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Поздние вителлогенные ооциты травяной лягушки Rana temporaria представляют

собой перспективную модель для изучения поведения мейотических хромосом,

поскольку на стадии диплотены происходит объединение хромосом в кариосфе-

ру, которая у R. temporaria, как считают, имеет экстрахромосомную капсулу, – в

отличие от Xenopus laevis, классического модельного объекта клеточной биологии

и биологии развития. Однако по сравнению с Xenopus строгая сезонность раз-

множения R. temporaria существенно ограничивает возможность использования

ее ооцитов в качестве экспериментальной модели. Благодаря адаптации класси-

ческих протоколов гормональной стимуляции бесхвостых амфибий, включая

Xenopus, нам удалось получить ооциты R. temporaria с полностью развитой ка-

риосферой вне сезона размножения (декабрь–январь). Выраженные изменения

хромосомного аппарата ооцитов мы наблюдали при двукратном введении хорио-

нического гонадотропина человека (ХГЧ) в дозе 500 МЕ. В этом случае хромосо-

мы претерпевают выраженное уплотнение и агрегацию, что приводит к форми-

рованию характерного хромосомного “клубка” (кариосферы), морфологические

признаки которого соответствуют таковым в ооцитах R. temporaria в начале есте-

ственного сезона размножения. Предлагаемый нами протокол использования

ХГЧ для внесезонной стимуляции оогенеза у R. temporaria в дальнейшем может

быть уточнен для получения более стабильных результатов и повышения каче-

ства ооцитов.

Ключевые слова: оогенез, ядро ооцита, зародышевый пузырек, хромосомный ап-

парат, кариосфера, хорионический гонадотропин человека, Rana temporaria
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ВВЕДЕНИЕ

Травяная лягушка Rana temporaria является весьма популярным объектом био-

логических исследований, на котором получен целый пласт данных в области фи-

зиологии, биологии развития, экологии. Несмотря на длительную историю ис-

пользования этого животного в научных целях, изучение различных аспектов био-

логии R. temporaria в полной мере сохраняет свою актуальность и сегодня. Так,

Используемые сокращения: ЛГ-РГ – рилизинг-фактор лютеинизирующего гормона (люлиберин),
ХГЧ – хорионический гонадотропин человека; GV – зародышевый пузырек (ядро ооцита на стадии
диплотены мейоза, germinal vesicle).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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травяных лягушек продолжают активно использовать как объект экологических [1,

2] и физиологических исследований [3]. Однако, не умаляя значимости этого вида

бесхвостых амфибий для решения задач экологического мониторинга и физиоло-

гии, следует отметить, что R. temporaria является также и классическим объектом

биологии развития [4]. При этом ооциты R. temporaria, а точнее, их ядра на стадии

диплотены мейоза (зародышевые пузырьки, GV) представляют собой уникальную

биологическую систему, строение которой по ряду признаков при наличии общих

черт отличается от GV другого модельного объекта – шпорцевой лягушки Xenopus.

В GV поздних вителлогенных ооцитов R. temporaria происходит формирование

кариосферы – особой мейоз-специфической структуры, которая является резуль-

татом агрегации конденсированных и транскрипционно инактивированных хро-

мосом (бивалентов) в ограниченной области GV [5]. Кариосфера описана у пред-

ставителей 12 классов, принадлежащих к 4 типам беспозвоночных и позвоночных

животных [6]. Она может иметь или не иметь специфической капсулы (karyosphere

capsule), однако вариант кариосферы, в котором хромосомный материал окружен

внешней экстрахромосомной капсулой, традиционно считают характерным для

GV R. temporaria по данным световой [7, 8] и электронной микроскопии [9].

У X. laevis, в отличие от R. temporaria, хромосомы вителлогенных ооцитов не фор-

мируют компактного “клубка” (chromosomal knot), хотя и собираются в ограни-

ченной области GV. По-видимому, они заключены только в конгломерат ампли-

фицированных ядрышек (nucleolar cloud), но не ассоциированы с экстрахромосом-

ным фибриллярным материалом [10], известным как “волокнистый компонент

капсулы кариосферы” [11]. Вопрос о природе и функциях капсулы кариосферы, по

существу, остается открытым, а ее существование у R. temporaria как стабильно-

структурного скаффолда мейотических хромосом в последнее время подвергается

сомнению [12].

Дальнейшее изучение GV поздних ооцитов R. temporaria с использованием со-

временных методических возможностей, несомненно, позволит расширить наши

представления об универсальных и видоспецифических закономерностях органи-

зации мейотических хромосом, в частности о взаимодействии хроматина и экстрахро-

мосомных компартментов в процессе роста и созревания женских половых клеток.

Вместе с тем использование травяной лягушки в качестве модельного объекта

для изучения ядерной компартментализации вителлогенных ооцитов, то есть по-

лучение GV с хромосомным аппаратом нужных стадий развития кариосферы, без

применения гормональной стимуляции затруднено ограниченным по времени пе-

риодом размножения этого вида.

Считают, что в осенне-зимний период в GV травяной лягушки начинает форми-

роваться капсула кариосферы, которая достигает, как и сама кариосфера, своего

максимального развития поздней весной – перед овуляцией [8, 9]. Иными слова-

ми, ооциты с полностью сформированной кариосферой можно получить только в

течение нескольких недель (на севере Ленинградской области и в Санкт-Петербур-

ге обычно в апреле–начале мая в зависимости от погодных условий). Подобная си-

туация существенно ограничивает возможности экспериментальной работы с

поздними вителлогенными ооцитами и делает травяную лягушку мало подходящей

для роли лабораторного объекта.

Эффективным способом решения этой проблемы является искусственная сти-

муляция оогенеза с помощью введения гонадотропных гормонов. Первые прото-

колы стимуляции овуляции у амфибий разных видов были опубликованы уже в

классических руководствах по биологии развития [4]. Однако использование син-

тетических аналогов гонадотропных гормонов или рилизинг-факторов в этих ис-

ходных протоколах предусмотрено только для тепловодных бесхвостых амфибий, в

первую очередь африканской шпорцевой лягушки Xenopus, для которой протоколы
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гормональной стимуляции оогенеза давно апробированы и стандартизированы

[13]. К настоящему времени опубликовано большое число работ по гормональной

стимуляции для получения половых продуктов у амфибий тропических и умерен-

ных широт [14–16], однако нам не удалось обнаружить современных работ, в кото-

рых бы была использована гормональная стимуляция именно самок R. temporariа.

Для стимуляции самок R. temporaria исходные протоколы предусматривали вве-

дение животным гомогенизированных гипофизов особей того же вида [4]. В насто-

ящее время, при наличии доступных синтетических гормональных препаратов, по-

добный подход неприемлем по этическим соображениям, поскольку предполагает

умерщвление большого количества особей. Кроме того, как классические, так и

современные протоколы ориентированы на получение зрелых яйцеклеток, завер-

шивших мейотическое деление и готовых к оплодотворению, а также препаратов

хромосом – ламповых щеток из более молодых ооцитов. Данные о сроках форми-

рования кариосферы в ооцитах R. temporaria после начала гормональной стимуля-

ции и в целом о влиянии гормональной стимуляции на структурную организацию

GV в литературе отсутствуют.

В связи с этим целью настоящей работы стала адаптация используемого для Xe-
nopus протокола гормональной стимуляции овуляции с помощью синтетических

аналогов хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) для получения вне сезона

естественного размножения R. temporaria ооцитов, GV которых содержат позднюю

кариосферу, а также анализ влияния экзогенного ХГЧ на состояние хромосомного

аппарата ооцитов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Половозрелых самок травяной лягушки Rana temporaria L. отбирали из есте-

ственной среды обитания в окрестностях Санкт-Петербурга в октябре, до начала

периода гибернации, и содержали в холодильнике при 4°С. Дважды в неделю лягу-

шек промывали холодной водой.

Для стимуляции созревания ооцитов использовали хорионический гонадотро-

пин человека (Хорулон, Интервет), который растворяли в 1 мл 0.65%-ного раство-

ра NaCl и однократно или двукратно вводили в боковой лимфатический подкож-

ный мешок. В случае двукратного введения гормона интервал между инъекциями

составлял 24 ч. Контрольным животным вводили 0.65%-ный раствор NaCl в том же

объеме и с той же периодичностью. После начала эксперимента лягушек содержа-

ли в отдельных аквариумах при комнатной температуре в условиях естественного

освещения. Характерным внешним признаком животных, получавших гормон,

вне зависимости от схемы стимуляции являлось изменение окраски тела, которое

наблюдалось уже через 24 ч после первой инъекции и усиливалось в случае повтор-

ного введения гормона (рис. 1).

Животных выводили из эксперимента через 48 ч после первой или второй инъ-

екции путем декапитации с немедленным последующим разрушением спинного

мозга с обязательным контролем отсутствия спинномозговых рефлексов.

Яичники и ооциты изолировали в среде OR2 [17], содержащей 82.5 мM NaCl,

2.5 мM KCl, 1.0 мM CaCl2, 1.0 мM MgCl2, 1.0 мM Na2HPO4, 5.0 мM HEPES, pH ~ 7.8.

Ядра ооцитов (GV) изолировали в растворе “5 : 1 + PO4” [18], содержащем 83.0 мM

KCl, 17.0 мM NaCl, 6.5 мM Na2HPO4, 3.5 мM KH2PO4, 1.0 мM MgCl2, 1.0 мM DTT,

pH 7.2. Визуализацию хроматина (кариосферы) проводили на свежеприготовлен-

ных нефиксированных препаратах изолированных GV в растворе “5 : 1 + PO4” с

добавлением DAPI в концентрации 0.5–1.0 мкг/мл с помощью эпифлуоресцентного

микроскопа Axio Scope.A1 (Carl Zeiss), оснащенного цифровой фотокамерой Axio-

Cam ICm1. Для каждого животного было проанализировано не менее 10 ооцитов.
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Рис. 1. Изменение окраски тела Rana temporaria после введения ХГЧ. Слева: лягушки до начала экспери-

мента, справа: перед выведением из эксперимента. (a) – контрольная особь, до и после двукратного вве-

дения 0.65%-ного NaCl; (b) – особь до и после двукратного введения 200 МЕ ХГЧ; (c) – особь до и после

двукратного введения 500 МЕ ХГЧ.

(а)

(b)

(c)
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Динамика изменения хромосомного аппарата вителлогенных ооцитов R. tempora-
ria, тесно связанная с сезонностью размножения этого вида бесхвостых амфибий [7],

детально описана и проиллюстрирована в классической работе Дюрьи [19]. Для

ооцитов, извлеченных у самок осенью, характерны начальные этапы формирова-

ния кариосферы, когда хромосомы уже демонстрируют отчетливую тенденцию к

агрегации и локализуются в относительно ограниченной области GV, однако про-

цессы их конденсации еще слабо выражены и кариосфера представляет собой

весьма рыхлый клубок [20]. Подобную картину мы наблюдали в ооцитах контроль-

ных животных (рис. 2a), где присутствовали рыхло расположенные хромосомы с

Рис. 2. Свежеприготовленные нефиксированные препараты хромосом ооцитов Rana temporaria. (a) – по-

сле двукратного введения лягушкам 0.65%-ного NaCl; (b) – после однократного введения 400 МЕ ХГЧ;

(c) – после двукратного введения 200 МЕ ХГЧ; (d–f) – после двукратного введения 500 МЕ ХГЧ. Ка-

риосфера (клубок хромосом среди амплифицированных ядрышек) указана стрелками. Окраска DAPI.

(а) (b)

(c) (d)

(e) (f)
50 �m
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четко распознаваемыми бивалентами, на которых хорошо выражены хромомеры.

Такие же морфологические признаки характеризовали состояние хромосомного

аппарата (кариосферы) в GV R. temporaria как при однократном введении ХГЧ в до-

зе 400 МЕ (рис. 2b), так и при двукратном введении ХГЧ в дозе 200 МЕ (рис. 2c).

Очевидно, что использование ХГЧ в данной дозировке является недостаточным

для стимуляции созревания ооцитов, хотя и приводит к изменению окраски тела

животных (рис. 1b).

Иная картина была характерна для ооцитов при двукратном введении ХГЧ в дозе

500 МЕ. В этом случае наблюдали выраженное уплотнение и агрегацию хромосом

(рис. 2d), что приводило к формированию компактного хромосомного “клубка”,

характерного для стадии VI по классификации Дюрьи [19]; такое состояние ка-

риосферы характеризует GV R. temporaria в начале сезона их размножения. На данной

стадии развития вителлогенных ооцитов уже не выявляются хромомеры, биваленты

представлены конденсированными “пост-ламповыми щетками” (post-lampbrushes),

утратившими латеральные петли. У некоторых особей в этой экспериментальной

группе наблюдали еще более выраженную агрегацию хромосом, нежели описано

Дюрьи для стадии VI (рис. 2e), когда становится сложно визуализировать отдель-

ные биваленты в составе агрегата хромосом. Кстати, в исторической работе Вагне-

ра [7] такая картина представлена, в то время как Дюрьи [19] считал, что стадия VI

завершает период роста ооцита R. temporaria.

В то же время у отдельных особей R. temporaria, стимуляцию которых проводили

с использованием той же схемы (двукратное введение 500 МЕ ХГЧ), процессы аг-

регации хромосом были выражены в меньшей степени и картин распределения

хромосом, характерных для стадии VI по Дюрьи, не наблюдали (рис. 2f). В этом

случае во всех ооцитах хромомеры бивалентов были хорошо различимы, некоторое

утолщение хромосом наблюдали только в 30% GV. В 70% ооцитов, полученных от

таких особей, состояние хромосом соответствовало стадии IV по Дюрьи, 30% –

стадии V. Однако даже в этих случаях для всех проанализированных ооцитов было

характерно более упорядоченное и компактное расположение хромосом, нежели

наблюдаемое у контрольных особей или при использовании неэффективных схем

стимуляции. По-видимому, такие картины можно расценивать как первые призна-

ки процессов агрегации и компактизации хромосом, что в дальнейшем приведет к

формированию компактной кариосферы. В целом картину, наблюдаемую в ядрах

ооцитов отдельных особей R. temporaria при подобной схеме стимуляции и не укла-

дывающуюся в классическую классификацию Дюрьи, можно охарактеризовать как

“клубок тонких нитей”.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использование гонадотропных гормонов для стимуляции созревания яйце-

клеток у бесхвостых амфибий имеет уже почти столетнюю историю. В 1933 г.

Беллерби [21] впервые сообщил о том, что инъекция кислого или щелочного экс-

тракта передней доли гипофиза быка самкам лягушки X. laevis вызывает откладку

яйцеклеток через 18 ч. В последующих исследованиях этот эффект гонадотропинов

млекопитающих на репродуктивные функции бесхвостых амфибий был подтвер-

жден, а также были дополнительно охарактеризованы видоспецифические особен-

ности гонадотропинов в различных парах донор–реципиент [22]. В настоящее вре-

мя для решения прикладных задач, связанных с воспроизводством редких видов

амфибий, используются синтетические аналоги рилизинг-фактора лютеинизиру-

ющего гормона и ХГЧ, однако эффективные дозы гормональных препаратов, как пра-

вило, подбираются методом проб и ошибок и могут существенно различаться у раз-

ных видов [23].
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Для стимуляции оогенеза R. temporaria мы использовали ХГЧ. Следует отметить,

что в настоящее время более широкое использование для стимуляции размноже-

ния амфибий получил сурфагон, который обладает рядом преимуществ (отсут-

ствие выраженной видоспецифичности, безопасность, невысокая стоимость), од-

нако синтетические гонадотропины также применяются в протоколах гормональ-

ной стимуляции амфибий [16], по некоторым данным преимущественно для

лабораторных исследований [23]. Нам не удалось найти в литературе протоколов

стимуляции R. temporaria с использованием синтетических препаратов ХГЧ, поэто-

му мы взяли за основу классический протокол, разработанный для Xenopus [4, 24],

который предусматривает однократное введение ХГЧ в дозе от 100 до 600 МЕ в за-

висимости от размера лягушки. После однократного введения 400 МЕ ХГЧ мы не

наблюдали изменений состояния хромосом ооцитов по сравнению с контрольны-

ми животными, то есть стандартная схема стимуляции Xenopus оказалась неэффек-

тивной в случае R. temporaria. Наиболее вероятно, что это обусловлено эколого-фи-

зиологическими особенностями травяной лягушки, в первую очередь четко выра-

женной сезонностью размножения и наличием длительного периода гибернации.

В литературе имеются данные о том, что для стимуляции Xenopus в июне–июле,

когда шпорцевые лягушки в природе не размножаются, требуются большие дозы

гормонов [24]. Кроме того, значимым фактором, определяющим особенности ис-

кусственной стимуляции оогенеза R. temporaria, могут быть температурные условия

содержания этих амфибий. До начала эксперимента лягушек содержали при 4°С,

после введения ХГЧ – при комнатной температуре, тогда как рекомендуемая тем-

пература воды для Xenopus составляет 22–25°С [13]. Можно полагать, что эти фак-

торы в определенной степени определяют необходимость увеличения дозы ХГЧ

при стимуляции R. temporaria.

Необходимость добавления в схему стимуляции R. temporaria повторного введе-

ния ХГЧ была в определенной степени ожидаемой, учитывая перечисленные выше

эколого-физиологические особенности травяной лягушки и проведение экспери-

ментов вне сезона размножения. В связи с этим следует также отметить, что ХГЧ

довольно часто не вызывает эффекта у амфибий [25, 26] и требует дополнительных

(праймирующих) инъекций гормональных препаратов, как показано, например,

для самок вайомингской жабы Anaxyrus baxteri – редкого вида амфибий, обитаю-

щего лишь в неволе и в пределах одного национального парка США. Эти живот-

ные не реагировали на ХГЧ без предварительного введения праймирующей смеси

ЛГ-РГ и ХГЧ [27].

Выраженные эффекты ХГЧ на состояние хромосомного аппарата ооцитов

R. temporaria мы наблюдали при двукратном введении ХГЧ в дозе 500 МЕ. Для

оценки степени агрегации хромосом мы использовали такие критерии, как толщина

хромосом, наличие видимых хромомеров, наличие идентифицируемых бивален-

тов, а также компактность локализации хромосом. При использовании данной

схемы стимуляции наблюдали уменьшение площади, занимаемой хромосомами,

утолщение хромосом и исчезновение хромомеров. В некоторых случаях было не-

возможно визуализировать отдельные биваленты, которые агрегировали в плот-

ный клубок. Отметим, что в подобных случаях степень агрегации хромосом была

выше, нежели в случае стадии VI развития кариосферы, которая была описана Дю-

рьи [19] для ооцитов R. temporaria непосредственно перед откладкой икры. Таким

образом, у некоторых особей двукратное введение ХГЧ приводило к “гиперагрега-

ции” хромосом. Напротив, при использовании этой же схемы стимуляции у от-

дельных особей признаки аггрегации хромосом в ооцитах были выражены слабее,

что может объясняться индивидуальными особенностями реакции животных на

гормон. Меньшие дозы гормонов (200 МЕ) даже при двукратном введении не ока-

зывали влияния на состояние кариосферы.
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Таким образом, ХГЧ может использоваться для стимуляции созревания ооцитов

R. temporaria in vivo, в частности для получения ооцитов с полностью сформирован-

ной кариосферой. Тем не менее, предлагаемый нами протокол требует дальнейше-

го уточнения для получения более стабильных результатов и повышения качества

ооцитов. В частности, перспективным направлением нам представляется включе-

ние в схему стимуляции прогестерона, который традиционно используется для со-

зревания ооцитов амфибий in vitro [4]. В литературе также имеются данные об эф-

фективности включения прогестерона в протоколы стимуляции бесхвостых амфи-

бий. Хотя сам по себе прогестерон не вызывает овуляцию даже при повторных

введениях, он существенно повышает эффективность стимуляции овуляции у

Anaxyrus fowleri при совместном использовании с ЛГ-РГ [28].

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные и/или институциональные

принципы ухода и использования животных были соблюдены. Все процедуры, вы-

полненные в исследованиях с участием животных, соответствовали этическим

стандартам, утвержденным правовыми актами Российской Федерации, принци-

пам Базельской декларации, рекомендациям по этике использования животных в

исследованиях, выполняемых при поддержке РНФ, и позиции Комитета по этике

при работе с животными Института цитологии РАН (лицензия F18-00380). В ис-

следовании не использовали исчезающие или охраняемые виды, все образцы были

собраны за пределами охраняемых природных территорий. Настоящая статья не

содержит каких-либо исследований с участием людей в качестве объектов исследо-

ваний.
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Influence of Hormonal Stimulation on the Oocyte Chromosome Apparatus

of the Common Frog
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Late vitellogenic oocytes of the common frog, Rana temporaria, represent a promising

model for studying the behavior of meiotic chromosomes, since at the diplotene stage,

they unite into a karyosphere, which in R. temporaria is believed to have an extrachro-

mosomal capsule – unlike in Xenopus laevis, a classic model object of cell biology and

developmental biology. However, in comparison with Xenopus, the strict breeding sea-

sonality of R. temporaria significantly limits the possibility of using its oocytes as an ex-

perimental model. By adapting classical hormonal stimulation protocols proposed for

anurans including Xenopus, we were able to obtain R. temporaria oocytes with a fully de-

veloped karyosphere outside the breeding season, namely in December–January. We

observed pronounced changes in the chromosomal apparatus of oocytes with a double

injection of human chorionic gonadotropin (hCG) at a dose of 500 IU. In this case,

chromosomes undergo compaction and aggregation, leading to the formation of a char-

acteristic chromosomal “knot” (karyosphere), the morphological features of which cor-

responded to those in R. temporaria oocytes at the beginning of the natural breeding sea-

son. Based on the proposed protocol for the use of hCG for out-of-season stimulation of

oogenesis in R. temporaria, it can be further refined to obtain more stable results and im-

prove the quality of oocytes.

Keywords: oogenesis, oocyte nucleus, germinal vesicle, chromosomal apparatus, karyo-

sphere, human chorionic gonadotropin, Rana temporaria
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