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Îñâîáîæäåíèå Ca

2+
èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ Bos taurus

Íà îñíîâå èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà ñ ïîìîùüþ õëîðòåòðàöèêëèíîâîãî ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà (ÕÒÖ)
èçó÷åíû ïóòè òðàíñäóêöèè êàëüöèÿ â ñïåðìàòîçîèäàõ Bos taurus. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà
è ÃÒÔ îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ, êîòîðîå
ïðèñóòñòâîâàëî ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ (ñîåäèíåíèå Ro 31-8220); ñîâìåñòíîå
äåéñòâèå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ òàêæå ñòèìóëèðîâàëî äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëå-
òî÷íûõ äåïî, îòñóòñòâóþùåå ïðè äîáàâëåíèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû À ñîåäèíåíèÿ Í-89. Ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ÕÒÖ-òåñòà (àíàëèç ëîêàëèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ â ñïåðìàòîçîèäàõ) ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî ñïåðìàòîçîèäîâ íà ñòàäèè àêðîñîìíîé
ðåàêöèè, êîòîðîå ñíèæàåòñÿ ïîñëå èñïîëüçîâàíèÿ Ro 31-8220; ñîâìåñòíîå äåéñòâèå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ
óâåëè÷èâàåò äîëþ êàïàöèòèðîâàííûõ ñïåðìàòîçîèäîâ, óìåíüøàþùóþñÿ â ïðèñóòñòâèè Í-89. Â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ïîëó÷åííûìè äàííûìè ïðåäëàãàåòñÿ ãèïîòåçà, ñîãëàñíî êîòîðîé ïåðåìåùåíèå Ca2+ ìåæäó
âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ, ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ïðîëàêòèíà è
ÃÒÔ èëè òåîôèëëèíà è ÃÄÔ, äåòåðìèíèðóåò ôóíêöèîíàëüíûé ñòàòóñ ñïåðìàòîçîèäà. Òðàíñäóêöèÿ Ca2+

ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ, ñòèìóëèðîâàííàÿ ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ïðî-
ëàêòèíà è ÃÒÔ, ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àêðîñîìàëüíûõ ïðîöåññîâ, â òî âðåìÿ êàê êàïàöèòàöèÿ ñïåðìàòî-
çîèäîâ îïîñðåäóåòñÿ àêòèâèðîâàííûì âîçäåéñòâèåì òåîôèëëèíà è ÃÄÔ ïåðåìåùåíèåì êàëüöèÿ ìåæäó
âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàëüöèé, êàïàöèòàöèÿ, àêðîñîìíàÿ ðåàêöèÿ, ñïåðìàòîçîèäû áûêîâ.

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

Êàïàöèòàöèÿ è àêðîñîìíàÿ ðåàêöèÿ ÿâëÿþòñÿ âàæíû-
ìè âíóòðèêëåòî÷íûìè ñîáûòèÿìè, ïðåäøåñòâóþùèìè
ïðîöåññó îïëîäîòâîðåíèÿ. Êàïàöèòàöèÿ ÿâëÿåòñÿ äîñòà-
òî÷íî ñëîæíûì ÿâëåíèåì, êîòîðîå îñóùåñòâëÿåòñÿ â æåí-
ñêèõ ïîëîâûõ ïóòÿõ. Â ðåçóëüòàòå áèîôèçè÷åñêèõ è áèî-
õèìè÷åñêèõ èçìåíåíèé, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò â ñïåðìàòî-
çîèäàõ è èõ ìåìáðàíàõ âî âðåìÿ êàïàöèòàöèè, ìóæñêèå
ãàìåòû ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü â ÿéöåêëåò-
êè (White, Aitken, 1989; Harrison, Miller, 2000). Èçìåíåíèÿ
â ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ ñïåðìàòîçîèäîâ, òàêèå êàê
ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðîëà, ñòèìóëèðóþò ïóòè
êàëüöèåâîé ñèãíàëèçàöèè, êîòîðûå äåòåðìèíèðóþò êàïà-
öèòàöèþ (Visconti et al., 1999). Ïîëàãàþò, ÷òî ýòè ìåìá-
ðàííûå èçìåíåíèÿ ñïîñîáñòâóþò óâåëè÷åíèþ ïðîíèöàå-
ìîñòè äëÿ òàêèõ èîíîâ, êàê Ca2+ è HCO
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– , êîòîðûå âõîäÿò
â öèòîïëàçìó è ñòèìóëèðóþò àäåíèëèëöèêëàçó, àêòèâè-
ðóþùóþ îáðàçîâàíèå öÀÌÔ, ÷òî ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè
ïðîòåèíêèíàçû À è â êîíå÷íîì ñ÷åòå — ôîñôîðèëèðîâà-
íèþ áåëêà òèðîçèíà (Chen et al., 2000). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
êàëüöèåâûé ñèãíàë èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ôèçèîëîãèè
ñïåðìàòîçîèäîâ, ïðèíèìàÿ íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â
ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ ôóíêöèé ýòèõ êëåòîê (Felix, 2005).
Â ìåìáðàíàõ ìóæñêèõ ãàìåò ïðèñóòñòâóþò ïîòåíöè-
àë-÷óâñòâèòåëüíûå Ca2+-êàíàëû L-òèïà, àíàëîãè÷íûå êà-

íàëàì ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê (Florman et al., 1992).
Â åñòåñòâåííûõ óñëîâèÿõ (in vivo) àêðîñîìíàÿ ðåàêöèÿ
íà÷èíàåòñÿ ïðè ñâÿçûâàíèè ñïåðìàòîçîèäà ñ áëåñòÿùåé
îáîëî÷êîé (zona pellucida) ÿéöåêëåòêè, è òîëüêî ñïåðìà-
òîçîèä, çàâåðøèâøèé àêðîñîìíóþ ðåàêöèþ, ìîæåò ïðî-
íèêíóòü â ÿéöåêëåòêó (Wassarman et al., 2001). Â ñïåðìà-
òîçîèäàõ ìûøåé ìîáèëèçàöèè êàëüöèÿ èç àêðîñîìíûõ
äåïî îêàçàëîñü äîñòàòî÷íî äëÿ àêòèâàöèè àêðîñîìíîé ðå-
àêöèè äàæå â óñëîâèÿõ îòñóòñòâèÿ âíåêëåòî÷íîãî Ca2+ è
ïðèñóòñòâèÿ ÝÃÒÀ (Herrick et al., 2005). Â ìóæñêèõ ãàìå-
òàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïðèñóòñòâóþò íå ìåíüøå äâóõ ðàç-
ëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë äëÿ õðàíåíèÿ êàëü-
öèÿ, ðàñïîëîæåííûõ â àêðîñîìíîé ÷àñòè è îáëàñòè øåé-
êè (Costello et al., 2009). Â ìåìáðàíå àêðîñîìíîé ÷àñòè
ñïåðìàòîçîèäîâ áûëî ïîêàçàíî ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ
ôîñôîèíîçèòèäíîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû. Ôîñôîëèïàçà Ñ,
êîòîðàÿ ñòèìóëèðóåò îáðàçîâàíèå èíîçèòîë-1,4,5-òðè-
ôîñôàòà (IP3), îáíàðóæåíà â ïåðåäíåé ÷àñòè ãîëîâêè
ñïåðìàòîçîèäîâ (Walensky, Snyder, 1995). Ïðèñóòñòâèå
ðåöåïòîðîâ ê ðèàíîäèíó áûëî ïîêàçàíî íà çðåëûõ ñïåð-
ìàòîçîèäàõ ãðûçóíîâ (Trevino et al., 1998). Ìîáèëèçàöèÿ
Ca2+ èç àêðîñîìû è âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî â ðàéîíå øåé-
êè ðåãóëèðóåò ðàçíûå âíóòðèêëåòî÷íûå ôóíêöèè. Ó ìëå-
êîïèòàþùèõ àêðîñîìíàÿ ðåàêöèÿ, êàê ïîëàãàþò, ïðîèñ-
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õîäèò íà ïîâåðõíîñòè áëåñòÿùåé îáîëî÷êè. Âçàèìîäåéñò-
âèå ñïåðìàòîçîèäà ñ áëåñòÿùåé îáîëî÷êîé àêòèâèðóåò
êàñêàäû ñèãíàëèçàöèè, âåäóùèå ê àêðîñîìíîìó ýêçîöèòî-
çó (Florman et al., 2008). Â ñïåðìàòîçîèäàõ ÷åëîâåêà, ñòèìó-
ëèðîâàííûõ ïðîãåñòåðîíîì, óâåëè÷åíèå êîëåáàíèé êàëü-
öèÿ â øåéêå è, êàê ñëåäñòâèå, ðåãóëèðîâàíèå äåÿòåëüíî-
ñòè æãóòèêîâ íå âûçûâàþò äåòåêòèðóåìîãî óâåëè÷åíèÿ
àêðîñîìíîé ðåàêöèè (Harper et al., 2004).

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — íà îñíîâå èíãèáè-
òîðíîãî àíàëèçà ñ ïîìîùüþ õëîðòåòðàöèêëèíîâîãî ôëóî-
ðåñöåíòíîãî çîíäà (ÕÒÖ) èññëåäîâàòü ïóòè ïåðåìåùåíèÿ
êàëüöèÿ ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî
(IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè è IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûìè) â ñïåð-
ìàòîçîèäàõ Bos taurus â çàâèñèìîñòè îò èõ ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñòàòóñà (êàïàöèòàöèÿ, àêðîñîìíàÿ ðåàêöèÿ).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ýÿêóëÿòû ñïåðìû îò
òðåõ ðàçíûõ áûêîâ, ïîëó÷åííûå íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
ðàáîòîé. Äëÿ îñâîáîæäåíèÿ îò ñåìåííîé ïëàçìû ñïåðìó
îòìûâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 300 � g â òå÷åíèå
10 ìèí â ñðåäå TALP, ñîäåðæàùåé 100 ìÌ NaCl, 3.1 ìÌ
KCl, 25 ìÌ NaHCO3, 0.3 ìÌ NaH2PO4, 21.6 ìÌ ëàêòàòà
íàòðèÿ, 2 ìÌ CaCl2, 0.4 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ HEPES è 1 ìÌ
ïèðóâàòà. Äëÿ îòìûâàíèÿ ñïåðìû ê ñðåäå TALP äîáàâëÿ-
ëè ïîëèâèíèëàëêîãîëü (ìîë. ìàññà 30 000—70 000 Äà)
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 0.1 %. Ïðîöåäóðó
îòìûâàíèÿ êëåòîê ïîâòîðÿëè 2 ðàçà.

Èçìåðåíèå Ca2+ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà ÕÒÖ (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ). Ó ýòîãî çîíäà â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ òàêæå áûëà
âòîðàÿ ôóíêöèÿ — îí îáåñïå÷èâàë âõîä ÃÒÔ (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) è ÃÄÔ (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â ñïåðìàòîçîè-
äû. Èñïîëüçîâàíèå äðóãîãî çîíäà òðåáîâàëî áû äîïîëíè-
òåëüíîé ïðîöåäóðû ïåðìåàáèëèçàöèè êëåòîê äëÿ îáåñïå-
÷åíèÿ âõîäà â êëåòêè ÃÒÔ è ÃÄÔ, òîãäà êàê ÕÒÖ áûë
ñïîñîáåí îáåñïå÷èòü âõîä ÃÒÔ è ÃÄÔ â êëåòêè áåç êà-
êèõ-ëèáî äîëîëíèòåëüíûõ ïðîöåäóð (Äåíèñåíêî, Êóçüìè-
íà, 2005). Èçìåðåíèå Ca2+ ïðîâîäèëè â ñðåäå Sp-TALP, â
êîòîðóþ âìåñòî ïîëèâèíèëàëêîãîëÿ äîáàâëÿëè BSA (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 1 ìã/ìë. Ñïåðìàòîçîè-
äû èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ÕÒÖ â êîíöåíòðàöèè
200 ìêÌ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 38.5 °Ñ, 95 % âëàæíîñòè
è 5 % ÑÎ2. Ïîñëå îêðàøèâàíèÿ êëåòêè îòìûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 300 � g â òå÷åíèå
10 ìèí. Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè 3 ðàçà. Èçìåðåíèå èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êàëüöèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî
ïðîâîäèëè íà ñïåêòðîôëóîðèìåòðå Hitachi. Âåëè÷èíà
äëèí âîëí âîçáóæäåíèÿ è èçëó÷åíèÿ äëÿ ÕÒÖ ðàâíÿëàñü
380 è 530 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ñîäåðæàíèå â ñïåðìàòîçîè-
äàõ êàëüöèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî èçìåðÿëè â óñëîâíûõ
åäèíèöàõ (óñë. åä.) èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êîìï-
ëåêñà Ca2+—ÕÒÖ. Êîíöåíòðàöèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ ïðè èç-
ìåðåíèè ñîñòàâëÿëà 1.5�106 êë./ìë.

Êàïàöèòàöèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ ïðîäîëæàëàñü 4 ÷ ïðè
38.5 °Ñ, 95 % âëàæíîñòè è 5 % ÑÎ2. Äëÿ êàïàöèòàöèè èñ-
ïîëüçîâàëè ñðåäó Sp-TALP, â êîòîðóþ äîáàâëÿëè 6 ìã/ìë
BSA è 0.5 ìÌ CaCl2 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Àêòèâàöèþ
àêðîñîìíîé ðåàêöèè ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ëèçîôîñ-
ôàòèäèëõîëèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
100 ìêÌ, êîòîðûé äîáàâëÿëè ê ïðåäâàðèòåëüíî êàïàöè-
òèðîâàííûì ñïåðìàòîçîèäàì (Parrish et al., 1988). Ïðî-
äîëæèòåëüíîñòü àêðîñîìíîé ðåàêöèè â ïðèñóòñòâèè ëè-

çîôîñôàòèäèëõîëèíà ñîñòàâëÿëà 30 ìèí ïðè óñëîâèÿõ,
àíàëîãè÷íûõ èñïîëüçóåìûì äëÿ êàïàöèòàöèè. Ïîñëå ïðî-
õîæäåíèÿ êàïàöèòàöèè èëè àêðîñîìíîé ðåàêöèè èç êàæ-
äîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî îáðàçöà áðàëè ïî 20 ìêë ñóñ-
ïåíçèè ñïåðìàòîçîèäîâ è 20 ìêë ðàñòâîðà ÕÒÖ, ñìåøèâà-
ëè è èíêóáèðîâàëè ïðè 38.5° Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ðàñòâîð ÕÒÖ (750 ìêÌ) ãîòîâèëè â áóôåðå, ñîäåðæà-
ùåì 130 ìÌ NaCl, 5 ìÌ L-öèñòåèíà (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ) è 20 ìÌ Òðèñ (ðÍ 7.8) (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Ýòîò
ðàñòâîð ãîòîâèëè åæåäíåâíî è õðàíèëè ïðè 4 °Ñ â òåìíî-
òå. Çàòåì â ýòó ñìåñü äëÿ ôèêñàöèè äîáàâëÿëè 10 ìêë
25 % ãëóòàðàëüäåãèäà â 1 ìÌ Òðèñ (ðÍ 7.4) (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.1 %. Ãëóòàðàëü-
äåãèä â ýòîé êîíöåíòðàöèè äåëàåò ôëóîðåñöåíöèþ ñòà-
áèëüíîé â òå÷åíèå 2 ÷ è íå îêàçûâàåò äîïîëíèòåëüíîãî
âëèÿíèÿ íà êëåòêè (Ward, Storey, 1984). Ïîñëå ýòîãî ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå êàïëþ ñóñïåíçèè ñïåðìàòîçîè-
äîâ (10 ìêë) ðàçìåùàëè íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå è ñìåøè-
âàëè ñ 10 ìêë 0.22 Ì 1,4-äèàçîáèöèêëî[2.2.2]-îêòàíà (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ), ðàñòâîðåííîãî â ãëèöåðîë/PBS (9 : 1),
äëÿ òîãî ÷òîáû çàìåäëèòü âûöâåòàíèå ôëóîðåñöåíöèè.
Ñâåðõó êàïëè íàêëàäûâàëè ïîêðîâíîå ñòåêëî è àêêóðàòíî
ñæèìàëè ñòåêëà ìåæäó ñëîÿìè ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè.
Ýòî ïîçâîëÿåò óäàëèòü îñòàòêè ëèøíåé æèäêîñòè è ðàñ-
ïîëîæèòü ñïåðìàòîçîèäû íà ñòåêëå â ïîëîæåíèè, ñïîñîá-
ñòâóþùåì èõ òî÷íîé îöåíêå. Çàòåì äëÿ çàêðåïëåíèÿ ïî-
êðîâíîãî ñòåêëà íà åãî êðàÿ íàíîñèëè êàïëè áåñöâåòíîãî
ëàêà äëÿ íîãòåé. Ãîòîâûå ïðåïàðàòû õðàíèëè â ñâåòîíåï-
ðîíèöàåìîì êîíòåéíåðå â õîëîäèëüíèêå. Õîòÿ ïðåïàðàòû
ñîõðàíÿþò ôëóîðåñöåíöèþ â òå÷åíèå 4—5 ñóò, ïðåèìó-
ùåñòâåííî èõ îöåíèâàëè â òîò æå èëè íà ñëåäóþùèé
äåíü.

Îöåíêó ñïåðìàòîçîèäîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìèêðîñêîïà Zeiss ñ ôàçîâûì êîíòðàñòîì è ýïèôëóîðåñ-
öåíòíîé îïòèêîé (âîçáóæäåíèå ïðè 400—440 íì è èçëó-
÷åíèå ïðè 470 íì). Êàæäóþ èç 200 êëåòîê îöåíèâàëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ îäíèì èç òðåõ òèïîâ ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ
(Fraser et al., 1995): ðàâíîìåðíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ âñåé ãî-
ëîâêè, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ íåêàïàöèòèðîâàííûõ êëåòîê ñ
íåïîâðåæäåííîé àêðîñîìîé (îáðàçåö F), íàëè÷èå ñâîáîä-
íîé îò ôëóîðåñöåíöèè ïîëîñû â ïîñòàêðîñîìàëüíîì ðàé-
îíå, ÷òî òèïè÷íî äëÿ êàïàöèòèðîâàííûõ êëåòîê ñ íåïî-
âðåæäåííîé àêðîñîìîé (îáðàçåö Â), îòñóòñòâèå ôëóîðåñ-
öåíöèè âî âñåé ãîëîâêå, çà èñêëþ÷åíèåì òîíêîé ÿðêîé
ïîëîñû ôëóîðåñöåíöèè â ýêâàòîðèàëüíîì ñåãìåíòå, ÷òî
õàðàêòåðíî äëÿ êàïàöèòèðîâàííûõ àêðîñîìà-ðåàêòèâíûõ
êëåòîê (îáðàçåö AR).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: èíêóáà-
öèîííóþ ñðåäó TALP, ïîëèâèíèëàëêîãîëü, ÕÒÖ, BSA,
ëèçîôîñôàòèäèëõîëèí, ãëóòàðàëüäåãèä, L-öèñòåèí,
1,4-äèàçîáèöèêëî[2.2.2]-îêòàí, ãëèöåðîë, PBS, ÝÃÒÀ, òå-
îôèëëèí, ÃÒÔ, ÃÄÔ, èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû Ñ Ro
31-8220, èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû À Í-89 (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ) è ïðîëàêòèí (Èíñòèòóò ýíäîêðèíîëîãèè, Ðîñ-
ñèÿ).

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

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èçìåðåíèÿ êàëüöèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî â
ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ñðåäó TALP áåç êàëüöèÿ, ñ
äîáàâëåíèåì 1 ìã/ìë BSA è 0.5 ìÌ ÝÃÒÀ (Sigma-Aldrich,

234 Â. Þ. Äåíèñåíêî è äð.



ÑØÀ). Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îöåíêè âëèÿ-
íèÿ òåîôèëëèíà, ïðîëàêòèíà è ãóàíèíîâûõ íóêëåîòèäîâ
(ÃÒÔ è ÃÄÔ) íà îñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ. Äîáàâëåíèå òåîôèëëèíà â
êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ, ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë,
à òàêæå ÃÒÔ è ÃÄÔ â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è 50 ìêÌ ñîîò-
âåòñòâåííî ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ca2+. Ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè òåîôèëëèíà è ÃÒÔ, ÃÒÔ è ÃÄÔ, ïðî-
ëàêòèíà è ÃÄÔ, à òàêæå ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà â êëåò-
êàõ íå îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîãî âûõîäà Ca2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Â òî æå âðåìÿ ïðè ñîâìåñòíîì
äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ, à òàêæå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ
áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå
Ca2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ.

Äàííûå î âëèÿíèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ íà
ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì è ÃÒÔ îñâîáîæäåíèå Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ îòðàæåíû
íà ðèñ. 2. Èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû Ñ ñîåäèíåíèå
Ro 31-8220 èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ â êîíöåíòðà-
öèè 10 íã/ìë. Âîçäåéñòâèå ïðîëàêòèíà â êîíöåíòðàöèè
10 íã/ìë èëè ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ àêòèâèðîâàëî
îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïðè ñîâìå-
ñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ â êëåòêàõ îòìå÷àëè
äîïîëíèòåëüíûé âûõîä Ñà2+ èç äåïî. Ïîñëå îáðàáîòêè
ñïåðìàòîçîèäîâ ñîåäèíåíèåì Ro 31-8220 â êëåòêàõ íå çà-
ðåãèñòðèðîâàíî èçìåíåíèé â ñîäåðæàíèè ìåìáðàííî-ñâÿ-
çàííîãî êàëüöèÿ. Äîáàâëåíèå â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó
ïðîëàêòèíà èëè ÃÒÔ ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ñà2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî êëåòîê, ïðåäâàðèòåëüíî îáðà-
áîòàííûõ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû Ñ. Â òî æå âðåìÿ
ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ â ïðèñóòñò-
âèè Ro 31-8220 íå îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîãî âûõîäà
Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ.

Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû À ñîåäèíåíèÿ
Í-89 íà ñòèìóëèðîâàííîå òåîôèëëèíîì è ÃÄÔ îñâîáîæ-
äåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ
ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 3. Îáíàðóæåíî, ÷òî äîáàâëåíèå

òîëüêî òåîôèëëèíà â êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ èëè òîëüêî
ÃÄÔ â êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ àêòèâèðóåò îñâîáîæäåíèå
Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
òåîôèëëèíà è ÃÄÔ îòìå÷àëè äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäå-
íèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Îáðàáîòêà ñïåðìàòî-
çîèäîâ èíãèáèòîðîì ïðîòåèíêèíàçû À â êîíöåíòðàöèè
10 ìêÌ íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà ñîäåðæàíèå Ñà2+ âî
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Äîáàâëåíèå òåîôèëëèíà èëè ÃÄÔ
ê îáðàáîòàííûì ñîåäèíåíèåì Í-89 êëåòêàì ïî-ïðåæíåìó
ñòèìóëèðîâàëî îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ

Îñâîáîæäåíèå Ca
2+

èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ Bos taurus 235

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå òåîôèëëèíà, ïðîëàêòèíà è ãóàíèíîâûõ íóêëåî-
òèäîâ (ÃÒÔ è ÃÄÔ) íà îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ

äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè, 2 — äåéñòâèå ïðîëàêòèíà â
êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë, 3 — äåéñòâèå ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ, 4 —
äåéñòâèå òåîôèëëèíà â êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ, 5 — äåéñòâèå ÃÄÔ â êîíöåí-
òðàöèè 50 ìêÌ, 6 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå òåîôèëëèíà è ÃÒÔ, 7 — ñîâìå-
ñòíîå äåéñòâèå ÃÒÔ è ÃÄÔ, 8 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ïðîëàêòèíà è ÃÄÔ,
9 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà, 10 — ñîâìåñòíîå
äåéñòâèå ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ, 11 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå òåîôèëëèíà è
ÃÄÔ. Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä. Âåð-
òèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé. Ðàçëè-
÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.05 (1 è 2, 1 è 3, 1 è 4, 1 è 5, 2 è 10, 3 è 10, 4 è 11,

5 è 11).

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ (Ro 31-8220) íà
ñòèìóëèðîâàííîå ïðîëàêòèíîì (ÏÐË) è ÃÒÔ îñâîáîæäåíèå

Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè, 2 — äåéñòâèå ÏÐË â êîíöåíò-
ðàöèè 10 íã/ìë, 3 — äåéñòâèå ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ, 4 — ñîâìåñò-
íîå äåéñòâèå ÏÐË è ÃÒÔ, 5 — äåéñòâèå Ro 31-8220 â êîíöåíòðàöèè
10 íã/ìë, 6 — äåéñòâèå Ro 31-8220 ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÏÐË, 7 —
äåéñòâèå Ro 31-8220 ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÃÒÔ, 8 — äåéñòâèå
Ro 31-8220 â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë ñ ïîñëåäóþùåé ñîâìåñòíîé îáðà-
áîòêîé ÏÐË è ÃÒÔ. Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ÕÒÖ, óñë. åä. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ
çíà÷åíèé. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.01 (4 è 8, 5 è 6), Ð < 0.05 (1 è 2,

1 è 3, 2 è 4, 3 è 4, 5 è 7).

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû À (Í-89) íà ñòèìó-
ëèðîâàííîå òåîôèëëèíîì è ÃÄÔ îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóò-

ðèêëåòî÷íûõ äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè, 2 — äåéñòâèå òåîôèëëèíà â
êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ, 3 — äåéñòâèå ÃÄÔ â êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ, 4 — ñî-
âìåñòíîå äåéñòâèå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ, 5 — äåéñòâèå Í-89 â êîíöåíòðà-
öèè 10 ìêÌ, 6 — äåéñòâèå Í-89 ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé òåîôèëëè-
íîì, 7 — äåéñòâèå Í-89 ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé ÃÄÔ, 8 — äåéñòâèå
Í-89 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé òåîôèëëèíîì
è ÃÄÔ. Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÕÒÖ, óñë. åä.
Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé. Ðàç-

ëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.01 (2 è 4, 3 è 4, 4 è 8), Ð < 0.05 (1 è 2, 1 è 3).



äåïî. Â òî æå âðåìÿ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òåîôèëëè-
íà è ÃÄÔ èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàçû À îêàçûâàë íåãàòèâ-
íîå âëèÿíèå íà äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî.

ÃÒÔ è ÃÄÔ ñàìîñòîÿòåëüíî íå ñïîñîáíû ïðîíèêàòü
âíóòðü êëåòîê â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ
ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê. Â íàøèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ âõîä ÃÒÔ è ÃÄÔ â ñïåðìàòîçîèäû îáåñïå÷èâàëè èñ-
ïîëüçîâàíèåì ÕÒÖ, êîòîðûé ñïîñîáñòâóåò ïðîíèêíîâå-
íèþ ýòèõ ñîåäèíåíèé â êëåòêè (Äåíèñåíêî, Êóçüìèíà,
2005). Äëÿ ýòîãî êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè
ÕÒÖ â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïðè àíà-
ëèçå ñïåðìàòîçîèäîâ c ó÷åòîì èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñòà-
òóñà (êîíòðîëüíûå, êàïàöèòèðîâàííûå è àêðîñîìà-ðåàê-
òèâíûå êëåòêè) èñïîëüçîâàëè ñðåäó TALP ñ äîáàâëåíèåì
êàëüöèÿ â êîíöåíòðàöèè 0.5 ìÌ. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû
äàííûå î âëèÿíèè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû À ñîåäèíå-
íèÿ Í-89 íà êàïàöèòàöèþ ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ, ñòèìó-
ëèðîâàííóþ ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì òåîôèëëèíà è ÃÄÔ.
Èñïîëüçóåìàÿ â ýêñïåðèìåíòàõ êîíöåíòðàöèÿ Í-89 ñî-
ñòàâëÿëà 10 ìêÌ, òåîôèëëèíà è ÃÄÔ — 100 ìêÌ. Ïîñëå
4 ÷ èíêóáàöèè â êîíòðîëüíîì îáðàçöå â ñðàâíåíèè ñ êîíò-
ðîëåì (0 ÷) îòìå÷àëè ñíèæåíèå ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ
êîíòðîëüíûõ êëåòîê (îáðàçåö F) è óâåëè÷åíèå ïðîöåíòíî-
ãî ñîäåðæàíèÿ àêðîñîìíûõ êëåòîê (îáðàçåö AR). Ñîâìå-
ñòíîå (â òå÷åíèå 4 ÷) äåéñòâèå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ âûçû-
âàåò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ
êàïàöèòèðîâàííûõ êëåòîê (îáðàçåö B). Âîçäåéñòâèå èí-

ãèáèòîðà Í-89 íà ñïåðìàòîçîèäû, èíêóáèðîâàíûå â ïðè-
ñóòñòâèè òåîôèëëèíà è ÃÄÔ, ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ
êîëè÷åñòâà êàïàöèòèðîâàííûõ (îáðàçåö B) è óâåëè÷åíèþ
êîíòðîëüíûõ (îáðàçåö F) êëåòîê.

Àêòèâàöèþ àêðîñîìíîé ðåàêöèè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ëèçîôîñôàòèäèëõîëèíà èçó÷àëè íà ñïåðìàòîçîèäàõ áû-
êîâ, èíêóáèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ
(ðèñ. 5). Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè êàïàöèòèðîâàííûå ñïåð-
ìàòîçîèäû, êîòîðûå ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 4 ÷. Îáíàðóæåíî, ÷òî â êîíòðîëüíîì îáðàçöå ÷åðåç
4 ÷ èíêóáàöèè â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì (0 ÷) óìåíüøàåò-
ñÿ ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå êîíòðîëüíûõ êëåòîê (îáðàçåö
F) è óâåëè÷èâàåòñÿ ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå àêðîñîìà-ðå-
àêòèâíûõ êëåòîê (îáðàçåö AR). Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ îòìå÷àåòñÿ ñíèæåíèå äîëè êàïàöèòè-
ðîâàííûõ êëåòîê (îáðàçåö B) è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
àêðîñîìà-ðåàêòèâíûõ ñïåðìàòîçîèäîâ (îáðàçåö AR).
Äîáàâëåíèå èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ ñîåäèíåíèÿ
Ro 31-8220 èçìåíÿëî ñîâìåñòíûé ýôôåêò ïðîëàêòèíà è
ÃÒÔ íà îáðàòíûé: â ýòèõ óñëîâèÿõ ïðîèñõîäèëî óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà êàïàöèòèðîâàííûõ êëåòîê (îáðàçåö B) è
óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà àêðîñîìà-ðåàêòèâíûõ êëåòîê
(îáðàçåö AR).

Îáñóæäåíèå

Ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî èññëåäîâàòåëè ïîëàãàëè, ÷òî
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíîãî Ñà2+ â ñïåðìàòî-
çîèäàõ ñâÿçàíî òîëüêî ñ âõîäîì â ýòè êëåòêè âíåêëåòî÷-

236 Â. Þ. Äåíèñåíêî è äð.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ íà êàïàöèòàöèþ ñïåðìàòî-
çîèäîâ áûêîâ.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè (0 ÷ èíêóáàöèè), 2 — êîíòðî-
ëüíûå êëåòêè (4 ÷ èíêóáàöèè), 3 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå òåîôèëëèíà è
ÃÄÔ ñîîòâåòñòâåííî â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ, 4 — îáðàáîòêà èíãèáèòî-
ðîì ïðîòåèíêèíàçû À ñîåäèíåíèåì Í-89 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ ñ ïî-
ñëåäóþùèì ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì òåîôèëëèíà è ÃÄÔ. Ïî âåðòèêà-
ëè — ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ ðàçíûì ôóíêöèîíàëüíûì ñòàòó-
ñîì. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé.

Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.01 (a, b) è Ð < 0.001 (à, ñ).

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ íà àêðîñîìíóþ ðåàêöèþ
ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè (0 ÷ èíêóáàöèè), 2 — êîíò-
ðîëüíûå êëåòêè (4 ÷ èíêóáàöèè), 3 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ïðîëàêòèíà è
ÃÒÔ â êîíöåíòðàöèÿõ 10 íã/ìë è 10 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî, 4 — äåéñòâèå
èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû Ñ Ro 31-8220 â êîíöåíòðàöèè 2 ìêÌ ñ ïî-
ñëåäóþùåé ñîâìåñòíîé îáðàáîòêîé ïðîëàêòèíîì è ÃÒÔ. Ïî âåðòèêà-
ëè — ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ ðàçíûì ôóíêöèîíàëüíûì ñòàòó-
ñîì. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ çíà÷åíèé.

Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.01 (à, b).



íîãî Ñà2+ ÷åðåç ïîòåíöèàëçàâèñèìûå Ñà2+-êàíàëû. Íàëè-
÷èå è ó÷àñòèå â ýòèõ ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî êà-
ëüöèÿ òîëüêî ïðåäïîëàãàëîñü, âûñêàçûâàëèñü îòäåëüíûå
ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíîì ñóùåñòâîâàíèè ýòèõ äåïî â
ñïåðìàòîçîèäàõ (Publicover, Barratt, 1999).

Â ñðåäå áåç äîáàâëåíèÿ âíåêëåòî÷íîãî Ñà2+ óâåëè÷å-
íèå êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíîãî Ñà2+ ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò
îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Â ñïåðìà-
òîçîèäàõ æèâîòíûõ ðàçëè÷íîãî âèäà — áàðàíîâ (Dragile-
va et al., 1999), ìûøåé (O’Toole et al., 2000) è ìîðñêèõ
åæåé (Gonzalez-Martinez et al., 2001) — â ïîäîáíûõ óñëî-
âèÿõ îòìå÷àëè óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíîãî
Ñà2+, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèñóòñòâèè â ýòèõ êëåòêàõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî êàëüöèÿ. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
ïðè èñïîëüçîâàíèè ñðåäû áåç âíåêëåòî÷íîãî Ñà2+ îòìå÷à-
ëè èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà
ÕÒÖ—Ñà2+, ñâÿçàííîãî ñ ìåìáðàíàìè âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíîñòè îñâîáîæäåíèÿ
êàëüöèÿ èç åãî âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî â ñïåðìàòîçîèäàõ
áûêîâ.

Â áîëüøèíñòâå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ ïîêàçàíî íà-
ëè÷èå äâóõ òèïîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî êàëüöèÿ — èíî-
çèòîëòðèôîñôàò- è ðèàíîäèí-÷óâñòâèòåëüíûå âíóòðèêëå-
òî÷íûå äåïî (Berridge, 2002). Íà ìåìáðàíå ñïåðìàòîçîè-
äîâ ðàçëè÷íûõ âèäîâ æèâîòíûõ (Naaby-Hansen et al.,
2001; Ho, Suarez, 2003; Harper et al., 2004) òàêæå îáíàðó-
æåíû IP3- è ðèàíîäèí-÷óâñòâèòåëüíûå ðåöåïòîðû. Â òî
æå âðåìÿ â ñïåðìàòîçîèäàõ áûêîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè
çîíäà BODIPY FL-X ðåöåïòîðîâ ê ðèàíîäèíó íå âûÿâëå-
íî (Ho, Suarez, 2001).

Òàïñèãàðãèí ïðåèìóùåñòâåííî îñâîáîæäàåò Ñà2+ èç
òåõ âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ íà-
õîäÿòñÿ ðåöåïòîðû ê IP3 (Thastrup et al., 1990). Èñïîëüçî-
âàíèå òàïñèãàðãèíà ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü, íà êàêîå èç
êàëüöèåâûõ äåïî — IP3-÷óâñòâèòåëüíîå èëè IP3-íå÷óâñò-
âèòåëüíîå — äåéñòâóþò ïðèìåíÿåìûå ñîåäèíåíèÿ. Òàê
êàê òàïñèãàðãèí îïóñòîøàåò IP3-÷óâñòâèòåëüíûå äåïî, òî
ïðè äåéñòâèè ñîåäèíåíèÿ, àêòèâèðóþùåãî îñâîáîæäåíèå
Ñà2+ èç ýòèõ äåïî, íå áóäåò ïðîèñõîäèòü îñâîáîæäåíèå
êàëüöèÿ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî. Â ïðèñóòñòâèè òàïñè-
ãàðãèíà òåîôèëëèí è ÃÒÔ âûçûâàëè âûõîä Ñà2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî, òîãäà êàê ïðîëàêòèí è ÃÄÔ â ýòèõ
óñëîâèÿõ íå ñòèìóëèðîâàëè îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ äåïî (Áîéöåâà è äð., 2014). Ñëåäîâàòåëüíî,
ïðîëàêòèí è ÃÄÔ àêòèâèðóþò îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç
IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ äåïî, à òåîôèëëèí è ÃÒÔ — èç
IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûõ.

Ñîãëàñíî îäíîé èç ãèïîòåç, ÃÒÔ ñïîñîáñòâóåò îáðà-
çîâàíèþ ñâÿçè ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè
äåïî êàëüöèÿ (IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè è IP3-íå÷óâñòâèòåëü-
íûìè) è îáåñïå÷èâàåò ïåðåõîä Ñà2+ èç IP3-íå÷óâñòâèòåëü-
íûõ â IP3-÷óâñòâèòåëüíûå âíóòðèêëåòî÷íûå äåïî. Ñîâìå-
ñòíîå äåéñòâèå IP3 è ÃÒÔ ñïîñîáñòâóåò äîïîëíèòåëüíîìó
îñâîáîæäåíèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî (Mullaney
et al., 1987; Ghosh et al., 1989). Ðàíåå íà îîöèòàõ ñâèíåé
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðî-
ëàêòèíà è ÃÒÔ, à òàêæå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ ïðîèñõîäèò
äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ
äåïî (Äåíèñåíêî, Êóçüìèíà, 2009). Íà îñíîâàíèè ýòî-
ãî áûëî ïðåäïîëîæåíî, ÷òî â îîöèòàõ ñâèíåé ïðè äåéñò-
âèè ïðîëàêòèíà, òåîôèëëèíà, ÃÒÔ è ÃÄÔ ïðîèñõîäèò
ïåðåìåùåíèå Ñà2+ ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè
äåïî, ïðè÷åì ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà
è ÃÒÔ êàëüöèé ïåðåõîäèò èç IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûõ â
IP3-÷óâñòâèòåëüíûå, ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè òåîôèëëè-

íà è ÃÄÔ, âåðîÿòíî, Ñà2+ ïåðåìåùàåòñÿ â îáðàòíîì íà-
ïðàâëåíèè — èç IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ â IP3-íå÷óâ-
ñòâèòåëüíûå âíóòðèêëåòî÷íûå äåïî. Ïðè ýòîì äëÿ âîç-
ìîæíîãî ïåðåìåùåíèÿ Ñà2+ ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíó-
òðèêëåòî÷íûìè äåïî íåîáõîäèìî âûïîëíåíèå ðÿäà óñëî-
âèé: âñå èñïîëüçóåìûå ñîåäèíåíèÿ äîëæíû ñòèìóëèðî-
âàòü îñâîáîæäåíèå Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî; îñâî-
áîæäåíèå Ñà2+ äîëæíî áûòü ñâÿçàíî ñ âûõîäîì èîíà èç
IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ èëè IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûõ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî; ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ñîåäèíåíèé
äîëæåí ðåãèñòðèðîâàòüñÿ äîïîëíèòåëüíûé âûõîä Ñà2+ èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî; îäíèì èç äåéñòâóþùèõ ñîåäèíå-
íèé äîëæåí áûòü ÃÒÔ (èëè ÃÄÔ).

Êàê è â îîöèòàõ ñâèíåé, äëÿ îáðàçîâàíèÿ ñâÿçè è
îáåñïå÷åíèÿ ïåðåõîäà Ñà2+ ìåæäó IP3-÷óâñòâèòåëüíûìè
è IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî â ñïåð-
ìàòîçîèäàõ áûêîâ íåîáõîäèìî âûïîëíåíèå âñåõ âûøåèç-
ëîæåííûõ óñëîâèé. Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ìåæäó ïðîëàê-
òèíîì, òåîôèëëèíîì, ÃÒÔ è ÃÄÔ âñå ýòè óñëîâèÿ âûïîë-
íÿþòñÿ òîëüêî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïðîëàêòèíà è
ÃÒÔ, à òàêæå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñò-
âèè ïðîëàêòèíà è òåîôèëëèíà, ÃÒÔ è ÃÄÔ íàáëþäàåòñÿ
îòñóòñòâèå ãóàíèíîâîãî íóêëåîòèäà èëè, íàîáîðîò, ïðè-
ñóòñòâóþò ñðàçó äâà. Â ñëó÷àå ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ òåî-
ôèëëèíà è ÃÒÔ, è òàêæå ïðîëàêòèíà è ÃÄÔ íå áûëî îò-
ìå÷åíî äîïîëíèòåëüíîãî îñâîáîæäåíèÿ Ñà2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ äåïî, ïîòîìó êàê â ýòèõ ñîâìåñòíî
äåéñòâóþùèõ ïàðàõ îñâîáîæäåíèå Ñà2+ ïðîèñõîäèò èç
âíóòðèêëåòî÷íûõ äåïî îäíîãî òèïà — IP3-÷óâñòâèòåëü-
íûõ èëè IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, â ñïåðìàòîçîèäàõ áûêîâ èç âñåõ èçó-
÷åííûõ âàðèàíòîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ïðîëàêòèíîì,
òåîôèëëèíîì, ÃÒÔ è ÃÄÔ òîëüêî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñò-
âèè ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ, à òàêæå òåîôèëëèíà è ÃÄÔ ïðîèñ-
õîäèò äîïîëíèòåëüíîå îñâîáîæäåíèå Ñà2+, à ñëåäîâàòåëü-
íî, îáðàçóåòñÿ ñâÿçü è îñóùåñòâëÿåòñÿ òðàíñäóêöèÿ Ñà2+

ìåæäó ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî.
Àêðîñîìíàÿ ðåàêöèÿ, ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò ýêçî-

öèòîç àêðîñîìíûõ ïóçûðüêîâ, ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ýòàïîì
îïëîäîòâîðåíèÿ. Ñ÷èòàþò, ÷òî ñâÿçûâàíèå ñïåðìàòîçîè-
äà ñ îäíèì èç êîìïîíåíòîâ îáîëî÷êè ÿéöåêëåòêè èíäóöè-
ðóåò âõîä Ñà2+ â ñïåðìàòîçîèä ÷åðåç íåñïåöèôè÷åñêèå ïî-
òåíöèàëçàâèñèìûå êàíàëû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî àêòèâèðóåò-
ñÿ ôîñôîëèïàçà Ñ (Darszon et al., 2001). Àêòèâèðîâàííàÿ
ôîñôîëèïàçà Ñ ãåíåðèðóåò IP3, âûçûâàÿ òàêèì îáðàçîì
ìîáèëèçàöèþ Ñà2+ èç âíóòðèêëåòî÷íîãî äåïî ñïåðìàòîçî-
èäîâ — àêðîñîìû, Ñà2+-çàïàñàþùàÿ ñïîñîáíîñòü êîòîðîé
äîñòàòî÷íî îãðàíè÷åííà (Rossato et al., 2001). Â ñïåðìà-
òîçîèäàõ áûêîâ óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê íà ñòàäèè
àêðîñîìíîé ðåàêöèè îòìå÷àëè â ñëó÷àå îäíîâðåìåííîãî
èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ àêòèâàöèè ñïåðìàòîçîèäîâ ïðîëàêòè-
íà è ÃÒÔ. Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, â ýòîì ñëó÷àå ïðåäïî-
ëîæèòåëüíî ïðîèñõîäèò ïåðåìåùåíèå Ñà2+ ìåæäó âíóò-
ðèêëåòî÷íûìè äåïî â íàïðàâëåíèè èç IP3-íå÷óâñòâèòåëü-
íûõ â IP3-÷óâñòâèòåëüíûå âíóòðèêëåòî÷íûå äåïî.

Â ïðîöåññàõ êàïàöèòàöèè ó÷àñòâóåò êàê âíåêëåòî÷-
íûé, òàê è âíóòðèêëåòî÷íûé êàëüöèé. Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ
àêòèâàöèè êàïàöèòàöèè â ñïåðìàòîçîèäàõ ìûøåé òðåáó-
åòñÿ âíåêëåòî÷íûé êàëüöèé (DasGupta et al., 1993), îïèñà-
íî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ
âî âðåìÿ ïðîõîæäåíèÿ ýòîãî ïðîöåññà (Yanagimachi,
1994). Â ñïåðìàòîçîèäàõ áûêà óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êà-
ïàöèòèðîâàííûõ êëåòîê íàáëþäàëè â ñëó÷àå ñîâìåñòíîãî
èñïîëüçîâàíèÿ òåîôèëëèíà è ÃÄÔ. Ïîëàãàåì, ÷òî â ýòîì
ñëó÷àå òðàíçèò Ñà2+ ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî îñó-
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ùåñòâëÿåòñÿ â íàïðàâëåíèè èç IP3-÷óâñòâèòåëüíûõ â
IP3-íå÷óâñòâèòåëüíûå âíóòðèêëåòî÷íûå äåïî. Â ðàáîòàõ
íà ñïåðìàòîçîèäàõ áûêîâ, ìûøåé è ñâèíåé áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðîòåèíêèíàçû Ñ è À âîâëå÷åíû â ìåõàíèçìû,
êîíòðîëèðóþùèå àêðîñîìíóþ ðåàêöèþ è îáìåí âíóòðè-
êëåòî÷íîãî êàëüöèÿ, äåéñòâèå ýòèõ ôåðìåíòîâ íîñèò ñòè-
ìóëèðóþùèé õàðàêòåð (De Jonge et al., 1991; Harayama,
2013).

Â ñîîòâåòñòâèè ñ èçëîæåííûìè âûøå ôàêòàìè ìû
ôîðìóëèðóåì ãèïîòåçó, ñîãëàñíî êîòîðîé ïåðåìåùåíèå
Ca2+ ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áû-
êîâ, ñòèìóëèðîâàííîå ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ïðîëàêòèíà
è ÃÒÔ èëè òåîôèëëèíà è ÃÄÔ, äåòåðìèíèðóåò ôóíêöèî-
íàëüíûé ñòàòóñ ñïåðìàòîçîèäà. Òðàíñäóêöèÿ Ca2+ ìåæäó
âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî ñïåðìàòîçîèäîâ áûêîâ, ñòèìó-
ëèðîâàííàÿ ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ïðîëàêòèíà è ÃÒÔ,
ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àêðîñîìàëüíûõ ïðîöåññîâ, â òî
âðåìÿ êàê êàïàöèòàöèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ îïîñðåäóåòñÿ ïå-
ðåìåùåíèåì êàëüöèÿ ìåæäó âíóòðèêëåòî÷íûìè äåïî, àê-
òèâèðîâàííûì âîçäåéñòâèåì òåîôèëëèíà è ÃÄÔ.
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MOBILIZATION OF Ca2+ FROM INTRACELLULAR STORES OF SPERMATOZOA

OF BOS TAURUS DEPENDING ON THEIR FUNCTIONAL STATUS

V. Yu. Denisenko, Å. N. Boytseva, T. I. Kuzmina

All-Russian Research Institute of Farm Animal Genetics and Breeding, St. Petersburg—Pushkin;

e-mail: prof.kouzmina@mail.ru

On the basis of inhibitory analysis by using a fluorescence probe chlortetracycline, calcium transduction
pathway in spermatozoa of Bos taurus has been examined. Additional release of Ca2+ from intracellular stores
of sperm was found after combiened action of prolactin and GTP, which took place under influence of protein
kinase C inhibitor (compound Ro 31-8220); the combined effect of theophylline and GDP also stimulated addi-
tional release of Ca2+ from intracellular stores, which was missing when adding inhibitor of protein kinase A,
compound H-89. Using chlortetracycline test (analysis localization of chlortetracycline fluorescence in sperma-
tozoa), we have shown the combined action of prolactin and GTP increases the number of sperm with acrosome
reaction, which is reduced after influence of Ro 31-8220; the combined effect of theophylline and GDP increa-
ses the percentage of capacitated spermatozoa, which was decreased in the presence of H-89. According with
the data obtained, we propose the hypothesis that the transduction of Ca2+ between intracellular stores in bull
spermatozoa stimulated by the combined action of prolactin and GTP, or theophylline and GDP, determines the
functional status of the spermatozoa. Namely: the transduction of Ca2+ between intracellular stores in bull sper-
matozoa stimulated by the combined action of prolactin and GTP is involved in the regulation of acrosomal
processes, while sperm capacitation is mediated by the transduction of calcium between intracellular stores ac-
tivated by the combined influence of theophylline and GDP.

K e y w o r d s: calcium, capacitation, acrosome reaction, the sperm of bulls.
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