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После завершения первого деления мейоза в ооцитах у разных видов млекопитающих, 
включая крупный рогатый скот (КРС), резко активизируются процессы старения, которые нега-
тивно влияют на качество созревших яйцеклеток и их способность к эмбриональному развитию 
после оплодотворения. Как известно, эндогенный прогестерон (Р4) играет важную роль в под-
держании жизнеспособности ооцитов коров, причем его продукция окружающими клетками куму-
люса значительно возрастает в завершающий период созревания женских гамет от метафазы I до 
метафазы II (MII). Однако влияние Р4 и двух его основных стимуляторов — пролактина (ПРЛ) 
и лютеинизирующего гормона (ЛГ) во время созревания ооцитов на их последующую резистент-
ность к возрастным трансформациям до сих пор не изучено. Нами впервые проведено сравнение 
аномальных изменений хромосом на стадии MII, а также апоптотической дегенерации ооцитов, 
дозревших при воздействии Р4, ПРЛ и ЛГ в отсутствие и в присутствии клеток гранулезы, в 
процессе последующего пролонгированного культивирования яйцеклеток. Цель представленной 
работы заключалась в изучении влияния лютеотропных факторов (Р4, ПРЛ и ЛГ) во время вто-
рой фазы созревания in vitro ооцитов КРС до стадии МII на устойчивость последних к возрастным 
изменениям. Ооциты, окруженные кумулюсом, созревали в течение первых 12 ч в среде ТС-199, 
содержащей 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС), 10 мкг/мл фолликулостимулирующего 
гормона (ФСГ) и 10 мкг/мл ЛГ. Затем ооциты пересаживали в среду ТС-199, содержащую 10 % 
ФБС (контроль), либо в эту же среду, дополненную 50 нг/мл P4, 50 нг/мл ПРЛ или 5 мкг/мл 
ЛГ, и культивировали в течение последующих 12 ч в присутствии и в отсутствие клеток грануле-
зы. Через 24 ч созревания в двухфазной системе ооциты переносили в среду старения (ТС-199, 
содержащую 10 % ФБС) и дополнительно культивировали в течение 24 ч. В средах, собранных 
после старения ооцитов, определяли содержание Р4 методом иммуноферментного анализа. Состо-
яние ядерного материала в ооцитах оценивали с помощью цитогенетического анализа, наличие 
апоптоза в ооцитах определяли методом TUNEL. Доля ооцитов, находящихся на стадии MII мейо-
за через 24 ч старения, была сходной во всех группах и составляла 78,2-88,4 %. В отсутствие 
клеток гранулезы воздействие Р4 на ооциты во вторую фазу созревания приводило к последую-
щему уменьшению частоты деструктивных изменений MII хромосом (с 67,1±2,0 в контроле до 
51,2±2,9 %, p < 0,01), тогда как внесение этих клеток в культуральную систему устраняло пози-
тивный эффект гормона (p < 0,001). Напротив, сходное влияние ПРЛ, снижающее долю старе-
ющих яйцеклеток с аномальной морфологией хромосом в стадии MII (с 67,7±1,6 в контроле до 
46,5±5,0 %, p < 0,001), было выявлено только в присутствии гранулезных клеток. Кроме того, 
после дозревания в системе, не содержащей клетки гранулезы, частота апоптотической дегенера-
ции была самой низкой в группе стареющих ооцитов, подвергшихся воздействию Р4 (17,6 против 
23,5-25,2 %, p < 0,05). В присутствии гранулезных клеток антиапоптотический эффект Р4 ока-
зался менее выражен. При этом мы не обнаружили различий между сравниваемыми группами по 
содержанию P4 в среде старения. Результаты исследования свидетельствуют о том, что воздей-
ствие Р4 и ПРЛ на ооциты коров во время второй фазы созревания in vitro может повышать их 
резистентность к последующим возрастным изменениям, связанным со снижением качества. Та-
ким образом, эти гормоны могут быть использованы для оптимизации условий созревания ооци-
тов КРС в двухфазной системе. 
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Вспомогательные репродуктивные технологии служат одним из 
способов поддержания воспроизводства стада в молочном скотоводстве. В 
практике животноводства широко распространена трансплантация живот-
ным-реципиентам эмбрионов, полученных in vitro. В основе этой техноло-
гии лежит метод экстракорпорального созревания ооцитов, используемых 
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для продукции нативных, клонированных или генетически модифициро-
ванных эмбрионов (1). Известно, что качество созревших ооцитов, детер-
минирующее их способность к дальнейшему развитию, представляет клю-
чевой лимитирующий фактор при получении эмбрионов, пригодных для 
трансплантации (2). При этом состав системы культивирования критически 
влияет на качество яйцеклеток, что делает последние объектом направлен-
ного воздействия (3, 4). 

Несмотря на совершенствование методов экстракорпорального со-
зревания ооцитов крупного рогатого скота (КРС), качество получаемых in 
vitro эмбрионов остается ниже качества эмбрионов, полученных в есте-
ственных условиях, что приводит к более высокой частоте их последующе-
го аномального развития и рождению потомства с ослабленной жизнеспо-
собностью (5). В стандартной практике модернизация культуральных си-
стем направлена в первую очередь на моделирование условий, имеющих 
место in vivo внутри овариальных фолликулов (6-8). Однако используемые 
подходы, как правило, учитывают только изменения, происходящие в 
функциональном состоянии ооцитов в процессе их созревания. Вместе с 
тем in vivo и in vitro в ооцитах различных видов млекопитающих, включая 
коров, после завершения первого деления мейоза резко активизируются 
процессы старения, которые негативно влияют на качество созревших яй-
цеклеток и их компетенцию к эмбриональному развитию после оплодо-
творения (9, 10). Кроме того, соматические клетки кумулюса, окружаю-
щие ооциты, подвергаются апоптотической дегенерации при завершении 
созревания женских гамет и могут ускорять негативные изменения по-
следних, связанные со старением (10, 11).  

Старение созревших ооцитов, которое называют постовуляторным, 
инициируется очень быстро на молекулярном уровне (9, 12). Этот про-
цесс, очевидно, протекает и во время оплодотворения яйцеклеток, что 
следует учитывать при разработке научных подходов к модернизации си-
стем созревания ооцитов in vitro (in vitro maturation, IVM). Любая задержка 
в оплодотворении (или искусственной активации) яйцеклеток может при-
водить к низкой жизнеспособности эмбрионов, а в случае рождения потом-
ства — к ослаблению его фертильности и сокращению продолжительности 
жизни (13, 14). Создание системы культивирования ооцитов, способствую-
щей повышению их устойчивости к возрастным изменениям, может быть 
одним из способов повышения качества эмбрионов, получаемых in vitro.  

В процессе старения молекулярные изменения ооцитов сопровож-
даются морфофункциональными изменениями, которые наблюдаются зна-
чительно позднее и исследованы в большей степени (9, 14). Нами уста-
новлено, что у КРС к таким изменениям относится деструктивная транс-
формация метафазных хромосом, а также апоптотическая дегенерация яй-
цеклеток (10, 15). Гипофизарный гормон пролактин (ПРЛ), выполняющий 
лютеотропную функцию у самок млекопитающих (16), способен тормо-
зить эти возрастные изменения и поддерживать потенцию к развитию со-
зревших in vitro ооцитов коров в процессе их дальнейшего пролонгиро-
ванного культивирования (15). При этом выявленное влияние ПРЛ, воз-
можно, связано с продукцией прогестерона (Р4) клетками кумулюса, 
окружающими стареющие яйцеклетки.  

Как известно, эндогенный Р4 играет важную роль в приобретении 
ооцитами КРС способности к дальнейшему развитию, причем его продук-
ция клетками кумулюса значительно возрастает в завершающий период 
созревания женских гамет от метафазы I до метафазы II (MII) (17, 18). 
Кроме того, в работе F. Nuttinck с соавт. (19) было обнаружено 2-кратное 
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повышение секреции Р4 кумулюсными клетками, связанными с созрев-
шими ооцитами коров, через 24 ч после их оплодотворения in vitro, что 
свидетельствует о возможной позитивной роли этого овариального стеро-
идного гормона в сохранении качества яйцеклеток после созревания. Вме-
сте с тем вопрос о влиянии ПРЛ и Р4 во время созревания ооцитов на их 
последующую резистентность к возрастным трансформациям остается от-
крытым. Нет также информации о роли лютеинизирующего гормона (ЛГ), 
еще одного лютеотропного фактора, в регуляции старения ооцитов. 

Наибольший интерес представляет исследование регуляторного 
влияния лютеотропных факторов на антивозрастную устойчивость ооци-
тов во время завершающей стадии созревания, поскольку именно в этот 
период происходят основные молекулярно-цитоплазматические преобразо-
вания, благодаря которым ооциты приобретают компетенцию к дальней-
шему эмбриональному развитию (2). Ранее мы разработали двухфазную 
систему созревания ооцитов коров in vitro и показали, что она может при-
меняться как альтернатива общепринятому протоколу IVM при получении 
эмбрионов на стадии бластоцисты (20).  

В настоящей работе впервые проведено сравнительное исследова-
ние аномальных изменений хромосом на стадии MII, а также апоптотиче-
ской дегенерации ооцитов, дозревших при воздействии Р4, ПРЛ и ЛГ в 
отсутствие и в присутствии клеток гранулезы, в процессе последующего 
пролонгированного культивирования яйцеклеток. 

Цель представленной работы заключалась в изучении влияния лю-
теотропных факторов (прогестерона, пролактина и лютеинизирующего 
гормона) во время второй фазы cозревания in vitro ооцитов крупного рога-
того скота на устойчивость последних к возрастным изменениям.  

Методика. Исследования проводили на ооцит-кумулюсных ком-
плексах (ОКК) коров и половозрелых телок, выделенных из антральных 
фолликулов диаметром 2-8 мм. В экспериментах использовали получен-
ные после убоя яичники без видимых признаков патологии, которые до-
ставляли в лабораторию в течение 3-4 ч в физиологическом растворе при 
30-35 С. За исключением специально оговоренных случаев, применяли 
реагенты фирмы «Sigma-Aldrich» (США). 

Перед выделением ооцитов яичники несколько раз отмывали в 
стерильном физиологическом растворе с антибиотиками (100 МЕ/мл пе-
нициллина и 50 мкг/мл стрептомицина) и помещали в чашку Петри с ма-
нипуляционной средой ТС-199, содержащей 5 % фетальной бычьей сыво-
ротки (ФБС), 10 мкг/мл гепарина, 0,2 мМ пируват натрия и 50 мкг/мл 
гентамицина. Стенки фолликулов рассекали стерильным лезвием, освобо-
дившиеся ОКК собирали из манипуляционной среды и промывали 3 раза 
свежей манипуляционной средой. Отбор ооцитов для исследований выпол-
няли, как описано нами ранее (20). Выделение и селекцию ооцитов осу-
ществляли при 37 С, используя стереомикроскоп SMZ («Nikon Corpora-
tion», Япония) и нагревательный столик MATS-OZ («Tokai Hit», Япония). 

ОКК (по 30-35 шт. на 500 мкл среды) культивировали в 4-луночных 
планшетах при температуре 38,5 С, 90 % влажности и содержании 5 % 
СО2 в атмосфере. Для получения созревших ооцитов применяли двухфаз-
ную систему культивирования. В течение первых 12 ч ооциты созревали в 
среде ТС-199, содержащей 10 % ФБС, 1 мМ пируват натрия, 50 мкг/мл 
гентамицина, 10 мкг/мл свиного ФСГ и 10 мкг/мл овечьего ЛГ. Затем 
ОКК переносили в новую среду и инкубировали в течение последующих 
12 ч в присутствии или в отсутствие монослойной культуры клеток грану-
лезы. На втором этапе двухфазного культивирования применяли среду ТС-
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199, содержащую 10 % ФБС, 1 мМ пируват натрия и 50 мкг/мл гентамици-
на (контроль) или эту же среду, дополненную P4 (50 нг/мл), бычьим ПРЛ 
(50 нг/мл) («Эндокринологический научный центр РАН», Москва) или ове-
чьим ЛГ (5 мкг/мл) (согласно нашим предварительным исследованиям, при 
этих концентрациях гормонов наблюдается наименьшая частота хромосом-
ных аномалий в созревших ооцитах коров).  

Выделение и подготовку клеток гранулезы выполняли согласно 
описанной нами ранее методике (20). Отмытые от крови и фолликулярной 
жидкости клетки (1½106/мл) предварительно культивировали в 4-луночных 
планшетах в 500 мкл среды ТС-199, содержащей 10 % ФБС, 1 мМ пируват 
натрия и 50 мкг/мл гентамицина. Через 12 ч заменяли 250 мкл среды све-
жей средой, в которую добавляли один из исследуемых гормонов в выше-
указанных концентрациях. Затем в лунки вносили ОКК и проводили их 
совместное культивирование с клетками гранулезы в течение 12 ч.  

После 24 ч созревания в двухфазной системе ОКК переносили в 
среду старения (ТС-199, содержащую 10 % сыворотки и 50 мкг/мл гента-
мицина) и дополнительно культивировали в течение 24 ч. В конце культи-
вирования среды собирали и хранили при 20 С. Концентрацию проге-
стерона в средах, кондиционированных ОКК и клетками гранулезы, опре-
деляли методом иммуноферментного анализа с использованием планшет-
ного ИФА-анализатора Униплан («Пикон», Россия) и коммерческих набо-
ров реагентов («НВО Иммунотех», Россия). Чувствительность метода со-
ставляла 0,4 нмоль/л. Все анализы выполняли в двух повторностях, коэф-
фициент вариации между измерениями не превышал 13 %.  

Через 24 ч пролонгированного культивирования ооциты освобожда-
ли от клеток кумулюса посредством инкубации ОКК в 0,1 % растворе гиа-
луронидазы (в свежей среде старения) в течение 1 мин при 37 С и после-
дующей дезагрегации комплексов пипетированием (диаметр отверстия мик-
ропипетки 130 мкм). Изолированные ооциты использовали для цитогенети-
ческого анализа или выявления апоптоза иммунофлуоресцентным методом. 

Препараты ядерного материала ооцитов готовили согласно описан-
ной ранее методике (10). Стадии мейоза определяли в соответствии с об-
щеизвестными морфологическими критериями (21). Наличие деструктив-
ных изменений хромосом на стадии MII оценивали на основании следу-
ющих признаков: деконденсация (потеря четких морфологических очерта-
ний, увеличение объема хромосом, неровные морфологические контуры), 
частичное слипание, образование единой комковатой массы (10). Ядерный 
материал в ооцитах исследовали с помощью микроскопа Axio Imager.M2 
(«Carl Zeiss», Германия) при увеличении ½1000. 

Для анализа апоптоза ооциты фиксировали 4 % раствором пара-
формальдегида в натрий-фосфатном буфере (pH 7,2) в течение 1 ч при 
комнатной температуре. После фиксации яйцеклетки инкубировали в те-
чение 1 ч в 0,1 % растворе цитрата натрия, содержащем 0,5 % Тритона Х-
100. Наличие признаков апоптоза ядерного материала в ооцитах оценива-
ли методом TUNEL с использованием набора In Situ Cell Death Detection 
Kit, fluorescein («Roche Diagnostics», Швейцария) согласно инструкции ком-
пании-производителя. Затем ооциты окрашивали в течение 20 мин рас-
твором DAPI (1 мкг/мл) с целью локализации хромосом, переносили на 
предметное стекло SuperFrostPlus («Thermo Scientific», США) и заключали 
в среду Vectashield («Vector Laboratories», Великобритания). Микрофото-
съемку и оценку препаратов выполняли при увеличении ½400 под мик-
роскопом Axio Imager.M2, оснащенным флуоресцентной приставкой, с 
использованием программы ZEN 2 pro («Carl Zeiss», Германия). Степень 
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апоптоза в экспериментальных группах определяли по доле TUNEL-по-
зитивных ооцитов (зеленая окраска MII хромосом) от общего числа ооци-
тов на стадии MII.  

Опыты по культивированию ооцитов выполняли в 4-5 независи-
мых повторностях, общее число ОКК в каждой экспериментальной 
группе — не менее 75 шт. Полученные данные обрабатывали методом од-
нофакторного (one-way ANOVA) и двухфакторного (two-way ANOVA) дис-
персионного анализа в программе SigmaStat («Systat Software, Inc.», США). 
Результаты представлены в виде средних (M) и стандартных ошибок сред-
них (±SEM). Для оценки достоверности различий между сравниваемыми 
средними значениями использовали критерий Тьюки (Tukey’s test).   

Результаты. Ранее мы разработали двухфазную систему для экс-
тракорпорального дозревания ооцитов КРС, позволяющую повышать ка-
чество полученных in vitro поздних морул/бластоцист (20). Одной из при-
чин, лежащих в основе такого улучшения, могло быть увеличение устой-
чивости созревших яйцеклеток к возрастным изменениям, снижающим их 
способность к эмбриональному развитию после оплодотворения (14). Кроме 
того, созревание ооцитов в двухфазной системе приводило к оптимизации 
профиля эстрадиола-17β в культуральной среде, тогда как содержание в 
ней Р4 к концу второй фазы cозревания оставалось недостаточно высоким 
(20). В то же время роль эндогенного P4 как позитивного регулятора жиз-
неспособности ооцитов, очевидно, возрастает на завершающем этапе со-
зревания яйцеклеток (17, 18). 

В представленной работе с целью нормализации содержания Р4 на 
втором этапе созревания ооцитов мы добавляли в среду лютеотропные 
факторы (Р4 и два потенциальных стимулятора его продукции клетками 
кумулюса — ПРЛ и ЛГ). Для идентификации возможных путей влияния 
гормонов на компетенцию ооцитов к эмбриональному развитию в процес-
се пролонгированного культивирования исследовали возрастные измене-
ния ооцитов коров, созревших в двухфазной системе. 

 

 
Рис. 1. Состояние хромосом в окруженных кумулюсом ооцитах коров после 12-часового дозре-
вания при воздействии лютеотропных факторов в отсутствие (1) и в присутствии (2) клеток гра-
нулезы и последующего старения в течение 24 ч: А — ядерное созревание ооцитов, Б — ано-
мальные изменения хромосом на стадии метафазы II. К — контроль, P4 — прогестерон, 
ПРЛ — пролактин, ЛГ — лютеинизирующий гормон. Вертикальные отрезки — стандартные 
ошибки средних значений (±SEM). Число независимых экспериментов n = 4.  
a, b; b, c; b, d; e, f Различия между сравниваемыми группами статистически значимы соответ-
ственно при p < 0,01; p < 0,05; p < 0,001 и p < 0,001.  
*, ** Различия между системами 1 и 2 статистически значимы соответственно при p < 0,05 и 
p < 0,001.   

 

Цитогенетический анализ не выявил влияния лютеотропных фак-
торов на завершение ядерного созревания ооцитов или на поддержание 
блокады мейоза в процессе последующего пролонгированного культиви-
рования (рис. 1, А). Доля ооцитов, находящихся на стадии MII мейоза че-
рез 24 ч старения (рис. 2), была сходной во всех группах и составляла 
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78,2-88,4 % (см. рис. 1, А). Тем не менее, было обнаружено влияние Р4 и 
ПРЛ во время дозревания ооцитов на дальнейшее состояние хромосом в 
стадии MII (см. рис. 1, Б). 

 

 

Рис. 2. Репрезентативные микро-
фотографии морфологии хромосом 
в ооцитах коров на стадии метафа-
зы II (цитогенетические препараты): 
А — без признаков аномальных 
изменений, Б — деконденсация, 
В — деконденсация и частичное 
слипание, Г — образование еди-
ной комковатой массы. Стрелками 
отмечены первые полярные тельца 
(ППТ) (увеличение ½1000, микро-
скоп Axio Imager.M2, «Carl Zeiss», 
Германия). 

 
В отсутствие клеток 

гранулезы воздействие Р4 
на ооциты во вторую фазу 
созревания приводило к по- 

следующему уменьшению частоты деструктивных изменений хромосом в 
MII с 67,1±2,0 (контроль) до 51,2±2,9 % (p < 0,01), тогда как внесение 
этих клеток в культуральную систему устраняло позитивный эффект гор-
мона (p < 0,001). Напротив, сходное влияние ПРЛ, снижающее долю ста-
реющих яйцеклеток с аномальной морфологией хромосом в стадии MII с 
67,7±1,6 (контроль) до 46,5±5,0 % (p < 0,001), было выявлено только в 
присутствии гранулезных клеток. В то же время ЛГ не влиял на деструк-
тивные изменения хромосом в обеих системах. 

 

 

Рис. 3. Репрезентативные микрофотографии ооцитов коров с признаками апоптоза (верхний 
ряд) и без признаков апоптоза (нижний ряд) методом TUNEL: А, Г — морфология стареющих 
ооцитов; Б, Д — окраска ядерного материала ооцитов с помощью DAPI (синий цвет), хро-
мосомы на стадии метафазы II отмечены стрелкой; В, Е — окраска ядерного материала 
ооцитов методом TUNEL (зеленый цвет), TUNEL-позитивные хромосомы на стадии MII от-
мечены стрелкой (увеличение ½400, микроскоп Axio Imager.M2, «Carl Zeiss», Германия). 

 

Характер долговременного влияния Р4 на апоптоз в стареющих 
ооцитах (рис. 3, 4) был сходен с его воздействием на аномальные транс-
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формации хромосом в стадии MII. После дозревания в системе, не содер-
жащей клеток гранулезы, и 24-часового пролонгированного культивирова-
ния частота апоптотической дегенерации оказалась самой низкой в группе 
ооцитов, подвергшихся обработке Р4 (17,6 против 23,5-25,2 % в остальных 
группах, p < 0,05). Клетки гранулезы не подавляли антиапоптотический 
эффект Р4 в отношении ооцитов, однако в присутствии таких клеток зна-
чительные различия наблюдались только между группами, дозревшими при 
добавлении в среду культивирования Р4 и ЛГ (18,3 против 26,6 %, p < 0,05). 
При этом ни ПРЛ, ни ЛГ не оказывал долговременного влияния на апопто-
тическую дегенерацию стареющих ооцитов. 

 

Рис. 4. Частота апоптотической дегенера-
ции  окруженных кумулюсом ооцитов ко-
ров после 12-часового дозревания при 
воздействии лютеотропных факторов в 
отсутствие (1) и в присутствии (2) кле-
ток гранулезы и последующего старения 
в течение 24 ч. К — контроль, P4 — 
прогестерон, ПРЛ — пролактин, ЛГ — 
лютеинизирующий гормон. Вертикаль-
ные отрезки — стандартные ошибки 
средних значений (±SEM). Число не-
зависимых экспериментов n = 5. 
a, b; c, d Различия между сравниваемыми 

группами статистически значимы соответственно при p < 0,05 и p < 0,05. 
 

 

Рис. 5. Концентрация прогестерона (P4) 
в среде старения окруженных кумулюсом 
ооцитов коров после дозревания под воз-
действием лютеотропных факторов в от-
сутствие (1) и в присутствии (2) клеток 
гранулезы. К — контроль, P4 — проге-
стерон, ПРЛ — пролактин, ЛГ — люте-
инизирующий гормон. Вертикальные 
отрезки — стандартные ошибки средних 
(±SEM). Число независимых экспери-
ментов n = 6. 

 

Мы не обнаружили различий между всеми сравниваемыми группа-
ми по содержанию P4 в среде старения (рис. 5). Следовательно, воздей-
ствие лютеотропных факторов на ОКК во время второй фазы cозревания в 
системе in vitro не вызывало усиления секреции Р4 клетками кумулюса, 
окружающими стареющие ооциты. Влияние Р4 и ПРЛ в процессе созрева-
ния ооцитов на их устойчивость к возрастным изменениям не было связано 
со стимуляцией продукции эндогенного Р4 в ОКК во время старения. 

В представленной работе нами впервые исследовано долговре-
менное влияние Р4 и ПРЛ на ооциты коров во второй фазе cозревания 
in vitro. Ранее мы  показали, что внесение ПРЛ в общепринятую одно-
фазную систему IVM (то есть непосредственно перед началом созрева-
ния) не приводит к торможению деструктивных изменений хромосом на 
стадии MII в ооцитах при их последующем пролонгированном культиви-
ровании (22). Кроме того, в однофазной системе созревания экзогенный 
Р4 не усиливал способность ооцитов КРС к эмбриогенезу после оплодо-
творения in vitro (23). Хотя ЛГ рассматривается как общепризнанный 
стимулятор компетенции яйцеклеток к дальнейшему развитию и широко 
используется в рутинной практике IVM у КРС (1, 24, 25), в нашей двух-
фазной системе он не оказывал позитивного влияния на выход бласто-
цист (20). В настоящей работе ЛГ также не повышал устойчивость ооци-
тов коров к возрастным изменениям. То есть характер влияния Р4, ПРЛ 
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и ЛГ на ооциты во время второй фазы созревания (то есть перехода от 
метафазы I к метафазе II) кардинально отличается от такового при воз-
действии на ооциты, блокированные на стадии диплотены. Полученные 
нами результаты согласуются с данными об особенностях регуляции со-
зревания ооцитов мышей и свиней во время преобразования хромосом 
от стадии MI к стадии MII (26, 27). 

Таким образом, воздействие прогестерона и пролактина на ооци-
ты коров во время второй фазы созревания в предложенной нами двух-
фазной системе in vitro приводит к повышению их резистентности к по-
следующим возрастным изменениям, которые снижают качество яйце-
клеток и, как следствие, выход полноценных эмбрионов после оплодо-
творения. Следовательно, указанные гормоны могут быть использованы 
для оптимизации условий созревания ооцитов крупного рогатого скота в 
двухфазной системе. 
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A b s t r a c t  
 

After the completion of the first division of meiosis in oocytes of various mammalian spe-
cies, including cattle, the aging processes are acutely activated, which adversely affects the quality of 
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mature ova and their competence to embryonic development after fertilization. Endogenous proges-
terone (P4) is known to play an important role in maintaining the viability of bovine oocytes, with 
its production by surrounding cumulus cells increasing significantly in the course of the final matura-
tion period of female gametes from metaphase I to metaphase II (MII). However, effects of P4 and 
its two main stimulators, prolactin (PRL) and luteinizing hormone (LH), during maturation of oo-
cytes on their resistance to age-related transformations are still poorly studied. We performed for the 
first time a comparative investigation of abnormal changes of MII chromosomes and apoptotic de-
generation of oocytes, ripened by exposure to P4, PRL, and LH in the absence and in the presence 
of granulosa cells, during the subsequent prolonged culture of the ova. The aim of the present work 
was to study effects of luteotropic factors, P4, PRL and LH, during the second phase of in vitro 
maturation of bovine oocytes on the resistance of these latter to age-related changes. Oocytes 
surrounded by cumulus matured for the first 12 hours in the medium TCM 199 containing 10 % 
fetal bovine serum (FBS), 10 μg/ml follicle-stimulating hormone (FSH) and 10 μg/ml LH. Then 
the oocytes were transferred to a new medium, i.e. TCM 199 containing 10 % FBS (control) or the 
same medium supplemented with 50 ng/ml P4, 50 ng/ml PRL or 5 μg/ml LH, and cultured for the 
next 12 h in the presence and in the absence of granulosa cells. After 24 h of maturation in the two-
phase system, the oocytes were transferred to an aging medium (TCM 199 containing 10 % FBS) 
and further cultured for 24 h. In media collected after oocyte aging, the P4 content was determined 
by enzyme immunoassay. The state of the nuclear material in oocytes was assessed using cytogenetic 
analysis, the presence of apoptosis in oocytes was determined by the TUNEL method. The rate of 
oocytes being at the MII stage of meiosis after 24 h of aging was similar in all groups and amounted 
78.2-88.4 %. In the absence of granulosa cells, the effect of P4 on oocytes during the second phase 
of maturation led to a subsequent decrease in the frequency of destructive changes in MII chromo-
somes, from 67.1±2.0 (control) to 51.2±2.9 % (p < 0.01), whereas the introduction of these cells 
into the culture system eliminated the positive effect of the hormone (p < 0.001). On the contrary, a 
similar effect of PRL, reducing the rate of aging ova with the abnormal morphology of MII chromo-
somes, from 67.7±1.6 (control) to 46.5±5.0 % (p < 0.001), we detected only in the presence of granu-
losa cells. In addition, after ripening in the system not containing granulosa cells, the frequency of 
the apoptotic degeneration is lowest in the group of aging oocytes exposed to P4 (17.6 % vs. 23.5-
25.2 %, p < 0.05). In the presence of granulosa cells, this anti-apoptotic effect of P4 is less pro-
nounced. Meanwhile, there is no difference between the compared groups in the content of P4 in 
the aging medium. The results of the study suggest that effects of P4 and PRL on bovine oocytes 
during the second phase of maturation may increase their resistance to subsequent age-related 
changes associated with a decline in the quality. Thus, these hormones can be used to optimize the 
maturation conditions of cattle oocytes in the two-phase system. 

 

Keywords: cattle, oocyte, two-phase system of in vitro maturation, age-related changes of 
oocytes, progesterone, prolactin, luteinizing hormone, granulosa cells. 
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