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У цій роботі нами вперше застосовано блокатор аргінази ІІ (L-норвалін) в культурі кумулюсних клітин і ооцитів 
мишей. L-норвалін збільшує у ~2,5 разів кількість апоптотичних кумулюсних клітин з великих компактних фолікулів, і в 
1,2 разів – ооцитів, що формували полярне тільце з середніх розширених фолікулів. Є підстави стверджувати, що NO 
може здійснювати екзогенне (з боку кумулюсних клітин) регулювання мейотичного дозрівання ооцитів.  
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тов и гибель кумулюсных клеток в условиях экспериментальной митохондриальной дисфункции // Український 
морфологічний альманах. – 2012. – Том 10, № 1. – С. 14-15. 

В работе нами впервые применен блокатор аргиназы ІІ (L-норвалин) в культуре кумулюсных клеток и ооци-
тов мышей. L -норвалин увеличивает в ~2,5 раза количество апоптотических кумулюсных клеток из больших 
компактных фолликулов, и в 1,2 раза - ооцитов, сформировавших полярное тельце из средних расширенных фо-
лликулов. Есть основания утверждать, что NO может осуществлять экзогенное (со стороны кумулюсных клеток) 
регулирование мейотического созревания ооцитов.  
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cumulus cell destruction in condition of experimental mitochondrial dysfunctions // Український морфологічний аль-
манах. – 2012. – Том 10, № 1. – С. 14-15. 

In this work as us for the first time it is applied arginaze II inhibitor (L-norvaline) in culture cumulus cells and mice 
ооcytes. L-norvaline increases in ~2,5 times аpoptotic cumuluse cell amount from the big compact follicles, and in 1,2 
times - amount of ооcytes with first polar body from the average expanded follicles. There are bases to approve that NO 
can carries out (from the side of cumulus cells) regulation of oocyte meiotic maturation.  
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Материнська передача мітохондрій - генетична 
основа для успадковування певних метаболічних 
розладів у людини. Вважають, що структурні відхи-
лення, виявлені в ооцитах і ембріонах, можуть бути, 
пов’язані з мітохондріальними дисфункціями.  

Оксид азоту (NO) є важливим внутрішньо- і між-
клітинним регулятором багатьох фізіологічних про-
цесів. Приймаючи до уваги участь NO у функціону-
ванні яєчника за фізіологічних умов, важливим є 
з’ясування його ролі в мейотичному дозріванні ооци-
тів і загибелі кумулюсних клітин в умовах експери-
ментальної мітохондріальної дисфункції.  

Метою дослідженя було вивчення впливу інгі-
бітора NO за аргіназним шляхом (L-норваліну) на 
мейотичне дозрівання ооцитів і загибель кумулю-
сних клітин в умовах експериментальної мітохонд-
ріальної дисфункції in vitro. 

Матеріали і методи. Досліди проведені на 
статевозрілих самках мишей лінії СВА масою 18-
20 г. З яєчників мишей виділяли фолікули різних 
розмірів (малі, середні та великі), з яких окремо 
виділяли ооцити і кумулюсні клітини. За морфо-
логічними ознаками кумулюсного клітинного 
розширення досліджували фолікули, що належали 
до категорій компактних і розширених. Вивчали in 
vitro мейотичне дозрівання ооцитів. Після 4 г 
культивування підраховували ооцити, що перебу-
вали на стадії метафази І - розчинення зародково-
го пухирця, а після 20 г – на стадії метафази ІІ - 
формування першого полярного тільця, а також 
ооцити з атипічною морфологією. Інгібітор аргі-
нази ІІ (L-норвалин (L-Nor)) та інгібітор аспартат-
малатних мітохондріальних переносників (піридо-
ксал 5’-фосфат (pyridoxal 5’-phosphate, РРТ) в кон-
центраціях 50 нмоль/л і 30 мкмоль/л, відповідно, 
додавали в культуральне середовище. Для оцінки 
живих, апоптотичних та некротичних кумулюсних 
клітин використовували метод прижиттєвого по-

двійного забарвлення флюоресцентними барвни-
ками: Хехст 33422 та пропідіумом йодидом. Про-
підіум йодид проникає тільки у клітини з ушко-
дженими мембранами і забарвлює їх ядра в оран-
жевий колір. Барвник Хехст 33342 проникає і че-
рез неушкоджені мембрани і забарвлює ядра жи-
вих клітин в синьо-зелений колір. Зв’язані з хрома-
тином барвники дають змогу оцінити морфологі-
чні риси ядерного матеріалу, притаманні апоптозу: 
периферичне розташування хроматину, його кон-
денсацію, фрагментацію ядер, а також розпад клі-
тин на апоптотичні тільця. Забарвлення проводи-
ли в забуференому фосфатами фізіологічному 
розчині з барвниками в кінцевій концентрації 10 
мкмоль/л на протязі 10 хв. Після відмивання клі-
тини ресуспендували, фіксували 5% формаліном 
та робили мазки. Морфологічні дослідження про-
водили за допомогою люмінесцентного мікроско-
па МЛ-2. Визначали відсоток живих, апоптотич-
них та некротичних клітин при підрахунку не 
менш як 200 клітин. Для оцінки вірогідності вико-
ристовувався t-критерій Ст’юдента. При роботі 
дотримувались Міжнародних принципів Європей-
ської конвенції про захист хребетних тварин. 

Результати та їх обговорення. Дані про 
вплив інгібітора аргінази ІІ та інгібітора аспартат-
малатних мітохондріальних переносників на апоп-
тоз кумулюсних клітин (КК) поданов таблиці 1. 

Встановлено, що L-норвалин в умовах дії РРТ 
збільшує кількість апоптотичних КК з великих 
компактних фолікулів, а сам мітохондріальний 
переносник в малих компактних фолікулах, ма-
буть, залежить від (мітохондріальної) NO, а в вели-
ких компактних - навпаки. 

Дані про вплив L-Nor та РРТ на мейотичне 
дозрівання ооцитів при культивуванні різних груп 
кумулюсно-ооцитарних клітинних комплексів по-
дано в таблиці 2. 
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Таблиця 1. Вплив L-норвалину (L-Nor) та РРТ на кількість апоптотичних кумулюсних клітин з різних 
груп фолікулів (у % до загальної кількості клітин). 

Фолікули Контроль L-Nor РРТ L-Nor+РРТ 
малі ком. 34,20± 1,27 42,50±5,48 48,80±2,42* 55,81±3,89* 
великі ком. 9,10± 1,21 22,43±5,31* 11,70±2,54 30,23±5,42* # 

*- р<0.01 – відносно контролю; # - р<0.01 – відносно РРТ. 
Таблиця 2. Кількість ооцитів, що сформували полярне тільце з фолікулів різних розмірів і з різним куму-

люсним оточенням 

Кількість ооцитів, що сформували полярне тільце (%) Середні фолікули контроль L-Nor РРТ РРТ+L-Nor 
компактні 44,52±3,41 32,57±5,23 37,73±3,48 30,83±2,43 * 
розширені 78,37±2,24 68,36±2,41** 64,51±5,23** 57,5 ±3,41 * 

*- р<0.01; **- р<0.05 – відносно контролю. 
У цій роботі нами вперше застосовано блокатор 

аргінази ІІ в культурі кумулюсних клітин і ооцитів 
мишей in vitro. L-Nor збільшує у ~2,5 разів кількість 
апоптотичних кумулюсних клітин з великих компак-
тних фолікулів, і в 1,2 разів – ооцитів, що формували 
полярне тільце з середніх розширених фолікулів. 
Встановлено, що L-Nor в умовах дії РРТ зменшує 
кількість ооцитів з середніх компактних і з середніх 
розширених фолікулів, що сформували полярне 
тільце, а сам мітохондріальний переносник в серед-
ніх фолікулах, мабуть, не залежить від мітохондріа-
льної NO. 

Відомо, що між ооцитом і кумулюсними кліти-
нами здійснюється обмін, свого роду безперервний 
двохнаправлений потік регуляторних і сигнальних 
факторів, включаючи такі як цАМФ, що підтриму-
ють мейоз у призупиненому стані [1]. Виявлення 
флюоресценції J-сукупності в субплазмолемальній 
області цитоплазми ооцитів на стадії розчинення 
зародкового пухирця [10], підтверджує існування 
прямого обміну між ооцитом і компатментами сома-
тичних клітин в кумулюсно-ооцитарних клітинних 
комплексах ( КОКК), що утримує зсув мембранного 
потенціалу мітохондрій (ΔΨm) у бік зростання [9]. 
Таким чином, якщо зростання ΔΨm в субплазмоле-
мальній області цитоплазмі є раннім аспектом пре-
овуляторного дозрівання ооцита, то міжклітинний 
обмін може здійснювати екзогене регулювання ΔΨm.  

Імовірним чинником, залученим у регулювання 
ΔΨm, називають NO - вільний радикал, що утворю-
ється з L-аргініну до NO і L-цитруліну за допомогою 
NOS, має низьку молекулярну вагу, коротко живучий 
і нестабільний [10]. Добре відомо, що NO має час 
напіврозпаду - секунди й швидко й вільно проходить 
поперек мембрани [4]. Відомо, що NO може здійс-
нювати вплив на мейотичне дозрівання ооцита через 
цГMФ, цAMФ і через сигнальні шляхи, наприклад, 
мітоген-активізованої протеін кинази [2, 5-8, 11].  

Відомо, що перекачування протона спрямоване 
назовні поперек внутрішньої мітохондріальної мем-
брани створює протонний градієнт. Це має два ком-
поненти ΔΨm і градієнт pН, енергія, збережена в 
будь-якому компоненті веде перетворення АДФ до 
ATФ ферментами дихального ланцюга. NO має 
стимулюючі або пригнічуючі ефекти на ΔΨm зале-
жно від стану метаболізму й локального окислюва-
льно-відновного оточення в цитоплазмі, конкурує з 
киснем на рівні внутрішньої мітохондріальної мем-
брани і є регуляторним, щодо дихання [3]. Таким 
чином, властивості NO сумісні з роллю в регулю-
ванні мітохондріальної полярності. 

Висновки: З використанням фармакологічних 
препаратів блокатора аргінази ІІ і малат-
дегідрогенази встановлено, що аспартат-малатні мі-

тохондріальні переносники кумулюсних клітин ма-
лих компактних фолікулів є NO залежними, а пере-
носники кумулюсних клітин великих компактних - 
NO не залежними; мітохондріальні переносники 
ооцитів середніх фолікулів - NO не залежні. 

Є підстави стверджувати, що NO може здійсню-
вати екзогене, з боку кумулюсних клітин, перекачу-
ванням протона в регулюванні мейотичного дозрі-
вання ооцитів. NO-опосередковані механізми регу-
ляції мітохондріями ооцито- і фолікулогенезу у ми-
шей вимагає подальших досліджень. 
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