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Відкладене дітонародження у промис-
лово розвинених країнах є сучасною тен-
денцією. За останні десять років кількість 
жінок, що народжують у віці старше 35 ро-
ків, збільшилася в 2,8 рази, тоді як у віці 
від 20 до 24 років скоротилася в середньому 
на 9  % [1]. Репродуктивне старіння жінок  
багато в чому ґрунтується на вікових змінах 
функції яєчників. Відомо, що репродуктив-
на здатність жінки закладається при  на- 
родженні та являє собою невідновлюваний 
пул примордіальних фолікулів [2]. Вони 
можуть залишатися у дормантному стані 
протягом багатьох років. Активація цьо-
го пулу відбувається незалежно від гор-
мональних впливів. Механізм залучення 
примордіальних фолікулів до фази росту 
досі залишається не до кінця зрозумілим, 
однак передбачається, що провідна роль 
у цьому процесі належить паракринній ре

гуляції, яка одночасно включає сигнали 
пригнічення та активації. Одним з кан-
дидатів на роль активаторів пропонується 
сімейство нейротрофічних факторів [3–5], 
до якого відносяться фактор росту нервів 
(NGF), нейротрофічний фактор головно-
го мозку (BDNF), нейротрофічний фактор, 
отриманий з гліальних клітин (GDNF), ней- 
ротрофіни 3 (NT-3), 4/5 (NT-4/5) та 6 (NT-6).

Використання клітинної та тканинної 
терапії для корекції функції жіночої ре-
продуктивної системи було досить поши-
реним на протязі останніх десятиріч [6]. 
Однак ризики неадекватного приживлення 
та диференціювання стовбурових клітин, 
їх імунного відторгнення або виникнення 
пухлин обмежують безпечне використання  
клітинних препаратів. Вивчення механіз-
мів дії клітинної терапії привело до розу-
міння, що її основні ефекти є опосередко-
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ваними біологічно активними факторами, 
які секретуються трансплантованими клі-
тинами у організмі реципієнта [7]. Отже, 
на теперішній час у регенеративній та 
відновлювальній медицині інтерес сфоку-
совано на безпосередньому застосуванні 
кондиціонованих середовищ (КС), які ма-
ють значний терапевтичний потенціал та 
пропонуються як альтернатива клітинної 
терапії [8, 9]. Припускається, що ефекти 
КС базуються на паракринній регуляції, 
оскільки вони містять коктейль факторів 
(розчинні фактори росту, цитокіни, гормо-
ни, екзосоми), що мають широкий спектр 
біологічної дії. 

Спінальні ганглії є потенційним джере-
лом нейральних стовбурових клітин, оскіль- 
ки вони містять клітини-похідні нервового 
гребеня, здатні диференціюватися в  ней
рони та різні субпопуляції гліальних клі-
тин [10]. Раніше встановлено, що в умовах 
культивування з використанням фетальної  
телячої сироватки культура клітин зі спі-
нальних гангліїв є збагаченою на сателіт-
ні гліальні клітини [11], які здійснюють  
структурну й трофічну підтримку нейро
нів, регулюють їх мікрооточення, виділя
ють гліотрансміттери та полегшують пере-
дачу сигналу. Крім того, сателітні гліальні  
клітини володіють властивостями прогені

торних клітин та беруть участь у постій-
ному та регенеративному нейрогенезі [10].  
Встановлено, що КС від культур гліальних 
клітин збагачені на GDNF, NGF, BDNF, ос
новний фактор росту фібробластів (bFGF),  
антиоксиданти та інші регуляторні білки 
[12, 13].

Використання КС від культури гліаль-
них клітин має перспективи у підтримці 
нормального функціонування яєчників, 
особливо у період репродуктивного згасан-
ня. У зв’язку з цим, актуальним є проведен-
ня експериментальних досліджень у цьому 
напрямку.

Сучасні технології клітинного культи-
вування включають кріоконсервування як 
необхідний етап, який дозволяє зберігати 
культури клітин протягом тривалого часу, 
сертифікувати їх, транспортувати й вико-
ристовувати за необхідності. Однак вплив 
кріоконсервування на склад та біологічні 
властивості КС, отриманих від нейральних 
клітин, залишається невивченим.

Мета роботи — вивчення впливу конди-
ціонованих середовищ, отриманих від ін- 
тактної та кріоконсервованої культур клітин  
спінальних гангліїв, на морфофункціональ- 
ні особливості яєчників, рівні статевих та 
гонадотропних гормонів у щурів різного ре-
продуктивного віку.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
В експериментах використовували бі-

лих безпородних самиць щурів віком 6 та 
14 місяців, що у цього виду тварин відпові-
дає репродуктивному віку (РВ) та пізньому 
репродуктивному віку (ПРВ) [14]. Усі експе-
рименти на тваринах проводили відповід-
но до Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (№ 3447-IV 
від 21.02.2006 р.) при дотриманні вимог 
Комітету з біоетики Інституту проблем 
кріобіології і кріомедицини НАН України 
(ІПКіК НАНУ), узгоджених з положеннями 
«Європейської конвенції про захист хребет-
них тварин, що використовуються для екс-
периментальних та інших наукових цілей» 
(Страсбург, 1986).

Моношарову культуру, яка на 80  % 
складалася з сателітних гліальних клітин,  
отримували зі спінальних гангліїв неона- 

тальних поросят та кріоконсервували за ме- 
тодом Алі С. Г. та співавт. [11]. Клітини, 
отримані з гангліїв ферментативним мето-
дом, висівали у концентрації 5×105 клітин/
мл у пластикові чашки Петрі («SPL Life 
Sciences», Корея) та культивували при 37 °С  
в атмосфері 5 % CO2 з використанням базо-
вого середовища (БС), яке містило α-МЕМ  
(«Biowest», Франція), антибіотики та 10 % фе- 
тальної телячої сироватки (ФТС, «ВioSera», 
Франція). Кріоконсервування здійснюва
ли з використанням кріозахисного розчину  
на основі α-МЕМ з додаванням 25 % ФТС та 
7,5 % кріопротектору диметилсульфоксиду 
(ДМСО, «AppliСhem», Німеччина). У кожну 
кріопробірку («SPL LifeSciences», Корея) по-
міщали 1 мл клітинної суспензії з концен-
трацією 5×105 клітин/мл та заморожували 
як описано у роботі [11]. Заморожені зраз-
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ки зберігали у рідкому азоті. Відігрівання 
здійснювали на водяній бані при темпе-
ратурі 37  °С до зникнення твердої фази. 
Для видалення кріопротектору до суспензії 
клітин по краплях додавали 10-кратний 
об’єм БС та двічі відмивали шляхом цен-
трифугування, після чого клітини поміща-
ли у БС та культивували, як описано вище.

Кондиціоновані середовища від інтакт
ної (ІКС) та кріоконсервованої культур (ККС)  
починали збирати через 7–9 діб культиву-
вання, коли клітинний ріст переходив до 
стаціонарної фази. КС збирали кожні три 
доби, порційно заморожували та зберіга-
ли при – 18  °С. Загальний термін культи-
вування, на протязі якого збирали ІКС та 
ККС, складав 28 діб. Оскільки для культи-
вування клітин використовувалося БС з до-
даванням 10 % ФТС та антибіотиків, воно 
було використано в якості контролю. 

Зібрані порції КС розморожували, об’єд
нували та фракціонували методом ультра-
фільтрації з використанням поліефірсуль-
фонової мембрани («Millipore», Німеччина). 
З огляду на те, що молекулярна маса не-
йротрофічних факторів знаходиться у меж-
ах від 13 до 30 кДа, було отримано фракції 
з молекулярною масою до 30 кДа. 

Середовища (ІКС, ККС та БС) вводили 
щурам (старт введення — у фазі еструсу) 
по  0,2 мл внутрішньочеревно протягом 

9 днів. Тварин забивали на 30–32 добу піс-
ля закінчення введення, забирали кров 
для вимірювання гормонів та яєчники 
для гістологічного дослідження.

Для визначення фаз естрального циклу 
(ЕЦ) щоденно о 10-й годині ранку брали 
мазки з піхви щурів. За ЕЦ спостерігали 
на протязі 30 діб до та 30 діб після введен-
ня середовищ. Визначали середню кіль-
кість діб, які приходилися на фазу еструсу 
(ФЕ), та виражали у відсотках до загально-
го періоду спостереження (30 діб).

Для гістологічних досліджень обидва 
яєчника фіксували у 10 %-му нейтральному 
формаліні, виготовляли серійні гістологіч-
ні зрізи та забарвлювали гематоксиліном/
еозином за стандартною методикою. У гіс-
тологічних зрізах за допомогою світлового 
мікроскопа AmScope XYL-403 («AmScope», 
КНР) підраховували кількість фолікулів 
різного ступеню зрілості, атретичних фо-
лікулів, жовтих тіл та кіст. Враховували 
лише фолікули з овоцитом, що запобігало 
дублюванню результатів підрахунку. 

Визначення рівнів естрадіолу (Е2), про
гестерону (ПГ), лютеїнізуючого гормону (ЛГ)  
та фолікулостимулюючого гормону (ФСГ) 
у сироватці крові щурів проводили методом 
ІФА з використанням тест-наборів вироб-
ництва ТОВ «Хема» (Київ, Україна) відпо-
відно до інструкції. 

Рис. 1. Середня кількість фаз еструсу (ФЕ) у щурів різного віку після введення БС, ІКС та ККС.  
Лінії вказують рівень показника для кожної вікової групи до введення середовищ; 

дані представлені як Ме ± IP. 
* — показник статистично значуще відрізняється  

від показника інтактних тварин відповідного віку, p < 0,05.
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В експерименті були використані на-
ступні групи щурів: 

1)	інтактні РВ (n = 10); 
2)	РВ з введенням БС (n = 9); 
3)	РВ з введенням ІКС (n = 10); 
4)	РВ з введенням ККС (n = 9); 
5)	інтактні ПРВ (n = 10); 
6)	ПРВ з введенням БС (n = 9); 
7)	ПРВ з введенням ІКС (n = 11); 

8)	ПРВ з введенням ККС (n = 10). 
Результати представляли у вигляді 

Ме  ±  IP (Me — медіана, ІР — інтерквар-
тільний розмах, який дорівнював різниці 
між квартілями 3 і 1 порядку). Статистичну 
значущість відмінностей між групами оці-
нювали за допомогою непараметричного 
критерію Манна–Уітні. Відмінності вважа-
ли статистично значущими при p < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
У результаті спостереження за трива-

лістю ЕЦ було визначено, що у 70 % інтакт
них тварин РВ цей показник складав у се-
редньому 4 доби, тоді як у 75 % інтактних 
тварин ПРВ — 5 діб. Водночас у 60 % тва-
рин ПРВ спостерігалося підвищення три-
валості циклу до 6–7 діб за рахунок про-
лонгування фази діеструсу. 

Після введення усіх середовищ (БС, ІКС 
та ККС) тваринам РВ відсоток ФЕ у струк-
турі ЕЦ не змінювався (рис. 1). У тварин 
ПРВ з введенням ІКС та ККС відбувалося 
статистично значуще підвищення показни-
ка за досліджений період.

Яєчники інтактних щурів РВ мали 
нормальну гістологічну будову (рис. 2, а). 
У корковій частині яєчнику добре розріз-
нялися фолікули різного ступеня зрілості 
та велика кількість функціональних та ре-
гресуючих жовтих тіл різного розміру. Крім  
того, виявлялися крупні атретичні фоліку-
ли з нерегулярною структурою гранульоз-

ного шару, утворенням «бісерної строки» 
(string of beads), руйнуванням гранульозних 
клітин яйценосного горбка, пікнозом гра-
нульозних клітин, наявністю апоптичних 
тіл, дегенеративними змінами або фраг- 
ментацією овоциту. Маленькі атретичні 
фолікули мали неправильну форму, грану-
льозні клітини в них були відсутні, кліти-
ни теки заміщені стромальною тканиною. 

Гістологічна будова яєчників щурів ПРВ  
мала схожі риси, однак характерною осо-
бливістю була наявність фолікулярних та 
лютеальних кіст (рис. 2, б). Частіше спосте-
рігалися фолікулярні кісти різного розмі-
ру з тонкою стінкою, яка була сформована 
тонким фіброзним шаром зовні та плоски-
ми фолікулярними клітинами зсередини. 
Рідше спостерігалися лютеальні кісти, 
стінка яких була сформована декількома 
шарами лютеальних клітин з вакуолізова-
ною, оксифільною цитоплазмою, заповнені 
рідиною або кров’ю. 

Рис. 2. Мікрофотографії гістологічних препаратів яєчників інтактних щурів:  
А) РВ (у полі зору спостерігаються фолікули різного ступеня зрілості,  

функціональні та регресуючі жовті тіла);  
Б) ПРВ (у полі зору спостерігаються функціональні та регресуючі жовті тіла,  

атретичні фолікули зі сплощенням та руйнуванням шару гранульозних клітин,  
стрілка — фолікулярна кіста).

А Б
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У тварин обох вікових груп, яким вво-
дили середовища, не відбувалося карди-
нальних змін гістологічної будови. Однак 
візуально спостерігалося переважання круп- 
них атретичних фолікулів на стадії швид-
кої дегенерації гранульозних клітин. 

На гістологічних зрізах було підрахова-
но кількість фолікулів гормонально неза-
лежної (примордіальних і первинних фолі-
кулів) та гормонально залежної (антральні 
фолікули й Граафові пухирці) стадій роз-
витку. Вікові зміни у інтраоваріальному 
пулі інтактних щурів ПРВ виражалися 
у значущому зменшенні кількості антраль-
них фолікулів та жовтих тіл, а також під-
вищенні кількості кіст порівняно з твари-
нами РВ (табл. 1). 

Введення БС щурам РВ не призводило 
до статистично значущих змін у кількості 
фолікулів усіх стадій розвитку, функціо-
нальних і регресуючих жовтих тіл. Після 
введення ІКС та ККС у тварин РВ спосте-
рігалося статистично значуще зменшення 
сумарної кількості примордіальних і пер-
винних фолікулів та підвищення кількос-
ті атретичних фолікулів в порівнянні з ін-
тактним контролем.

Введення усіх середовищ тваринам ПРВ 
призводило до змін, подібних тим, які спо-
стерігалися у тварин РВ: зменшення сумар-
ної кількості примордіальних і первинних 
фолікулів та збільшення кількості атретич-
них фолікулів. Однак на відміну від  тва- 

рин РВ також відбувалося зниження пулу 
антральних фолікулів та кількості кіст. 

Оскільки щури відносяться до тварин 
з дуже коротким ЕЦ, циклічне змінення 
рівню гонадотропних та статевих гормо-
нів у них має певні особливості. Нами було 
вивчено рівні Е2, ПГ, ЛГ і ФСГ у інтактних 
щурів РВ і ПРВ у залежності від фази ЕЦ  
(табл. 2). У тварин обох вікових груп встанов-
лено фізіологічний профіль секреції з  ха-
рактерним підвищенням рівнів усіх дослі-
джених гормонів у фазі проеструсу. За цих  
обставин статистично значущих відміннос-
тей в рівнях досліджених гормонів у залеж-
ності від віку не було зафіксовано.

Відомо, що у самиць щурів з віком змі-
нюється співвідношення між гонадотроп-
ними (ЛГ/ФСГ) та статевими (Е2/ПГ) гор-
монами [15]. Нами також було встановлено 
значуще зниження у 4 рази співвідношен-
ня ЛГ/ФСГ у інтактних щурів ПРВ порів-
няно з щурами РВ (табл. 3). 

Введення усіх середовищ не призводи-
ло до значущих змін досліджених співвід-
ношень у щурів РВ. На відміну від цього,  
у  щурів ПРВ відбувалося значуще під-
вищення показника ЛГ/ФСГ у 2,5 рази 
при  введенні БС, у 6,5 рази при введенні 
ІКС та у 14 разів при введенні ККС.

До ознак репродуктивного згасання 
у щурів відносяться порушення естрально-
го циклу; зменшення кількості фолікулів, 
що розвиваються, та жовтих тіл, наявність 

Таблиц я 1
Кількісні гістологічні показники яєчників щурів різного віку  

після введення БС, ІКС та ККС

Показ-
ник

РВ ПРВ
Інтактні БС ІКС ККС Інтактні БС ІКС ККС

ПрФ  
+ ПФ 24,0 ± 13,0 19,0 ± 11,7 11,0 ± 7,5 15,5 ± 9,5 23,5 ± 10,8 16,0 ± 5,5 16,5 ± 7,5 16,0 ± 12,0

АнФ 9,0 ± 3,0 8,2 ± 2,2 7,5 ± 4,5 7,0 ± 4,0 3,0 ± 2,0 2,0 ± 1,2 1,0 ± 1,0 2,0 ± 0,7
АтФ 12,0 ± 4,0 10,5 ± 6,5 17,0 ± 4,5 21,0 ± 5,8 12,0 ± 5,8 11,0 ± 5,5 21,5 ± 12,5 19,5 ± 3,0
ЖТ 23,0 ± 7,0 22,5 ± 12,0 19,0 ± 6,0 30,0 ± 4,5 18,5 ± 11,3 15,0 ± 6,8 16,5 ± 3,8 20,5 ± 10,5

Кісти 0,0 ± 1,0 0,5 ± 1,2 1,0 ± 0,5 0,0 ± 1,0 1,5 ± 3,2 0,5 ± 1,0 0,0 ± 1,7 1,0 ± 1,5

Примітки: 
ПрФ + ПФ — сума примордіальних та первинних фолікулів, АнФ — антральні фолікули, 
АтФ — атретичні фолікули, ЖТ — жовті тіла; дані представлені як Ме ± IP;
* — показник статистично значуще відрізняється від інтактного контролю відповідного віку, 
p < 0,05; 
# — показник статистично значуще відрізняється від інтактного контролю РВ, p < 0,05. 
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фолікулярних кіст у яєчнику; зміна секре-
ції статевих гормонів та гонадотропінів 
[15–17]. Зокрема було встановлено знижен-
ня пікових концентрацій ЛГ та ФСГ у фазі 
проеструсу у щурів та мишей старого віку, 
що обумовлено зміною здатності гіпотала-
мо-гіпофізарної системи секретувати гона-
дотропіни у відповідь на фізіологічні сти-
мули [17]. У наших експериментах вікові 
зміни у самиць щурів також включали зна-
чуще зменшення ФЕ у структурі ЕЦ, змен-
шення кількості антральних фолікулів та 
жовтих тіл у яєчниках, наявність кіст, зни-
ження рівню ЛГ у фазі проеструсу, загаль-
не зменшення співвідношення ЛГ/ФСГ. 

У результаті виконання роботи нами 
було встановлено біологічні ефекти КС, 
отриманих як від інтактної, так і кріокон-
сервованої культури клітин зі спінальних 
гангліїв. Застосування обох середовищ 
зменшувало сумарну кількість приморді-
альних та первинних фолікулів у яєчни-

ках тварин обох вікових груп, що свідчить 
про стимулюючий вплив середовищ на ви-
хід фолікулів з дормантного стану. Схожий 
ефект було встановлено нами раніше 
при застосуванні кріоекстракту, отримано-
му зі спінальних гангліїв [18]. Підвищення 
кількості атретичних фолікулів на цьому 
фоні свідчило, що в результаті активації 
примордіальних фолікулів та вступу їх 
на  шлях подальшого розвитку, виникає 
надлишок антральних фолікулів, який 
пізніше піддається атрезії. 

Вважається, що вступ примордіальних 
фолікулів у стадію подальшого розвитку 
є  складно організованим процесом, який 
регулюється багатьма факторами актива-
ції та супресії. Важливе значення для цьо-
го має сигнальний шлях PI3K/AKT/mTOR 
[19], специфічні для яєчників фактори 
транскрипції та системні ростові фактори 
[20], зокрема нейротрофічні фактори [4, 5].  
Результати наших досліджень свідчать 

Таблиц я 2
Змінення рівню гонадотропних та статевих гормонів  

у інтактних щурів РВ та ПРВ у залежності від фази ЕЦ

ЕЦ
РВ ПРВ

Е2, 
пг/мл

ПГ, 
нг/мл

ЛГ, 
МЕ/л

ФСГ, 
МЕ/л

Е2, 
пг/мл

ПГ, 
нг/мл

ЛГ, 
МЕ/л

ФСГ, 
МЕ/л

ФП 68,0 ± 7,5 27,6 ± 14,7 1,2 ± 1,9 40,2 ± 13,8 61,2 ± 14,9 34,2 ± 19,6 0,85 ± 0,22 34,8 ± 39,7
ФЕ 66,5 ± 10,2 10,5 ± 11,1 0,50 ± 0,40 2,3 ± 6,9 63,9 ± 9,5 15,9 ± 11,7 0,85 ± 0,17 5,6 ± 5,1
ФМ 62,6 ± 19,0 30,8 ± 10,2 0,45 ± 0,17 0,7 ± 1,0 59,8 ± 6,12 33,8 ± 28,2 0,31 ± 0,20 1,1 ± 1,37
ФД 69,3 ± 11,5 26,0 ± 18,9 0,30 ± 0,10 2,5 ± 1,4 65,3 ± 10,9 43,9 ± 22,1 0,40 ± 0,31 3,4 ± 3,1

Примітка: 
ФП — фаза проеструсу, ФЕ — фаза еструсу,ФМ — фаза метаеструсу, ФД — фаза діеструсу; 
дані представлені як Ме ± IP.

Таблиц я 3 
Співвідношення гонадотропних та статевих гормонів самиць щурів  

різного віку після введення БС, ІКС та ККС

Показ- 
ник

РВ ПРВ
Інтактні БС ІКС ККС Інтактні БС ІКС ККС

Е2/ПГ 0,33 ± 0,24 0,19 ± 0,11 0,33 ± 0,04 0,53 ± 0,57 0,24 ± 0,37 0,29 ± 0,47 0,14 ± 0,06 0,17 ± 0,12
ЛГ/ФСГ 0,16 ± 0,26 0,14 ± 0,13 0,10 ± 0,22 0,29 ± 0,13 0,04 ± 0,02 0,11 ± 0,35 0,26 ± 1,18 0,57 ± 0,32

Примітки: 
дані представлені як Ме± IP; співвідношення Е2/ПГ визначали після перерахунку рівнів  
гормонів у нмоль/л та представляли у експоненціальному форматі, де Е = 10-2; 
* — показник статистично значуще відрізняється від інтактного контролю відповідного віку, 
p < 0,05; 
# — показник статистично значуще відрізняється від інтактного контролю РВ, p < 0,05.
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про  можливість активації примордіаль-
них фолікулів за рахунок нейротрофічних 
факторів, що містяться у КС, отриманих  
від культур гліальних клітин.

Зниження кількості антральних фолі-
кулів у тварин пізнього віку встановлено 
раніше [21]. У наших експериментах теж 
було зафіксовано такий факт, причому вве-
дення КС не впливало на цей показник. 

Присутність фолікулярних кіст у яєчни-
ках щурів пізнього віку є досить пошире-
ним явищем [15]. Вважається, що у таких 
щурів зрілі антральні фолікули не овулю-
ють, але утворюють кісти внаслідок дис-
балансу пролактину, ЛГ, андрогенів та 
зниження експресії рецепторів до гонадо-
тропінів. Кількість кіст може збільшувати-
ся з віком до тих пір, поки не розвинеться 
полікістоз яєчників, що приведе до стану 
константного еструсу, оскільки гранульоз-
ні клітини кіст продовжують секретувати 
естрадіол. 

У наших дослідженнях кісти трапляли-
ся в яєчниках інтактних тварин ПРВ, хоча 
рівень естрадіолу значуще не відрізнявся 
від тварин РВ. Цікаво, що після введення 
середовищ тваринам цієї вікової групи спо-
стерігалося зниження кількості кіст у щу-
рів ПРВ. Можливо, що підвищення співвід-
ношення ЛГ/ФСГ (за рахунок підвищення 

рівню ЛГ) при введенні КС сприяло нор-
мальній овуляції зрілих фолікулів. Крім 
того, раніше встановлено, що нейротрофіч-
ні фактори NGF та BDNF безпосередньо 
приймають участь у розвитку нормального 
процесу овуляції [3].

Таким чином, нейротрофічні фактори 
відіграють важливу роль у розвитку, функ-
ціонуванні та патології яєчників. Первинне 
складання примордіальних фолікулів ін-
дукується NGF, BDNF та NT4/5; їх актива-
ція – GDNF та NT3, стимуляція дозрівання 
ооциту та овуляція опосередковується NGF  
та BDNF [3–5]. Безумовно, інші росто-
ві фактори, наприклад, комбінація епі-
дермального та гепатоцитарного факторів 
росту (EGF та HGF) теж приймають участь 
у  складній регуляції інтраоваріального 
пулу на протязі життя [22]. Взагалі, конди-
ціоновані середовища від культур стовбу-
рових/прогеніторних клітин є цінним дже-
релом ростових факторів для відновлення 
функції яєчників, пригнічення їх передчас-
ного старіння та запобігання патологічних 
змін ооцитів, асоційованих з віком [22, 23]. 
Кріоконсервування надає можливість збе-
рігати культури клітин, у тому числі ауто
логічного походження, протягом тривалого 
часу та отримувати біологічно активне КС 
від потрібної культури «за запитом».

ВИСНОВКИ
1.	Кондиціоновані середовища, отримані 

від інтактної та кріоконсервованої куль-
тур гліальних клітин, мали стимулюю
чий вплив на вихід примордіальних 
фолікулів з дормантного стану в яєч-
никах тварин репродуктивного та піз-
нього репродуктивного віку. Водночас 
відбувалася перебудова інтраоваріаль-
ного фолікулярного пулу зі зменшенням 
кількості фолікулів гормоно-незалежних 
стадій розвитку (примордіальних та пер-
винних) та підвищення кількості атре-
тичних фолікулів. 

2.	Введення кондиціонованих середовищ, 
отриманих від інтактної та кріоконсерво-

ваної культур гліальних клітин, сприяло 
підвищенню співвідношення ЛГ/ФСГ та 
пригніченню формування асоційованих 
з віком кіст у щурів пізнього репродук-
тивного віку. 

3.	Біологічний вплив на репродуктивну 
систему самиць щурів від кондиціоно-
ваного середовища кріоконсервованої 
культури клітин був схожим з тим, що 
спостерігався у разі застосування серед-
овища від інтактної культури. Це дозво-
ляє використовувати кріоконсервування 
для довготривалого зберігання культури 
гліальних клітин та отримання кондиці-
онованого середовища за необхідності.
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Кондиціоновані середовища (КС) від культур стовбурових/прогеніторних клітин є цінним дже-

релом ростових факторів для відновлення функції яєчників, пригнічення їх передчасного старіння 
та запобігання патологічних змін ооцитів, асоційованих з віком. КС від культури гліальних клітин 
містить нейротрофічні фактори, які відіграють важливу роль у розвитку та функціонуванні жіночої 
репродуктивної системи. Передбачається, що нейротрофічні фактори можуть стимулювати вихід при-
мордіальних фолікулів з дормантного стану та вступ їх до фази подальшого росту. Кріоконсервування 
є необхідним етапом при роботі з культурами клітин, однак його вплив на склад та біологічні власти-
вості КС залишається невивченим.

Метою роботи було вивчення впливу кондиціонованих середовищ, отриманих від інтактної та 
кріоконсервованої культур клітин зі спінальних гангліїв, на морфофункціональні особливості яєчни-
ків, рівні статевих та гонадотропних гормонів у щурів різного віку. 

Матеріали та методи. Експерименти проводили на самицях віком 6 (репродуктивний вік, РВ) 
та 14 місяців (пізній репродуктивний вік, ПРВ). Моношарову культуру, в якій переважали гліальні 
клітин, отримували зі спінальних гангліїв неонатальних поросят. Кріоконсервували клітини у при-
сутності 7,5 % кріопротектору диметилсульфоксиду. Кондиціоновані середовища від інтактної (ІКС) 
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та кріоконсервованої (ККС) культур фракціонували методом ультрафільтрації та отримували фракції 
до 30 кДа. Фракції ІКС та ККС вводили щурам внутрішньочеревно. Вивчали естральний цикл щурів, 
рівні гонадотропних та статевих гормонів у сироватці крові, гістологічну структуру яєчників та кіль-
кісний склад фолікулів. 

Результати. ІКС та ККС мали стимулюючий вплив на вихід примордіальних фолікулів з дор
мантного стану у яєчниках тварин РВ та ПРВ, водночас відбувалася перебудова інтраоваріального 
фолікулярного пулу зі зменшенням кількості фолікулів гормоно-незалежних стадій розвитку (при-
мордіальних та первинних) та підвищення кількості атретичних фолікулів. Введення ІКС та КС 
сприяло підвищенню співвідношення ЛГ/ФСГ та пригніченню формування асоційованих з віком кіст 
у щурів ПРВ. Біологічний вплив ККС на репродуктивну систему самиць щурів був схожим з тим, що 
спостерігався у разі застосування ІКС. 

Висновки. Встановлено активуючий вплив КС, отриманих від культури гліальних клітин, на 
фолікулярний профіль яєчників щурів пізнього репродуктивного віку. Кріоконсервування не призво-
дить до втрати біологічних властивостей КС, тому може бути використане для довготривалого збері-
гання вищезазначеної культури та отримання КС за необхідністю.

К л ю ч о в і  с л о в а :  яєчники, статеві гормони, кондиціоноване середовище, культура гліальних 
клітин, нейротрофічні фактори, кріоконсервування.
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Conditioned media (CM) from stem/progenitor cell cultures are a valuable source of growth factors for re-
storing ovarian function, inhibiting their premature aging, and preventing age-associated pathological changes 
in oocytes. CM from glial cell culture contains neurotrophic factors that play an important role in the de-
velopment and functioning of the female reproductive system. It is assumed that neurotrophic factors can 
stimulate the exit of primordial follicles from the dormant state and entry into the phase of further growth. 
Cryopreservation is a necessary step when working with cell cultures; however, its effect on the composition and 
biological properties of CM remains unclear. The aim of the study was to study the effect of conditioned media 
obtained from intact and cryopreserved cultures of glial cells on the structural and functional characteristics of 
the ovaries, the levels of the sex and gonadotropic hormones in rats of different ages. 

Materials and Methods. The experiments were carried out on females aged 6 (reproductive age, RA) and 
14 months (late reproductive age, LRA). A monolayer culture in which glial cells predominated was obtained 
from the dorsal root ganglia of neonatal piglets. Cells were cryopreserved in the presence of 7.5 % cryoprotectant 
dimethyl sulfoxide. Conditioned media from intact (ICM) and cryopreserved (CCM) cultures were fractionated 
by ultrafiltration and fractions up to 30 kDa were obtained. The ICM and CCM fractions were injected into rats 
intraperitoneally. The estrous cycle, the levels of gonadotropic and sex hormones, the histological structure of 
the ovaries and the quantitative composition of the follicles were studied. 

Results. ICM and CCM had a stimulating effect on the release of primordial follicles from the dormant 
state in the ovaries of RA and LRA animals, while the intraovarian follicular pool was rearranged with a de-
crease in the number of follicles of hormone-independent developmental stages (primordial and primary) and 
an increase in the number of atretic follicles. The introduction of ICM and CCM promoted an increase in the 
LH/FSH ratio and inhibition of the formation of age-associated cysts in LRA rats. The biological effect of CCM 
on the reproductive system of female rats was similar to that observed with the use of ICM. Conclusions. An 
activating effect of CM obtained from glial cell culture on the ovarian follicular profile of late reproductive aged 
rats was established. Cryopreservation does not lead to the loss of the biological properties of the CM, therefore, 
it can be used for long-term storage of the above culture and obtaining the CM if necessary.

K ey wor d s :  ovaries, sex hormones, conditioned environment, glial cell culture, neurotrophic factors, cryo-
preservation.


