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З віком фертильність жінок знижується, що в першу чергу пов’язано з погіршенням якості і змен-
шенням кількості ооцитів. Окисний стрес є найбільш імовірним фактором, який впливає на зниження 
компетентності ооцитів. Дослідження впливу препаратів із антиоксидантними властивостями 
може створити вдалу стратегію профілактики для покращення репродуктивного потенціалу 
жінок. Метою нашої роботи було оцінити  вплив цитрату германію, отриманого методом елек-
троімпульсної нанотехнології, на життєздатність клітин фолікулярного оточення ооцитів, стан 
про- та антиоксидантної системи та функціонально-метаболічну активність клітин-ефекторів 
запалення у самиць зрілих мишей. Дослідження проводили на статевозрілих самицях мишей лінії 
Альбіно (молоді – віком 6–8 тиж, масою 20–22 г; зрілі – віком 8-9 міс і масою 30–34 г). Результати 
показали, що  у самиць зрілих мишей відбувається зниження життєздатності та посилення некро-
тичної та апоптотичної загибелі гранулярних клітин (ГК) яєчників. Виявлено підвищення вмісту 
реактивних продуктів 2-тіобарбітурувої кислоти у тканині печінки. З боку антиоксидантного 
захисту спостерігалося зменшення вмісту церулоплазміну у сироватці крові, однак вміст віднов-
леного глутатіону в гомогенаті печінки був дещо збільшений. Також підвищувалася метаболічна 
активність нейтрофілів. Застосування цитрату германію чинило цитопротективний вплив на 
життєздатність ГК, знижуючи їх некротичну та апоптотичну загибель. Крім того, значно 
зменшувалося перекисне окиснення ліпідів, покращувалася регуляція антиоксидантного захисту та 
знижувалася функціональна активність клітин-ефекторів запалення, що підтверджувалося змен-
шенням активації киснезалежного та кисненезалежного метаболізму нейтрофілів периферичної 
крові зрілих мишей. Таким чином, показано позитивний вплив цитрату германію, спрямований на 
попередження розвитку оксидативного стресу у самиць зрілих мишей, який вважається основним 
механізмом, що лежить в основі старіння яєчників. 
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ВСТУП

Репродуктивне старіння самиць ссавців є 
незворотним процесом, пов’язаним із зни-
женням як кількості, так і якості ооцитів, що, 
в свою чергу, може призводити до зниження 
фертильності і розвитку безпліддя [1]. Хоча 
загальновизнано, що старіння є результатом 
як вроджених, так й екологічних факторів, 
поступове накопичення ушкоджень внаслі
док окисного стресу (ОС) та його взаємодія з 
дикарбонільним стресом вважається основ-
ним механізмом, що лежить в основі згасання 

функції яєчників [2]. Ооцити в яєчниках фор-
муються під час внутрішньоутробного роз-
витку людини, де вони утворюють кінцевий 
пул, який не піддається самооновленню. Та-
ким чином, вони дуже сприйнятливі до віко-
вої дисфункції [1]. Дійсно, довга тривалість 
життя мейотично затриманого ооциту піддає 
цю клітину підвищеному ризику окисних 
ушкоджень, які зазвичай проявляються у по-
рушенні регуляції білкового гомеостазу. Хоча 
ооцити здатні пом’якшувати таку загрозу 
внаслідок мобілізації складної мережі шляхів 
спостереження, репарації та протеолізу, ці 
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захисні механізми власними силами схильні 
до вікових дефектів, знижуючи їх здатність 
усувати окиснювально пошкоджені білки [3].

У нормі утворення вільних радикалів та 
недоокиснених продуктів метаболізму під 
час біохімічних реакцій організму відбува-
ється безперервно у всіх клітинах. Баланс 
підтримується антиоксидантними фермен-
тами, здатними нейтралізувати молекули з 
високим окисним потенціалом [4]. Однак, 
коли баланс порушується у бік надмірного 
надлишку вільних радикалів, виникає ОС 
[5], що спричиняє масову загибель клітин 
[4]. З віком накопичення вільних радикалів  
призводить до фізіологічних та клінічних 
змін [6]. ОС впливає на функціонування 
жіночої репродуктивної системи. Активні 
форми кисню (АФК), з одного боку, слугу-
ють ключовими сигнальними молекулами 
у фізіологічних процесах (від дозрівання 
ооцитів до запліднення, розвитку ембріонів 
та вагітності), але з іншого – ОС модулює 
вікове зниження фертильності, відіграє роль 
у патофізіології безпліддя та може призводи-
ти до негативних наслідків при застосуванні 
допоміжних репродуктивних технологій [5]. 
Накопичення АФК в яєчнику послаблює вза-
ємодію ооцитів і гранулярних клітин (ГК) та 
викликає апоптоз ГК,  впливає на дозрівання 
ооцитів перед овуляцією та знижує їх якість 
[4]. Мітохондрії є вразливою мішенню для 
АФК. Надлишок вільних кисневих радикалів 
може зашкодити мітохондріальній ДНК ооци-
тів і потім призвести до втрати їх внутрішньої 
мітохондріальної функції, яка має важливе 
значення для контролю репродуктивного 
старіння [4]. Таким чином, зниження інтен-
сивності ОС в яєчниках є важливою умовою 
для уповільнення їх старіння і збереження 
репродуктивного здоров’я. Актуальним є 
пошук речовин, яким властивий антиокси-
дантний потенціал, для попередження по-
дальшого окиснювального пошкодження, 
пов’язаного із накопиченням АФК з віком. 
Для дослідження був використаний вітчизня-
ний препарат – цитрат германію, отриманий 

методом електроімпульсної нанотехнології 
[7], що виявляє антиоксидантні властивості, 
які сприяють покращенню імунобіологічних 
показників та фертильності, а також харак-
теризується екологічною безпекою, високою 
чистотою та біодоступністю [8–10]. 

Метою нашої роботи було оцінити  вплив 
цитрату германію на життєздатність клітин 
фолікулярного оточення ооцитів, стан про- та 
антиоксидантної системи  та функціональ-
но-метаболічну активність клітин-ефекторів 
запалення у самиць зрілих мишей.

МЕТОДИКА

Дослідження проводили на статевозрілих 
самицях мишей лінії Альбіно (молоді – віком 
6–8 тиж і масою 20–22 г; зрілі – віком 8–9 
міс і масою 30–34 г). При роботі дотримува-
лися Міжнародних принципів Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин Ради 
Європи (Страсбург, 1986). Водний розчин 
цитрату германію (ТОВ ”Нанотехнології і 
наноматеріали”, Київ, Україна), доводили до 
необхідного об’єму фізіологічним розчином 
(0,4 мл/20 г маси миші) і застосовували вну-
трішньоочеревинно в дозі 100 мг/кг, двічі: за 
48 та 24 год до початку експерименту.

Шляхи загибелі клітин оцінювали безпо
середньо після їх виділення  методом прижит-
тєвого подвійного забарвлення флуоресцент-
ними барвниками нуклеїнових кислот Хехст 
33342 і йодид пропідіуму («Sigma-Aldrich», 
США) [11]. Використовували відеосисте-
му передачі зображення на комп’ютер з 
люмінесцентного мікроскопа «Люмам И-1» 
(імерсійний об’єктив збільшення у 90 разів), 
аналізували не менше ніж 100 клітин. 

Інтенсивність процесів пероксидації 
ліпідів (ПОЛ) оцінювали за концентрацією в 
печінці кінцевих продуктів ПОЛ (малонового 
діальдегіду та інших альдегідів), що базу-
ється на їхній здатності взаємодіяти з 2-тіо-
барбітуровою кислотою (ТБК). Гомогенат 
печінки для проведення реакції отримували 
розтиранням 500 мг тканини в порцеляновій 
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ступці на льоду в 5 мл фосфатно-сольового 
буфера та  центрифугували при 4°С про-
тягом 7 хв при 12000g. Вміст реактивних 
продуктів 2-тіобарбітурувої кислоти (ТБК-
РП) у отриманих супернатантах визначали 
колориметричним методом [12] і виражали 
в наномолях МДА на 1 г тканини, викори-
стовуючи коефіцієнт молярного поглинання, 
який дорівнює 1,56 × 105моль-1∙см-1. Вміст 
відновленого глутатіону (ВГл) у супернатан-
тах гомогенізованої печінки визначали стан-
дартним спектрофотометричним методом із 
використанням реактиву Елмана [13]. Вміст 
церулоплазміну в сироватці крові оцінювали 
колориметричним методом Равіна [14] за 
допомогою тест-набору (ПрАТ «Реагент», 
Україна) згідно з інструкцією виробника та 
виражали в міліграмах на 1 л.

Киснезалежний метаболізм нейтрофіль-
них гранулоцитів вивчали у тесті з нітроси-
нім тетразолієм (НСТ) [15]. Функціональний 
стан нейтрофілів оцінювали також за даними 
напівкількісного лізосомально-катіонного 
тесту (ЛКТ) із розрахунком середнього ци-
тохімічного коефіцієнта (СЦК) [16].

Результати обробляли в програмі Graph
Pad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad 
Software, США). Після перевірки на нор-
мальність розподілу за критерієм Колмогоро-
ва-Смирнова статистичний аналіз проводили 
з використанням one-way ANOVA з подаль-
шим множинним порівнянням за тестом 
Ньюмана-Кеулса. У разі відсутності нормаль-
ного розподілу результатів для статистичного 
аналізу застосовували непараметричний тест 
Манна-Уітні. Відмінності вважали статис-
тично значущими при Р < 0,05. Результати 
виражали як M ± m (середнє ± стандартна 
похибка). 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Дослідження впливу цитрату германію на 
життєздатність ГК яєчників самиць зрілих 
мишей. Встановлено зменшення відсотка 
живих ГК у самиць зрілих мишей порівняно 

з молодими: 39,44 ± 1,8 щодо 69,33 ± 0,8% (Р 
< 0,05). Водночас посилювалася клітинна за-
гибель: зокрема, некроз 6,56 ± 0,5 щодо 2,0 ± 
0,4% (Р < 0,05); апоптоз 54,0 ± 1,3 щодо 28,67 ± 
0,6% (Р < 0,05) відповідно. Застосування 
цитрату германію суттєво покращувало 
життєздатність ГК: значно зростав відсоток 
живих клітин та зменшувалась їх загибель 
як за некротичним шляхом, так і за апопто-
тичним (рис. 1). 

Дослідження впливу цитрату германію 
на стан про- та антиоксидантної системи 
самиць зрілих мишей. При дослідженні ста-
ну ПОЛ у печінці зрілих мишей виявлено 
зростання вмісту ТБК-РП удвічі порівняно 
із контрольним значенням у молодих мишей 
(Р < 0,05; рис. 2). Введення цитрату германію 
знизило цей показник в 1,5 раза у тканині 
печінки (Р < 0,05).

Було досліджено функціональний стан 
системи антиоксидантного захисту у са-
миць зрілих мишей. Результати показали, 
що вміст ВГл у гомогенаті тканини печінки 
був дещо збільшеним (Р < 0,05). При цьому 
введення цитрату германію не викликало 
вірогідних змін цього показника у зрілих 
мишей (рис. 3).

Вміст іншого важливого компоненту ан-
тиоксидантної системи, церулоплазміну, в 
сироватці крові був зниженим (Р < 0,05). За 
допомогою цитрату германію вдалося збіль-
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Рис 1. Вплив цитрату германію на життєздатність гра-
нулярних клітин самиць зрілих мишей: 1 – контроль,  
2 – цитрат германію; I – живі, II – некроз, III – апоптоз.  
*Р < 0,05 відносно контролю
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шити його концентрацію  близько до значень, 
виявлених у молодих мишей (рис. 4).

Дослідження впливу цитрату германію 
на функціонально-метаболічну активність 
клітин-ефекторів запалення у самиць зрілих 
мишей. За допомогою НСТ-тесту визначали 
інтенсивність утворення АФК. Виявлено 
посилення функціонально-метаболічної ак-
тивності клітин-ефекторів запалення у зрілих 
мишей, про що свідчило підвищення відсо-
тка формазан-позитивних клітин до 43,33 ± 
3,59% порівняно з 23,83 ± 4,04% у молодих 
мишей. Застосування цитрату германію змен-

шувало генерування АФК у нейтрофілах, і 
цей показник знижувався до 30,67 ± 2,80%. 
При цьому був знижений ЦХП до 0,39 ± 
0,02% (порівняно з 0,31 ± 0,05% у молодих 
та 0,70 ± 0,08% у зрілих мишей).

За даними лізосомально-катіонного тесту 
у зрілих мишей також виявлено активацію 
синтезу лізосомальних факторів. Введення 
цитрату германію призводило до його при-
гнічення: знижувався ЦХП реакції на вміст 
катіонних білків – медіаторів запалення – з 
0,19 ± 0,02 (у зрілих мишей) до 0,09 ± 0,01 
(при введенні цитрату германію), у молодих 
цей показник становив 0,05 ± 0,01. Таким 
чином, застосування цитрату германію знач-
но зменшувало функціонально-метаболічну 
активність нейтрофілів периферичної крові, 
що, на наш погляд, є результатом прояву його 
антиоксидантних властивостей. Виявлено 
зниження життєздатності ГК самиць зрілих 
мишей, що характеризуються зменшенням 
кількості живих та збільшенням некротич-
них та апоптотичних ГК. Крім того, наші 
результати показали, що у зрілих мишей від-
бувається надлишкове утворення вторинних 
продуктів ПОЛ: ТБК-РП, переважну біль-
шість яких становить МДА. Саме останній 
вважають маркером ОС і ушкодження клітин. 
Він є мутагеном і має виражену цитотоксич-
ність, яка спричиняє зміни в структурі клі-

Рис 2. Вплив цитрату германію на вміст ТБК-реактивних 
продуктів  у печінці мишей: 1 – молоді миші (контроль), 
2 – зрілі миші, 3 – введення цитрату германію зрілим ми-
шам. *Р < 0,05 відносно контролю; **Р < 0,05 відносно 
значень у зрілих мишей

Рис 3. Вплив цитрату германію на вміст відновленого 
глутатіону в печінці мишей: 1 – молоді миші (контроль), 
2 – зрілі миші, 3 – введення цитрату германію зрілим 
мишам. *Р < 0,05 відносно контролю

Рис 4. Вплив цитрату германію на вміст церулоплазміну 
в сироватці крові мишей: 1 – молоді миші (контроль), 2 – 
зрілі миші, 3 – введення цитрату германію зрілим мишам. 
*Р < 0,05 відносно контролю; **Р < 0,05 відносно значень 
у зрілих мишей

Коригуючий вплив цитрату германію на репродуктивну функцію самиць зрілих мишей
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тинної мембрани і здатна призводити до її 
розриву [17]. Отже, зростання концентрації 
МДА може бути однією з причин посилення 
некротичної загибелі ГК яєчників, яку було 
виявлено у зрілих мишей. Надлишкова гене-
рація кінцевих продуктів ПОЛ супроводжу-
валася порушенням антиоксидантної функції, 
зокрема, зниженням вмісту церулоплазміну. 
Можна припустити, що підвищене викори-
стання церулоплазміну під час видалення 
вільних радикалів призвело до виснаження 
його продукції. Водночас дослідження вміс-
ту ВГл, який є не менш важливим фактором 
антиоксидантної системи [18], навпаки, по-
казало незначне, але вірогідне підвищення 
його концентрації в тканині печінки (яка є 
основним органом продукції цієї сполуки). 
Літературні дані  щодо вікової динаміки 
окремих показників глутатіонової антиокси-
дантної системи досить суперечливі [6, 19–
21]. Порушення окисно-відновлювального 
балансу може бути однією з вагомих причин 
посилення апоптозу ГК, яке було виявлено у 
зрілих мишей. Наше припущення  підтвер-
джується дослідженнями інших авторів [4, 
19]. Вважають, що рівень  апоптозу ГК є од-
ним із показників життєздатності фолікулів 
та якості ооцитів і пов’язаний з результатами 
лікування безпліддя [19]. 

Нами встановлено також підвищений рі-
вень функціонально-метаболічної активності 
клітин-ефекторів запалення. Однак у деяких 
працях, навпаки, вказано, що фагоцитоз 
нейтрофілів і продукція супероксида з віком 
знижується [22]. Підвищення  метаболічної  
активності нейтрофілів є одним із проявів 
їх активації у відповідь на медіатори запа-
лення [23]. Причому джерело вивільнення 
запальних факторів під час старіння вважа-
ється багатофакторним [24]. Виявлена нами 
активація нейтрофілів може бути пов’язана 
з наявністю хронічного запалення, ймовір-
ність якого з віком зростає [25, 26], а також  
утворенням  аутоантитіл, які розпізнають 
внутрішньоклітинні компоненти нейтрофілів. 
У такому разі активація нейтрофілів чинить 

імунорегуляторний ефект, спрямований на 
зниження активації і проліферації Т-клітин, 
що є важливим для попередження розвитку 
аутоімунних захворювань та контролю ін-
тенсивності запального процесу [25]. Таким 
чином, підсумовуючи отримані результати 
можна констатувати, що підвищення продук-
ції АФК нейтрофілами разом з надлишковим 
утворенням продуктів ПОЛ та порушенням 
антиоксидантного захисту може спричинити 
пролонгацію та ускладнення запального про-
цесу, посилення ОС, що негативно впливає 
на функціонально-морфологічний стан ГК 
яєчників зрілих мишей.

У пошуках шляхів корекції вікових змін, 
які призводять до зниження репродуктивного 
потенціалу жінки, нами був використаний 
цитрат германію. Проведені дослідження 
засвідчують цитопротективний його вплив 
на життєздатність ГК, а також підтверджу-
ють антиоксидантні властивості. Останні 
проявляються у зменшенні продукції ПОЛ 
(за вмістом МДА – кінцевого продукту ПОЛ), 
певною мірою нормалізації вмісту ендоген-
них антиоксидантів та зниженні функціональ-
но-метаболічної активності клітин-ефекторів 
запалення. Зменшення некротичної загибелі 
ГК може бути одним із механізмів, який 
перериває одну із ланок «замкнутого» кола, 
яке підтримує запальний процес у яєчниках, 
і, таким чином, сприяє його послабленню. 
Покращення життєздатності ГК є важливим 
фактором, пов’язаним із функціональним ста-
ном фолікулів та якістю ооцитів, зважаючи 
на двобічний взаємозв’язок ооцитів та його 
фолікулярного оточення.

ВИСНОВКИ

Встановлено, що у самиць зрілих мишей 
знижується життєздатність та посилюється 
некротична та апоптотична загибель ГК 
яєчників. Підвищувався вміст ТБК-РП у тка-
нині печінки та зменшувався церулоплазмін 
у сироватці крові, що вказує на порушення 
з віком рівноваги між процесами ліпопе-
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роксидації та антиоксидантного захисту. 
Отримані результати показали позитивний 
вплив цитрату германію, спрямований на 
підвищення життєздатності ГК та поперед-
ження розвитку ОС у зрілих мишей, який 
вважається основним механізмом, що ле-
жить в основі старіння яєчників. Результати  
свідчать про перспективність застосування 
цього препарату для корекції вікових змін в 
яєчниках зрілих мишей та збереження репро-
дуктивного здоров’я.
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CORRECTIVE EFFECT OF GERMANIUM 
CITRATE ON THE REPRODUCTIVE 
FUNCTION OF FEMALE OLD MICE

O.O. Bogomoletz Institute of Physiology National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv; e-mail: grunay@i.ua

Fertility decreases with a woman’s age, which is primarily 
associated with a deterioration in the quality and a decrease in 
the number of oocytes. Oxidative stress is the most likely factor 
influencing the decline in oocyte competence. The study of the 
effect of drugs with antioxidant properties can be a successful 
strategy for preventive intervention to improve the reproduc-
tive potential of women, which is of great medical and social 
importance. The aim of this work was to evaluate the effect 
of Ge citrate, obtained by electropulse nanotechnology, on the 
viability of ovarian granulosa cells, the state of the pro- and 
antioxidant systems, and the metabolic activity of neutrophils 
in female old mice. The studies were carried out on mature 
females of the Albino line (young - at the age of 6-8 weeks, 
weighing 20-22 g; old - at the age of 8-9 months, weighing 
30-34 g). The results showed that in female aged mice, there 
was a decrease in viability and an increase in necrotic and 
apoptotic death of ovarian granulosa cells (GC). An increase 
in the content of the reactive products of 2-thiobarbituric acid 
in the liver tissue was revealed. With regard to antioxidant 
protection, a decrease in the level of ceruloplasmin in the blood 
serum was observed, however, the level of reduced glutathione 
in the liver homogenate was slightly increased. There was also 
an increase in the metabolic activity of neutrophils. The use of 

Ge citrate had a cytoprotective effect on the viability of GC, 
reducing their necrotic and apoptotic death. In addition, the 
effect of Ge citrate was accompanied by a significant decrease 
in lipid peroxidation, regulation of antioxidant protection, and 
a decrease in the functional activity of inflammatory effector 
cells, which was confirmed by a decrease in the activation of 
acid-independent and acid-independent metabolism of neu-
trophils in the peripheral blood of old mice. In addition, the 
effect of Ge citrate was accompanied by a significant decrease 
in lipid peroxidation, the regulation of antioxidant protection, 
and a decrease in the functional activity of inflammatory effec-
tor cells, which was confirmed by a decrease in the activation 
of oxygen-independent and oxygen-dependent metabolism 
of peripheral blood neutrophils in old mice. Thus, the results 
obtained in old female mice showed a positive effect of Ge 
citrate in preventing the development of oxidative stress, which 
is considered the main mechanism underlying ovarian aging.
Key words: reproductive aging; germanium citrate; granulosa 
cell viability; TBA-reactive products; reduced glutathione; 
ceruloplasmin.
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