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Èäåíòèôèêàöèÿ ïóòåé ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè â îîöèòàõ ñâèíåé

Èäåíòèôèöèðîâàíû ïóòè ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè ïðè âîçäåéñòâèè ñîìàòîòðîïèíà íà îñíîâå àíàëè-
çà ôëóêòóàöèè ñîäåðæàíèÿ êàëüöèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî íàòèâíûõ è äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöè-
òîâ ñâèíåé ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà. Âûÿâëåíî, ÷òî ÑÒÃ, à òàêæå ÃÒÔ ñòèìóëèðóþò âû-
õîä Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, èõ ñîâìåñòíîå äåéñòâèå àêòèâèðóåò äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå
Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî êàê â íàòèâíûõ, òàê è â äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòàõ. Îáðàáîòêà îîöè-
òîâ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ íå âûçûâàëà äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî. Ñòèìóëèðîâàííîå ÃÒÔ îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñâÿçàíî ñ ãèäðîëèçîì
ôîñôàòà. Ïåðåìåùåíèå Ñà2+ ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî, ñòèìóëèðîâàííîå ÃÒÔ, íå äåòåðìèíèðóåò-
ñÿ ãèäðîëèçîì ôîñôàòà. Âî âçàèìîäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî âîâëåêàþòñÿ ïðîòåèíêè-
íàçà Ñ è ìèêðîòðóáî÷êè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîñëå äåâèòðèôèêàöèè ïó-
òè ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè â îîöèòàõ íå ïðåòåðïåâàþò èçìåíåíèé.

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

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÒÃ — ñîìàòîòðîïíûé ãîðìîí, ÕÒÖ — õëîðòåòðàöèêëèí, IP3 — èíî-
çèòîë-1,4,5-òðèôîñôàò.

Èíòåðåñ ê êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ æèâîòíûõ îáó-
ñëîâëåí âîçðàñòàþùåé íåîáõîäèìîñòüþ ñîâåðøåíñòâî-
âàíèÿ è âíåäðåíèÿ èííîâàöèîííûõ êëåòî÷íûõ ðåïðî-
äóêòèâíûõ òåõíîëîãèé (ïîëó÷åíèå ýìáðèîíîâ in vitro,
êëîíèðîâàíèå è òðàíñãåíåç) â ïðàêòèêó æèâîòíîâîäñòâà,
ìåäèöèíó è ôàðìàêîëîãèþ. Â òî âðåìÿ êàê çàìîðàæèâà-
íèå ýìáðèîíîâ óñïåøíî ïðèìåíÿåòñÿ íà ïðàêòèêå, äîñòè-
æåíèÿ â êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ íåçíà÷èòåëüíû. Äëÿ
äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòîâ õàðàêòåðåí íèçêèé óðî-
âåíü ñîõðàííîñòè, ñîçðåâàíèÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro,
îïëîäîòâîðÿåìîñòè è ðàçâèòèÿ èç íèõ ýìáðèîíîâ. Ãëàâíûå
îòëè÷èÿ êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ îò ýìáðèîíîâ îáóñëîâëå-
íû îñîáåííîñòÿìè ñòðîåíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
îîöèòîâ, íàëè÷èåì êîðòèêàëüíûõ ãðàíóë, ñòðîåíèåì âåðåòå-
íà íà ñòàäèè ìåòàôàçû-II. Îîöèòû ìëåêîïèòàþùèõ — îäíè
èç ñàìûõ «òðóäíûõ» êëåòîê äëÿ óñïåøíîé êðèîêîíñåðâà-
öèè. Òåõíîëîãèÿ çàìîðàæèâàíèÿ îîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñïåðìîé èëè ýìáðèîíàìè èìååò ðÿä òåõíè÷åñêèõ òðóäíî-
ñòåé â ñâÿçè ñ îñîáåííîñòüþ æåíñêèõ ãåðìèíàëüíûõ êëåòîê.
Îòíîñèòåëüíî ñâåæèì ïîäõîäîì ê ïðîáëåìå êðèîêîíñåðâà-
öèè áåç èñïîëüçîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ ÿâëÿ-
åòñÿ âèòðèôèêàöèÿ. Ðàçðàáîòêà ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ âèò-
ðèôèêàöèè âûçûâàåò íåîáõîäèìîñòü èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ,
äåòåðìèíèðóþùèõ êðèîðåçèñòåíòíîñòü îîöèòîâ.

Ìîäèôèêàöèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñ ïîìîùüþ
ÃÒÔ çàâèñèò îò àðõèòåêòîíèêè îîöèòà (Hajnoczky et al.,
1994). ÃÒÔ íåîáõîäèì äëÿ ïîëèìåðèçàöèè òóáóëèíà (Ti-
masheff, Grisham, 1980) è êîíòðîëèðóåò îðãàíèçàöèþ öè-
òîñêåëåòà ÷åðåç ñåìåéñòâî Rho ìàëûõ G-áåëêîâ (Paterson

et al., 1990). ÃÒÔ ìîæåò äåéñòâîâàòü ïîñðåäñòâîì G-áåë-
êîâ, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ìåìá-
ðàíàìè (Takai et al., 1992), âî âçàèìîäåéñòâèè ó÷àñòâóåò
öèòîñêåëåò. Òîò ôàêò, ÷òî êàæäûé èç ýòèõ êîìïîíåíòîâ
ìîäóëèðóåòñÿ ãîðìîíîì èëè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè (Do-
wney et al., 1991; Ridley, Hall, 1992), ïîçâîëÿåò ïðåäïîëà-
ãàòü âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî êîììóíèêàöèÿ ìåæäó âíóòðè-
êëåòî÷íûìè äåïî äåòåðìèíèðóåò âíóòðèêëåòî÷íóþ ðåãó-
ëÿöèþ. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ íà îñíîâå èíãèáèòîðíîãî
àíàëèçà ìû ïîïûòàëèñü îõàðàêòåðèçîâàòü ïóòè ñèãíàëü-
íîé òðàíñäóêöèè ïðè âîçäåéñòâèè ðåêîìáèíàíòíîãî áû-
÷üåãî ñîìàòîòðîïíîãî ãîðìîíà (ÑÒÃ) â îîöèòàõ ñâèíåé íà
ñòàäèè äèïëîòåíû. Âûáîð ãîðìîíà îñíîâûâàëè íà ïîëó-
÷åííûõ íàìè ðàíåå äàííûõ î ñòèìóëèðóþùåì ýôôåêòå
ÑÒÃ íà ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå ñîçðåâàíèå îîöèòîâ
in vitro (Kuzmina et al., 2007).

Â ëèòåðàòóðå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâà-
íèé, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî âèòðèôèêàöèÿ íå
âëèÿåò íà ñòðóêòóðó ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà â
îîöèòàõ íà ñòàäèè çàðîäûøåâîãî ïóçûðüêà (ñòàäèè GV)
(Lowther et al. 2009). Â òî æå âðåìÿ â ðåçóëüòàòå çàìîðîç-
êè îîöèòîâ íàðóøàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ýíäîïëàçìàòè÷åñêî-
ãî ðåòèêóëóìà ê ðåîðãàíèçàöèè â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ
æåíñêèõ ãàìåò, ÷òî ìîæåò âûçûâàòü ñíèæåíèå êîìïåòåíò-
íîñòè îîöèòîâ ê ðàçâèòèþ (Kubota et al., 1998). Èìåþòñÿ
òàêæå äàííûå î òîðìîæåíèè ïðîöåññà ðåîðãàíèçàöèè ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà ïðè ñîçðåâàíèè îîöèòîâ,
âèòðèôèöèðîâàííûõ äî ðåèíèöèàöèè ìåéîçà íà ñòàäèè
äèïëîòåíû (Diez et al., 2005).
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Êðèîðåçèñòåíòíîñòü îîöèòà — âàæíàÿ ïðîáëåìà êðèî-
áèîëîãèè, ðåøåíèå êîòîðîé çàâèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ,
äåòåðìèíèðóþùèõ êðèîòîëåðàíòíîñòü êëåòêè. Ðàçëè÷íûå
ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà, â ÷àñòíîñòè ìèêðîòðóáî÷êè è ìèê-
ðîôèëàìåíòû, ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (Ribeiro et al., 1997; Baumann,
2001). Íà æèâîòíûõ ðàçíûõ âèäîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
âèòðèôèêàöèÿ ïðèâîäèò ê ðàçðóøåíèþ ìèêðîôèëàìåíòîâ
è íå çàòðàãèâàåò ìèêðîòðóáî÷êè (Albarracin et al., 2005;
FitzHarris et al., 2007).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðíîãî
àíàëèçà èññëåäîâàòü ôëóêòóàöèþ ñîäåðæàíèÿ èîíîâ êàëü-
öèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî íàòèâíûõ è äåâèòðèôèöè-
ðîâàííûõ îîöèòîâ ñâèíåé ïðè âîçäåéñòâèè ÑÒÃ è ÃÒÔ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ÿè÷íèêè ñâèíåé íà
ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà, áåç âèäèìîé ïàòîëîãèè.
Îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû âûäåëÿëè èç àíòðàëüíûõ
ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3—6 ìì, ñ øèðîêî ðàçâåòâëåííîé
ñåòüþ êàïèëëÿðîâ, ñ âûñîêèì òóðãîðîì, ïðîçðà÷íîé îáî-
ëî÷êîé. Â èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçîâàëè îîöèòû îêðóãëîé
ôîðìû ñ òîíêîãðàíóëèðîâàííîé îîïëàçìîé, ñ ðàâíîìåð-
íîé ïî øèðèíå çîíîé ïåëëþöèäà è îêðóæåííûå ïÿòüþ è
áîëåå ñëîÿìè êëåòîê êóìóëþñà.

Èíêóáàöèþ âûäåëåííûõ îîöèòîâ ïðîâîäèëè â ìîäè-
ôèöèðîâàííîé èíêóáàöèîííîé ñðåäå Äþëüáåêêî, ñîäåð-
æàùåé 36 ìêã/ìë ïèðóâàòà Na è 1 ìã/ìë ãëþêîçû â îòñóò-
ñòâèå ÑàÑl2. Îîöèòû, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ âèòðèôèêà-
öèè, îáðàáàòûâàëè òðåìÿ ðàñòâîðàìè êðèîïðîòåêòîðîâ
(ÑÐÀ), ïðèãîòîâëåííûõ íà ñðåäå ÒÑ-199 (Sigma, ÑØÀ),
ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (Sig-
ma, ÑØÀ). Ñîñòàâ CPA-1: 0.7 M äèìåòèëñóëüôîêñèäà
(ÄÌÑÎ) è 0.9 M ýòèëåíãëèêîëÿ (ÝÃ); CPA-2 : 1.4 M
ÄÌÑÎ è 1.8 M ÝÃ; CPA—3 : 2.8 M ÄÌÑÎ, 3.6 M ÝÃ è
0.65 M òðåãàëîçû. Îîöèòû ïîýòàïíî ïîìåùàëè íà 30 ñ â
ÑÐÀ-1, ïîòîì â ÑÐÀ-2 è, íàêîíåö, â ÑÐÀ-3 íà 20 ñ. Ñîëî-
ìèíû ñ îîöèòàìè îïóñêàëè â æèäêèé àçîò. Âèòðèôèöèðî-
âàííûå îîöèòû íàõîäèëèñü â æèäêîì àçîòå íå ìåíåå 1 ÷.
Äëÿ äåâèòðèôèêàöèè îîöèòû èçâëåêàëè èç ñîëîìèí è ïî-
ìåùàëè â 3 ìë 0.25 Ì òðåãàëîçû â ñðåäå ÒÑ-199, ñîäåðæà-
ùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (Sigma,
ÑØÀ), îòìûâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî â ðàñòâîðå òðåãàëîçû
ñíà÷àëà 0.19 Ì, çàòåì 0.125 Ì ïðè 38 °Ñ è çàâåðøàëè îò-
ìûâêó ñðåäîé ÒÑ-199 òîãî æå ñîñòàâà.

Êîíöåíòðàöèþ êàëüöèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
îîöèòîâ ñâèíåé èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî
çîíäà õëîðòåòðàöèêëèíà (ÕÒÖ; Sigma, ÑØÀ). Ïåðåä ïðî-
âåäåíèåì èçìåðåíèé îîöèòû î÷èùàëè îò êëåòîê êóìóëþ-
ñà. Îîöèòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 38 °Ñ â èí-
êóáàöèîííîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 20 ìêÌ ÕÒÖ. Ïîñëå ýòî-
ãî íàãðóæåííûå êëåòêè 3 ðàçà îòìûâàëè â èíêóáàöèîííîé
ñðåäå è ïåðåíîñèëè íà ñïåöèàëüíîå êâàðöåâîå ñòåêëî ñ
ÿ÷åéêàìè îáúåìîì 0.05 ìë. Èçìåðåíèå Ñà2+ â îîöèòàõ
ïðîèçâîäèëè â ñðåäå Äþëüáåêêî.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ (â óñë. åä.) â
îîöèòàõ èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòà-
íîâêè, ñîñòîÿùåé èç ëþìèíåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà, ñíàá-
æåííîãî ðòóòíîé ëàìïîé ïîñòîÿííîãî òîêà ÄÐØ-250-3,
íåîáõîäèìûìè ñâåòîôèëüòðàìè è ôîòîìåòðè÷åñêîé íà-
ñàäêîé ÔÌÝË-1À. Ñïåêòð âîçáóæäåíèÿ êîìïëåêñà
ÕÒÖ—Ñà2+ — ìåìáðàíà íàõîäèëñÿ â îáëàñòè 380—
400 íì, ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñòðèðîâàëè â îáëà-

ñòè 530 íì. Äëèòåëüíîñòü âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè íå
ïðåâûøàëà 5 ñ.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè èíêóáàöèîííóþ ñðåäó Äþëü-
áåêêî, íå ñîäåðæàùóþ ÑàÑl2, èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû
Ñ Ro 31-8220, ÃÒÔ, ÃÒÔgS, íîêîäàçîë, ÕÒÖ, ÝÃÒÀ (Sig-
ma, ÑØÀ) è ÑÒÃ (Monsanto, ÑØÀ). Ro 31-8220 è íîêîäà-
çîë ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ, îñòàëüíûå ðåàêòèâû ðàçâîäèëè â
ñðåäå Äþëüáåêêî. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ â ñðåäó èíêóáà-
öèè äîáàâëÿëè ÝÃÒÀ â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìÌ.

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

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû âëèÿíèÿ èíãèáè-
òîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ íà àêòèâèðîâàííîå ÑÒÃ è ÃÒÔ
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî èíòàêòíûõ è
äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòîâ ñâèíåé. Äîáàâëåíèå ÑÒÃ
â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë èëè ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè
10 ìêÌ âûçûâàåò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî íàòèâíûõ îîöèòîâ (ðèñ. 1, à). Ðàíåå â íàøèõ èññëå-
äîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÕÒÖ ñïîñîáñòâóåò ïðîíèê-
íîâåíèþ ÃÒÔ â îîöèòû ñâèíåé (Äåíèñåíêî, Êóçüìèíà,
2005). Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è ÃÒÔ â òàêèõ
îîöèòàõ îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè ñ
îîöèòàìè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ ñîåäèíåíèÿ Ro
31-8220 (10 íã/ìë) ïðèâîäèëî ê îñâîáîæäåíèþ Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëå îáðàáîòêè èíòàêòíûõ
îîöèòîâ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ äîáàâëåíèå ÑÒÃ
èëè ÃÒÔ ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî. Îäíàêî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è
ÃÒÔ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ íå îò-
ìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî â îòëè÷èå îò äåéñòâèÿ ÑÒÃ è ÃÒÔ â êîíò-
ðîëüíûõ êëåòêàõ.

Â äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòàõ îòìå÷àëè ñíèæåíèå
êîëè÷åñòâà ìåáðàíî-ñâÿçàííîãî êàëüöèÿ. Âíåñåíèå â ñðå-
äó èíêóáàöèè ÑÒÃ èëè ÃÒÔ âûçûâàëî â íèõ îñâîáîæäå-
íèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (ðèñ. 1, á). Ñîâìåñòíîå
äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ â äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòàõ,
òàê æå êàê è â íàòèâíûõ, ñòèìóëèðîâàëî äîïîëíèòåëüíîå
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Åñëè â íà-
òèâíûõ îîöèòàõ èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû Ñ ñòèìóëèðî-
âàë âûõîä Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, òî â îîöèòàõ ïî-
ñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ äîáàâëåíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêè-
íàçû Ñ ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Äîáàâëåíèå ÑÒÃ èëè ÃÒÔ ê îáðà-
áîòàííûì èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ îîöèòàì ñòèìó-
ëèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. È
òàê æå, êàê â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, ñîâìåñòíîå äåéñòâèå
ÑÒÃ è ÃÒÔ íå àêòèâèðîâàëî äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäå-
íèÿ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî äåâèòðèôèöèðîâàííûõ
îîöèòîâ, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì
ïðîòåèíêèíàçû Ñ.

Äàííûå î âëèÿíèè èíãèáèòîðà ïîëèìåðèçàöèè ìèêðî-
òðóáî÷åê íîêîäàçîëà íà ñòèìóëèðîâàííîå ÑÒÃ è ÃÒÔ
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ
ñâèíåé ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ïî-
ëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê èñïîëüçîâàëè íîêîäàçîë â
êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ. Âîçäåéñòâèå ÑÒÃ â êîíöåíòðàöèè
10 íã/ìë èëè ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ àêòèâèðîâàëî
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî íàòèâíûõ
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îîöèòîâ (ðèñ. 2, à). Èõ ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ñòèìóëèðîâà-
ëî â òàêèõ îîöèòàõ äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îáðàáîòêà îîöèòîâ íîêîäàçîëîì
íå îêàçûâàëà âëèÿíèå íà óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ êàëüöèÿ âî
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Äîáàâëåíèå ÑÒÃ èëè ÃÒÔ ê îáðà-
áîòàííûì íîêîäàçîëîì îîöèòàì ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæ-
äåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îäíàêî ñîâìåñòíîå
äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ â îáðàáîòàííûõ íîêîäàçîëîì îîöè-
òàõ íå àêòèâèðîâàëî äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Â îîöèòàõ, ïîäâåðãøèõñÿ ïðîöåäóðå âèòðèôèêàöèè,

ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ÑÒÃ èëè ÃÒÔ ñòèìóëèðîâàëè
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (ðèñ. 2, á).
Ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ â äåâèòðèôèöèðîâàí-
íûõ îîöèòàõ àêòèâèðîâàëî äîïîëíèòåëüíûé âûõîä Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Âíåñåíèå â ñðåäó èíêóáàöèè
ñ äåâèòðèôèöèðîâàííûìè îîöèòàìè íîêîäàçîëà íå îêà-
çûâàëî âëèÿíèÿ íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷-

íûõ äåïî. Òàêæå íå âëèÿë íîêîäàçîë è íà ñòèìóëèðîâàí-
íûé ÑÒÃ èëè ÃÒÔ âûõîä Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, à
äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ ïðè ñîâìåñòíîì äåé-
ñòâèè ÑÒÃ è ÃÒÔ â ïðèñóòñòâèè íîêîäàçîëà íå îòìå÷àëè.

Äàííûå ýêñïåðèìåíòîâ ïî âëèÿíèþ íåãèäðîëèçóåìîãî
àíàëîãà ÃÒÔ íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî îîöèòîâ ñâèíåé ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Äîáàâëåíèå
ÑÒÃ èëè ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèÿõ ñîîòâåòñòâåííî 10 íã/ìë è
10 ìêÌ ñòèìóëèðîâàëî â îîöèòàõ îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
äåïî. Ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ âûçûâàëî äîïîëíè-
òåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ÃÒÔgS â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ íå ïðèâîäèëî ê
âûõîäó Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Òàêæå íå îòìå÷àëè
îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÃÒÔ â êîí-
öåíòðàöèè 10 ìêÌ è ÃÒÔgS â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ, à äî-
áàâëåíèå ÃÒÔgS â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ íå îêàçûâàëî
âëèÿíèÿ íà äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+, ñòèìóëè-
ðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è ÃÒÔ.
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû C (Ro 31-8220) íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî íàòèâíûõ (à) è äåâèò-
ðèôèöèðîâàííûõ (á) îîöèòîâ ñâèíüè, ñòèìóëèðîâàííûõ ÑÒÃ è ÃÒÔ.

Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä.; ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè; 2 — àêòèâàöèÿ ÑÒÃ, 10 íã/ìë; 3 — 10 ìêÌ
ÃÒÔ; 4 — ÑÒÃ è ÃÒÔ ñîâìåñòíî; 5 — 10 íã/ìë Ro; 6 — Ro ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÑÒÃ; 7 — Ro ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÃÒÔ; 8 — Ro è ïîñëåäó-
þùåå ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ. à: ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001 (ìåæäó ñòîëáèêàìè 1 è 2, 1 è 3, 2 è 4, 1 è 5), P < 0.01 (4 è 8) è P < 0.05 (3 è 4);
á: ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001 (ìåæäó ñòîëáèêàìè 1 è 2, 1 è 3, 2 è 4, 3 è 4, 1 è 5, 4 è 8 ). Çäåñü è äàëåå ïðåäñòàâëåíû èçìåíåíèÿ Ca2+, ïîëó÷åííûå â

4—5 ýêñïåðèìåíòàõ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê (íîêîäàçîëà) íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî íàòèâ-
íûõ (à) è äåâèòðèôèöèðîâàííûõ (á) îîöèòîâ ñâèíüè, ñòèìóëèðîâàííûõ ÑÒÃ è ÃÒÔ.

Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä.; ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè; 2 — àêòèâàöèÿ ÑÒÃ, 10 íã/ìë; 3 — 10 ìêÌ
ÃÒÔ; 4 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ; 5 — 10 ìêÌ íîêîäàçîëà; 6 — íîêîäàçîë ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÑÒÃ; 7 — íîêîäàçîë ñ ïîñëåäóþùåé
îáðàáîòêîé ÃÒÔ; 8 — íîêîäàçîë è ïîñëåäóþùåå ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ. à: ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001 (ìåæäó ñòîëáèêàìè 1 è 2, 1 è 3,

2 è 4, 3 è 4), P < 0.01 (4 è 8); á: ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001 (ìåæäó ñòîëáèêàìè 1 è 2, 1 è 3, 2 è 4, 3 è 4, 4 è 8).



Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî ÃÒÔ îïîñðåäóåò ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ
ñâÿçè ìåæäó äâóìÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî — ðèàíîäèí-
è IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè — è îáåñïå÷èâàåò ïåðåõîä Ñà2+ èç
ðèàíîäèí- â IP3-÷óâñòâèòåëüíûå âíóòðèêëåòî÷íûå äåïî
(Mullaney et al., 1987). Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÃÒÔ è
IP3 â êëåòêàõ îòìå÷àåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå
Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïå-
ðåìåùåíèè Ñà2+ ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè
äåïî (Mullaney et al., 1987; Ghosh et al., 1989).

Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ÑÒÃ è ÃÒÔ îñâîáîæäàþò Ñà2+ èç
ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíüè: ÑÒÃ
ñòèìóëèðóåò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, à ÃÒÔ — èç ðèàíîäèí-÷óâñòâè-
òåëüíûõ (Äåíèñåíêî, Êóçüìèíà, 2010). Ðåçóëüòàòû ïðåä-
ñòàâëåííîãî èññëåäîâàíèÿ âûÿâèëè, ÷òî ñîâìåñòíîå äåé-
ñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ àêòèâèðóåò äîïîëíèòåëüíûé âûõîä Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ. Ýòîò äîïîëíèòåëüíûé
âûõîä Ñà2+ ðåãóëèðóåòñÿ ïðîòåèíêèíàçîé Ñ, â ïðèñóòñò-
âèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ äîïîëíèòåëüíîå îñâî-
áîæäåíèå Ñà2+ îòñóòñòâîâàëî. ÃÒÔ îáðàçóåò ñâÿçü ñ öèòî-
ñêåëåòîì, ó÷àñòâóÿ â ñèíòåçå ìèêðîòðóáî÷åê (Timasheff,
Grisham, 1980; Hajnoczky et al., 1994). Îáíàðóæåíî, ÷òî
íîêîäàçîë íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+ â
îîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííîå îòäåëüíî ÑÒÃ èëè ÃÒÔ, è èí-
ãèáèðîâàë äîïîëíèòåëüíûé âûõîä Ñà2+, ñòèìóëèðîâàí-
íûé ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è ÃÒÔ. Ñîãëàñíî ïîëó-
÷åííûì ðåçóëüòàòàì, ïåðåõîä Ñà2+ ìåæäó ðèàíîäèí- è
IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ðåãóëèðó-
åòñÿ íå òîëüêî ïðîòåèíêèíàçîé Ñ, â ïðîöåññ ïåðåìåùåíèÿ
Ñà2+ ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî âîâëåêàþòñÿ ìèêðî-
òðóáî÷êè.

Êðîìå îïîñðåäóþùåé ðîëè ÃÒÔ â îáðàçîâàíèè ñâÿçè
ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî íóêëåîòèä ñïîñîáåí ñàì
ñòèìóëèðîâàòü îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî. Àíàëèçèðóÿ äàííûå î äåéñòâèè îäíîãî ÃÒÔ è åãî
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ñ ÑÒÃ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ÃÒÔ â ýòèõ ñëó÷àÿõ ðàçëè÷íûé. Ðÿäîì
àâòîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ ÃÒÔ ñâÿ-
çàíî ñ ãèäðîëèçîì ôåðìåíòàìè òåðìèíàëüíîãî ôîñôàòà
ÃÒÔ (Gill et al., 1986; Ueda et al., 1986). Èñïîëüçîâàíèå íå-
ãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ÃÒÔ (ÃÒÔgS) â ñëåäóþùåé ñå-

ðèè ïðîâåäåííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòîâ ïðåäïîëàãàëî âû-
ÿâëåíèå âîçìîæíûõ ðàçëè÷èé â ìåõàíèçìàõ äåéñòâèÿ
ÃÒÔ ïðè îñâîáîæäåíèè Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è
îáðàçîâàíèè ñâÿçè ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî, ò. å.
åñëè ãèäðîëèç ÃÒÔ íåîáõîäèì äëÿ îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+, òî
íåîáõîäèì ëè îí è äëÿ îáðàçîâàíèÿ ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷-
íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî?

Îáíàðóæåíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè íåãèäðîëèçóåìîãî
àíàëîãà ÃÒÔgS â îîöèòàõ ñâèíüè èíãèáèðóåòñÿ îñâîáîæ-
äåíèå Ñà2+, ñòèìóëèðóåìîå îòäåëüíî ÃÒÔ. Â òî æå âðåìÿ
â ïðèñóòñòâèè íåãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ÃÒÔgS íàá-
ëþäàåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+, ñòèìóëèðó-
åìîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è ÃÒÔ. Ëîãè÷íî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî âëèÿíèå ÃÒÔ íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî è îáðàçîâàíèå ñâÿçè ìåæäó ðàç-
ëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ñ ïîìîùüþ ÃÒÔ äåòåð-
ìèíèðóåòñÿ ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìàìè. Ñòèìóëèðîâàííîå
ÃÒÔ îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îïî-
ñðåäóåòñÿ ãèäðîëèçîì òåðìèíàëüíîãî îñòàòêà ÃÒÔ, ñâÿ-
çûâàíèå ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñ ïîìîùüþ
ÃÒÔ íå çàâèñèò îò ãèäðîëèçà ÃÒÔ.

Âèòðèôèêàöèÿ îîöèòîâ îêàçûâàåò íåîäíîçíà÷íûé ýô-
ôåêò íà ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà. Íà æèâîòíûõ ðàçëè÷íûõ
âèäîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âèòðèôèêàöèÿ ïðèâîäèò ê ðàç-
ðóøåíèþ ìèêðîôèëàìåíòîâ è íå çàòðàãèâàåò ìèêðîòðó-
áî÷åê (Albarracin et al., 2005; FitzHarris et al., 2007). Íà
îîöèòàõ ñâèíüè áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî çàìîðà-
æèâàíèå íå âëèÿåò íà ñîõðàííîñòü ìèêðîòðóáî÷åê, â òî
æå âðåìÿ âûçûâàåò äåñòðóêöèþ ìèêðîôèëàìåíòîâ (Rojas
et al., 2004; Wu et al., 2006). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïîä-
òâåðæäåíî, ÷òî â äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòàõ ñîâìåñò-
íîå äåéñòâèå ÑÒÃ è ÃÒÔ ñòèìóëèðîâàëî äîïîëíèòåëüíîå
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ íà òàêèå îîöèòû íîêîäàçîëà èñ÷åçàëî äîïîëíè-
òåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è ÃÒÔ.

Èç àíàëèçà äàííûõ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñëåäóåò çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ñòðóêòóðà ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëó-
ìà, ÿâëÿþùåãîñÿ îñíîâíûì âíóòðèêëåòî÷íûì ðåçåðâóà-
ðîì êàëüöèÿ, ïðè âèòðèôèêàöèè îîöèòîâ íà ñòàäèè GV íå
ïîâðåæäàåòñÿ. Åñòü äàííûå î âîçìîæíîñòè çàâåðøåíèÿ
ìåéîçà â äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòàõ íà ñòàäèè-GV
(Lowther et al., 2009). Àâòîðû ýòîé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî
ïîñëå ñîçðåâàíèÿ in vitro òàêèå îîöèòû ñïîñîáíû ê îñâî-
áîæäåíèþ Ñà2+ â îòâåò íà âîçäåéñòâèå IP3 è êîìïåòåíòíû
ê îïëîäîòâîðåíèþ. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû è àíà-
ëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äå-
ñòðóêöèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ â ðåçóëüòàòå âèòðèôèêàöèè
íå îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà äàëüíåéøåå ñî-
çðåâàíèå äåâèòðèôèöèðîâàííûõ îîöèòîâ. Âî âçàèìîäåé-
ñòâèå ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ âîâëåêà-
þòñÿ ïðîòåèíêèíàçà Ñ è ìèêðîòðóáî÷êè. Ïîñëå äåâèòðè-
ôèêàöèè ïóòè ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè â îîöèòàõ íå
ïðåòåðïåâàëè èçìåíåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò îôè-à 10-04-00389).
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IDENTIFICATION OF SIGNAL TRANSDUCTION PATHWAY IN FRESH

AND VITRIFIED PORCINE OOCYTES
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Signal transduction pathway under the influence of somatotropin have been identified basis on the analysis
of Ca2+ release from intracellular stores of fresh and vitrified porcine oocytes using inhibitory analysis. Somatot-
ropin and GTP individually stimulated Ca2+ release from intracellular stores. The joint action of somatotropin
and GTP activated additional Ca2+ release from intracellular stores both in fresh and vitrified porcine oocytes.
Treatment of the oocytes with inhibitor of protein kinase C caused no additional Ca2+ release from intracellular
stores. Ca2+ release from intracellular stores stimulated by GTP was connected with phosphate hydrolysis. Mo-
ving between intracellular Ca2+ depots stimulated by GTP was not determined by phosphate hydrolysis. Inhibi-
tor of protein kinase C and microtubules were involved in the interaction of various intracellular depots. The da-
ta obtained suggest that signal transduction pathway in porcine oocytes do not change after vitrification.
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