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Âïëèâ áëîêàòîð³â êàëüö³ºâèõ êàíàë³â Ò-òèïó íà
ñïîíòàííå ìåéîòè÷íå äîçð³âàííÿ îâàð³àëüíèõ îîöèò³â
ìèøåé in vitro

Èññëåäîâàíî âëèÿíèå áëîêàòîðîâ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ Ò-òèïà íà âîçîáíîâëåíèå ìåéîçà è  ñïîí-
òàííîå ìåéîòè÷åñêîå ñîçðåâàíèå îâàðèàëüíûõ îîöèòîâ ìûøåé in vitro. Óñòàíîâëåíî, ÷òî óâå-
ëè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè óãíåòåíèÿ ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ áëîêàòîðàìè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ñî-
îòâåòñòâóåò ñëåäóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: àìèëîðèäà ãèäðîõëîðèä, ìåáèôðàäèë, íèêåëÿ
õëîðèä. Âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå îá âîçìîæíîñòè ñîçäàíèÿ êîìáèíèðîâàííûõ âíóòðè-
ìàòî÷íûõ êîíòðàöåïòèâîâ íà îñíîâå áëîêàòîðîâ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ Ò-òèïà.

  Âïëèâ áëîêàòîð³â êàëüö³ºâèõ-êàíàë³â Ò-òèïó

ÂÑÒÓÏ

Â³äîìî, ùî â ïåð³îä ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ,
çàïë³äíåííÿ ãàìåò òà ðàííüîãî åìáð³îíàëüíî-
ãî ðîçâèòêó âàæëèâó ðîëü â³ä³ãðàþòü ìåõàí-
³çìè êàëüö³ºâî¿ ñèãíàë³çàö³¿ [3, 4, 10, 12].
Ðàçîì ç òèì â³äîìîñò³ ïðî ïðîâ³äíå çíà÷åííÿ
íèçüêîïîðîãîâèõ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â ó ïðî-
öåñàõ êë³òèííîãî ðîçâèòêó òà äèôåðåíö³þ-
âàííÿ [6] äîçâîëÿþòü âèñëîâèòè ïðèïóùåí-
íÿ, ùî ñàìå âîíè â³äïîâ³äàþòü çà ãåíåðàö³þ
êàëüö³ºâèõ òðàíç³ºíò³â, ùî ïðèçâîäÿòü äî
ðåàë³çàö³¿ ô³ç³îëîã³÷íî¿ ôóíêö³¿ ÿéöåêë³òèíè.
²ñíóþòü äàí³, ùî êàëüö³ºâ³ êàíàëè îîëåìè
íàëåæàòü äî Ò-òèïó [5, 7-9]. Äîñë³äæåííÿ
âïëèâó áëîêàòîð³â íèçüêîïîðîãîâèõ êàëüö³º-
âèõ êàíàë³â (Ò-òèïó) íà ìåéîòè÷íå äîçð³âàí-
íÿ äîñèòü íå÷èñëåíí³ [1, 2]. Ç�ÿñóâàííÿ ä³¿
êàëüö³ºâèõ áëîêàòîð³â Ò-òèïó äîïîìîæå âèç-
íà÷èòè àäåêâàòí³ñòü âèêîðèñòàííÿ êàëüö³ºâèõ
áëîêàòîð³â ó ìîäåëüíèõ ñèñòåìàõ, à âèâ÷åííÿ ¿õ
ôàðìàêîëîã³÷íî¿ ä³¿ ìîæå áóòè ïåðñïåêòèâíèì
äëÿ ðîçðîáêè íîâèõ êîíòðàöåïòèâíèõ çàñîá³â.

Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî âèâ÷èòè
âïëèâ ñïåöèô³÷íèõ áëîêàòîð³â êàëüö³º-
âèõ êàíàë³â Ò-òèïó íà â³äíîâëåííÿ ³ ìåéî-
òè÷íå äîçð³âàííÿ îîöèò³â ìèø³ in vitro.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äëÿ âèâ÷åííÿ ê³íöåâèõ ñòàä³é ìåéîçó âèêî-
ðèñòîâóâàëè ìîäåëü ñïîíòàííîãî äîçð³âàí-
íÿ îîöèò³â. Äîñë³äè ïðîâîäèëè íà ñòàòåâîç-
ð³ëèõ ìèøàõ ë³í³¿ ÑÂÀ â³êîì â³ä 8 äî 12
òèæ. Ï³ñëÿ âèäàëåííÿ ÿº÷íèê³â çà ñòåðèëü-
íèõ óìîâ ï³ä á³íîêóëÿðíèì ì³êðîñêîïîì
âèä³ëÿëè îîöèòè ç ÷³òêèì çàðîäêîâèì ïó-
õèðöåì. Îîöèòè ç îçíàêàìè äåãåíåðàòèâíèõ
çì³í âèáðàêîâóâàëè. Âñ³ ìàí³ïóëÿö³¿ ç îîöè-
òàìè ïðîâîäèëèñü ïðè 20 0Ñ ³ â òîìó æ æè-
âèëüíîìó ñåðåäîâèù³, â ÿêîìó ïåðåäáà÷àëî-
ñÿ ïîäàëüøå êóëüòèâóâàííÿ. Æèâèëüíèì
ñåðåäîâèùåì áóëî ìîäèô³êîâàíå ñåðåäîâè-
ùå DMEM (�Sigma�, ÑØÀ) ç äîäàâàííÿì:
10 ììîëü/ë HEPES, åìáð³îíàëüíî¿ ñèðî-
âàòêè òåëÿò ó ñï³ââ³äíîøåíí³ äî êóëüòóðàëü-
íîãî ñåðåäîâèùà 1:5 òà àíòèá³îòèê³â. Âèêî-
ðèñòîâóâàëè áëîêàòîðè êàëüö³ºâèõ êàíàë³â
Ò-òèïó - NiCl2, ìåá³ôðàäèë òà àì³ëîðèäó
ã³äðîõëîðèä (�Sigma�, ÑØÀ) ó ð³çíèõ êîí-
öåíòðàö³ÿõ. Ï³ä ÷àñ êóëüòèâóâàííÿ ÷åðåç
âèçíà÷åí³ ïðîì³æêè ÷àñó ïðîâîäèëè êîíò-
ðîëü äèíàì³êè ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ. Ï³ñëÿ
22-ãîäèííîãî êóëüòèâóâàííÿ ïðîâîäèâ-
ñÿ îáë³ê îîöèò³â ð³çíèõ ñòàä³é ðîçâèòêó.
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Ðåçóëüòàòè ñòàòèñòè÷íî îáðîáëÿëè ç âè-
êîðèñòàííÿì êðèòåð³þ t Ñòüþäåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ̄ Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ó ïåð³îä îîãåíåçó îîöèòè äîñÿãàþòü ñòàä³¿ äèï-
ëîòåíè ìåéîçó, ï³ñëÿ ÷îãî ïðîöåñ äîçð³âàííÿ
ïðèçóïèíÿºòüñÿ. Ï³ä ÷àñ ðîñòó ôîë³êóë³â îîöè-
òè çíàõîäÿòüñÿ â ñòàí³ ìåéîòè÷íîãî ãàëüìó-
âàííÿ ï³ä ä³ºþ ôàêòîð³â ôîë³êóëÿðíî¿ ð³äè-
íè. Øòó÷íî çâ³ëüíåí³ ç àíòðàëüíèõ ôîë³êóë³â
îîöèòè ìàþòü âëàñòèâ³ñòü â³äíîâëþâàòè
ïðîöåñ äîçð³âàííÿ â êóëüòóðàëüíîìó ñåðå-
äîâèù³ áåç áóäü-ÿêèõ ãîðìîíàëüíèõ ñòè-
ìóë³â. Öåé ôåíîìåí áóâ âèêîðèñòàíèé íàìè
äëÿ äîñë³äæåííÿ ê³íöåâèõ ñòàä³é ìåéîçó.

Ï³ñëÿ 22-ãîäèííîãî êóëüòèâóâàííÿ
íå ìåíøå ÿê 95% îâàð³àëüíèõ îîöèò³â êîíò-
ðîëüíî¿ ãðóïè â³äíîâëþâàëè ìåéîç ³ äîñÿãà-

Ðèñ. 1. Âïëèâ áëîêàòîð³â êàëüö³ºâèõ êàíàë³â Ò-òèïó: í³êåëþ õëîðèäó (á), ìåá³ôðàäèëó (â) òà àì³ëîðèäó
ã³äðîõëîðèäó (ã)  íà äèíàì³êó ïîä³é ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ îâàð³àëüíèõ îîöèò³â in vitro ïðîòÿãîì 22 ãîä
â äîçàõ - 0,1 ìêìîëü/ë (1), 1 ìêìîëü/ë (2),0,1 ìêìîëü/ë,  10 ìêìîëü/ë (3), 50 ìêìîëü/ë (4) òà
100 ìêìîëü/ë (5) ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì (à).

ëè ñòàä³¿ ìåòàôàçè II. Ìîðôîëîã³÷íèì êðè-
òåð³ºì äîñÿãíåííÿ îîöèòîì ìåòàôàçè II º âè-
ä³ëåííÿ ïîëÿðíîãî ò³ëüöÿ. Óñï³øíå ïðîõîä-
æåííÿ êë³òèíîþ ñòàä³¿ ³í³ö³àö³¿ â³äíîâëåííÿ
ìåéîçó ìîæíà îö³íèòè çà äåç³íòåãðàö³ºþ ÿäåð-
íî¿ îáîëîíêè (çíèêíåííÿ çàðîäêîâîãî ïóõèð-
öÿ), ùî â íîðì³ â³äáóâàºòüñÿ â ïåðø³ ÷îòèðè
ãîäèíè êóëüòèâóâàííÿ. Äèíàì³êó â³äíîâëåí-
íÿ ìåéîçó îîöèòàìè êîíòðîëüíî¿ ãðóïè íàâå-
äåíî íà ðèñ.1,à. Ç ä³àãðàìè âèäíî, ùî â êîí-
òðîë³ ê³ëüê³ñòü ³í³ö³éîâàíèõ äî ìåéîçó êë³òèí
åêñïîíåíö³éíî çá³ëüøóºòüñÿ ç ÷àñîì. Ï³ñëÿ
ïåðøî¿ ãîäèíè ç ïî÷àòêó ñïîñòåðåæåííÿ ðîçâè-
òîê ¿õ ³í³ö³þâàâñÿ ó ïîëîâèíè êë³òèí. Óòâî-
ðåííÿ ïîëÿðíîãî ò³ëüöÿ ïî÷èíàëîñÿ ç ïåðøî¿
ãîäèíè êóëüòèâóâàííÿ; ê³ëüê³ñòü îîöèò³â ç
ïîëÿðíèì ò³ëüöåì íàáóâàëà ìàêñèìàëüíîãî
çíà÷åííÿ íà 22-ãó ãîäèíó ñïîñòåðåæåííÿ.
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Óçàãàëüíþþ÷³ ðåçóëüòàòè ïðî âïëèâ
NiCl2 íà ñïîíòàííå â³äíîâëåííÿ ìåéîòè÷íîãî
äîçð³âàííÿ îîöèò³â íàâåäåíî íà ðèñ. 1, á. Óæå
â êîíöåíòðàö³¿ 0,01 ìêìîëü/ë NiCl2  âèêëè-
êàâ ïðèãí³÷åííÿ ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ,
³ ëèøå 60,0 % ± 8, 0% êë³òèí äîñÿãàëè ñòàä³¿
îîöèòà äðóãîãî ïîðÿäêó. Õëîðèä í³êåëþ ³ñòîò-
íî óïîâ³ëüíþâàâ ³í³ö³àö³þ ñïîíòàííîãî â³äíîâ-
ëåííÿ äîçð³âàííÿ îîöèò³â. Ï³ñëÿ ïåðøî¿
ãîäèíè ñïîñòåðåæåííÿ ðîçâèòîê ³í³ö³þâàâñÿ
ò³ëüêè ó 3-10% (çàëåæíî â³ä äîçè NiCl2)
êë³òèí, â òîé ÷àñ ÿê ó êîíòðîë³ íà ïåðø³é
ãîäèí³ êóëüòèâóâàííÿ ó ïîëîâèíè îîöèò³â
çàðîäêîâèé ïóõèðåöü ðîç÷èíÿâñÿ. Ä³ÿ NiCl2
âèêëèêàëà çíà÷í³ ïîðóøåííÿ äîçð³âàííÿ îîöè-
ò³â. Ïðî öå ñâ³ä÷èòü òîé ôàêò, ùî ï³ñëÿ 22
ãîä êóëüòèâóâàííÿ á³ëüøå í³æ 10% êë³òèí íå
â³äíîâèëè ìåéîç ³ çàëèøàëèñÿ â ñòàí³ ìåéî-
òè÷íîãî ãàëüìóâàííÿ â äèïëîòåí³ ïðîôàçè I.
Ï³äâèùåííÿ êîíöåíòðàö³¿ áëîêàòîðà çíà÷íî
çá³ëüøóâàëî ê³ëüê³ñòü êë³òèí ç ïîì³òíèìè
äåãåíåðàòèâíèìè çì³íàìè (çåðíèñò³ñòü öèòîï-
ëàçìè, âòðàòà îêðóãëî¿ ôîðìè, âàêóîë³çà-
ö³ÿ êë³òèííîãî âì³ñòó). Ñë³ä â³äì³òèòè, ùî
ä³ÿ ñïåöèô³÷íîãî áëîêàòîðà êàëüö³ºâèõ êà-
íàë³â Ò-òèïó - NiCl2  íà äîçð³âàííÿ îîöèò³â
çà ñâî¿ì õàðàêòåðîì ³ñòîòíî â³äð³çíÿëàñÿ â³ä
ä³¿ ³íøèõ âèêîðèñòàíèõ Ò-áëîêàòîð³â. Ïðè
ä³¿ NiCl2 ó äîçàõ 1 òà 10 ìêìîëü/ë ó îîöè-
òàõ ñïîñòåð³ãàëèñÿ ïàðòåíîãåíåòè÷íîïîä³áí³
çì³íè, îçíàêàìè ÿêèõ áóëè íàÿâí³ñòü êë³òèí-
íèõ óòâîðåíü, ïîä³áíèõ äî ñòàä³é 2-õ òà 4-
õ êë³òèííèõ áëàñòîìåð³â; ñèìåòðè÷íèé ïîä³ë
öèòîïëàçìè ïðè óòâîðåíí³ îîöèòà äðóãîãî
ïîðÿäêó. ßâèùà, ÿê³ ñïîñòåð³ãàëèñÿ, ìîæóòü
áóòè ïîâ�ÿçàí³ ç ãåíîïàòîãåííîþ òà öèòî-
òîêñè÷íîþ ä³ºþ õëîðèäó í³êåëÿ [11].

Ðåçóëüòàòè âïëèâó ñïåöèô³÷íîãî áëîêà-
òîðà íèçüêîïîðîãîâèõ êàëüö³ºâèõ êàíàë³â
àì³ëîðèäó íà äèíàì³êó â³äíîâëåííÿ ìåéîòè÷-
íîãî äîçð³âàííÿ îâàð³àëüíèõ îîöèò³â ïðåä-
ñòàâëåíî íà ðèñ. 1, ã. Ä³ÿ íîñèëà ÷³òêî âèðà-
æåíèé äîçîçàëåæíèé õàðàêòåð. Ó äîç³
1 ìêìîëü/ë àì³ëîðèä ìàéæå íå âïëèâàâ íà
³í³ö³þâàííÿ ïðîöåñó (ðîç÷èíåííÿ çàðîäêîâî-
ãî ïóõèðöÿ), àëå ³ñòîòíî çàòðèìóâàâ ìåéî-
òè÷íèé ïîä³ë (â òîé ÷àñ ÿê ó êîíòðîë³ íà

òðåò³é ãîäèí³ êóëüòèâóâàííÿ 10% êë³òèí
ïåðåéøëè â ñòàä³þ ìåòàôàçè II, ïðè ä³¿
1 ìêìîëü/ë àì³ëîðèäó æîäíà êë³òèíà íå ïî-
÷àëà öèòîê³íåç). Á³ëüø³ äîçè Ò-áëîêàòîðà
àì³ëîðèäó (10 òà 50 ìêìîëü/ë) ïðèãí³÷óâà-
ëè òàêîæ ³ ³í³ö³àö³þ äîçð³âàííÿ îîöèòà. Âñ³
äîçè áëîêàòîðà çàáåçïå÷óâàëè çíà÷íå ïîðó-
øóâàëè äîçð³âàííÿ îîöèò³â. Íåçâàæàþ÷è íà
òå, ùî íà òðåò³é ãîäèí³ êóëüòèâóâàííÿ ³í³ö³þ-
âàëîñÿ äîçð³âàííÿ â³ä 83 äî 96% êë³òèí (çà-
ëåæíî â³ä äîçè áëîêàòîðà), óñï³øíî ïåðåòâî-
ðþâàëèñÿ â îîöèò äðóãîãî ïîðÿäêó ìåíøå í³æ
30% êë³òèí, à âåëèê³ äîçè (100 ìêìîëü/ë)
ïðèçâîäèëè äî ïîâíîãî ³íã³áóâàííÿ öèòîê³íåçó.

Âïëèâ ìåá³ôðàäèëó, òàêîæ ñïåöèô³÷íîãî
áëîêàòîðà Ò-òèïó êàëüö³ºâèõ êàíàë³â, íà äè-
íàì³êó ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ ïðîäåìîíñò-
ðîâàíî íà ðèñ. 1, â. Ïîðóøåííÿ ïðîöåñó äîç-
ð³âàííÿ îîöèò³â ïðè àïë³êàö³¿ áëîêàòîðà â³ä-
çíà÷àëîñÿ âæå â êîíöåíòðàö³¿ 0,1 ìêìîëü/ë:
ï³ñëÿ 22 ãîä êóëüòèâóâàííÿ ïîëÿðíå ò³ëüöå
âèä³ëÿëîñÿ ëèøå ó 30% êë³òèí. Ä³ÿ ìåá³ôðà-
äèëó â äîç³ 100 ìêìîëü/ë ïðèçâîäèëà äî
áëîêóâàííÿ ³í³ö³àö³¿ äîçð³âàííÿ ó 50% ± 7%
îîöèò³â. Âïëèâ ìåá³ôðàäèëó íà äèíàì³êó
ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ òàêîæ ÷³òêî ïðî-
ñë³äêîâóâàâñÿ. Òàê, ï³ñëÿ ïåðøî¿ ãîäèíè êóëü-
òèâóâàííÿ ïðè ä³¿ áëîêàòîðà â êîíöåíòðàö³¿
0,1 ìêìîëü/ë ê³ëüê³ñòü îîöèò³â íà ñòàä³¿ ðîç-
÷èíåííÿ çàðîäêîâîãî ïóõèðöÿ ñòàíîâèëà 30%,
à â êîíòðîë³ íà àíàëîã³÷í³é ñòàä³¿ çíàõîäèëîñÿ
50% êë³òèí. Òåíäåíö³ÿ äî çàòðèìêè ïðîõîä-
æåííÿ ïîñë³äîâíîñò³ ñòàä³é ìåéîçó çáåð³ãàëàñÿ
ïðîòÿãîì óñüîãî ÷àñó êóëüòèâóâàííÿ ³ ïîñèëþ-
âàëàñÿ ïðè ä³¿ á³ëüøèõ êîíöåíòðàö³é áëîêàòîðà.

Ä³ÿ âèêîðèñòàíèõ áëîêàòîð³â â³äð³çíÿ-
ëàñü ÿê çà ³íòåíñèâí³ñòþ, òàê ³ çà ñâî¿ì õà-
ðàêòåðîì. Ðåçóëüòàò ïîð³âíÿííÿ ä³¿ õëîðè-
äó í³êåëÿ, àì³ëîðèäó òà ìåá³ôðàäèëó ï³ñëÿ
22 ãîäèí êóëüòèâóâàííÿ ïðåäñòàâëåíî íà
ðèñ. 2. Çà åôåêòèâí³ñòþ áëîêóþ÷î¿ ä³¿
êàëüö³ºâ³ áëîêàòîðè Ò-òèïó â ïîðÿäêó  çìåí-
øåííÿ ðîçòàøîâóâàëèñÿ íàñòóïíèì ÷èíîì:
Ni2+, ìåá³ôðàäèë, àì³ëîðèäó ã³äðîõëîðèä.

Ìåìáðàíà ãàìåò ³ êë³òèí ðàíí³õ åìáð³î-
í³â ìàº ïîòåíöiàëçàëåæíi êàëüö³ºâ³ êàíàëè
Ò-òèïó, ùî áåðóòü ó÷àñòü ó ôîðìóâàíí³ çáóä-

Âïëèâ áëîêàòîð³â êàëüö³ºâèõ êàíàë³â Ò-òèïó
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ëèâîñòi îîöèò³â ³ â³ä³ãðàþòü âàæëèâó ôóíêö³î-
íàëüíó ðîëü ó ïðîöåñ³ â³äíîâëåííÿ ³ ïðîäîâ-
æåííÿ ¿õ ìåéîòè÷íîãî äîçð³âàííÿ, çàïë³äíåí-
íÿ, à òàêîæ ïîäàëüøîãî ðîçâèòêó çèãîòè.
Áëîêóâàííÿ êàëüö³ºâî¿ ïðîâ³äíîñò³ ìîæå ïåðå-
øêîäæàòè ïåðåá³ãó çàçíà÷åíèõ ïðîöåñ³â. Öå
ñòâîðþº äîñèòü ñóòòºâ³ ïåðåäóìîâè äëÿ ìîæ-
ëèâî¿ ðîçðîáêè êîìá³íîâàíèõ âíóòð³øíüîìàò-
êîâèõ êîíòðàöåïòèâíèõ çàñîá³â. Àíòèôåðòèëüí³
åôåêòè òàêèõ àãåíò³â ìîæóòü ïðîÿâëÿòèñÿ ÿê
íà ð³çíèõ ñòàä³ÿõ äîçð³âàííÿ ³ âçàºìîä³¿ ãàìåò,
òàê ³ ó ïåðåá³ãó ðîçâèòêó çèãîò òà ¿õ ³ìïëàíòàö³¿.

Y. M. Gotsulyak, T. K. Berdyeva,
C. V. Libert

EFFECTS OF BLOCKERS OF THE T-TYPE
CA2+ CHANNELS ON SPONTANEOUS
MEIOTIC MATURATION OF MURINE
OVARIAL OOCYTES IN VITRO

We studied the effects of blockers of the T-type Ca2+

channels on resumption of meiosis and spontaneous
meiotic maturation of murine ovarial oocytes in vitro.
We found that the efficiency of suppression of oocyte
maturation by blockers of the Ca2+ channels increases
in the following succession: amiloride hydrochloride,
mebifradil, NiCl2. It is supposed that there is a

possibility to use blockers of the T-type Ca2+ channels
for creation of new combined intrauterine contra-
ceptives.
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Ðèñ. 1. Ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ áëîêóþ÷î¿ ä³¿ í³êå-
ëþ õëîðèäó (1), ìåá³ôðàäèëó (2) òà àì³ëîðèäó
ã³äðîõëîðèäó (3)  íà äèíàì³êó ïîä³é ìåéîòè÷íîãî
äîçð³âàííÿ îâàð³àëüíèõ îîöèò³â in vitro â äîçàõ -
0,1 ìêìîëü/ë (I), 1 ìêìîëü/ë (II), 10 ìêìîëü/ë
(III) òà 100 ìêìîëü/ë (VI).
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