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УДК 57:612:636

КУЛЬТИВУВАННЯ ООЦИТ-КУМУЛЮСНИХ КОМПЛЕКСІВ ТА 

ЕМБРІОНІВ in vitro ЯК ОДИН ІЗ НОВІТНІХ МЕТОДІВ У

БІОТЕХНОЛОГІЇ

Корчан Н.О., Шерстюк О.О., Підлужна С.А., Люблінська І.О., Скрипка

К.М.

Полтавський державний медичний університет, Полтава, Україна

Розглянуто м етод культивування ОКК та ем бр і он ів яки й нал ежить 

до ембріональної інженерії і є новітньою біологічною технологією. 

Детально висвітлено методи які використовуються у  IVP практиці для 

подальшого всебічного вивчення та покращення якості отриманих 

ембріонів. Доведено що подальший розвиток теорії й практики IVP, 

культивування залишається важливими науково-практичними 

а а я и.

Ключові слова: біотехнологія, культивування, in vitro, ооцит 

кумулюсний комплекс (ОКК), ембріони, дозрівання ооцитів.

The method o f cultivation o f OCCs, and embryos, which belongs to 

embryonic engineering and is the latest biological technology, is considered. 

The methods used in IVP practice for further comprehensive study and 

improvement o f the quality o f the resulting embryos are covered in detail. It is 

proved that the further development o f the theory and practice o f IVP, 

cultivation remains an important scientific and practical task.

Keywords: biotechnology, cultivation, in vitro, cumulus oocyte 

complexes ^ C ,  embryos, maturation o f oocytes.

Біологічні технології перебувають нині у фазі бурхливого розвитку, 

але цей рівень багато в чому визначається науково- технічним потенціалом 

країни. Культивування ОКК та ембріонів це один із новітніх методів у 

біотехнології. Подальший розвиток теорії й практики IVP, культивування 

залишаються важливими науково-практичними завданнями.
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Новітню біотехнологію можна визначити як науку про генно-інженерні 

та клітинні методи й технології створення і використання генетично 

трансформованих біологічних об’єктів для інтенсифікації виробництва або 

одержання нових продуктів різного призначення. У біотехнології існує 

шість основних розділів кожному із яких притаманні певні методи та 

призначення. До цих розділів належать:

- мікробна технологія методи і технології якої направлені на 

виробництво антибіотиків, ферментів, амінокислот, кормового білка;

- клітинна інженерія займається одержанням гібридів для виробництва 

моноклональних антитіл та соматичною гібридизацією;

- генна (молекулярна) інженерія її надбанням є одержання гормонів, 

лікарських препаратів, синтез чужорідного білка у клітині;

- геномна (хромосомна) інженерія - виділення окремих хромосом, 

віддалене схрещування,одержання транслокацій та делецій;

- інженерна ензимологія займається синтезом і модифікацією 

органічних сполук, біоконверсія рослинної сировини, використання 

іммобілізованих ферменті

- ембріональна інженерія, перш за все, це вирощування організмів in 

vitro, одержання клонів високопродуктивних організмів, створення 

особин з новими властивостями, розмноження вихідного селекційно 

матеріалу [1,2].

Культивування ОКК та ембріонів це один із новітніх методів у 

біотехнології.

Існує потреба в доімплантаційних ембріонах для експериментальних 

досліджень [3]. Біотехнологічні процеси in vitro (поза організмом) 

включають у себе IVM (дозрівання ОКК (ооцит-кумулюсних комплексів) 

ссавців), IVF (запліднення ооцитів), IVC (культивування доімплантаційних 

ембріонів vitro, у цілому - IVP (продукування доімплантаційних 

ембріонів). Усі вони пов’язані з культивуванням, - важливим

33



біотехнологічним методом [4]. Подальший розвиток теорії й практики IVP, 

культивування залишаються важливими науково-практичними 

завданнями.

Для подальшого всебічного вивчення та покращення якості 

отриманих ембріонів науковці у своїх дослідженнях застосовую різні 

методи та фактори.

Метою дослідження було розкриття закономірностей розвитку ОКК 

у різних середовищах дозрівання in vitro.

Матеріал та методи дослідження. В якості об’єкта дослідження 

були вибрані ОКК. Такий вибір обумовлений необхідністю збільшення 

кількості та покращення якості дозрівання in vitro ооцитів (у вигляді ОКК), 

з яких у подальшому in vitro отримують ембріони. Останні у великій 

кількості використовують для багатьох наукових та практичних цілей.

Перспективними структурними одиницями для покращення 

культуральних середовищ є наноматеріали на основі високодисперсного 

кремнезему. Сам кремнезем входить до складу шкіри, хрящів, зв’язок (до

0,01 %), а також мукополісахаридів (дерматан-і гепарансульфатів, ~ 0,04 

%), утворюючи ефірні зв’язки, які відіграють роль містків між ланцюгами.

Створені наноматеріали володіють високою біоактивністю 

перспективними складовими середовищ для культивування in vitro гамет і 

ембріонів, тому здатні забезпечити підвищення ядерного дозрівання 

ооцитів та повноціннийембріогенез [5, 6].

Проведеною оцінкою in vitro біологічної активності наноматеріалу 

ВДКЮ-галактозамину, доведена перспективність застосування його для 

оптимізації біотехнологічних методів у тваринництві. Встановлено, що 

цілеспрямована стимуляція біологічних процесів в ооцитах шляхом 

додавання ВДКЮ-галактозаміну в концентрації 0,001 % позитивно впливає 

на ефективність дозрівання ооцитів кролів (p<0,05). Додавання 0,001 % 

концентрації зазначеного наноматеріалу до середовища культивування in
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vitro ОКК кролів забезпечує формування зигот на рівні 63,6±5,1 %. 

Показана перспективність проведення подальших біотехнологічних 

досліджень використанням наноматеріалів на основі ВДК та біомолекул у 

системі збереження та раціонального використання генетичних ресурсів 

[6].
Додавання 0,001 %-ої концентрації ВДК-N-Gal до середовища для 

дозрівання ооцитів свиней не тільки не виявляє негативного впливу на 

дозрівання та формування зигот у сви ней, а й забезпечує більш ефективний 

розвиток ембріонів поза організмом. Додавання 0,001 %-ої концентрації 

ВДК/N-Gal сприяє підвищенню рівня ооцитів, які розвинулись до метафази 

ІІ в умовах in vitro до 84,2 % (85 із 101), завдяки забезпеченню 

активізуючих умов в середовищі для дозрівання ооцитів. Додавання 

ВДК/N-Gal у 0,001%-вій концентрації забезпечило повноцінне до зрівання 

ооцитів свиней, що дозволило збільшити рівень дроблення ембріонів in 

vitro на 15,1 %. Таким чином, встановлено, що додавання наноматеріалу, 

який синтезовано на основі високодисперсного кремнезему та аміноцукру, 

забезпечує оптимізацію середовища для культивування in vitro ооцитів 

свиней і сприяє кращому розвитку ембріонів поза організмом [7].

Найчастіше до середовища IVM додають ФР. Переважаюча 

більшість дослідників додає в середовище дозрівання 10 % ФР; показано, 

що її присутність корисна протягом усього цього процесу [9]. Згідно з 

дослідженнями [10], дозрівання ооцитів у культурі in vitro зазнає значного 

пригнічення, якщо середовище містить 50 % ФР, узятої з малих чи великих 

фолікул. В іншому дослідженні чиста (100 %) ФР, як середовище 

дозрівання ОКК, не загальмувала мейоз до М2 через 24 год від початку 

культивування, порівняно з контролем (середовище 199 без ФР, з 15 % 

сироватки крові свині та іншими добавками) [11]. ФР містить інгібітор 

дозрівання ооцита -  пептид малої молекулярної маси [12], декілька 

інгібіторів зв’язування ФСГ з рецепторами клітин гранульози фолікула
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яєчника (свині) [13]. Виявлено нормальне формування чоловічих 

пронуклеусів в ооцитах, дозрілих за використання in vitro нативної (100- 

відсоткової) ФР і підданих потім процедурі запліднення [14]. Пізніше, за 

використання такого ж середовища дозрівання ОКК з ФСГ було отримано 

35,6 % нормального дроблення, 24 % 4-бластомерних ембріонів. Була 

показана можливість досить успішного дозрівання ОКК у середовищі 

культивування з 40 % ФР і 100 % ФР [15]. Відмиті центрифугуванням 

спермії протримали 90 хв в умовах, сприятливих для капацитації, а потім 

додали безпосередньо у середовище дозрівання з вищезгаданою 

концентрацією ФР. Через 6 - 8  год запліднення більше 50 % яєць 

роздробилося в модифікованому середовищі ВМОС-2 з 20 % сироватки 

крові свині. Було знайдено, що ФР містить молекули -  сигнали та інші 

фактори, які дають можливість первинним клітинним лініям, що походять 

від різних тканин і тварин, виживати протягом тривалого часу. Дозрівання 

ооцитів не змінилося, коли IVM проводили в середовищі 199 з 25 % ФР 

порівняно з застосуванням середовища IVM без неї [16]. Ще до цього 

середовища додавали дбцАМФ, ЕФР, інсулін, піруват натрію, суміш ФСГ з 

ЛГ, естрадіол-17р та гідрокарбонат натрію. Але партеногенетичний 

розвиток до стадії бластоцисти був значно більшим з поміж тих ОКК, які 

дозрівали в середовищі з 25 % ФР, порівняно з варіантом без її 

використання. До того ж, у бластоцист першої групи утворювалося більше 

клітин.

Додавання 20 % ФР до середовища 199, з відповідними добавками, 

значно покращило розвиток тих ОКК, дозрівання яких проводилося при 

35,5 °С [17] (у контролі ФР не використовували). У зв’язку з чим 

дослідниками було зроблено висновок, що ФР може захищати ооцити від 

можливого пошкодження низькою температурою. В експериментах 

отримали такий процент появи полярного тільця, як результату дозрівання 

ОКК: у середовищі 199 без ФР -  54,25; з 10 % - 57,96; з 25 % - 54,61; з 50 %
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- 48,10. У зв’язку з чим зробили висновок, що додавання ФР до 

середовища дозрівання ОКК, приготовленого на основі середовища 199, 

може бути сприятливим, якщо не перевищує 25 %.

У дослідах [18] виявлено синергетичний ефект між впливом ФР та 

дбцАМФ на розвиток партеногенетично активованих ооцитів. Додавання 

до середовища IVM 25 % ФР й 1 ммоль дбцАМФ сприяло також 

зменшенню поліспермії та збільшенню процента ембріонів, що 

розвинулися до стадії бластоцисти. ФР індукує розширення кумулюсу, а 

розширення кумулюсу сприяє цитоплазматичному дозріванню. А саме 

цитоплазматичне дозрівання, як вважають, зазнає недорозвитку in vitro. А 

тому, резонно вважати, що потрібно знайти компроміс між завершеністю 

ядерного й цитоплазматичного дозрівання in vitro, - визначити оптимальну 

концентрацію ФР в середовищі дозрівання ОКК, яка зменшила б міру 

недорозвитку цитоплазматичного дозрівання й не заблокувала б ядерне. 

Адже, щоб отримати ооцити з цитоплазмою, що має підвищений рівень 

потенціалу до розвитку, було використано середовище IVM саме з 25 % 

ФР; середовище без ФР забезпечило такий же рівень ядерного дозрівання, 

але нижчий рівень цитоплазматичного [19].

Показано, що приріст діаметра ооцит-кумулюсних комплексів, 

отриманий через добу культивування у середовищі дозрівання, 

приготовленому на основі середовища NCSU з 10% фолікулярної рідини, 

за осцилюючої температури, окремо за осцилюючого рН та за осцилюючої 

температури спільно з осцилюючим рН, достовірно не відрізняється від 

такого, отриманого за постійних умов (температури й рН).

Уперше показано, що приріст діаметра ооцит-кумулюсних 

комплексів, отриманий через добу культивування у середовищі дозрівання, 

приготовленому на основі середовища 199 з 20% фолікулярної рідини, за 

осцилюючої температури та, окремо, за осцилюючого рН, достовірно не

37



відрізняється від такого, отриманого за постійних умов (температури й рН) 

у такому ж середовищі з 10% фолікулярної рідини [21, 23].

Показано уперше, що приріст діаметра ооцит-кумулюсних 

комплексів, отриманий через добу культивування у середовищі дозрівання, 

приготовленому на основі середовища NCSU з 20% фолікулярної рідини, 

за осцилюючої температури та, окремо, за осцилюючого рН, достовірно не 

відрізняється від такого, отриманого за постійних умов (температури й рН) 

у такому ж середовищі з 10% фолікулярної рідини [20, 22].

Як свідчать ці літературні дані, в одних умовах дозрівання ОКК 

може бути корисною одна концентрація ФР, а в других умовах -  інша. А 

тому, потрібен пошук оптимальної концентрації ФР і в умовах дозрівання 

ОКК у середовищі з осцилюючими параметрами.
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МЕЗЕНХІМАЛЬНІ СТОВБУРОВІ КЛІТИНИ МІГРУЮТЬ У 

ПЕРИГЕМАТОМНУ ДІЛЯНКУ ПРИ ГЕМОРАГІЧНОМУ ІНСУЛЬТІ
1 1  9 1Кураєва А.В. , Савосько С.І. , Макаренко О.М. , Демидчук А.С. , Грабовий

О.М.1

1 Національний медичний університет імені Богомольця 

Міжрегіональна академія управління персоналом, Київ, Україна 

У перигематомну ділянку геморагічного інсульту мігрують різні 

типи клітин, які залучені у ангіогенезі і формуванні гліального рубця 

(макрофаги, лімфоцити, гліоцити). Серед них також присутні

мезенхімальні стовбурові клітини. Рекрутування таких клітин, їх участь у 

тканинних реакціях у перефокальній ділянці маловивчені і є потенційно 

важливим для розуміння відновних процесів у мозку після інсульту.

Мета -  дослідити появу нерезидентних клітин, які потенційно 

можуть бути стовбуровими мезенхімальними клітинами, і їх зв’язок з 

тканинними реакціями мозку на моделі внутрішньомозкового

крововиливу.
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