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Автоімунні патології жіно-
чої репродуктивної системи, зо-
крема яєчників, широко розпо-
всюджені й негативно познача-
ються на народжуваності. У клі-
ніці ці патології трапляються як
окреме захворювання та як ком-
понент поліендокринних авто-
імунних синдромів, зокрема не-
достатності кори надниркових
залоз автоімунного генезу, ав-
тоімунний тиреоїдит, ревматоїд-
ний артрит, гломерулонефрит.
Оскільки причини автоімунної
патології яєчників залишають-
ся точно не встановленими в
більшості випадків, а кількість
жінок з даними розладами в
усьому світі збільшується [1–3],
актуальними є дослідження, які
проводяться на моделях з вико-
ристанням тварин, спрямовані
на з’ясування молекулярно-
генетичних механізмів регуляції
оваріальної функції та визна-
чення як можливої етіології авто-
імунної патології яєчників, так
і механізмів їх супресії. Новітні
стратегії оцінки, що включають
геноміку, транскриптоміку, про-
теоміку та метаболоміку, профі-
лів ооцитів, гранулярних і ку-
мулюсних клітин й ембріонів
надають виняткові переваги та
виявляють приховані сьогодні
обмеження допоміжних репро-
дуктивних технологій при ліку-

ванні певних видів жіночої без-
плідності. Такими можуть бути
пошкодження інтегральної ці-
лісності ДНК клітин кумулюс-
ного оточення ооцитів за умов
імунного ушкодження яєчників
і впливу цитокінів. Як експери-
ментальна модель імунного
ушкодження яєчників викорис-
товується імунізація тварин
алогенним антигеном яєчників
[4]. Ця модель найбільш відпо-
відно відтворює етіологію авто-
імунної патології яєчників у жі-
нок.
Метою роботи стало визна-

чення оцінки інтегральної ціліс-
ності та рівня пошкодження
ДНК клітин кумулюсного ото-
чення ооцитів у мишей в умо-
вах впливу експериментального
імунного ушкодження яєчників
і цитокіноподібного ендотелі-
ального та моноцит-активую-
чого поліпептиду (ЕМАР ІІ).

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проводилися
на статевозрілих самках мишей
лінії СВА. Кількість дослідних
тварин у кожній експерименталь-
ній групі дорівнювала 10. Мо-
дель експериментального імун-
ного ушкодження яєчників від-
творювали за допомогою імуні-
зації мишей антигеном алоген-

ного яєчника білих лаборатор-
них мишей. На першому етапі
мишей імунізували підшкірно
суспензією антигену яєчника
(2 мг білка на мишу 20 г) у пов-
ному ад’юванті Фрейнда. Далі
тварин імунізували за зростаю-
чою кількістю антигену внутріш-
ньовенно (0,5; 0,75; 1,0 та 1,4 мг
білка на мишу 20 г). Через 6 діб
після останнього введення ан-
тигену тварин наркотизували
нембуталом і забирали яєчник
для подальших досліджень. Кон-
трольними були тварини, яким
вводили фізіологічний розчин
за цією ж схемою.
У другій експериментальній

групі тварин проводили ви-
вчення дії цитокіноподібного
пептиду ЕМАР ІІ у концентра-
ції 2 мкг/мл. Об’єктом дослі-
дження були клітини кумулюс-
ного оточення ооцитів мишей
лінії СВА. Критеріями оцінки
ступеня фрагментації ДНК у
клітині є довжина «хвоста» ко-
мети, частка ДНК, що мігрува-
ла, й інтегральний показник —
момент «хвоста». Вважається,
що розміри «хвоста» ДНК-коме-
ти позитивно корелюють зі сту-
пенем фрагментації ДНК [5].
Метод ДНК-комет полягає в

мікроелектрофорезі лізованих
клітин, за яким у флуоресцент-
ному мікроскопі фрагментова-
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не ядро утворює на електрофо-
реграмі своєрідний ореол у ви-
гляді електрофоретичного слі-
ду, так званої комети. В основі
методу лежить опосередкована
впливом постійного електрич-
ного поля міграція ДНК ізольо-
ваних клітин в агарозному гелі.
Електрофорез проводили при
напруженості 0,6 В/см протягом
25 хв. Розчин для забарвлення
(5 % пропідіум йодид) готували
безпосередньо перед викорис-
танням. Забарвлення пропідіу-
мом йодидом достатньо чітко
виявляє форму комет клітин ку-
мулюсного оточення ооцитів.
Кількість комет підраховували
при збільшенні × 200–400. Раху-
вали у зразку не менше 500 клі-
тин. Комети поділяли на 5 кла-
сів залежно від співвідношення
матеріалу ДНК у «голові» та
«хвості» комети [5; 6].

Результати дослідження
та їх обговорення

Результати кількісного ко-
метного аналізу клітин кумулюс-
ного оточення ооцитів мишей в
умовах експериментального імун-
ного ушкодження яєчників і
впливу ендотеліального та мо-
ноцит-активуючого поліпепти-
ду (EMAP II) наведено в табл. 1.
Встановлено, що експери-

ментальне імунне ушкодження
яєчників спричиняє загибель
~27 % кумулюсних клітин, кіль-
кість клітин із пошкодженою
ДНК становить 85,5 %, біль-
шість комет кумулюсних клітин
із двонитковими розривами ДНК
зараховано до 2–3 класу.
Цитокіноподібний пептид

EMAP II в концентрації 2 мкг/мл
зумовлює загибель 46 % куму-
люсних клітин, кількість клітин
із двонитковими розривами ДНК
— 57,5 %, більшість комет зара-
ховано до 0/1 класу.
Відомо, що надлишкова про-

дукція цитокінів та інших медіа-
торів запалення (монооксиду
азоту, ейкозаноїдів) викликає
порушення регулювальної функ-
ції імунної системи, призводить
до їх безконтрольного виділен-
ня не тільки в осередку запален-
ня, але і в циркулюючій крові,

порушення балансу між проза-
пальними та протизапальними
цитокінами на користь проза-
пальних [7]. Отже, медіатори
запалення із чинників, що захи-
щають організм, стають пошко-
джувальними, порушують мік-
роциркуляторну систему орга-
нів і тканин за межами первин-
ного осередку запалення. Пору-
шується функція органів і сис-
тем, починає розвиватися синд-
ром системної реакції на запа-
лення, що призводить до виник-
нення поліорганної дисфункції.
Експериментальне імунне

ушкодження яєчників мишей
викликає активацію імунної сис-
теми [8], призводить до виник-
нення генералізованого запа-
лення, опосередкованого медіа-
торами запалення, зокрема кас-
кадом цитокінів [9], що спричи-
нює розвиток синдрому систем-
ної реакції на запалення. Це є
причиною виникнення поліор-
ганної дисфункції в органах ре-
продуктивної системи, яка про-
являється порушенням оварі-
альної функції, дисрегуляцією
скоротливості яйцепроводів і
міометрія, пригніченням розвит-
ку ембріонів [10].
У нашій роботі оцінка спів-

відношення матеріалу ДНК у
«голові» та «хвості» комети як
показника функціонування ге-
ному клітин кумулюсного ото-
чення ооцитів дає підстави
стверджувати, що експеримен-
тальне імунне ушкодження яєч-
ників, так само як і вплив цито-
кіноподібного пептиду, може

змінювати активність експресії
генів і процеси пошкодження
ДНК у кумулюсних клітинах.
Подальші дослідження по-

винні бути спрямовані на оцін-
ку якості ооцитів за станом ге-
ному клітин їх кумулюсного ото-
чення. Отримані результати ма-
ють надати експериментальне
обґрунтування для створення
нових тест-систем для передба-
чення якості ембріона та на-
слідку вагітності у жінок, зокре-
ма з автоімунною патологією
репродуктивної системи, в про-
грамах допоміжних репродук-
тивних технологій.

Висновок

Нами вперше проведена оцін-
ка співвідношення матеріалу
ДНК у «голові» та «хвості» ко-
мети клітин кумулюсного ото-
чення ооцитів як показника ін-
тегральної цілісності геному.
Отримані результати дають під-
стави стверджувати, що експери-
ментальне імунне ушкодження
яєчників у мишей і цитотоксич-
ний вплив пептиду EMAP II мо-
жуть посилювати процеси ушко-
дження та репарації, що прояв-
ляється як двонитковий розрив
у ДНК кумулюсних клітин.
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Таблиця 1
Кількісна оцінка впливу

експериментального імунного
ушкодження яєчника

та цитокіноподібного пептиду
EMAP II на цілісність ДНК
клітин кумулюсного оточення

ооцитів мишей

  Розподіл                Вплив

   комет за Імуні- EMAP
класами, % зація II

0/1 14,5 52
2 28 19

3 54 21

4 3,5 8
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ПОШКОДЖЕННЯ ДНК КУМУЛЮСНИХ КЛІТИН В

УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ІМУННОГО УШ-
КОДЖЕННЯ ЯЄЧНИКІВ У МИШЕЙ

Вперше наводиться співвідношення матеріалу ДНК у
«голові» і «хвості» комети як показник інтегральної ціліс-
ності геному клітин кумулюсного оточення ооцитів. Вста-
новлено, що експериментальне імунне ушкодження яєч-
ників у мишей і надлишкова продукція цитокінів можуть
змінювати процеси ушкодження та репарації, що прояв-
ляється як двонитковий розрив ДНК.

Ключові слова: ДНК-комети, експериментальне імун-
не ушкодження яєчників, кумулюсні клітини.
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CUMULUS CELLS DNA DAMAGE UNDER CONDI-

TIONS OF EXPERIMENTAL IMMUNE DESTRUCTION
OF OVARIES IN MICE

Evaluation of integrated genome integrity, the ratio of DNA
material in the “head” and “tail” of the comet, as an indicator of
the functioning oocyte cumulus cell genome, gives reason to be-
lieve that immune ovarian failure as well as cytokines can al-
ter the activity of gene expression and processes damage and
repair, manifested as double-stranded DNA.

Key words: DNA comet, immune ovarian failure, cumulus
cells.

Незважаючи на постійне
вдосконалення знань про причи-
ни, фактори та механізми роз-
витку передчасних пологів, сьо-
годні кількість передчасно на-
роджених дітей, а разом із тим
і процент пренатальної захво-
рюваності та смертності не-
уклінно зростають [6].
Шляхи для розв’язання проб-

леми передчасних пологів мо-
жуть мати три напрямки: запо-
бігання, лікування та догляд за
передчасно народженою дити-
ною. Кожен із напрямків має
свої позитивні та негативні сто-
рони. Широта впливу різних

етіологічних факторів, що харак-
теризуються лише як ті, що були
притаманні жінкам, які перед-
часно народили, не дозволяє лі-
карям ефективно вдаватися до
профілактичних заходів. Нато-
мість, створення перинаталь-
них центрів не викликає подіб-
них практичних проблем, але
високовартісне обладнання є
перешкодою для їх відкриття в
економічно нерозвинутих краї-
нах. У арсеналі медикаментоз-
них препаратів лікарі сьогодні
мають засоби різних фармако-
логічних груп, які характеризу-
ються утеролітичною активніс-

тю. Однак поряд із необхідною
утеролітичною активністю біль-
шість із відомих препаратів
проявляють значні побічні ефек-
ти, що потребують фармаколо-
гічної корекції як для матері,
так і для плода. У зв’язку зі
складністю та комплексністю
токолітичної терапії актуаль-
ним стає пошук нового селек-
тивного й ефективного утеро-
літичного препарату, який би
задовольняв потреби практич-
ної медицини.
Одними з перших на почат-

ку ХХІ ст. здійснили пошук но-
вого токолітичного препарату
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