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Ïðîâåäåí ãåíåòè÷åñêèé, öèòîëîãè÷åñêèé è ìîëåêóëÿðíûé àíàëèç ïÿòè ïîêîëåíèé òðàíñãåííûõ ïî
÷óæåðîäíîé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ ìûøåé. Äàííàÿ ëèíèÿ ìûøåé áûëà ïîëó÷åíà îò ñàìöà-ôàóíäåðà, ãåìèçè-
ãîòíîãî ïî áû÷üåé öåíòðîìåðíîé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ IV, â ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîò-
íûõ ñ êîíòðîëüíûìè ìûøàìè F1 (ÑBA � C57Bl). Ó ôàóíäåðà íå íàáëþäàëîñü êàêèõ-ëèáî îòêëîíåíèé â
ðàçâèòèè. Â ïåðâîì ïîêîëåíèè ÷àñòîòà òðàíñãåííûõ îñîáåé ñðåäè íîâîðîæäåííûõ ñîñòàâëÿëà âñåãî
ëèøü 4.5 %, õîòÿ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû íàáëþäàëîñü òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìîå (1 : 1) ñîîòíîøåíèå
òðàíñãåííûõ è íåòðàíñãåííûõ çàðîäûøåé. Â ïîñëåäóþùèõ ïîêîëåíèÿõ ÷àñòîòà íîñèòåëåé òðàíñãåíà âàðüè-
ðîâàëà â çàâèñèìîñòè îò ïîëà òðàíñãåííîãî ïðàðîäèòåëÿ. Òàê, ïðè íàñëåäîâàíèè ÷óæåðîäíîé ñàòåëëèòíîé
ÄÍÊ îò äåäóøêè òðàíñãåííûìè áûëè îò 0 äî 52.4 % ïîòîìêîâ, à ïðè íàñëåäîâàíèè îò áàáóøêè ÷àñòîòà
òðàíñãåííûõ îñîáåé íå îòëè÷àëàñü îò òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìîé, ò. å. ïðîèñõîäèëà ñòàáèëèçàöèÿ òðàíññàòåë-
ëèòà ïðè ïðîõîæäåíèè ÷åðåç æåíñêèé ãàìåòîãåíåç — èìåë ìåñòî ïîëîæèòåëüíûé «áàáóøêèí ýôôåêò». Ó ãå-
ìèçèãîòíûõ òðàíñãåííûõ ñàìîê èíñåðöèÿ ÷óæåðîäíîé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëà ê ïîâûøåííîé ÷àñòîòå
âîçíèêíîâåíèÿ îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû, âîñïàëèòåëüíûì ïðîöåññàì â ðîãàõ ìàòêè è íàðóøåíèþ ïîâåäå-
íèÿ. Êàðòèðîâàíèå òðàíñãåíà ïðè ïîìîùè FISH, ñîâìåùåííîé ñ äèôôåðåíöèàëüíûì G -îêðàøèâàíèåì, ïî-
êàçàëî åãî ëîêàëèçàöèþ â èíòåðñòèöèàëüíîé îáëàñòè õðîìîñîìû 12 ìûøè, ñîäåðæàùåé ãåíû Pax 9 è
Brms 1l, ñíèæåíèå èëè ïîëíîå îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè êîòîðûõ ïðèâîäèò ê îïóõîëåîáðàçîâàíèþ. Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ íåãàòèâíîå âëèÿíèå Sat íà ýêñïðåññèþ äàííûõ ãåíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, òðàíñãåíîç, îïóõîëü ìîëî÷íîé æåëåçû.

Óñïåøíîå âíåäðåíèå â ìåäèöèíñêóþ ïðàêòèêó ãåí-
íîé òåðàïèè íåâîçìîæíî áåç ó÷åòà è âûÿñíåíèÿ ïîñëåä-
ñòâèé èíòåãðàöèè ýêçîãåííîé ÄÍÊ â ãåíîì ðåöèïèåíòà.
Íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ïîñëåäñò-
âèé èíòåãðàöèè ÿâëÿþòñÿ òðàíñãåííûå æèâîòíûå. Çà ïî-
ñëåäíèå ãîäû áûëî ñîçäàíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ëèíèé
òðàíñãåííûõ ïî êîäèðóþùåé ÄÍÊ ìûøåé, ñ ïîìîùüþ
êîòîðûõ èçó÷åíû ôóíêöèè ìíîãèõ ãåíîâ è ìåõàíèçìû
ãåííîé ðåãóëÿöèè (Petters, Sommer, 2000). Áîëåå òîãî,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñãåíû íå âåäóò ñåáÿ êàê íåçàâè-
ñèìûå åäèíèöû. Òàê, îñíîâíûìè ôàêòîðàìè, îïðåäåëÿþ-
ùèìè äàëüíåéøóþ ñóäüáó è ñâîéñòâà ýêçîãåííîé ÄÍÊ,
ÿâëÿþòñÿ îñîáåííîñòè åå íóêëåîòèäíîãî ñîñòàâà, êîïèé-
íîñòü, ñàéò è âðåìÿ âñòðàèâàíèÿ è, íàêîíåö, ãåíåòè÷å-
ñêîå îêðóæåíèå (íàëè÷èå â ãåíîìå ðåöèïèåíòà òàê íàçû-
âàåìûõ ãåíîâ-ìîäèôèêàòîðîâ) (Aigner et al., 1999; Schu-
macher et al., 2000).

Àêòóàëüíûì, íî ìåíåå èçó÷åííûì îñòàåòñÿ âîïðîñ î
ôóíêöèîíàëüíîì çíà÷åíèè íåêîäèðóþùèõ ïîâòîðÿþ-
ùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé — ñàòåëëèòíûõ ÄÍÊ (Csink,
Henikoff, 1998; Ugarkovic, Plohl, 2002). Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ îñíîâíîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ èçó÷åíèþ ìèêðî- è ìè-
íèñàòåëëèòîâ, íåñòàáèëüíîñòü êîòîðûõ ìîæåò ïðèâîäèòü
ê ðàçâèòèþ ðÿäà ñåðüåçíûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, òàêèõ

êàê ýïèëåïñèÿ, èíñóëèíîçàâèñèìûé äèàáåò, ñèíäðîì
ëîìêîé X-õðîìîñîìû, õîðåÿ Ãåíòèíãòîíà, íåéðîìûøå÷-
íûå è íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ (Bennet et al.,
1995; Mitas, 1997; Virtaneva et al., 1997). Èññëåäîâàíèÿ
ïî òðàíñãåíîçó êðóïíûõ ñàòåëëèòíûõ ÄÍÊ (ñ ïîâòîðÿþ-
ùåéñÿ åäèíèöåé îò 100 ï. í.) íàèáîëåå òðóäîåìêè è, ñëå-
äîâàòåëüíî, ìàëî÷èñëåííû.

Â öåëîì àíàëèç ðàáîò ïî èçó÷åíèþ ìûøåé, òðàíñãåí-
íûõ êàê ïî ðàçëè÷íûì ãåíàì, òàê è ïî ìèíè-ñàòåëëèòàì
è òðèíóêëåîòèäíûì ïîâòîðàì, ïîêàçûâàåò, ÷òî îäíèì èç
ïðîÿâëåíèé èíñåðöèè òðàíñãåíà ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîå îò-
êëîíåíèå îò êëàññè÷åñêîãî ìåíäåëåâñêîãî ðàñùåïëåíèÿ
ïðè ìåæãåíåðàöèîííîé ïåðåäà÷å òðàíñãåíà. Àíàëèç ðî-
äîñëîâíûõ â ýòîì ñëó÷àå, îñîáåííî â ñî÷åòàíèè ñ ìîëå-
êóëÿðíûì è öèòîëîãè÷åñêèì àíàëèçîì, äàåò âîçìîæ-
íîñòü îöåíèòü ôåíîòèïè÷åñêèé ýôôåêò âñòðîåííûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â äâóõ ëèíèÿõ ìû-
øåé, òðàíñãåííûõ ïî ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöå áû÷üåé
öåíòðîìåðíîé ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ IV, íà ïðîòÿæåíèè 1—
2 ïîêîëåíèé íàáëþäàåòñÿ ìåæãåíåðàöèîííàÿ ñòðóêòóð-
íàÿ íåñòàáèëüíîñòü âñòðîåííîãî òðàíñãåíà (Ïîïîâ è äð.,
2000; Ñó÷êîâà è äð., 2004). Êðîìå òîãî, â îäíîé èç ëèíèé
ïðîèñõîäèëî ôîðìèðîâàíèå ýêòîïè÷åñîãî ãåòåðîõðîìà-
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òèíà íà îäíîé èç õðîìîñîì (Ïîïîâ è äð., 2000). Îäíàêî
íå ìåíüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò õàðàêòåð íàñëåäîâà-
íèÿ â äàëüíåéøèõ ñêðåùèâàíèÿõ, ò. å. âîçìîæíûå îòäà-
ëåííûå ïîñëåäñòâèÿ èíñåðöèè íåêîäèðóþùèõ ãåòåðîãåí-
íûõ ïî ñâîåìó íóêëåîòèäíîìó ñîñòàâó ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ÄÍÊ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå îñîáåííî-
ñòåé ìåæãåíåðàöèîííîé è ñîìàòè÷åñêîé ïåðåäà÷è ïîâòî-
ðÿþùåéñÿ åäèíèöû áû÷üåé öåíòðîìåðíîé ñàòåëëèòíîé
ÄÍÊ ó òðàíñãåííûõ ìûøåé ÷àñòè÷íî îõàðàêòåðèçîâàí-
íîé ðàíåå (Ñó÷êîâà è äð., 2004) ëèíèè ¹ 21.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë î í è ð î â à í è å è â û ä å ë å í è å S a t - ï î ñ ë å ä î-
â à ò å ë ü í î ñ ò è. Â êà÷åñòâå âåêòîðà äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
÷óæåðîäíîé ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó ðBR322, cî-
äåðæàùóþ ïî HindIII-ñàéòó âñòàâêó 3.8 òûñ ïàð íóêëåî-
òèäîâ ïîâòîðÿþùåéñÿ åäèíèöû ñàòåëëèòíîé ÄÍÊ IV
(1.709 ã/ñì3) Bos taurus (Sat). Ðåêîìáèíàíòíàÿ ïëàçìèäà
ðBR322-Sat áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ïðîô. À. Ô. Ñìèð-
íîâûì (Âñåðîññèéñêèé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èí-
ñòèòóò ãåíåòèêè è ðàçâåäåíèÿ ñ.-õ. æèâîòíûõ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã). Äëÿ êëîíèðîâàíèÿ pBR322-Sat èñïîëüçîâàëè
øòàìì Å. coli DH5á. Òðàíñôîðìàöèþ ïðîâîäèëè ñ ïðè-
ìåíåíèåì õëîðèäà êàëüöèÿ (Sambrook et al., 1989). Ïëàç-
ìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè ìåòîäîì ùåëî÷íîãî ëèçèñà (Pro-
mega protocols…, 1990).

Ï î ë ó ÷ å í è å ò ð à í ñ ã å í í û õ ì û ø å é. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè ìûøåé-ãèáðèäîâ F1 (ÑBA � C57BL/6) (ïè-
òîìíèê «Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ). Òðàíññàòåëëèòíûõ ìûøåé
ïîëó÷àëè ìåòîäîì ìèêðîèíúåêöèè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â
ìóæñêîé ïðîíóêëåóñ çèãîò (Âàéñìàí, Ãîëèíñêèé, 1985).
Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà 1 èç 2
ïîëó÷åííûõ òðàíñãåííûõ ëèíèé Sat-ìûøåé, â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè íåòðàíñãåííûõ ìûøåé-ãèáðèäîâ
F1 (ÑBA � C57BL/6) (ïèòîìíèê «Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ).
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ 5 ïîêîëåíèé ãåìèçèãîòíûõ ïî Sat-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ìûøåé òðàíññàòåëëèòíûõ îñîáåé ñêðåùè-
âàëè ñ êîíòðîëüíûìè ìûøàìè, à òàêæå ïðîâîäèëè ñêðå-
ùèâàíèÿ ìåæäó ãåìèçèãîòíûìè îñîáÿìè (F2 è F4).

Â û ÿ â ë å í è å ò ð à í ñ ã å í í û õ í î ñ è ò å ë å é. Ãå-
íîìíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç õâîñòîâ âçðîñëûõ ìûøåé ôå-
íîë-õëîðîôîðìíûì ìåòîäîì (Màíèàòèñ è äð., 1984).
Ñêðèíèíã òðàíñãåííûõ ìûøåé ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïî-
ëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñ äâóìÿ ïàðàìè ïðàé-
ìåðîâ: (PR1) 5�-gcagtgcataaatatcaaaagg-3� è (PR2) 5�-gat-
caggaggttgtagggaac-3�, (PR3) 5�-cccactggatgccgaccctt-3� è
(PR4) 5�-tcctttccgtagccctcgtt-3�, ïîäîáðàííûõ ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû «Primer 1.0». ÏÖÐ ïðîâîäèëè â òåðìîöèêëå-
ðå («Cyclotemp») â 30 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè (60 ìÌ
Òðis-HCl, pH 8.5, 25 ìÌ KCl, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà,
0.1 % Òðèòîíà X-100, 1.5 ìÌ MgCl2, ïî 400 ìêÌ êàæäî-
ãî dNTP, 0.3 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (ÑèáÝíçèì, Íîâîñè-
áèðñê), ïî 10 ïêÌ êàæäîãî ïðàéìåðà è 200 íã ÄÍÊ).
Òåìïåðàòóðíûé ïðîôèëü ÏÖÐ áûë ñëåäóþùèì: èíèöèè-
ðóþùàÿ äåíàòóðàöèÿ ÄÍÊ — 94 °Ñ, 5 ìèí; çàòåì 30 öèê-
ëîâ, ñîñòîÿùèõ èç äåíàòóðàöèè ïðè 94 °Ñ, 1 ìèí; îòæèãà
ïðè 57 °Ñ, 1 ìèí; ýëîíãàöèè ïðè 72 °Ñ, 1 ìèí; çàêëþ÷è-
òåëüíûé öèêë ñèíòåçà — 72 °Ñ, 9 ìèí. Ïðîäóêòû àìïëè-
ôèêàöèè ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íåéòðàëüíîãî ýëåêòðîôî-
ðåçà â 6%-íîì ÏÀÀÃ (Ìàíèàòèñ è äð., 1984) è îêðàøè-
âàëè 0.1%-íûì AgNO3. Îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì
ÿâëÿëèñü îáðàçöû ÄÍÊ íåòðàíñãåííûõ æèâîòíûõ, ïîëî-

æèòåëüíûì êîíòðîëåì — îáðàçöû ÄÍÊ èç ìûøö êðóï-
íîãî ðîãàòîãî ñêîòà, ïëàçìèäà ðBR322-Sat èëè Sat-
ôðàãìåíò.

Î ï ð å ä å ë å í è å ï à ò ò å ð í à ì å ò è ë è ð î â à í è ÿ
ÄÍÊ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïàòòåðíà ìåòèëèðîâàíèÿ Sat-
ôðàãìåíòà èñïîëüçîâàëè ðàíåå îïèñàííûé ïîäõîä, îñíî-
âàííûé íà äèôôåðåíöèàëüíîì ðàñùåïëåíèè ðåñòðèêöè-
îííûìè ýíäîíóêëåàçàìè — èçîøèçîìåðàìè MspI è
HpaII, ñïåöèôè÷åñêè ðàñùåïëÿþùèìè ñàéò Ñ � CGG â
çàâèñèìîñòè îò íàëè÷èÿ ìåòèëèðîâàíèÿ âíóòðåííåãî öè-
òîçèíà. Ðåñòðèêöèîííàÿ ñìåñü îáúåìîì 20 ìêë ñîäåðæà-
ëà 200—400 íã ãåíîìíîé ÄÍÊ, 2 ìêë 10 � áóôåðíîãî
ðàñòâîðà äëÿ ðåñòðèêöèè (100 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5,
100 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ äèòèîòðåéòîë), 1 ìêë ðåñòðèêòà-
çû MspI (15 åä./ìêë) èëè HpaII (15 åä./ìêë) (ÑèáÝíçèì,
Íîâîñèáèðñê). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü èíêóáèðîâàëè ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè
pBR322-Sat , ðàçâåäåííóþ èç ðàñ÷åòà 1000 êîïèé íà ãå-
íîì â ãåíîìíîé ÄÍÊ ìûøè. ÄÍÊ ïîñëå ôåðìåíòàòèâíî-
ãî ãèäðîëèçà ïåðåîñàæäàëè è ïðîâîäèëè ÏÖÐ ñ ïðàéìå-
ðàìè PR3/PR4, êàê áûëî îïèñàíî âûøå. Ïðàéìåðû
PR3/PR4 êîíñòðóèðîâàëè òàê, ÷òîáû âíóòðè àìïëèôèöè-
ðóåìîãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ-ìàòðèöû íàõîäèëîñü íåñêîëüêî
ñàéòîâ ðåñòðèêöèè äëÿ MspI/HpaII.

Ê à ð ò è ð î â à í è å S a t - ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò è ó
ò ð à í ñ ã å í í û õ ì û ø å é. Êàðòèðîâàíèå ýêçîãåííîé
ÄÍÊ ïðîâîäèëè íà õðîìîñîìíûõ ïðåïàðàòàõ êëåòîê êî-
ñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé; ïðèãîòîâëåíèå õðî-
ìîñîìíûõ ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòî-
äèêå (Äàðëèíãòîí, Ëà Êóð, 1980). Äèôôåðåíöèàëüíîå
G-îêðàøèâàíèå ïîëó÷àëè â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ïðåïà-
ðàòîâ 0.01%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà è ïîñëåäóþùåãî
îêðàøèâàíèÿ â 5%-íîì ðàñòâîðå Ãèìçà. Ãèáðèäèçàöèþ
in situ ÄÍÊ/ÄÍÊ íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ è èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìå÷åííîãî áèîòèíîì (Biotin-16-dUTP, Boehrin-
ger) ìåòîäîì íèê-òðàíñëÿöèè çîíäà bio-pBR322-Sat
(8171 ï. í.). Äåíàòóðàöèþ ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè â 70%-íîì
ôîðìàìèäå íà äâóêðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå SSC â òå-
÷åíèå 2 ìèí ïðè 72 °Ñ, îòìûâêè — â 50%-íîì ôîðìàìè-
äå íà äâóêðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå SSC ïðè 42 °Ñ. Äå-
òåêöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ 2 ëèíèé àíòèòåë ñòðåïòî-
âèäèí-FITC (Boehringer) è êîíúþãàòà àíòèàâèäèí-áèîòèí
(Boehringer). Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â ðàñòâîð Antifade,
ñîäåðæàùèé 90 % ãëèöåðèíà, 2.5 % DABCO, 0.5 ìêã/ìë
ïðîïèäèóì èîäèäà è 0.5 ìêã/ìë DAPI íà îäíîêðàòíîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå PBS. Àíàëèçèðîâàëè ïðåïàðàòû â
öåíòðå «Õðîìàñ» Áèîëîãè÷åñêîãî íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêîãî èíñòèòóòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííî-
ãî óíèâåðñèòåòà íà óíèâåðñàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica,
îñíàùåííîì áëîêàìè ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ FITC, èîäèñòî-
ãî ïðîïèäèÿ è êîìïüþòåðíîé ñèñòåìîé àíàëèçà èçîáðà-
æåíèÿ (ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå äëÿ ïðîâåäåíèÿ îáðà-
áîòêè èçîáðàæåíèÿ Q-FISH), ïðè äëèíå âîëíû 460—
490 íì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â êà÷åñòâå òðàíñãåíà â íàøåé ðàáîòå áûëà èñïîëüçî-
âàíà ïîâòîðÿþùàÿñÿ åäèíèöà öåíòðîìåðíîé ñàòåëëèò-
íîé ÄÍÊ IV áûêà (Sat), îáëàäàþùàÿ ðÿäîì îñîáåííîñòåé
(îáëàñòüþ ñ íèòåâîé àñèììåòðèåé ïî ñîäåðæàíèþ GC è
ÀÒ íóêëåîòèäîâ; îáîãàùåííîñòüþ ïðÿìûìè è èíâåðòè-
ðîâàííûìè ïîâòîðàìè; ñàéòàìè äëÿ óçíàâàíèÿ òîïîèçî-
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ìåðàçîé Topo I è ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, ãîìîëîãè÷íû-
ìè íåêîòîðûì ãîðÿ÷èì òî÷êàì ðåêîìáèíàöèè), êîòîðûå
äàâàëè îñíîâàíèå îæèäàòü åå íåñòàáèëüíîãî ïîâåäåíèÿ
ïðè èíòåãðàöèè â ãåíîì ìûøè, ÷òî è áûëî íàìè ïîêàçà-
íî â ïðåäûäóùåé ðàáîòå äëÿ äâóõ ëèíèé òðàíññàòåëëèò-
íûõ ìûøåé íà ïðîòÿæåíèè äâóõ ïîêîëåíèé (Ñó÷êîâà è
äð., 2004).

Ñðåäè 150 ìûøåé â 5 ïîêîëåíèÿõ, ïîëó÷åííûõ îò
òðàíññàòåëëèòíîãî ñàìöà-ôàóíäåðà (ëèíèÿ ¹ 21) ìåòî-
äîì ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì 2 ïàð ïðàéìåðîâ, áûëè âûÿâ-
ëåíû 34 Sat-òðàíñãåííûå ìûøè. Õîòÿ èíúåöèðîâàííàÿ â
ìûøèíûå ýìáðèîíû ÷óæåðîäíàÿ ÄÍÊ èíòåãðèðóåò â
õðîìîñîìû è ñòàáèëüíî ïåðåäàåòñÿ â ñëåäóþùèõ ïîêî-
ëåíèÿõ ñîãëàñíî çàêîíàì Ìåíäåëÿ (Pravtcheva, Wise,
2003), àíàëèç ðîäîñëîâíîé äàííîé ëèíèè ïîêàçàë îòêëî-
íåíèå îò íàñëåäîâàíèÿ ÷óæåðîäíîãî ñàòåëëèòà ïî Ìåí-
äåëþ óæå â ïîêîëåíèè F1 (P < 0.05) (ðèñ. 1). Îäíàêî ïî-
ñëå ïðîõîæäåíèÿ Sat-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÷åðåç æåíñêèé
ãàìåòîãåíåç (ñàìêà F1) ïðîèñõîäèëî âîññòàíîâëåíèå ðàñ-
ùåïëåíèÿ äî òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìîãî (1 : 1 è 3 : 1) â F2

è F3 . Äàëåå ïðè ïåðåäà÷å Sat îò äåäóøêè âíóêàì (F2 �

F4, F3 � F5) îïÿòü íàáëþäàëîñü äîñòîâåðíîå îòêëîíåíèå
îò ðàñùåïëåíèÿ 1 : 1 (P < 0.05), à ïðè íàñëåäîâàíèè îò
áàáóøêè ýìïèðè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå ñîîòâåòñòâîâàëî
òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìîìó (ðèñ. 1).

Ñ ïîìîùüþ òåòðàõîðè÷åñêîãî ïîêàçàòåëÿ ñâÿçè íàìè
óñòàíîâëåíà ñâÿçü ìåæäó ñíèæåííîé ÷àñòîòîé òðàíñãåí-
íûõ îñîáåé è ïåðåäà÷åé òðàíñãåíà îò äåäóøêè íåçàâèñè-
ìî îò ïîëà ðîäèòåëÿ (P < 0.05).

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, â ñëó÷àÿõ, êîãäà íàáëþäàåò-
ñÿ ïåðåäà÷à òðàíñãåíà ìåíåå 50 % ïîòîìñòâà, ýòî ìîæåò
ãîâîðèòü î íåãàòèâíîì âëèÿíèè òðàíñãåíà èëè î âîçíèêà-

þùèõ èíñåðöèîííûõ ìóòàöèÿõ, âëèÿþùèõ íà æèçíåñïî-
ñîáíîñòü òðàíñãåííûõ ãàìåò èëè ýìáðèîíîâ (Palmiter
et al., 1984; Covarrubias et al., 1986, 1987; Pravtcheva,
Wise, 2003). Êðîìå òîãî, îòêëîíåíèÿ îò òåîðåòè÷åñêè
îæèäàåìîãî ñîîòíîøåíèÿ ìîãóò áûòü âûçâàíû è íàñëå-
äóåìîé íåñòàáèëüíîñòüþ òðàíñãåíà ïðè îòñóòñòâèè íåãà-
òèâíîãî âëèÿíèÿ íà òðàíñãåííûå îñîáè (Reik et al., 1990;
Allen et al., 1994; Collick et al., 1996). Ïîòåðÿ (ýëèìèíà-
öèÿ) òðàíñãåíà ìîæåò ïðîèñõîäèòü êàê â ïîëîâûõ êëåò-
êàõ, ïðèâîäÿ ê ñíèæåííîé ïåðåäà÷å òðàíñãåíà, òàê è â ñî-
ìàòè÷åñêèõ òêàíÿõ òðàíñãåííûõ ìûøåé, ïðèâîäÿ ê ñî-
ìàòè÷åñêîìó ìîçàèöèçìó è îñëàáëåííîìó èëè äàæå
ïîëíîìó îòñóòñòâèþ òðàíñãåííîãî ñèãíàëà (Pravtcheva,
Wise, 2003).

Èñõîäÿ èç âûøåñêàçàííîãî íàáëþäàåìàÿ íàìè ÷àñòî-
òà Sat-òðàíñãåííûõ ìûøåé ìåíüøå òåîðåòè÷åñêè îæèäà-
åìîé, à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïîëíîå îòñóòñòâèå òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ â F4 è F5 ïðè ïåðåäà÷å Sat îò äåäóøêè
âíóêàì ìîãëî áûòü âûçâàíî ïî êðàéíåé ìåðå äâóìÿ ïðè-
÷èíàìè — ýìáðèîíàëüíîé ëåòàëüíîñòüþ òðàíñãåííûõ
ìûøåé è ïåðåñòðîéêàìè Sat, ïðèâîäÿùèìè ê åãî ÷àñòè÷-
íîé èëè ïîëíîé ýëèìèíàöèè. Íàìè áûëî ïðîàíàëèçèðî-
âàíî 28 ýìáðèîíîâ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû è 7 ýìáðèîíîâ
íà 13-å ñóò ðàçâèòèÿ, ïîëó÷åííûõ îò ñêðåùèâàíèé ñàì-
öà-ôàóíäåðà (F0) c êîíòðîëüíûìè ñàìêàìè. ×àñòîòà òðàíñ-
ãåííûõ ýìáðèîíîâ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû ñîîòâåòñòâî-
âàëà òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìîé (50 %) è ñîñòàâëÿëà 42.9 %.
Ñðåäè 13-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ è 3-íåäåëüíûõ ìûøàò íà-
áëþäàëîñü ñíèæåíèå ÷àñòîòû òðàíñãåííûõ íîñèòåëåé —
28.6 è 4.5 % ñîîòâåòñòâåííî (P < 0.05) (ðèñ. 1). Ñðàâíå-
íèå ïëîäîâèòîñòè ñàìîê â èññëåäóåìîé ëèíèè ñ êîíòðî-
ëåì íå âûÿâèëî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé (4.8 ± 1.3 — îò 2
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Ðèñ. 1. Ðîäîñëîâíàÿ Sat-òðàíñãåííûõ ìûøåé.

Ïðîàíàëèçèðîâàíû æèâîòíûå íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû (à) íà 13-å ñóò ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ (á) è íà 3-é íåä æèçíè (â). Çàïîëíåííûå ñåðûì öâåòîì
ôèãóðû — íîñèòåëè òðàíñãåíà, íåçàêðàøåííûå ôèãóðû — íåòðàíñãåííûå ñàìöû è ñàìêè; êðàñíûå ëèíèè — íàñëåäîâàíèå òðàíñãåíà îò áàáóøêè, ñèíèå
ëèíèè — íàñëåäîâàíèå òðàíñãåíà îò äåäóøêè; öèôðàìè â ôèãóðàõ óêàçàíî êîëè÷åñòâî ìûøåé, öèôðàìè ïîä ôèãóðàìè — ÷àñòîòû òðàíñãåííûõ îñîáåé,

%; æåëòàÿ çàëèâêà — ðàçëè÷èÿ ìåæäó òåîðåòè÷åñêè îæèäàåìîé è íàáëþäàåìîé ÷àñòîòàìè òðàíñãåííûõ ìûøåé äîñòîâåðíû ïðè P < 0.05.



äî 7 îñîáåé â ïîìåòå è 5.0 ± 1.8 — îò 1 äî 8 îñîáåé â ïî-
ìåòå ñîîòâåòñòâåííî; P < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëåå
âåðîÿòíîé ïðè÷èíîé óìåíüøåíèÿ ÷àñòîòû Sat-òðàíñãåí-
íûõ ìûøåé ìîãëà áûòü ÷àñòè÷íàÿ èëè ïîëíàÿ ýëèìèíà-
öèÿ ÷óæåðîäíîãî ñàòåëëèòà, âûçâàííàÿ åãî ñîìàòè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòüþ.

Â öåëîì îïèñûâàåìûé íàìè ïîëîæèòåëüíûé «áà-
áóøêèí ýôôåêò» (ñòàáèëèçàöèÿ òðàíññàòåëëèòà ïðè íà-
ñëåäîâàíèè âíóêàìè îò áàáóøêè è åãî íåñòàáèëüíîñòü
ïðè ïåðåäà÷å îò äåäóøêè) ìîæåò áûòü îáîñíîâàí ðàçëè-
÷èÿìè ìåæäó ìóæñêèì è æåíñêèì ãàìåòîãåíåçîì. Òàê,
âî-ïåðâûõ, âî âðåìÿ ìóæñêîãî ãàìåòîãåíåçà ïðîèñõîäèò
áîëüøå ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé, ÷åì âî âðåìÿ æåíñêîãî
(Mclaren, 1991); âî-âòîðûõ, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ÷àùå ðå-
êîìáèíàöèîííûå ñîáûòèÿ âîçíèêàþò â æåíñêîì ìåéîçå,
â îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêàõ ãåíîìà ðåêîìáèíàöèÿ ïðîèñõî-
äèò ïðåèìóùåñòâåííî â ìóæñêîì ãàìåòîãåíåçå (Kearns
et al., 2000); â-òðåòüèõ, ó ñàìöîâ óñòàíîâëåíèå èìïðèí-
òîâ ïðîèñõîäèò âî âðåìÿ ïðåäìåéîòè÷åñêèõ äåëåíèé, à ó
ñàìîê — íà ñòàäèè äèïëîòåíû (Kearns et al., 2000; Murp-
hy, Jirtle, 2003). Ñóììèðóÿ âûøåñêàçàííîå, ìû ïîëó÷èëè
âîçìîæíîñòü îáúÿñíèòü «òóïèêîâîñòü» îïèñàííîé íàìè
ðàíåå òðàíññàòåëëèòíîé ëèíèè ¹ 10 (Ïîïîâ è äð., 2000).
Äëÿ ýòîé ëèíèè áûëè õàðàêòåðíû 2 ñàéòà èíòåãðàöèè Sat
(èíòåðñòèöèàëüíî è â ïðèöåíòðîìåðíûé ðàéîí äâóõ ðàç-
íûõ õðîìîñîì) ó ñàìöà-ôàóíäåðà F0; èñ÷åçíîâåíèå 2-ãî
ïðèöåíòðîìåðíîãî ñàéòà èíòåãðàöèè â F1; íåâîçìîæ-
íîñòü ïîëó÷èòü òðàíññàòåëëèòíûõ ìûøåé îò ñàìöîâ F1,
õîòÿ áûëè îáíàðóæåíû òðàíñãåííûå ýìáðèîíû íà 13-å ñóò
ðàçâèòèÿ, íî íå áûëî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé â êîëè÷åñò-
âå æåëòûõ òåë, àíîìàëüíûõ è íîðìàëüíûõ ýìáðèîíîâ â
ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì. Î÷åâèäíî, â ëèíèè ¹ 10 â îòëè-
÷èå îò ëèíèè ¹ 21 äëÿ ñòàáèëèçàöèè Sat íå õâàòàëî åãî
ïðîõîæäåíèÿ ÷åðåç æåíñêèé ãàìåòîãåíåç.

Èçâåñòíî, ÷òî òðàíñãåí ìîæåò ïðåòåðïåâàòü ðÿä ìî-
äèôèêàöèé, íàèáîëåå âàæíîé èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ìåòè-
ëèðîâàíèå de novo, ñëåäóþùåå çà èíñåðöèåé òðàíñãåíà â
ðåöèïèåíòíûé ãåíîì. Â öåëîì ñòåïåíü è ïàòòåðí ìåòè-
ëèðîâàíèÿ òðàíñãåíà îïðåäåëÿþòñÿ ñàéòîì èíòåãðàöèè
(ýôôåêò ïîëîæåíèÿ), ñïîñîáîì ðåêîìáèíàöèè, íàëè÷èåì
â ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ ñïåöèôè÷åñêèõ áàêòåðèàëüíûõ è âè-
ðóñíûõ ìîòèâîâ, à òàêæå òàíäåìíî ïîâòîðÿþùèõñÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
òðàíñãåíà, âðåìåíåì èíñåðöèè è âëèÿíèåì äðóãèõ ãåíîâ
ðåöèïèåíòíîé êëåòêè èëè îðãàíèçìà (Garrik et al., 1998;
Schumacher et al., 2000; Pena et al., 2004). Ïðè ýòîì ãåíå-
òè÷åñêîå îêðóæåíèå ëèíèè ìûøåé ìîæåò áûòü êðèòè÷å-
ñêèì ôàêòîðîì â óñòàíîâëåíèè ïàòòåðíîâ ìåòèëèðîâà-
íèÿ òðàíñãåíîâ (Schumacher et al., 2000).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èíúåöèðîâàííûé ôðàãìåíò
Sat ïåðâîíà÷àëüíî áûë íåìåòèëèðîâàí. Äëÿ èçó÷åíèÿ

âîçìîæíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ de novo è èçìåíåíèé â êàð-
òèíå ìåòèëèðîâàíèÿ òðàíññàòåëëèòà â ðÿäó ïîêîëåíèé
òðàíñãåííûõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ìåòèë-÷óâñòâèòåëüíîé
ÏÖÐ êà÷åñòâåííî áûë èçó÷åí õàðàêòåð ìåòèëèðîâàíèÿ
Sat-òðàíñãåíà â îáëàñòè ñ 558-ãî ïî 1007-é íóêëåîòèä,
îáîãàùåííîé CpG-äèíóêëåîòèäàìè. Áûëî âûÿâëåíî ïðå-
èìóùåñòâåííî íåìåòèëèðîâàííîå ñîñòîÿíèå äàííîé
îáëàñòè Sat. Òàê, ñðåäè 34 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ Sat-
òðàíñãåííûõ ìûøåé 5 (14.7 %) íåñëè ìåòèëèðîâàííûé
òðàíñãåí (ñì. òàáëèöó). Ïðè ýòîì ÷àñòîòà ìûøåé ñ ìåòè-
ëèðîâàííûì Sat âàðüèðîâàëà îò 0 % â F4 äî 25 % â F2 è
F5. Îòñóòñòâèå êàêèõ-ëèáî çàêîíîìåðíîñòåé â ìåòèëèðî-
âàíèè ÷óæåðîäíîãî ñàòåëëèòà â îáëàñòè, îáîãàùåííîé
CpG-äèíóêëåîòèäàìè, íà ïðîòÿæåíèè 5 ïîêîëåíèé
òðàíñãåííûõ ìûøåé ìîæíî îáúÿñíèòü â ïåðâóþ î÷åðåäü
èõ ñìåøàííûì ãåíåòè÷åñêèì îêðóæåíèåì. Ïðåèìóùåñò-
âåííîå íåìåòèëèðîâàííîå ñîñòîÿíèå Sat ìîæíî îáúÿñ-
íèòü åãî íåâûñîêèé êîïèéíîñòüþ (ïîðÿäêà 10 êîïèé íà
ãåíîì ìûøè) (Ñó÷êîâà è äð., 2004). Êàê èçâåñòíî, íåî-
áû÷íûå õðîìîñîìíûå ñòðóêòóðû ìåòèëèðóþòñÿ âî èçáå-
æàíèå âîçíèêíîâåíèÿ õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê. Ñëå-
äîâàòåëüíî, íàðóøåíèå óñòàíîâëåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî
çàùèòíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ òðàíñãåíà ìîæåò ïðèâîäèòü ê
åãî íåñòàáèëüíîñòè (Chevalier-Mariette et al., 2003).
Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìàÿ íàìè íåñòàáèëüíîñòü Sat
õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ íèçêîé ÷àñòîòîé åãî ìåòèëèðîâà-
íèÿ.

Ó 4 èç 16 Sat-òðàíñãåííûõ ñàìîê (25 % ïî ñðàâíåíèþ
ñ 6 % â êîíòðîëå; P < 0.05) áûëè îáíàðóæåíû îïóõîëè
ìîëî÷íîé æåëåçû. Ìîðôîëîãèÿ îïóõîëåé îöåíèâàëàñü
ïî êðèòåðèÿì Ìåæäóíàðîäíîé àññîöèàöèè ïî èçó÷åíèþ
ðàêà. Â íàøåì ñëó÷àå îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû ïðåä-
ñòàâëÿëè ñîáîé àäåíîêàðöèíîìû ñ ó÷àñòêàìè ìåëêîàöè-
íàðíîãî è ñîëèäíîãî ñòðîåíèÿ. Îïóõîëè èíâàçèðîâàëè
îêðóæàþùèå òêàíè, â ìåñòàõ èíâàçèé îòìå÷àëàñü ëèì-
ôîèäíàÿ èíôèëüòðàöèÿ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó ñàìêè
F1 ¹ 22 îïóõîëü âîçíèêëà âî âðåìÿ òðåòüåé áåðåìåííî-
ñòè â âîçðàñòå 15 ìåñ, ó F2 ¹ 4 — ÷åðåç 0.5 ãîäà ïîñëå
ïåðâûõ ðîäîâ è ëàêòàöèè â âîçðàñòå 16 ìåñ, ó F3 ¹ 12 —
÷åðåç 2 ìåñ ïîñëå ïåðâûõ ðîäîâ áåç ëàêòàöèè â âîçðàñòå
20 ìåñ, ó F5 ¹ 5 — ñðàçó ïîñëå ïåðâûõ ðîäîâ áåç ëàêòà-
öèè â âîçðàñòå 28 ìåñ. Òàêèì îáðàçîì, â ðÿäó ïîêîëåíèé
îïóõîëü ìîëî÷íîé æåëåçû âîçíèêëà â ñòàðøåì âîçðàñòå,
è íàáëþäàëîñü ñîêðàùåíèå ïðîìåæóòêà âðåìåíè ìåæäó
ðîäàìè è âîçíèêíîâåíèåì îïóõîëè.

Êðîìå òîãî, äëÿ 10 ñàìîê ïîêîëåíèé F3, F4 è F5 áûë
õàðàêòåðåí êàííèáàëèçì, à ó 4 èç íèõ ðàçâèâàëñÿ âîñïà-
ëèòåëüíûé ïðîöåññ èç-çà íàðóøåíèé ðîäîâîé äåÿòåëüíî-
ñòè è ðàçëîæåíèÿ îñòàâøèõñÿ â ðîãàõ ìàòêè ýìáðèîíîâ,
îáíàðóæåííûõ ïðè âñêðûòèè óìåðøèõ ñàìîê. Â êîíòðî-
ëå òàêèõ ÿâëåíèé íå íàáëþäàëîñü.
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Ìåòèëèðîâàíèå Sat â îáëàñòè, îáîãàùåííîé CpG-äèíóêëåîòèäàìè, ó òðàíñãåííûõ ìûøåé

Íîìåð
ïîêîëåíèÿ

Îáùåå êîëè÷åñòâî
Sat-òðàíñãåííûõ

ìûøåé

Êîëè÷åñòâî òðàíñãåííûõ
ìûøåé ñ ìåòèëèðîâàííûì

Sat

Êîëè÷åñòâî òðàíñãåííûõ
ñàìîê ñ îïóõîëüþ ìîëî÷íîé

æåëåçû è ìåòèëèðîâàííûì Sat

Êîëè÷åñòâî òðàíñãåííûõ
ñàìîê ñ îïóõîëüþ ìîëî÷íîé

æåëåçû è íåìåòèëèðîâàííûì Sat

F1 1 0 0 1

F2 8 2 0 1

F3 13 2 1 0

F4 7 0 0 0

F5 4 1 1 0
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû ìåòèë-÷óâñòâèòåëüíîé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè íà ÄÍÊ Sat-òðàíñãåííîé ñàìêè F3 ¹ 12.

Îáðàçöû íàíåñåíû â ñëåäóþùåì ïîðÿäêå: B — èíêóáàöèÿ â áóôåðíîì ðàñòâîðå äëÿ ðåñòðèêöèè (áåç ðåñòðèêòàç), M — ïðîáû ïîñëå ðåñòðèêöèè ñ MspI,
H — ïðîáû ïîñëå ðåñòðèêöèè ñ HpaII ñ ïîñëåäóþùåé ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè PR3/PR4. Ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü — ðåêîìáèíàíòíàÿ ïëàçìèäà
pBR322-Sat, ñîäåðæàùàÿ íåìåòèëèðîâàííûé Sat; îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü — ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè PR3/PR4 áåç ÄÍÊ; m — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû

ÄÍÊ ñ øàãîì 100 ï. í.

Ðèñ. 3. Êàðòèðîâàíèå Sat-òðàíñãåíà ñîâìåùåíèåì ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ è äèôôåðåíöèàëüíîé G-îêðàñêè ìåòàôàç-
íûõ õðîìîñîì òðàíñãåííîé ìûøè F3 ¹ 16.

Õðîìîñîìíàÿ ëîêàëèçàöèÿ Sat. à: êðàñíûé öâåò — îêðàñêà ïðîïèäèóì èîäèäîì, çåëåíûé — äåòåêöèÿ ãèáðèäèçàöèîííîãî ñèãíàëà ñòðåïòàâè-
äèí-FITC. á: ñèíèé öâåò — îêðàñêà DAPI, êðàñíûé — äåòåêöèÿ ãèáðèäèçàöèîííîãî ñèãíàëà ñòðåïòàâèäèí-FITC; ñòðåëêàìè óêàçàí ãèáðèäèçàöèîí-

íûé ñèãíàë. â — G-îêðàøåííûå õðîìîñîìû. ã — èäåíòèôèêàöèÿ äèôôåðåíöèàëüíî îêðàøåííîé õðîìîñîìû (¹ 12) ñ èíòåãðèðîâàâøèì Sat. 1200�.



Îáùåèçâåñòíî, ÷òî âîçíèêíîâåíèå è ðàçâèòèå áîëü-
øèíñòâà îïóõîëåé ñîïðîâîæäàþòñÿ ãåíåòè÷åñêîé íåñòà-
áèëüíîñòüþ êàê íà ãåíåòè÷åñêîì, òàê è íà ýïèãåíåòè÷å-
ñêîì óðîâíå (Leonhardt, Cardoso, 2000). Íà ãåíåòè÷åñêîì
óðîâíå íàáëþäàþòñÿ èçìåíåíèÿ íóêëåîòèäíîãî ñîñòàâà
è àìïëèôèêàöèè ãåíîâ, õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè, èç-
ìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà õðîìîñîì (Lengauer et al., 1998).
Ýïèãåíåòè÷åñêàÿ íåñòàáèëüíîñòü âêëþ÷àåò â ñåáÿ ãëîáà-
ëüíîå äåìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, ïðèâîäÿùåå ê äåñòàáèëè-
çàöèè ãåíîìà è ñîîòâåòñòâåííî ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ìó-
òàöèé, è èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû ãåòåðîõðîìàòèíà, îñîáåí-
íî â ïîãðàíè÷íûõ ðàéîíàõ, ñîäåðæàùèõ ýó- è ãåòåðî-
õðîìàòèí (Ehrlich, 2002; Goldman, 2002; Eden et al.,
2003). Ìåòèë-÷óâñòâèòåëüíàÿ ÏÖÐ ïîêàçàëà, ÷òî ýêçî-
ãåííûé ñàòåëëèò âî âñåõ îïóõîëÿõ áûë íåìåòèëèðîâàí-
íûì, â òî âðåìÿ êàê â äðóãèõ òêàíÿõ òðàíñãåííûõ ñàìîê
îí áûë êàê ìåòèëèðîâàííûì (ó 2 ìûøåé; ðèñ. 2), òàê è
íåìåòèëèðîâàííûì (ó 2 ìûøåé; ñì. òàáëèöó).

Ïðîâåäåííûé íàìè öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ìåòà-
ôàçíûõ õðîìîñîì êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà òðàíññàòåëëèò-
íûõ ñàìîê êàê ñ îïóõîëüþ ìîëî÷íîé æåëåçû (F3 ¹ 12),
òàê è áåç íåå (F3 ¹ 16 è F4 ¹ 28) íå âûÿâèë õðîìîñîì-
íûõ àáåððàöèé.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ íåêîäèðóþùèõ òàíäåìíî
ïîâòîðÿþùèõñÿ ÷óæåðîäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îñíîâ-
íûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì èõ ñòàáèëüíîñòü ïðè íà-
ñëåäîâàíèè â ðÿäó ïîêîëåíèé, ìîæåò áûòü ñàéò èíòåãðà-
öèè â õîçÿéñêèé ãåíîì. Â îäíîé èç ðàáîò ïðåäïîëàãà-
ëîñü, ÷òî ïðè÷èíîé îòêëîíåíèÿ îò òåîðåòè÷åñêè îæè-
äàåìîãî ðàñùåïëåíèÿ ó òðàíñãåííûõ ïî ìèíèñàòåëëèòó
÷åëîâåêà ÌS32 ìûøåé ìîãëà áûòü åãî èíòåãðàöèÿ â ðàé-
îí, ñîäåðæàùèé ìûøèíóþ ìóëüòèêîïèéíóþ ãàììà-ñà-
òåëëèòíóþ ÄÍÊ: íåðàâíûé êðîññèíãîâåð ìåæäó ñàòåë-
ëèòíûìè ïîâòîðÿþùèìèñÿ åäèíèöàìè ïðèâîäèë ê äåëå-
öèè òðàíñãåíà (Collick et al., 1994).

Êàðòèðîâàíèå Sat-òðàíñãåíà ñ ïîìîùüþ ñîâìåùåíèÿ
äèôôåðåíöèàëüíîãî G-îêðàøèâàíèÿ ìåòàôàçíûõ õðîìî-
ñîì êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà (22 ìåòàôàçíûå ïëàñòèíêè) è
ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ïîêàçàëî, ÷òî ÷ó-
æåðîäíûé ñàòåëëèò ëîêàëèçîâàí â èíòåðñòèöèàëüíîé îá-
ëàñòè õðîìîñîìû 12 (12Ñ1—Ñ2) âáëèçè ïðîòÿæåííîãî
ãåòåðîõðîìàòèíîâîãî áëîêà (ðèñ. 3, à, â, ã). Îêðàøèâàíèå

ñ ïîìîùüþ DAPI ïîêàçàëî ëîêàëèçàöèþ ãèáðèäèçàöèîí-
íîãî ñèãíàëà íà ïåðèôåðèè èíòåðôàçíûõ ÿäåð (ðèñ. 4, à)
è âíå ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ áëîêîâ êàê â èíòåðôàçíûõ ÿä-
ðàõ, òàê è íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîìàõ (ðèñ. 3, á; 4, á), ÷òî
óêàçûâàåò íà îòñóòñòâèå ãåòåðîõðîìàòèíèçàöèè êàê ñà-
ìîãî ÷óæåðîäíîãî ñàòåëëèòà, òàê è ïðèëåãàþùèõ ê íåìó
õðîìîñîìíûõ ðàéîíîâ.

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ïî ðåçóëüòàòàì êîìïüþòåð-
íîãî àíàëèçà â îáëàñòè ïðåäïîëàãàåìîé èíòåãðàöèè Sat
ðàñïîëîæåíû ãåí PAX9, ïðèíàäëåæàùèé ñåìåéñòâó ÐÀÕ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ïðèíèìàþùèõ àêòèâíîå
ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè ñêåëåòà è äðóãèõ îðãàíîâ â ýìá-
ðèîãåíåçå (Rodrigo et al., 2003), è êîäèðóþùàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ÄÍÊ, ïîäîáíàÿ ñóïðåññîðó ìåòàñòàçîâ ðàêà
ìîëî÷íîé æåëåçû (breast cancer metastasis suppressor) —
BRMS1L (Meehan, Welch, 2003). Â íàøåì ñëó÷àå ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü âëèÿíèå òðàíñãåííîé èíñåðöèè Sat íà ýê-
ñïðåññèþ ãåíîâ Pax 9 è Brms 1l â ñâÿçè ñ ïîâûøåííîé
÷àñòîòîé âîçíèêíîâåíèÿ îïóõîëè ìîëî÷íîé æåëåçû ó
òðàíññàòåëëèòíûõ ñàìîê. Èçâåñòíî, ÷òî íåðåãóëèðóåìàÿ
ýêñïðåññèÿ èëè ìóòàöèè ãåíîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ìîðôî-
ãåíåç âî âðåìÿ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, è îíêîñóïðåñ-
ñîðîâ, èãðàåò âàæíóþ ðîëü â âîçíèêíîâåíèè îïóõîëåé
(Samant et al., 2002; Meehan, Welch, 2003). Òàê, äëÿ áîëü-
øèíñòâà ñëó÷àåâ èíâàçèâíûõ êàðöèíîì è ýïèòåëèàëüíûõ
äèñïëàçèé áûëî ïîêàçàíî ñíèæåíèå èëè ïîëíîå îòñóòñò-
âèå ýêñïðåññèè Pax 9 (Gerber et al., 2002). Êðîìå òîãî, â
ñóáòåëîìåðíîé îáëàñòè õðîìîñîìû 12 íàõîäèòñÿ êëàñ-
òåð ìàëîèçó÷åííûõ èìïðèíòèðîâàííûõ ãåíîâ, âëèÿþ-
ùèõ íà æèçíåñïîñîáíîñòü, ðåãóëÿöèþ ïðåíàòàëüíîãî ðî-
ñòà è ôîðìèðîâàíèå ìåçîäåðìàëüíûõ è ïðîèñõîäÿùèõ èç
êëåòîê íåðâíîãî ãðåáíÿ êëåòî÷íûõ ïóëîâ (Georgiades
et al., 2000; Croteau et al ., 2002). ×àñòî òðàíñãåííàÿ èí-
ñåðöèÿ â èìïðèíòèðîâàííûé ðàéîí âûçûâàåò çàâèñèìîå
îò ïîëà ðîäèòåëÿ íàñëåäîâàíèå òðàíñãåíà è âûçâàííûõ
èì ýôôåêòîâ. Ïðè÷åì â òàêèõ ñëó÷àÿõ òðóäíî îïðåäå-
ëèòü, âëèÿåò ëè èíñåðöèÿ íà èìïðèíòèðîâàííûå ãåíû
èëè æå, íàîáîðîò, çàâèñèìûå îò ïîëà ðîäèòåëÿ ýôôåêòû
âûçûâàþòñÿ èìïðèíòèðîâàíèåì òðàíñãåííîé èíñåðöèè
(Georgiades et al., 2000). Íàáëþäàåìûé íàìè ïîëîæè-
òåëüíûé «áàáóøêèí ýôôåêò» ïðè íàñëåäîâàíèè Sat óêà-
çûâàåò íà ïîäîáíûé èìïðèíòèðîâàííîìó õàðàêòåð íà-
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Ðèñ. 4. Ëîêàëèçàöèÿ Sat-òðàíñãåíà â èíòåðôàçíîì ÿäðå òðàíñãåííîé ìûøè F3 ¹ 16 ïîñëå ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ.

Êðàñíûé öâåò — êðàñèòåëü ïðîïèäèóì èîäèä (à), ñèíèé — êðàñèòåëü DAPI (á). Äåòåêöèÿ ãèáðèäèçàöèîííîãî ñèãíàëà ñòðåïòàâèäèí-FITC — çåëåíûé
(à) è êðàñíûé (á) öâåòà. Ñòðåëêîé óêàçàí ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë. 1200�.



ñëåäîâàíèÿ Sat-èíñåðöèè è íå èñêëþ÷àåò åå âëèÿíèÿ íà
èìïðèíòèðîâàííûå ãåíû õðîìîñîìû 12. Â ïîëüçó ïî-
ñëåäíåãî òàêæå ãîâîðÿò ïðåäïîëîæåíèÿ î ðîëè íàðóøå-
íèÿ ýêñïðåññèè îòöîâñêèõ àëëåëåé èìïðèíòèðîâàííûõ
ãåíîâ â èçìåíåíèè ñîöèàëüíîãî ïîâåäåíèÿ ìûøåé, îñî-
áåííî ìàòåðèíñêîé çàáîòû î ïîòîìñòâå (Lefebvre et al.,
1998; Li et al., 1999; Walter, Paulsen, 2003), à òàêæå è îïè-
ñàííûå íàìè ðåãóëÿðíûå ñëó÷àè êàííèáàëèçìà ó Sat-ìà-
òåðåé.

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, èçâåñòíû åùå äâå òðàíñãåí-
íûå èíñåðöèè â õðîìîñîìó 12 ìûøè ñ íàðóøåíèÿìè, âîç-
íèêàþùèìè â çàâèñèìîñòè îò ïîëà ðîäèòåëÿ. Â ïåðâîì
ñëó÷àå ïðîêñèìàëüíàÿ èíñåðöèÿ â ðàéîí 29ñÌ è äèñòàëü-
íàÿ â áýíä Â3 ïðèâîäèëè ê âîçíèêíîâåíèþ ìóòàöèè àêðî-
äèñïëàçèè (Adp). Adp ìûøè áûëè æèçíåñïîñîáíûìè, íî
èìåëè íàðóøåíèÿ (óðîäñòâà) â ôîðìèðîâàíèè ïîçâîíî÷-
íèêà, ÷åðåïà è êîíå÷íîñòåé ñ âàðèàáåëüíîé ýêñïðåññèâíî-
ñòüþ è íåïîëíîé ïåíåòðàíòíîñòüþ ïðè íàñëåäîâàíèè îò
ñàìöà (DeLoia, Solter, 1990; Watanabe et al., 1994).

Âî âòîðîì ñëó÷àå èíñåðöèÿ òðàíñãåíà LacZ â áîëåå
äèñòàëüíûé ðàéîí õðîìîñîìû 12 òàêæå âûçûâàëà çàâè-
ñèìûå îò ïîëà ðîäèòåëÿ ýôôåêòû (Schuster-Gossler et al.,
1996). Ðåçóëüòàòîì èíñåðöèè ÿâëÿëîñü æèçíåñïîñîáíîå,
îòñòàþùåå â ðîñòå ïîòîìñòâî ïðè íàñëåäîâàíèè îò ñàì-
öà. Äàííûé òðàíñãåí âñòðàèâàëñÿ ðÿäîì ñ ãåíîì Gtl 2,
êîäèðóþùèì ìíîæåñòâåííûå àëüòåðíàòèâíî ñïëàéñèðó-
þùèåñÿ òðàíñêðèïòû (Schuster-Gossler et al., 1996; Taka-
da et al., 2002).

Â íàøåì ñëó÷àå âñòðîåííàÿ ÷óæåðîäíàÿ ñàòåëëèòíàÿ
ÄÍÊ õàðàêòåðèçîâàëàñü íåñòàáèëüíûì ïîâåäåíèåì ïðè
ìåæãåíåðàöèîííîé ïåðåäà÷å â ïÿòè ïîêîëåíèÿõ òðàíñ-
ãåííûõ ìûøåé. Ïðåîáëàäàþùèé íèçêèé óðîâåíü ìåòè-
ëèðîâàíèÿ Sat-òðàíñãåíà ñîîòâåòñòâîâàë åãî íåñòàáèëü-
íîñòè. Êðîìå òîãî, èíñåðöèÿ ÷óæåðîäíîé ñàòåëëèòíîé
ÄÍÊ ïðèâîäèëà ê âîçíèêíîâåíèþ îïóõîëåé ìîëî÷íîé
æåëåçû ó òðàíñãåííûõ ñàìîê. Ó÷èòûâàÿ èíòåãðàöèþ Sat
â èíòåðñòèöèàëüíóþ îáëàñòü õðîìîñîìû 12 ìûøè, ñî-
äåðæàùóþ ãåíû Pax 9 è Brms 1l, ñíèæåíèå èëè ïîëíîå
îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè êîòîðûõ ïðèâîäèò ê îïóõîëåîá-
ðàçîâàíèþ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü íåãàòèâíîå âëèÿíèå
Sat íà ýêñïðåññèþ ýòèõ ãåíîâ.

Â öåëîì íàáëþäàåìûå íàìè ìíîæåñòâåííûå ýôôåê-
òû ó òðàíñãåííûõ ñàìîê íåçàâèñèìî îò ïîëà ðîäèòåëÿ,
âûçâàííûå Sat-èíñåðöèåé, íàõîäÿùåéñÿ â ãåìèçèãîòíîì
ñîñòîÿíèè, óêàçûâàþò íà âîçìîæíóþ ìîíîàëëåëüíóþ ýê-
ñïðåññèþ äàííîãî õðîìîñîìíîãî ðàéîíà. Âûÿñíåíèå ïðè-
÷èí è âçàèìîñâÿçè îïèñàííûõ ýôôåêòîâ ó Sat-òðàíñãåí-
íûõ ìûøåé òðåáóåò äàëüíåéøåãî ìîëåêóëÿðíîãî èçó÷å-
íèÿ ñàéòà èíòåãðàöèè è âëèÿíèÿ òðàíñãåíà íà ýêñïðåñ-
ñèþ áëèçëåæàùèõ ãåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48169).
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TRANSGENERATIONAL TRANSMISSION OF BOVINE SATELLITE DNA IN TRANSGENIC MICE
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Genetical, cytogenetical and molecular analysis was made for 5 generations of mice transgenic for bovine
satellite DNA (Sat). In all cases transgenic mice were generated by crosses of transgenic males and females with
normal (CBA � C57Bl) mice. No abnormalities in the founder development were noticed. A normal (near
50 %) ratio of transgenic and nontransgenic offsprings was observed in blastocysts. However, profound diffe-
rences occurred in the rate of transgene bearing offsprings, depending on the sex of grandparents rather than of
parents. The grandfather Sat transmission resulted in the appearance of 0—52.4 % transgenic grandchildren,
whereas the grandmother transmission ended in the theoretically expected rate. This means that stabilization of
transsatellite took place upon the female germ line transmission (a positive grandmother effect). It is essential
that in hemizygous transsatellite mice Sat integration led to the occurrence of mammary tumors, inflammation
of uterine horns, and infringement of mother care of transgenic females. Simultaneous FISH and G-banding sho-
wed Sat to be localized in the internal region of chromosome 12 near Pax 9 and Brms 11 genes. Commonly, the-
se genes are implicated in tumorigenesis as their expression decreases. Thus, a kind of silencing effect of these
genes’ expression may be supposed.
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