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Вивчали особливості окисних процесів клітин гранульози фолікулів яєчників корів 

у зв’язку з тривалістю культивування. Встановлено, що інтенсивність споживання 
оксигену та відновна здатність клітин гранульози зростають через 48 год інкубування. 
При цьому, підвищується активність аеробного гліколізу та інтенсивність 
немітохондрійних окисних процесів зі зниженням частки оксигену, яка використовується 
у вільнорадикальному окисненні ненасичених жирних кислот. Позаклітинний акцептор 
електронів нормалізує інтенсивність окисних процесів клітин при культивуванні. 
Активність НАД-залежної ділянки ланцюга дихання клітин гранульози проявляється 
через 96 год культивування, а цитохромоксидази — інгібується. 

 
Ріст, розвиток і дозрівання фолікулів у яєчниках залежить від напруженості 

оксигену в організмі самок, а при культивуванні in vitro — від його концентрації у 
середовищах [1–3]. Це зумовлено тим, що оксиген стимулює окисне фосфорилювання та 
ресинтез АТФ в ооциті, забезпечуючи вищу інтенсивність дозрівання та кращу 
фізіологічну якість статевої клітини [4, 5]. У цьому процесі важливу роль відіграють 
клітини гранульози, які, оточуючи ооцит, формують «колиску», яка забезпечує статеві 
клітини не тільки субстратами, але й біологічно активними речовинами, захищає від 
цитотоксичних впливів [6, 7] та регулює внутрішньоклітинне рН [8]. При цьому, 
гранульоза забезпечує своє існування (ресинтез АТФ) гліколізом та диханням [4, 9]. In 
vitro в процесі культивування як ооцит-кумулюсних комплексів, так і клітин гранульози, 
інтенсивність ресинтезу АТФ змінюється, як змінюються й активність метаболічних 
шляхів генерації макроерга. Це зумовлено умовами культивування: компонентним складом 
середовищ, субстратами окиснення і біологічно активними сполуками (гормонами, 
антиоксидантами, вітамінами), рН [10–13].  

У зв’язку з вказаним, метою досліджень було вивчити особливості дихальної 
активності та відновної здатності клітин гранульози при культивуванні.  

Матеріали і методи. Після забою корів брали яєчники різного фізіологічного 
стану [14]. Антральну рідину отримували шляхом аспірації фолікулів, центрифугували 
при 2000 об./хв, супернатант відділяли, а осад клітин суспендували в середовищі Basal 
Medium Eagle (BME; Sigma), кількість якого відповідала об’єму фолікулярної рідини. 
Отриману суспензію клітин гранульози вносили у планшети (діаметр лунок 3 см) 
і культивували у BME протягом шести діб у герметично закритому ексикаторі при 100 % 
вологості і за температури 38,5 °С. Через кожні 48 год вивчали інтенсивність поглинання 
кисню — полярографічно (нг-атом О/0,1 мл суспензії клітин (СК)/ хв), відновну здатність 
— потенціометрично (мВ/0,1 мл СК/ хв) [15]. У якості позаклітинного акцептора 
електронів використовували ферриціанід калію (10-4М). Для встановлення залежності між 
інтенсивністю поглинання кисню, позаклітинним транспортом електронів та часткою 
шляхів метаболізму в реалізації субстратів окиснення використовували інгібітори: 
гліколізу — натрій фторид (NaF; 10-3М), НАДН-залежної ділянки дихального ланцюга — 
амітал (АМ; 5*10-3М), термінальної — натрій азид (NaN3; 5*10-2М), вільнорадикальне 
окиснення жирних кислот гальмували NaEДTA — 6×10-4М [16]. Аналіз результатів 
досліджень проведено за М. О. Плохінським [17].  

Результати та обговорення. Дихальна активність клітин гранульози у ВМЕ після 



вилучення з фолікулів становить 5,3±0,60 нг-атом О/0,1мл СК/ хв, відновна здатність — 
3,0±1,06 мВ/0,1мл СК/хв. При цьому, виявлені особливості використання кисню 
та транспорту електронів у позаклітинне середовище окремими ланками ланцюга 
ресинтезу АТФ гранульози у процесі культивування. Так, свіжоотримані клітини, при 
додаванні акцептора електронів у позаклітинне середовище, знижують дихальну 
активність на 47,2 % і відновну здатність — у 2,5 раза (рис. 1). Виявлені зміни величин 
досліджуваних показників вказують на високу лабільність обмінних процесів, що 
забезпечує клітинам можливість пристосовуватись до умов культивування та взаємодіяти 
з іншими структурними компонентами фолікулів яєчників (клітинами теки й ооцитом).  
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Рис. 1. Дихальна активність й відновна здатність свіжоотриманих клітин гранульози 

 
У присутності позаклітинного акцептора електронів, інгібітор гліколізу зменшує 

споживання кисню на 25 %, а відновна здатність, навпаки, зростає у 2,3 раза. Отже, 
за рахунок аеробного гліколізу клітинами використовується близько 25 % кисню. При 
цьому, основним джерелом електронів, що постачаються в позаклітинний простір, є 
гліколіз.  

Гальмування транспорту електронів у НАД-залежній ділянці ланцюга дихання 
не змінює інтенсивності використання кисню (2,1±0,18 нг-атом О/0,1мл СК/хв) і відновної 
здатності (3,0±0,85 мВ/0,1мл СК/хв) клітин. Встановлена особливість, можливо, 
зумовлена дефіцитом кисню у середовищі культивування і активуванням 
сукцинатоксидазного шляху окиснення [18].  

Блокування транспорту електронів у термінальній ланці дихального ланцюга 
(цитохромоксидази) знижує дихальну активність на 90,9 % і відновну здатність — у 
2,3 раза. Отже, основна частка кисню реалізується клітинами у ланцюзі дихання 
мітохондрій для ресинтезу АТФ. Встановлене зниження відновної здатності гранульози 
при гальмуванні активності цитохромоксидази підтверджує висновок про спрямованість 
потоку електронів у ланцюзі дихання мітохондрій до його термінальної ланки.  

Приблизно 19 % кисню, від загальної кількості спожитого клітинами, реалізується 
у немітохондрійних окисних процесах (ціанідрезистентним шляхом). При цьому, 
гальмування вільнорадикального окиснення ненасичених кислот зменшує використання 
кисню на 0,3 нг-атом О/0,1мл СК/хв (27,3 % від спожитого при немітохондрійному 
окисненні), а відновна здатність збільшується на 0,4 мВ/0,1мл СК/хв (30,7 %). 

Вивченням вказаних біохімічних показників у культурі клітин через 48 год 
виявлено нижчу в 3,5 раза дихальну активність, а відновна здатність майже 
не змінюється (2,4±0,57 мВ/0,1мл СК/хв), порівняно з величинами свіжоотриманих 
клітин (рис. 2). Понижена інтенсивність використання кисню при високому транспорті 
електронів у позаклітинне середовище може вказувати на дефіцит акцептора в середовищі 
культивування клітин гранульози і активування гліколізу. 
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Рис. 2. Дихальна активність й відновна здатність клітин гранульози, інкубованих 48 год 

 
Додавання ферриціаніду калію підвищує на 33,3 % дихальну активність 

інкубованих клітин, а відновна здатність залишається без змін (2,1±0,50 мВ/0,1мл СК/хв). 
Отже, балансування окисно-відновного потенціалу середовища стимулює транспорт 
електронів у дихальному ланцюзі органел клітин гранульози.  

Використання інгібітора гліколізу виявило особливості окисно-відновних процесів 
в інкубованих 48 год клітинах. Зокрема, гальмується споживання кисню на 35 % 
і знижується потік електронів у позаклітинний простір на 19,1 %. Отже, в інкубованих 
клітин гранульози зростає активність аеробного гліколізу, що зумовлює зменшення 
потоку електронів у позаклітинне середовище. 

Обмеження транспорту електронів у НАД-залежній ділянці дихального ланцюга 
не змінює величин досліджуваних показників (дихальна активність — 1,3±0,15 нг-атом 
О/0,1 мл СК/хв, відновна здатність — 1,7±0,48 мВ/0,1мл СК/хв). Тобто, у клітин 
гранульози, які культивували 48 год, аналогічно свіжоотриманим, НАД-залежна ланка 
ланцюга дихання не активна.  

Інгібітор цитохромоксидази знижує споживання кисню на 38,5 %, а відновну 
здатність, навпаки, збільшує на 13,5 %. Таким чином використання кисню за рахунок 
термінальної ланки дихального ланцюга клітин гранульози понижене, порівняно зі 
свіжоотриманими клітинами. При цьому, обмеження транспорту електронів до кисню 
виявляє альтернативний (ціанідрезистентний) шлях — на позаклітинні акцептори. 

При вивченні немітохондрійного дихання виявлено, що на вказаний процес 
припадає близько 53 % від загальної кількості спожитого кисню. Із частки кисню, що 
реалізується ціанідрезистентним шляхом, на вільнорадикальне окиснення ненасичених 
жирних кислот припадає 62,5 %. При цьому, відновна здатність клітин не змінюється і 
становить 2,3±0,54 мВ/0,1мл СК/хв. 

Збільшення тривалості культивування до 96 год стимулює дихальну активність 
й відновну здатність клітин, порівняно з 48-годинним культивуванням. Споживання 
кисню зростає у 2,7 раза, а відновна здатність — на 25 % (рис. 3). Додавання акцептора 
електронів зумовлює тенденцію до зниження дихальної активності і відновної здатності 
клітин, які становлять, відповідно, 4,0±0,37 нг-атом О/0,1 мл СК/хв і 3,0±0,50 мВ/0,1мл 
СК/хв. Отже, клітини гранульози через 96 год культивування, порівняно зі 
свіжоотриманими клітинами, проявляють подібну залежність інтенсивності окисних 
процесів від акцептора електронів у середовищі визначення.  

Інгібітор гліколізу зменшує дихальну активність на 25 %, а відновна здатність 
підвищується на 26,6 %. Тобто при інкубуванні 96 год використання кисню аеробним 
гліколізом становить ¼ від загальної кількості спожитого гранульозою. При цьому, 
виявлена адекватна реакція клітин на інгібітор гліколізу — відновна здатність клітин 
зростає майже на таку ж величину (26,6 %), на яку знизилось споживання кисню (25 %).  



-4

-2

0

2

4

  K
3… NaF AM

NaN
3

NaE
ДTA

ві
дн
ов
на

 зд
ат
ні
ст
ь 
ди
ха
ль
на

 
ак
ти
вн
іс
ть

 споживання кисню відновна здатність 
 

 нг-атом О/0,1 мл СК/ 

мВ/0,1мл СК/ хв  
 

Рис. 3. Дихальна активність й відновна здатність клітин гранульози, інкубованих 96 год 
 
Амітал майже не змінює споживання кисню, яке становить 2,6±0,30 нг-атом 

О/0,1 мл СК/хв та знижує відновну здатність на 21,1 %. Отже, через 96 год інкубування 
проявляється активність НАД-залежної ланки ланцюга дихання у клітин гранульози. 
При цьому, потік електронів з вказаної ланки ланцюга дихання спрямований на 
позаклітинні акцептори. 

Інгібітор цитохромоксидази знижує дихальну активність на 33,4 % і відновну 
здатність — на 13,4 %. 

При вивченні ціанідрезистентного дихання виявлено, що його величина становить 
приблизно 23 % від загальної кількості спожитого кисню клітинами. Отже, інтенсивність 
немітохондрійних окисних процесів у клітинах при 96-годинному культивуванні 
знижується, порівняно з 48-годинним. При цьому, знижується і частка кисню, що 
використовується при вільнорадикальному окисненні ненасичених жирних кислот (50 % 
від величини немітохондрійного окиснення). Відновна здатність клітин гранульози при 
використанні NaЕДТА не змінюється, порівняно з величиною за дії натрію азиду, і 
становить 2,6±0,85 мВ/0,1 мл СК/хв. 

Збільшення тривалості культивування до 144 год характеризується тенденцією 
до підвищення (на 12,5 %) дихальної активності клітин гранульози, а відновна здатність 
не змінюється (3,0±0,41 мВ/0,1 мл СК/хв), порівняно зі значеннями при 96-годинному 
культивуванні (рис. 4). 
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Рис. 4. Дихальна активність й відновна здатність клітин гранульози інкубованих 144 год 
Додавання акцептора електронів знижує дихальну активність клітин (на 6,7 %), 

а відновна здатність зростає у 2,1 раза. Отже, тривале культивування клітин гранульози 
супроводжується нагромадженням у середовищі відновних еквівалентів і, відповідно, 
втратою можливостей клітин їх утилізувати. 

Інгібітор гліколізу знижує дихальну активність клітин на 35,8 % та відновну 
здатність на 20,4 %. Тобто гранульоза через 144 год адаптувалася до умов культивування, 
що підтверджується зростанням частки аеробного гліколізу у використанні субстратів 



середовища, порівняно з клітинами при 96-годинному інкубуванні.  
У вказаний період у клітинах гранульози активується НАД-залежна ланка ланцюга 

дихання, за рахунок якої утилізується 30 % кисню та транспортується 45,4 % електронів 
у позаклітинний простір.  

Проте у клітин не проявляється активність термінальної ланки ланцюга дихання. 
Інгібітор цитохромоксидази не змінює дихальну активність і відновну здатність 
гранульози, порівняно з величинами значень НАД-залежної ланки ланцюга дихання, які 
становлять відповідно 2,3±0,27 нг-атом О/0,1мл СК/хв та 4,7±0,74 мВ/0,1мл СК/хв. 

При вивченні немітохондрійного окиснення виявлено, що величина 
ціанідрезистентного дихання становить приблизно 49 % від загальної кількості спожитого 
кисню клітинами. При цьому, кількість кисню, що використовується у процесах 
вільнорадикального окиснення ненасичених жирних кислот, займає 13,1 % від спожитого 
в немітохондрійних процесах, а транспорт електронів у позаклітинне середовище — 23,5 
%. 

 
В И С Н О В К И 

 
1. Інтенсивність споживання оксигену та відновна здатність клітин гранульози 

залежать від тривалості культивування: через 48 год інкубування зростають величини 
значень досліджуваних показників.  

2. Позаклітинний акцептор електронів нормалізує інтенсивність окисних процесів 
клітин при культивуванні.  

3. Активність анаеробного і аеробного гліколізу залежить від часу культивування 
клітин гранульози: при збільшенні часу інкубування зростає активність аеробного 
гліколізу.  

4. НАД-залежна ділянка ланцюга дихання клітин гранульози проявляє активність 
через 96 год культивування.  

5. Збільшення тривалості культивування характеризується гальмуванням 
використання оксигену термінальною ланкою дихального ланцюга (цитохромоксидазою).  

6. Інтенсивність немітохондрійних окисних процесів у клітинах зростає 
зі збільшенням часу культивування. 

7. Частка оксигену, яка використовується у вільнорадикальному окисненні 
ненасичених жирних кислот, після 48 год культивування знижується. 
 Перспективи подальших досліджень. Доцільно було б дослідити інтенсивність 
споживання оксигену та відновну здатність клітин гранульози у залежності від різної 
тривалості культивування та впливу екзогенних чинників.  

 
THE FEATURES OF OXIDATIVE PROCESSES IN CULTIVATION OF  

GRANULOSE CELLS 
 

J. Bodnar, D. Ostapiv, R. Sachko, O. Grabovska, R. Ostapiv  
 

S U M M A R Y 
 

The features of oxidative processes in granulose cells of ovarian follicles of cows in 
connection of cultivating time were studied. It was established, that the intensity of oxygen 
consumption and the recovery capability of granulose cells increases after 48 hours of 
incubation. Thus, the activity of aerobic glycols and the intensity of nonmitochondrial oxidative 
processes increases, with the lowering of quantity of oxygen that is used in free radical oxidation 
of unsaturated fatty acids. Extracellular acceptor of electrons normalizes the intensity of 
oxidative processes of cultivating. Activity of NAD-dependent link of respiratory chain of 
granulose cells appears after 96 hours of cultivating, and activity of cytochrome oxidase is 
inhibited. 



 
ОСОБЕННОСТИ ОКИСЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ В КЛЕТКАХ  

ГРАНУЛЁЗЫ ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 
 

Ю. В. Боднар, Д. Д. Остапив, Р. Г. Сачко, О. С. Грабовская, Р. Д. Остапив 
 

А Н Н О Т А Ц И Я 
 

Изучали особенности окислительных процессов клеток гранулёзы фолликулов 
яичников коров в связи с длительностью культивирования. Установлено, что 
интенсивность поглощения Кислорода и восстановительная способность клеток 
гранулёзы возрастают через 48 часов инкубирования. При этом, повышаются активность 
аэробного гликолиза и интенсивность немитохондриальных окислительных процессов со 
снижением доли Кислорода, которая используется в свободнорадикальном окислении 
ненасыщеных жирных кислот. Внешнеклеточный акцептор электронов нормализирует 
интенсивность окислительных процессов во время культивирования. Активность НАД-
зависимого звена цепи дыхания клеток гранулёзы проявляется через 96 часов 
культивирования, а цитохромоксидазы — ингибируется.  
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