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Äèíàìèêà ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé â ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ êîðîâ

Â îòñóòñòâèå àêòèâèðóþùèõ ñòèìóëîâ â ñîçðåâøèõ îîöèòàõ ìëåêîïèòàþùèõ èíèöèèðóþòñÿ ïðî-
öåññû ñòàðåíèÿ, êîòîðûå íåãàòèâíî âëèÿþò íà êà÷åñòâî ÿéöåêëåòîê è èõ ñïîñîáíîñòü ê äàëüíåéøåìó
ðàçâèòèþ. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå íà ìîäåëè ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ îîöèòîâ êîðîâ áû-
ëà èññëåäîâàíà äèíàìèêà ðÿäà ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïîñòîâóëÿòîð-
íûì ñòàðåíèåì. Â îîöèòàõ, îêðóæåííûõ êëåòêàìè êóìóëþñà, ìèãðàöèÿ ïåðâîãî ïîëÿðíîãî òåëüöà îòíî-
ñèòåëüíî õðîìîñîì íà ñòàäèè ìåòàôàçû II íà÷èíàëàñü ìåæäó 18 è 22 ÷ ñîçðåâàíèÿ. Óãîë îòêëîíåíèÿ òå-
ëüöà îò ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè âîçðàñòàë ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 30 ÷. ×åðåç
32 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè ïîâûøåíèå äîëè ÿéöåêëåòîê ñ àíîìàëüíîé ìîðôîëîãèåé õðîìîñîì,
êîòîðîå ïðîäîëæàëîñü âïëîòü äî 56 ÷. Êðîìå òîãî, ÷åðåç 56 ÷ ó 16 % ñîçðåâøèõ îîöèòîâ áûëè âûÿâëåíû
ïðèçíàêè ñïîíòàííîé ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè. Ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëüòèâèðîâàíèè îîöè-
òîâ, ëèøåííûõ êóìóëþñíûõ êëåòîê ÷åðåç 20 ÷ ñîçðåâàíèÿ, âîçðàñòàíèå ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ íàðóøå-
íèé áûëî îáíàðóæåíî òîëüêî ÷åðåç 44 ÷. Âìåñòå ñ òåì óäàëåíèå êóìóëþñà íå âëèÿëî íà ïîääåðæàíèå
áëîêàäû ìåéîçà II â ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ. Ïðè ýòîì äåñòðóêòèâíûì èçìåíåíèÿì õðîìîñîì â îîöèòàõ
ñîïóòñòâîâàëî ïîñòåïåííîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ àïîïòîòè÷åñêîé äåãåíåðàöèè è ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè îêðóæàþùèõ êëåòîê êóìóëþñà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷íîé
âðåìåíí *îé äèíàìèêå îòäåëüíûõ ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé è îá ó÷àñòèè êóìóëþñíûõ êëåòîê
â ìîäóëÿöèè ñêîðîñòè äåñòðóêòèâíûõ ìîäèôèêàöèé ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì â ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ
êîðîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îîöèòû, êëåòêè êóìóëþñà, ñòàðåíèå ÿéöåêëåòîê, ïåðâîå ïîëÿðíîå òåëüöå, ñî-
ñòîÿíèå ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, ñïîíòàííàÿ ïàðòåíîãåíåòè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÎ — äåíóäèðîâàííûå îîöèòû, ÎÊÊ — îîöèò-êóìóëþñíûå êîìïëåê-
ñû, ÏÍ — ïðîíóêëåóñ, ÏÏÒ — ïåðâîå ïîëÿðíîå òåëüöå, ÔÏÑ — ôàêòîð ïðîìîöèè ñîçðåâàíèÿ.

Â îòñóòñòâèå àêòèâèðóþùèõ ñòèìóëîâ â ñîçðåâøèõ
îîöèòàõ ìëåêîïèòàþùèõ èíèöèèðóþòñÿ ïðîöåññû ñòàðå-
íèÿ, êîòîðûå íåãàòèâíî âëèÿþò íà êà÷åñòâî ÿéöåêëåòîê
(Miao et al., 2009). Íàèáîëåå äåòàëüíî íà êëåòî÷íîì óðîâ-
íå ýòè ïðîöåññû èññëåäîâàíû ó ÷åëîâåêà, ëàáîðàòîðíûõ
ãðûçóíîâ è ñâèíåé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîñòîâóëÿòîðíîå
ñòàðåíèå æåíñêèõ ãàìåò õàðàêòåðèçóåòñÿ ðÿäîì ôóíêöèî-
íàëüíûõ èçìåíåíèé, êîòîðûå ñõîäíû ñ òàêîâûìè, íàáëþ-
äàåìûìè ïðè ðåïðîäóêòèâíîì ñòàðåíèè. Îíè âêëþ÷àþò â
ñåáÿ õðîìîñîìíûå àíîìàëèè, äåôåêòû âåðåòåíà äåëåíèÿ,
íàðóøåíèå ñåãðåãàöèè ñåñòðèíñêèõ õðîìàòèä, ïîâûøå-
íèå ïðåäðàñïîëîæåííîñòè ê àïîïòîçó è ïàðòåíîãåíåçó,
ñíèæåíèå îïëîäîòâîðÿåìîñòè è ñïîñîáíîñòè ê ýìáðèîíà-
ëüíîìó ðàçâèòèþ (Mailhes et al., 1998; Goud et al., 1999;
Tatone et al., 2006; Somfai et al., 2011).

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, â îñíîâå âû-
øåïåðå÷èñëåííûõ íåãàòèâíûõ ïîñëåäñòâèé ñòàðåíèÿ
îîöèòîâ ëåæàò èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå â èõ öèòîïëàç-
ìå. Îíè ñâÿçàíû ñ ìîëåêóëÿðíûìè òðàíñôîðìàöèÿìè,
ãëàâíûì îáðàçîì ñ èçìåíåíèåì ñèíòåçà ýôôåêòîðíûõ
áåëêîâ è õàðàêòåðà èõ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêà-
öèé, à òàêæå ñ óõóäøåíèåì ìèòîõîíäðèàëüíîé ôóíêöèè è

îñëàáëåíèåì àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû (Eichenlaub-Ritter
et al., 2004; Tatone et al., 2006, 2008; Miao et al., 2009). Ýòè
ïðîöåññû êîíòðîëèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íû-
ìè ìåõàíèçìàìè, ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðûõ ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü îòíîñèòåëüíî àâòîíîìíî. Ó ðàçíûõ âèäîâ ìëå-
êîïèòàþùèõ, âêëþ÷àÿ êîðîâ, öåíòðàëüíûì ìîëåêóëÿð-
íûì ñîáûòèåì, àññîöèèðîâàííûì ñî ñòàðåíèåì çðåëûõ
îîöèòîâ è ñíÿòèåì áëîêàäû ìåéîçà II, ÿâëÿåòñÿ ñíèæåíèå
àêòèâíîñòè ôàêòîðà ïðîìîöèè ñîçðåâàíèÿ (ÔÏÑ), êîòî-
ðûé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êîìïëåêñ öèêëèíçàâèñèìîé êè-
íàçû CDK1 è áåëêà öèêëèíà Â (Kikuchi et al., 2000; Tian
et al., 2002; Tatone et al., 2006). Äàëåå ñëåäóåò ïàäåíèå àê-
òèâíîñòè MAP-êèíàçû, êîòîðàÿ, êàê è ÔÏÑ, âîâëå÷åíà â
ïîääåðæàíèå áëîêàäû ìåéîçà íà ìåòàôàçå II (Tian et al.,
2002; Ma et al., 2005; Tatone et al., 2006). Èäåíòèôèöèðî-
âàíû è äðóãèå âíóòðèêëåòî÷íûå ïîñðåäíèêè, ó÷àñòâóþ-
ùèå â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé
â ñòàðåþùèõ îîöèòàõ, íàïðèìåð èîíû êàëüöèÿ, ïðîòåèí-
êèíàçà Ñ è îêñèä àçîòà (Goud et al., 2005; Takahashi et al.,
2009; Petr et al., 2011).

Êëåòêè êóìóëþñà, îêðóæàþùèå îîöèò, ÿâëÿþòñÿ
ñïåöèàëèçèðîâàííîé ñóáïîïóëÿöèåé êëåòîê ãðàíóëåçû,
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îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ êîòîðûõ çàêëþ÷àåòñÿ â îáåñïå÷åíèè
ñîçðåâàþùåãî îîöèòà ïèòàòåëüíûìè âåùåñòâàìè è ñèã-
íàëüíûìè ìîëåêóëàìè, íåîáõîäèìûìè äëÿ ïðèîáðåòåíèÿ
èì êîìïåòåíöèè ê äàëüíåéøåìó ðàçâèòèþ (Tanghe et al.,
2002). Êóìóëþñíûå êëåòêè, ïî-âèäèìîìó, òàêæå ó÷àñòâó-
þò â ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ îîöèòà, îäíàêî äàí-
íûå ïî ýòîìó âîïðîñó äîñòàòî÷íî ïðîòèâîðå÷èâû. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîñëå îâóëÿöèè êëåòêè êóìóëþñà ìûøåé è êðûñ
ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîòè÷åñêîé äåãåíåðàöèè, îñòàâàÿñü â
ñîñòàâå îîöèò-êóìóëþñíîãî êîìïëåêñà èëè íàõîäÿñü â
ÿéöåâîäå â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò îîöèòà (Longo,
1980; Szoltys et al., 2000). Ïðè ýòîì ó ìûøåé âûÿâëåíî
êàê ñòèìóëèðóþùåå, òàê è òîðìîçÿùåå âëèÿíèå in vitro
êëåòîê êóìóëþñà íà ñâÿçàííûå ñî ñòàðåíèåì ôóíêöèî-
íàëüíûå èçìåíåíèÿ â ÿéöåêëåòêàõ (Miao et al., 2005; Taka-
hashi et al., 2009).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî áëèçêîå ñõîäñòâî
öèòîëîãè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíûõ ìîäèôèêàöèé, êîòîðûå
ïðîèñõîäÿò â ñîçðåâøèõ îîöèòàõ âî âðåìÿ èõ ïîñëåäóþ-
ùåãî ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro, è ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ìîäèôèêàöèé, ñîïðîâîæäàþùèõ ïîñòî-
âóëÿòîðíîå ñòàðåíèå in vivo, õîòÿ ïîñëåäíèå èíèöèèðó-
þòñÿ áûñòðåå (Miao et al., 2005, 2009). Òàêèì îáðàçîì,
ïðîëîíãèðîâàííîå êóëüòèâèðîâàíèå îîöèòîâ ìëåêîïèòà-
þùèõ ÿâëÿåòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ êàê ñàìî-
ãî ïðîöåññà ñòàðåíèÿ, òàê è ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â åãî
ðåãóëÿöèè. Êðîìå òîãî, çíàíèå õðîíîëîãèè ñîáûòèé, âå-
äóùèõ ê ñíèæåíèþ êà÷åñòâà ÿéöåêëåòêè in vitro, ÿâëÿåòñÿ
íåîáõîäèìîé ïðåäïîñûëêîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðåäåëüíî
äîïóñòèìîãî âðåìåíè ìåæäó çàâåðøåíèåì åå ñîçðåâàíèÿ
è ïðîöåäóðîé ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèè.

Â ýòîé ñâÿçè â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå èçó÷åíà äèíà-
ìèêà ðÿäà ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé, àññîöèèðî-
âàííûõ ñ ïîñòîâóëÿòîðíûì ñòàðåíèåì, ïðè ïðîëîíãèðî-
âàííîì êóëüòèâèðîâàíèè ÿéöåêëåòîê êîðîâ, à òàêæå èñ-
ñëåäîâàíà ðîëü êëåòîê êóìóëþñà â ìîäóëÿöèè ñêîðîñòè
ýòèõ èçìåíåíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè îîöèò-êóìóëþñíûå
êîìïëåêñû (ÎÊÊ) èç àíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ ÿè÷íèêîâ
êîðîâ è ïîëîâîçðåëûõ òåëîê. Ïîëó÷åííûå íà ìÿñîêîìáè-
íàòå ÿè÷íèêè áåç âèäèìûõ ïðèçíàêîâ ïàòîëîãèè äîñòàâ-
ëÿëè â ëàáîðàòîðèþ ïðè 30—35 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷ ïîñëå
îâàðèýêòîìèè æèâîòíûõ è ìíîãîêðàòíî îòìûâàëè â ñòå-
ðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ñ àíòèáèîòèêàìè
(100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 50 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà).
Èçîëÿöèþ è îöåíêó ÎÊÊ âûïîëíÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Ëåáåäåâà è äð., 2009), âñå ìàíèïóëÿöèè ñ îîöèòàìè îñó-
ùåñòâëÿëè ïîä ñòåðåîìèêðîñêîïîì Nikon (ßïîíèÿ).

Äëÿ âûäåëåíèÿ, êóëüòèâèðîâàíèÿ è îêðàñêè êëåòîê
èñïîëüçîâàëè ñðåäó ÒÑ-199 (ñîäåðæàùóþ L-ãëóòàìèí è
HEPES), ãåíòàìèöèí, ïèðóâàò íàòðèÿ, ñâèíîé ôîëëèêóëî-
ñòèìóëèðóþùèé ãîðìîí (ÔÑÃ), îâå÷èé ëþòåèíèçèðóþ-
ùèé ãîðìîí (ËÃ), ìèíåðàëüíîå ìàñëî, ãèàëóðîíèäàçó,
êðàñèòåëü Ãèìçà, ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Hoechst
33342 (âñå îò Sigma, ÑØÀ) è ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîò-
êó (Hyclone, ÑØÀ).

Ñ öåëüþ àíàëèçà ìèãðàöèè ïåðâîãî ïîëÿðíîãî òåëüöà
(ÏÏÒ) ÎÊÊ êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 18, 22, 26 èëè 30 ÷
â ñðåäå ÒÑ-199, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñû-
âîðîòêè, 1 ìÌ ïèðóâàòà íàòðèÿ, 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà,
10 ìêã/ìë ÔÑÃ è 5 ìêã/ìë ËÃ (ñðåäà ñîçðåâàíèÿ). Çàòåì

îîöèòû îñâîáîæäàëè îò êëåòîê êóìóëþñà ïóòåì èíêóáà-
öèè ÎÊÊ â 0.1%-íîì ðàñòâîðå ãèàëóðîíèäàçû (â ñðåäå ñî-
çðåâàíèÿ, íå ñîäåðæàùåé ÔÑÃ è ËÃ) â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè
37 °Ñ è ïîñëåäóþùåãî ïèïåòèðîâàíèÿ êîìïëåêñîâ ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîïèïåòêè ñ äèàìåòðîì îòâåðñòèÿ 130 ìêì.
Äåíóäèðîâàííûå (îñâîáîæäåííûå îò êóìóëþñà) îîöèòû
(ÄÎ) îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ôëóîðåñöåíòíûì êðà-
ñèòåëåì Hoechst 33342 (10 ìêã/ìë â ñðåäå ñîçðåâàíèÿ áåç
ÔÑÃ è ËÃ). Ëîêàëèçàöèþ ÏÏÒ îïðåäåëÿëè ïîä ôëóî-
ðåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïóòåì
èçìåðåíèÿ óãëà ìåæäó äâóìÿ ëèíèÿìè, ñîåäèíÿþùèìè
öåíòð îîöèòà ñîîòâåòñòâåííî ñ ÏÏÒ è ñ ìåòàôàçíîé ïëàñ-
òèíêîé. Îîöèòû äåëèëè íà 4 ãðóïïû ïî âåëè÷èíå óãëà
îòêëîíåíèÿ ÏÏÒ îò ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè: 1-ÿ 0—10,
2-ÿ 11—20, 3-ÿ 21—30 è 4-ÿ áîëåå 30 ãðàä.

Äëÿ îöåíêè äèíàìèêè äåñòðóêòèâíûõ èçìåíåíèé ìå-
òàôàçíûõ õðîìîñîì è ÷àñòîòû ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àê-
òèâàöèè îîöèòîâ ÎÊÊ ïåðâîíà÷àëüíî êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 20 ÷ â ñðåäå ñîçðåâàíèÿ, çàòåì ïåðåíîñèëè â òó
æå ñðåäó, íî áåç ÔÑÃ è ËÃ è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
ñëåäóþùèõ 12, 24, 36 èëè 48 ÷. Êîíòðîëåì ñëóæèëè ÎÊÊ,
ñîçðåâàâøèå â òå÷åíèå ïåðâûõ 20 ÷. Îáùåå âðåìÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëî ñîîòâåòñòâåííî 20, 32, 44, 56 èëè
68 ÷. Êðîìå òîãî, ÷àñòü ñîçðåâøèõ îîöèòîâ îñâîáîæäàëè
îò êóìóëþñà ïî âûøåîïèñàííîìó ìåòîäó è ïîëó÷åííûå
ÄÎ êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12—48 ÷ â òåõ æå óñëîâè-
ÿõ, ÷òî è ÎÊÊ.

Ïîäãîòîâêó ïðåïàðàòîâ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà ïîëîâûõ
êëåòîê è ýìáðèîíîâ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ëåáå-
äåâà è äð., 2005). Ñîñòîÿíèå õðîìîñîì â îîöèòàõ êîðîâ
îöåíèâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ èçâåñòíûìè ìîðôîëîãè÷å-
ñêèìè êðèòåðèÿìè (Ýðíñò è äð., 1979, 1980). Ê äåñòðóê-
òèâíûì èçìåíåíèÿì ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì îòíîñèëè
ñëåäóþùèå ìîðôîëîãè÷åñêèå àíîìàëèè: äåñïèðàëèçàöèþ
è ïîòåðþ ÷åòêèõ î÷åðòàíèé, ÷àñòè÷íîå ñëèïàíèå, ñëè-
ïàíèå ñ îáðàçîâàíèåì åäèíîé êîìêîâàòîé ìàññû, ôðàã-
ìåíòàöèþ. Îáùåå ÷èñëî îîöèòîâ, ïîäâåðãøèõñÿ ñïîí-
òàííîé ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ãðóïïàõ, îïðåäåëÿëè ïóòåì ñóììèðîâàíèÿ ÷èñëà
ðàçäðîáèâøèõñÿ ýìáðèîíîâ è ÷èñëà îîöèòîâ, äîñòèãøèõ
ñòàäèé àíàôàçû II—òåëîôàçû II èëè ñîäåðæàâøèõ ïðî-
íóêëåóñ.

Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè êóìóëþñà âûäåëÿëè
èç ÎÊÊ âûøåîïèñàííûì ìåòîäîì, ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ
ýòàíîëà è óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1) è îêðàøèâàëè êðàñèòå-
ëåì Ãèìçà. Íàëè÷èå äåñòðóêòèâíûõ èçìåíåíèé ÿäåðíîãî
ìàòåðèàëà â êëåòêàõ îöåíèâàëè, êàê îïèñàíî íàìè ðàíåå
(Ëåáåäåâà è äð., 2008, 2011), íà îñíîâàíèè êðèòåðèåâ,
ðàçðàáîòàííûõ äëÿ êëåòîê êóìóëþñà (ãðàíóëåçû), ïîä-
âåðãàþùèõñÿ àïîïòîçó (Ikeda et al., 2003). Ïðèçíàêàìè
äåãåíåðàöèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà ñëóæèëè: 1) êîìïàêòíîå
ÿäðî ñ ãîìîãåííî îêðàøåííûì, ñëèïøèìñÿ õðîìàòèíîì
(ïèêíîç); 2) îáðàçîâàíèå íåñêîëüêèõ ôðàãìåíòîâ ñëèïøå-
ãîñÿ õðîìàòèíà; 3) ñëèïàíèå ÷àñòè õðîìàòèíà â òåìíîîê-
ðàøåííóþ ìàññó, ëîêàëèçîâàííóþ âäîëü ÿäåðíîé ìåìá-
ðàíû. Êðîìå òîãî, áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû êóìóëþñíûå
êëåòêè ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè, õàðàêòåðíûìè
äëÿ ìèòîçà (îò ñòàäèè ïðîôàçû äî òåëîôàçû). Íà êàæäîì
ïðåïàðàòå áûëî îöåíåíî íå ìåíåå 1000 êëåòîê. Äîëþ êëå-
òîê ñ ïðèçíàêàìè äåãåíåðàöèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà èëè
ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê âûðàæàëè â % îò îáùåãî ÷èñëà êëå-
òîê êóìóëþñà. Èññëåäîâàíèå ñîñòîÿíèÿ ÿäåðíîãî ìàòåðè-
àëà â îîöèòàõ è êëåòêàõ êóìóëþñà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Opton (Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ ñ óâå-
ëè÷åíèåì 100�.
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Ýêñïåðèìåíòû ïî êóëüòèâèðîâàíèþ ÎÊÊ áûëè âû-
ïîëíåíû â 3—4 íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ. Äàííûå, âû-
ðàæåííûå â %, îáðàáàòûâàëè ìåòîäîì îäíîôàêòîðíîãî è
äâóõôàêòîðíîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû SigmaStat. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâà-
åìûõ ñðåäíèõ çíà÷åíèé îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êðèòåðèÿ Òüþêè (Ëàêèí, 1990), ïðè ýòîì áûë ïðèíÿò óðî-
âåíü çíà÷èìîñòè P < 0.05. Ïðè âû÷èñëåíèè êîððåëÿöèîí-
íûõ îòíîøåíèé èñïîëüçîâàëè êîýôôèöèåíò Ïèðñîíà.

Ðåçóëüòàòû

Îáðàçîâàíèå ÏÏÒ ÿâëÿåòñÿ îáùåïðèçíàííûì ìîðôî-
ëîãè÷åñêèì êðèòåðèåì äîñòèæåíèÿ îîöèòîì ñòàäèè ìåòà-
ôàçû II. Äèñïåðñèîííûé àíàëèç äàííûõ ïîêàçàë, ÷òî óâå-
ëè÷åíèå âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ êîðîâ ñ 18 äî 30
÷ íå âëèÿëî ñóùåñòâåííî íà äîëþ îîöèòîâ, ñîäåðæàùèõ

ÏÏÒ, êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà 69.9 � 2.4 (18 ÷), 75.0 � 3.0
(22 ÷), 73.8 � 4.1 (26 ÷) èëè 78.2 � 2.3 % (30 ÷). Íàïðî-
òèâ, ëîêàëèçàöèÿ ÏÏÒ îòíîñèòåëüíî ìåòàôàçíîé ïëàñ-
òèíêè â öåëîì çàâèñåëà îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ
(P < 0.001). ×åðåç 18 ÷ ó 98 % ñîçðåâøèõ îîöèòîâ ÏÏÒ
áûëî ðàñïîëîæåíî ðÿäîì ñ ìåòàôàçíûìè õðîìîñîìàìè
(îòêëîíåíèå 0—10 ãðàä), òîãäà êàê ÷åðåç 22 ÷ äîëÿ òàêèõ
îîöèòîâ ñíèæàëàñü (P < 0.01), äîñòèãàÿ ìèíèìóìà ÷åðåç
26—30 ÷ (ðèñ. 1). Ïðè ýòîì âîçðàñòàëî (P < 0.05) îòíîñè-
òåëüíîå ÷èñëî ÿéöåêëåòîê, ó êîòîðûõ îòêëîíåíèå ÏÏÒ
ñîñòàâëÿëî 11—20 ãðàä (22 è 26 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ),
21—30 ãðàä (26 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ), à òàêæå áîëåå
30 ãðàä (30 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ). Òàêèì îáðàçîì, ìèãðà-
öèÿ ÏÏÒ, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ðàííèõ ñî-
áûòèé, ñâÿçàííûõ ñî ñòàðåíèåì ÿéöåêëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ (Miao et al., 2009), íà÷èíàëàñü ó êîðîâ ìåæäó 18 è
22 ÷ ñîçðåâàíèÿ îîöèòîâ in vitro. Â ýòîé ñâÿçè â äàëüíåé-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ 20 ÷ áûëî
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Ðèñ. 1. Ìèãðàöèÿ ïåðâîãî ïîëÿðíîãî òåëüöà (ÏÏÒ) îòíîñèòåëüíî õðîìîñîì íà ñòàäèè ìåòàôàçû II â ïðîöåññå ïðîëîíãèðîâàííîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ îêðóæåííûõ êóìóëþñîì îîöèòîâ êîðîâ.

à — äèíàìèêà ìèãðàöèè ÏÏÒ îòíîñèòåëüíî ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé. Îòêëîíåíèå
ÏÏÒ îò ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè (ãðàä): ñòîëáöû 1 — 0—10, 2 — 11—20, 3 — 21—30, 4 — áîëåå 30. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè
ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè: À, ÁP < 0.01, À, ÂP < 0.001, Ã, ÄP < 0.05, Å, ÆP < 0.05, Ç, ÈP < 0.05. á — ðåïðåçåíòàòèâíàÿ ìèêðîôîòîãðàôèÿ ëîêàëèçàöèè ÏÏÒ îò-

íîñèòåëüíî ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè. Îá. 40�. 1 è 2 — îòêëîíåíèÿ 0—10 è 11—20 ãðàä ñîîòâåòñòâåííî.
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Ðèñ. 2. Äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì (ÄÈÕ) â ïðîöåññå ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñî-
çðåâøèõ in vitro èçîëèðîâàííûõ (ÄÎ) è îêðóæåííûõ êóìóëþñîì (ÎÊÊ) îîöèòîâ êîðîâ.

à — äèíàìèêà ÄÈÕ: êðèâàÿ 1 — ÄÎ, êðèâàÿ 2 — ÎÊÊ. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè: À, ÁP < 0.05, À, ÂP < 0.001,
À, ÃP < 0.001, À, ÄP < 0.001, Á, ÂP < 0.001, Á, ÃP < 0.001, Á, ÄP < 0.001, Â, ÃP < 0.05, Â, ÄP < 0.01 (ÎÊÊ); Å, ÆP < 0.001, Å, ÇP < 0.001, Å, ÈP < 0.001,
Æ, ÈP < 0.001, Ç, ÈP < 0.05 (ÄÎ); çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÎÊÊ è ÄÎ â ñîîòâåòñòâóþùèé âðåìåííîé èíòåðâàë (P < 0.01).
á—ä — ðåïðåçåíòàòèâíûå ìèêðîôîòîãðàôèè; ìîðôîëîãèÿ õðîìîñîì íà ñòàäèè ìåòàôàçû II (öèòîãåíåòè÷åñêèå ïðåïàðàòû): áåç ïðèçíàêîâ äåñòðóê-
òèâíûõ èçìåíåíèé (á), äåñïèðàëèçàöèÿ è ïîòåðÿ ÷åòêèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ î÷åðòàíèé (â), ÷àñòè÷íîå ñëèïàíèå (ã), îáðàçîâàíèå åäèíîé êîìêîâàòîé

ìàññû (ä). Îá. 100�. Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



Äèíàìèêà ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé â ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ êîðîâ 61

Ðèñ. 3. Ñïîíòàííàÿ ïàðòåíîãåíåòè÷åñêàÿ àêòèâàöèÿ (ÑÏÀ) â ïðîöåññå ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîçðåâøèõ in vitro
èçîëèðîâàííûõ (ÄÎ) è îêðóæåííûõ êóìóëþñîì (ÎÊÊ) îîöèòîâ êîðîâ.

à — äèíàìèêà ÑÏÀ: êðèâàÿ 1 — ÄÎ, êðèâàÿ 2 — ÎÊÊ. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè: À, ÁP < 0.001 (ÎÊÊ);
À, ÃP < 0.01, À, ÄP < 0.001, Â, ÄP < 0.001, Ã, ÄP < 0.05 (ÄÎ). Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1. á—ã — ðåïðåçåíòàòèâíûå ìèêðîôîòîãðàôèè
ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè îîöèòîâ (öèòîãåíåòè÷åñêèå ïðåïàðàòû): àíàôàçà II (á), ñòàäèÿ ïðîíóêëåóñà (ÏÍ) (â), äâóõêëåòî÷-

íûé ýìáðèîí; ñòðåëêàìè ïîêàçàíû ÿäðà (ã). Îá. 40�.



íàìè âûáðàíî â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîé òî÷êè äëÿ ìîíèòî-
ðèíãà íàðàñòàíèÿ ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé, àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ ïîñòîâóëÿòîðíûì ñòàðåíèåì îîöèòîâ.

×åðåç 20 ÷ ñîçðåâàíèÿ ÎÊÊ äîëÿ îîöèòîâ ñ äåñòðóê-
òèâíûìè èçìåíåíèÿìè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ñîñòàâëÿëà
17.5 � 2.6 % îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê, äîñòèãøèõ ñòàäèè
ìåòàôàçû II (ðèñ. 2). Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ âûõîä ñîçðåâ-
øèõ ÿéöåêëåòîê áûë â ñðåäíåì 81.7 � 4.2 %. Ê 32 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè âîçðàñòàíèå ÷àñòîòû õðîìîñîì-
íûõ íàðóøåíèé â îîöèòàõ (P < 0.05), êîòîðîå ïðîäîëæà-
ëîñü â òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ 24 ÷, à çàòåì ñòàíîâèëîñü
ìåíåå âûðàæåííûì. Óäàëåíèå êóìóëþñà ÷åðåç 20 ÷ ñîçðå-
âàíèÿ îîöèòîâ îáóñëîâëèâàëî òîðìîæåíèå äåñòðóêòèâ-
íûõ ïðîöåññîâ â ÄÎ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÎÊÊ âïëîòü äî 56 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ (P < 0.01). Â îòñóòñòâèå îêðóæàþùèõ
ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê ïîâûøåíèå äîëè ÿéöåêëåòîê ñ àíî-

ìàëüíîé ìîðôîëîãèåé õðîìîñîì áûëî îáíàðóæåíî òîëü-
êî ÷åðåç 44 ÷. Òåì íå ìåíåå âûÿâëåííîå òîðìîæåíèå áûëî
êðàòêîâðåìåííûì: ÷åðåç 68 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ è
ÄÎ îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî îîöèòîâ ñ äåñòðóêòèâíûìè èç-
ìåíåíèÿìè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì áûëî îäèíàêîâûì â ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ãðóïïàõ.

Ïåðâûå ïðèçíàêè îñëàáëåíèÿ áëîêàäû âòîðîãî äåëå-
íèÿ ìåéîçà ïîÿâëÿëèñü ÷åðåç 44 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ
è ÄÎ (ðèñ. 3). Âìåñòå ñ òåì îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî ñîçðåâ-
øèõ îîöèòîâ, ïîäâåðãøèõñÿ ñïîíòàííîé ïàðòåíîãåíåòè-
÷åñêîé àêòèâàöèè, ñóùåñòâåííî âîçðàñòàëî ëèøü ê 56 ÷
(ïî êðàéíåé ìåðå P < 0.01). Ïðè ýòîì ÷àñòîòà ïàðòåíîãå-
íåòè÷åñêîé àêòèâàöèè èçîëèðîâàííûõ è îêðóæåííûõ êó-
ìóëþñîì îîöèòîâ áûëà ñõîäíîé.

Ìîðôîëîãèÿ êóìóëþñà çàìåòíî èçìåíÿëàñü â ïðîöåñ-
ñå ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ êîðîâ in vit-
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Ðèñ. 4. Ìîðôîëîãèÿ êóìóëþñà â ÎÊÊ êîðîâ ÷åðåç 20 (à) è 68 (á) ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îá. 10�.

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê êóìóëþñà â ïðîöåññå ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîçðåâøèõ
in vitro îîöèòîâ êîðîâ.

Êðèâûå: 1 — äîëÿ êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè äåãåíåðàöèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà, 2 — äîëÿ êëåòîê â ñòàäèè ìèòîçà. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàå-
ìûìè ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè: À, ÂP < 0.05, À, ÃP < 0.01, Á, ÃP < 0.05 (1); Ä, ÅP < 0.001, Ä, ÆP < 0.001, Ä, ÇP < 0.001, Å, ÇP < 0.05 (2). Îñòàëüíûå îáîçíà÷å-

íèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



ro (ðèñ. 4). ×åðåç 68 ÷ îîöèòû åùå îñòàâàëèñü îêðóæåííû-
ìè íåñêîëüêèìè ñëîÿìè êóìóëþñíûõ êëåòîê, õîòÿ çíà÷è-
òåëüíàÿ ÷àñòü ïîñëåäíèõ äèññîöèèðîâàëà èç êîìïëåêñîâ.
Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ îöåíêà ñîñòîÿíèÿ ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà
â êëåòêàõ êóìóëþñà, ñîïðÿæåííûõ ñ ÿéöåêëåòêàìè, ïîêà-
çàëà ïîñòåïåííîå ïîâûøåíèå (P < 0.001) óðîâíÿ èõ àïîï-
òîòè÷åñêîé äåãåíåðàöèè è ñíèæåíèå (P < 0.001) ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 5). Êðîìå òîãî, ïîâûøåíèå ÷à-
ñòîòû õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé â îîöèòàõ âî âðåìÿ
ïðîëîíãèðîâàííîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÎÊÊ ïîçèòèâíî
êîððåëèðîâàëî ñ óâåëè÷åíèåì äîëè êëåòîê êóìóëþñà ñ
äåãåíåðàòèâíûìè èçìåíåíèÿìè õðîìàòèíà (r = 0.86,
P < 0.001) è ñ óìåíüøåíèåì äîëè êëåòîê â ñòàäèè ìèòîçà
(r = 0.85, P < 0.001). Òåì íå ìåíåå çíà÷èòåëüíîå âîçðàñòà-
íèå (P < 0.05) îòíîñèòåëüíîãî ÷èñëà êóìóëþñíûõ êëåòîê
ñ ïðèçíàêàìè äåñòðóêöèè ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà íàáëþäàëè
òîëüêî ÷åðåç 44 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, òîãäà êàê ÷àñòîòà
õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé â îîöèòàõ ïîâûøàëàñü óæå ê
32 ÷.

Îáñóæäåíèå

Äàííûå íàñòîÿùåé ðàáîòû î ëîêàëèçàöèè ÏÏÒ â çðå-
ëûõ îîöèòàõ êîðîâ â öåëîì ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè,
ïîëó÷åííûìè ïî ìèãðàöèè ÏÏÒ â ñòàðåþùèõ îîöèòàõ ëà-
áîðàòîðíûõ ãðûçóíîâ (Miao et al., 2004; Wang et al.,
2009). Òàê, â îîöèòàõ ìûøåé ñìåùåíèå ÏÏÒ îòíîñèòåëü-
íî ìåòàôàçíîãî âåðåòåíà in vivo è in vitro èíèöèèðóåòñÿ
ïî÷òè ñðàçó ïîñëå åãî îáðàçîâàíèÿ âî âðåìÿ çàâåðøåíèÿ
ïåðâîãî äåëåíèÿ ìåéîçà (Miao et al., 2004). Êðîìå òîãî, â
ïðîöåññå ñòàðåíèÿ ÿéöåêëåòîê ìûøåé ïîñëå îâóëÿöèè
èëè ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî ñîçðåâàíèÿ îáíàðóæåíî ïîñòå-
ïåííîå óâåëè÷åíèå ðàññòîÿíèÿ ìåæäó ìåòàôàçíîé ïëàñ-
òèíêîé è ÏÏÒ. Â íàøåì èññëåäîâàíèè èçìåíåíèå ëîêàëè-
çàöèè ÏÏÒ îòíîñèòåëüíî õðîìîñîì íà ìåòàôàçå II íà÷è-
íàëîñü ìåæäó 18 è 22 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ îîöèòîâ, ÷òî
ñîâïàäàëî ïî âðåìåíè ñ çàâåðøåíèåì èõ ÿäåðíîãî ñîçðå-
âàíèÿ. Ïðè ýòîì ìàêñèìàëüíûé óãîë îòêëîíåíèÿ ÏÏÒ îò
ìåòàôàçíîé ïëàñòèíêè âîçðàñòàë ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ âðå-
ìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ 18 äî 30 ÷. Âìåñòå ñ òåì ýòî âîç-
ðàñòàíèå ïðîèñõîäèëî çíà÷èòåëüíî ìåäëåííåå, ÷åì â
îîöèòàõ ìûøåé, ÷òî óêàçûâàåò íà áîëåå ìåäëåííîå ðàñ-
øèðåíèå ïåðèâèòåëëèíîâîãî ïðîñòðàíñòâà (Miao et al.,
2004). Òàêèì îáðàçîì, äèíàìèêà ìèãðàöèè ÏÏÒ â çðåëûõ
îîöèòàõ, ïî-âèäèìîìó, õàðàêòåðèçóåòñÿ íåêîòîðûìè âè-
äîâûìè îñîáåííîñòÿìè.

Ó ÷åëîâåêà è ëàáîðàòîðíûõ ãðûçóíîâ ðàíåå áûëè
îïèñàíû ðàçëè÷íûå õðîìîñîìíûå íàðóøåíèÿ, íàáëþäàå-
ìûå ïðè ïîñòîâóëÿòîðíîì ñòàðåíèè îîöèòîâ. Õîòÿ îñíîâ-
íîå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé áûëî íàïðàâëåíî íà èçó-
÷åíèå ïðåæäåâðåìåííîãî ðàçäåëåíèÿ ñåñòðèíñêèõ õðîìà-
òèä, àññîöèèðîâàííîãî ñ àíåóïëîèäèåé, òàêæå áûëè
îòìå÷åíû äåêîíäåíñàöèÿ, ôðàãìåíòàöèÿ è ñëèïàíèå õðî-
ìîñîì (Eichenlaub-Ritter et al., 1988; Van Wissen et al.,
1991; Mailhes et al., 1998). Ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëü-
òèâèðîâàíèè ÿéöåêëåòîê êîðîâ îñíîâíûìè âûÿâëåííûìè
íàìè àíîìàëèÿìè â ìîðôîëîãèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
ÿâëÿëèñü èõ äåñïèðàëèçàöèÿ è ñëèïàíèå (÷àñòè÷íîå èëè ñ
îáðàçîâàíèåì åäèíîé êîìêîâàòîé ìàññû). Ñõîäíûå èçìå-
íåíèÿ â ñîñòîÿíèè õðîìàòèíà îîöèòîâ íàáëþäàëè è â
ïðîöåññå ðåïðîäóêòèâíîãî ñòàðåíèÿ ñàìîê (Miao et al.,
2009). Ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè
äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî òðåõìåðíîãî àíàëèçà ÿäåðíîãî ìàòå-
ðèàëà â îîöèòàõ ñòàðåþùèõ ìûøåé íåäàâíî áûëî ïðîäå-

ìîíñòðèðîâàíî óñèëåíèå àäãåçèè ìåæäó õðîìîñîìàìè â
ìåòàôàçå I, êîòîðîå ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì äåôåêòîâ èõ
ìîðôîëîãèè, ñâÿçàííûõ ñ äåêîíäåíñàöèåé (óâåëè÷åíèå
îáúåìà è ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè, îêðóãëåíèå ôîðìû), à
òàêæå ñîêðàùåíèÿ ìåæõðîìîñîìíîé äèñòàíöèè (Tian
et al., 2013). Â öåëîì ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñíè-
æåíèè ñòåïåíè ñïèðàëèçàöèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì êàê
îáùåì ïðèçíàêå ñòàðåíèÿ îîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ.

Â ðàáîòàõ ðÿäà àâòîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñòàðåíèå
âûçûâàåò ðàçëè÷íûå ýïèãåíåòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â îîöè-
òàõ, òàêèå êàê ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è
ãèñòîíîâ è ïîâûøåíèå óðîâíÿ ãèñòîíîâîãî àöåòèëèðîâà-
íèÿ (Huang et al., 2007; Liang et al., 2008; Manosalva, Gon-
zalez, 2010). Êàê èçâåñòíî, ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâ èãðàþò
âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè õðîìîñîìíûõ òðàíñôîðìàöèé
âî âðåìÿ ìåéîçà, â òîì ÷èñëå óïàêîâêè õðîìàòèíîâûõ íè-
òåé â êîíäåíñèðîâàííûå õðîìîñîìû (Endo et al., 2005;
Ivanovska, Orr-Weaver, 2006). Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïî-
ëó÷åíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå î òîì, ÷òî ñíèæåíèå
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ â îîöèòàõ ñòàðåþùèõ ñà-
ìîê ìîæåò îáóñëîâëèâàòü ñòðóêòóðíûå àíîìàëèè õðîìî-
ñîì, âêëþ÷àÿ èõ äåêîíäåíñàöèþ, è âëèÿòü íà äàëüíåé-
øóþ õðîìîñîìíóþ ñåãðåãàöèþ (Manosalva, Gonzalez,
2010). Îäíàêî äî ñèõ ïîð íå èäåíòèôèöèðîâàíû ýïèãåíå-
òè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, âûçûâàþùèå õðîìîñîìíûå òðàíñ-
ôîðìàöèè ïðè ïîñòîâóëÿòîðíîì ñòàðåíèè ÿéöåêëåòîê.

Â íàøåì èññëåäîâàíèè ÷àñòîòà äåñòðóêòèâíûõ èçìå-
íåíèé â ìîðôîëîãèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì îîöèòîâ,
îêðóæåííûõ êóìóëþñîì, âîçðàñòàëà â òå÷åíèå 32 ÷ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Â ýòîé ñâÿçè ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè ÔÏÑ, î÷åâèäíî, íå ÿâëÿåòñÿ êîìïî-
íåíòîì ìåõàíèçìà èíäóêöèè âûÿâëåííûõ íàìè õðîìî-
ñîìíûõ àíîìàëèé, ïîñêîëüêó îíî ïðîèñõîäèò òîëüêî ê
40—44 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ îîöèòîâ êîðîâ (Wu et., 1997).
Â ñâîþ î÷åðåäü àíîìàëüíûå õðîìîñîìíûå ìîäèôèêàöèè
ìîãóò èìåòü íåãàòèâíûå ïîñëåäñòâèÿ äëÿ ñïîñîáíîñòè
ÿéöåêëåòîê ê äàëüíåéøåìó ðàçâèòèþ. Äåéñòâèòåëüíî, ÷å-
ðåç 30 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå ïîòåíöè-
àëà ê ýìáðèîíàëüíîìó ðàçâèòèþ ó îîöèòîâ ðàçëè÷íûõ âè-
äîâ æâà÷íûõ, âêëþ÷àÿ êîðîâ (Emuta, Horiuchi, 2001; Maa-
louf et al., 2009; Zhang et al., 2013). Íåîáõîäèìû
äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà èäåíòèôèêà-
öèþ âçàèìîñâÿçåé ìåæäó ìîäèôèêàöèåé ìîëåêóëÿðíûõ
ñèãíàëîâ, ýïèãåíåòè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè, ñòðóêòóðíû-
ìè àíîìàëèÿìè õðîìîñîì è êîìïåòåíöèåé ê ðàçâèòèþ â
ñòàðåþùèõ ÿéöåêëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Íàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî âðåìåíí *àÿ äèíàìèêà
ñïîíòàííîé ïàðòåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè ÿéöåêëåòîê
êîðîâ îòëè÷àåòñÿ îò òîé, êîòîðàÿ íàáëþäàåòñÿ äëÿ äåñò-
ðóêòèâíûõ èçìåíåíèé ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì. Ïðè ýòîì
÷àñòîòà àêòèâàöèè ñõîäíà ñ ÷àñòîòîé, çàôèêñèðîâàííîé
äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëü-
òèâèðîâàíèè îîöèòîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Lechniak
et al., 1998). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êà÷åñòâå îñíîâíîé ïðè-
÷èíû ñíÿòèÿ áëîêàäû âòîðîãî äåëåíèÿ ìåéîçà ðàññìàòðè-
âàþò ïîíèæåíèå àêòèâíîñòåé ÔÏÑ è MAP-êèíàçû ïðè
ñòàðåíèè æåíñêèõ ãàìåò (Miao et al., 2009). Â íàøåì èñ-
ñëåäîâàíèè ïåðâûå ïðèçíàêè ñïîíòàííîé ïàðòåíîãåíåòè-
÷åñêîé àêòèâàöèè áûëè îáíàðóæåíû ÷åðåç 44 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, ò. å. ê ìîìåíòó óìåíüøåíèÿ àêòèâíîñòè ÔÏÑ â
îîöèòàõ êîðîâ (Wu et., 1997). Òåì íå ìåíåå óðîâåíü ïàð-
òåíîãåíåòè÷åñêîé àêòèâàöèè ÿéöåêëåòîê çíà÷èòåëüíî
âîçðàñòàë òîëüêî ê 56 ÷, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò áîëåå ïîçäíå-
ìó ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè MAP-êèíàçû (Tian et al., 2002).
Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ
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ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèåì î òîì, ÷òî äëÿ ñíÿòèÿ áëî-
êàäû ìåéîçà II â îîöèòàõ íåîáõîäèìà èíàêòèâàöèÿ îáåèõ
êèíàç.

Êàê èçâåñòíî, êëåòêè êóìóëþñà ó÷àñòâóþò â ïîääåð-
æàíèè íîðìàëüíûõ ïðîöåññîâ ñîçðåâàíèÿ, îâóëÿöèè è
îïëîäîòâîðåíèÿ îîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ (Tanghe et al.,
2002). Îäíàêî èõ ðîëü â ðåãóëÿöèè ñòàðåíèÿ ÿéöåêëåòîê
íå ñîâñåì ÿñíà. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè êóìóëþñà ìîãóò êàê
óñêîðÿòü, òàê è çàìåäëÿòü in vitro ðàçëè÷íûå ôóíêöèî-
íàëüíûå èçìåíåíèÿ, àññîöèèðîâàííûå ñî ñòàðåíèåì. Ïðè
ïîñòîâóëÿòîðíîì ñòàðåíèè è ïðîëîíãèðîâàííîì êóëüòè-
âèðîâàíèè ÎÊÊ ìûøåé êóìóëþñíûå êëåòêè ïîâûøàëè
÷óâñòâèòåëüíîñòü îîöèòîâ ê èñêóññòâåííîé ïàðòåíîãåíå-
òè÷åñêîé àêòèâàöèè è ñíèæàëè èõ ïîñëåäóþùóþ ñïîñîá-
íîñòü ïîääåðæèâàòü àêòèâíîñòü ÔÏÑ, õîòÿ è íå âëèÿëè
íà ñïîíòàííûé ïàðòåíîãåíåç (Miao et al., 2005). Êðîìå
òîãî, êëåòêè êóìóëþñà óñèëèâàëè ôðàãìåíòàöèþ ñòàðåþ-
ùèõ ÿéöåêëåòîê ñâèíåé, à òàêæå ïîíèæàëè èõ ñïîñîá-
íîñòü ê ýìáðèîíàëüíîìó ðàçâèòèþ ïîñëå ýëåêòðîàêòèâà-
öèè (Wu et al., 2011). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ó ìûøåé ýòè
êëåòêè ïîääåðæèâàëè êîìïåòåíöèþ ñòàðåþùèõ in vitro
îîöèòîâ ê îïëîäîòâîðåíèþ è ïîñëåäóþùåìó ðàçâèòèþ äî
ñòàäèè áëàñòîöèñòû è ïðåäîòâðàùàëè îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ (Takahashi et al., 2009). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå óäàëå-
íèå êóìóëþñíûõ êëåòîê èç ÎÊÊ êîðîâ ïðèâîäèëî ê êðàò-
êîâðåìåííîìó òîðìîæåíèþ äåñòðóêòèâíûõ èçìåíåíèé
ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, íî íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà ñïîí-
òàííóþ ïàðòåíîãåíåòè÷åñêóþ àêòèâàöèþ ñîçðåâøèõ in
vitro îîöèòîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, ó êîðîâ êëåòêè êóìóëþñà
òàêæå ìîãóò óñêîðÿòü íåêîòîðûå ïðîöåññû, ñâÿçàííûå ñî
ñòàðåíèåì ÿéöåêëåòîê.

Ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëüòèâèðîâàíèè ÎÊÊ êîðîâ
ïîâûøåíèþ ÷àñòîòû õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé â îîöèòàõ
ñîïóòñòâîâàëè ïîñòåïåííîå âîçðàñòàíèå óðîâíÿ äåñòðóê-
òèâíûõ èçìåíåíèé õðîìàòèíà â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ è
ñíèæåíèå ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîñëåäíèõ. Ïðè ýòîì
ó ìëåêîïèòàþùèõ óñòàíîâëåíà îáðàòíàÿ ñâÿçü ìåæäó
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ êëåòîê ãðàíóëåçû (êóìó-
ëþñà) è èõ ïîäâåðæåííîñòüþ àïîïòîçó (Quirk et al., 2004).
Íàðàñòàíèå àïîïòîòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, â òîì ÷èñëå â
ãåííîé òðàíñêðèïöèè, ðàíåå áûëî âûÿâëåíî â êëåòêàõ êó-
ìóëþñà, ñîïðÿæåííûõ ñ îîöèòàìè êîç è ñâèíåé, ñòàðåþ-
ùèìè in vitro (Wu et al., 2011; Zhang et al., 2013). Àïîïòîç
òàêæå íàáëþäàëè â êóìóëþñíûõ êëåòêàõ, îêðóæàþùèõ
îîöèòû êðûñ, â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ in vivo (Szoltys et al.,
2000). Êàê èçâåñòíî, îîöèòû ñåêðåòèðóþò ïàðàêðèííûå
ôàêòîðû ðîñòà, êîòîðûå íàïðàâëÿþò äèôôåðåíöèðîâêó
êëåòîê êóìóëþñà è çàùèùàþò èõ îò àïîïòîçà (Gilchrist
et al., 2008). Áûëî âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ñòàðåþùèå îîöèòû ïîñòåïåííî òåðÿþò òàêóþ ñïîñîá-
íîñòü, âñëåäñòâèå ÷åãî êóìóëþñíûå êëåòêè ïîäâåðãàþòñÿ
àïîïòîòè÷åñêîé äåãåíåðàöèè è â ñâîþ î÷åðåäü íà÷èíàþò
ïðîäóöèðîâàòü âåùåñòâà, íåãàòèâíî âëèÿþùèå íà ôóíê-
öèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü è æèçíåñïîñîáíîñòü îîöèòîâ
(Wu et al., 2011). Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè êóìóëþñà âíîñÿò
âêëàä â ïðîöåññ ñòàðåíèÿ ÿéöåêëåòîê ïóòåì ñåêðåöèè ðàñ-
òâîðèìûõ ïàðàêðèííûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ïîâûøàþò
÷óâñòâèòåëüíîñòü îîöèòîâ ê èñêóññòâåííîé ïàðòåíîãåíå-
òè÷åñêîé àêòèâàöèè ó ìûøåé, à òàêæå ïîíèæàþò ñïîñîá-
íîñòü ê ýìáðèîíàëüíîìó ðàçâèòèþ è óñèëèâàþò ôðàãìåí-
òàöèþ îîöèòîâ ó ñâèíåé (Qiao et al., 2008; Wu et al., 2011).
Âûÿâëåííàÿ íàìè ïîçèòèâíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó äîëåé
ÿéöåêëåòîê ñ äåñòðóêòèâíûìè èçìåíåíèÿìè õðîìîñîì è
óðîâíåì àïîïòîòè÷åñêîé äåãåíåðàöèè êëåòîê êóìóëþñà
ïîêàçûâàåò, ÷òî ó êîðîâ èíòåíñèâíîñòü ñòàðåíèÿ îîöèòîâ

òàêæå çàâèñèò, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî, îò ôóíêöèî-
íàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ îêðóæàþùèõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðè-
ðóþò ðàçëè÷íóþ âðåìåíí *óþ äèíàìèêó îòäåëüíûõ ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì êóëü-
òèâèðîâàíèè îîöèòîâ êîðîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçëè-
÷èè ïðåäøåñòâóþùèõ ìîëåêóëÿðíûõ èçìåíåíèé. Ïðè ýòîì
êëåòêè êóìóëþñà, ïîäâåðãàþùèåñÿ àïîïòîòè÷åñêîé äåãå-
íåðàöèè, ìîãóò óñêîðÿòü äåñòðóêòèâíûå ìîäèôèêàöèè ìå-
òàôàçíûõ õðîìîñîì â ñòàðåþùèõ in vitro ÿéöåêëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-01888).
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DYNAMICS OF MORPHOFUNCTIONAL CHANGES IN AGING

BOVINE OVA DURING THE PROLONGED CULTURE IN VITRO

I. Yu. Lebedeva,* G. N. Singina, A. V. Lopukhov, N. A. Zinovieva

All-Russian Research Institute of Animal Husbandry, Podolsk—Dubrovitsy;
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In the absence of activating stimuli, aging processes are initiated in matured mammalian oocytes, which
negatively affect the quality of ova and their capacity for further development. On the model of the prolonged
culture of bovine oocytes, the dynamics of a number of morphofunctional changes associated with the postovu-
latory aging was investigated in the present work. In cumulus-enclosed oocytes, migration of the first polar bo-
dy relative to metaphase II chromosomes started between 18 and 22 h of maturation. The angle of the body de-
viation from the metaphase plate rose as the culture time increased to 30 h. By 32 h of culture, a gain in the rate
of ova with the abnormal chromosome morphology was observed that continued up to 56 h. Furthermore, after
56 h, signs of spontaneous parthenogenetic activation were revealed in 16 percent of matured oocytes. During
the prolonged culture of oocytes deprived of cumulus cells after 20 h of maturation, an increase in the frequen-
cy of chromosomal abnormalities was found only by 44 h. At the same time the cumulus elimination did not af-
fect the maintenance of the meiosis II blockade in aging ova. Meanwhile, destructive chromosomal changes in
oocytes were attended by a gradual rise in the level of apoptotic degeneration and reduction in the proliferative
activity of surrounding cumulus cells. The results obtained point to the various temporal dynamics of distinct
morphofunctional changes and to the participation of cumulus cells in modulation of the speed of metaphase
chromosome destructive modifications in aging bovine ova.

K e y w o r d s: oocytes, cumulus cells, aging of ova, first polar body, state of metaphase chromosomes,
spontaneous parthenogenetic activation.
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