).

МСК ЖТ культивували на флаконах та культуральних планшетах 

(«SPL», Корея) в СО2--інкубаторі (Thermo Fisher Scientific, США) при 37°С в 

атмосфері 5% CO2, культуральне середовище змінювали кожні 2 - 3 доби, 

клітини пересівали при формуванні моношару за допомогою 0,25%-го 

розчину трипсину («BioWest», Франція).

2.4. Моделювання хіміоіндукованого синдрому передчасної
недостатності яєчників

Для моделювання хіміоіндукованої ПНЯ була обрана модель 

циклофосфамідіндукованої ПНЯ, описаної Xiao G.Y. зі співавторами [206], 

як найбільш відтворювана та найбільш розповсюджена за даними літератури. 

Принцип моделі засновано на пригніченні функції яєчників унаслідок 

хіміотерапії. Важливою перевагою моделі перед оваріоектомічними 

аналогами є залишення яєчників та можливість відновлення їх функції після 

лікування. Модель супроводжується загальним токсичним впливом та 

навантаженням на органи детоксикації -  печінку та нирки. Для відтворення 

моделі тваринам одноразово вводили циклофосфамід у дозі 200 мг/кг (Baxter 

Oncology, Німеччина) і бусульфан (Aspen Pharma, Німеччина) у дозі 20 мг/кг. 

Для цього 200 мг циклофосфаміду розчиняли в 20 мл PBS, додавали 20 мг 

бусульфана, розчиненого в 2 мл ДМСО та вводили інтраперитонеально по 0,5 

мл кожній тварині.

Через 2 тижні після моделювання ПНЯ шляхом введення 

циклофосфаміду та бусульфану підтверджували за втратою ваги та 

результатами кольпоцитологічного дослідження (еструс/анеструс) та 

починали лікування. Дози КП для тварин розраховували згідно діючих 

рекомендацій з дослідження лікарських препаратів та даними літератури [11, 

32, 205]. Доза КП складала 0,01 мл (КП розводили в 10 разів буфером PBS та
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вводили 0,1 мл парентерально). Доза МСК ЖТ складала 100000 клітин на 

тварину. Інтраперитонеальне введення МСК ЖТ здійснювали в об’ємі 0,1 мл 

культурального середовища. Інтраоваріальне введення моделювали за 

найбільш розповсюдженим методом [206], по 50000 клітин в об’ємі 0,05 мл 

культурального середовища шляхом введення в періоваріальну жирову 

тканину кожного яєчника.

Через 4 тижні після хіміотерапії по 5 тварин з групи виводили з 

експерименту, проводячи гістологічне дослідження препаратів органів 

репродукції -  яєчників і маток та органів детоксикації -  печінки і нирок. 

Через 8 тижнів усіх тварин виводили з експерименту.

2.5. Методи оцінки впливу моделювання ПНЯ, клітинної та
плацентарної терапії на лабораторних тварин

2.5.1. Дослідження естрального циклу та статевої активності мишей

Перед початком дослідження в усіх самиць досліджували естральний 

цикл протягом двох тижнів методом вагінальних мазків (кольпоцитології). 

До дослідження залучали тільки самиць з регулярним естральним циклом.

Принцип методу полягає в тому, що під час фази еструсу насиченість 

організму естрогенами підвищується та в мазку вагінального епітелію 

переважають поверхові ороговілі клітини (рис. 2.3, а), під час діеструсу 

внаслідок дефіциту естрогенів трофіка піхви знижується та в мазку 

спостерігаються лише глибокі клітини (рис. 2.3, б). У фазі проеструсу 

спостерігаються обидва типи клітин. Для проведення кольпоцитологічного 

тесту в мишей кожного дня з понеділка по п’ятницю бавовняним тампоном 

брали мазки з піхви, забарвлювали метиленовим синім (Пан Еко, Росія), 

оглядали під мікроскопом.

Для визначення статевої активності самиць мишей спарювали із 

самцями лінії ВАЬВ/с віком 6-8 місяців, які мали раніше нащадків, тобто 

були фертильними, у співвідношенні 3:1. Кожного ранку наявність
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спарювання реєстрували за наявністю вагінальних пробок, при наявності 

сумнівів досліджували вміст піхви під мікроскопом на наявність сперміїв.

Рис. 2.3. Кольпоцитограми мишей: а -  поверхневі клітини у фазі 

еструсу, б -  глибокі клітини у фазі діеструсу.

2.5.2. Дослідження динаміки ваги тварин
Зміна ваги під час лікування хіміотерапевтичними препаратами (ХТП) 

вважається прогностичним фактором щодо виживаності [129]. Оскільки 

зміни витрати енергії під час і після хіміотерапії відбуваються з перевагою 

катаболічних процесів на етапі прийому ХТП [185], важливо дослідити зміну 

ваги мишей. Зважування самиць мишей усіх досліджуваних груп проводили 

двічі на тиждень за допомогою лабораторних вагів ФЕН-600л з точністю 

±0.01г.

2.5.3. Дослідження поведінки тварин

Оцінку поведінкових реакцій проводили, використовуючи тест 

“відкритого поля”, анксіолітичний і зоосоціальний тести, що відображають 

орієнтаційно-пошукову поведінку, ступінь тривожності та здатність тварин 

до зоосоціальної взаємодії, відповідно [104, 117, 193].

https://chemtest.com.ua/ua/vagi_laboratorni_fen-600l
https://chemtest.com.ua/ua/vagi_laboratorni_fen-600l
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Тест відкритого поля проводили для оцінки загальної активності та 

тривожності, розміщуючи тварину на полі 50 х 50 см, яке було поділене на 9 

рівних квадратів. Реєстрували кількість відвіданих квадратів за 5 хвилин, 

кількість стійок, кількість актів грумінгу. Кількість відвіданих твариною 

квадратів зазвичай характеризує пошукову активність, стійки відповідають 

орієнтаційній поведінці, грумінг є характеристикою спокою, відсутності 

тривоги.

Анксіолтичний тест (піднесений хрестоподібний лабіринт) 

застосовували для виявлення тривоги. Для цього тварин розміщували на 5 

хвилин у хрестоподібний лабіринт, дві частини якого відкриті, а дві -  закриті. 

Реєстрували час знаходження тварини в закритих рукавах лабіринту, що 

характеризує стан тривоги та бажання сховатись.

Зоосоціальну поведінку досліджували за допомогою трикамерного 

тесту. Принцип тесту полягає в тому, що тварин розташовували в закритій 

ємності, яка складалася з трьох однакових скляних камер з вільним 

переходом між ними. У середню камеру поміщали піддослідну тварину, в 

одній з крайніх камер у клітці знаходилася інша тварина, у третій камері 

розташовували порожню клітку. Підраховували час, який піддослідна 

тварина проводить у камері з іншою твариною, що характеризує 

комунікативну активність піддослідної тварини.

2.5.4. Морфологічне дослідження органів репродукції та

детоксикації
Морфологічне дослідження органів проводили після виведення тварин 

з експерименту.

Органи тварин (матки, яєчники, піхви, нирки, печінка) фіксували в 

10%-му розчині нейтрального формаліну, зневоднювали в спиртах, ксилолі, 

заливали в парафін та робили зрізи, які забарвлювали гематоксиліном та

еозином.
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При аналізі маток аналізували товщу стінки органа, товщу ендометрію, 

наявність залоз на зрізі.

При аналізі яєчників звертали увагу на їх розмір, кількість 

примордіальних, первинних та третинних фолікулів на зрізі.

При аналізі печінки звертали увагу на архітектоніку органа, наявність 

циротичних змін, крововиливів.

При аналізі нирок звертали увагу на морфологічну будову клубочків, 

наявність їх набряку, стан канальців, явища атрофії, склерозу та фіброзу.

Для аналіза морфологічних досліджень з аналізом цифрових 

фотографій застосовували мікроскоп Delta Optical NIB-100 («Delta Optical», 

Польща) та програмне забезпечення ToupView V 3.7 (Hangzhou ToupTek 

Photonics Co. Ltd, Hangzhou, China) та ImageJ V.1.48. (National Institutes of 

Health, USA), GraphPad Prism 5,0 GraphPad SoftwareInc, USA

2.6. Методи статистичної обробки даних
Статистична обробка даних проводилася з використанням електронних 

таблиць Microsoft Excel 2010 і програми Statistica 10.0 ("StatSoft", США). 

Обчислювали медіану, нижній та верхній квартилі, дані представляли у 

вигляді Ме [Q1; Q3]. Порівняння декількох незалежних вибірок проводилося 

методом Краскела-Уолліса (Kruskal-Wallis H-test) з подальшим 

застосуванням методу Мана-Вітні з поправкою Бонфероні. Відмінності 

вважали достовірними при p <0,01. Непараметричні методи дослідження 

були обрані з урахуванням невеликих обсягів вибірки груп мишей, що 

дозволено виводити з експерименту (декапитація) етичними нормами.

2.7. Біоетичні протоколи

При виконанні дослідження дотримувалися принципів Гельсинської 

декларації, прийнятої Генеральною асамблеєю Всесвітньої медичної асоціації 

(1964-2000рр.), відповідних положень ВООЗ, Міжнародної ради медичних
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наукових товариств, Закону України «Про захист тварин від жорстокого 

поводження» та положень «Європейської конвенції про захист хребетних 

тварин, що використовуються в експериментальних та інших наукових цілях 

86/609/EEC», Міжнародного кодексу медичної етики (1983р.) та законів 

України.

Проведення експериментальної роботи було погоджено з комітетом з 

питань етики та біоетики Харківського національного медичного 

університету (протокол №10 від 12.09.2023).

Плаценти для виділення екстракту отримували під час операції кесарів 

розтин за інформованої згоди жінок.
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РОЗДІЛ 3
ВПЛИВ КЛІТИННОЇ ТА ПЛАЦЕНТАРНОЇ ТЕРАПІЇ НА 

ПОВЕДІНКОВІ РЕАКЦІЇ САМИЦЬ МИШЕЙ В МОДЕЛІ 

ПЕРЕДЧАСНОЇ НЕДОСТАТНОСТІ ЯЄЧНИКІВ

Синдром передчасного виснаження яєчників у жінок призводить до 

зниження вмісту естрогенних гормонів, які відіграють ключову роль у 

забезпеченні якості її життя, а саме: сприяють запобіганню деменції; 

знижують частоту хвороби Альцгеймера та вікової втрати пам’яті; сприяють 

гальмуванню підвищеного розпаду нейронів у тім’яніій ділянці та гіпокампі, 

збереженню серотонінергічної функції в жінок після настання менопаузи; 

знижують ризик дегенерації жовтої плями; відіграють певну роль у 

попередженні раку прямої кишки; мають позитивний вплив на ліпідний 

профіль плазми крові; надають захисну дію на коронарні судини; знижують 

рівень тригліцеридів. Синдром гіпоестрогенемії при ПНЯ патогенетично 

пов’язаний із формуванням атерогенних дисліпідемій, патологією гемостазу, 

а також розвитком артеріальної гіпертензії та атеросклерозу судин головного 

мозку й серця [44; 119]. Ендотеліальна дисфункція є відомим наслідком 

гіпоестрогенемії [154, 190]. У жінок з ПНЯ спостерігалися також порушення 

ліпідного обміну, метаболізму глюкози та зниження функції нирок [110]. 

Підкреслюється необхідність раннього виявлення та довічного лікування 

метаболічних аномалій.

ПНЯ, що виникає на тлі застосування хіміотерапевтичних препаратів, 

викликає зміни у функціональному стані судин, подібні до таких при 

клімактеричних розладах [33]. При цьому відзначаються порушення нервової 

системи з перевагою процесів збудження над процесами гальмування, які 

призводять до порушень пам’яті, поведінки та якості життя в цілому.
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Втрата ваги, яка також спостерігається при застосуванні ХТП, є 

результатом дизбалансу між споживанням і витратою енергії та може бути 

пов’язана зі зниженою переносимістю хіміотерапії й підвищеною 

токсичністю. Виявлено підвищення виживання онкохворих пацієнтів, у яких 

після хіміотерапії відбулася стабілізація ваги [155].

При синдромі передчасної недостатності функції яєчників зниження 

продукції естрогенів та відсутність нормального оваріального циклу 

призводить до змін ваги, зовнішнього вигляду (шкіри, волосся, нігтів, осанки 

та ін.), розладів в емоційній сфері (депресія, перепади настрою, емоційна 

нестабільність), підвищеної кількості захворювань жінок у менопаузі, які є 

результатом зниження захисного впливу естрогенів. В експерименті 

вищевказані зміни в жінок екстраполюються на лабораторних тварин, у яких 

при синдромі виснаження яєчників відбувається зміна ваги, загального виду, 

поведінки та тривалості життя.

.1. Дослідження впливу клітинної та плацентарної терапії на
загальний стан та вагу мишей
Вивчення динаміки ваги тварин протягом 8 тижнів показало збільшення 

ваги мишей контрольної групи з 19,9 до 22,5 г (рис. 3.1, група 1).

Зовнішній вигляд тварин, активність та цікавість до їжі відповідали 

нормі [36].

Вага тварин усіх досліджуваних експериментальних груп після 

моделювання хіміоіндукованої ПНЯ знижувалася протягом двох тижнів (рис.

3.1, група 2), достовірно відрізняючись від ваги мишей контрольної групи, 

що є проявом токсичного впливу хіміотерапії (табл. 3.1). При моделюванні 

ПНЯ у тварин спостерігали також зниження фізичної активності, зваляність 

хутра, втрату цікавості до їжі.
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Таблиця 3.1

Динаміки ваги тварин протягом 8 тижнів за Kruskal-Wallis (H-test)

Depend.:
1-й

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 1-й тиж  
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =6,183511 p =,1

день (Spreadsheetl) 

[859
тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 1,000000 1,000000 0,153671 1,000000
2гр 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
3гр 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
4гр 0,153671 1,000000 1,000000 1,000000
5гр 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000

Depend.:
3-й
тиж день

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 3-й тиж день (Spreadsheetl) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =34,29386 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000001 0,000421 0,002319 0,398340
2гр 0,000001 1,000000 0,945275 0,009739
3гр 0,000421 1,000000 1,000000 0,413377
4гр 0,002319 0,945275 1,000000 1,000000
5гр 0,398340 0,009739 0,413377 1,000000

Depend.:
5-й
тиж день

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 5-й тиж день (Spreadsheetl) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 25) =18,45783 p =,0010

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,003336 0,087677 0,352584 1,000000
2гр 0,003336 1,000000 1,000000 0,013694
3гр 0,087677 1,000000 1,000000 0,254648
4гр 0,352584 1,000000 1,000000 0,856734
5гр 1,000000 0,013694 0,254648 0,856734

Depend.:
8-й
тиж день

M ultiple Com parisons p values (2-tailed); 8-й тиж день (Spreadsheetl) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 25) =12,41743 p =,0145

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,012707 0,646636 1,000000 1,000000
2гр 0,012707 1,000000 0,781297 0,077230
3гр 0,646636 1,000000 1,000000 1,000000
4гр 1,000000 0,781297 1,000000 1,000000
5гр 1,000000 0,077230 1,000000 1,000000
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КЛЛЧезІ Н =6,18 
Р =0,19

КЛЛЧеэ! Н =34.29
р <0,001

КЛЛЧезІ Н =18.46
р =0,001

К-^Мє&і Н =12.41 
р =0,01

1-й тиждень 3-й тиждень 5-й тиждень 8-й тиждень

□  1 група □  2 група □  3 група □  4 група □  5 група

Рис. 3.1. Динаміка ваги мишей після моделювання ПНЯ та 

лікування: 1 -  контрольна група тварин, 2 група -  модель ПНЯ без 

лікування, 3 група -  моделювання ПНЯ та лікування кріоекстрактом 

плаценти парентерально, 4 група -  моделювання ПНЯ та лікування 

введенням МСК інтраперитонеально, 5 група -  моделювання ПНЯ та 

лікування введенням МСК інтраоваріально; * -  різниця є статистично 

значущою порівняно з контролем (р<0,01). Верхня і нижня межі стовпчиків 

відповідають 75- і 25-у процентилям відповідно; довжина стовпчика - 

межквартільний інтервал; горизонтальна лінія стовпчика - медіана; планки 

похибки - мінімальні й максимальні значення.
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Van Soom T. зі співавторами показали, що зміни витрати енергії під час 

і після хіміотерапії мають U-образну залежність з перевагою катаболічних 

процесів на етапі прийому ХТП [185]. Втрата ваги при цьому може бути 

наслідком гіперметаболізму, який впливає на здатність організму до 

засвоєння енергії та надмірною її витратою [183]. Зміна ваги під час 

лікування ХТП вважається прогностичним фактором щодо виживання також 

і у тварин [129].
Після проведеного лікування КП парентеральним введенням та МСК 

ЖК інтраперитонеальним введенням у тварин 3-ої та 4-ої груп не було 

зафіксовано негативної реакції на введення . Миші 5-ої групи, яким вводили 

клітини в яєчники, виходили з наркозу протягом однієї години, але їх стан 

залишався пригніченим протягом двох діб. Загоєння рани передньої черевної 
стінки повністю відбувалося протягом тижня. Усі тварини, які пережили 

операцію, не мали пізніх післяопераційних ускладнень.

В усіх експериментальних групах, у яких тварини піддавалися 

лікуванню (тобто в групах 3-5) вага тварин почала відновлюватися, 

починаючи з третього тижня. Різниця показників ваги мишей у 2 - 5 групах 

та контрольною групою була достовірно значущою протягом чотирьох 

тижнів. На п’ятому тижні вага тварин 5 групи, які отримували МСК ЖТ 

інтраоваріально, уже не відрізнялася від відповідних показників тварин 

контрольної групи (Krnskal-Wallis test: H = 18,46; p =0001). Вірогідність 

різниці ваги між мишами контрольної групи та 3-ою, 4-ою і 5-ою групами, 
які отримували клітинну та плацентарну терапію, зникла на шостому тижні. 

Утім вага тварин 2-ої групи, які лікування не отримували, відрізнялася від 

відповідних показників контрольної групи навіть після 8-ми тижнів 

спостереження (Kruskal-Wallis test: H = 12,41; p =0,01).

Таким чином, вага всіх тварин, які отримували лікування, тобто самиць 

мишей 3-ої, 4-ої та 5-ої груп, відновлювалася значуще швидше, ніж вага 

мишей з 2-ої групи (нелікованих). До найкращих результатів відновлення 

ваги приводило лікування із застосуванням МСК ЖТ інтраоваріально. У
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тварин в усіх групах з модельованою ПНЯ та отриманням лікування, 

відновилися цікавість до їжі, якість хутра та активність через 3 тижні, на 

відміну від мишей у 2-ій групі, загальний стан і фізична активність яких не 

покращилися.

Було виявлено, що бетатрофін та інші гепатокіни, такі як фетуїн-А та 

фактор росту фібробластів 21, відіграють важливу ендокринну роль у 

ліпідному обміні та регуляції маси тіла [153]. У своєму комплексному складі 

КП, як і МСК, мають регуляторні протеїни та фактори росту, здатні 

стимулювати й відновлювати функцію яєчників, позитивно впливаючи на 

фолікулогенез, запобігаючи апоптозу, регулюючи рівень гормонів яєчників 

[181, 184]. Таким чином, адипозні МСК та КП саме наявністю широкого 

спектра факторів росту та інших регуляторних речовин можуть позитивно 

впливати на відновлення обмінних порушень.

Ураховуючи вищеозначені факти та отримані результати, ми дійшли 

висновку, що застосування як КП, так і МСК ЖТ для лікування 

хіміоіндукованої ПНЯ суттєво покращує метаболізм, знижуючи частку 

катаболічних процесів, але більш ефективним виявляється інтраоваріальне 

введення МСК ЖТ.

.2. Дослідження впливу клітинної та плацентарної терапії на 

поведінку мишей
Оцінку поведінкових реакцій проводили, використовуючи тести 

“відкритого поля” [58], анксіолітичний [160,193] і зоосоціальний [117], що 

відображають поведінку тварин в умовах новизни (дослідницька поведінка), 

ступінь тривожності та здатність тварин до зоосоціальної взаємодії, 

відповідно.

Раніше було показано позитивний вплив клітинної та тканинної терапії 

на зоосоціальну поведінку, тривожність і адаптацію мишей до стресу, 

пов'язані з рівнем естрогенів і їх гальмуючим впливом на ЦНС [125]. Таким
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чином, дослідження поведінкових реакцій дало б опосередковану 

інформацію про відновлення продукції естрогенів або інші позитивні зміни в 

організмі мишей з ПНЯ після лікування за допомогою КП та МСК ЖТ.

При проведенні тесту відкритого поля було відзначено, що 

горизонтальна локомоторна активність тварин 2-ої групи після моделювання 

ПНЯ значно знижувалася порівняно з тваринами контрольної групи 

(табл.3.2,рис.3.2) (Kruskal-Wallis test: H = 44,47; p < 0,001), кількість 

відвіданих квадратів та пересічених ліній зменшувалася, що свідчить про 

пригнічення внаслідок моделювання хіміоіндукованої ПНЯ.

Тварини 2-ої групи більше часу проводили в бокових ділянках поля, 

уникаючи виходити на середину, що може також свідчити про збільшення 

тривоги в досліджуваних тварин. Вертикальна локомоторна активність також 

знижувалась у тварин 2-ої групи після проведення моделювання ПНЯ, що 

характеризує зниження дослідницької поведінки (табл. 3.3,рис.3.3).

При цьому активність тварин 5-ої групи, які перенесли операцію, була 

навіть нижче, ніж у тварин 2-ої групи після моделювання ПНЯ без лікування, 

що пояснюється важкістю післяопераційного періоду на тлі інтоксикації та 

гормонального дизбалансу.

Через вісім тижнів горизонтальна локомоторна активність тварин 3-ої 

групи, які отримували кріоекстракт плаценти, та тварин, яким вводили МСК 

інтраперитонеально (4 група), не відрізнялася від відповідних показників 

тварин контрольної групи, та значуще відрізнялася від відповідних 

показників тварин з моделлю ПНЯ (Kruskal-Wallis test: H = 37,89; p <0,001) 

(табл. 3.2,рис.3.2).

При дослідженні вертикальної локомоторної активності кількість стійок 

у тварин із груп, що отримували лікування (3-5 групи) була менша, ніж у 

тварин контрольної групи, але більше, ніж у 2-ій групі тварин з ПНЯ і без 

лікування (табл. 3.3,рис.3.3).
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Таблиця 3.2

Динаміки горизонтальної локомоторної активності самиць 

протягом 8 тижнів за Kruskal-Wallis (H-test)

Depend.:

3-й

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 3-й тиж день (Spreadsheet1)

Independent (grouping) variable: Група
K ruskal -W allis test: H  (4, N = 50) =44,47459 p =,0000

тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр

1гр 0,045430 0,000078 0,581715 0,000000

2гр 0,045430 1,000000 1,000000 0,009739

3гр 0,000078 1,000000 0,099661 0,960497

4гр 0,581715 1,000000 0,099661 0,000222

5гр 0,000000 0,009739 0,960497 0,000222

Depend.:

5-й

M ultiple Com parisons p values (2-tailed); 5-й тиж день (Spreadsheet1) 

Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =36,61568 p =,0000

тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр

1гр 0,000023 0,009477 0,436832 0,000001

2гр 0,000023 1,000000 0,067815 1,000000

3гр 0,009477 1,000000 1,000000 0,469846

4гр 0,436832 0,067815 1,000000 0,010568

5гр 0,000001 1,000000 0,469846 0,010568

Depend.:

8-й

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 8-й тиж день (Spreadsheet!) 

Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =37,88588 p =,0000

тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр

1гр 0,000006 1,000000 1,000000 0,000977

2гр 0,000006 0,002538 0,000100 1,000000

3гр 1,000000 0,002538 1,000000 0,101895

4гр 1,000000 0,000100 1,000000 0,008727

5гр 0,000977 1,000000 0,101895 0,008727
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Рис.3.2. Горизонтальна локомоторна активність самиць мишей у тесті 

«відкритого поля». 1 -  контрольна група тварин, 2 група -  модель ПНЯ без 

лікування, 3 група -  моделювання ПНЯ та лікування кріоекстрактом 

плаценти парентерально, 4 група -  моделювання ПНЯ та лікування 

введенням МСК інтраперитонеально, 5 група -  моделювання ПНЯ та 

лікування введенням МСК інтраоваріально, * -  статистично значущі 

відмінності від 1 контрольної групи (тварин) (р < 0,01), ** -  статистично 

значущі відмінності від 2 групи без лікування (р < 0,01).
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Таблиця 3.3

Динаміка вертикальної локомоторної активності самиць 

протягом 8 тижнів за Kruskal-Wallis (H-test)

Depend.:

3-й

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 3-й тиж день (Spreadsheet1) 

Independent (grouping) variable: Група 

K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =42,96364 p =,0000

тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр

1гр 0,000187 0,007814 0,886313 0,000000

2гр 0,000187 1,000000 0,099661 0,857963

3гр 0,007814 1,000000 0,975914 0,083308

4гр 0,886313 0,099661 0,975914 0,000175

5гр 0,000000 0,857963 0,083308 0,000175

Depend.:

5-й

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 5-й тиж день (Spreadsheet1) 

Independent (grouping) variable: Група 

K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =40,67826 p =,0000

тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр

1гр 0,000000 0,041249 0,369655 0,000049

2гр 0,000000 0,032280 0,001934 1,000000

3гр 0,041249 0,032280 1,000000 0,886313

4гр 0,369655 0,001934 1,000000 0,129564

5гр 0,000049 1,000000 0,886313 0,129564

Depend.:

8-й

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 8-й тиж день (Spreadsheet!) 

Independent (grouping) variable: Група 

K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =39,72230 p =,0000

тиж день 1гр 2гр 3гр 4гр 5гр

1гр 0,000000 0,031489 0,144203 0,001423

2гр 0,000000 0,014581 0,002250 0,197231

3гр 0,031489 0,014581 1,000000 1,000000

4гр 0,144203 0,002250 1,000000 1,000000

5гр 0,001423 0,197231 1,000000 1,000000
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K-Wtest: H =40.68
p <0.001

K-W test: H =39,72 
p <O;Q01

K-Wtest: H =42.95
p <0.001

3-й тиждень 5-й тиждень 8-й тиждень

■  1 група □  2 група □  3 група □  4 група □ 5  група

Рис. 3.3. Вертикальна локомоторна активність тварин у тесті 

відкритого поля. 1 -  контрольна група тварин, 2 група -  модель ПНЯ без 

лікування, 3 група -  моделювання ПНЯ та лікування кріоекстрактом 

плаценти парентерально, 4 група -  моделювання ПНЯ та лікування 

введенням МСК інтраперитонеально, 5 група -  моделювання ПНЯ та 

лікування введенням МСК інтраоваріально, * -  статистично значущі 

відмінності від 1 контрольної групи (р < 0,01), ** -  статистично значущі

відмінності від 2 групи без лікування (р < 0,01).

Через п’ять тижнів вертикальна локомоторна активність у тварин усіх 2, 

3, 4, 5 груп була вірогідно нижче, ніж у здорових тварин 1 групи (Kruskal- 

Wallis test: H = 40,68; p<0,001) (табл. 3.3,рис.3.3).

. Таким чином, при лікуванні ПНЯ відновлення загальної поведінкової 

активності за допомогою методів із застосуванням КП та МСК було однаково 

ефективним.
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При дослідженні поведінки мишей в анксіолітичному тесті (ступінь 

тривоги) методом підрахування часу знаходження тварин на відкритому 

рукаві підведеного хрестоподібного лабіринту було виявлено, що через 3 

тижні ступінь тривоги зростав у тварин усіх експериментальних груп з 

моделлю ПНЯ (2-5 групи) (табл.3.4, рис. 3.4).

Таблиця 3.4

Динаміка ступеня тривоги самиць

протягом 8 тижнів за Kruskal-Wallis (H-test)

Depend.:
3-й
тиж день

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 3-й тиж день (Spreadsheet!) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =41,66653 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000381 0,830351 0,000000 0,003837
2гр 0,000381 0,170670 0,691089 1,000000
3гр 0,830351 0,170670 0,000263 0,691089
4гр 0,000000 0,691089 0,000263 0,170670
5гр 0,003837 1,000000 0,691089 0,170670

Depend.:
5-й
тиж день

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 5-й тиж день (Spreadsheet!) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =46,20751 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000026 1,000000 0,000000 0,026427
2гр 0,000026 0,018950 1,000000 0,900768
3гр 1,000000 0,018950 0,000090 1,000000
4гр 0,000000 1,000000 0,000090 0,024495
5гр 0,026427 0,900768 1,000000 0,024495

Depend.:
8-й
тиж день

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 8-й тиж день (Spreadsheet!) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =44,80159 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000036 0,323683 0,000000 0,138181
2гр 0,000036 0,126799 1,000000 0,299682
3гр 0,323683 0,126799 0,000733 1,000000
4гр 0,000000 1,000000 0,000733 0,002694
5гр 0,138181 0,299682 1,000000 0,002694
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3-й тиждень 5-й тиждень 8-й тиждень

□  1 група □  2 група □  3 група □  4 група □ 5  група

Рис. 3.4. Час перебування тварин у відкритому рукаві підведеного 

хрестоподібного лабіринту (анксіолітичний тест): 1 -  контрольна група 

тварин, 2 група -  модель ПНЯ без лікування, 3 група -  моделювання ПНЯ 

та лікування кріоекстрактом плаценти парентерально, 4 група -  

моделювання ПНЯ та лікування введенням МСК інтраперитонеально, 5 група 

-  моделювання ПНЯ та лікування введенням МСК інтраоваріально, 

* -  статистично значущі відмінності від відповідного показника у тварин 

1 контрольної групи (р < 0,01), ** -  статистично значущі відмінності від 

відповідного показника 2 групи без лікування (р < 0,01).
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Про це свідчить зменшення часу знаходження у відкритому рукаві 

лабіринту. Для мишей проявом тривоги є прагнення сховатися в закритому 

рукаві.

На п’ятий та восьмий тиждень спостереження тривожність тварин 2-ої 

групи залишалася значуще вище тривожності мишей контрольної групи. 

(табл.3.4, рис. 3.4).

Показники тривоги мишей 3-ої групи, які отримували лікування 

кріоекстрактом плаценти, та 5-ої групи, лікування яких проводилося 

адипозними МСК, введеними в яєчник, були значуще нижче відповідного 

показника з контрольної групи тварин, але більше за показники тварин 2-ої 

групи. (табл.3.4, рис. 3.4).

Утім, показники тварин з 4-ої групи, які отримували лікування МСК 

ЖТ, введеними інтраперитонеально, не відрізнялися від відповідних 

показників тварин 2-ої групи. (табл.3.4, рис. 3.4).

При дослідженні зоосоціальної поведінки підраховували час 

знаходження тварини в камері трьохкамерного тесту, у якій знаходиться інша 

тварина. Визначено, що протягом усього часу спостереження, з 3 до 8 тижнів 

у тварин 2-ої групи з моделлю ПНЯ показник зоосоціальної поведінки був 

значно нижче, ніж у тварин 3-ої, 4-ої та 5-ої груп, яким проводили лікування 

(табл 3.5, рис. 3.5).
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Таблиця 3.5
Динаміка зоосоціальної поведінки самиць 

протягом 8 тижнів за Kruskal-Wallis (H-test)

Depend.:
3-й
тиж день

M ultiple Com parisons p values (2-tailed); 3-й тиж день (Spreadsheet1) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =45,22968 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000000 0,060376 0,000052 0,751810
2гр 0,000000 0,007814 1,000000 0,000152
3гр 0,060376 0,007814 0,702900 1,000000
4гр 0,000052 1,000000 0,702900 0,054962
5гр 0,751810 0,000152 1,000000 0,054962

Depend.:
5-й
тиж день

M ultiple Com parisons p values (2-tailed); 5-й тиж день (Spreadsheet1) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =44,72080 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000000 0,189297 0,000042 0,241410
2гр 0,000000 0,001514 1,000000 0,001041
3гр 0,189297 0,001514 0,241410 1,000000
4гр 0,000042 1,000000 0,241410 0,189297
5гр 0,241410 0,001041 1,000000 0,189297

Depend.:
8-й
тиж день

M ultiple C om parisons p values (2-tailed); 8-й тиж день (Spreadsheet!) 
Independent (grouping) variable: Група 
K ruskal-W allis test: H  ( 4, N = 50) =44,53653 p =,0000

1гр 2гр 3гр 4гр 5гр
1гр 0,000000 1,000000 0,000128 0,087154
2гр 0,000000 0,000036 1,000000 0,010568
3гр 1,000000 0,000036 0,019448 1,000000
4гр 0,000128 1,000000 0,019448 0,816817
5гр 0,087154 0,010568 1,000000 0,816817
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Рис. 3.5. Час перебування тварин у камері з іншою твариною (тест на 

зоосоціальну поведінку). Час перебування тварин у відкритому рукаві 

підведеного хрестоподібного лабіринту (анксіолітичний тест): 1 -  контрольна 

група тварин, 2 група -  модель ПНЯ без лікування, 3 група -  моделювання 

ПНЯ та лікування кріоекстрактом плаценти парентерально, 4 група -  

моделювання ПНЯ та лікування введенням МСК інтраперитонеально, 5 група 

-  моделювання ПНЯ та лікування введенням МСК інтраоваріально, * -  

статистично значущі відмінності від відповідного показника у тварин 1 

контрольної групи (р < 0,01), ** -  статистично значущі відмінності від 

відповідного показника 2 групи без лікування (р < 0,01).
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Така зміна зоосоціальної поведінки, коли самиці менше часу проводили 

з іншою особиною в трикамерному тесті порівняно з контрольною групою, 

свідчить про підвищення тривожності тварин у зв'язку зі стресом, 

викликаним впливом хіміотерапевтичних препаратів.

На 3-й ((Kruskal-Wallis test: H = 45,23; p < 0,001) та 5-й ((Kruskal-Wallis 

test: H = 44,72; p < 0,001) тижні спостереження час знаходження тварин 3-5 

груп, яким проводили лікування, у камері з іншою твариною був значуще 

довший, ніж у 2 групі з моделлю без лікування, але нижчий, ніж у групі 

здорових тварин. На 8-ому тижні (Kruskal-Wallis test: H = 44,54; p < 0,001) 

зоосоціальна поведінка мишей 3-ої групи, які отримували кріоекстракт 

плаценти, 4-ої та 5-ої групи мишей, яким вводилися МСК ЖТ, значуще не 

відрізнялася від відповідних показників мишей контрольної групи, але 

відрізнялася від відповідних показників мишей 2-ої групи (без лікування). 

Причому в 4-ї групі ці показники відновлювалися гірше. Зазначені факти 

свідчать про підвищення тривожності тварин у зв'язку зі стресом, 

викликаним впливом хіміотерапевтичних препаратів, а також процедурою 

введення МСК ЖТ. Через 5 тижнів після моделювання ПНЯ спостерігалося 

підвищення тривожності тварин: найбільше -  у групі мишей з моделлю ПНЯ 

без лікування, після лікування введенням МСК ЖТ тривожність 

збільшувалася меншою мірою (табл 3.5, рис. 3.5).

Застосування КП та МСК ЖТ інтраоваріально було найбільш 

ефективним для відновлення зоосоціальної поведінки.

Зоосоціальна поведінка тварин, які отримали лікування, відновилася до 

вихідного рівня через 5 тижнів; тварин без лікування, -  тільки на 8-му тижні. 

Показник анксіолітичного тесту не досяг вихідного рівня в жодній з 

експериментальних груп, проте найменш критично тривожність тварин 

збільшувалася після лікування КП та інтраоваріальним введенням МСК ЖТ. 

Відомо, що миші в проестральному стані проводять більше часу на відкритих 

рукавах підведеного хрестоподібного лабіринту, ніж у діеструсі [Boris D 

2019]. Таким чином, зменшення часу перебування тварин на відкритих
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рукавах лабіринту після хіміотерапії логічно пов'язати з пригніченням 

естрогенпродукуючої функції яєчників і регуляторної системи репродукції в 

цілому. Цитостатична терапія має доведену нейротоксичність: викликає 

порушення когнітивних функцій (пам'яті, уваги, координації), які можуть 

зберігатися після припинення хіміотерапії та впливати на якість життя [189]. 

У групах тварин після лікування ми спостерігали лише тенденцію 

анксіолітичної дії МСК ЖТ на ЦНС мишей. На нашу думку, необхідний 

більш тривалий експеримент для спостереження відновлення поведінкових 

реакцій, що пов'язане з відновленням функцій ЦНС і відбувається повільно 

після нейротоксичного впливу хіміотерапії. Однак, показники поведінкових 

реакцій тварин після інтраоваріального введення МСК ЖТ порівняно з 

тваринами, яким вводили МСК ЖТ інтраперитонеально, поліпшувалися 

швидше, що можна пояснити більш ефективним відновленням функції 

яєчників при безпосередньому введенні МСК ЖТ у яєчник.

Резюме. Таким чином, проведене дослідження дозволяє відзначити, 

що моделювання ПНЯ застосуванням ХТП вірогідно погіршує загальний 

стан тварин (2 група), знижує вагу (на 15%), пригнічує поведінкові реакції, 

веде до посилення тривоги (на 41,4%), погіршує зоосоціальну поведінку (на 

60,8%).

Доведено, що лікування КП прискорює нормалізацію ваги (на 4,3%), 

веде до зменшення тривоги (на 69,5%), покращує зоосоціальну поведінку (на 

42,0%).

Було виявлено, що лікування тварин МСК ЖТ шляхом 

перитонеального введення прискорює нормалізацію ваги (на 4.8%), покращує 

зоосоціальну поведінку (на 10,0%), але не призводить до покращення 

показників анксіолітичної поведінки (стресу).

Показано, що лікування тварин МСК ЖТ шляхом інтраоваріального 

введення прискорює нормалізацію ваги (на 7,5%), покращує зоосоціальну 

поведінку (на 40%), веде до зменшення тривоги (на 60,87%).
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РОЗДІЛ 4
ВПЛИВ КЛІТИННОЇ ТА ПЛАЦЕНТАРНОЇ ТЕРАПІЇ НА ОРГАНИ 

СИСТЕМИ ДЕТОКСИКАЦІЇ САМИЦЬ МИШЕЙ В МОДЕЛІ 

ПЕРЕДЧАСНОЇ НЕДОСТАТНОСТІ ЯЄЧНИКІВ

Синдром передчасної недостатності яєчників як прояв їх гіпофункції, 

супроводжується, окрім аменореї, комплексом вегетосудинних, 

психоневрологічних та метаболічних порушень. Виявлена велика кількість 

факторів, що впливають на виникнення та розвиток синдрому ПНЯ, або 

передчасного виснаження оваріального пулу примордіальних фолікулів, але 

дотепер причини не визначені остаточно: це як ідіопатичні [159], генетичні 

[203], епігенетичні [198], так і метаболічні [61], мітохондріальні [118] та 

аутоімунні порушення [191], а також інфекції та токсичні речовини [Rudnicka 

E, 2018]. Однією з причин ПНЯ є хіміотерапія, дія якої викликає побічні 

ефекти, пов’язані з токсичним впливом на органи репродукції [124], органи 

системи детоксикації -  печінку та нирки [46], а також на метаболізм у цілому 

[152].

В експериментальній моделі ПНЯ, індукованій застосуванням 

хіміотерапевтичних препаратів, досліджували органи детоксикації -  печінку 

та нирки, які найперше піддаються згубному впливу хіміотерапевтичних 

речовин завдяки своїй функції детоксикації та виведення токсинів і продуктів 

їх метаболізму.

У цьому розділі представлені результати дослідження морфологічних 

змін в органах системи детоксикації лабораторних тварин у моделі 

хіміоіндукованої ПНЯ, а також після лікування введенням стовбурових 

клітин (МСК ЖТ) та кріоектракту плаценти (КП).



застосування методів клітинної та плацентарної терапії

Основну роль у детоксикації відіграють органи виведення -  печінка та 

нирки. Печінка є найбільшим паренхіматозним органом, що виконує 

численні функції, серед яких детоксикація токсинів, ліків, синтез білків і 

ферментів, факторів згортання крові, а також пряме виробництво гормонів і 

гепатокінів, метаболізм гормонів, включно з біотрансформацією естрогенів, 

обробка та перерозподіл метаболічного палива [153].

Замісна гормонотерапія (ЗГТ) [178], яка вважається на сьогодні 

найефективнішим методом лікування ПНЯ, потребує постійного прийому 

фармпрепаратів, що не забезпечує відновлення фертильності та має низку 

побічних ефектів, викликаючи патологічні зміни органів-мішеней, одним з 

яких є печінка [173]. При застосуванні гормонів для лікування ПНЯ, завдяки 

феномену «першого проходження через печінку», відбуваються значні 

метаболічні перетворення, у першу чергу ліпідного метаболізму [143].

Таким чином, актуальним є пошук більш безпечних методів лікування 

ПНЯ, які б, позитивно впливаючи на репродуктивну функцію, не 

порушували функцій інших важливих органів і систем. Наприклад, 

перспективними можуть бути недостатньо вивчені методи терапії ПНЯ із 

застосуванням стовбурових клітин, а також похідних плаценти.

Оскільки ПНЯ часто провокується хіміотерапією, яка також впливає на 

органи детоксикації, зокрема печінку [46, 75, 151], одним із завдань 

експериментальної роботи було дослідити морфологічні зміни в печінці 

мишей у моделі хіміоіндукованої ПНЯ та після застосування клітинної та 

плацентарної терапії, а саме: введення алогенних МСК ЖТ та ксеногенного 

КП.
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4.1. Морфологічні зміни в печінці мишей в моделі ПНЯ та після



4.1.1. Морфологічний опис препаратів печінки контрольної групи 

мишей

Гістологічне дослідження печінки 6-місячних самиць мишей (група 1 -  

контроль, рис. 4.1) виявило морфологічну збереженість клітин та судин без 

ознак дегенерації, крововиливів та цирозу. Клітини не були морфологічно 

змінені, гіперхромні клітини були відсутні. У цілому гістологічна картина 

відповідала активному фізіологічному морфофункціональному стану 

тканини печінки.
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Рис. 4.1. Мікропрепарат печінки самиці миші. Контрольна група мишей 

(експериментальна група 1). Забарвлення гематоксиліном та еозином, *200. 

Масштабна лінійка 100 мкм.
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Гістологічне дослідження печінки проводили через 4 та 8 тижнів після 

хіміотерапії. У печінці мишей через 4 тижні після хіміотерапії спостерігався 

набряк, помірне порушення балкової структури, неоднорідність, ознаки 

некрозу, холестеринова мікроемболія (рис.4.2).

4.1.2. Морфологічні зміни в печінці самиць мишей при

моделюванні ПНЯ

Рис. 4.2. Мікропрепарат печінки самиці миші через 4 тижні після 

моделювання ПНЯ (експериментальна група 2). Забарвлення гематоксиліном 

та еозином, х200. Масштабна лінійка 100 мкм.

Через 8 тижнів після моделювання ПНЯ при гістологічному 

дослідженні у 2-ій групі мишей, що не отримували лікування, у черевній 

порожнині спостерігали збільшення жирової тканини. Морфологічні зміни 

відповідали проявам гострого медикаментозного ураження печінки з 

ознаками холестеринової мікроемболії та порушенням балкової структури. У 

печінці були виявлені вогнища цирозу.
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У тварин із 3-ої експериментальної групи з модельованою ПНЯ, які 

отримували лікування парентеральним введенням кріоекстракту плаценти, 

через 4 тижні після початку лікування в печінці відзначався клітинний 

поліморфізм, розширення протоків, ознаки набряку при збереженій балковій 

структурі (рис. 4.3).

4.1.3. Морфологічні зміни в печінці самиць мишей після лікування

модельованої ПНЯ парентеральним введенням КП

Рис. 4.3. Мікропрепарат печінки самиці миші через 4 тижні після 

лікування модельованої хіміоіндукованої ПНЯ парентеральним введенням 

КП (експериментальна група 3). Забарвлення гематоксиліном та еозином, 

х200. Масштабна лінійка 100 мкм.



Гістологічне дослідження мікропрепаратів печінки мишей із 4-ої 

експериментальної групи показало, що через 4 тижні після початку лікування 

модельованої ПНЯ введенням МСК ЖТ інтраперитонеально в печінці також 

відзначалося збереження балкової структури, спостерігалися клітинний 

поліморфізм, велика кількість гіперхромних ядер, підвищена неоднорідність, 

набряк (рис. 4.4).
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4.1.4. Морфологічні зміни в печінці самиць мишей після лікування

модельованої ПНЯ інтраперитонеальним введенням МСК ЖТ

Рис. 4.4. Мікропрепарат печінки самиці миші через 4 тижні після 

початку лікування хіміоіндукованої ПНЯ за допомогою 

інтраперитонеального введення МСК ЖТ (експериментальна група 4). 

Забарвлення гематоксиліном та еозином, *200. Масштабна лінійка 100 мкм.
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Мікропрепарати печінки мишей 5-ої експериментальної групи 

морфологічно незначно відрізнялися від таких, що було отримано для мишей 

3-ої та 4-ої експериментальних груп, але після початку лікування 

модельованої ПНЯ введенням МСК ЖТ інтраовуляторно в печінці добре 

візуалізувалися окремі місця скупчення дрібних ядер, що може свідчити про 

інтенсивне ділення клітин. При цьому в печінці зберігалася балкова 

структура та спостерігався поліморфізм ядер. Ознак набряку не виявлено. 

Відзначалася морфологічна збереженість протоків та гістологічна картина, 

близька до такої у тварин контрольної групи (рис. 4.5).

4.1.5. Морфологічні зміни в печінці самиць мишей після лікування

модельованої ПНЯ інтраовуляторним введенням МСК ЖТ

Рис. 4.5. Мікропрепарат печінки самиці миші через 4 тижні після 

початку лікування хіміоіндукованої ПНЯ за допомогою інтраовуляторного 

введення МСК ЖТ (експериментальна група 5). Забарвлення гематоксиліном 

та еозином, х200. Масштабна лінійка 100 мкм.

ХТП викликають гепатоцелюлярне пошкодження через численні 

молекулярні шляхи, включаючи пряму печінкову токсичність, вроджену та 

адаптивну імунну відповідь [89]. Виявлено також загальні форми загибелі
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гепатоцитів, пов'язані з активацією специфічних сигнальних шляхів [111]. 

Пряма печінкова токсичність виникає через накопичення активних форм 

кисню та мітохондріальну дисфункцію [151, 215], для корекції якої 

використовують препарати, що впливають на відновлення мітохондріальної 

функції, наприклад, коензим Q10 - ключовий кофактор у ланцюзі транспорту 

електронів, відомий антиоксидантною, протизапальною та антиапоптичною 

дією [49]. Ураховуючи позитивну дію МСК ЖТ на тканину печінки та 

метаболічну функцію в цілому, можливо припустити участь біологічно 

активних речовин, на які багаті МСК, у схожих механізмах відновлення.

4.2. Вплив клітинної та плацентарної терапії на морфологічні
порушення в нирках мишей в моделі хіміоіндукованої ПНЯ

Згубний вплив ХТП на органи, що виконують функцію детоксикації, 

відомий та описаний у літературі [46, 146], однак, недостатньо вивчені 

терапевтичні ефекти МСК ЖТ та КП, які застосовуються при лікуванні ПНЯ, 

на нирки. Печінка та нирки, завдяки високій активності в метаболізмі, а 

також участі в детоксикації та екскреції токсичних речовин, зокрема 

лікарських препаратів, вразливі до розвитку токсичності. Тому 

хіміотерапевтичні препарати, створюючи токсичне навантаження на печінку 

й нирки, призводять до ураження цих органів, які можливо виявити за 

морфологічними змінами. Токсичний вплив моделювання ПНЯ за 

допомогою циклофосфаміда й бусульфана та можливість лікування 

порушень у нирках виявляли гістологічним дослідженням мікропрепаратів 

нирок самиць мишей усіх експериментальних груп у порівняльному аспекті.



4.2.1. Морфологічний опис препаратів нирки контрольної групи 

мишей

Гістологічне дослідження нирок самиць мишей контрольної групи 

(рис. 4.6) не виявило ознак дегенерації, тромбозу судин або набряку. Клітини 

були морфологічно збережені, гіперхромні клітини були відсутні. В області 

ниркових тілець -  збережені клубочки та добре помітні щільні плями та 

клітини юкстагломерулярного комплексу. Дистальні та проксимальні 

канальці помірно розширені. Кровоносні судини збережені. У цілому 

гістологічна картина відповідала активному фізіологічному стану тканини 

нирки (рис. 4.6).
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Рис. 4.6. Мікропрепарат нирки самиці миші контрольної групи. 

Забарвлення гематоксиліном та еозином, *200. Масштабна лінійка 100 мкм.



4.2.2. Морфологічні зміни в нирках самиць мишей при

моделюванні хіміоіндукованої ПНЯ

Гістологічне дослідження нирок проводили через 4 та 8 тижнів після 

застосування хіміотерапії.

Морфологічні зміни в нирках у мишей з модельованою за допомогою 

хіміотерапевтичних препаратів ПНЯ мали ознаки тубулоінтерстиціального 

нефриту: спостерігався набряк кіркового та мозкового шарів, розширений 

фіброзом інтерстицій із спотворенням канальців, ознаки холестеринової 

мікроемболії. Спостерігалися зморщування клубочків, розширення 

порожнини ниркових тілець та збірних трубочок, в області більшості 

ниркових тілець не візуалізувалися клітини щільної плями та клітини ренін- 

юкстагломерулярного комплексу (рис. 4.7).
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Рис. 4.7. Мікропрепарат нирки самиці миші через 4 тижні після 

моделювання хіміоіндукованої ПНЯ (експериментальна група 2). 

Забарвлення гематоксиліном та еозином, *200. Масштабна лінійка 100 мкм.

Тубулоінтерстиціальне ушкодження пов’язують з впливом ліків, 

зокрема хіміотерапевтичних засобів, які викликають ниркову токсичність,
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тубулопатії, аномальні електроліт-гіпертонії та протеїнурії [115]. 

Тубулоінтерстиціальні хіміоіндуковані патологічні зміни в печінці та нирках 

часто взаємопов’язані та визначаються як гепаторенальний синдром [139].

Через 8 тижнів після моделювання ПНЯ при гістологічному 

дослідженні в нирках нелікованих мишей з 2-ої групи зморщування 

клубочків і набряк канальців зберігалися.

4.2.3. Морфологічні зміни в нирках самиць мишей після лікування

модельованої ПНЯ парентеральним введенням КП

У тварин із 3-ої експериментальної групи з модельованою 

хіміоіндукованою моделлю ПНЯ, які отримували лікування парентеральним 

введенням кріоекстракту плаценти через 4 тижні після початку лікування в 

нирках відзначалося помірне зморщування клубочків, подекуди добре 

помітні щільні плями, набряк помірний, зі збереженою архітектонікою 

канальців (рис. 4.8).

Рис. 4.8. Мікропрепарат нирки самиці миші через 4 тижні після 

лікування модельованої хіміоіндукованої ПНЯ парентеральним введенням 

КП (експериментальна група 3). Забарвлення гематоксиліном та еозином, 

х200. Масштабна лінійка 100 мкм.
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Гістологічне дослідження мікропрепаратів нирок мишей із 4 

експериментальної групи показало, що через 4 тижні після початку лікування 

модельованої ПНЯ введенням адипозних МСК інтраперитонеально в нирках 

відзначався набряк, розширення дистальних і проксимальних канальців, 

нерівність стінок кровоносних судин за рахунок здавлення їх розширеними 

оточуючими канальцями, ознаки холестеринової мікроемболії. Ниркові 

тільця мали клубочки з характерними щільними плямами в місці прилягання 

дистального канальця, але подекуди клубочки були деформовані (рис. 4.9).

4.2.4. Морфологічні зміни в нирках самиць мишей після лікування

модельованої ПНЯ інтраперитонеальним введенням МСК ЖТ

Рис. 4.9. Мікропрепарат нирки самиці миші через 4 тижні після початку 

лікування моделі ПНЯ за допомогою інтраперитонеального введення МСК 

ЖТ (експериментальна група 4). Забарвлення гематоксиліном та еозином, 

х200. Масштабна лінійка 100 мкм.
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Гістологічний препарат нирки самиці миші, яка отримувала терапію 

інтраовуляторним введенням МСК ЖТ, демонстрував судини з 

недеформованими стінками. Візуалізувалися неоднорідно розширені 

канальці, клубочки характерної форми зі збереженими пластинками щільної 

плями та клітинами юкстагломерулярного комплексу. Паренхіматозний та 

мозковий шари нирки -  зі збереженою архітектонікою (рис. 4.10).

4.2.5. Морфологічні зміни в нирках самиць мишей після лікування

модельованої ПНЯ інтраовуляторним введенням МСК ЖТ

Рис. 4.10. Мікропрепарат нирки самиці миші через 4 тижні після 

початку лікування хіміоіндукованої ПНЯ за допомогою інтраовуляторного 

введення МСК ЖТ (експериментальна група 5). Забарвлення гематоксиліном 

та еозином, х200. Масштабна лінійка 100 мкм.

Токсична дія ХТП на нирки пов'язана з тим, що ниркові канальці та 

проксимальний сегмент мають значну здатність до поглинання ліків через 

ендоцитоз або завдяки транспортним білкам. Висока внутрішньоклітинна 

концентрація речовин, які потім піддаються інтенсивному метаболізму, 

призводить до утворення потенційно токсичних метаболітів і активних форм
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кисню [146]. Оскільки дія деяких ХТП базується на запобіганні розростанню 

судин злоякісної пухлини, вони пригнічують ендотеліальний фактор росту 

судин, інгібування якого спричиняє характерні ознаки 

тубулоінтерстиціального пошкодження з внутрішньокапілярними тромбами, 
ендотеліозом та облітерованими капілярними петлями [87]. Ahmadian S. зі 

співавторами при лікуванні експериментальної ПНЯ в щурів введенням 

плазми головними терапевтичними чинниками також вважають експресію 

факторів росту судин та ін. факторів, які стимулюють реваскуляризацію в 

яєчниках, посилюють кровопостачання, прискорюючи процеси регенерації 
тканин [45]. Як показано раніше, введення МСК ЖТ можуть успішно 

застосовуватися в терапії хіміоіндукованої ПНЯ [92]. МСК ЖТ, імовірно, 
здійснюють паракринну дію на навколишні клітини, включно з локальними 

МСК, сприяючи швидкій регенерації тканин за рахунок ангіогенезу. Крім 

того, як повідомляють Xie Q. зі співавторами, введення МСК мишам значно 

знижує експресію прозапальних факторів і генів, пов'язаних з фіброзом, у 

тканинах яєчників та матки та впливає на системну запальну відповідь [208].

Резюме. Морфологічні зміни печінки в мишей з модельованою за 

допомогою хіміотерапевтичних препаратів ПНЯ відповідали проявам 

гострого медикаментозного ураження з ознаками холестеринової 

мікроемболії, цирозу та порушенням балкової структури.
Гістологічне дослідження мікропрепаратів печінки мишей із 3-5-ої 

експериментальних груп показало, що лікування модельованої ПНЯ 

введенням тваринам МСК ЖТ та КП приводило до покращення 

морфологічної картини: у тварин з 3-ої та 4-ої груп (парентеральне введення 

КП та інтраперитонеальне введення МСК ЖТ, відповідно) у печінці 
відзначалося збереження балкової структури, спостерігалися клітинний 

поліморфізм та підвищена неоднорідність, набряк. Але інтраовуляторне 

введення МСК ЖТ мало суттєву відновлюючу дію на тканину печінки 

піддослідних тварин: на 8-му тижні після початку лікування спостерігалися
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ознаки інтенсивного ділення клітин, відсутність набряку та холестеринової 

мікроемболії.
Морфологічні зміни в нирках у мишей з модельованою за допомогою 

ХТ ПНЯ мали ознаки тубулоінтерстиціального нефриту. Дослідження 

гістологічних препаратів нирок мишей з 3-ої групи через 4 тижні після 

початку лікування ПНЯ введенням КП показало наявність незначного 

набряку, зморщування окремих клубочків. Однак у мишей, які отримали 

терапію інтраперитонеальним введенням МСК ЖТ, структура нирок була 

збережена, проте спостерігалося зморщування окремих клубочків та сильний 

набряк. Гістологічне дослідження нирок мишей після лікування ПНЯ 

інтраовуляторним введенням МСК ЖТ патологічних змін не виявило.

Список праць, опублікованих за темою розділу дисертації:

1. Kozub MM, Prokopiuk VY, Skibina KP, Prokopiuk OV, Kozub NI. 

Comparison of various tissue and cell therapy approaches when restoring 

ovarian, hepatic and kidney's function after chemotherapy-induced ovarian 

failure. Exp Oncol. 2017;39(3):181-5.



99

РОЗДІЛ 5

ВПЛИВ КЛІТИННОЇ ТА ПЛАЦЕНТАРНОЇ ТЕРАПІЇ НА СТАТЕВУ 

СИСТЕМУ САМИЦЬ МИШЕЙ В МОДЕЛІ ПЕРЕДЧАСНОЇ 

НЕДОСТАТНОСТІ ЯЄЧНИКІВ

Визначення головних причин синдрому виснаження яєчників як 

різновиду гіпофункції яєчників, дотепер є складною проблемою. Немає 

єдиної думки про те, чи первинно уражуються яєчники, або ж первинним є 

ураження центральних структур репродуктивної функції. Не виключається 

також одночасне ураження всіх структур репродуктивної системи одночасно. 

У науковій літературі приділено багато уваги розгляду патогенезу 

передчасної недостатності яєчників [91, 113, 192]. Однією з найпоширеніших 

причин розвитку захворювання є застосування хіміотерапії [179]. 

Цитостатична терапія, пригнічуючи функцію яєчників, істотно впливає на 

характер менструального циклу: у жінок молодше 25 років, які отримували в 

якості первинного лікування стандартну поліхіміотерапію з включенням 

алкілуючих препаратів, аменорея виникала у 28% випадків, у жінок старше 

25 років -  у 86% і у пацієнток старше 40 рокі -  у майже в 100% 

спостережень [66].

Сьогодні найефективнішим методом лікування ПНЯ вважається 

замісна гормонотерапія (ЗГТ) [178]. Однак вона має низку побічних ефектів, 

потребує постійного прийому фармпрепаратів, не забезпечує відновлення 

фертильності та корекції патологічних змін органів-мішеней [173]. 

Інноваційні стратегії лікування ПНЯ включають застосування різних типів 

стовбурових клітин [93, 181, 184], похідних плаценти [23], донорство ооцитів 

і активацію in vitro [121].

У розділі представлені результати порівняльного дослідження різних 

методів тканинної та плацентарної терапії у відновленні морфологічної
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5.1. Вплив клітинної та плацентарної терапії на естральний цикл 

та статеву активність самиць мишей

Вивчення естрального циклу показало, що в контрольній групі в усіх 

тварин спостерігався регулярний цикл (рис.5.1, група 1).

с т р у к т у р и  р е п р о д у к т и в н и х  о р г а н ів  т а  с т а т е в о ї ф у н к ц ії  с а м и ц ь  м и ш е й  у

м о д е л і п е р е д ч а с н о ї о в а р іа л ь н о ї н е д о с т а т н о с т і .

Рис. 5.1. Динаміка естрального циклу мишей після моделювання ПНЯ 

та лікування: 1 -  контрольна група тварин, 2 група -  модель ПНЯ без 

лікування, 3 група -  моделювання ПНЯ та лікування кріоекстрактом 

плаценти парентерально, 4 група -  моделювання ПНЯ та лікування 

введенням МСК інтраперитонеально, 5 група -  моделювання ПНЯ та 

лікування введенням МСК інтраоваріально; * -  різниця статистично значуща 

відносно 2 групи (р<0,01); ** -  різниця статистично значуща відносно 3 та 4 

групи (р<0,01).

У мазках мишей після відтворення моделі ПНЯ (група 2) був відсутній 

поверхневий епітелій, циклічність з'являлася через 5 тижнів після
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моделювання ПНЯ, причому регулярний 4-денний естральний цикл не 

відновлювався: спостерігалася періодична (від 3 до 8 днів) поява в мазку 

ороговілих клітин поверхневого епітелію, що свідчить про естрогенну 

насиченість організму. Через 8 тижнів естральні цикли спостерігалися в 60% 

мишей, що відповідає літературним даним для використаної моделі [207] 

(рис.5.1, група 2).

Лікування починали через 2 тижні після початку хіміотерапії, коли у 

всіх мишей спостерігалася відсутність естрального циклу. Кількість 

спарювань оцінювали за виявленням вагінальних пробок.
Естральний цикл після хіміотерапії та лікування методом

парентерального введення КП з'явилися в 3 групі у 20% мишей на 3-й 

тиждень, у 40% -  на 5-й тиждень, у 80% -  на 8-й тиждень (рис.5.1, група 3).
Естральний цикл після хіміотерапії та лікування методом

інтраперитонеального введеня МСК ЖТ у групи з'явилися в 30% мишей на 

3-й тиждень, у 40% -  на 5-й тиждень, у 80% -  на 8-й тиждень (рис.5.1, 

група 4).
У самиць, яким вводили МСК ЖТ інтраоваріально, естральний цикл у 

20% мишей відновився на 3-й тиждень, у 40% -  на 5 тиждень, а вже на 7-му 

тижні у 80% тварин (рис.5.1, група 5).
Вивчення статевої активності показало, що кількість ефективних 

спарювань самиць через 8 тижнів після моделювання ПНЯ склало 40% (рис.

5.2 група 2). Вагінальні пробки після хіміотерапії та лікування методом 

парентерального введення КП з'явилися в 3 групі у 20% мишей на 5-й 

тиждень, у 60% -  на 8 тиждень. (рис.5.2, група 3).

Результати в 4-ій групі мишей були дещо краще, на 5-му тижні 
вагінальні пробки спостерігалися в 40% тварин, а на 8 тижні -  у 80% 

(рис.5.2, група 4).
Найкращі результати показала 5-а група, в якій тварин лікували 

введенням МСК ЖТ інтраоваріально: уже на 5-му тижні вагінальні пробки
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з'явилися в 40% самиць мишей, на 6-му тижні -  у 60%, а на 8 тижні -  у 80% 

(рис.5.2, група 5).
Таким чином, як клітинна, так і плацентарна терапія, мали позитивний 

вплив на відновлення естрального циклу та статевої активності мишей при 

лікуванні модельованої ПНЯ, однак введення МСК інтраоварільно виявилося 

більш ефективним.

Рис. 5.2. Статева активність самиць мишей після моделювання ПНЯ та 

лікування: 1 група -  контрольна, 2 група -  модель ПНЯ без лікування, 
3 група -  моделювання ПНЯ та лікування кріоекстрактом плаценти 

парентерально, 4 група -  моделювання ПНЯ та лікування введенням МСК 

інтраперитонеально, 5 група -  моделювання ПНЯ та лікування введенням 

МСК інтраоваріально;

* -  різниця статистично значуща відносно 2 групи (р<0,01);

** -  різниця статистично значуща відносно 3 та 4 групи (р<0,01)
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.2. Вплив клітинної та плацентарної терапії на статеві органи 

самиць мишей в моделі ПНЯ
5.2.1. Морфологічні зміни в матках самиць мишей в моделі ПНЯ та 

після застосування методів клітинної та плацентарної терапії

При гістологічному дослідженні у тварин групи з моделлю ПНЯ без 

лікування спостерігали збільшення жирової тканини в черевній порожнині, 
витончення шарів і значну атрофію ендометрію маток на відміну від матки 

миші з контрольної групи (рис. 5.3, рис. 5.4).

Рис. 5.3. Мікропрепарат матки миші через 8 тижнів після моделювання 

ПНЯ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.

На 8-му тижні експерименту при гістологічному дослідженні маток 

спостерігали атрофічні явища менш виражені, ніж на 4-му тижні після 

хіміотерапії, проте витончення шарів та атрофія ендометрію була значною. 
Очевидно, відновлення естрогенної насиченості організму в групі без 

лікування відбувається за рахунок жирової тканини, а не яєчників. 
Гістологічне дослідження маток тварин, яким проводили терапію 

кріоконсервованим екстрактом плаценти парентерально виявило незначну 

атрофію ендометрію, потовщення міометрію (рис. 5.5).
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ЮОМикрометр
Рис.5.4. Мікропрепарат матки миші з контрольної групи. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.

Рис. 5.5. Мікропрепарат матки миші через 8 тижнів після моделювання 

ПНЯ та лікування парентеральним введенням КП. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.
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У тварин, яких лікували введенням МСК ЖТ інтраперитонеально, матка 

була морфологічно збереженою, місцями спостерігалися витончення шарів, 
незначна атрофія ендометрію (рис. 5.6).

Рис. 5.6. Мікропрепарат матки миші через 8 тижнів після моделювання 

ПНЯ та лікування інтраперитонеальним введенням МСК ЖТ. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.

У тварин, яких лікували введенням МСК ЖТ інтраоваріально, 
відзначалася морфологічна збереженість маток, місцями з незначною 

гіпоплазією ендометрію (рис. 5.7), але в цілому матка була близька до 

інтактної.
Таким чином, при дослідженні самиць мишей із груп, які отримували 

лікування як МСК ЖТ, так і КП, встановлено, що структура маток на 8-му 

тижні спостереження мало відрізнялася та була близька до нативної, усі шари 

та залози були добре виражені.



106

Рис. 5.7. Мікропрепарат матки миші через 8 тижнів після моделювання 

ПНЯ та лікування інтраовуляторним введенням МСК ЖТ. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.

5.2.2 Морфологічні зміни в яєчниках самиць мишей в моделі ПНЯ 

та після застосування методів клітинної та плацентарної терапії

Гістопатологічне дослідження виявило успішну індукцію ПНЯ в мишей 

на 8-му тижні через зменшення розмірів яєчників, відсутність у них 

структурних елементів: жовтих тіл, примордіальних, первинних і вторинних 

фолікулів; строма була заповнена великими клітинами (рис. 5.8) порівняно з 
контрольними мишами (рис. 5.9).

При дослідженні яєчників самиць мишей, яким проводили терапію 

кріоконсервованим екстрактом плаценти, методом парентерального 

введення, у яєчниках типові структурні елементи також були відсутні, проте 

спостерігались утворення, схожі на фолікули -  округлі ділянки, що містили 

великі клітини зі світлою цитоплазмою (рис. 5.10).
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Рис. 5.8. Мікропрепарат яєчника миші через 8 тижнів після 

моделювання ПНЯ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Масштабна 

лінійка 100 мкм.

Рис. 5.9. Мікропрепарат яєчника миші з контрольної групи. 
Забарвлення гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.
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Рис. 5.10. Мікропрепарат яєчника миші через 8 тижнів після 

моделювання ПНЯ та лікування парентеральним введенням КП. Забарвлення 

гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.

У мишей, яких лікували введенням МСК ЖТ інтраперитонеально, у 

яєчниках відзначалися гіперплазія окремих клітин або груп клітин, поява 

структурних елементів: жовтих тіл, примордіальних і первинних фолікулів 

(рис. 5.11).

Рис. 5.11. Мікропрепарат яєчника миші через 8 тижнів після 

моделювання ПНЯ та лікування інтраперитонеальним введенням МСК ЖТ. 
Забарвлення гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.
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інтраовуляторним введенням МСК ЖТ (5-а група) показало відновлення 

структурних елементів: жовтих тіл, примордіальних, первинних та 

поодиноких вторинних фолікулів (рис. 5.12), причому кількість первинних 

фолікулів була значно вищою, ніж після інтраперитонеального введення 

МСК.

Рис.5.12. Мікропрепарат яєчника миші через 8 тижнів після 

моделювання ПНЯ та лікування інтраовуляторним введенням МСК ЖТ. 

Забарвлення гематоксиліном та еозином. Масштабна лінійка 100 мкм.

Таким чином, після лікування хіміоіндукованої ПНЯ за допомогою 

клітинних та плацентарних біологічно активних похідних результати 

гістологічних досліджень статевих органів самиць мишей виявили 

відновлювальну дію на статеву систему самиць мишей. Також при 

застосування МСК ЖТ спостерігалися морфологічні зміни, які є ознакою 

відновлення структури: поява жовтих тіл, примордіальних та первинних 

фолікулів. А при інтраоваріальному введенні МСК ЖТ навіть поодиноких 

вторинних фолікулів.

Отримані результати можна пояснити, ураховуючи ревіталізуючі 
властивості МСК та КП, пов’язані, зокрема, з наявністю в них багатьох
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біологічних чинників росту та сигнальних молекул, які позитивно впливають 

на відновлення клітинних ушкоджень та функцій, нормалізацію метаболізму.
Плацентарні похідні, до яких відноситься кріоконсервований екстракт 

плаценти, є джерелом пептидів, гомологічних гонадотропінам і лактогену, а 

також речовини, які мають властивості гормону росту. Крім цього, виділені 

В-ендорфіни, В-ліпопротеїди, а-меланоцитостимулюючий гормон, пептиди з 

імуностимулюючим ефектом і що стимулюючі ріст м'яких тканин. Плацента 

багата ферментами: термостабільна плацентарна лужна фосфатаза бере 

участь у відновлювальних процесах і репаративній регенерації. Препарати, 
отримані з плаценти, сприяють формуванню нових структур і адекватній 

перебудові наявних тканин, особливо за допомогою плацентарних факторів 

росту різних класів та регулюванням процесів апоптозу. Поглинання 

плацентарними макрофагами апоптичних клітин призводить до пригнічення 

медіаторів запалення та індукції протизапальних цитокінів [23].

Застосування МСК обумовлене їх здатністю впливати на 

фолікулогенез, збільшуючи кількість антиапоптичних і трофічних білків і 

відновлюючи функцію яєчників через паракринний ефект на клітини 

яєчників [52, 141]. МСК мають імуномодулюючу дію, впливають на 

диференціацію клітин, стимулюють проліферацію клітин ендометрію та 

пригнічують гени фіброзу, таким чином позитивно діючи на регенерацію 

пошкоджених тканин [157]. МСК відіграють певну роль через самонаведення 

клітин, секрецію активних факторів і участь в імунній регуляції та, в 

порівнянні з ембріональними стовбуровими клітинами, мають менше 

етичних пересторог [66].

Таким чином, лікування модельованої ПНЯ із застосуванням МСК та 

КП має відновлювальну дію на статеву систему самиць мишей. Усі 

застосовані методи лікування позитивно впливали на естральний цикл та 

статеву активність, а також на морфологічну структуру яєчників та маток. 

Хоча повного відновлення фертильності самиць мишей після лікування ПНЯ 

за час спостереження не відбувалося, проте інтраоваріальний метод введення
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МСК ЖТ забезпечував більш швидке відновлення морфофункціонального 

стану органів репродуктивної системи.

Резюме. При лікуванні передчасної недостатності яєчників введенням 

адипозних мезенхімальних стовбурових клітин відновлення оваріальної 

функції самиць мишей за даними, отриманими при вивченні естрального 

циклу та статевої поведінки, відбувалося одночасно з позитивними 

морфологічними змінами в матках та яєчниках, що є ознакою відновлення 

функцій цих органів.

Лікування мишей з індукованою хіміотерапією моделлю ПНЯ за 

допомогою МСК ЖТ та КП має різну, але порівнянну, ефективність у 

залежності від способу їх введення.

Більш повне та швидке відновлення морфологічної структури органів 

репродукції (яєчників та маток) при інтраоваріальному методі введення 

мезенхімальних стовбурових клітин, порівняно з інтраперитонеальним та 

парентеральним методами, може бути наслідком паракринного впливу 

мезенхімальних стовбурових клітин на клітини в місці введення.

Список праць, опублікованих за темою розділу дисертації:

1. Козуб ММ, Козуб МІ, Скибіна КП. Експериментальне обгрунтування 

застосування кріоекстракту плаценти у пацієнток з синдромом 

передчасної недостатності яєчників. Збірник наукових праць 

співробітників НМАПО ім. П.Л.Шупіка. 2016;27(1):117-23.
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Передчасна недостатність яєчників (ПНЯ) -  багатофакторний синдром, 

що супроводжується відсутністю регулярного менструального циклу, 
високою концентрацією гонадотропінів і низьким рівнем естрогенів у 

сироватці крові в жінок до 40 років [21, 51, 87, 98, 121, 130]. 

Розповсюдженість ПНЯ у дівчат підліткового віку складає 0,01%, а в жінок 

пропорційного віку: до 20 років -  1:10000, до 30 років -  1:1000, до 40 років 

1 -  %. Середній вік розвитку ПНЯ становить 26,8 ± 1,6 року [71, 78]. 
Розрізняють першу форму ПНЯ, яка відрізняється скороченням кількості або 

повною відсутністю фолікулів, етіологічними причинами якої є генетичні 
аномалії, ускладнення хіміотерапії, променевої терапії, ятрогенні причини 

(хірургічні операції на яєчниках); та другу форму, при якій кількість 

фолікулів не змінено, а здебільшого головною причиною ПНЯ є автоімунні 

хвороби, які ушкоджують зрілі фолікули, але залишають примордіальні 
фолікули інтактними [74, 99, 197].

Половина жінок із ПНЯ можуть мати овуляцію та нерегулярний цикл, 
однак вірогідність вагітності вкрай низька, відсоток не перевищує 5-10% 

[21]. Нестача головного жіночого гормону, естрогену, призводить до 

характерної симптоматики: припливів, гіпергідрозу, нестабільності нервової 
системи, зниження лібідо, ослаблення, сухості шкіри та слизової оболонки.

Синдром передчасної недостатності яєчників як прояв їх гіпофункції, 
супроводжується, окрім аменореї, комплексом вегетосудинних, 

психоневрологічних та метаболічних порушень.

Резерв яєчників оцінюється на 3-й день циклу визначенням рівнів 

антимюллерового гормону (АМГ), фолікулостимулюючого гормону (ФСГ), 
кількості антральних фолікулів, тесту на інгібін В та естрадіол (Е2). ПНЯ 

характеризується підвищенням рівня ФСГ (ФСГ> 25 МО / л), зменшенням 

рівня Е2 (< 20 пг/мл), значно зменшеним рівнем АМГ (< 1 нг/мл), зниженням 

рівня інгібіну В, а також низькою кількістю антральних фолікулБв [96,137].

АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
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Також для оцінки оваріального резерву визначається рівень ФСГ, який теж 

може змінюватися залежно від циклу. Загальновизнано, що рівень ФСГ> 15 

МО / л є відхиленням від норми, а при ФСГ> 20 МО / л шанси завагітніти 

зводяться до мінімуму.
У лікуванні жінок з передчасною недостатністю яєчників 

використовують гормонозамісну терапію: оральні контрацептиви, естрогени, 

гонадотропіни [105, 188, 200]. Терапія трансдермальним естрадіолом у дозі 
100 мкг щодня з додаванням прогестерону в циклічному режимі впродовж 

10-12 днів кожного місяця має протекторну дію щодо розвитку гіперплазії та 

раку ендометрію. Однак, тривала гормонозамісна терапія має велику 

кількість побічних реакцій: збільшує ризик розвитку раку молочної залози, 
запускає індукцію ендотеліальної дисфункції, підвищуючи клітинну адгезію, 

що призводить до серцевих ускладнень, інсультів, інфарктів, артеріальних 

захворювань і венозних тромбоемболій, викликаючи патологічні зміни 

органів-мішеней, одним з яких є печінка [3]. При застосуванні гормонів для 

лікування ПНЯ, завдяки феномену «першого проходження через печінку», 

відбуваються значні метаболічні перетворення, у першу чергу ліпідного 

метаболізму [143, 173].

Через велику кількість ускладнень після застосування гормонозамісної 
терапії актуальним є питання щодо пошуку альтернативних методів 

лікування ПНЯ.

Найперспективніші серед них -  це застосування плацентарних клітин і 
препаратів з плаценти та використання МСК різного походження [126, 216]. 

Препарати, отримані з плаценти, сприяють формуванню нових структур та 

ефективній реконструкції існуючих тканин, перш за все за рахунок 

плацентарних факторів росту різних класів та контролю процесів 

апоптозу.Плацентарні клітини активно продукують проапоптичні сигнали: 
TNF, LT, Fasl, TRAIL, TWEAK, LIGHT, власне ініціюють та активують 

апоптоз [23].
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Одним з успішних способів лікування ПНЯ є використання 

стовбурових клітин, що поліпшує функцію яєчників за рахунок збільшення 

експресії споріднених гормонів та запобігання апоптозу гранульозних клітин, 
що свідчить про їх терапевтичний потенціал [74, 81, 88, 93, 132, 136, 180, 186, 
217].

Терапевтичний ефект МСК складається з двох основних елементів. 

Перший зв’язаний з їх замісною функцією -  хоумінга. МСК здатні 
диференцюватися та заміщати пошкоджені клітини, вони вибірково 

репопулюють клітини в місця дефекту тканини чи органу та 

диференціюються in vivo імплантованих клітин під впливом місцевих 

сигналів.
Другий елемент терапевтичної дії МСК -  їх здатність до паракринної 

дії -  форма міжклітинного взаємозв’язку, при якому клітина передає сигнал 

сусідній клітині, який змінює її поведінку [53, 131, 158, 164]. Жирова тканина 

вважається доступним джерелом МСК.
МСК з жирової тканини людини (МСК ЖТ) отримують з підшкірної 

жирової тканини, видаленої під час операцій ліпосакції або 

абдомінопластики. У порівнянні з МСК кісткового мозку, МСК ЖТ мають 

вищі здатності до проліферації та самовідновлення й демонстрували вищу 

генетичну стабільність у довготривалій культурі [69, 93, 108, 171, 174].
Таким чином, актуальним завданням сучасної гінекології є пошук 

більш безпечних методів лікування ПНЯ, які б, позитивно впливаючи на 

репродуктивну функцію, не порушували функцій інших важливих органів і 

систем.

Мета дослідження -  відновлення функції репродуктивних органів та 

органів детоксикації самиць мишей, поліпшення їх поведінкових реакції в 

експериментальній моделі передчасної недостатності яєчників за допомогою 

кріоконсервованого екстракту плаценти та мезенхімальних стовбурових 

клітин жирової тканини.
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Для досягнення мети були визначені такі завдання:

1. Вивчити вплив кріоконсервованого екстракту плаценти, введеного 

парентерально, на відновлення овуляторного циклу, статевої активності 

та морфологічної структури репродуктивних органів та органів 

детоксикації (печінки та нирок) самиць мишей лінії ВЛЬВ-с з моделлю 

ПНЯ.

2. Вивчити вплив мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини, 

введених інтраперитонеально, на відновлення овуляторного циклу, 

статевої активності та морфологічної структури репродуктивних органів 

та органів детоксикації (печінки та нирок) самиць мишей лінії ВЛЬВ-с з 

моделлю ПНЯ.

3. Вивчити вплив мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини, 

введених інтраовуляторно, на відновлення овуляторного циклу, статевої 

активності та морфологічної структури репродуктивних органів та 

органів детоксикації (печінки та нирок) самиць мишей лінії ВЛЬВ-с з 

моделлю ПНЯ.

4. Вивчити вплив кріоконсервованого екстракту плаценти, введеного 

парентерально, мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини, 

введених інтраперитонеально та інтраовуляторно, на динаміку ваги та 

поведінкові реакції самиць мишей лінії BALB-с з моделлю ПНЯ.

5. Визначити доцільність використання кріоекстракту плаценти й 

мезенхімальних стовбурових клітин жирової тканини в комплексі 

заходів, спрямованих на ревіталізацію органів репродуктивної системи, 

органів детоксикації, а також на покращення якості життя при лікуванні 

ПНЯ.

Об’єкт дослідження -  вплив методів клітинної та плацентарної терапії 

на фертильність самиць мишей лінії ВЛЬВ-с з модельованою ПНЯ.

Предмет дослідження -  морфологічні характеристики репродуктивних 

органів (матки та яєчників) та органів детоксикації (нирок та печінки) самиць
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мишей лінії BALB-с з моделлю ПНЯ, їх овуляторний цикл, статеву 

активність, вагу та поведінку.
Відповідно поставленої мети та завданням дослідження було проведено 

експеримент на 50 самицях мишей лінії BALB/с середньою масою 20,1 ± 1,2г 

у віці 6 місяців.

На 1 етапі реалізували вибір моделі та моделювання ПНЯ на 

лабораторних мишах. На 2 здійснювали терапію мишей з ПНЯ з 
використанням кріоекстракта плаценти введенним парентерально та 

стовбурових клітин жирової тканини введених інтраперитонеально та 

інтраоваріально. На 3 етапі оцінювали ревіталізуючу ефективність 

застосованих алогенного клітинного та ксеногенного безклітинного 

біологічно активних препаратів за головними ефектами лікування ПНЯ 

(відновлення ваги, поведінкових реакцій, функції репродуктивних органів 

(матка, яєчники) та функції органів детоксикації (печінка, нирки) після 

впливу хіміотерапії -  найпоширенішого чинника виникнення ПНЯ.
Тварини були розподілені на 5 груп по 10 мишей:

1- а (контрольна група) -самиці мишей лінії BALB/c;
2- а група -  самиці мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ без лікування;
3- я група -самиці мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ та лікуванням 

за допомогою парентерального введення КП;
4- а група -  самиці мишей лінії BALB/c з моделлю ПНЯ та лікуванням 

за допомогою інтраперитонеального введення МСК ЖТ;
5- а група - самиці мишей лінії BALB-c з моделлю ПНЯ та лікуванням 

за допомогою інтраоваріального введення МСК ЖТ.

Для моделювання хіміоіндукованої ПНЯ була обрана модель 

циклофосфамідіндукованої ПНЯ, описаної Xiao G.Y. зі співавторами [206] як 

найбільш відтворювана та найбільш розповсюджена за даними літератури. 
Принцип моделі засновано на пригніченні функції яєчників унаслідок 

хіміотерапії. Важливою перевагою моделі перед оваріоектомічними 

аналогами є залишення яєчників та можливість відновлення їх функції після
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лікування. Модель супроводжується загальним токсичним впливом та 

навантаженням на органи детоксикації -  печінку та нирки. Для відтворення 

моделі тваринам одноразово вводили циклофосфамід у дозі 200 мг/кг і 
бусульфан (у дозі 20 мг/кг).

Через 2 тижні після моделювання ПНЯ шляхом введення 

циклофосфаміду та бусульфану підтверджували за втратою ваги та 

результатами кольпоцитологічного дослідження (еструс/анеструс) та 

починали лікування. Через 4 тижні після хіміотерапії по 5 тварин з кожної 

групи виводили з експерименту, проводячи гістологічне дослідження 

препаратів органів репродукції -  яєчників і маток та органів детоксикації -  

печінки і нирок. Через 8 тижнів усіх тварин усіх груп виводили з 
експерименту.

Кріоконсервований екстракт плаценти отримували методом, описаним 

[40] з плаценти людини, після операції кесарева розтину за умови 

інформованої згоди жінки. Мезенхімальні стовбурові клітини жирової 
тканини (МСК ЖТ) мишей отримували за методом Sun M. зі співавторами 

[173]. Жирову тканину отримували із черевної порожнини мишей лінії 
BALB/c віком 6-8 місяців.

Перед початком дослідження в усіх самиць досліджували естральний 

цикл протягом двох тижнів методом вагінальних мазків (кольпоцитології). 
До дослідження брали тільки самиць з регулярним естральним циклом. Для 

визначення статевої активності самиць мишей спарювали із самцями лінії 
BALB/c віком 6-8 місяців, які мали раніше нащадків, тобто були 

фертильними, у співвідношенні 3:1. Кожного ранку наявність спарювання 

реєстрували за наявністю вагінальних пробок, при наявності сумнівів 

досліджували вміст піхви під мікроскопом на наявність сперміїв. Зважування 

самиць мишей усіх досліджуваних груп проводили двічі на тиждень за 

допомогою лабораторних вагів.

Поведінкові реакції тварин оцінювали, використовуючи тести 

відкритого поля, анксіолітичний і зоосоціальний, що відображають пошукову
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поведінку, ступінь тривожності та здатність тварин до зоосоціальної 

взаємодії, відповідно [104, 117, 193].

Морфологічне дослідження органів проводили після виведення тварин 

з експерименту. Досліджували: матку, яєчники, нирки та печінку.

За підсумками роботи можна відзначити, що моделювання ПНЯ 

застосуванням ХТП вірогідно погіршує загальний стан тварин (2 група), 

знижує вагу (на 15%), пригнічує поведінкові реакції, призводить до 

посилення тривоги (на 41,4%), погіршує зоосоціальну поведінку (на 60,8%).

Лікування КП (3 група) прискорює нормалізацію ваги (на 4.3%), веде 

до покращення показників анксіолітичної поведінки (на 69,5%), покращує 

зоосоціальну поведінку (на 42%).

Лікування тварин МСК ЖТ шляхом перитонеального введення (4 

група) прискорює нормалізацію ваги (на 4.8%), покращує зоосоціальну 

поведінку (на 10%), але не призводить до покращення показників 

анксіолітичної поведінки.

Лікування тварин МСК ЖТ шляхом інтраоваріального введення (5 

група) прискорює нормалізацію ваги (на 7,5%), покращує зоосоціальну 

поведінку (на 40%), веде до покращення показників анксіолітичної поведінки 

(на 60,87%).

У мазках мишей після відтворення моделі ПНЯ (група 2) був відсутній 

поверхневий епітелій, циклічність з'являлася через 5 тижнів після 

моделювання ПНЯ, при цьому регулярний 4-денний естральний цикл не 

відновлювався: спостерігалася періодична (від 3 до 8 днів) поява в мазку 

ороговілих клітин поверхневого епітелію, що свідчить про естрогенну 

насиченість організму. Через 8 тижнів естральні цикли спостерігалися в 60% 

мишей, що відповідає літературним даним для використаної моделі [13].

Лікування мишей 3,4,5 груп починали через 2 тижні після початку 

хіміотерапії, коли у всіх мишей спостерігалася відсутність естрального 

циклу.
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Естральний цикл після хіміотерапії та лікування методом

парентерального введення КП з'явилися в 3 групі в 20% мишей на 3-й 

тиждень, у 40% -  на 5 тиждень, у 80% -  на 8 тиждень.
Естральний цикл після хіміотерапії та лікування методом

інтраперитонеального введеня МСК ЖТ у 4 групи з'явилися в 30% мишей на 

3-й тиждень, у 40% -  на 5 тиждень, у 80% -  на 8 тиждень.

У самиць, яким вводили МСК ЖТ інтраоваріально (5 група), 
естральний цикл у 20% мишей відновився на 3-й тиждень, у 40% на 5 

тиждень, а вже на 7-му тижні у 80% тварин .
Вивчення статевої активності показало, що кількість ефективних 

спарювань самиць через 8 тижнів після моделювання ПНЯ склало 40%. 
Вагінальні пробки після хіміотерапії та лікування методом парентерального 

введення КП з'явилися в 3 групі у 20% мишей на 5-й тиждень, у 60% -  на 8 

тиждень.

Результати в 4-ій групі мишей були дещо краще, на 5-му тижні 
вагінальні пробки спостерігалися в 40% тварин, а на 8 тижні у -  80%.

Найкращі результати показала 5 група з введенням МСК ЖТ 

інтраоваріально: уже на 5-му тижні вагінальні пробки з'явилися в 40% самиць 

мишей, на 6-му тижні -  у 60%, а на 8 тижні -  у 80%.
При гістологічному дослідженні у 2 групі мишей на 4 тиждень після 

моделювання ПНЯ звертало на себе увагу зменшення маток, різка атрофія та 

витончення всіх верств. Яєчники були також зменшені, відзначалося 

зниження кількості первинних та повна відсутність вторинних фолікулів, 

атрофія, зморщування клітин. У нирках спостерігався набряк кіркового та 

мозкового шарів, зморщування клубочків. Морфологічні зміни в нирках мали 

ознаки тубулоінтерстиціального нефриту. У печінці спостерігався набряк та 

порушення балочної структури, відповідали проявам гострого 

медикаментозного ураження з ознаками холестеринової мікроемболії, цирозу 

та порушенням балкової структури.
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Через 8 тижнів після моделювання ПНЯ -  спостерігали збільшення 

жирової тканини в черевній порожнині. Яєчники були зменшені у розмірах, 
зазначалася відсутність структурних елементів: жовтих тіл, примордіальних, 
первинних та вторинних фолікулів; строма була заповнена великими 

клітинами. У матках спостерігали витончення шарів та значну атрофію 

ендометрію, проте менш виражені, ніж на 4-му тижні після хіміотерапії.

У нирках виявлено зморщування клубочків і набряк канальців, що 

зберігається, у печінці -  вогнища цирозу, порушення балочної структури та 

ділянки поліморфізму ядер. Вочевидь, відновлення естрогенної насиченості 
організму групи без лікування відбувається за рахунок жирової тканини, а не 

яєчників.
Гістологічне дослідження мікропрепаратів мишей 3-ї групи показало 

незначну атрофію ендометрію, потовщення міометрію в матках, а в яєчниках 

-  появу фолікулоподібних утворень. Тоді як у 4-ї групи виявлена незначна 

атрофія ендометрію в матках та появи структурних елементів в яєчниках: 
жовтих тіл, примордіальних та первинних фолікулів. При гістологічному 

дослідженні мишей 5-ї групи матка була близька до інтактної, а в яєчниках 

відзначалася поява значної кількості первинних фолікулів та поодиноких 

вторинних фолікулів.
При дослідженні печінки мишей 3,4,5 груп, яким проведено лікування 

модельованої ПНЯ введенням тваринам МСК ЖТ та КП, приводило до 

покращення морфологічної картини печінки: у тварин з 3-ої та 4-ої груп у 

печінці відзначалося збереження балкової структури, спостерігалися 

клітинний поліморфізм та підвищена неоднорідність, набряк. Але 

інтраоваріальне введення МСК ЖТ мало суттєву ревіталізуючу дію на 

тканину печінки піддослідних тварин: на 8-му тижні після початку лікування 

спостерігалися ознаки інтенсивного ділення клітин, відсутність набряку та 

холестеринової мікроемболії.



121

У нирках мишей 3,4 груп гістологічне дослідження показало наявність 

незначного набряку, зморщування окремих клубочків. Однак у мишей 5 

групи структура нирок на 4 тижні була збережена, проте спостерігалося 

зморщування окремих клубочків та сильний набряк, а на 8 тижні -  

патологічних змін уже не було виявлено.
При лікуванні передчасної недостатності яєчників у мишей 4,5 груп 

введенням адипозних мезенхімальних стовбурових клітин відновлення 

оваріальної функції самиць мишей за даними, отриманими при вивченні 

естрального циклу та статевої поведінки, відбувалося одночасно з 
позитивними морфологічними змінами в матках та яєчниках, що є ознакою 

відновлення функцій цих органів.
Таким чином, результати дослідження ефективності клітинної та 

плацентарної терапії ПНЯ в експерименті доводять ревіталізуючі властивості 

КП та МСК ЖТ, які в майбутньому можуть бути використані для розробки 

нових і вдосконалення існуючих методів лікування ПНЯ та її ускладнень.
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ВИСНОВКИ

1. Лікування модельованої ПНЯ парентеральним введенням КП 

відновлює естральний цикл у 80% мишей, статеву активність -  у 60% тварин 

на 8-му тижні спостереження. Гістологічне дослідження показало, що в матці 

спостерігалася незначна атрофія ендометрію та гіперплазія міометрію, а в 

яєчниках відзначалася поява утворень, схожих на фолікули. У печінці -  

ознаки набряку при збереженій балковій структурі, в нирках відзначалися 

помірне зморщування клубочків та помірний набряк зі збереженою 

архітектонікою канальців.
2. Лікування модельованої ПНЯ застосуванням МСК ЖТ, введеними 

інтраперитонеально, відновлює естральний цикл у 80% мишей та статеву 

активність -  у 80% тварин на 8-му тижні спостереження. В матці 

спостерігалася незначна атрофія ендометрію зі збереженою структурою 

міометрію, в яєчниках з’являлися структурні елементи: жовті тіла, 

примордіальні та первинні фолікули. У печінці -  ознаки набряку при 

збереженій балковій структурі. В нирках відзначалися набряк та ознаки 

холестеринової мікроемболії зі збереженою архітектонікою канальців.
3. Лікування модельованої ПНЯ застосуванням МСК ЖТ, введеними 

інтраоваріально, відновлює естральний цикл у 80% мишей на 7-му тижні, а 

статеву активність у 80% мишей - на 8-му тижні спостереження. 
Морфологічно матка була близька до інтактної, а в яєчниках відзначалося 

відновлення структурних елементів: жовтих тіл, примордіальних, первинних 

та поява вторинних фолікулів. У печінці зберігалася балкова структура, без 

ознак набряку, а в нирках гістологічна картина була близькою до інтактної.

4. Лікування тварин за допомогою КП та МСК дозволяє вірогідно 

покращити поведінкові реакції та нормалізувати вагу. Встановлено, що 

лікування введенням КП парентерально покращує показники анксіолітичної
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поведінки (на 69,5%) та зоосоціальної поведінки (на 42,0%). Лікування 

тварин МСК ЖТ, введеними інтраперитонеально, покращує зоосоціальну 

поведінку (на 10%), але не призводить до покращення показників 

анксіолітичної поведінки. Встановлено, що лікування тварин МСК ЖТ 

шляхом інтраоваріального введення покращує зоосоціальну поведінку (на 

40%) та анксіолітичну поведінку (на 60,9%).

5. Проведене експериментальне дослідження встановило високу 

ефективність застосування КП та МСК ЖТ в ревіталізації репродуктивних 

органів та органів детоксикації, та покращенні поведінкових реакцій у 

експериментальних тварин, що стало підґрунтям для клінічного застосування 

досліджених методів терапії в жінок з ПНЯ і буде сприяти покращенню 

показників їх фертильності та якості життя.
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ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Використання для лікування ПНЯ парентерального введення КП, 

інтраперитонеального та інтраоваріального введення МСК ЖТ є 

перспективними, патогенетично обґрунтованими методами лікування для 

відновлення репродуктивної функції та покращення функціонування органів 

детоксикації, позитивного впливу на поведінку, що підвищує якість життя.
2. Виявлені ефекти терапевтичної дії КП та МСК жирової тканини 

можуть використовуватися в розробці нових і вдосконалення існуючих 

методів лікування ПНЯ та її ускладнень.

3. Удосконалення алгоритму лікувальних заходів після хіміотерапії 
повинно включати використання КП та МСК ЖТ, ефекти яких спрямовані на 

одночасне відновлення функціонування репродуктивних органів та органів 

детоксикації, та поведінкових реакцій, що буде сприяти зменшенню наслідків 

хіміотерапії, запобігатиме ускладненням та підвищуватиме якість життя 

пацієнтів.
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П Р О Т О К О Л

с т в о р е н н я  т а  п е р е в і р к и  к в а л і ф і к о в а н о г о  т а  у д о с к о н а л е н о г о  е л е к т р о н н о г о  п і д п и с у  

Д а т а  т а  ч а с :  1 9 : 2 6 : 5 5  1 8 . 1 2 . 2 0 2 3

Н а з в а  ф а й л у  з  п і д п и с о м :  С к и б і н а  К с е н і я  д и с е р т а ц і я  . p d f . p 7 s  

Р о з м і р  ф а й л у  з  п і д п и с о м :  4 . 5  М Б

П е р е в і р е н і  ф а й л и :

Н а з в а  ф а й л у  б е з  п і д п и с у :  С к и б і н а  К с е н і я  д и с е р т а ц і я  . p d f  

Р о з м і р  ф а й л у  б е з  п і д п и с у :  4 . 4  М Б

Онлайн сервіс створення та перевірки кваліф ікованого та удосконаленого електронного
підпису

Р е з у л ь т а т  п е р е в і р к и  п і д п и с у :  П і д п и с  с т в о р е н о  т а  п е р е в і р е н о  у с п і ш н о .  Ц і л і с н і с т ь  д а н и х  

п і д т в е р д ж е н о

П і д п и с у в а ч :  С к и б і н а  К с е н і я  П а в л і в н а  

П.І.Б.: С к и б і н а  К с е н і я  П а в л і в н а  

К р а ї н а :  У к р а ї н а  

Р Н О К П П :  3 4 0 9 8 1 3 8 8 9

Ч а с  п і д п и с у  ( п і д т в е р д ж е н о  к в а л і ф і к о в а н о ю  п о з н а ч к о ю  ч а с у  д л я  п і д п и с у  в і д  Н а д а в а ч а ) :  2 0 : 2 6 : 5 0  

1 8 . 1 2 . 2 0 2 3

С е р т и ф і к а т  в и д а н и й :  "Дія". К в а л і ф і к о в а н и й  н а д а в а ч  е л е к т р о н н и х  д о в і р ч и х  п о с л у г

С е р і й н и й  н о м е р :  3 8 2 3 6 7 1 0 5 2 9 4 A F 9 7 0 4 0 0 0 0 0 0 E F 9 4 1 8 0 0 3 3 A A C 1 0 1

Т и п  н о с і я  о с о б и с т о г о  к л ю ч а :  З Н К І  к р и п т о м о д у л ь  ІІТ Г р я д а - 3 0 1

А л г о р и т м  п і д п и с у :  Д С Т У - 4 1 4 5

Т и п  п і д п и с у :  К в а л і ф і к о в а н и й

Т и п  к о н т е й н е р а :  П і д п и с  т а  д а н і  в  C M S - ф а й л і  ( C A d E S )

Ф о р м а т  п і д п и с у :  З  п о в н и м и  д а н и м и  Ц С К  д л я  п е р е в і р к и  ( C A d E S - X  L o n g )

С е р т и ф і к а т :  К в а л і ф і к о в а н и й
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