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Ïðîâåäåíî îïèñàíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ñòðîåíèÿ îáëàñòè íà ãðàíèöå ñîåäèíåíèÿ
îîöèòà ñ çà÷àòêîâûì ýïèòåëèåì (ýïèòåëèàëüíîé ñòåíêîé ïîëîâîãî ñèíóñà) ó ñöèôîìåäóçû Aurelia aurita.
Äëÿ óäîáñòâà îïèñàíèÿ âûäåëåíî ñåìü ñòàäèé, ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé ïî ðàçìåðó ðàñòóùåãî îîöè-
òà. Îáíàðóæåííàÿ â äàííîé îáëàñòè ñòðóêòóðà íàçâàíà ïëàñòèíêîé â çîíå êîíòàêòà îîöèòà ñ çà÷àòêîâûì
ýïèòåëèåì: ïî ìåðå ðîñòà îîöèòà ïðîèñõîäèò ñëèÿíèå îòäåëüíûõ ñïåöèôè÷åñêèõ ãðàíóë â ëèíåéíî ðàñ-
ïîëîæåííóþ ãîìîãåííóþ ìàññó â ìåñòå êîíòàêòà îîöèòà è ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî êîìïî-
íåíòû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ ïëàñòèíêè, ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþò àíòèòåëà ê ìåçîãëåèíó. Î÷åâèäíî, ÷òî
âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ àíòèòåëàìè ìàòåðèàë â ïëàñòèíêå ñîäåðæèò â ñâîåì ñîñòàâå ZP-äîìåíñîäåðæà-
ùèå áåëêè. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåçà è èììóíîáëîòà ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî áåëêè, èììóíîëîãè÷å-
ñêè ñõîäíûå ñ ìåçîãëåèíîì, îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé. Ïðè÷èíîé ýòîãî ìîãóò áûòü
ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè, êîòîðûå â âûñøåé ñòåïåíè õàðàêòåðíû äëÿ ýêñòðàêëåòî÷íûõ áåëêîâ.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, áåëêè ãîíàä ìîãóò ÿâëÿòüñÿ äðóãèìè ïðåäñòàâèòåëÿìè ñåìåéñòâà ZP-äîìåíñîäåðæà-
ùèõ áåëêîâ ìåäóç. Äàëüíåéøàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ðàáîòà ïîçâîëèò ñäåëàòü âûáîð ìåæäó ýòèìè àëüòåð-
íàòèâàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, Aurelia aurita, ZP-äîìåíñîäåðæàùèå áåëêè, ýâîëþöèÿ.

Êèøå÷íîïîëîñòíûå (Coelenterata, èëè Cnidaria) —
íèçøèå ìíîãîêëåòî÷íûå æèâîòíûå, òåëî êîòîðûõ îáðàçî-
âàíî äâóìÿ ýïèòåëèàëüíûìè ñëîÿìè. Ìåæäó íàðóæíûì
(ýïèäåðìà) è âíóòðåííèì (ãàñòðîäåðìà) ñëîÿìè òåëà ðàñ-
ïîëîæåíà ïðîñëîéêà ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâà, íàçûâàå-
ìàÿ ìåçîãëååé (Chapman, 1974; Äîãåëü, 1981). Ó âçðîñëûõ
ìåäóç òîëùèíà ìåçîãëåè ñîñòàâëÿåò íåñêîëüêî ñàíòèìåò-
ðîâ. Ìåçîãëåÿ âûïîëíÿåò ôóíêöèþ ñêåëåòà, ïðèäàâàÿ
îïðåäåëåííóþ ôîðìó òåëó æèâîòíîãî; îíà ó÷àñòâóåò òàê-
æå â òðàíñïîðòå è çàïàñàíèè ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ (Bouil-
lon, Coppois, 1977; Weber, Schmid, 1985). Óñèëèå, ïðîèç-
âîäèìîå ìûøå÷íîé ñèñòåìîé çîíòèêà, îáåñïå÷èâàåò ñî-
êðàùåíèå äèàìåòðà âíåøíåé ÷àñòè çîíòèêà, òîãäà êàê
ýëàñòè÷íîñòü ìåçîãëåè îáåñïå÷èâàåò ìåäóçå âîçâðàò ê
ïåðâîíà÷àëüíîé ôîðìå ïîñëå êàæäîãî ìûøå÷íîãî ñîêðà-
ùåíèÿ (Bouillon, Coppois, 1977). Ó ñöèôîèäíîé ìåäóçû
Aurelia aurita è ðÿäà äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé êëàññîâ Scyp-
hozoa è Anthozoa ìåçîãëåÿ çàñåëåíà ñâîáîäíûìè ïîäâèæ-
íûìè êëåòêàìè. Ó òàêèõ êèøå÷íîïîëîñòíûõ ìåçîãëåÿ
ïðèîáðåòàåò âíåøíåå ñõîäñòâî ñ ñîåäèíèòåëüíûìè òêàíÿ-
ìè äðóãèõ æèâîòíûõ (Çàâàðçèí, 1945; Chapman, 1974).

Ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà áåëêîâîãî
ñîñòàâà ìåçîãëåè çðåëûõ ìåäóç A. aurita ìû ïîêàçàëè íà-
ëè÷èå â íåé íåñêîëüêèõ ìàæîðíûõ áåëêîâ. Îäíèì èç íèõ
ÿâëÿåòñÿ áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 45—47 êÄà, êîòîðûé íå ðàñ-
ïîçíàåòñÿ àíòèòåëàìè äëÿ èçâåñòíûõ êîìïîíåíòîâ âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (Sarras et al., 1991). Ìû ïîëó÷èëè
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâ ôðàêöèè

45/47 êÄà (RA45/47) è ïîäòâåðäèëè èõ ñïåöèôè÷íîñòü ñ
ïîìîùüþ èììóíîáëîòà. Èììóíîõèìè÷åñêèé àíàëèç ñðå-
çîâ A. aurita ïîêàçàë, ÷òî àíòèãåí 45/47 êÄà ëîêàëèçóåòñÿ
â ãðàíóëàõ ìåçîãëåàëüíûõ êëåòîê è â àïèêàëüíîé ÷àñòè
êëåòîê ýïèäåðìû, à ó çðåëûõ ìåäóç îí âûÿâëÿåòñÿ òàêæå â
ñîñòàâå «ýëàñòè÷åñêèõ» âîëîêîí ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà
ìåçîãëåè (Shaposhnikova et al., 2005).

Ãåí äëÿ áåëêà 45/47 êÄà áûë êëîíèðîâàí è ñåêâåíèðî-
âàí. Ïîñêîëüêó äàííûé áåëîê îêàçàëñÿ íå îïèñàííûì ðà-
íåå, ìû íàçâàëè åãî ìåçîãëåèíîì (Matveev et al., 2007).
Àíàëèç äîìåííîãî ñîñòàâà ìåçîãëåèíà ïîêàçàë, ÷òî îí îò-
íîñèòñÿ ê îáøèðíîìó ñóïåðñåìåéñòâó áåëêîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà, èìåþùèõ â ñâîåì ñîñòàâå äîìåí zona pellu-
cida (ZP). Âïåðâûå äîìåí áûë îáíàðóæåí â áåëêàõ, îáðàçó-
þùèõ áëåñòÿùóþ îáîëî÷êó (zona pellucida) âîêðóã îîöèòà
ìûøè (Bork, Sander, 1992). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî
áîëåå 680 áåëêîâ, ñîäåðæàùèõ ýòîò äîìåí, ó ïðåäñòàâèòå-
ëåé ðàçíûõ âåòâåé ýâîëþöèîííîãî äðåâà (Jovine et al.,
2005). Ôóíêöèè ZP-äîìåíñîäåðæàùèõ áåëêîâ ðàçíîîáðàç-
íû: îò ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ â îáîëî÷êå ÿéöà äî êîì-
ïîíåíòîâ, ïåðåäàþùèõ ìåõàíè÷åñêóþ íàãðóçêó â êðûëå
äðîçîôèëû, èëè ðåöåïòîðîâ ó ìëåêîïèòàþùèõ è äðóãèõ
ïîçâîíî÷íûõ. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ìåçîãëåèí ÿâëÿåòñÿ
íàèáîëåå äðåâíèì ïðåäñòàâèòåëåì áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâà.

Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ìåçîãëåèíà ïðè
îêðàñêå èììóíîáëîòîâ ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàç-
äåëåíèÿ áåëêîâ ìåçîãëåè, ìåçîãëåàëüíûõ êëåòîê, ýïèäåð-
ìû è ãàñòðîäåðìû (êðîìå çîíû, ñîîòâåòñòâóþùåé ìåçî-
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ãëåèíó) îêðàøèâàþò âûñîêîìîëåêóëÿðíûå çîíû (80 è
210 êÄà) íà äîðîæêàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåçîãëåàëüíûì
êëåòêàì è ýïèäåðìå. Âîçìîæíî, ìåçîãëåèí ñèíòåçèðóåòñÿ
â âèäå áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà, êîòîðûé ïîäâåðãàåòñÿ ïî-
ñòòðàíñëÿöèîííîìó ðàñùåïëåíèþ (Shaposhnikova et al.,
2005; Matveev et al., 2007).

Èç-çà òîãî ÷òî ìåçîãëåèí îêàçàëñÿ áåëêîì, ðîäñòâåí-
íûì áåëêàì áëåñòÿùåé îáîëî÷êè ìëåêîïèòàþùèõ, ìû îá-
ðàòèëè îñîáîå âíèìàíèå íà îîãåíåç A. aurita. Îêàçàëîñü,
÷òî íà ñðåçàõ òêàíåé ìåäóçû àíòèòåëà ê ìåçîãëåèíó îêðà-
øèâàþò òàêæå ìàòåðèàë â îáëàñòè êîíòàêòà îîöèòîâ ñ çà-
÷àòêîâûì ýïèòåëèåì. Äëÿ óäîáñòâà èçëîæåíèÿ äàëåå ìû
áóäåì íàçûâàòü îêðàøåííóþ îáëàñòü ïëàñòèíêîé â çîíå
êîíòàêòà îîöèòà ñ çà÷àòêîâûì ýïèòåëèåì.

Îîãåíåç ó ïðåäñòàâèòåëåé êëàññà Scyphozoa îïèñàí äî
íàñòîÿùåãî âðåìåíè íåïîëíî. Èçâåñòíî, ÷òî îîöèòû ñöè-
ôîèäíûõ ìåäóç âîçíèêàþò èç çà÷àòêîâîãî ýïèòåëèÿ —
ýïèòåëèàëüíîé ñòåíêè ïîëîâîãî ñèíóñà, îáðàùåííîé ê ýí-
äîäåðìå (Èâàíîâà-Êàçàñ, 1975; Ecklbarger, Larson, 1988).
Êðîìå òîãî, îïèñàíû ìîäèôèöèðîâàííûå êëåòêè ýòîãî
ýïèòåëèÿ, êîòîðûå, âîçìîæíî, ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ïèòà-
íèè ðàçâèâàþùåãîñÿ îîöèòà (Èâàíîâà-Êàçàñ, 1975). Îíè
òàêæå ñîçäàþò â çà÷àòêîâîì ýïèòåëèè âîðîíêîâèäíûå óã-
ëóáëåíèÿ ïðÿìî ïîä çðåëûìè îîöèòàìè, ãäå â äàëüíåé-
øåì ñêàïëèâàþòñÿ ñïåðìàòîçîèäû. Ýòè êëåòêè íàçûâàþò
òðîôîöèòàìè (Eckelbarger, Larson, 1988), íî ýêñïåðè-
ìåíòàëüíî èõ ðîëü â òðàíñïîðòå ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ â
îîöèò íå ïîêàçàíà.

Êàêèå-ëèáî ñïåöèôè÷åñêèå ñòðóêòóðû íà ãðàíèöå ñî-
åäèíåíèÿ îîöèòà ñ çà÷àòêîâûì ýïèòåëèåì ðàíåå îïèñàíû
íå áûëè. Íà ïåðâîì ýòàïå íåîáõîäèìî áûëî ïðîñëåäèòü
ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ ïëàñòèíêè, ÷òî è îïðåäåëèëî çàäà-
÷ó íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ á î ð ì à ò å ð è à ë î â. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿ-
þòñÿ âçðîñëûå ìåäóçû Aurelia aurita (êëàññà Scyphozoa,
îòð. Semaestomae, ñåì. Ulmaridae) ñ äèàìåòðîì çîíòèêà
20 ñì è áîëåå. Æèâîòíûõ îòëàâëèâàëè âî âòîðîé ïîëîâè-
íå èþëÿ è â àâãóñòå â ×óïèíñêîé ãóáå Áåëîãî ìîðÿ â îêð.
Áåëîìîðñêîé áèîëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Êàðòåø Çîîëîãè÷å-
ñêîãî èíñòèòóòà ÐÀÍ. Ìåäóç ñîáèðàëè ñ âåñåëüíîé ëîäêè
ñà÷êîì íà ãëóáèíå äî 2 ì.

Æèâîòíûõ ïðåïàðèðîâàëè, îòäåëÿÿ ãîíàäû ñ ïî-
ìîùüþ ïèíöåòà è ñêàëüïåëÿ îò ýïèäåðìû è ìåçîãëåè. Êó-
ñî÷êè ìåçîãëåè è ãîíàä ñàìîê çàìîðàæèâàëè äëÿ õðàíå-
íèÿ ïðè —20 °Ñ, â óñëîâèÿõ ñòàöèîíàðíîé ëàáîðàòîðèè
èñïîëüçîâàëè óæå çàìîðîæåííûé ìàòåðèàë.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê î å ð à ç ä å ë å í è å á å ë ê î â
â ó ñ ë î â è ÿ õ S D S - ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç à ï î Ë ý ì ì ë è.
Áåëêîâûé ñîñòàâ ìåçîãëåè è ãîíàä ñðàâíèâàëè, ðàçäå-
ëÿÿ ãîìîãåíàòû ñîîòâåòñòâóþùèõ îáðàçöîâ ñ ïîìîùüþ
äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðè-
ñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS) ïî ñòàíäàðòíîé
ìåòîäèêå (Laemmli, 1970). Êîíöåíòðàöèÿ àêðèëàìèäà â
ãåëÿõ ñîñòàâëÿëà â ðàçíûõ âàðèàíòàõ îò 5 äî 12 %. Â êà÷å-
ñòâå ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ ïðè ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîì ðàçäåëåíèè â óñëîâèÿõ SDS-ýëåêòðîôîðåçà
ïðèìåíÿëè áåëêîâûé ìàðêåð — ìèîôèáðèëëû êðîëèêà.
Ãåëü ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè Êóìàññè G-250 (Sigma,
ÑØÀ).

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê î å ð à ç ä å ë å í è å á å ë ê î â
â ó ñ ë î â è ÿ õ ê è ñ ë î ã î ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç à ï î × î ê ë è.

Ðàçäåëåíèå áåëêîâ ìåçîãëåè è ãîíàä ïðîèçâîäèëè â ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè óêñóñíîé êèñëîòû
(5.4 %) è ìî÷åâèíû (3 Ì) (Panyrm, Chalkley, 1969) ñ íåêî-
òîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè (Podgornaya, Shaposhnikova,
1998). Êîíöåíòðàöèþ àêðèëàìèäà â ãåëÿõ âàðüèðîâàëè îò
10 äî 13 %.

È ì ì ó í î á ë î ò (Â å ñ ò å ð í - á ë î ò). Ïðîöåäóðà îñíî-
âàíà íà ìåòîäèêå (Towbin et al., 1979). Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ
áåëêîâ ñ ïîìîùüþ SDS- èëè êèñëîãî ýëåêòðîôîðåçà áåë-
êè ïåðåíîñèëè íà PVDF-ìåìáðàíó (polyvinylidene difluo-
ride) â ìîäèôèöèðîâàííîì ýëåêòðîäíîì áóôåðå Ëýììëè
(25 ìÌ Tris, 192 ìÌ ãëèöèí, pH 8.3, 0.01%-íûé SDS,
10%-íûé ýòàíîë) ñ ïîìîùüþ ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà.

Ïîñëå ïåðåíîñà ìåìáðàíû îñòàâëÿëè â PBS, ñîäåðæà-
ùåì 0.05 % Tween-80 (PBS-Tween). Äëÿ èíàêòèâàöèè íå-
ñïåöèôè÷åñêèõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ìåìáðàíó èíêóáèðîâà-
ëè 12 ÷ â ðàñòâîðå PBS-Tween, ñîäåðæàùåì 5 % ëèîôèëè-
çèðîâàííîãî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà è 1.5 % áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà. Çàòåì äîáàâëÿëè àíòèòåëà ê
ìåçîãëåèíó (RA45/47 â êîíå÷íîì ðàçâåäåíèè 1 : 5000 â
PBS-Tween) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå ýòîãî
ìåìáðàíó îòìûâàëè îò íå ñâÿçàííûõ ñ àíòèãåíîì àíòèòåë
â ÷åòûðåõ ñìåíàõ PBS-Tween. Çàòåì ïðîèçâîäèëè èíêóáà-
öèþ â ðàñòâîðå âòîðûõ àíòèòåë, êîòîðûå áûëè êîíúþãè-
ðîâàíû ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (GAR-AP, Sigma, ÑØÀ)
â ðàçâåäåíèè 1 : 20 000; âðåìÿ èíêóáàöèè 1 ÷. Äàëåå ñëå-
äîâàëà îòìûâêà â ÷åòûðåõ ñìåíàõ PBS-Tween, çàòåì â
äâóõ ñìåíàõ áóôåðà äëÿ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (pH 9.5) â
òå÷åíèå 10 ìèí êàæäàÿ. Âûÿâëåíèå ñâÿçàííîé ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû ïðîâîäèëè ðàñòâîðîì BCIP-NBT. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ ìåìáðàíû ñ ïåðåíåñåííûìè áåëêàìè èíêóáèðî-
âàëè â ðàñòâîðå PBS-Tween, ñîäåðæàùåì 5 % ëèîôèëèçè-
ðîâàííîãî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà.

Ïîëó÷åíèå è îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷íîñòè àíòèòåë
RA45/47 îïèñàíî ðàíåå (Shaposhnikova et al., 2005).

Ï à ð à ô è í î â û å ñ ð å ç û. Êóñî÷êè ãîíàäû ñ ïðèëåæà-
ùåé ìåçîãëååé ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå 4%-íîãî ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäà íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, òîíè÷íîñòü ïîä-
âîäèëè ñàõàðîçîé è NaCl. Çàôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë çà-
ëèâàëè â ïàðàôèíîâûå áëîêè. Èçãîòàâëèâàëè ñåðèéíûå
ñðåçû òîëùèíîé 3—5 ìêì ïðè ïîìîùè ñàííîãî ìèêðîòî-
ìà Leica SM 2000 R. Ïåðåä îêðàøèâàíèåì ñðåçû îáåñïà-
ðàôèíèâàëè, ïåðåâîäÿ â âîäíóþ ñðåäó ïî ñòàíäàðòíîé ìå-
òîäèêå, è îêðàøèâàëè ãåìîòîêñèëèíîì—ýîçèíîì è ïî ìå-
òîäó Ìàëëîðè — äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ íàáëþäåíèé,
àëüöèàíîâûì ñèíèì è ðåàêòèâîì Øèôôà (ØÈÊ-ðåàê-
öèÿ) — äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîëèñàõàðèäîâ (Ïèðñ, 1962). Ïðå-
ïàðàòû çàêëþ÷àëè â äàììàð-ëàê èëè êàíàäñêèé áàëüçàì.

Ï î ë ó ò î í ê è å ñ ð å ç û. Êóñî÷êè ãîíàäû ñ ïðèëåæà-
ùåé ìåçîãëååé ôèêñèðîâàëè â 2.5%-íîì ðàñòâîðå ãëþòà-
ðàëüäåãèäà íà êàêîäèëàòíîì áóôåðå è äîôèêñèðîâàëè â
1%-íîì ðàñòâîðå OsO4. Çàôèêñèðîâàííûé ìàòåðèàë çàëè-
âàëè â Ýïîí ïî ìåòîäèêå, ïðåäëîæåííîé ïðîèçâîäèòåëåì
(Sigma, ÑØÀ). Ïîëóòîíêèå ñðåçû èçãîòàâëèâàëè íà óëüò-
ðàòîìå Leica EM UK6. Ïîëóòîíêèå ñðåçû îêðàøèâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì êèñëîãî ôóêñèíà íà 30%-íîì ýòàíî-
ëå â òå÷åíèå 1—2—ìèí ïðè ïîñòîÿííîì ïîäîãðåâå, ïîñëå
÷åãî êðàñêó ñìûâàëè. Íàáëþäåíèå è ôîòîñúåìêó ïðîâî-
äèëè íà ýïèôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Leica DM
6000B.

È ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÿ. Êóñî÷êè ìåçîãëåè è ãîíàäû
ôèêñèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå â ðàçäåëå «Ïàðàôèíîâûå
ñðåçû». Ìàòåðèàë õðàíèëè â 70%-íîì ýòàíîëå. Ôèêñèðî-
âàííûå îáðàçöû çàêëþ÷àëè â ïàðàôèí è èçãîòàâëèâàëè
ñðåçû 3—5 ìêì òîëùèíîé. Ïîñëå äåïàðàôèíèðîâàíèÿ
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ñðåçû ñïîëàñêèâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è äâóõ ñìå-
íàõ PBS-Tween. Âûÿâëåíèå àíòèãåíîâ ïðîèçâîäèëè ïî
ìåòîäèêå, îïèñàííîé âûøå â ðàçäåëå «Èììóíîáëîò», íî
ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè RA45/47 â êîíå÷íîì ðàçâåäåíèè
1 : 4000. Èñïîëüçîâàëè âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàí-
íûå ñ FITC èëè Rhodamin (GAR-FITC, GAR-Rhodamin,
Sigma, ÑØÀ). Âñå îïåðàöèè ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (20 °Ñ). Îêðàøåííûå ñðåçû çàêëþ÷àëè â ãëè-
öåðèí è íàáëþäàëè â ìèêðîñêîï (Leica DM 6000 B).
Â êîíòðîëå âìåñòî ïåðâûõ àíòèòåë ñðåçû èíêóáèðîâàëè â
ðàñòâîðå PBS-Tween, ñîäåðæàùåì 5 % ëèîôèëèçèðîâàí-
íîãî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà è 1.5 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷-
íîãî àëüáóìèíà.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: BSA, BCIP, NBT,
Coomassie G-250, Epon, SDS, PVDF, GAR-AP, GAR-FITC,
GAR-Rhodamin, Tween (âñå — Sigma, ÑØÀ); ãëèöèí,
NaCl, ñàõàðîçà (âñå — ICN, ÑØÀ); ãåìàòîêñèëèí, ýîçèí,
àëüöèàíîâûé ñèíèé, êèñëûé ôóêñèí (âñå — Chemapol,
×åõèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ïðè îêðàøèâàíèè ãåìàòîêñèëèíîì—ýîçèíîì ïàðà-
ôèíîâûõ ñðåçîâ ãîíàä ñàìîê ñöèôîìåäóçû A. aurita â ìåñ-
òå ïðèêðåïëåíèÿ îîöèòà ê çà÷àòêîâîìó ýïèòåëèþ âûÿâ-
ëåíà èíòåíñèâíî îêðàøèâàþùàÿñÿ ýîçèíîì ïëàñòèíêà
â îáëàñòè êîíòàêòà. Ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè åå
ñòðîåíèÿ íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå ðàçëè÷àþòñÿ íà ðàç-
íûõ ýòàïàõ ñîçðåâàíèÿ îîöèòà. Áîëåå äåòàëüíîå ðàññìîò-
ðåíèå ïðîâîäèëè íà ïîëóòîíêèõ ñðåçàõ (ðèñ. 1). Äëÿ óäîá-
ñòâà îïèñàíèÿ ìû âûäåëÿåì ñåìü ñòàäèé, êîòîðûå ðàçëè-

÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî ðàçìåðó ðàñòóùåãî îîöèòà: îò
10 ìêì (I ñòàäèÿ) äî 130—170 ìêì íà ïîñëåäíèõ ýòàïàõ
ñîçðåâàíèÿ (ñòàäèÿ VII).

Âíà÷àëå îîöèò ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ
è íåîòëè÷èì ìîðôîëîãè÷åñêè îò ñîñåäíèõ êëåòîê. Ïî
ìåðå ðîñòà îîöèò îêðóãëÿåòñÿ è ïðèîáðåòàåò áîëüøîå
ñâåòëîîêðàøåííîå ÿäðî. Ðàçìåðû îîöèòà íà ýòîé ñòàäèè
ðàçâèòèÿ (ñòàäèÿ I) íå ïðåâûøàþò 10 ìêì. Â ïåðèôåðè÷å-
ñêîé öèòîïëàçìå îîöèòà íà ãðàíèöå ñ ñîñåäíèìè ýïèòåëè-
àëüíûìè êëåòêàìè îòìå÷åíî ïîÿâëåíèå îòäåëüíûõ îïòè-
÷åñêè ìåíåå ïëîòíûõ ãðàíóë (ðèñ. 1, à), êîòîðûå íà ïîñëå-
äóþùèõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ íà÷èíàþò ñêàïëèâàòüñÿ â ìåñòå
ïðèêðåïëåíèÿ îîöèòà ê ýïèòåëèþ.

Íà ñòàäèÿõ II è III ðàçìåðû îîöèòà óâåëè÷èâàþòñÿ äî
40 ìêì è ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå ðàçðàñòàíèå è ïîãðóæå-
íèå åãî â ìåçîãëåþ. Íà÷èíàÿ ñ III ñòàäèè ãðàíóëû ñêàïëè-
âàþòñÿ âäîëü ïîâåðõíîñòè îîöèòà, ïðèêðåïëåííîé ê çà-
÷àòêîâîìó ýïèòåëèþ (ðèñ. 1, á). Ñòàäèè II è III õàðàêòåðè-
çóþòñÿ òàêæå òåì, ÷òî ýïèòåëèàëüíûé ñëîé, ïðèëåæàùèé
ê îîöèòó, ñòàíîâèòñÿ áîëåå òîíêèì.

Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ îáúåìà îîöèòà (ñòàäèÿ IV, äèà-
ìåòð îîöèòà îêîëî 50—70 ìêì) ÿäðî ñìåùàåòñÿ ê àíè-
ìàëüíîìó ïîëþñó, à ìàòåðèàë â îáëàñòè êîíòàêòà ìåæäó
îîöèòîì è çà÷àòêîâûì ýïèòåëèåì íà÷èíàåò ïðèîáðåòàòü
çåðíèñòóþ ñòðóêòóðó (ðèñ. 1, â). Íà ñòàäèè V (äèàìåòð
îîöèòà îêîëî 80—100 ìêì) åùå ìîæíî ðàçëè÷èòü îòäåëü-
íûå ãðàíóëû, íî áîëüøàÿ èõ ÷àñòü óæå ñëèëàñü â ëèíåéíî
ðàñïîëîæåííóþ ãîìîãåííóþ ìàññó â ìåñòå êîíòàêòà îîöè-
òà è ýïèòåëèàëüíîãî ñëîÿ, ò. å. ôîðìèðóåòñÿ ïëàñòèíêà.

Íà ïîñëåäíèõ ýòàïàõ ñîçðåâàíèÿ äèàìåòð îîöèòà óâå-
ëè÷èâàåòñÿ äî 100—130 ìêì íà ñòàäèè VI è äîñòèãàåò
ìàêñèìàëüíîãî ðàçìåðà íà ñòàäèè VII (130—170 ìêì).
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Ðèñ. 1. Ñòàäèè ðàçâèòèÿ îîöèòà ñöèôîèäíîé ìåäóçû Aurelia aurita.

à — I ñòàäèÿ, á — II—III ñòàäèè, â — IV ñòàäèÿ, ã — V ñòàäèÿ, ä — VI ñòàäèÿ, å — VII ñòàäèÿ ðàçâèòèÿ îîöèòà. Ñòðåëêàìè óêàçàíà èññëåäóåìàÿ ñòðóêòó-
ðà íà àíèìàëüíîì ïîëþñå îîöèòà; î — îîöèò, ÿ — ÿäðî îîöèòà. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 10 ìêì.



Íà äàííûõ ñòàäèÿõ çåðíèñòûé êîìïîíåíò îêðóæåí ìåíåå
èíòåíñèâíî îêðàøèâàþùèìñÿ ãîìîãåííûì ìàòåðèàëîì,
ðàñïîëîæåííûì â âèäå òîíêîé ïëàñòèíêè, òîãäà êàê
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ áûë ïðåäñòàâëåí òîëüêî ãðàíóëÿð-
íûé êîìïîíåíò. Â öèòîïëàçìå îîöèòà ñîäåðæàòñÿ ìíîãî-
÷èñëåííûå ãðàíóëû æåëòêà ðàçìåðîì äî 5—7 ìêì
(ðèñ. 1, ã—å). Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ìàòåðèàëà

ïëàñòèíêè ñ III ïî VII ñòàäèþ ðàçâèòèÿ âîçðàñòàåò, ÷òî
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î åãî óïëîòíåíèè.

Çà÷àòêîâûé ýïèòåëèé òàêæå ïðåòåðïåâàåò ìîðôîëîãè-
÷åñêèå ïåðåñòðîéêè â ìåñòå ïðèêðåïëåíèÿ îîöèòà. Êëåòêè
íà÷èíàþò óïëîùàòüñÿ, è íà ïîñëåäíèõ ýòàïàõ ðàçâè-
òèÿ îîöèòà ýïèòåëèé ïðåäñòàâëåí î÷åíü òîíêèì ñëîåì
(ðèñ. 1, å).
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Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå àíòèãåíà, ñâÿçûâàþùåãî àíòèòåëà ê ìåçîãëåèíó (RA45/47) â îáëàñòè àíèìàëüíîãî ïî-
ëþñà îîöèòà Aurelia aurita.

à—å — ôàçîâûé êîíòðàñò; à�—å�— íåïðÿìàÿ èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ (âòîðûå àíòèòåëà êîíúþãèðîâàíû ñ ðîäàìèíîì), ÿäðà äîïîëíèòåëüíî îêðàøåíû
DAPI; I—IV, VI, VII — ñòàäèè ðàçâèòèÿ îîöèòà. Ñòðåëêàìè óêàçàíà ñòðóêòóðà àíèìàëüíîãî ïîëþñà îîöèòà; î — îîöèò, ÿ — ÿäðî îîöèòà.



Ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ ïî ìå-
òîäó Ìàëëîðè äàþò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî â ñîñòàâå
ïëàñòèíêè ñîäåðæàòñÿ ãëèêîïðîòåèíû. Ãèñòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì ØÈÊ-ðåàêöèè è îêðàñêè àëüöè-
àíîâûì ñèíèì ïîêàçàë, ÷òî ïîëèñàõàðèäû, âõîäÿùèå â ñî-
ñòàâ ãëèêîïðîòåèíîâ, èìåþò êèñëóþ ïðèðîäó.

Íåïðÿìîå èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ïà-
ðàôèíîâûõ ñðåçîâ ãîíàäû ñûâîðîòêîé, ñîäåðæàùåé àíòè-
òåëà ïðîòèâ ìåçîãëåèíà (RA45/47), ïîêàçàëî, ÷òî ãðàíó-
ëû, à çàòåì è ãîìîãåííûé ìàòåðèàë ïëàñòèíêè â çîíå êîí-
òàêòà ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþò àíòèòåëà íà÷èíàÿ ñ I—II
ñòàäèé (ðèñ. 2, ñòðåëêè). Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî
êîíòðîëÿ ìû èñïîëüçîâàëè ñðåçû òåõ ó÷àñòêîâ òåëà ìåäó-
çû, ãäå â ìåçîãëåå ïðèñóòñòâóþò ðàçâèòûå «ýëàñòè÷åñêèå»
âîëîêíà è ìåçîãëåàëüíûå êëåòêè (ðèñ. 3). Àíòèòåëà âçàè-

ìîäåéñòâóþò ñ êîìïîíåíòàìè âîëîêîí è ìåçîãëåàëüíûõ
êëåòîê.

Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêîâîãî ãîìîãåíàòà ãîíàä ñàìîê
A. aurita â óñëîâèÿõ SDS-ýëåêòðîôîðåçà, ïåðåíîñà íà ìåì-
áðàíó è îêðàøèâàíèÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìåçîãëåèíà â
ïðîáå îáíàðóæåíû äâå áåëêîâûå ïîëîñû, ñâÿçûâàþùèå
RA 45/47. Èõ ìîë. ìàññû ñîñòàâëÿþò îêîëî 210 è 180 êÄà
(ðèñ. 4, à, äîðîæêà 2, ñòðåëêè).

Äëÿ òîãî ÷òîáû óòî÷íèòü çàðÿä ïîëèïåïòèäîâ, ïðîâå-
ëè ðàçäåëåíèå ãîìîãåíàòà ãîíàä ñàìîê A. aurita â óñëîâè-
ÿõ êèñëîãî ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì íà
PVDF-ìåìáðàíó. Èììóíîáëîò ïîêàçàë, ÷òî â ãîíàäàõ
èìåþòñÿ äâà ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ áåëêà, ñâÿçûâàþ-
ùèõ àíòèòåëà ïðîòèâ ìåçîãëåèíà (ðèñ. 4, á, äîðîæêà 2,
ñòðåëêè). Èììóíîáëîò ïîñëå äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà
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Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå ìåçîãëåèíà è (èëè) åãî ïðåäøåñòâåííèêà ñ ïîìîùüþ RA45/47 â «ýëàñòè÷åñêèõ» ôèá-
ðèëëàõ è ìåçîãëåàëüíûõ êëåòêàõ.

à — ôàçîâûé êîíòðàñò, à�— íåïðÿìàÿ èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ (âòîðûå àíòèòåëà êîíúþãèðîâàíû ñ ðîäàìèíîì). ßäðà äîïîëíèòåëüíî îêðàøåíû DAPI;
ìê — ìåçîãëåàëüíûå êëåòêè, ôèáð — «ýëàñòè÷åñêèå» ôèáðèëëû.

Ðèñ. 4. Ýëåêòðîôîðåãðàììà è èììóíîáëîò ãîìîãåíàòà ãîíàä ñàìîê Aurelia aurita ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà ìåçîãëåèíà (RA45/47).

à — SDS-ýëåêòðîôîðåãðàììà, îêðàñêà ãåëÿ Coomassie (I) è èììóíîáëîò (II); á — AU-ýëåêòðîôîðåãðàììà, îêðàñêà ãåëÿ Coomassie (I) è èììóíîáëîò (II).
1 — ãîìîãåíàò ìåçîãëåè, 2 — ãîìîãåíàò ãîíàä ñàìîê. Öèôðàìè ñëåâà óêàçàíû ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ìàðêåðíûõ áåëêîâ; ñòðåëêàìè óêàçàíû áåëêè 210 è

180 êÄà, çâåçäî÷êàìè — ìåçîãëåèí.



ïîêàçûâàåò, ÷òî ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ìåçîãëåèíà òàêæå
âçàèìîäåéñòâóþò áåëêè ñ ìîë. ìàññàìè 180 è 210 êÄà. Òà-
êèì îáðàçîì, ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå ïîëèïåïòèäû ãî-
íàä ñîäåðæàò ýïèòîïû, èìåþùèå èììóíîëîãè÷åñêîå
ñõîäñòâî ñ ìåçîãëåèíîì.

Îáñóæäåíèå

Â ñîñòàâå áëåñòÿùåé îáîëî÷êè, îêðóæàþùåé îîöèò
ìûøè, âûÿâëåíû òðè ãëèêîïðîòåèíà, ñîäåðæàùèõ ZP-äî-
ìåí, — ZP1, ZP2 è ZP3 (Wassarman et al., 2001). Ýòè áåëêè
èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ïðîöåññå îïëîäîòâîðåíèÿ.
Îäíàêî äî ñèõ ïîð ó íèçøèõ ìíîãîêëåòî÷íûõ æèâîòíûõ
ZP-äîìåííûõ áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ îîãåíåçîì, íå âûÿâëÿ-
ëè. Èìåííî ïîýòîìó ìû îáðàòèëè ïðèñòàëüíîå âíèìàíèå
íà ïðîöåññ îîãåíåçà ó ñöèôîìåäóçû A. aurita.

Íåäàâíî áûëî îïèñàíî âçàèìîäåéñòâèå ïèòàþùèõ
êëåòîê è îîöèòà â îîãåíåçå ó ãèäðû (Alexandrova et al.,
2005). Ïîêàçàíî, ÷òî îîöèò ãèäðû ñòðåìèòåëüíî óâåëè÷è-
âàåò ñâîé îáúåì, äîñòèãàÿ 600 ìêì â äèàìåòðå, çà ñ÷åò ïå-
ðåäà÷è åìó êîìïîíåíòîâ öèòîïëàçìû èç ïèòàþùèõ êëå-
òîê. Ïðè ýòîì íà 1 îîöèò ïðèõîäèòñÿ äî 1000 ýòèõ êëåòîê.
Ó A. aurita îîöèò âçàèìîäåéñòâóåò âñåãî ëèøü ñ íåñêîëü-
êèìè êëåòêàìè èç çà÷àòêîâîãî ýïèòåëèÿ íà ïðîòÿæåíèè
ñâîåãî ðàçâèòèÿ. ßâëÿþòñÿ ëè ýòè êëåòêè ïèòàþùèìè èëè
âûïîëíÿþò òîëüêî ôóíêöèþ ïðèêðåïëåíèÿ îîöèòà ê ýïè-
òåëèþ, îñòàåòñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåÿñíûì.

Ïðè îïëîäîòâîðåíèè ó ñöèôîèäíûõ ñïåðìàòîçîèä,
êàê è ó áîëüøèíñòâà Cnidaria, êîíòàêòèðóåò ñ ÿéöåêëåò-
êîé òîëüêî íà îäíîì ïîëþñå. Ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì,
ïðîöåññó îïëîäîòâîðåíèÿ ó A. aurita ïðåäøåñòâóåò óïëî-
ùåíèå êëåòîê çà÷àòêîâîãî ýïèòåëèÿ â ìåñòå ïðèêðåïëåíèÿ
îîöèòà ê ýïèòåëèþ. Ðÿäîì ñ ó÷àñòêàìè ïðèêðåïëåíèÿ
îîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà ïîñëåäíåì ýòàïå ðàçâèòèÿ, ñêàï-
ëèâàþòñÿ ñïåðìàòîçîèäû, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îïèñàíèÿìè
Èâàíîâîé-Êàçàñ (1975). Ñîîòâåòñòâåííî ñïîñîá ïðèêðåï-
ëåíèÿ ÿéöåêëåòêè ê ýïèòåëèþ è íàõîäÿùèåñÿ â ýòîì ìåñòå
ñòðóêòóðû ìîãóò èìåòü ïðèíöèïèàëüíîå çíà÷åíèå äëÿ
ïðîöåññà îïëîäîòâîðåíèÿ.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç, ïðîâåäåííûé íà ïà-
ðàôèíîâûõ ñðåçàõ ãîíàä ñàìîê A. aurita, ïîêàçàë, ÷òî ïëà-
ñòèíêà â çîíå êîíòàêòà îîöèòà ñ ýïèòåëèåì ñîäåðæèò àí-
òèãåí(û), ñâÿçûâàþùèé àíòèòåëà èç ñûâîðîòêè RA45/47,
ïîëó÷åííîé ïðîòèâ ìåçîãëåèíà. Ïîñêîëüêó â àìèíîêèñ-
ëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåçîãëåèíà ZP-äîìåí çàíèìà-
åò áîëåå ïîëîâèíû âñåé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè, âåñüìà âåðîÿòíî, ÷òî ïîëèêëîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà
RA45/47 ñîäåðæèò çíà÷èòåëüíóþ äîëþ àíòèòåë ïðîòèâ
èìåííî ZP-äîìåíà. Òàêèì îáðàçîì, î÷åâèäíî, ÷òî âçàèìî-
äåéñòâóþùèé ñ àíòèòåëàìè ìàòåðèàë â çîíå êîíòàêòà ñî-
äåðæèò â ñâîåì ñîñòàâå ZP-äîìåíñîäåðæàùèå áåëêè.

Ñâÿçûâàíèå ñïåðìèÿ ñ îáîëî÷êîé ÿéöà, íàçûâàåìîé
âèòåëëèíîâîé îáîëî÷êîé ó ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ, èëè
áëåñòÿùåé îáîëî÷êîé (zona pellucida) ó ìëåêîïèòàþùèõ,
÷ðåçâû÷àéíî âàæíî äëÿ óñïåøíîãî îïëîäîòâîðåíèÿ.
Îñíîâíûå ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ìàòðèêñà ÿéöåâîé
îáîëî÷êè ìåíÿþòñÿ êðàéíå íåçíà÷èòåëüíî â õîäå ýâîëþ-
öèè. Íàïðèìåð, íåñìîòðÿ íà 400 ìëí ëåò, ïðîøåäøèõ ïî-
ñëå ðàçäåëåíèÿ ïðåäêîâ ôîðåëè è ìûøè, è íà ïåðåõîä îò
âíåøíåãî îïëîäîòâîðåíèÿ è ðàçâèòèÿ ê âíóòðåííåìó, áåë-
êè ýòèõ îáîëî÷åê ÿéöà ó ôîðåëè è ìûøè èìåþò áîëüøîå
ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî êàê ìåæäó ñîáîé, òàê è ñ áåëêàìè
îáîëî÷åê ïòèö è àìôèáèé (Litscher, Wassarman, 2007).
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîêàçàíî, ÷òî ó àñöèäèè Ciona intesti-

nalis ZP-äîìåíñîäåðæàùèå áåëêè, ýêñïðåññèðóþùèåñÿ
îîöèòîì, çíà÷èòåëüíî âàðüèðóþò ó îòäåëüíûõ èíäèâèäó-
óìîâ (Kurn et al., 2007). Òàêàÿ âàðèàáåëüíîñòü íå òîëüêî
îáåñïå÷èâàåò âèäîñïåöèôè÷íîå îïëîäîòâîðåíèå, íî è ïî-
ìîãàåò èçáåæàòü ñàìîîïëîäîòâîðåíèÿ, ÷òî àêòóàëüíî äëÿ
ãåðìàôðîäèòíûõ îðãàíèçìîâ. È êëþ÷åâóþ ðîëü â êîíòðî-
ëå îïëîäîòâîðåíèÿ èãðàþò ZP-äîìåííûå áåëêè. Ðîëü
ZP-äîìåíñîäåðæàùèõ áåëêîâ â ôîðìèðîâàíèè îáîëî÷êè
è ïðè îïëîäîòâîðåíèè ó ìëåêîïèòàþùèõ èçó÷åíà ñðàâíè-
òåëüíî õîðîøî. Îíè (â ÷àñòíîñòè, ZP3 ó ìûøè) îòâå÷àþò
çà ïðèêðåïëåíèå ñïåðìàòîçîèäà è èíèöèèðóþò àêðîñîì-
íóþ ðåàêöèþ (Jungnickel et al., 2003). Îáíàðóæåííûå
íàìè â ñîñòàâå ïëàñòèíêè áåëêè ÿâëÿþòñÿ ZP-äîìåíñî-
äåðæàùèìè, ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè ìî-
ãóò èãðàòü êëþ÷åâóþ ðîëü â ìîìåíò êîíòàêòà ñïåðìàòîçî-
èäà è îîöèòà, ó÷èòûâàÿ èõ ëîêàëèçàöèþ è îñîáåííîñòè
îïëîäîòâîðåíèÿ ó ýòèõ æèâîòíûõ.

Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêîâîé ñìåñè ãîíàä â óñëîâèÿõ
SDS-ýëåêòðîôîðåçà ïî Ëýììëè è ïîñëåäóþùåãî èììó-
íîáëîòà âûÿâëåíû äâà áåëêà, âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ àíòè-
òåëàìè èç ñûâîðîòêè RA45/47, — 180 è 210 êÄà, òîãäà êàê
ñàì ìåçîãëåèí èìååò ìîë. ìàññó 47 êÄà. Î÷åâèäíî, ÷òî
êëåòêè ãîíàä ñèíòåçèðóþò áåëêè, êîìïîíåíòû êîòîðûõ
èìåþò ñõîäñòâî ñ àíòèãåííûìè äåòåðìèíàíòàìè ìåçîãëå-
èíà. Òàê æå êàê â ñëó÷àå ìåçîãëåàëüíûõ è ýïèäåðìàëüíûõ
êëåòîê, ìîëåêóëÿðíûå ìàññû ïîëèïåïòèäîâ âûøå, ÷åì ó
ìåçîãëåèíà (Shaposhnikova et al., 2005).

Ðåçóëüòàòû äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ ïàðà-
ôèíîâûõ ñðåçîâ è ãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîçâîëÿþò çà-
êëþ÷èòü, ÷òî â ñîñòàâå êîìïîíåíòîâ ïëàñòèêè â çîíå êîí-
òàêòà îîöèòà è ýïèòåëèÿ ïðèñóòñòâóþò ãëèêîïðîòåèíû,
ñîäåðæàùèå êèñëûå ïîëèñàõàðèäû. Îäíàêî â öåëîì
ñòðóêòóðà èìååò àöèäîôèëüíóþ ïðèðîäó, à çíà÷èò, âåñüìà
âåðîÿòíî, ÷òî áåëêîâàÿ ÷àñòü ýòèõ ãëèêîïðîòåèíîâ íåñåò
ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä. Òàêîå ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäà-
åòñÿ ðåçóëüòàòàìè èììóíîáëîòà ïîñëå ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ
â êèñëîé ñðåäå. Ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä òàêæå ãîâîðèò î
ðîäñòâå ïîëèïåïòèäîâ ñ ìåçîãëåèíîì, äëÿ êîòîðîãî õà-
ðàêòåðåí âûñîêèé ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä (Matveev et al.,
2007).

Òåîðåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ òèòðîâàíèÿ, ïîñòðîåííàÿ íà
îñíîâàíèè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èìååò
èçîýëåêòðè÷åñêóþ òî÷êó 9.03, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûå äàííûå î ïîëîæèòåëüíîì çàðÿäå ìåçîãëåèíà.
Ñèëüíûé ïîçèòèâíûé çàðÿä íåõàðàêòåðåí äëÿ ZP-ñîäåð-
æàùèõ áåëêîâ. Ñðåäè èçâåñòíûõ áåëêîâ ñåìåéñòâà òîëüêî
12.5 % èìåþò òåîðåòè÷åñêóþ èçîýëåêòðè÷åñêóþ òî÷êó
âûøå 8. Ñðåäíÿÿ òåîðåòè÷åñêàÿ èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà
ZP-ñîäåðæàùèõ áåëêîâ ñîñòàâëÿåò 6.3, à ñðåäíÿÿ èçîýëåê-
òðè÷åñêàÿ òî÷êà ZP-äîìåíîâ, ïî ñîáñòâåííûì ðàñ÷å-
òàì, — 6.2 (Jovine et al., 2005; Matveev et al., 2007).

Âîçìîæíû äâà îáúÿñíåíèÿ òîãî, ÷òî áåëêè, îïðåäå-
ëåííî ðîäñòâåííûå ìåçîãëåèíó è, ñêîðåå âñåãî, íåñóùèå
ZP-äîìåí, îáëàäàþò áîëåå âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñîé. Ïåðâîå èç îáúÿñíåíèé çàêëþ÷àåòñÿ â óæå óïîìèíàâ-
øèõñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèÿõ, êîòîðûå â
âûñøåé ñòåïåíè õàðàêòåðíû äëÿ ýêñòðàêëåòî÷íûõ áåëêîâ.
Âòîðîå çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî áîëüøèíñòâî îðãàíèçìîâ,
äëÿ êîòîðûõ èçâåñòíû áåëêè ZP-ñåìåéñòâà, èìåþò íå-
ñêîëüêî ãåíîâ äëÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà. Âûñîêîìîëåêóëÿð-
íûå áåëêè, ëîêàëèçîâàííûå â ñòðóêòóðå, ïðèêðåïëÿþùåé
îîöèò ê çà÷àòêîâîìó ýïèòåëèþ, òàêæå ìîãóò ÿâëÿòüñÿ äðó-
ãèì ïðåäñòàâèòåëåì ýòîãî ñåìåéñòâà ó ìåäóç. Äàëüíåéøàÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ðàáîòà ïîçâîëèò ñäåëàòü âûáîð ìåæäó
ýòèìè àëüòåðíàòèâàìè.

440 Ë. Ñ. Àäîíèí, Î. È. Ïîäãîðíàÿ è äð.



Àâòîðû ïðèçíàòåëüíû êîëëåêòèâó Áåëîìîðñêîé áèî-
ëîãè÷åñêîé ñòàíöèè Êàðòåø Çîîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà
ÐÀÍ çà òåïëûé ïðèåì è ïîñòîÿííóþ ïîääåðæêó.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 05-04-49578-à, 07-04-10086-ê è 08-04-10055-ê) è ïðà-
âèòåëüñòâà Ñàíêò-Ïåòåðáóðãà (ïðîåêò 2.6/4-05/85).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Äîãåëü Â. À. 1981. Çîîëîãèÿ áåñïîçâîíî÷íûõ. Ì.: Âûñøàÿ
øêîëà. 606 ñ.

Çàâàðçèí À. À. 1945. Î÷åðê ýâîëþöèîííîé ãèñòîëîãèè êðî-
âè è ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè. Ì.: Ìåäãèç. 20—77.

Èâàíîâà-Êàçàñ Î. Ì. 1975. Ñðàâíèòåëüíàÿ ýìáðèîëîãèÿ
áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ. Íîâîñèáèðñê: Íàóêà. 372 ñ.

Ïèðñ Ý. 1962. Ãèñòîõèìèÿ. Ì.: Èçä-âî èíîñòð. ëèò-ðû.
964 ñ.

Alexandrova O., Schade M., Battger A., David C. N. 2005.
Oogenesis in Hydra: Nurse cells transfer cytoplasm directly to the
growing oocyte. Develop. Biol. 281 : 91—101.

Bork P., Sander C. 1992. A large domain common to sperm re-
ceptors (Zp2 and Zp3) and TGF-beta type III receptor. FEBS Lett.
300 : 237—240.

Bouillon J., Coppois G. 1977. Etude comparative de la me-
sogl *ee des cnidaires. Cahiers Biol. Marine. 13 : 339—368.

Chapman D. M. 1974. Cnidarian histology. In: Coelenterate
biology. Reviews and new perspectives. Eds. L. Muskatine, H. Len-
hoff. Acad. Press. New York etc. 1—93.

Eckelbarger K. J., Larson R. J. 1988. Ovarian morphology and
oogenesis in Aurelia aurita (Scyphozoa: Semaeostomae): ultrast-
ructural evidence of heterosynthetic yolk formation in a primitive
metazoan. Marine Biol. 100 : 103—115.

Jovine L., Costel C. Darie, Eveline S. Litscher, Wassar-
man P. M. 2005. Zona pellucida domain proteins. Annu. Rev. Bio-
chem. 74 : 83—114.

Jungnickel M. K., Sutton K. A., Florman H. M. 2003. In the be-
ginning: lessons from fertilization in mice and worms. Cell. 114 :
401—404.

Kurn U., Sommer F., Bosch T. C. G., Khalturin K. 2007. In
the urochordate Ciona intestinalis zona pellucida domain proteins
vary among individuals. Develop. Comp. Immunol. 31 : 1242—
1254.

Laemmli U. K. 1970. Cleavage of structural protein during the
essambly of the head of the bacteriophage T4. Nature. 4 : 680—
682.

Litscher E. S., Wassarman P. M. 2007. Egg extracellular coat
proteins: from fish to mammals. Histol. Histopathol. Mar. 22 :
337—347.

Matveev I. V., Shaposhnikova T. G., Podgornaya O. I. 2007. A
novel Aurelia aurita protein mesoglein contains DSL and ZP doma-
ins. Gene. 399 : 20—25.

Panyrm S., Chalkley R. 1969. The heterogeneity of histones. I.
A quantitative analysis of calf histones in very long polyacrylamide
gels. Biochemistry. 8 : 3972—3979.

Podgornaya O. I., Shaposhnikova T. G. 1998. Antibodies with
the cell-type specificity to the morula cells from haemolymph of as-
cidian Styela rustica. Cell Struct. Funct. 23 : 349—355.

Sarras M. P., jr., Madden M. E., Zhang X., Gunwar S.,
Huff J. K., Hudson B. G. 1991. Extracellular matrix (mesoglea) of
Hydra vulgaris. I. Isolation and characterization. Develop. Biol.
148 : 481—494.

Shaposhnikova T., Matveev I., Napara T., Podgornaya O.
2005. Mesogleal cells of the jellyfish Aurelia aurita are involved in
the formation of mesogleal fibres. Cell Biol. Int. 29 : 952—958.

Towbin H., Staechelin T., Gordon J. 1979. Electrophoretic
transfer of proteins from polyacrylamide gel to nitrocellulose she-
ets: procedure and some applications. Proc. Nat. Acad. Sci. USA.
76 : 4350—4354.

Wassarman P. M., Jovine L., Litscher E. S. 2001. A profile of
fertilization in mammals. Nat. Cell Biol. 3 : E59—E64.

Weber C., Schmid V. 1985. The fibrous system in the extracel-
lular matrix of hydromedusae. Tissue and Cell. 17 : 811—822.

Ïîñòóïèëà 17 XI 2008

THE PLATE IN THE ZONE OF OOCYTE AND GERMINAL EPITHELIUM CONTACT

IN SCYPHOMEDUSA AURELIA AURITA BINDS ANTIBODIES

TO ZP-DOMAIN-CONTAINING PROTEIN MESOGLEIN

L. S. Adonin,1 O. I. Podgornaya,2 I. V. Matveev,2 T. G. Shaposhnikova1
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Cnidaria are lower multicellular animals with the body consisting of two epithelial layers. An extracellular
substance — mesoglea — is situated between epidermal and gastrodermal layers of these animals. Mesoglein is
one of the major mesogleal proteins of adult medusa of Scyphozoan jellyfish Aurelia aurita. Search for the
known domains in mesoglein amino acid sequence reveals prominent zona pellucida (ZP) domain (which was
found at first in the mammal oocyte zona pellucida proteins), so the protein belongs to ZP family of extracellular
matrix proteins and it is an early metazoan member of ZP-domain-containing protein family. However, nothing
is known about oogenesis related ZP-domain proteins in the lower multicellular animals. Oogenesis in Scypho-
zoa is described poorly. In this work morphological features of the zone in contact area between the oocyte and
the germinal epithelium were investigated in semi-fine sections. To make it more convenient we identified se-
ven stages according to the oocyte size and the structure found in this area was named the plate. It was shown
that the components of the plate bound specifically the antibodies against mesoglein. So it seems the plate mate-
rial contains ZP-domain proteins. Electrophoresis and immunoblot results give evidence that the proteins immu-
nologically related to mesoglein have a higher molecular mass. It might be due to either the posttranslational
modifications of the precursors or that they represent other proteins of ZP-domain family in Cnidaria.

K e y w o r d s: extracellular matrix, Aurelia aurita, ZP-domain proteins, evolution.
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