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Ïðîëàêòèí (ÏÐË) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãèïîôèçàðíûõ ãîðìîíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â êîíòðîëå ôîëëèêóëî-
è îîãåíåçà ó ìëåêîïèòàþùèõ. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå áûëî èññëåäîâàíî in vitro ñîâìåñòíîå âëèÿíèå
ÏÐË (50 íã/ìë) è äèáóòèðèëüíîãî ïðîèçâîäíîãî öÀÌÔ (äáöÀÌÔ, 1 ìÌ) íà ñîçðåâàíèå îîöèòîâ è ìîð-
ôîôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå îêðóæàþùèõ èõ êóìóëþñíûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ÏÐË ïîëíîñòüþ ïî-
äàâëÿåò òîðìîçÿùåå âëèÿíèå äáöÀÌÔ íà ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà è çàâåðøåíèå ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöè-
òîâ. Êðîìå òîãî, ÏÐË ÷àñòè÷íî èíãèáèðîâàë ýêñïàíöèþ êóìóëþñà, èíäóöèðîâàííóþ äáöÀÌÔ, õîòÿ â
êîíòðîëüíîé ñðåäå îí âûçûâàë ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò. Â ïðèñóòñòâèè ÏÐË áûëî îáíàðóæåíî èíãè-
áèðóþùåå âëèÿíèå äáöÀÌÔ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê êóìóëþñà è íà âûçâàííîå ÏÐË
òîðìîæåíèå äåñòðóêòèâíûõ ïðîöåññîâ â ýòèõ êëåòêàõ. Â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ áûëà
âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ äëèííîé èçîôîðìû ðåöåïòîðà ÏÐË. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
âçàèìîäåéñòâèè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, èíäóöèðîâàííûõ ÏÐË è öÀÌÔ â îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìïëåêñàõ
êîðîâ, ïðè÷åì ó÷àñòîê ñîïðÿæåíèÿ ýòèõ êàñêàäîâ â îîöèòàõ, ïî-âèäèìîìó, îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî â
êëåòêàõ êóìóëþñà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîëàêòèí, öÀÌÔ, îîöèòû, êëåòêè êóìóëþñà, ñîçðåâàíèå in vitro, ìåéîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: äáöÀÌÔ — äèáóòèðèëüíîå ïðîèçâîäíîå öÀÌÔ, Äï — äèïëîòåíà,
ÌII — ìåòàôàçà II, ÎÊÊ — îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû, ÎÒ-ÏÖÐ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ñîâìå-
ùåííàÿ ñ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé, ÏÐË — ïðîëàêòèí, ÒI — òåëîôàçà I.

Öèêëè÷åñêèé ÀÌÔ (öÀÌÔ) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ-
÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ,
à òàêæå âòîðè÷íûì ïîñðåäíèêîì â ìåõàíèçìå ïåðåäà÷è
ñèãíàëîâ ãîíàäîòðîïíûõ ãîðìîíîâ â ôîëëèêóëÿðíûå
êëåòêè (Mattioli, 1994; Conti et al., 2002). Â ñîîòâåòñòâèè ñ
îáùåïðèíÿòîé ãèïîòåçîé, ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
öÀÌÔ â êëåòêàõ êóìóëþñà, âûçâàííîå ñòèìóëèðóþùèì
ìåéîç ñèãíàëîì ýòèõ ãîðìîíîâ, ïðèâîäèò ê åå ñíèæåíèþ
â îîöèòàõ (Conti et al., 2002). Ñ ýòîé ãèïîòåçîé ñîãëàñóþò-
ñÿ äàííûå î òîì, ÷òî âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ öÀÌÔ â
îîöèòàõ ìëåêîïèòàþùèõ îáóñëîâëèâàåò èíãèáèðîâàíèå
ðåèíèöèàöèè ìåéîçà (Sirard, 2001). Ñèãíàëüíûé êàñêàä,
èíäóöèðîâàííûé öÀÌÔ â îîöèòàõ, âêëþ÷àåò àêòèâàöèþ
ïðîòåèíêèíàçû À è â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê ôîñôî-
ðèëèðîâàíèþ è èíàêòèâàöèè êîìïëåêñà öèêëèíçàâèñèìàÿ
êèíàçà/öèêëèí Â, êîòîðûé òàêæå íàçûâàþò ôàêòîðîì ïðî-
ìîöèè ñîçðåâàíèÿ (Mehlmann, 2005). Èçìåíåíèå êîíöåíò-
ðàöèè ýòîãî öèêëè÷åñêîãî íóêëåîòèäà â îîöèòàõ è îêðó-
æàþùèõ èõ êëåòêàõ êóìóëþñà ñâÿçàíî íå òîëüêî ñ èíèöè-
àöèåé ñîçðåâàíèÿ, íî è ñ åãî çàâåðøåíèåì (Shimada,
Terada, 2002; Luciano et al., 2004). Êðîìå òîãî, öÀÌÔ ñòè-
ìóëèðóåò ýêñïàíñèþ êóìóëþñíûõ êëåòîê, ñîïóòñòâóþ-
ùóþ ñîçðåâàíèþ îîöèòîâ (Vanderhyden, 1993; Schuetz et
al., 1996).

Ïðîëàêòèí (ÏÐË) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãèïîôèçàðíûõ
ãîðìîíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â êîíòðîëå ôîëëèêóëî- è îîãåíå-
çà ó ìëåêîïèòàþùèõ, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ íàëè÷èåì ëàê-
òîãåííûõ ðåöåïòîðîâ èëè èõ ìÐÍÊ â ôîëëèêóëÿðíûõ
êëåòêàõ ðàçíîãî òèïà (Ëåáåäåâà è äð., 2001; Vlahos et al.,
2001; Picazo et al., 2004). Ôóíêöèîíèðîâàíèå âíóòðè-
êëåòî÷íîé ñèñòåìû ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëà ÏÐË â îâàðèàëü-
íûå êëåòêè íåîáõîäèìî äëÿ ïîääåðæàíèÿ íîðìàëüíîé
ôåðòèëüíîñòè ñàìîê (Bole-Feysot et al., 1998; Bartke,
1999). Îäíà èç ôóíêöèé ÏÐË çàêëþ÷àåòñÿ â ìîäóëÿöèè
ðåãóëÿòîðíîãî âëèÿíèÿ ãîíàäîòðîïíûõ ãîðìîíîâ íà ñåê-
ðåòîðíóþ àêòèâíîñòü ôîëëèêóëÿðíûõ êëåòîê, ïðè÷åì
ìåõàíèçì ýòîãî ìîäóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ, ïî-âèäèìî-
ìó, ñâÿçàí ñ èçìåíåíèåì ñèíòåçà èëè äåãðàäàöèè öÀÌÔ
(Demura et al., 1986; Gitay-Goren et al., 1989; Krasnow
et al., 1990). Êàê èçâåñòíî, äåéñòâèå ÏÐË íà êëåòêè-ìèøå-
íè íå îïîñðåäóåòñÿ öÀÌÔ-çàâèñèìûì ìåõàíèçìîì (Gof-
fin et al., 2002). Ïîýòîìó ìîäóëèðóþùåå âëèÿíèå ÏÐË ìî-
æåò áûòü ñëåäñòâèåì ñîïðÿæåíèÿ ñèãíàëüíûõ êàñêà-
äîâ, èíäóöèðîâàííûõ ÏÐË è öÀÌÔ â ôîëëèêóëÿðíûõ
êëåòêàõ.

Íà ìîäåëè êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ÏÐË òîðìîçèò èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå òåîôèëëèíà —
íåñåëåêòèâíîãî èíãèáèòîðà öÀÌÔ-ôîñôîäèýñòåðàç — íà

2 0 0 8 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 50, ¹ 8

734



ñîçðåâàíèå îîöèò-êóìóëþñíûõ êîìïëåêñîâ (ÎÊÊ) êîðîâ
(Ëåáåäåâà è äð., 2006). Òåì íå ìåíåå ïîëó÷åííûå äàííûå
íå èñêëþ÷àëè âîçìîæíîñòè ñóïðåññèðóþùåãî âëèÿíèÿ
ÏÐË íà ñèíòåç öÀÌÔ â êëåòêàõ. Ïîýòîìó â ïðåäñòàâëåí-
íîé ðàáîòå áûëî èññëåäîâàíî in vitro ñîâìåñòíîå âëèÿíèå
ÏÐË è äèáóòèðèëüíîãî ïðîèçâîäíîãî öÀÌÔ (äáöÀÌÔ),
ýôôåêòèâíî ïðîíèêàþùåãî â êëåòêè, íà ðåèíèöèàöèþ
ìåéîçà è çàâåðøåíèå ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ, à
òàêæå íà ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå îêðóæàþ-
ùèõ èõ êóìóëþñíûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ êó-
ìóëþñà áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ
äëèííîé èçîôîðìû ðåöåïòîðà ÏÐË, îòâåòñòâåííîé çà ïðî-
âåäåíèå åãî ñèãíàëà â êëåòêè-ìèøåíè (Jabbour, Kelly,
1997).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ÎÊÊ èç àíòðàëüíûõ
ôîëëèêóëîâ ÿè÷íèêîâ êîðîâ è ïîëîâîçðåëûõ òåëîê. Ïîëó-
÷åííûå íà ìÿñîêîìáèíàòå ÿè÷íèêè áåç âèäèìûõ ïðèçíà-
êîâ ïàòîëîãèè äîñòàâëÿëè â ëàáîðàòîðèþ ïðè òåìïåðàòó-
ðå 30—35 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷ ïîñëå îâàðèýêòîìèè æèâîòíûõ
è ìíîãîêðàòíî îòìûâàëè â ñòåðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå ñ àíòèáèîòèêàìè (100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è
50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà).

Äëÿ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçî-
âàëè ñðåäó ÒÑ-199 (c L-ãëóòàìèíîì è HEPES), ôåòàëüíóþ
áû÷üþ ñûâîðîòêó, äáöÀÌÔ, êîëëàãåíàçó II, ãåíòàìèöèí,
ëàêòàò êàëüöèÿ è ïèðóâàò íàòðèÿ (âñå — Sigma, ÑØÀ);
ìèíåðàëüíîå ìàñëî (ICN, ÑØÀ); ïðåïàðàò ãèïîôèçàðíîãî
áû÷üåãî ÏÐË (Èíñòèòóò ýíäîêðèíîëîãèè ÐÀÌÍ, Ìîñê-
âà). Ðåàêòèâû äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ìÐÍÊ: EverFresh
(Clonogene, Ðîññèÿ); TRI Reagent (Sigma, ÑØÀ); õëîðî-
ôîðì è èçîïðîïàíîë (Õèììåä, Ðîññèÿ); íàáîð RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Ëèò-
âà); Taq-ïîëèìåðàçà è dNTP (Ñèáýíçèì, Ðîññèÿ); îëèãîäå-
çîêñèíóêëåîòèäû (Ñèíòîë, Ðîññèÿ).

Âûäåëåíèå, îöåíêó è êóëüòèâèðîâàíèå ÎÊÊ âûïîëíÿ-
ëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ëåáåäåâà è äð., 2006). Âðåìÿ èíêó-
áàöèè ÎÊÊ ñîñòàâëÿëî 6 è 24 ÷. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäó ÒÑ-199, ñîäåðæàùóþ 10 % ôåòàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè, 0.55 ìã/ìë ëàêòàòà êàëüöèÿ, 0.23 ìã/ìë
ïèðóâàòà íàòðèÿ è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Â îïûòíûõ
ãðóïïàõ â ñðåäó âíîñèëè äáöÀÌÔ (1 ìÌ), ÏÐË (50 íã/ìë)
èëè îäíîâðåìåííî äáöÀÌÔ è ÏÐË. Â êîíöå 24-÷àñîâîãî
ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ îöåíèâàëè ìîðôîëîãè÷å-
ñêè íà îñíîâàíèè èçâåñòíûõ êðèòåðèåâ ñòåïåíè ýêñïàí-
ñèè êóìóëþñà (Calder et al., 2001) è äåëèëè íà òðè êàòå-
ãîðèè: I — ÎÊÊ áåç ýêñïàíñèè êóìóëþñà èëè ñ ðàçðûõëå-
íèåì òîëüêî ïåðèôåðè÷åñêîãî ñëîÿ êëåòîê, II — ÎÊÊ ñ
ðàçðûõëåíèåì âíåøíèõ ñëîåâ êóìóëþñíûõ êëåòîê, III —
ÎÊÊ ñ ðàçðûõëåíèåì âíåøíèõ è âíóòðåííèõ ñëîåâ êóìó-
ëþñà. Âñå ìàíèïóëÿöèè ñ ÎÊÊ, à òàêæå èõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêóþ îöåíêó âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ñòåðåîìèêðîñêîïà
Nikon.

Ïîäãîòîâêó è îöåíêó ïðåïàðàòîâ õðîìîñîì îîöèòîâ
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ëåáåäåâà è äð., 2005).
Êëåòêè êóìóëþñà èç ÎÊÊ, êóëüòèâèðîâàííûõ â òå÷åíèå
24 ÷, ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è óêñóñíîé êèñëîòû
(3 : 1) è îêðàøèâàëè àçóðîì—ýîçèíîì. Íàëè÷èå äåñòðóê-
òèâíûõ èçìåíåíèé â êëåòêàõ îöåíèâàëè íà îñíîâàíèè
ìîðôîëîãè÷åñêèõ êðèòåðèåâ, ðàçðàáîòàííûõ ðàíåå äëÿ
êëåòîê ãðàíóëåçû, ïîäâåðãàþùèõñÿ àïîïòîçó (Jolly et al.,
1997). Ïðèçíàêàìè äåãåíåðàöèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà ñëó-

æèëè: 1) êîìïàêòíîå ÿäðî ñ ãîìîãåííî îêðàøåííûì,
ñëèïøèìñÿ õðîìàòèíîì (ïèêíîç); 2) îáðàçîâàíèå íåñ-
êîëüêèõ ôðàãìåíòîâ ñëèïøåãîñÿ õðîìàòèíà; 3) ñëèïàíèå
÷àñòè õðîìàòèíà â òåìíîîêðàøåííóþ ìàññó, ëîêàëèçî-
âàííóþ âäîëü ÿäåðíîé ìåìáðàíû. Êðîìå òîãî, áûëè èäåí-
òèôèöèðîâàíû êóìóëþñíûå êëåòêè ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè
ïðèçíàêàìè, õàðàêòåðíûìè äëÿ ìèòîçà (îò ñòàäèè ïðîôà-
çû äî òåëîôàçû). Íà êàæäîì ïðåïàðàòå áûëî îöåíåíî íå
ìåíåå 1000 êëåòîê. Äîëþ êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè äåãåíåðà-
öèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà èëè ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê âûðà-
æàëè â ïðîöåíòàõ îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê êóìóëþñà. Èñ-
ñëåäîâàíèå ñîñòîÿíèÿ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà â îîöèòàõ è
êëåòêàõ êóìóëþñà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Op-
ton (ÔÐÃ) ïðè óâåëè÷åíèè 1000�.

Ýêñïåðèìåíòû ïî êóëüòèâèðîâàíèþ ÎÊÊ áûëè âû-
ïîëíåíû â 4 íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ. Äàííûå îáðàáà-
òûâàëè ìåòîäîì äâóõôàêòîðíîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà
ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû SigmaStat. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè-
÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ ñðåäíèõ çíà÷åíèé îöåíèâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì êðèòåðèÿ Òüþêè (Ëàêèí, 1990), ïðè ýòîì áûë
ïðèíÿò óðîâåíü çíà÷èìîñòè P < 0.05.

Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ìÐÍÊ äëèííîé èçîôîðìû ðå-
öåïòîðà ÏÐË èñïîëüçîâàëè êëåòêè êóìóëþñà è ãðàíóëåçû
èç ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3—5 ìì, à òàêæå òêàíü ðàçâè-
òîãî æåëòîãî òåëà. Äèññîöèàöèþ êëåòîê êóìóëþñà èç ñâå-
æåâûäåëåííûõ ÎÊÊ ïðîâîäèëè îáðàáîòêîé êîëëàãåíàçîé
II (1 ìã/ìë) â òå÷åíèå 25 ìèí ïðè 37 °Ñ. Êëåòêè ãðàíóëåçû
âûäåëÿëè, êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå (Ëåáåäåâà è äð., 2005),
óäàëèâ ïðåäâàðèòåëüíî ÎÊÊ èç ôîëëèêóëÿðíîé æèäêî-
ñòè. Ïîñëå 3-êðàòíîãî ïðîìûâàíèÿ â ôîñôàòíîì áóôåð-
íîì ðàñòâîðå êëåòêè ïîìåùàëè â ðàñòâîð EverFresh äëÿ
ñòàáèëèçàöèè ÐÍÊ è õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Òêàíü æåëòîãî
òåëà çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå è õðàíèëè ïðè –70 °Ñ.
Òîòàëüíóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç 1�106—2�106 êëåòîê èëè
50 ìã òêàíè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòèâà TRI Reagent â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ïðèëîæåííîé èíñòðóêöèåé.

Àíàëèç ýêñïðåññèè ìÐÍÊ îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè, ñîâìåùåííîé ñ ïîëèìåðàçíîé öåï-
íîé ðåàêöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ). Ïðîöåäóðó ñèíòåçà ïåðâîé
öåïè êÄÍÊ âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ñëó÷àé-
íûõ 6-ìåðíûõ ïðàéìåðîâ (0.2 ìêã íà ïðîáó). ÏÖÐ ïðîâî-
äèëè â èíêóáàöèîííîé ñìåñè (15 ìêë), ñîäåðæàùåé 1�
áóôåð äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû, 200 ìêÌ dNTP, 1 åä. àêò.
Taq-ïîëèìåðàçû, 1.5 ìÌ MgCl2 è 2 ìêë ñìåñè ðåàêöèè
ÎÒ. Â ïðîáû äîáàâëÿëè ïî 5 ïÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî
ïðàéìåðîâ äëÿ àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ äëèííîé èçîôîð-
ìû ðåöåïòîðà ÏÐË èëè â-àêòèíà áûêà. Ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü èñïîëüçîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ äëÿ ðåöåïòîðà
ÏÐË (ÏÖÐ-ïðîäóêò 347 í. ï., Àñ. NM001039726): ïðÿìîé
ïðàéìåð — 5�-CAAGCCAGACCATGGATACT-3�, îáðàò-
íûé ïðàéìåð — 5�-GCTGGTCCTCACAGTCATCT-3�.
Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: 95 °Ñ
30 ñ, 54 °Ñ 30 ñ, 72 °Ñ 90 ñ, 40 öèêëîâ. Ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü îëèãîíóêëåîòèäîâ äëÿ â-àêòèíà (ÏÖÐ-ïðîäóêò
650 í. ï.; Degen et al., 1983): ïðÿìîé ïðàéìåð —
5�-GGGTCACCCACACGGTGCCCATCT-3�, îáðàòíûé
ïðàéìåð — 5�-GAAGCATTTGCGGTGGACAATGGA-
GG-3�. Áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå óñëîâèÿ àìïëèôè-
êàöèè: 95 °Ñ 30 ñ, 60 °Ñ 30 ñ, 72 °Ñ 90 ñ, 40 öèêëîâ. Ïðî-
äóêòû ÏÖÐ ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 2%-íîì àãàðîç-
íîì ãåëå.
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Ðåçóëüòàòû

Ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé ìû èñïîëüçîâàëè áû-
÷èé ÏÐË â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë, â êîòîðîé îí îêàçûâà-
åò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ñîçðåâàíèå ÎÊÊ êîðîâ
(Êóçüìèíà è äð., 2001). Êðîìå òîãî, â ïðåäâàðèòåëüíûõ
ýêñïåðèìåíòàõ áûëà îïðåäåëåíà ìèíèìàëüíàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ äáöÀÌÔ (1 ìÌ), ïðè êîòîðîé äîñòèãàëîñü äîñòîâåð-
íîå èíãèáèðîâàíèå çàâåðøåíèÿ ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ
îîöèòîâ: 40.0 % îîöèòîâ, äîñòèãøèõ ñòàäèé òåëîôàçû
I (ÒI) èëè ìåòàôàçû II (ÌII), ïðîòèâ 60.9 % â êîíòðîëå
(P < 0.05).

Äèñïåðñèîííûé àíàëèç äàííûõ âûÿâèë çàâèñèìîñòü
ðåèíèöèàöèè ìåéîçà â îîöèòàõ îò íàëè÷èÿ äáöÀÌÔ è
ÏÐË â ñðåäå ñîçðåâàíèÿ (P < 0.05), à òàêæå îò âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ýòèõ ôàêòîðîâ (P < 0.01). ×åðåç 6 ÷ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ÎÊÊ â ïðèñóòñòâèè äáöÀÌÔ äîëÿ îîöèòîâ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ íà ñòàäèè äèïëîòåíû (Äï), áûëà çíà÷èòåëüíî âûøå
(P < 0.01), ÷åì â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (ðèñ. 1, À). ÏÐË
íå âëèÿë íà ñïîñîáíîñòü êëåòîê âîçîáíîâëÿòü ìåéîç â
êîíòðîëüíîé ñðåäå, òîãäà êàê åãî äîáàâëåíèå â ñðåäó ñ
äáöÀÌÔ ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ îòíîñèòåëüíîãî ÷èñ-
ëà îîöèòîâ íà ñòàäèè Äï (P < 0.01).

Ïðèñóòñòâèå ÏÐË è äáöÀÌÔ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå
òàêæå âëèÿëî íà çàâåðøåíèå ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöè-
òîâ (P < 0.01). Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÎÊÊ â òå÷åíèå 24 ÷ â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé öèêëè÷åñêèé íóêëåîòèä, áûëî îáíà-
ðóæåíî óìåíüøåíèå (P < 0.01) äîëè îîöèòîâ, äîñòèã-
øèõ ñòàäèè ÒI èëè ÌII, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé
ãðóïïîé (ðèñ. 1, Á). ÏÐË ïîâûøàë âûõîä ñîçðåâøèõ êëå-

òîê êàê â îòñóòñòâèå (P < 0.05), òàê è â ïðèñóòñòâèè
äáöÀÌÔ (P < 0.01), îäíàêî â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ãîðìî-
íàëüíûé ýôôåêò áûë áîëåå çíà÷èòåëüíûì.

Ýêñïàíñèÿ êóìóëþñà, ñîïóòñòâóþùàÿ ÿäåðíîìó ñî-
çðåâàíèþ îîöèòîâ, çàâèñåëà îò íàëè÷èÿ äáöÀÌÔ â ñðåäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ (P < 0.001) è åãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÏÐË
(P < 0.01). Ïðè âíåñåíèè äáöÀÌÔ â êîíòðîëüíóþ ñðåäó
ïîâûøàëàñü (P < 0.001) äîëÿ ÎÊÊ ñ âûñîêîé (III) ñòåïå-
íüþ ðàçðûõëåíèÿ êóìóëþñà è ïîíèæàëàñü (P < 0.001)
äîëÿ ÎÊÊ ñî ñðåäíåé (II) ñòåïåíüþ ðàçðûõëåíèÿ (ðèñ. 2,
3). Â ïðèñóòñòâèè îäíîãî ÏÐË òàêæå íàáëþäàëîñü óâåëè-
÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî ÷èñëà ÎÊÊ ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ êó-
ìóëþñíîé ýêñïàíñèè (P < 0.05), õîòÿ îíî áûëî çíà÷èòåëü-
íî íèæå, ÷åì â ãðóïïå ñ äáöÀÌÔ (P < 0.001). Íàïðîòèâ,
ãîðìîí ñíèæàë äîëþ ÎÊÊ ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ðàçðûõëå-
íèÿ êóìóëþñà (P < 0.01) è ïîâûøàë äîëþ ÎÊÊ ñî ñðåäíåé
ñòåïåíüþ ðàçðûõëåíèÿ (P < 0.01) â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
äáöÀÌÔ. Òåì íå ìåíåå â ýòèõ óñëîâèÿõ âûõîä ÎÊÊ ñ âû-
ñîêîé è ñðåäíåé ñòåïåíüþ ýêñïàíñèè êóìóëþñà íå äîñòè-
ãàë òàêîâîãî â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (P < 0.01).

Îáà èññëåäóåìûõ ôàêòîðà âëèÿëè íà ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êóìóëþñíûõ êëåòîê (P < 0.001). Ïðè êó-
ëüòèâèðîâàíèè ÎÊÊ äáöÀÌÔ óìåíüøàë (P < 0.01) äîëþ
ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê êàê â êîíòðîëüíîé ñðåäå, òàê è â
ñðåäå ñ ïðîëàêòèíîì (ðèñ. 4; 5, À). Òàêæå áûëî âûÿâëåíî
ðîñòñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ïðîëàêòèíà íà êëåòêè êó-
ìóëþñà (P < 0.001), êîòîðîå â ñâîþ î÷åðåäü íå çàâèñåëî
îò ïðèñóòñòâèÿ äáöÀÌÔ.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà
áûëà îáíàðóæåíà çàâèñèìîñòü ñòåïåíè äåãåíåðàöèè êóìó-
ëþñà îò íàëè÷èÿ ÏÐË â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ (P < 0.001)
è âçàèìîäåéñòâèÿ ãîðìîíà ñ äáöÀÌÔ (P < 0.01). Âíåñå-
íèå ÏÐË â êîíòðîëüíóþ ñðåäó ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ
(P < 0.001) äîëè êóìóëþñíûõ êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè äåãå-
íåðàöèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà (ðèñ. 4; 5, Á). Õîòÿ îäèí
äáöÀÌÔ íå âëèÿë íà äåñòðóêòèâíûå ïðîöåññû â êëåòêàõ
êóìóëþñà, îí èíãèáèðîâàë òîðìîçÿùèé ýôôåêò ÏÐË, ïî-
âûøàÿ îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî êëåòîê ñ äåãåíåðàòèâíûìè
èçìåíåíèÿìè (P < 0.01).

Äîïîëíèòåëüíî íàìè áûë ïðîâåäåí àíàëèç ýêñïðåñ-
ñèè ìÐÍÊ äëèííîé èçîôîðìû ðåöåïòîðà ÏÐË â êëåòêàõ
êóìóëþñà. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ áûëè
âçÿòû êëåòêè ãðàíóëåçû, ñîäåðæàùèå ðåöåïòîðû ÏÐË è
îòâå÷àþùèå íà åãî ìèòîãåííîå âëèÿíèå (Ëåáåäåâà è äð.,
1995, 2001), à òàêæå æåëòîå òåëî, â êîòîðîì ïîêàçàíà ýêñ-
ïðåññèÿ ìÐÍÊ äëèííîé è êîðîòêîé ôîðì ýòîãî ðåöåïòîðà
(Schuler et al., 1997). Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðàéìåðîâ äëÿ
äëèííîé èçîôîðìû ðåöåïòîðà ÏÐË íà ìàòðèöå òîòàëüíîé
ÐÍÊ âî âñåõ ñëó÷àÿõ áûëè ïîëó÷åíû àìïëèôèöèðîâàí-
íûå ôðàãìåíòû ðàçìåðîì îêîëî 347 í. ï., ÷òî ñîîòâåòñò-
âîâàëî îæèäàåìîìó çíà÷åíèþ (ðèñ. 6).

Îáñóæäåíèå

Èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå äáöÀÌÔ íà ðåèíèöèàöèþ è
çàâåðøåíèå ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ êîðîâ, íàáëþ-
äàåìîå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äðó-
ãèõ àâòîðîâ (Sirard, First, 1988). Òàêæå íàìè áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî ÏÐË ïîäàâëÿåò òîðìîçÿùåå âëèÿíèå äáöÀÌÔ
íà ìåéîç îîöèòîâ. Ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé áûëî ïîêàçàíî,
÷òî â ïðèñóòñòâèè ñòèìóëÿòîðîâ ñèíòåçà èëè èíãèáèòîðîâ
äåãðàäàöèè öÀÌÔ åãî êîíöåíòðàöèÿ â ÎÊÊ è îîöèòàõ êî-
ðîâ ïîâûøàåòñÿ â íåñêîëüêî ðàç (Bilodeau-Goeseels, 2003;
Luciano et al., 2004). Ïîñêîëüêó íàìè áûë èñïîëüçîâàí

736 È. Þ. Ëåáåäåâà, Ã. Í. Ñèíãèíà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ÏÐË íà ðåèíèöèàöèþ ìåéîçà (À) è çàâåðøåíèå
ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ (Á) ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÎÊÊ

êîðîâ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ äáöÀÌÔ.

1 ¯ áåç äîáàâëåíèÿ ÏÐË, 2 ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË. Êàæäûé
ñòîëáèê ¯ ñðåäíåå äëÿ 4 ýêñïåðèìåíòîâ. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ¯

ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé. Áóêâû íàä ñòîëáèêàìè ïîêàçû-
âàþò äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿ-
ìè: à,âÐ < 0.01, á,âÐ < 0.05 (À); à,áÐ < 0.05, à,âÐ < 0.01, á,âÐ < 0.001,

â,ãÐ < 0.01 (Á). Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ ¯ 6 (À) è 24 (Á) ÷.



1 ìÌ äáöÀÌÔ, êîòîðûé ýôôåêòèâíî ïðîíèêàåò â êëåòêè,
òî, ñëåäîâàòåëüíî, ðîëü ýíäîãåííîãî öÀÌÔ â òîðìîæå-
íèè ìåéîçà áûëà íåçíà÷èòåëüíà. Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî âûÿâëåííîå ñóïðåññèðóþùåå âëèÿíèå
ÏÐË íà öÀÌÔ-èíäóöèðîâàííûå ýôôåêòû íå áûëî ñâÿçà-

íî ñ èíãèáèðîâàíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî ñèíòåçà öèêëè÷å-
ñêîãî íóêëåîòèäà. Òàêèì îáðàçîì, ýòî âëèÿíèå ìîãëî
áûòü ñëåäñòâèåì ãîðìîíàëüíîé ñòèìóëÿöèè äåãðàäàöèè
äáöÀÌÔ â îîöèòàõ. Â ïîëüçó ýòîé ãèïîòåçû ñâèäåòåëüñò-
âóþò äàííûå îá èíãèáèðóþùåì âëèÿíèè ÏÐË íà òîðìîçÿ-
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Ðèñ. 2. Ðåïðåçåíòàòèâíûå ìèêðîôîòîãðàôèè ñîñòîÿíèÿ êóìóëþñà â ÎÊÊ êîðîâ äî è ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ðàçëè÷íûõ ñèñòåìàõ
â òå÷åíèå 24 ÷.

à ¯ ñâåæåâûäåëåííûå ÎÊÊ; á ¯ ÎÊÊ ñïóñòÿ 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, êîíòðîëü; â ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË; ã ¯ â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ äáöÀÌÔ;
ä ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË + 1 ìÌ äáöÀÌÔ. Ñòåïåíü ýêñïàíñèè êóìóëþñà: íèçêàÿ (I), ñðåäíÿÿ (II) è âûñîêàÿ (III). Îá. 10�, îê. 10�.



ùåå ìåéîç äåéñòâèå òåîôèëëèíà — íåñåëåêòèâíîãî èíãè-
áèòîðà öÀÌÔ-ôîñôîäèýñòåðàç (Ëåáåäåâà è äð., 2006).
Òåì íå ìåíåå íåëüçÿ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü âîçìîæíîñòü
èíãèáèðîâàíèÿ ïðîëàêòèíîì öÀÌÔ-çàâèñèìîãî ñèãíàëü-
íîãî êàñêàäà óæå ïîñëå åãî èíäóêöèè â îîöèòàõ, íàïðè-
ìåð ïóòåì èíàêòèâàöèè ïðîòåèíêèíàçû À.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî, ÷òî â ðåãóëÿöèè
ìåéîçà ó÷àñòâóåò ôîñôîäèýñòåðàçà 3, èäåíòèôèöèðîâàí-
íàÿ â îîöèòàõ ðàçíûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ êî-
ðîâ (Conti et al., 2002; Mayes, Sirard, 2002). Â íåçðåëûõ
îîöèòàõ îíà íàõîäèòñÿ â íåàêòèâíîì ñîñòîÿíèè, ÷òî îáåñ-
ïå÷èâàåò ïîääåðæàíèå âûñîêîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâ-
íÿ öÀÌÔ. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ÏÐË íå âëèÿë íà ðåè-
íèöèàöèþ ìåéîçà, íî ïîäàâëÿë òîðìîçÿùåå ìåéîç äåéñò-
âèå äáöÀÌÔ. Òàêèì îáðàçîì, ðåèíèöèèðóþùèé ìåéîç
ýôôåêò ãîðìîíà ìîæåò áûòü ðåàëèçîâàí òîëüêî ïðè ïî-
âûøåíèè âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ýòîãî öèêëè÷å-
ñêîãî íóêëåîòèäà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè òåîôèëëèíà, ïî-
íèæàþùåãî äåãðàäàöèþ ýíäîãåííîãî öÀÌÔ, ðàíåå áûëè
ïîëó÷åíû ñõîäíûå äàííûå, ïîçâîëèâøèå ïðåäïîëîæèòü
ó÷àñòèå ÏÐË â àêòèâàöèè ôîñôîäèýñòåðàçû 3 â îîöèòàõ
(Ëåáåäåâà è äð., 2006). Ñëåäîâàòåëüíî, ïîâûøåíèå âíóòðè-
êëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè öÀÌÔ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ íåîáõîäè-
ìûì çâåíîì â öåïè ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, èíäóöèðóåìîãî
ÏÐË, êîòîðûé âûçûâàåò àêòèâàöèþ ôîñôîäèýñòåðàçû 3 è â
êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäèò ê âîçîáíîâëåíèþ ìåéîçà.

Íàìè òàêæå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÏÐË ñòèìóëèðóåò
çàâåðøåíèå ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ íå òîëüêî â
ïðèñóòñòâèè, íî è â îòñóòñòâèå äáöÀÌÔ, êàê óæå áûëî
ïîêàçàíî ðàíåå (Êóçüìèíà è äð., 2001), îäíàêî â ïåðâîì
ñëó÷àå ñòåïåíü ãîðìîíàëüíîãî âîçäåéñòâèÿ áûëà çíà÷èòå-
ëüíî âûøå. Âåðîÿòíî, ýòî áûëî ñëåäñòâèåì àääèòèâíîñòè
äâóõ ðàçíûõ ýôôåêòîâ ãîðìîíà: ñòèìóëÿöèÿ ñîçðåâàíèÿ,
êîòîðàÿ íàáëþäàëàñü â êîíòðîëüíîé ñðåäå, è èíãèáèðîâà-
íèÿ òîðìîçÿùåãî ìåéîç äåéñòâèÿ äáöÀÌÔ. Ïîýòîìó
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÏÐË

íà çàâåðøåíèå ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ â êîíòðîëü-
íîé ñðåäå íå ñâÿçàíî ñ ìîäóëÿöèåé öÀÌÔ-çàâèñèìîãî
ñèãíàëüíîãî êàñêàäà. Àääèòèâíîñòü ðàçíûõ ýôôåêòîâ
ãîðìîíà óêàçûâàåò íà îòíîñèòåëüíóþ íåçàâèñèìîñòü ìå-
õàíèçìîâ èõ ðåàëèçàöèè è, ñëåäîâàòåëüíî, íà âîçìîæ-
íîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïóòåé ïðîâåäåíèÿ
åãî ñèãíàëà â îîöèòû. Ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòûì ïðåäñòàâ-
ëåíèÿì, êëåòêè êóìóëþñà îïîñðåäóþò ñèãíàë, ïîëó÷àå-
ìûé îò ÏÐË, ïðåîáðàçóÿ è ïîñûëàÿ åãî â îîöèò ÷åðåç ñåòü
ùåëåâûõ êîíòàêòîâ. Ó êîðîâ ðàíåå áûëî ïîêàçàíî íà-
ëè÷èå ðåöåïòîðîâ ÏÐË â ñìåøàííûõ îáðàçöàõ êëåòîê
ãðàíóëåçû è êóìóëþñà (Ëåáåäåâà è äð., 2001). Â ïðåäñòàâ-
ëåííîé ðàáîòå íàìè áûëà âûÿâëåíà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ
äëèííîé èçîôîðìû ðåöåïòîðà ÏÐË, ó÷àñòâóþùåé â ïðî-
âåäåíèè åãî ñèãíàëà â êëåòêè-ìèøåíè (Jabbour, Kelly,
1997), êàê â êëåòêàõ ãðàíóëåçû, òàê è â êëåòêàõ êóìóëþñà.
Êðîìå òîãî, âîçìîæåí è ïðÿìîé ïóòü âîçäåéñòâèÿ ÏÐË íà
îîöèòû, ïîñêîëüêó íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå åãî
ðåöåïòîðîâ â îîöèòàõ îâåö (Picazo et al., 2004), à òàêæå
ýêñïðåññèÿ èõ ìÐÍÊ â îîöèòàõ ìûøåé (Kiapekou et al.,
2005). Îäíàêî íåçàâèñèìî îò òîãî, ÿâëÿåòñÿ ëè âëèÿíèå
ãîðìîíà íà ïîëîâûå êëåòêè ïðÿìûì èëè îïîñðåäîâàííûì
êëåòêàìè êóìóëþñà, îíî, î÷åâèäíî, ðåàëèçóåòñÿ ïóòåì àê-
òèâàöèè â îîöèòàõ ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, êîòîðûé ïåðåñå-
êàåòñÿ ñ öÀÌÔ-çàâèñèìûì ïóòåì. Â ïîëüçó ýòîãî âûâîäà
ñâèäåòåëüñòâóþò äàííûå î òîì, ÷òî â îîöèòàõ è êëåòêàõ
êóìóëþñà ëîêàëèçîâàíû ôîñôîäèýñòåðàçû ðàçíîãî òèïà
(ôîñôîäèýñòåðàçû 3 è 4 ñîîòâåòñòâåííî), ïðè÷åì èíãèáè-
ðîâàíèå àêòèâíîñòè ôîñôîäèýñòåðàçû 4 â êëåòêàõ êóìó-
ëþñà íå âûçûâàåò òîðìîæåíèÿ ìåéîçà â îîöèòàõ (Mayes,
Sirard, 2002). Òàêèì îáðàçîì, âçàèìîäåéñòâèå öÀÌÔ è
ÏÐË-èíäóöèðóåìûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, ïðèâîäÿùåå ê
ñíÿòèþ áëîêàäû ìåéîçà, ïî-âèäèìîìó, ïðîèñõîäèò íåïî-
ñðåäñòâåííî â îîöèòàõ.

Ñîçðåâàíèå îîöèòà ó ìëåêîïèòàþùèõ ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ýêñïàíñèåé êëåòîê êóìóëþñà, êîòîðóþ èíäóöèðóþò
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ÏÐË íà ýêñïàíñèþ êóìóëþñà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÎÊÊ êîðîâ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ äáöÀÌÔ.

1 ¯ êîíòðîëü, 2 ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË, 3 ¯ â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ äáöÀÌÔ, 4 ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË + 1 ìÌ äáöÀÌÔ. Âðåìÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÎÊÊ 24 ÷. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè: à,áÐ < 0.05, à,âÐ < 0.001, à,ãÐ < 0.01, á,âÐ < 0.001, â,ãÐ < 0.01,

ä,åÐ < 0.05, ä,æÐ < 0.001, ä,çÐ < 0.01, å,æÐ < 0.001, æ,çÐ < 0.01. Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1, 2.



Âçàèìîäåéñòâèå ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, èíäóöèðîâàííûõ öÀÌÔ è ïðîëàêòèíîì 739

Ðèñ. 4. Ìîðôîëîãèÿ ÿäåð êëåòîê êóìóëþñà ïîñëå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ â òå÷åíèå 24 ÷.

à¯ã ¯ ðåïðåçåíòàòèâíûå ìèêðîôîòîãðàôèè ìîðôîëîãèè
ÿäåð êëåòîê â ðàçëè÷íûõ ñèñòåìàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ: à ¯ êîí-
òðîëü, á ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË, â ¯ â ïðèñóòñòâèè
1 ìÌ äáöÀÌÔ, ã ¯ â ïðèñóòñòâèè 50 íã/ìë ÏÐË + 1 ìÌ
äáöÀÌÔ. Ì ¯ ÿäðî ìèòîòè÷åñêîé êëåòêè, Äã ¯ ÿäðî äåãåíå-
ðèðîâàííîé êëåòêè. Îá. 40�, îê. 10�. ä¯æ ¯ ðåïðåçåíòàòèâ-
íûå ìèêðîôîòîãðàôèè ñîñòîÿíèÿ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà ñ ðàç-
ëè÷íûìè ìîðôîëîãè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè. 1 ¯ àíàôàçà,
2 ¯ ïðîôàçà, 3 ¯ ïèêíîç, 4 ¯ ôðàãìåíòàöèÿ ñëèïøåãîñÿ õðî-
ìàòèíà, 5 ¯ ëîêàëèçàöèÿ ñëèïøåãîñÿ õðîìàòèíà âäîëü ÿäåð-

íîé ìåìáðàíû. Îá. 100�, îê. 10�.



ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùèé ãîðìîí (ïóòåì ïîâûøåíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè öÀÌÔ) è ðåãóëÿòîðíûå
ôàêòîðû, ñèíòåçèðóåìûå ñàìèì îîöèòîì (Buccione et al.,
1990; Vanderhyden, 1993; Gilñhrist et al., 2004). Ïîêàçàíî,
÷òî äîáàâëåíèå ïðîèçâîäíûõ öÀÌÔ èëè àêòèâàòîðà àäå-
íèëàòöèêëàçû ôîðñêîëèíà â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ
ñâèíåé è êðûñ òàêæå ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ðàçðûõëå-
íèÿ êóìóëþñà (Vanderhyden, 1993; Zhang et al., 2005).
Â íàøåì èññëåäîâàíèè äáöÀÌÔ îêàçûâàë ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà ýêñïàíñèþ êëåòîê êóìóëþñà êîðîâ. ÏÐË
÷àñòè÷íî ïîäàâëÿë ðàçðûõëåíèå êóìóëþñà, èíäóöèðîâàí-
íîå äáöÀÌÔ, õîòÿ â êîíòðîëüíîé ñðåäå îí âûçûâàë ïðî-
òèâîïîëîæíûé ýôôåêò. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ, êàê è â îîöèòàõ, ìîæåò èìåòü ìåñ-
òî âçàèìîäåéñòâèå ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, àêòèâèðóåìûõ
ÏÐË è äáöÀÌÔ, êîòîðîå â êîíå÷íîì èòîãå âëèÿåò íà ñòå-
ïåíü ýêñïàíñèè êóìóëþñà. Íàïðîòèâ, íàáëþäàåìîå â êîí-
òðîëüíîé ñðåäå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÏÐË íà ýêñïàí-

ñèþ êóìóëþñà íå îïîñðåäóåòñÿ öÀÌÔ-çàâèñèìûì ìå-
õàíèçìîì è, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñòèìóëÿ-
öèè ÿäåðíîãî ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ (êîòîðûå â ñâîþ î÷å-
ðåäü ðåãóëèðóþò ýòó ýêñïàíñèþ), ò. å. íîñèò ïàðàêðèííûé
õàðàêòåð.

Êàê èçâåñòíî, ýêñïàíñèè êëåòîê êóìóëþñà ñîïóòñòâó-
åò ñíèæåíèå èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (Schuetz et
al., 1996). Êðîìå òîãî, âíåñåíèå ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþ-
ùåãî ãîðìîíà èëè äáöÀÌÔ â ñðåäó ñîçðåâàíèÿ ÎÊÊ ïðè-
âîäèò ê óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ïðîëèôåðàöèè êóìó-
ëþñíûõ êëåòîê (Armstrong et al., 1996; Schuetz et al.,
1996). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ äáöÀÌÔ òàêæå èíãèáèðî-
âàë ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê êóìóëþñà, òîãäà
êàê ÏÐË îêàçûâàë íà íåå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå, ñõîä-
íîå ñ òàêîâûì, îáíàðóæåííûì â êóëüòóðå êëåòîê ãðàíóëå-
çû êîðîâ (Ëåáåäåâà è äð., 1995). Ïðè ýòîì íà âåëè÷èíó ðî-
ñòñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà ÏÐË íå âëèÿëî ïðèñóòñòâèå
äáöÀÌÔ â ñðåäå ñîçðåâàíèÿ ÎÊÊ, à ñòåïåíü ðîñòèíãèáè-
ðóþùåãî âëèÿíèÿ öèêëè÷åñêîãî íóêëåîòèäà íå çàâèñåëà
îò ïðèñóòñòâèÿ ãîðìîíà. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò
íà òî, ÷òî âîçìîæíûé ó÷àñòîê ñîïðÿæåíèÿ ñèãíàëüíûõ êà-
ñêàäîâ, èíäóöèðîâàííûõ ÏÐË è äáöÀÌÔ â êëåòêàõ êóìó-
ëþñà, íàõîäèòñÿ äàëüøå îò íà÷àëà êàñêàäîâ, ÷åì ñîîòâåò-
ñòâóþùèå ó÷àñòêè, îòâå÷àþùèå çà ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè. Ñëåäîâàòåëüíî, ìîäóëÿöèÿ ïðîëàêòèíîì
êîíöåíòðàöèè öÀÌÔ â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ ìà-
ëîâåðîÿòíûì ñîáûòèåì.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî, ÷òî àòðåçèÿ
(ïðîöåññ ôèçèîëîãè÷åñêîé äåãåíåðàöèè) àíòðàëüíûõ ôîë-
ëèêóëîâ èíèöèèðóåòñÿ â ïåðâóþ î÷åðåäü â ïðåäåëàõ ñëîÿ
êëåòîê ãðàíóëåçû è ïðîèñõîäèò ïóòåì àïîïòîçà
(Markström et al., 2002). Õîòÿ àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ
ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ êóìóëþñà, îêðó-
æàþùèõ íåçðåëûå îîöèòû, îíè ïîäâåðãàþòñÿ ñïîíòàííî-
ìó àïîïòîçó ïðè ñîçðåâàíèè ÎÊÊ êàê in vivo, òàê è in vitro
(Ikeda et al., 2003; Torner et al., 2004). Ïðè ýòîì ïîâûøå-
íèå ñòåïåíè äåãåíåðàöèè êóìóëþñà ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì
ñïîñîáíîñòè îîöèòîâ ê äàëüíåéøåìó ðàçâèòèþ (Ikeda et
al., 2003). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÐË ìîæåò òîðìîçèòü
äåñòðóêòèâíûå ïðîöåññû â êëåòêàõ ãðàíóëåçû êîðîâ (Ëå-
áåäåâà è äð., 2004). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî âûÿâëåíî
àíàëîãè÷íîå äåéñòâèå ãîðìîíà íà êëåòêè êóìóëþñà, êîòî-
ðûå ÿâëÿþòñÿ ñóáïîïóëÿöèåé êëåòîê ãðàíóëåçû. Â ñâîþ
î÷åðåäü äáöÀÌÔ ïîäàâëÿë èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÏÐË
íà ïðîöåññû äåãåíåðàöèè â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ, íî íå
âëèÿë íà èõ äåãåíåðàöèþ â êîíòðîëüíîé ñðåäå. Ïîýòîìó
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåàëèçàöèÿ äàííîãî ýôôåêòà
ÏÐË äåòåðìèíèðóåòñÿ ñîïðÿæåíèåì åãî ñèãíàëüíîãî êàñ-
êàäà ñ öÀÌÔ-çàâèñèìûì âíóòðèêëåòî÷íûì ïóòåì. Êðîìå
òîãî, ýòè äàííûå íå ïîääåðæèâàþò ãèïîòåçó î âîçìîæíîì
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå ÏÐË íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü (À) è
óðîâåíü äåãåíåðàöèè (Á) êëåòîê êóìóëþñà ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè ÎÊÊ êîðîâ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ äáöÀÌÔ.

Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè:
à,áÐ < 0.001, à,âÐ < 0.01, á,âÐ < 0.001, á,ãÐ < 0.01, â,ãÐ < 0.001 (À);
à,áÐ < 0.001, á,âÐ < 0.01 (Á). Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ 24 ÷. Îñòàëü-

íûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Ðèñ. 6. ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèç ýêñïðåññèè ìÐÍÊ äëèííîé èçîôîðìû ðåöåïòîðà ÏÐË â îâàðèàëüíûõ êëåòêàõ êîðîâ.

Äîðîæêè: 1¯ ìàðêåðû äëèíû â ïàðàõ íóêëåîòèäíûõ îñíîâàíèé; 2, 4, 6 ¯ ÏÖÐ-ïðîäóêò, ñîîòâåòñòâóþùèé äëèííîé èçîôîðìå ðåöåïòîðà ÏÐË;
3, 5, 7 ¯ ÏÖÐ-ïðîäóêò, ñîîòâåòñòâóþùèé â-àêòèíó; 8 ¯ ÎÒ-ÏÖÐ, îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü; 9 ¯ ÏÖÐ, îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü; 2, 3 ¯ æåëòîå òåëî;

4, 5 ¯ êëåòêè ãðàíóëåçû; 6, 7 ¯ êëåòêè êóìóëþñà.



ðåãóëÿòîðíîì âëèÿíèè ÏÐË íà êîíöåíòðàöèþ öÀÌÔ â
êóìóëþñíûõ êëåòêàõ.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
ñâèäåòåëüñòâóþò î âçàèìîäåéñòâèè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ,
èíäóöèðîâàííûõ ÏÐË è öÀÌÔ â ÎÊÊ êîðîâ, ïðè÷åì ó÷à-
ñòîê ñîïðÿæåíèÿ ýòèõ êàñêàäîâ â îîöèòàõ, ïî-âèäèìîìó,
îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî â êëåòêàõ êóìóëþñà. Â îîöèòàõ
òîðìîçÿùèé ýôôåêò ÏÐË íà èíãèáèðóþùåå ìåéîç âëèÿ-
íèå öÀÌÔ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåí ãîðìîíàëüíîé ñòèìó-
ëÿöèåé äåãðàäàöèè öèêëè÷åñêîãî íóêëåîòèäà. Íàïðîòèâ,
â êëåòêàõ êóìóëþñà âçàèìîäåéñòâèå ýòèõ ñèãíàëüíûõ êàñ-
êàäîâ, âåðîÿòíî, ïðîèñõîäèò íà ó÷àñòêå, äîñòàòî÷íî óäà-
ëåííîì îò èõ íà÷àëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01485).
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INTERACTION OF SIGNAL CASCADES INDUCED BY CAMP

AND PROLACTIN IN BOVINE OOCYTE-CUMULUS COMPLEXES

I. Yu. Lebedeva,1, 2, * G. N. Singina,1 N. A. Volkova,1 A. N. Mormishev,1 A. K. Golubev,2 N. A. Zinovieva1
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Prolactin (PRL) is one of the pituitary hormones participating in the control of mammalian folliculo- and
oogenesis. In the present study, the joint effect of PRL (50 ng/ml) and dibutyryl cAMP (dbcAMP, 1 mM) on
oocyte maturation and the morphologic-functional state of surrounding cumulus cells was investigated in vitro.
It has been shown that PRL totally suppresses the braking impact of dbcAMP on meiosis reinitiation and the
completion of oocyte nuclear maturation. Furthermore, PRL partly inhibited cumulus expansion induced by
dbcAMP, although it exerted the opposite effect in the control medium. In the presence of PRL, the inhibitory
impact of dbcAMP on the proliferative activity of cumulus cells and on the PRL-elicited braking of destructive
processes in the cells has been found. In cumulus cells, mRNA expression of PRL receptor long isoform was re-
vealed by the RT-PCR method. The data obtained suggest an interaction of signal cascades induced by PRL and
cAMP in bovine oocyte-cumulus complexes, with the coupling site of these cascades in oocytes being apparent-
ly different from that in cumulus cells.

K e y w o r d s: prolactin, cAMP, oocytes, cumulus cells, in vitro maturation, meiosis.
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