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Èäåíòèôèêàöèÿ ìåõàíèçìîâ êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè ïðè âîçäåéñòâèè ýñòðàäèîëà

Íà îñíîâå èñïîëüçîâàíèÿ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà õëîðòåòðàöèê-
ëèíà èññëåäîâàëè âëèÿíèå ýñòðàäèîëà íà ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé,
ñòèìóëèðîâàííóþ ñîìàòîòðîïíûì ãîðìîíîì (ÑÒÃ) è òåîôèëëèíîì. Ïîêàçàíî, ÷òî êàê ÑÒÃ, òàê è òåî-
ôèëëèí ñòèìóëèðóþò ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî â êîíòðîëüíûõ îîöèòàõ, òîãäà êàê
ñîâìåñòíîå èõ äåéñòâèå íå ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîìó âûõîäó Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Èíãè-
áèòîð ïðîòåèíêèíàçû Ñ íå âëèÿë íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+, ñòèìóëèðîâàííîå ÑÒÃ èëè òåîôèëëèíîì. Â îá-
ðàáîòàííûõ ýñòðàäèîëîì îîöèòàõ òîëüêî ñîâìåñòíîå âîçäåéñòâèå ñîìàòîòðîïèíà è òåîôèëëèíà ñòèìó-
ëèðóåò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, è ýòî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ ñíèæàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ. Ïðè äåéñòâèè ýñòðàäèîëà èíãèáèòîð ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê íî-
êîäàçîë áëîêèðóåò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è òåîôèëëèíà. Èíêóáàöèÿ îîöèòîâ
â ñðåäå ñ ÀÄÔ è ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå ÃÄÔ èíãèáèðîâàëè îñâîáîæäåíèå Ñà2+, ñèìóëèðîâàííîå ñî-
âìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è òåîôèëëèíà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîâëå÷åíèè ýñòðàäèî-
ëà â ìåõàíèçìû êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè â îîöèòàõ ñâèíåé.

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

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, ÝÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì.

Ñòåðîèäíûé ãîðìîí ýñòðàäèîë ñèíòåçèðóåòñÿ êëåòêà-
ìè ãðàíóëåçû è àêòèâíî âîâëåêàåòñÿ â ñîçðåâàíèå æåí-
ñêîé ãàìåòû, ïðè åãî âîçäåéñòâèè íà êëåòêó îòìå÷àåòñÿ
ôëóêòóàöèÿ ñîäåðæàíèÿ ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî êàëüöèÿ.
Â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ýñòðàäèîë óâåëè÷èâàåò êîíöåíòðà-
öèþ öèòîçîëüíîãî êàëüöèÿ çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ èíîçè-
òîë-1,4,5-òðèôîñôàòà (IP3) è îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî (Morley et al., 1992; Picotto et al., 1999).

Èçâåñòíî, ÷òî ñîìàòîòðîïíûé ãîðìîí (ÑÒÃ) âîâëåêà-
åòñÿ â ðåãóëÿöèþ ìåõàíèçìîâ ðîñòà, äèôôåðåíöèðîâêè è
ðÿäà äðóãèõ ôóíêöèé îðãàíèçìà ìëåêîïèòàþùèõ. Âîç-
äåéñòâèå ÑÒÃ íà êëåòêè àêòèâèðóåò öåëûé ðÿä ñèãíàëü-
íûõ ìåõàíèçìîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî â àäèïîöèòàõ è ãåïàòîöè-
òàõ êðûñû ÑÒÃ âûçûâàåò âõîä âíåêëåòî÷íîãî Ñà2+ â êëåò-
êó (Gaur et al., 1996; Marrero et al., 1996). Â äðóãèõ
êëåòêàõ ÑÒÃ ñòèìóëèðóåò îáðàçîâàíèå âòîðè÷íûõ ïî-
ñðåäíèêîâ — IP3 è äèàöèëãëèöåðèíà (Carter-Su et al.,
1996; Campbell, 1997). IP3 â êëåòêàõ âûçûâàåò àêòèâàöèþ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ, è ýòî ïðèâîäèò ê îñâîáîæ-
äåíèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (Berridge, 2002).

Äîáàâëåíèå òåîôèëëèíà ê êëåòêàì ðàçëè÷íîãî òèïà
âûçûâàåò óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè
öÀÌÔ (Äîñîí è äð., 1991), êîòîðûé âîâëåêàåòñÿ â ãîìå-
îñòàçèñ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â êëåòêàõ. Òàê, â êëåò-
êàõ ñëþííûõ æåëåç êðûñ öÀÌÔ âûçûâàåò îñâîáîæäåíèå

Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðè àêòèâàöèè IP3-ðåöåï-
òîðîâ (Zhang, Martinez, 1999), à â ïåðìåàáèëèçîâàííûõ
êëåòêàõ îêîëîóøíûõ æåëåç êðûñ ñòèìóëèðîâàííîå öÀÌÔ
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ ïðîèñõîäèò ïðè àêòèâàöèè ðèàíîäè-
íîâûõ ðåöåïòîðîâ (Rubin, Adolf, 1994).

Öåëü ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èäåíòèôèêàöèè ìåõàíèç-
ìîâ êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè ïðè âîçäåéñòâèè ýñòðàäèî-
ëà íà ñòèìóëèðîâàííîå ÑÒÃ è òåîôèëëèíîì îñâîáîæäå-
íèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïîëó÷àëè ÿè÷íèêè îò ïîëîâîçðåëûõ
ñâèíîê (6—8 ìåñ) ïîðîäû ëàíäðàñ, çàáèòûõ íà ìÿñîêîìáè-
íàòå. Îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåêñû âûäåëÿëè èç ÿè÷íèêîâ
íà ñòàäèè ôîëëèêóëÿðíîãî ðîñòà áåç ïðèçíàêîâ âèäèìîé
ïàòîëîãèè àñïèðàöèåé ôîëëèêóëîâ äèàìåòðîì 3—6 ìì.
Èñïîëüçîâàëè îîöèòû îêðóãëîé ôîðìû ñ òîíêîãðàíóëèðî-
âàííîé îîïëàçìîé è ðàâíîìåðíîé ïî øèðèíå çîíîé ïåëëþ-
öèäà. Âûäåëåííûå îîöèòû èíêóáèðîâàëè â ìîäèôèöèðîâàí-
íîé èíêóáàöèîííîé ñðåäå Äþëüáåêêî, ñîäåðæàùåé 36 ìã/ë
ïèðóâàòà Na è 1 ã/ë ãëþêîçû, íî íå ñîäåðæàùåé ÑàÑl2.

Óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ êàëüöèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî îîöèòîâ ñâèíåé èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíò-
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íîãî çîíäà õëîðòåòðàöèêëèíà (ÕÒÖ). Îîöèòû ýêñïîíèðîâà-
ëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 37 °Ñ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 40 ìêÌ
ÕÒÖ. Çàòåì êëåòêè 3 ðàçà îòìûâàëè â èíêóáàöèîííîé
ñðåäå è ïåðåíîñèëè íà ñïåöèàëüíîå êâàðöåâîå ñòåêëî ñ
ÿ÷åéêàìè îáúåìîì 0.05 ìë. Çàâèñèìóþ îò Ñà2+ ôëóîðåñ-
öåíöèþ ÕÒÖ ðåãèñòðèðîâàëè â îîöèòàõ â ñðåäå Äþëüáåêêî.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ èçìåðÿëè íà
ôëóîðèìåòðè÷åñêîé óñòàíîâêå, ñîñòîÿùåé èç ëþìèíåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà, ñíàáæåííîãî íåîáõîäèìûìè ñâå-
òîôèëüòðàìè è ôîòîìåòðè÷åñêîé íàñàäêîé ÔÌÝË-1À.
Êîìïëåêñ ÕÒÖ—Ñà2+—ìåìáðàíà âîçáóæäàëè ñâåòîì ñ
äëèíîé âîëíû 380—400 íì, ôëóîðåñöåíöèþ ðåãèñòðèðî-
âàëè 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: èíêóáà-
öèîííóþ ñðåäó Äþëüáåêêî, íå ñîäåðæàùóþ ÑàÑl2, èíãè-
áèòîð ïðîòåèíêèíàçû Ñ Ro 31-8220, òåîôèëëèí, ýñòðàäè-
îë, ÀÄÔ, ÃÄÔ, èíãèáèòîð ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî-
÷åê íîêîäàçîë (Sigma, ÑØÀ), ÕÒÖ (ICN, ÑØÀ) è ÑÒÃ
(Monsanto, ÑØÀ). Ro 31-8220 è íîêîäàçîë ðàñòâîðÿëè â
äèìåòèëñóëüôîêñèäå, ýñòðàäèîë — â ýòèëîâîì ñïèðòå,
îñòàëüíûå ðåàêòèâû ðàçâîäèëè â ñðåäå Äþëüáåêêî. Âî
âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ â ñðåäó èíêóáàöèè äîáàâëÿëè 0.5 ìÌ
ÝÃÒÀ.

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

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èíêóáàöèè îîöèòîâ âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïî-
ëüçîâàëè èíêóáàöèîííóþ ñðåäó Äþëüáåêêî áåç äîáàâëå-
íèÿ âíåêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòå-
èíêèíàçû Ñ (Ro 31-8220) â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë íà ñòè-
ìóëèðîâàííîå ÑÒÃ è òåîôèëëèíîì îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé ïîêàçàíî íà
ðèñ. 1, à. Êîíöåíòðàöèè èñïîëüçóåìûõ â ýêñïåðèìåíòàõ
ÑÒÃ è òåîôèëëèíà ñîñòàâëÿëè 10 íã/ìë è 10 ìÌ ñîîòâåò-
ñòâåííî. Äîáàâëåíèå ÑÒÃ èëè òåîôèëëèíà ñòèìóëèðîâà-
ëî â îîöèòàõ îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî. Ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è òåîôèëëèíà íå ïðèâî-
äèëî ê äîïîëíèòåëüíîìó îñâîáîæäåíèþ Ñà2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî.

Îáðàáîòêà îîöèòîâ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ
âûçûâàëà â êëåòêàõ âûõîä Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.
Äîáàâëåíèå ê îáðàáîòàííûì èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíà-
çû Ñ îîöèòàì ÑÒÃ èëè òåîôèëëèíà, à òàêæå èõ ñîâìåñò-
íîå äåéñòâèå íå ïðèâîäèëè ê èçìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðîå îòëè÷àëîñü áû îò äåéñòâèÿ ýòèõ
ñîåäèíåíèé â êëåòêàõ, íå îáðàáîòàííûõ Ro 31-8220.

Ðåçóëüòàòû âëèÿíèÿ 1 ìêã/ìë ýñòðàäèîëà íà ñòèìóëè-
ðîâàííîå ÑÒÃ è òåîôèëëèíîì îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ ñâèíåé ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 1, á. Íè ÑÒÃ â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë, íè òåîôèëëèí
â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ â îáðàáîòàííûõ ýñòðàäèîëîì
îîöèòàõ íå ñòèìóëèðîâàëè îñâîáîæäåíèå Ñà2+. Îäíàêî
ñîâìåñòíî äîáàâëåííûå ÑÒÃ è òåîôèëëèí â îîöèòàõ âû-
çûâàëè âûõîä Ñà2+ èç äåïî. Ïîñëå îáðàáîòêè îîöèòîâ èí-
ãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë â
êëåòêàõ íå èçìåíÿëàñü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè.
Ïîñëåäóþùåå äîáàâëåíèå ê òàêèì îîöèòàì ÑÒÃ èëè òåî-
ôèëëèíà, à òàêæå èõ ñîâìåñòíîå äåéñòâèå íà êëåòêè, îá-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ (à) è ýñòðàäèîëà
(á) íà ñòèìóëèðîâàííîå ñîìàòîòðîïèíîì (ÑÒÃ) è òåîôèëëè-
íîì îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ

ñâèíåé.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëü (íåîáðàáîòàííûå îîöèòû); 2 — ÑÒÃ,
10 íã/ìë; 3 — òåîôèëëèí, 10 ìÌ; 4 — ÑÒÃ è òåîôèëëèí ñîâìåñòíî; 5 —
Ro 31-8220, 10 íã/ìë; 6 — Ro 31-8220 ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÑÒÃ;
7 — Ro 31-8220 ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé òåîôèëëèíîì; 8 —
Ro 31-8220 è ïîñëåäóþùåå ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è òåîôèëëèíà. Ïî
âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çîíäà ÕÒÖ, óñë. åä. à: ðàç-
ëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001 (ìåæäó 1 è 2, 1 è 3), P < 0.01 (ìåæäó 1
è 5); á: ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.001 (ìåæäó 2 è 4, 3 è 4, 4 è 8),
P < 0.01 (ìåæäó 1 è 3). Çäåñü è äàëåå ïðåäñòàâëåíû èçìåíåíèÿ Ca2+, ïî-

ëó÷åííûå â 4—5 ýêñïåðèìåíòàõ.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïîëèìåðèçàöèè ìèêðîòðóáî÷åê
íîêîäàçîëà è ÀÄÔ íà ñòèìóëèðîâàííîå ñîìàòîòðîïèíîì
(ÑÒÃ) è òåîôèëëèíîì îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç äåïî îîöèòîâ ñâè-

íåé, îáðàáîòàííûõ ýñòðàäèîëîì.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — îîöèòû, îáðàáîòàííûå 10 íã/ìë ÑÒÃ è 10 ìÌ òåî-
ôèëëèíà ñîâìåñòíî; 2 — îáðàáîòêà íîêîäàçîëîì è ïîñëåäóþùåå ñîâìå-
ñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è òåîôèëëèíà; 3 — îáðàáîòêà ÀÄÔ è ïîñëåäóþùåå
ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è òåîôèëëèíà; 4 — îáðàáîòêà ÀÄÔ è ÃÄÔ è
ïîñëåäóþùåå ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÑÒÃ è òåîôèëëèíà. Ïî âåðòèêàëè —
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè

P < 0.001 (ìåæäó 1 è 2, 3 è 4).



ðàáîòàííûå èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ, íå ñòèìóëè-
ðîâàëè îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.

Íà ðèñ. 2 ïîêàçàíî âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïîëèìåðèçà-
öèè ìèêðîòðóáî÷åê íîêîäàçîëà è ÀÄÔ íà ñòèìóëèðîâàí-
íîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è òåîôèëëèíà îñâîáîæ-
äåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îîöèòîâ. Âñå îîöè-
òû â äàííîì ýêñïåðèìåíòå îáðàáàòûâàëè ýñòðàäèîëîì
(1 ìêã/ìë). Äîáàâëåíèå 10 ìêÌ íîêîäàçîëà èíãèáðîâàëî
îñâîáîæäåíèå Ñà2+, ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñò-
âèåì ÑÒÃ è òåîôèëëèíà. Îáðàáîòêà îîöèòîâ ÀÄÔ â êîí-
öåíòðàöèè 1 ìÌ íå âëèÿëà íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç äåïî,
ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è òåîôèë-
ëèíà. Â òî æå âðåìÿ ñîâìåñòíàÿ îáðàáîòêà îîöèòîâ ÀÄÔ
è ÃÄÔ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ èíãèáèðîâàëà âûõîä
Ñà2+ èç äåïî, àêòèâèðîâàííûé ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì
ÑÒÃ è òåîôèëëèíà.

Îáñóæäåíèå

Ñîãëàñíî ñóùåñòâóþùåé ãèïîòåçå (Ghosh et al.,
1989), ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ â êëåòêå ìîãóò ïðîèñ-
õîäèòü îáðàçîâàíèå ñâÿçè è ïåðåìåùåíèå êàëüöèÿ ìåæäó
åãî ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî. Äëÿ îáðàçîâà-
íèÿ ñâÿçè ìåæäó äåïî êàëüöèÿ â êëåòêå íåîáõîäèìî, ÷òî-
áû ñîåäèíåíèÿ ñòèìóëèðîâàëè: 1) âûõîä Ñà2+ èç äåïî âî-
îáùå, 2) âûõîä Ñà2+ èç ðàçëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
(ðèàíîäèí- è IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ) è 3) äîïîëíèòåëüíûé
âûõîä Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî â ñëó÷àå ñîâìåñòíî-
ãî äåéñòâèÿ àãåíòîâ.

Â îîöèòàõ ñâèíåé ÑÒÃ è òåîôèëëèí ñòèìóëèðóþò
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, ïðè÷åì
ÑÒÃ âûçûâàåò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç IP3-, à òåîôèëëèí —
èç ðèàíîäèí-÷óâñòâèòåëüíûõ äåïî (Äåíèñåíêî, Êóçüìè-
íà, 2010). Îäíàêî ïðè èõ ñîâìåñòíîì äåéñòâèè îòñóòñòâó-
åò äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷-
íûõ äåïî. Îòñóòñòâèå äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èñïîëüçóåìûå ñîåäèíå-
íèÿ — ÑÒÃ è òåîôèëëèí — íå ñïîñîáíû îáðàçîâàòü ñâÿçü
ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî êàëüöèÿ.

Â îðãàíèçìå ýñòðàäèîë ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ
ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè, îáåñïå÷èâàÿ òàêèì
îáðàçîì èõ êîììóíèêàöèþ (Di et al., 2001). Ïðåäïîëàãà-
åòñÿ, ÷òî è âíóòðè êëåòêè ýñòðàäèîë âîâëåêàåòñÿ â îáðà-
çîâàíèå ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè
ñòðóêòóðàìè. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è òåîôèëëè-
íà â îîöèòàõ ñâèíåé íå îáðàçóåòñÿ ñâÿçü ìåæäó ðàçëè÷íû-
ìè (ðèàíîäèí- è IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè) âíóòðèêëåòî÷íû-
ìè äåïî êàëüöèÿ, òàê êàê îòñóòñòâóåò äîïîëíèòåëüíîå
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïîñëå îá-
ðàáîòêè îîöèòîâ ýñòðàäèîëîì Ñà2+ âûõîäèò èç äåïî ïðè
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÑÒÃ è òåîôèëëèíà, ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò îá îáðàçîâàíèè ñâÿçè è ïåðåõîäå êàëüöèÿ ìåæäó
ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî.

Äîáàâëåíèå ýñòðàäèîëà â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïî-
ñîáñòâîâàëî âîçðàñòàíèþ êîëè÷åñòâà ñîçðåâøèõ êëåòîê è
ïîâûøàëî êà÷åñòâî ñîçðåâøèõ îîöèòîâ (Dode, Graves,
2002). Ìåéîòè÷åñêîå ñîçðåâàíèå îîöèòîâ ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ìîáèëèçàöèåé Ñà2+ èç IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî, òàê êàê ïðè èíúåêöèè ðåàãåíòîâ, èíãèáèðó-
þùèõ îáðàçîâàíèå IP3 èëè åãî ñâÿçûâàíèå ñ ðåöåïòîðàìè,
ïðåêðàùàåòñÿ íîðìàëüíîå ñîçðåâàíèå ÿéöåêëåòêè, â òî
âðåìÿ êàê äîáàâëåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ðèà-
íîäèí-÷óâñòâèòåëüíûõ ðåöåïòîðîâ íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ
íà ìåéîç (Noh, Han, 1998; Santella et al., 1999). Óâåëè÷å-

íèå êîëè÷åñòâà ñîçðåâøèõ îîöèòîâ ïðè äîáàâëåíèè â ñðå-
äó êóëüòèâèðîâàíèÿ ýñòðàäèîëà, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ òåì,
÷òî â ïðèñóòñòâèè ýñòðàäèîëà îáðàçóåòñÿ ñâÿçü ìåæäó
ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî è ïðîèñõîäèò ïåðå-
õîä Ñà2+ èç ðèàíîäèí- â IP3-÷óâñòâèòåëüíûå äåïî, èç êîòî-
ðûõ îí ïîòîì îñâîáîæäàåòñÿ âî âðåìÿ ïðîõîæäåíèÿ ñòà-
äèé ìåéîçà.

Ñåòü ÝÐ, êîòîðûé â êëåòêå ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì âíóò-
ðèêëåòî÷íûì äåïî êàëüöèÿ, ôîðìèðóåòñÿ â ïðîöåññå ñëè-
ÿíèÿ ìåìáðàí âåçèêóë, â ðåãóëÿöèþ êîòîðîãî âîâëåêàþò-
ñÿ ðàçëè÷íûå öèòîçîëüíûå ôàêòîðû (Berridge, 2002).
In vitro ïîêàçàíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ÝÐ ïðîèñõîäèò íåçà-
âèñèìî îò ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà ìèêðîòðóáî÷åê ïó-
òåì êîíòðîëèðóåìîé ðåàêöèè ñèíòåçà (Dreier, Rapoport,
2000). Òàê êàê ìèêðîòðóáî÷êè íå ó÷àñòâóþò â îáðàçîâà-
íèè íîâûõ âåçèêóë ÝÐ, ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè ñòðóêòó-
ðû öèòîñêåëåòà ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ñâÿçè ìåæäó
ñôîðìèðîâàííûìè ýëåìåíòàìè ÝÐ.

Äëÿ ñèíòåçà ìèêðîòðóáî÷åê íåîáõîäèì ÃÒÔ (Olms-
ted, Borisy, 1975). Íà îâàðèàëüíûõ êëåòêàõ êèòàéñêîãî õî-
ìÿ÷êà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýôôåêò ÃÒÔ âûðàæàåòñÿ â ñëè-
ÿíèè ìåìáðàí ðàçëè÷íûõ ïóçûðüêîâ ÝÐ. Äîáàâëåíèå íå-
ãèäðîëèçóåìîãî àíàëîãà ÃÒÔ — ÃÒÔãS — çàìåäëÿëî
ñëèÿíèå ìåìáðàí (Orsel et al., 1997). ÃÄÔ ìîæåò ïðåâðà-
ùàòüñÿ â ÃÒÔ ïðè äåéñòâèè ôåðìåíòà íóêëåîçèääèôîñ-
ôîêèíàçà (Ueda et al., 1986). Ïðåâðàùåíèå ÃÄÔ â ÃÒÔ
áëîêèðóåòñÿ äîáàâëåíèåì ÀÄÔ, êîòîðûé áîëåå ýôôåê-
òèâíî êîíêóðèðóåò ñ ÃÄÔ ïðè ñîåäèíåíèè ñ íóêëåîçèä-
äèôîñôîêèíàçîé (Kimura, Shimada, 1983). Åñëè â îîöèòàõ
ñâèíåé ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÃÄÔ è ÀÄÔ èíãèáèðó-
åòñÿ îñâîáîæäåíèå Ñà2+, ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì
äåéñòâèåì ÑÒÃ è òåîôèëëèíà, òî ýòî îçíà÷àåò, ÷òî â ñòè-
ìóëèðîâàííîì ýñòðàäèîëîì îáðàçîâàíèè ñâÿçè ìåæäó
ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ó÷àñòâóåò ÃÒÔ. Èç
ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðèìåíòîâ ïîíÿòíî, ÷òî èñïîëüçîâàííûå
ñîâìåñòíî ÃÄÔ è ÀÄÔ îêàçûâàþò íåãàòèâíîå âëèÿíèå íà
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ ïðè ñîâìåñòíîé àêòèâàöèè êëåòîê
ÑÒÃ è òåîôèëëèíîì. Êðîìå òîãî, ñîãëàñíî íàøèì äàí-
íûì, â îáðàçîâàíèè ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè (ðèàíîäèí-
è IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè) âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî êàëüöèÿ
ó÷àñòâóåò ïðîòåèíêèíàçà Ñ, òàê êàê â ïðèñóòñòâèè åå èí-
ãèáèòîðà îòñóòñòâóåò âûõîä Ñà2+ èç äåïî, ñòèìóëèðîâàí-
íûé ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ÑÒÃ è òåîôèëëèíà.

Òàêèì îáðàçîì, îäíîé èç âîçìîæíûõ ôóíêöèé ñòåðî-
èäíûõ ãîðìîíîâ, â ÷àñòíîñòè ýñòðàäèîëà, ÿâëÿåòñÿ îáðàçî-
âàíèå ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî
êàëüöèÿ è îáåñïå÷åíèå ïåðåìåùåíèÿ Ñà2+ ìåæäó íèìè.
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IDENTIFICATION OF MECHANISMS OF THE CALCIUM SIGNALING AT INFLUENCE

OF ESTRADIOL ON PORCINE OOCYTES, STIMULATED BY THEOPHILLIN AND SOMATOTROPIN
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Through the use of inhibitory analysis by using the fluorescent probe chlortetracycline examined the ef-
fects of estradiol on the mobilization of Ca2+ from intracellular stores of porcine oocytes stimulated by growth
hormone and theophylline. It is shown that somatotropin or theophylline stimulates the mobilization of Ca2+

from intracellular stores of oocytes in control group, while their combined action does not lead to an additional
exit of Ca2+ from intracellular stores. Inhibitor of protein kinase C had no effect on the release of Ca2+ — from
oocyte stimulated by growth hormone or theophylline. In estradiol-treated oocytes, only the combined effects
of growth hormone and theophylline stimulates the release of Ca2+ from intracellular stores, and that the release
of Ca2+ is reduced by the use of an inhibitor of protein kinase C. In the presence of estradiol, an inhibitor of mic-
rotubule polymerization blocked the release of Ca2+ stimulated by the combined action of growth hormone and
theophylline. Incubation of oocytes in the medium with the subsequent addition of ADP and GDP have an inhi-
bitory effect on the release of Ca2+ from intracellular stores, stimulated joint action of growth hormone and the-
ophylline. The findings suggest the involvement of estradiol in the mechanisms of calcium signaling in porcine
oocytes.

K e y w o r d s: estradiol. somatotropin, theophylline, calcium, pig oocytes.
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