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Мета. Метою роботи було створення 

просторово-організованої клітинної системи для 

дозрівання яйцеклітин на основі гранульози 

кролів, гіалуронової кислоти для структурної 

організації цієї системи та інсуліну як важливо-

го фактора росту. Методи. Культивування клі-

тин гранульози та дозрівання яйцеклітин in 

vitro, біохімічне визначення активності лактат-

дегідрогенази та концентрації холестеролу, а 

також визначення концентрації прогестерону та 

естрадіолу імуноферментним методом. Резуль-
тати. Встановлено, що концентрація гіалуро-

нової кислоти 0,5 мкг/мл підвищує проліфера-

тивну активність клітин гранульози, збільшує 

концентрацію прогестерону в кондиційному 

середовищі на 72-гу, а естрадіолу на 48 і 72-гу 

години культивування. Ступінь дозрівання оо-

цитів до метафази-2 становить 85 % за дії 

10 мкг/мл інсуліну; ця ж концентрація збільшує 

інтенсивність проліферації клітин гранульози, а 

також підвищує рівень естрадіолу, прогестерону 

та холестеролу в кондиційному середовищі піс-

ля 24-ох годин культивування. Висновки. Оп-

тимальні параметри комбінованої просторово-

організованої культуральної системи становлять 

1 млн/мл клітин гранульози з додаванням 

0,5 мкг/мл гіалуронової кислоти та 10 мкг/мл 

інсуліну, що дозволяє створити оптимальні 

умови для дозрівання яйцеклітин до метафази-2 

клітинного циклу. 

Ключові слова: яйцеклітини, клітини гра-

нульози, гіалуронова кислота, інсулін, in vitro. 

 

Отримання та дозрівання достатньої кіль-

кості яйцеклітин поза організмом є ключовим 

етапом багатьох біотехнологічних маніпуляцій, 

зокрема in vitro запліднення, поділу, клонування 

та отримання трансгенних ембріонів тварин. 

Більше того, якісне дозрівання ооцитів є важли-

вою складовою успішності рутинних методів 

отримання ембріонів сільськогосподарських 

тварин та клінічної практики репродуктивної 

медицини людей [1]. Вкрай важливим завдан-

ням ембріональної біотехнології є забезпечення 

повноцінного дозрівання яйцеклітин поза орга-

нізмом, яке визначається максимальним набли-

женням  умов культивування in vitro до умов 

in vivo.  

Вилучення яйцеклітин із фолікулів приз-

водить до значних структурних змін та функцій 

їх ооплазми через відсутність складних регуля-

торних систем, що діють в умовах in vivo та 

впливають на каскади клітинних реакцій. Посе-

редниками біологічних сигналів між яйцекліти-

нами та залозами внутрішньої секреції є клітини 

гранульози, більше того, вони  здійснюють син-

тез та секрецію більшості ростових факторів. 

Синтетичні середовища для культивування яй-

цеклітин не здатні повною мірою забезпечити 

повноцінне їх дозрівання в умовах in vitro [2, 3]. 

Тому нами розроблені методи дозрівання ооци-

тів та ембріонів на моношарах клітин, зокрема 

гранульози. Велике значення для розвитку гамет 

та ембріонів в умовах in vitro має також і прос-

торова організація клітин та допоміжні склад-

ники, які б ефективно сприяли всебічним міжк-

літинним взаємодіям та забезпечували яйцеклі-

тини важливими нутрієнтами і ростовими фак-

торами [4, 5].  

З огляду на це, створення просторово-

організованої клітинної системи з оптимальни-

ми умовами для дозрівання яйцеклітин та по-

шуком нових альтернативних фізико-хімічних 

чинників здатних, суттєво підвищити кількість 

та якість дозрівання ооцитів в умовах in vitro, є 

пріоритетним завданням репродуктивної біоте-

хнології тварин [6, 7]. Комбінована просторово-

організована клітинна система дозволить не 

тільки забезпечити більш якісне дозрівання оо-

цитів, а й стане важливим інструментом у ви-

вченні впливу різних фізико-хімічних чинників 

на якість гамет in vitro. 
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Метою роботи було створення просторо-

во-організованої клітинної системи для дозрі-

вання яйцеклітин на основі клітин гранульози 

кролів як посередників біологічних сигналів з 

ооцитами, гіалуронової кислоти для структурної 

організації цієї системи та інсуліну як важливо-

го компонента – аналога інсуліно-подібного фа-

ктора росту.  

 

Матеріали і методи 

Усі експериментальні процедури з твари-

нами in vivo були схвалені Комісією з біоетики 

Інституту біології тварин НААН відповідно до 

чинного законодавства України. Дослідження 

проводилися на забійному біологічному матері-

алі клінічно здорових кролиць приватного гос-

подарства ТзОВ «Горлиця» с. Добряни Городо-

цького району, Львівської області. Одразу після 

забою кролематок видаляли їхні яєчники, які 

поміщали в термостатований стерильний фізіо-

логічний розчин (0,9 % NaCl) з антибіотиками 

(100 IU/мл пеніциліну та 100 мкг/мл стрептомі-

цину) за температури 38° С. Упродовж години 

біологічний матеріал доставляли в лабораторію 

репродуктивної біотехнології Інституту біології 

тварин НААН, де проводилися всі наступні 

in vitro дослідження.    

Після аспірації преовуляторних фолікулів 

відбирали ооцит-кумулюсні комплекси (ОКК) 

та окремо фолікулярну рідину з клітинами гра-

нульози. Клітини гранульози були ферментати-

вно дезагреговані гіалуронідазою 40 ІО/мл з по-

дальшим центрифугуванням для очищення їх 

від конгломератів. Вилучені ооцити після від-

мивання в середовищі 199 від мертвих клітин та 

фолікулярної рідини піддавалися якісному мор-

фологічному аналізу. Для створення дослідних 

груп відбиралися яйцеклітини тільки відмінної 

та доброї якості.  

Для оцінки ефективності росту культури 

клітин гранульози за дії гіалуронової кислоти 

було сформовано чотири групи: контрольну та 3 

дослідні, які відрізнялися між собою різною 

концентрацією гіалуронової кислоти (ГК) в се-

редовищі. Для культивування клітин гранульози 

використовували середовище 199 з додаванням 

10 % фетальної сироватки телят (ФСТ) та 50 

мкг/мл гентаміцину. В контрольній і дослідних 

групах кількість життєздатних клітин гранульо-

зи на початку дослідження становила 1,0х106 

клітин/мл. Клітини гранульози контрольної гру-

пи культивували без додавання ГК; клітини до-

слідних груп культивувалися з додаванням гіа-

луронової кислоти в концентраціях: 0,1; 0,5 та 

1 мкг/мл відповідно. Культивування проводили 

упродовж 72-ох годин в середовищі. Через кож-

ні 24 години проводили підрахунок життєздат-

них клітин після їх фарбування трипановим си-

нім, а також відбирали середовище культиву-

вання для визначення біохімічних показників: 

лактатдегідрогеназної активності, концентрації 

холестеролу, прогестерону та естрогену. 

Для вивчення впливу інсуліну в умовах 

використання комбінованої просторово-

організованої системи клітин гранульози з гіа-

луроновою кислотою для дозрівання ОКК було 

сформовано 3 дослідні групи, які відрізнялися 

різною концентрацією інсуліну в середовищі: 5; 

10 та 15 мкг/мл. Клітини гранульози 

(1,0х106 клітин/мл) та 20 яйцеклітин відмінної 

та доброї якості довільно додавали в кожну дос-

лідну групу та культивували упродовж 24-

ох годин у середовищі 199 з додаванням ГК 0,5 

мкг/мл, 10 % ФСТ та 50 мкг/мл гентаміцину. 

Через 24 години проводили підрахунок життє-

здатних клітин після їх фарбування трипановим 

синім та кількості яйцеклітин, дозрілих до ме-

тафази-2 клітинного циклу, після їх фарбування 

за методом Романовського-Гімза, а також відбір 

середовища культивування для проведення біо-

хімічних показників: активності лактатдегідро-

генази, концентрації холестеролу, прогестерону 

та естрогену. 

Зразки кондиційного середовища було ві-

дібрано шляхом центрифугування за 3500 об/хв 

упродовж 20 хв для очищення від клітин. Одер-

жані зразки зберігали за температури -20° С до 

проведення вимірювань біохімічних показників. 

Концентрацію прогестерону та естрадіолу ви-

значали за допомогою комерційного набору 

DRG (Німеччина) на імуноферментному аналі-

заторі Stat Fax (Awareness Technology, США), а 

концентрацію холестеролу та активність лакта-

тдегідрогенази – за допомогою наборів Humman 

(Німеччина) на біохімічному аналізаторі 

Humalyzer 2000 (Нumman, Німеччина) відповід-

но до інструкцій виробників. 

Усі експерименти проводилися в трьох 

паралелях, результати представлені як середнє 

значення ± стандартне відхилення. Усі статис-

тичні аналізи проводилися за допомогою про-

грами Microsoft Exel. Відмінності між групами 

визначали за допомогою t-тесту Стьюдента. Різ-

ниця між групами вважалася достовірною, коли 

P<0,05. 
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Результати та обговорення  

Гіалуронова кислота є в фолікулярній рі-

дині яєчників більшості тварин та відіграє клю-

чову роль в експансії клітин кумулюсу, норма-

льному дозріванні яйцеклітин до метафази-2 та 

подальшому розвитку ембріонів [8]. Високі 

концентрації біополімеру гіалуронової кислоти 

в середовищі утворюють в’язкий біогель, який 

можна використовувати для створення об’ємних 

культуральних систем. Нами встановлено, що 

додавання до основного середовища 199  гіалу-

ронової кислоти в концентрації від 0,1 до 

1 мг/мл забезпечує отримання оптимальної 

в’язкості середовища для створення комбінова-

ної просторово-організованої клітинної систе-

ми. Досліджено вплив таких концентрацій гіа-

луронової кислоти в середовищі на функціону-

вання клітини гранульози.  

Динаміка проліферативної активності та 

біосинтезу холестеролу клітин гранульози за дії 

гіалуронової кислоти в концентраціях 0,1–

1 мг/мл упродовж 72-ох годин культивування 

представлена на рисунку 1. Встановлено підви-

щення проліферативної активності клітин гра-

нульози в дослідній групі з концентрацією гіа-

луронової кислоти 0,5 мг/мл. На 72-гу годину 

культивування кількість життєздатних клітин 

гранульози в цій групі була достеменно вища 

порівняно з контрольною групою (рис. 1 А). Усі 

досліджувані концентрації гіалуронової кислоти 

не впливали на біосинтез холестеролу клітина-

ми гранульози упродовж 72-ох годин культиву-

вання. Не встановлено змін в його концентрації 

між контрольною та дослідними групами 

(рис. 1 Б). 

У дослідній групі з концентрацією гіалу-

ронової кислоти 0,5 мг/мл спостерігається під-

вищення стероїдогенезу клітинами гранульози 

упродовж 72-ох годин культивування (рис. 2). 

Концентрація прогестерону на 72-гу годину ку-

льтивування була вірогідно вищою (Р<0,05) по-

рівняно з відповідним показником контрольної 

групи (рис. 2 А). На 48-му годину культивуван-

ня в цій групі виявлено підвищення кількості 

естрадіолу 232,9±6,07 проти 208,5±5,12 пМоль/л 

у контрольній групі; на 72-гу годину культиву-

вання –у198,67±3,57 проти 167,1±8,98 пМоль/л 

(рис. 2 Б). Відомо, що гіалуронова кислота 

сприяє експресії рецепторів прогестерону клі-

тин гранульози щурів та людини [9]. Збільшен-

ня концентрації стероїдних гормонів в нашому 

дослідженні, очевидно, пов’язане із покращен-

ням функціональної здатності клітин гранульо-

зи кролів та кращої їх проліферації за дії гіалу-

ронової кислоти в концентрації 0,5 мг/мл. 

 

  
Рис. 1. А – кількість життєздатних клітин гранульози та Б – концентрація холестеролу в культуральному 

середовищі упродовж 72-ох годин культивування за дії різних концентрацій гіалуронової кислоти. (М±м, n=3). 

Примітка: * P<0,05 – достовірна різниця (порівняно з контрольною групою). 
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Рис. 2. А – концентрація прогестерону та Б – концентрація естрадіолу в культуральному середовищі клі-

тин гранульози упродовж 72-ох годин культивування за дії різних концентрацій гіалуронової кислоти. (М±м, 

n=3) Примітка: * P<0,05 – достовірна різниця (порівняно з контрольною групою). 

 

Попередніми дослідженнями нами вста-

новлено позитивний вплив інсуліну на дозрі-

вання ооцит-кумулюсних комплексів корів. Ре-

зультати, отримані за дозрівання яйцеклітин із 

використанням комбінованої просторово-

організованої клітинної системи гранульози 

кролематок, свідчать про позитивну дію інсулі-

ну в концентрації 10 мкг/мл. ППід час підрахун-

ку кількості ОКК, дозрілих до метафази-2, після 

24-ох годинного культивування встановлено, 

що в другій дослідній групі за дії інсуліну в 

концентрації 10 мкг/мл ступінь дозрівання оо-

цитів становив 85 %; у цій групі був і найниж-

чий відсоток дегенерованих ОКК (рис. 3 А).  

Ця ж концентрація інсуліну суттєво під-

вищує інтенсивність проліферації клітин грану-

льози через 24 години культивування. В другій 

дослідній групі за дії 10 мкг/мл інсуліну вияв-

лено вірогідно більше життєздатних клітин че-

рез 24 години культивування, ніж у першій та 

третій дослідних групах. Вірогідних різниць у 

проліферативній активності та життєздатності 

клітин між дослідною з додаванням інсуліну в 

концентрації 5 мкг/мл та третьою дослідною 

групою з додаванням інсуліну в концентрації 

15 мкг/мл не виявлено (рис. 3 Б). 

 

  
Рис. 3. А – кількість життєздатних клітин гранульози, Б – кількість ОКК, дозрілих до метафази-2 та деге-

нерованих ОКК, після 24-ох годин за різних концентрацій інсуліну в середовищі (М±м, n=3-20). * P<0,05 (дос-

товірна різниця, порівняно з першою дослідною групою). 
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Дані визначення активності лактатдегід-

рогенази, рівня стероїдогенезу, біосинтезу холе-

стеролу в кондиційному середовищі за умов до-

давання різних концентрацій інсуліну для куль-

тивування клітин гранульози та дозрівання ОКК 

наведено у таблиці 1. Інсулін у концентрації 10 

мкг/мл викликав підвищення рівня естрадіолу, 

прогестерону та холестеролу в кондиційному 

середовищі. Суттєвої різниці в активності лак-

татдегідрогенази між дослідними групами не 

виявлено (табл. 1). 

Позитивний вплив інсуліну може бути 

зумовлений опосередковано через інсуліно-

подібний фактор росту 1. Такий ефект інсуліну 

in vitro, імовірно, здійснюється через його 

зв’язування із рецепторами інсуліно-подібного 

фактору росту 1, з якими інсулін має деяку спо-

рідненість за підвищеної його концентрації. В 

умовах створеної комбінованої просторово-

організованої клітинної системи дія інсуліну 

може посилюватися через безпосередню дію на 

ооцити та опосередковано через клітини грану-

льози, що дозволяє забезпечити більш якісне 

дозрівання ооцитів in vitro [10, 11]. 

 

Висновки 

Додавання до основного середовища 199  

гіалуронової кислоти в концентрації 0,1–

0,5 мг/мл забезпечує отримання оптимальної 

в’язкості для створенні комбінованої просторо-

во-організованої клітинної системи і сприятли-

вих умов для проліферативної активності та 

життєздатності клітин гранульози. 

0,5 мг/мл гіалуронової кислоти в середо-

вищі підвищує проліферативну активність клі-

тин гранульози та концентрацію прогестерону 

на 72-гу, а естрадіолу на 48-му та 72-гу годину 

культивування (порівняно з контрольною гру-

пою). 

Додавання в середовище 199 10 мкг/мл 

інсуліну за умов використання комбінованої 

просторово-організованої клітинної системи для 

дозрівання ОКК призводить до підвищення 

проліферативної активності та метаболічних 

процесів у культурі клітин гранульози, що ви-

кликає покращення якості дозрівання ОКК до 

рівня 85 %. 

Комбінована просторово-організована 

клітинна система дозволяє не тільки забезпечи-

ти більш якісне дозрівання ооцитів, а й може 

використовуватися як інструмент у вивченні 

впливу різних фізико-хімічних чинників на 

якість гамет in vitro. 

 

Таблиця 1. Динаміка лактатдегідрогеназної активності, біосинтезу холестеролу, естрадіолу, 

прогестерону за різних концентрацій інсуліну в середовищі за культивування в комбінованій просто-

рово-організованій клітинній системі гранульози яєчників кролів (М±м, n=3) 

Дослідні групи 

Активність ЛДГ 

(ІО/л) 

Концентрація холесте-

ролу (ммоль/мл) 

Концентрація естра-

діолу 

(пмоль/мл) 

Концентрація 

прогестерону 

(нмоль/мл) 

ОС + 0,5 мг/мл    гіалуронової 

кислоти + 20 ОКК + 5 мкг/мл 

інсуліну 

62,6±3,3 1,38±0,02 214,5±6,6 18,67±0,4 

ОС + 0,5 мг/мл гіалуронової 

кислотим + 20 ОКК + 10 

мкг/мл інсуліну 

71,3±2,8 1,46±0,02 *    247,8±4,0 *  21,7±0,3 * 

ОС + 0,5 мг/мл гіалуронової 

кислоти + 20 ОКК + 15 мкг/мл 

інсуліну  

64,0±2,1 1,33±0,04 221±8,5 17,9±0,6 

Примітка. * P<0,05 – достовірна різниця (порівняно з першою дослідною групою). 
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COMBINED SPACE-ORGANIZED SYSTEM FOR ANIMALS OOCYTES MATURATION IN VITRO 

Aim. The aim of the work was to create a spaсe-organized system for oocytes maturation based on rabbits granulosa 

cells, hyaluronic acid (for structural organization of this system) and insulin, as an important growth factor. Methods. 

Cultivation of granulosa cells and oocytes maturation in vitro, biochemical determination of lactate dehydrogenase ac-

tivity and cholesterol concentration, and determination of progesterone and estradiol concentrations by enzyme immu-

noassay were done. Results. Hyaluronic acid in concentration of 0.5 μg/ml increased proliferation of granulosa cells and 

progesterone concentration in the conditioned medium on 72 h of cultivation, and estradiol on 48 and 72 hours of culti-

vation was found. The degree of oocyte maturation to metaphase-2 was 85% by the influence of 10 μg/ml insulin. Same 

concentration of insulin increased granulosa cells proliferation, estradiol, progesterone and cholesterol concentration in 

the conditioning medium after 24 hours of cultivation. Conclusions. The optimal parameters of the combined space-

organized culture system are 1 million cells/ml of granulose with the addition of 0.5 μg/ml hyaluronic acid and 

10 μg/ml insulin, which creates the optimal conditions for the maturation of oocytes to metaphase-2 cell cycle. 

Keywords: oocytes, granulosa cells, hyaluronic acid, insulin, in vitro. 

https://doi.org/10.1095/biolreprod.114.120295

