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АННОТАЦИЯ
Обоснование. В настоящее время, несмотря на огромный прогресс в области репродуктивной эндокринологии, окон-
чательно не установлены механизмы преждевременной недостаточности яичников. Представления о предполагаемых 
причинах и механизмах, лежащих в основе формирования этой патологии, были значительно расширены в течение 
последних лет, в основном благодаря достижениям в области генетики и созданию моделей для экспериментальных 
исследований. Экспериментальное моделирование преждевременной недостаточности яичников, максимально при-
ближенное по происхождению и механизму развития соответствующего заболевания у человека, эффективно при-
меняют для разработки перспективных терапевтических подходов, в частности, для апробации новых лекарственных 
или биологически активных средств для изучения их профилактического или лечебного действия. В настоящей  статье 
рассмотрены основные методы экспериментального моделирования преждевременной недостаточности яичников 
с использованием лабораторных животных. Обобщены данные литературы, связанные с представлениями о патоге-
незе развития клинической и морфологической картины заболевания, проанализированы преимущества и недостатки 
каждой из моделей.
Цель — модифицировать методику моделирования преждевременной недостаточности яичников для обоснования 
эффективности и тестирования новых направлений медикаментозной терапии с последующим внедрением в клиниче-
скую практику.
Материалы и методы. Новый способ основан на создании экспериментальной модели преждевременной недоста-
точности яичников у самок крыс линии Wistar. Для получения данной модели экспериментальные крысы были рандо-
мизированы на две группы: 1) животные, получающие циклофосфамид в дозе 150 мг на килограмм веса подкожно 
однократно (n = 10); 2) животные, получающие 2 мл изотонического раствора натрия хлорида внутрибрюшинно одно-
кратно (n = 9). На 10-й день животных выводили из эксперимента. После вскрытия животных визуально оценивали 
морфологические изменения яичников, выполняли правостороннюю овариоэктомию.
Результаты. Показатель воспроизводимости преждевременной недостаточности яичников при применении данной 
модели достиг 100 %.
Заключение. Наша модель преждевременной недостаточности яичников на крысах линии Wistar отличается высокой 
воспроизводимостью. Существенное преимущество данного метода моделирования заключается также в простоте ре-
ализации и экономической рентабельности.

Ключевые слова: преждевременная недостаточность яичников; экспериментальная модель; крысы линии Wistar; 
цикло фосфамид.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Despite an enormous progress in the field of reproductive endocrinology, the mechanisms of premature ovar-
ian insufficiency have not been fully understood so far. Knowledge of the supposed causes and mechanisms underlying the 
development of premature ovarian insufficiency has expanded significantly in recent years, mainly due to advances in genetics 
and the creation of models for experimental research. The experimental modeling of premature ovarian insufficiency, which 
is as close as possible to the origin and development of the corresponding disease in humans, is effectively used to elaborate 
promising therapeutic approaches, in particular, to test new drugs or biologically active agents in order to study their preventive 
or curative effects. This article discusses the main methods of the experimental modeling of POI in laboratory animals. We have 
herein summarized the literature data related to the development of the clinical and morphological picture of the disease, with 
the advantages and disadvantages of each of the models analyzed.
AIM: The aim of this study was to modify the premature ovarian insufficiency modeling methodology to substantiate the ef-
fectiveness and to test new directions in drug therapy with subsequent implementation in clinical practice.
MATERIALS AND METHODS: The new method is based on the creation of an experimental premature ovarian insufficiency 
model in female Wistar rats. To obtain this model, experimental rats were randomized into two groups: 1) animals receiving cy-
clophosphamide at a dose of 150 mg/kg b.w. subcutaneously once (n = 10); 2) animals receiving 2 ml of saline intraperitoneally 
once (n = 9). On day10, the animals were removed from the experiment. After autopsy, a visual assessment of morphological 
changes in the ovaries was carried out, and a right-sided ovariectomy was performed.
RESULTS: When using the proposed model, the reproducibility rate of POI has reached 100%.
CONCLUSIONS: Our modification of the method ensures the creation of a highly reproducible premature ovarian insufficiency 
model in Wistar rats. Another significant advantage of this modeling method is its ease of implementation and economic ef-
ficiency.
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ОБОСНОВАНИЕ
Преждевременная недостаточность яичников (ПНЯ) — 

синдром, характеризующийся гипергонадотропной недо-
статочностью яичников, снижением их функции в возрас-
те до 40 лет и приводящий к нарушению репродуктивной 
функции, метаболическим изменениям, снижению 
качества жизни женщин [1]. Данный синдром приво-
дит к неблагоприятным долгосрочным последствиям 
для здо ровья, включая повышенный риск ишемической 
болезни сердца, остеопороза, деменции, дислипидемии 
и многих других хронических заболеваний [2]. Кроме 
того, существуют психологические последствия потери 
фертильности, которые могут провоцировать развитие 
депрессии. Несмотря на огромный прогресс в области 
репродуктивной эндокринологии за последние три деся-
тилетия, до сих пор окончательно не установлены меха-
низмы, запускающие формирование ПНЯ [3]. Значитель-
ная часть случаев ПНЯ — идиопатические, в то время 
как на долю генетических факторов приходится примерно 
от 20 до 25 % [4]. В. Caulum и соавт. сообщили, что рас-
пространенность ПНЯ составляет 1 : 250 в возрасте 35 лет 
и 1 : 100 в возрасте 40 лет [5]. По данным статистики, 
в 2003 г. заболеваемость ПНЯ в популяции составля-
ла 1,1 %.

Результаты многонационального исследования SWAN 
(Study of Women’s Health Across the Nation) продемон-
стрировали, что распространенность ПНЯ значительно 
различается в зависимости от расовой принадлежности: 
среди женщин европеоидной расы — 1 %, афроамери-
канок — 1,4 %, китаянок — 0,5 %, японок — 0,1 % [6]. 
В последующих работах отмечено повышение частоты 
встречаемости данного синдрома. По данным нацио-
нального реестра Швеции (2018), заболеваемость соста-
вила 1,8 % [7]. Метаанализ глобальной распространенно-
сти ПНЯ, проведенный в 2019 г., показал, что ее уровень 
достигает уже 3,7 % [8]. В последние годы наблюдается 
неуклонный рост встречаемости ПНЯ. Распространен-
ность ПНЯ может не только различаться по этническому 
и региональному признаку, но и меняться из-за образа 
жизни и факторов окружающей среды, которые все еще 
нуждаются в изучении.

Кроме того, ожидается увеличение распространен-
ности данного заболевания в связи с эпидемией коро-
навирусной инфекции. Исследования свидетельствуют, 
что SARS-CoV-2 через рецепторы ангиотензинпревра-
щающего фермента 2 влияют на длительность менстру-
ального цикла, овариальный резерв и могут вызы-
вать ПНЯ [9–12].

Согласно руководству ESHRE (European Society of 
Human Reproduction and Embryology), диагностическими 
критериями для постановки диагноза ПНЯ являются оли-
го/аменорея в течение не менее 4 мес. и уровень фол-
ликулостимулирующего гормона (ФСГ) >25 мМЕ/мл, за-
фиксированный дважды с интервалом более 4 нед. [13]. 

В соответствии с различными уровнями ФСГ, менстру-
альной функцией и овариальным резервом ПНЯ класси-
фицируют на три последовательные формы: оккультную, 
начальную и классическую [14]. Пациентки со сниженным 
овариальным резервом, то есть фактически с оккультной 
и начальной формами ПНЯ, находятся в группе риска 
по возникновению классической формы данного заболе-
вания со всеми последствиями (невозможность наступле-
ния беременности с собственными ооцитами и появление 
симптомов дефицита эстрогенов).

Учитывая многочисленные факторы, лежащие в осно-
ве формирования ПНЯ, на сегодняшний день не разрабо-
тано единого подхода и универсального метода профи-
лактики и лечения, а существующие методы могут только 
устранить клинические симптомы, но не восстановить 
репродуктивную функцию.

Представления о предполагаемых причинах и меха-
низмах, лежащих в основе формирования ПНЯ, которые 
ранее считались в значительной степени «идиопатически-
ми», были значительно расширены в течение последних 
лет, в основном благодаря достижениям в области гене-
тики и созданию моделей для экспериментальных иссле-
дований. Экспериментальные исследования с участием 
животных рассматривают как фундаментальную основу 
для изучения новых аспектов патогенеза различных за-
болеваний. Несомненно, перспективно изучение эффек-
тивности различных лекарственных препаратов в рамках 
доклинических испытаний с использованием эксперимен-
тальных моделей на крысах. Проводится исследование 
многогранных механизмов патогенеза ПНЯ на животных 
моделях, отражающих эндокринные, репродуктивные 
и метаболические особенности синдрома. Среди пре-
имуществ применения грызунов в экспериментальных 
моделях наиболее важны их стабильный генетический 
фон, простота в обращении и уходе, более короткий ре-
продуктивный период и короткие жизненные циклы. 
В литературных источниках описаны различные методы 
моделирования ПНЯ.

S. Mohamed и соавт. разработали эксперименталь-
ную модель ПНЯ, в которой мышам вводили бусульфан 
в дозе 12 мг/кг и циклофосфамид в дозе 70 мг/кг одно-
кратно [15]. Циклофосфамид — алкилирующий химиоте-
рапевтический агент, обычно применяемый для лечения 
злокачественных новообразований и аутоиммунных за-
болеваний. Одна из основных мишеней циклофосфа-
мида — растущие и первичные фолликулы. Препарат 
активизирует рост покоящейся популяции первичных 
фолликулов, что приводит к потере запаса яичников. 
Считается, что механизм действия данного препара-
та заключается в индукции хромосомных аберраций, 
обмена сестринскими хроматидами, одноцепочечных 
разрывов и образования двойных поперечных свя-
зей ДНК [16].

Бусульфан — бифункциональный алкилирующий пре-
парат, который оказывает выраженное цитотоксическое 
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действие, вызывающее глубокую миелосупрессию1. 
Для определения гормонального статуса у всех животных 
определяли уровень эстрадиола и антимюллерова гормо-
на в крови. Отмечено статистически значимое снижение 
уровня гормонов в группе исследования после введения 
цитостатических препаратов [15].

Известен также способ создания экспериментальной 
модели ПНЯ, при котором крысам линии Wistar вводили 
200 мг/кг циклофосфамида в первый день эструса, а затем 
по 8 мг/кг в сутки в течение 15 дней подряд. Оценивали 
уровень эстрогенов, фолликулостимулирующего и анти-
мюллерова гормонов в сыворотке крови, а также фолли-
кулогенез при гистологическом исследовании. Результаты 
эксперимента показали, что введение циклофосфамида 
нарушает секрецию гормонов и влияет на фолликулоге-
нез у крыс. Кроме того, обнаружен выраженный апоптоз 
клеток яичников у крыс после введения циклофосфа-
мида [17].

В другой экспериментальной работе создана модель 
ПНЯ на крысах линии Wistar путем введения циклофосфа-
мида (RHRI404, Supelco) внутрибрюшинно в дозе 50 мг/кг 
в сутки однократно, затем по 8 мг/кг в сутки в течение 
следующих 14 дней подряд. Результаты продемонстриро-
вали значительное уменьшение количества фолликулов 
на разных стадиях развития и увеличение количества 
атретичных фолликулов. Кроме того, в испытуемой группе 
был повышен уровень ФСГ и снижен уровень эстрадио-
ла (E2) в плазме крови [18].

T. Liu и соавт. для моделирования ПНЯ вводили 8-не-
дельным самкам мышей C57BL/6 циклофосфамид внутри-
брюшинно в дозе 70 мг/кг, далее каждые 3 дня в течение 
3 нед. в дозе 30 мг/кг. После инъекций циклофосфамида 
наблюдалось снижение уровня эстрадиола и ФСГ в плазме 
крови, при гистологическом исследовании выявлена атро-
фия яичников, которая характеризовалась уменьшением 
количества фолликулов, преобладанием интерстициаль-
ных клеток, увеличением содержания атретичных клеток. 
Животных выводили из эксперимента через 10 дней после 
моделирования ПНЯ, поэтому оценить их жизнеспособ-
ность невозможно. Авторы экспериментального исследо-
вания не указывают, в какой доле случаев удалось сфор-
мировать модель ПНЯ [19].

R. Tan и соавт. подвергали мышей однократной дозе 
4 Гр рентгеновского облучения. Исследователи зареги-
стрировали достоверное снижение уровня антимюллеро-
ва гормона через неделю и уменьшение объема яичников 
в испытуемой группе по сравнению с необлученными мы-
шами [20].

Экспериментальное исследование A. Rajkovic и соавт. 
выполнено на мышах с мутацией в гене nobox в эмбрио-
нальных стволовых клетках. Nobox — специ фичный 

1 Бусульфан — описание вещества, фармакология, применение, про-
тивопоказания, формула. Энциклопедия лекарств РЛС [дата обращения 
14.09.2023]. Доступ по ссылке: https://www.rlsnet.ru/active-substance/
busulfan-777

для ооцитов гомеобокс-ген, экспрессируемый в зароды-
шевых клетках, а также в первичных и растущих фол-
ликулах. Гистологические результаты исследования яич-
ников показали, что у мышей с мутацией в гене nobox 
было меньше примордиальных фолликулов, очень мало 
первичных фолликулов, а вторичные фолликулы отсут-
ствовали [21].

Y. Zhou установили, что ген wdr62 (WD40-repeat 
protein 62) вовлечен в инициацию мейоза и мутация в дан-
ном гене у мыши сопровождалась потерей ооцитов и де-
фектами инициации мейоза, что способствовало умень-
шению размеров яичников, отсутствию роста фолликулов 
и бесплодию [22].

N. Li и соавт. представили способ создания экс-
периментальной модели ПНЯ, который заключается 
в ежедневном введении полигликозида триптеригиума 
вильфорда (tripterygium wilfordii) (TWP) в дозе 50 мг/кг, 
разведенного в растворе 0,9% хлорида натрия в течение 
14 дней 5-недельным самкам крыс Sprague-Dawley. Уче-
ные наблюдали изменение характеристик психического 
и активного статуса животных (уменьшение потребле-
ния пищи и воды, замедление реакции, снижение дви-
гательной активности), а также нарушение эстрального 
цикла, что рассматривают как критерии формирова-
ния ПНЯ [23].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Предлагаемый нами новый способ основан на соз-

дании экспериментальной модели ПНЯ у самок крыс 
линии Wistar. Исследования выполнены на 19 лабора-
торных животных, которые были выведены в ФГУП «Пи-
томник лабораторных животных „Рапполово“» и содер-
жались в регламентированных условиях вивария при 
соблюдении всех правил обращения с лабораторными 
животными (время и порядок проведения карантина, 
маркировка всех особей, постоянный санитарный кон-
троль, стандартный рацион питания, свободный до-
ступ к воде и пище, автоматический режим освещения 
«день/ночь»). Уход за животными и эксперименты осу-
ществляли в соответствии с основными морально-эти-
ческими принципами проведения биомедицинских экс-
периментов на животных, сформулированных в следую-
щих документах: ФЗ № 498-ФЗ от 27.12.2018 «Об ответ-
ственном обращении с животными и о внесении изме-
нений в отдель ные законодательные акты Российской 
Федерации» Евро пейской конвенции о защите позвоноч-
ных животных, исполь зуемых для экспериментальных 
и других научных целей, ГОСТе 33216-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
 Правила содержания и ухода за лабораторными гры-
зунами и кроликами», ГОСТе 33215-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации про-
цедур».

https://www.rlsnet.ru/active-substance/busulfan-777
https://www.rlsnet.ru/active-substance/busulfan-777
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Самок крыс в эксперимент включали после оценки 
результатов цитологического исследования вагинальных 
мазков грызунов, показавших регулярную эстральную ци-
кличность.

Все экспериментальные крысы были рандомизиро-
ваны на две группы: 1) животные, получавшие цикло-
фосфамид в дозе 150 мг на килограмм веса подкожно 
однократно (n = 10); 2) животные, получавшие 2 мл изо-
тонического раствора натрия хлорида внутрибрюшинно 
однократно (n = 9). Средний вес крыс составлял 224 ± 65 г. 
В течение 10 дней проводили забор мазков для опреде-
ления изме нений эстрального цикла — наблюдалось по-
явление стойкого диэструса на 4-е сутки после введения 
цитостатика. Стойкий диэструс (возникающий в течение 
7 дней) рассматривали как фактор, свидетельствующий 
о формировании ПНЯ. На 10-й день животных выводили 
из эксперимента. После вскрытия животных визуально 
оценивали морфологические изменения яичников, выпол-
няли правостороннюю овариоэктомию; измеряли объем 
яичника по формуле эллип са: 0,523 × длина (см) × толщи-
на (см) × ширина (см).

Для гистологического исследования образцы тканей 
яичника фиксировали в 10 % растворе нейтрального фор-
малина. После промывки в проточной воде образцы под-
вергали обезвоживанию путем помещения исследуемого 
материала в спирт возрастающей концентрации. Заливку 
в парафин осуществляли по общепринятой методике. Го-
товили гистологические поперечные срезы яичников тол-
щиной 10–15 мкм, окрашивали их гематоксилином и эози-
ном. Образцы тканей исследовали с помощью цифрового 
микроскопа.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На основании результатов гистологического исследо-

вания в первой группе у 100 % (10 из 10) крыс гистологи-
чески верифицирована ПНЯ, которая характеризовалась 
отсутствием фолликулов (рис. 1, 2), а также достоверно 
меньшим объемом яичников по сравнению с образцами 
второй группы (0,06 и 0,09 см3 соответственно; р < 0,05). 
При этом летальности в группах исследуемых животных 
не было.

Нами предложена высоковоспроизводимая мо-
дель ПНЯ на крысах линии Wistar. Существенное преи-
мущество разработанной модели заключается в просто-
те ее реализации при отсутствии летальности животных; 
высокой степени соответствия по своим основным 
этиологическим и патогенетическим характеристи-
кам классической формы ПНЯ, стоимости цитостатика. 
Животные питаются самостоятельно, дополнительно-
го введения экспериментатором веществ перорально 
или иными путями не требуется, что исключает возник-
новение стрессовых реакций. Показатель воспроизводи-
мости ПНЯ при использовании данной модели достига-
ет 100 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Необходимость применения экспериментальных моде-

лей на животных в изучении механизмов формирования 
ПНЯ определяется крайне негативным влиянием данного 
заболевания как на качество жизни пациенток с данным 
синдромом, так и на популяцию в целом. На современном 
этапе биологическое моделирование болезней становится 
важнейшим методом научного познания, что обусловли-
вает необходимость создания на лабораторных животных 
таких экспериментальных моделей, которые наиболее 
адекватно отражали бы механизмы возникновения и раз-
вития заболеваний человека. При определении преиму-
ществ и недостатков экспериментальных моделей ПНЯ 
можно выделить следующие условные критерии «идеаль-
ной» модели: низкая стоимость, простота воспроизведе-
ния, отражение в полном объеме патогенеза заболевания, 
возможность исследований препаратов, направленных 
на лечение данной патологии. В настоящее время, несмо-
тря на широкий спектр возможных путей индукции ПНЯ, 
ни одна из экспериментальных моделей не идеальна, так 
как не может отразить в полной мере сущность заболе-
вания и имитировать все особенности данного синдрома 
у женщин. Каждая модель обладает как своими бесспор-
ными преимуществами, так и очевидными недостатками. 
Тем не менее создание модели данных патологических 

Рис. 1. Яичник крысы после индуцирования преждевремен-
ной недостаточности яичников: полное отсутствие фолликулов. 
Окраска гематоксилином и эозином, увеличение ×100
Fig. 1. Rat ovary after induction of premature ovarian insufficiency: 
complete absence of follicles. Hematoxylin and eosin staining, 
zoom ×100

Рис. 2. Яичник крысы после индуцирования преждевременной 
недостаточности яичников: неизмененная ткань яичника крысы 
контрольной группы. Окраска гематоксилином и эозином, уве-
личение ×100
Fig. 2. Rat ovary after induction of premature ovarian insufficiency: 
unchanged ovarian tissue from a control rat. Hematoxylin and eosin 
staining, zoom ×100
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процессов для обоснования эффективности и тестирова-
ния новых направлений медикаментозной терапии с по-
следующим внедрением в клиническую практику, пред-
ставляет весьма актуальное направление в медицине.

Разработанная нами высоковоспроизводимая мо-
дель ПНЯ на крысах линии Wistar более проста и удобна 
по сравнению с моделями на мышах; экономически более 
рентабельна благодаря однократному введению цитоста-
тика циклофосфамида и возможности моделирования 
ПНЯ уже на 4-й день, когда выраженность заболевания 
достаточна и подтверждается результатами гистологиче-
ского исследования.
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