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На модели экспериментального системного иммунокомплексного повреждения (индуцированного
длительной иммунизацией мышей линии СВА бычьим сывороточным альбумином (БСА)) нами
исследовано влияние этилметилгидроксипиридин сукцината (ГС, препарат “Мексидол”) на мейо-
тическое созревание ооцитов, степень повреждения ДНК, а также экспрессию в кумулюсных клет-
ках генов гремлина 1 (Grem1), гиалуронансинтазы 2 (HAS2) и циклооксигеназы 2 (COX2), которые,
согласно современным данным, играют критически важную роль в оогенезе и могут характеризо-
вать качество ооцитов. Использование ГС оказывало протективный эффект на морфо-функцио-
нальное состояние клеток яичников. Введение ГС ослабляло генотоксический стресс, индуциро-
ванный БСА, что проявлялось в уменьшении числа кумулюсных клеток с сильным повреждением
ДНК. Отмечено усиление экспрессии исследованных генов: увеличение количества мРНК COX2 –
в 1.61 раз и Grem1 – в 1.47 раз. Выявлено также увеличение содержания транскриптов гена HAS2 в
1.38 раз, однако эти значения не были статистически достоверными. Данные изменения положи-
тельно сказывались на мейотическом созревании ооцитов: наблюдалось существенное увеличение
их количества на стадиях метафазы I и II. Таким образом, мы полагаем, что ГС может быть исполь-
зован с терапевтической целью при заболеваниях иммунокомплексного генеза.
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ВВЕДЕНИЕ
Повреждения, опосредованные иммунными

комплексами (ИК) являются важной составной
частью многокомпонентного патологического
процесса при аутоиммунных, аллергических,
воспалительных и инфекционных заболевани-
ях. Нами показано (Shepel et al., 2016), что ин-
тенсивное воздействие антигенного стимула
при иммунизации мышей бычьим сывороточ-
ным альбумином (БСА) вызывает в организме
системный патологический процесс иммуноком-
плексного генеза, который сопровождается актива-
цией клеточного и гуморального звеньев иммунной
системы, увеличением уровня ИК в сыворотке кро-
ви и усилением их фиксации в поврежденных тка-
нях. При этом выявлено расстройство функций
яичников, повреждение морфо-функционального

состояния овариальных клеток (Shepel et al., 2016).
Известно, что ИК являются сильными активато-
рами клеток эффекторов, которые вырабатывают
большое количество провоспалительных факто-
ров, в том числе и активных форм азота и кисло-
рода (АФК) (Шмагель, Черешнев, 2009; Bosques,
Manning, 2016; Mahajan et al., 2016). Нами установ-
лено, что в условиях иммунокомплексной пато-
логии усиливалась генерация АФК, таких как су-
пероксид радикал (Sribna et al., 2016). Чрезмерная
активация клеток-эффекторов воспаления, увели-
чение продукции биологически активных веществ
(включая АФК) на фоне недостаточной антиокси-
дантной защиты клеток является одним из важных
патогенетических механизмов повреждения тка-
ней (Jancar, 2005; Шмагель, Черешнев, 2009;
Bosques, Manning, 2016; Mahajan et al., 2016), кото-
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рый также может быть задействован в развитие
овариальной дисфункции в условиях иммуно-
комплексной патологии.

Ранее показано, что использование препара-
тов, проявляющих антиоксидантные свойства, к
которым относится “Мексидол” (этилметилгид-
роксипиридин сукцинат, ГС), оказывает положи-
тельный эффект на функциональное состояние
миометрия матки мышей на фоне иммунизации
БСА (Lytvynenko et al., 2014). Учитывая вышеска-
занное, является актуальным дальнейшее иссле-
дование влияния ГС в условиях системной патоло-
гии иммунокомплексного генеза для возможной
коррекции овариальной дисфункции, сопровож-
дающейся нарушением оогенеза и, как следствие,
ухудшением качества ооцитов. В связи с этим це-
лью нашей работы было: используя модель экспе-
риментального системного иммунокомплексного
повреждения, изучить действие ГС на мейотиче-
ское созревание ооцитов мышей, оценить целост-
ность генома (степень повреждения ДНК), а также
изменение экспрессии генов гремлина 1 (Grem1),
гиалуронансинтазы 2 (HAS2) и циклооксигеназы
(COX2) в кумулюсных клетках. Согласно современ-
ным данным исследуемые гены играют важную
роль во время оогенеза и могут характеризовать ка-
чество ооцитов (McKenzie et al., 2004; Shepel et al.,
2016; Scarica et al., 2019).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводили на половозрелых сам-

ках мышей линии СВА (6–8 недель, массой 18–20 г)
вивария Института физиологии им. А.А. Богомоль-
ца НАН Украины. Модель системного хрониче-
ского патологического процесса иммуноком-
плексного генеза воспроизводили с помощью им-
мунизации мышей БСА (“Sigma-Aldrich”, США) в
течение 6 недель внутривенно раз в неделю по
схеме: 1-я неделя введения 150 мг БСА/кг; 2-я –
175 мг/кг; 3-я – 200 мг/кг; 4-я – 225 мг/кг; 5-я –
250 мг/кг; 6-я – 275 мг/кг массы мыши. Введение
ГС (препарат “Мексидол”, “Фармасофт”, Россия)
иммунизированным мышам в дозе 100 мг/кг про-
водили внутрибрюшинно раз в неделю согласно
схемы иммунизации. Контрольным мышам вво-
дили физиологический раствор. На 7-е сут после
последней иммунизации животных подвергали
эфирному наркозу и выделяли яичники для даль-
нейших исследований.

Для оценки мейотического созревания ооци-
тов из яичников стерильно выделяли зрелые фол-
ликулы и подсчитывали их количество. Кумулюс-
но-ооцитарные клеточные комплексы культиви-
ровали в термостате при 37°С в течение 20 ч в
среде ДМЕ с добавлением 5% эмбриональной те-
лячьей сыворотки. После 4 ч культивирования
подсчитывали количество ооцитов (в % от общего
числа), которые пребывали на стадии метафазы I

(растворение зародышевого пузырька), а после
20 ч – на стадии метафазы II (формирование пер-
вого полярного тельца).

Степень повреждения ДНК в кумулюсных
клетках мышей определяли методом щелочного
гель-электрофореза изолированных клеток (ме-
тод ДНК-комет – “DNA comet assay”) как описа-
но ранее (Shepel et al., 2018). Суть метода заключа-
ется в том, что при электрофорезе клеток в ага-
розном геле петли и фрагменты поврежденной
ДНК в электрическом поле вытягиваются по на-
правлению к аноду, что придает им вид комет.
Размеры хвоста ДНК-кометы положительно кор-
релируют со степенью повреждения ДНК (Heaton
et al., 2002; Sorochinska, Mikhailenko, 2008; Collins
et al., 2014). Электрофорез препаратов (после их
стабилизации в течение 20 мин в щелочном элек-
трофоретическом буфере) проводили с помощью
прибора Multiphor II (“LKB”, Швеция) при на-
пряжении 24 В и силе тока 100 мА в течение
30 мин. Анализ ДНК-комет на электрофореграм-
мах, окрашенных флуоресцентным красителем
DAPI (4',6-диамидин-2 фенилиндол; “Sigma-Al-
drich”, США) осуществляли визуально, используя
люминесцентный микроскоп ЛЮМАМ И-1 (Рос-
сия) и видеосистему передачи изображения на
компьютер при использовании водно-иммерси-
онного объектива (×85). Применяли полуколиче-
ственный метод оценки интенсивности окраски
и длины хвостов комет, на каждом микропрепа-
рате анализировали не менее 100 отдельно распо-
ложенных ДНК-комет. Их разделяли по обще-
признанной классификации на 5 классов с соот-
ветствующим числовым значением от 0 до 4, в
зависимости от соотношения ДНК в “голове” и
“хвосте” кометы (Collins, 2004). Степень повре-
ждения ДНК при этом определяли как индекс
“ДНК-комет” (Ідк), который вычисляли по фор-
муле: Ідк = (0n0 + 1n1 + 2n2 + 3n3 + 4n4)/∑, где n0–n4 –
число ДНК-комет каждого типа, Σ – сумма под-
считанных ДНК-комет (Sorochinska, Mikhai-
lenko, 2008).

Определение экспрессии мРНК проводили ме-
тодом полимеразной цепной реакции с обратной
транскрипцией (ОТ-ПЦР). Тотальную мРНК по-
лучали из кумулюсных клеток с помощью набора
Trizol RNA-prep (“Isogen”, Россия). Для обратной
транскрипции использовали FirstStrand cDNA
Synthesis Kit (“Fermentas”, Литва). Полученную
одноцепочечную кодирующую ДНК кумулюсных
клеток использовали для проведения ПЦР с при-
менением специфических праймеров (табл. 1).
ПЦР проводили с использованием термоциклера
GeneAmp PCR Systems 2700 (“Applied Biosystems”,
США). Полученные ПЦР-продукты затем были
оценены с помощью электрофореза в 2.5% ага-
розном геле, содержащем этидиум бромид. Визу-
ализация и оценка яркости были выполнены с
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применением трансиллюминатора и программ-
ного обеспечения ViTran (“Биоком”, Россия).

Для статистического анализа использовали
программу GraphPad Prism version 5.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, California, USA).
После проверки распределения полученных ре-
зультатов на нормальность по тесту Колмогоро-
ва–Смирнова осуществляли однофакторный
дисперсионный анализ трех групп данных (не ме-
нее 6 мышей в каждой), используя one-way ANOVA
тест с дальнейшим множественным сравнением с
помощью критерия Ньюмена Кейлса. Результаты
выражали как M ± m (среднее ± стандартная
ошибка). Отличия считали статистически досто-
верными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее нами показано, что иммунизация мы-

шей БСА вызывала повреждение оогенеза (She-
pel et al., 2016). Наблюдалось уменьшение про-
цента ооцитов возобновивших мейоз (метафаза I)
и сформировавших первое полярное тельце (ме-
тафаза II). Введение ГС на фоне иммунизации
БСА положительно влияло на мейотическое со-
зревание ооцитов (рис. 1). Количество клеток на
стадии метафазы I увеличивалось от 72.0 ± 2.5%
(иммунизация БСА) до 82.7 ± 1.6% (введение ГС)
по сравнению с 86.9 ± 3.2% в контроле. Процент
ооцитов на стадии метафазы II возрастал от 31.9 ±
± 2.6% (в группе животных с БСА) до 47.0 ± 3.8%
(при действии ГС) по сравнению с 49.2 ± 3.9% в
контроле.

Хорошо известно, что развитие ооцитов тесно
связано с функциональным состоянием их фол-
ликулярного окружения, поэтому мы исследова-
ли целостность ДНК в кумулюсных клетках яич-
ников мышей, иммунизированных БСА, а также
животных, у которых иммунизация сопровожда-
лась введением ГС. Согласно данным метода
ДНК-комет в кумулюсных клетках фолликулов
увеличивалась степень повреждения ДНК. Введе-
ние чужеродного белка приводило к увеличению
количества разрывов молекулы ДНК, формирую-

щих в электрическом поле “хвост кометы”. Боль-
шинство комет относилась к 4-му классу, который
характеризует максимальное повреждение ДНК.
При этом цитотоксический индекс (Ідк – обще-
принятый интегральный показатель, учитываю-
щий изменения количества всех типов комет с
разной интенсивностью свечения, то есть степе-
нью повреждения ДНК) увеличивался в 4.8 раз,
что свидетельствует о развитии сильного гено-
токсического стресса. Введение ГС иммунизиро-
ванным мышам значительно снижало генотокси-
ческий стресс, способствуя уменьшению количе-
ства фолликулярных клеток с высоким уровнем
повреждения ДНК (от 55.9 ± 1.2% в группе БСА
до 21.4 ± 1.4% при введении ГС, в контроле было
5.4 ± 1.4%; р < 0.001), что подтверждалось сниже-
нием Ідк в 1.75 раз (рис. 2).

Как показано в предыдущих исследованиях
(Shepel et al., 2016), введение мышам БСА приво-
дило к снижению в кумулюсных клетках экспрес-
сии генов Grem1, HAS2 и COX2. По сравнению с

Таблица 1. Список праймеров, использованных для проведения ПЦР, и размер амплификата

Ген Последовательность праймеров (прямой, обратный) Размер амплификата, bp

Grem1 Прямой 5'-AAGGCACTTCCTGTTACTCTGC-3'
Обратный 5'-TACGACTGAGATGTCAGGGAGA-3'

256

HAS2 Прямой 5'-CCTCCAGTTAGTGTCTGGGTTC-3'
Обратный 5'-CTGTGCAGCTATTCCTGTGTTC-3'

409

COX2 Прямой 5'-GAAGGAACTCAGCACTGCATC-3'
Обратный 5'-CAGTCCGGGTACAGTCACACT-3'

213

GAPDH Прямой 5'-GGGTGTGAACCACGAGAAATATGA-3'
Обратный 5'-AGCACCAGTGGATGCAGGGATGAT-3'

240

Рис. 1. Мейотическое созревание ооцитов, выделен-
ных из яичников: 1) контрольных мышей; 2) мышей,
иммунизированных БСА и 3) при введении ГС имму-
низированным животным. По оси ординат – количе-
ство ооцитов на стадии метафазы I и II (в % от общего
количества культивированных ооцитов). * – р < 0.05
по отношению к контролю; # – р < 0.05 по отноше-
нию к иммунизации БСА.
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контрольными животными количество мРНК
HAS2 у иммунизированных было уменьшено в
2.21 раз, COX2 – в 1.76 и Grem1 – в 1.41 раз. В дан-
ной работе установлено, что после введения ГС
наблюдалось увеличение уровня мРНК COX2 – в
1.61 раз и Grem1 – в 1.47 раз (рис. 3, 4). Отмечено
также усиление экспрессии мРНК HAS2 в

1.38 раза, однако эти значения не были статисти-
чески достоверными.

ОБСУЖДЕНИЕ

Нами установлено, что иммунизация БСА вы-
зывала повреждение оогенеза, о чем свидетель-
ствовало уменьшение количества ооцитов, дости-
гающих стадии метафазы І и ІІ. Одной из причин
угнетения мейотического созревания являлось на-
рушение морфо-функционального состояния фол-
ликулярного аппарата, которое характеризовалось
значительным повреждением ДНК кумулюсных
клеток, развитием в них сильного генотоксическо-
го стресса. Как известно, сильное повреждение
ДНК приводит к гибели клеток, включая некроз,
который, в свою очередь, может усиливать воспа-
лительный ответ и повреждение органа. Кроме то-
го, под влиянием БСА (Shepel et al., 2016) происхо-
дило значительное снижение уровней мРНК
Grem1, HAS2 и COX2. Исследуемые гены играют
критически важную роль в фолликуло- и оогенезе,
в частности, участвуют в механизме формирова-
ния внеклеточного матрикса, необходимого для
процесса кумулюсного расширения, и, таким об-
разом, способствуют созреванию ооцита (McKenzie
et al., 2004; Assou et al., 2010). Известно, что HAS2
представляет собой фермент, ответственный за
синтез гиалуроновой кислоты, которая является
главной структурной основой кумулюсного вне-
клеточного матрикса (Assou et al., 2010). СОХ2 спо-
собствует кумулюсному расширению через индук-
цию продукции простагландина Е2 (PGE2). Мы-
ши, лишенные функциональной СОХ2, имеют
дефекты в овуляции, оплодотворении, имплан-
тации и децидуализации (McKenzie et al., 2004).
GREM1 селективно ингибирует сигнализацию
костного морфогенетического белка 15 (BMP 15) и

Рис. 2. Микрофотографии ДНК-комет, выполнен-
ные с помощью люминесцентного микроскопа
ЛЮМАМ И-1 (Россия) и видеосистемы передачи
изображения на компьютер при использовании вод-
но-иммерсионного объектива (×85). Окрашивание
красителем DAPI. (а) контроль: кумулюсные клетки
мышей с неповрежденной ДНК (классы 0–1). (б) вве-
дение БСА: клетки с сильным повреждением ДНК
(классы 3–4). (в) введение ГС животным, иммунизи-
рованным БСА (ДНК-кометы класса 0–1).

(а)

(б)

(в)

Рис. 3. Экспрессия генов Grem1, HAS2 и COX2 в ку-
мулюсных клетках: 1) контрольных мышей; 2) мышей,
иммунизированных БСА и 3) при введении ГС имму-
низированным животным. ** – р < 0.01, *** – р < 0.001
по отношению к контролю; # – р < 0.05, ## – р < 0.01
по отношению к иммунизации БСА.
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предотвращает преждевременную лютеинизацию
муральных гранулярных клеток, способствуя ку-
мулюсному расширению (Pangas et al., 2004).
Кроме того, экспрессия исследуемых генов на-
ходится под контролем паракринного ростового
фактора дифференцировки 9 (GDF9), который
секретируется ооцитом и играет многофункцио-
нальную роль в коммуникациях между клетками
гранулезы и ооцитами (Kim et al., 2019), в регуля-
ции дифференцировки и функции фолликуляр-
ных клеток. Таким образом, уровень транскрип-
тов данных генов-мишеней GDF9 в кумулюсных
клетках может отражать активность GDF9 и, как
итог, прогнозировать состояние ооцита (McKenzie
et al., 2004).

Используемый в данной работе ГС оказывал
протективное влияние на клетки фолликулярно-
го окружения ооцитов иммунизированных мы-
шей. Введение ГС значительно снижало степень
повреждения ДНК кумулюсных клеток, на что
указывало уменьшение Ідк и количества клеток с
сильно поврежденной ДНК. Анализ уровня экс-
прессии генов показал увеличение количества
мРНК HAS2, СОХ2 и Grem1 в клетках кумулюса.
Подобные изменения сопровождались улучше-

нием мейотического созревания ооцитов, как на
стадии метафазы І, так и метафазы II.

Положительный эффект ГС на морфо-функ-
циональное состояние клеток яичников мышей
может быть связан с его стимулирующим влияни-
ем на энергосинтезирующую функцию митохон-
дрий. Согласно литературным данным существу-
ет положительная корреляция между уровнем
АТФ в клетках кумулюса и числом ооцитов, до-
стигших метафазы II (Hsu et al., 2015). Наличие
такой корреляции позволяет предположить, что
уровень АТФ в кумулюсных клетках может быть
индикатором общего состояния здоровья связан-
ных с ними ооцитов. В исследованиях с использо-
ванием фармакологических ингибиторов показа-
но влияние соответствующего уровня метаболиз-
ма жирных кислот и АТФ в клетках кумулюса на
качество ооцита и последующее развитие здоро-
вого эмбриона. Липидный обмен обеспечивает
мощный источник энергии, и его важность во
время созревания ооцитов становится все более
очевидной (Dunning et al., 2014).

Протективный эффект ГС может быть также
обусловлен его антиоксидантным и мембраноста-
билизирующим действиями. БСА вызывает акти-
вацию клеток врожденного иммунитета, продук-

Рис. 4. Фореграмма результатов амплификации генов GADPH, Grem1, HAS2, COX2 в кумулюсных клетках при введе-
нии ГС мышам, иммунизированным БСА.
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цию ими провоспалительных цитокинов, а также
реактивных молекул, которые ведут к развитию
оксидативного стресса, нарушению биологиче-
ских свойств мембран, повреждению ДНК и кле-
точной функции. ГС ингибирует свободноради-
кальные процессы, активированные в условиях
иммунокомплексной патологии, нормализуя, та-
ким образом, баланс между продукцией свобод-
ных радикалов и системой их обезвреживания.
Однако для подтверждения данных предположе-
ний необходимы дальнейшие исследования.

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что ГС в использованной нами схеме
и дозе введения оказывает значительный протек-
тивный эффект на морфо-функциональное состо-
яние овариальных клеток и является перспектив-
ным для терапевтического использования при им-
мунокомплексных заболеваниях.
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The Effect of Ethylmethylhydroxypyridine Succinate (“Mexidol”) on Oocyte Meiotic 
Maturation, Genome Integrity, as Well as the Change in Gene Expression in Mouse 

Cumulus Cells under the Conditions of Systemic Immune Complex Damage
E. A. Kondratskaya1, *, N. G. Grushka1, T. Yu. Voznesenskaya1, and R. I. Yanchii1

1Bogomoletz Institute of Physiology, NAS of Ukraine, Bogomoletz ul. 4, Kyiv, 01024 Ukraine
*e-mail: elena-shepel@ukr.net

Using a model of experimental systemic immune complex damage (induced by long-term immunization of
CBA mice with bovine serum albumin (BSA)), we studied the effect of ethylmethylhydroxypyridine succi-
nate (HS, “Mexidol”) on oocyte meiotic maturation, the degree of DNA damage to follicular cells, as well as
gene expression of gremlin 1 (Grem1), hyaluronan synthase 2 (HAS2) and cyclooxygenase 2 (COX2) in cu-
mulus cells. According to modern data these genes play a critical role in oogenesis and can characterize oo-
cyte quality. HS administration had a protective effect on the morphological and functional state of ovarian
cells. The introduction of HS weakened the genotoxic stress induced by BSA, which was manifested in a de-
crease in the number of cumulus cells with severe DNA damage. The study revealed gene expression changes:
the number of COX2 mRNA was increased 1.61-fold and Grem1 mRNA – 1.47-fold. An increase in the con-
tent of HAS2 gene transcripts was also detected – 1.38-fold; however, this value was not statistically signifi-
cant. These changes had a positive effect on the meiotic maturation of oocytes: there was a significant in-
crease in their number at metaphase I and II stages. We believe that HS can be used for therapeutic purposes
in immune complex diseases.

Keywords: BSA immunization, oocyte meiotic maturation, genome integrity, gene expression, cumulus cells
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