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Ñ ïîìîùüþ Ca2+-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà õëîðòåòðàöèêëèíà (ÕÒÖ) èçó÷àëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ îñâîáîæäåíèÿ êàëüöèÿ è ïðîòåèíêèíàçû C (PKC) íà ñòèìóëèðîâàííîå
ïðîëàêòèíîì è GTP îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé, âûäåëåííûõ èç ÿè÷-
íèêîâ íà ñòàäèè æåëòîãî òåëà. Â áåñêàëüöèåâîé ñðåäå îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè
àêòèâàöèè ïðîëàêòèíîì (5 èëè 50 íã/ìë) ñíèæàëîñü ïðè îáðàáîòêå îîöèòîâ èíãèáèòîðîì IP3-ðåöåïòîðîâ
ãåïàðèíîì, íî íå çàâèñåëî îò èíãèáèðîâàíèÿ ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ðóòåíèåâûì êðàñíûì. Èíãèáè-
ðîâàíèå PKC íå âëèÿëî íà ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì îñâîáîæäåíèå Ca2+. GTP â îîöèòàõ ñâèíüè íå
àêòèâèðîâàë îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, èíãèáèòîðû êàëüöèåâûõ êàíàëîâ è PKC íå
âëèÿëè íà ýòîò ïðîöåññ. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è GTP íå îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîãî
îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî â îáðàáîòàííûõ è íå îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì PKC
îîöèòàõ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá àêòèâàöèè IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ ïðè äåéñò-
âèè ïðîëàêòèíà è îòñóòñòâèè âëèÿíèÿ íà êàëüöèåâûå ðåöåïòîðû GTP.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: GTP, ïðîëàêòèí, êàëüöèé, îîöèòû ñâèíüè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: PKC — ïðîòåèíêèíàçà C, ÕÒÖ — õëîðòåòðàöèêëèí, IP3 — èíîçè-
òîë-1,4,5-òðèôîñôàò.

Ïîäúåì êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíîãî êàëüöèÿ ÿâëÿåò-
ñÿ ôóíäàìåíòàëüíûì ìåõàíèçìîì êîíòðîëÿ çà ìíîãèìè
ôîðìàìè êëåòî÷íîé àêòèâíîñòè îò îïëîäîòâîðåíèÿ äî
ñìåðòè (Clapham, 1995; Thomas et al., 1996). Óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíîãî êàëüöèÿ ([Ca2+]in) ïðîèñõî-
äèò âñëåäñòâèå îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî. Îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
âî ìíîãèõ êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé (ñàðêî-
ïëàçìàòè÷åñêèé) ðåòèêóëóì. Àêòèâàöèÿ ðèàíîäèíîâûõ è
IP3-ðåöåïòîðîâ, ðàñïîëîæåííûõ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì
ðåòèêóëóìå, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè Ca2+ âî
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è óâåëè÷åíèþ åå â öèòîçîëå êëå-
òîê (Berridge, 2002). Â îîöèòàõ ñâèíåé èìåþòñÿ ðåöåï-
òîðû îáîèõ òèïîâ — IP3- è ðèàíîäèí-÷óâñòâèòåëüíûå
(Machaty et al., 1997). Äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ îñâîáîæäåíèÿ
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, âûçâàííîãî àêòèâàöèåé
IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ, øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ
ãåïàðèí (Ghosh et al., 1988), à äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ ðèàíî-
äèí-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ íàðÿäó ñ äðóãèìè èíãè-
áèòîðàìè èñïîëüçóåòñÿ ðóòåíèåâûé êðàñíûé (Yue et al.,
1995).

Â îäíèõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðîâ
ïðîëàêòèíà íå ñòèìóëèðóåò ìåòàáîëèçì ôîñôîèíîçèòè-
äîâ (Gertler, Friesen, 1986), â òî æå âðåìÿ â äðóãèõ îòìå-
÷àþò, ÷òî ïðè äåéñòâèè ïðîëàêòèíà â êëåòêàõ íà êîðîò-
êîå âðåìÿ óâåëè÷èâàåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ IP3 (Ratovondra-

hona et al., 1998). Åñòü äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá
àêòèâàöèè ïðîòåèíêèíàçû C (PKC) ïðè äåéñòâèè ïðîëàê-
òèíà, íàïðèìåð, â êëåòêàõ ìîëî÷íîé æåëåçû ìûøè (Ba-
nerjee, Vonderhaar, 1992).

GTP â êëåòêàõ ïå÷åíè ñòèìóëèðóåò îñâîáîæäåíèå
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, âûçâàííîå IP3 (Dawson
et al., 1986; Thomas, 1988). Â òî æå âðåìÿ â ìèêðîñîìàõ
èç êëåòîê îêîëîóøíîé æåëåçû è â ïåðìåàáèëèçîâàííûõ
êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû N1E-115 GTP âûçûâàë îñâîáîæ-
äåíèå Ca2+ èç íåìèòîõîíäðèàëüíûõ äåïî ñàì ïî ñåáå
äàæå â îòñóòñòâèå IP3 (Gill et al., 1986; Henne, Soling,
1986). Êðîìå òîãî, ñóùåñòâóåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
GTP ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü ñâÿçü ìåæäó IP3-íå÷óâñòâè-
òåëüíûìè è IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè
äåïî Ca2+ (Mullaney et al., 1987).

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ èíãè-
áèòîðîâ ðèàíîäèíîâûõ è IP3-ðåöåïòîðîâ, à òàêæå PKC íà
îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ
ñâèíüè ïðè èõ àêòèâàöèè ïðîëàêòèíîì è GTP.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàëè ÿè÷íèêè ñâèíåé ïîðîäû ëàíäðàñ íà
ñòàäèè æåëòîãî òåëà áåç âèäèìîé ïàòîëîãèè. Â ÿè÷íèêàõ
ñ ïîìîùüþ ëåçâèÿ ðàçðåçàëè ôîëëèêóëû äèàìåòðîì

2 0 0 7 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 49, ¹ 8

685



3—6 ìì è îñâîáîæäàëè îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû.
Âûäåëåíèå îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìïëåêñîâ ïðîèçâîäèëè
â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå. Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè
îîöèòû îêðóãëîé ôîðìû ñ òîíêîãðàíóëèðîâàííîé îîï-
ëàçìîé è ðàâíîìåðíîé ïî øèðèíå çîíîé ïåëëþöèäà. Âû-
äåëåííûå îîöèòû èíêóáèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàííîé
èíêóáàöèîííîé ñðåäå Äþëüáåêêî, ñîäåðæàùåé 36 ìã/ë
ïèðóâàòà Na, 1 ã/ë ãëþêîçû è íå ñîäåðæàùåé CaCl2.

Î êîíöåíòðàöèè Ca2+ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðò-
ìåíòàõ ñóäèëè ïî ôëóîðåñöåíöèè õëîðòåòðàöèêëèíà
(ÕÒÖ), êîòîðàÿ çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà Ca2+, ñâÿçàííîãî ñ
âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî (Engelmann et al., 1990). Ïåðåä
ïðîâåäåíèåì èçìåðåíèé îîöèòû î÷èùàëè îò êëåòîê êó-
ìóëþñà è îîöèòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè
37 °Ñ â èíêóáàöèîííîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 40 ìêÌ ÕÒÖ.
Ïîñëå ýòîãî êëåòêè 3 ðàçà îòìûâàëè â èíêóáàöèîííîé
ñðåäå è ïåðåíîñèëè íà ñïåöèàëüíîå êâàðöåâîå ñòåêëî ñ
ÿ÷åéêàìè îáúåìîì 0.05 ìë. Çàâèñèìóþ îò Ca2+ ôëóîðåñ-
öåíöèþ ÕÒÖ â îîöèòàõ ðåãèñòðèðîâàëè â ñðåäå Äþëü-
áåêêî.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çîíäà ÕÒÖ èçìåðÿëè
ñ ïîìîùüþ ôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêè, ñîñòîÿùåé
èç ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà, ñíàáæåííîãî ðòóò-
íîé ëàìïîé ïîñòîÿííîãî òîêà ÄÐØ-250-3, íåîáõî-
äèìûìè ñâåòîôèëüòðàìè è ôîòîìåòðè÷åñêîé íàñàäêîé
ÔÌÝË-1À. Êîìïëåêñ, îáðàçóþùèéñÿ ìåæäó ÕÒÖ è ñâÿ-
çàííûì ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè ìåìáðàíàìè Ca2+, âîç-
áóæäàëè ñâåòîì 380—400 íì, ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñòðè-
ðîâàëè â îáëàñòè 530 íì. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
èçìåðÿëè â óñë. åä. Äëèòåëüíîñòü âîçäåéñòâèÿ óëüòðàôè-

îëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ íà îîöèòû ïðè ïðîâåäåíèè èçìåðå-
íèé íå ïðåâûøàëà 5 ñ.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå âåùåñòâà: èíêó-
áàöèîííóþ ñðåäó Äþëüáåêêî, èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû
C Ro 31-8220, èíãèáèòîð IP3-ðåöåïòîðîâ ãåïàðèí è äèãè-
òîíèí (Sigma, ÑØÀ); èíãèáèòîð ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ ðóòåíèåâûé êðàñíûé (Merck); GTP è GDP (Reanal,
Âåíãðèÿ); ãèïîôèçàðíûé áû÷èé ïðîëàêòèí (20 ÌÅ/ìã;
Èíñòèòóò ýíäîêðèíîëîãèè, Ìîñêâà). Â ýêñïåðèìåíòàõ
ïðèìåíÿëè ðåàêòèâû â ñëåäóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ: Ro
31-8220 — 10 íã/ìë, ãåïàðèí — 0.1—10.0 ìã/ìë, äèãèòî-
íèí — 4 ìêÌ, ðóòåíèåâûé êðàñíûé — 200 ìêÌ, GTP —
10 ìêÌ, GDP — 100 ìêÌ, ïðîëàêòèí — 5 è 50 íã/ìë.
Âðåìÿ îáðàáîòêè îîöèòîâ ñîñòàâëÿëî 10 ìèí ïðè 37 °Ñ.
Ro 31-8220 ðàñòâîðÿëè â äèìåòèëñóëüôîêñèäå, à îñòàëü-
íûå âåùåñòâà ðàçâîäèëè â ñðåäå Äþëüáåêêî.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäíèõ çíà-
÷åíèé äëÿ 4—5 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Ðåçóëüòàòû âëèÿíèÿ èíãèáèòîðà IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ
ðåöåïòîðîâ ãåïàðèíà íà ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì
îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ
ñâèíåé, âûäåëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ íà ñòàäèè æåëòîãî
òåëà, ïîêàçàíû íà ðèñ. 1. Äîáàâëåíèå ê îîöèòàì ïðîëàê-
òèíà â êîíöåíòðàöèè 5 èëè 50 íã/ìë âûçûâàëî îñâîáîæ-
äåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îáðàáîòêà îîöèòîâ
ãåïàðèíîì è ïîñëåäóþùåå äåéñòâèå íà íèõ ïðîëàêòèíà â
êîíöåíòðàöèè 5 èëè 50 íã/ìë èíãèáèðîâàëè îñâîáîæäå-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ íà
ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðè-

êëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëü (íåîáðàáîòàííûå îîöèòû), 2 — îáðàáîòêà
ïðîëàêòèíîì, 3 — äåéñòâèå èíãèáèòîðà IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ
ãåïàðèíà (0.1 ìã/ìë), 4 — 0.1 ìã/ìë ãåïàðèíà ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé
ïðîëàêòèíîì, 5 — 1.0 ìã/ìë ãåïàðèíà, 6 — 1.0 ìã/ìë ãåïàðèíà ñ ïîñëåäó-
þùåé îáðàáîòêîé ïðîëàêòèíîì, 7 — 10.0 ìã/ìë ãåïàðèíà, 8 — 10.0 ìã/ìë
ãåïàðèíà ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ïðîëàêòèíîì. Ïî âåðòèêàëè — èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä. à, á — â ïðèñóòñòâèè 5 è
50 íã/ìë ïðîëàêòèíà ñîîòâåòñòâåííî. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó 1 è 2 (à, á) äîñòî-
âåðíû ïðè P < 0.05. Çäåñü è íà ðèñ. 2—4 ïðåäñòàâëåíû èçìåíåíèÿ Ca2+,

ïîëó÷åííûå â 4—5 ýêñïåðèìåíòàõ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ íà ñòè-
ìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëå-

òî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëü (íåîáðàáîòàííûå îîöèòû), 2 — ñòèìó-
ëÿöèÿ ïðîëàêòèíîì, 3 — äåéñòâèå èíãèáèòîðà ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ ðóòåíèåâîãî êðàñíîãî (ÐÊ, 200 ìêÌ), 4 — äåéñòâèå ÐÊ ñ ïîñëåäóþ-
ùåé îáðàáîòêîé ïðîëàêòèíîì. Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä. à, á — â ïðèñóòñòâèè 5 è 50 íã/ìë ïðîëàêòèíà
ñîîòâåòñòâåííî. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó 1 è 2 (à, á) è ìåæäó 3 è 4 (à, á) äîñòîâåð-

íû ïðè P < 0.05.



íèå Ca2+ èç äåïî. Èíãèáèðóþùèé ýôôåêò áûë âûðàæåí
ïðè âñåõ èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ ãåïàðèíà — îò
0.1 äî 10.0 ìã/ìë (ðèñ. 1, à, á).

Äàííûå î âëèÿíèè èíãèáèòîðà ðèàíîäèíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ ðóòåíèåâîãî êðàñíîãî íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé ïðè èõ àêòèâàöèè
ïðîëàêòèíîì ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðàöèè 5 íã/ìë (ðèñ. 2, à) ïðåä-
âàðèòåëüíîå èíãèáèðîâàíèå ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ñ
ïîìîùüþ ðóòåíèåâîãî êðàñíîãî (200 ìêÌ) íå îêàçûâàëî
âëèÿíèÿ íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
îîöèòîâ. Òàêîé æå ýôôåêò ðóòåíèåâîãî êðàñíîãî íà
îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî áûë îòìå-
÷åí ïðè äåéñòâèè ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë
(ðèñ. 2, á).

Âëèÿíèå GTP íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 3. Âíåñåíèå

íóêëåîòèäà â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ íå âûçûâàëî îñâî-
áîæäåíèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Òàêæå íå
âëèÿëè íà Ca2+ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îáðàáîòêà îîöè-
òîâ èíãèáèòîðàìè ðóòåíèåâûì êðàñíûì èëè ãåïàðèíîì è
ïîñëåäóþùåå âîçäåéñòâèå íà ýòè îîöèòû GTP.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû äàííûå î âëèÿíèè èíãèáèòî-
ðà PKC Ro 31-8220 (10 íã/ìë) íà ñòèìóëèðîâàííîå ïðî-
ëàêòèíîì è GTP îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî îîöèòîâ ñâèíåé. Âèäíî, ÷òî ïðîëàêòèí (5 è
50 íã/ìë) â îòëè÷èå îò GTP (10 ìêÌ) ñòèìóëèðóåò îñâî-
áîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ. Ïðè
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè GTP è ïðîëàêòèíà (5 è 50 íã/ìë)
äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî íå áûëî. Âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè ñ îîöèòà-
ìè ñîåäèíåíèÿ Ro 31-8220 ïðèâîäèëî ê îñâîáîæäåíèþ
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, à ïîñëåäóþùàÿ àêòèâà-
öèÿ îîöèòîâ ïðîëàêòèíîì (5 è 50 íã/ìë) èëè GTP íå âû-
çûâàëà äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ca2+. Íå áûëî
äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ è ïîñëå ñîâìåñòíî-
ãî äåéñòâèÿ GTP è ïðîëàêòèíà íà îáðàáîòàííûå èíãèáè-
òîðîì PKC îîöèòû.

Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî íà ñòàäèè æåëòîãî òåëà ñêîðîñòü ðîñòà
ôîëëèêóëîâ ñâèíåé çàìåäëÿåòñÿ. Â íèõ ïðîèñõîäèò èç-
ìåíåíèå ñïåêòðà âçàèìîäåéñòâóþùèõ ãîðìîíîâ è èõ
êîíöåíòðàöèé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî àêòèâèðóþòñÿ ïðîöåññû
àòðåçèè (Guthrie, Garrett, 2001). Êàê îäíà èç ñîñòàâëÿþ-
ùèõ ýòîãî ïðîöåññà èçìåíÿåòñÿ è [Ca2+]in (Fortune, 1994).
Â îîöèòàõ ñâèíåé ïðè èññëåäîâàíèè âíóòðèêëåòî÷íûõ
Ca2+-îñâîáîæäàþùèõ ìåõàíèçìîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
âíóòðèêëåòî÷íûå äåïî êàëüöèÿ ñîñòîÿò èç äâóõ îòäåëü-
íûõ ïóëîâ — ÷óâñòâèòåëüíûõ è íå÷óâñòâèòåëüíûõ ê IP3

(Machaty et al., 1997). Ìåæäó ýòèìè äâóìÿ òèïàìè âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî â îîöèòàõ ìîæåò ïðîèñõîäèòü îáìåí
êàëüöèÿ. Ðåçóëüòàòîì ýòîãî îáìåíà ÿâëÿåòñÿ ëîêàëüíîå
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ,
êîòîðîå îáåñïå÷èâàåò ïðîõîæäåíèå ìíîãèõ Ca2+-çàâèñè-
ìûõ ïðîöåññîâ, â òîì ÷èñëå è ñîçðåâàíèå îîöèòîâ, à òàê-
æå ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà (Voronina, Wessel, 2003).

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îîöèòàõ ñâèíüè, âûäå-
ëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ íà ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà,
ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ýêçîãåííûõ GTP è ïðîëàêòèíà
ïðîèñõîäèò äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî (Äåíèñåíêî, Êóçüìèíà, 2005). GTP è
ïðîëàêòèí â îîöèòàõ àêòèâèðóþò îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç
ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî: GTP — èç ðèàíî-
äèí-÷óâñòâèòåëüíîãî, ïðîëàêòèí — èç IP3-÷óâñòâèòåëü-
íîãî. Êðîìå òîãî, ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî GTP ìîæåò ìîäè-
ôèöèðîâàòü âíóòðèêëåòî÷íîå äåïî ñ ïîìîùüþ öèòîñêå-
ëåòà, îáåñïå÷èâàÿ òàêèì îáðàçîì ïåðåìåùåíèå Ca2+

ìåæäó IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè è IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûìè
äåïî (Hajnoczky et al., 1994).

Äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç äåïî ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè GTP è ïðîëàêòèíà ïðîèñõîäèò òîëü-
êî â ïðèñóòñòâèè àêòèâíîé PKC. È õîòÿ PKC àêòèâèðó-
åòñÿ ïðîëàêòèíîì â îáåèõ èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ,
òîëüêî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè GTP è ïðîëàêòèíà â
êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë âîçíèêàåò äîïîëíèòåëüíûé âû-
õîä Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïî-âèäèìîìó, êîí-
öåíòðàöèîííàÿ ðàçíèöà â äåéñòâèè ïðîëàêòèíà ñâÿçàíà ñ
àêòèâàöèåé ðàçëè÷íûõ ðåöåïòîðîâ âíóòðè êëåòêè. Ïðî-
ëàêòèí â êîíöåíòðàöèè 5 íã/ìë àêòèâèðóåò IP3-÷óâñòâè-

Âëèÿíèå èíãèáèðîâàíèÿ ðèàíîäèíîâûõ è IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ 687

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ðèàíîäèíîâûõ è IP3-ðåöåïòîðîâ
íà ñòèìóëèðîâàííîå GTP (10 ìêÌ) îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóò-

ðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëü (íåîáðàáîòàííûå îîöèòû), 2 — îáðàáîòêà
GTP, 3 — äåéñòâèå èíãèáèòîðà ðèàíîäèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ðóòåíèåâîãî
êðàñíîãî (ÐÊ, 200 ìêÌ), 4 — äåéñòâèå ÐÊ ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé
GTP, 5 — äåéñòâèå 1 ìã/ìë ãåïàðèíà, 6 — òî æå ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîò-
êîé GTP. Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû C (Ro 31-8220) íà
ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì è GTP îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç

âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëü (íåîáðàáîòàííûå îîöèòû); 2, 3 — àêòèâà-
öèÿ ïðîëàêòèíîì â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è 50 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî; 4 —
10 ìêÌ GTP; 5, 6 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå GTP è ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðà-
öèÿõ 5 è 50 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî; 7 — äåéñòâèå 10 íã/ìë Ro 31-8220; 8,
9 — òî æå ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ïðîëàêòèíîì â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è
50 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî; 10 — äåéñòâèå 10 íã/ìë Ro 31-8220 ñ ïîñëåäó-
þùåé îáðàáîòêîé GTP; 11, 12 — 10 íã/ìë Ro 31-8220 è ïîñëåäóþùåå ñî-
âìåñòíîå äåéñòâèå GTP è ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è 50 íã/ìë ñîîò-
âåòñòâåííî. Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ,
óñë. åä. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó 1 è 7 äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001, ìåæäó 1 è 2 è

ìåæäó 1 è 3 ïðè P < 0.05.



òåëüíûå ðåöåïòîðû, â òî âðåìÿ êàê ïðîëàêòèí â êîíöåíò-
ðàöèè 50 íã/ìë — åùå è IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûå (Äåíèñåí-
êî, Êóçüìèíà, 2005). Ïîõîæåå äåéñòâèå îòìå÷åíî è íà
äðóãèõ îáúåêòàõ, â êîòîðûõ PKC èíãèáèðîâàëà îñâîáîæ-
äåíèå Ca2+ èç äåïî, âûçâàííîå ñòèìóëÿöèåé IP3-ðåöåïòî-
ðîâ (Bird et al., 1993; Sipma et al., 1996).

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ âîçìîæíîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî è ïå-
ðåìåùåíèÿ Ca2+ ìåæäó íèìè òðåáóþòñÿ îïðåäåëåííûå
óñëîâèÿ. Îäíèìè èç íèõ ÿâëÿþòñÿ àêòèâàöèÿ îáîèõ òè-
ïîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, à òàêæå ñïîñîáíîñòü îäíîãî
èç äåéñòâóþùèõ âåùåñòâ àêòèâèðîâàòü PKC áåç èíãèáè-
ðóþùåãî âëèÿíèÿ ïîñëåäíåé íà âûõîä èç äåïî Ca2+.

Âî âðåìÿ ëþòåàëüíîé ôàçû ó ñâèíåé ôîëëèêóëÿðíîå
ðàçâèòèå èíãèáèðóåòñÿ è ôîëëèêóëû íå ðàçâèâàþòñÿ äî
ðàçìåðà áîëüøå 5—6 ìì â äèàìåòðå, õîòÿ ôîëëèêóëÿð-
íàÿ âîëíà, ñòèìóëèðóþùàÿ ðàçâèòèå ôîëëèêóëîâ, ïðè-
ñóòñòâóåò è â ýòî âðåìÿ (Mariscal et al., 1998). Èíãèáèðî-
âàíèå ðîñòà ôîëëèêóëîâ ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî ðàç-
ëè÷íûìè ôàêòîðàìè, îäíèì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ
ñíèæåíèå [Ca2+]in (Magnelli et al., 1994; Jayadev et al.,
1999). Ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ [Ca2+]in ìîæåò ÿâëÿòüñÿ óìå-
íüøåíèå åãî âûõîäà èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè GTP è ïðîëàêòèíà â îîöèòàõ, âûäå-
ëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ íà ñòàäèè æåëòîãî òåëà, íå îòìå÷àëè
äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ca2+ èç äåïî. Â îîöèòàõ
íà ýòîé ñòàäèè ïðîëàêòèí àêòèâèðóåò PKC è, êðîìå ýòî-
ãî, IP3-÷óâñòâèòåëüíûå ðåöåïòîðû. Êàê óæå ãîâîðèëîñü,
PKC èíãèáèðóåò îñâîáîæäåíèå Ca2+, âûçâàííîå ñòèìóëÿ-
öèåé IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ. Ýòî ìîæåò áûòü
îäíîé èç ïðè÷èí, îãðàíè÷èâàþùèõ âûõîä Ca2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ. Äðóãîé âîçìîæíîé ïðè÷è-
íîé ìîæåò áûòü îòñóòñòâèå âëèÿíèÿ GTP íà îñâîáîæäå-
íèå Ca2+. Â îîöèòàõ, âûäåëåííûõ èç ÿè÷íèêîâ íà ñòàäèè
ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà, GTP âûçûâàåò îñâîáîæäåíèå
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è, êàê ïðåäïîëàãàåòñÿ,
ñïîñîáñòâóåò îáìåíó Ca2+ ìåæäó äåïî. Âñå ýòî, ïî-âèäè-
ìîìó, ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ êîíöåíòðàöèè Ca2+

âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è ñîîòâåòñòâåííî [Ca2+]in è ÿâ-
ëÿòüñÿ îäíîé èç ïðè÷èí, âûçûâàþùèõ òîðìîæåíèå ðîñòà
ôîëëèêóëîâ â ÿè÷íèêàõ íà ñòàäèè æåëòîãî òåëà.
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INFLUENCE OF RYANODINE AND INOSITOL TRISPHOSPHATE RECEPTORS

INHIBITIONS ON Ca2+ EXIT FROM INTRACELLULAR STORES

OF PORCINE OOCYTES STIMULATED BY PROLACTIN AND GTP

V. Yu. Denisenko, T. I. Kuzmina1

All-Russian Research Institute of Farm Animal Genetics and Breeding, St. Petersburg—Pushkin; 1 e-mail: tkuzmina@rol.ru

The influence of ryanodine and inositol triphosphate receptors inhibitors on Ca2+ exit from intracellular sto-
res of porcine oocytes stimulated by prolactin and GTP was investigated using fluorescent dye chlortetracycline.
Porcine oocytes were isolated from ovaries with yellow body. Ca2+ exit from intracellular stores of porcine
oocytes activated by prolactin (5 and 50 ng/ml) in calcium free medium was decreased after treatment of oocy-
tes by heparin (inhibitor of inositol triphosphate receptors) and was not changed after treatment of oocytes by
ruthenium red (inhibitor of ryanodine receptors). Inhibition of protein kinase C did not affect on the Ca2+ exit
stimulated by prolactin. GTP did not stimulate Ca2+ exit from intracellular stores of pig oocytes, and inhibitors
of both calcium channels and proteinkinase C had no influence on this process. The joint action of prolactin and
GTP did not result in additional Ca2+ exit from intracellular stores of oocytes after both pretreatment and untre-
atment by the inhibitor of protein kinase C. The data obtained testify to activation of IP3-sensitive receptors un-
der effect of prolactin and in the absence of GTP influence on these receptors.

K e y w o r d s: prolactin, GTP, calcium, pig oocytes.
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