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Òðîôýêòîäåðìà (ÒÝ) áëàñòîöèñòû ÿâëÿåòñÿ ïåðâîé ýïèòåëèàëüíîé òêàíüþ, âîçíèêàþùåé ïðè ðàçâè-
òèè ìëåêîïèòàþùèõ, è âûïîëíÿåò ñèãíàëüíóþ è ïèòàòåëüíóþ ôóíêöèè â ïåðèîä äîèìïëàíòàöèîííîãî
ðàçâèòèÿ ìëåêîïèòàþùèõ. Êðîìå òîãî, ÒÝ îáåñïå÷èâàåò èìïëàíòàöèþ ýìáðèîíà â ñòåíêó ìàòêè è äàåò
íà÷àëî ýêñòðàýìáðèîíàëüíûì òêàíÿì, íåîáõîäèìûì äëÿ çàêëàäêè îñåé è ðîñòà ýìáðèîíà ïîñëå èìïëàí-
òàöèè. Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÒÝ ìûøè õîòÿ ñàìà ïî ñåáå è ÿâëÿåòñÿ ïåðìèññèâíîé äëÿ ëåí-
òèâèðóñíîé èíôåêöèè, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íå ïðîíèöàåìûé äëÿ âèðóñíûõ ÷àñòèö ôèçè÷åñêèé áàðüåð,
ïðåäîõðàíÿþùèé êëåòêè âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû (ÂÊÌ) îò çàðàæåíèÿ. Äàííîå ñâîéñòâî ëåíòèâè-
ðóñîâ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äëÿ òêàíåñïåöèôè÷íîé ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè è èìåòü âàæíîå ïðè-
ìåíåíèå â ôóíêöèîíàëüíîé ãåíåòèêå ìûøè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: ëåíòèâèðóñíûé âåêòîð, òðîôýêòîäåðìà, ïëàöåíòà, áëàñòîöèñòà, òðàíñãåíåç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÂÊÌ — âíóòðåííÿÿ êëåòî÷íàÿ ìàññà, äïî — äíåé ïîñëå îïëîäîòâîðå-
íèÿ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÏÝê — ïåðâè÷íàÿ ýêòîäåðìà, ÏÝí — ïåðâè÷íàÿ ýíäîäåðìà,
ïÒÝ — ïîëÿðíàÿ òðîôýòîäåðìà, ïñÒÝ — ïðèñòåíî÷íàÿ òðîôýêòîäåðìà, ÒÝ — òðîôýòîäåðìà, GFP — gre-
en fluorescent protein, hCG — human chorionic gonadotropin, Hprt — hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase, PMS — pregnant mare serum.

Ýïèòåëèé è ýíäîòåëèé ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà èã-
ðàþò âàæíóþ ðîëü â êîìïàðòìåíòàëèçàöèè òåëà, òðàíñïîð-
òå æèäêîñòè è çàùèòå îò ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ îêðóæà-
þùåé ñðåäû è ïàòîãåííûõ îðãàíèçìîâ. Âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ
ïîòåðÿ öåëîñòíîñòè ýïèòåëèàëüíîé è ýíäîòåëèàëüíîé òêà-
íåé ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé ñåðüåçíûõ çàáîëåâàíèé ó ÷åëî-
âåêà (Tucker, Compans, 1993; Mullin et al., 2005).

Â ðàííåì ýìáðèîãåíåçå ìûøè îïëîäîòâîðåííûé
îîöèò ïîñëåäîâàòåëüíî äðîáèòñÿ, è ÷åðåç 2.5 äíÿ ïîñëå
îïëîäîòâîðåíèÿ (äïî) ôîðìèðóåòñÿ 8-êëåòî÷íûé ýìáðè-
îí, êîòîðûé ïîäâåðãàåòñÿ êîìïàêòèçàöèè — ïðîöåññó
óñèëåíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé, çàâèñÿùåìó îò
òðàíñìåìáðàííîãî áåëêà Å-êàäåðèíà (De Vries et al.,
2004). Äàëåå ôîðìèðóåòñÿ 32-êëåòî÷íàÿ ìîðóëà, è êëåòêè
âíåøíåãî ñëîÿ ìîðóëû ïðèîáðåòàþò ýïèòåëèàëüíûå õà-
ðàêòåðèñòèêè, â ÷àñòíîñòè ïëîòíûå ìåæêëåòî÷íûå êîí-
òàêòû. Ïðèáëèçèòåëüíî ê 3.5 äïî ýòè êëåòêè ôîðìèðóþò
òðîôýêòîäåðìó (ÒÝ), êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíî-
êëåòî÷íûé ýïèòåëèàëüíûé ñëîé, îêðóæàþùèé çàïîëíåí-
íóþ æèäêîñòüþ ïîëîñòü (áëàñòîöåëü), è âíóòðåííþþ êëå-
òî÷íóþ ìàññó (ÂÊÌ), ïðèëåãàþùóþ ê ÒÝ ñî ñòîðîíû áëà-
ñòîöåëÿ. ×åðåç 4.5 äïî êëåòêè ÂÊÌ äèôôåðåíöèðóþòñÿ â
ïåðâè÷íóþ ýêòîäåðìó (ÏÝí) è ïåðâè÷íóþ ýíäîäåðìó
(ÏÝí), êîòîðàÿ ïîêðûâàåò ÏÝê è îòäåëÿåò åãî îò ïðîäîë-
æàþùåãî óâåëè÷èâàòüñÿ áëàñòîöåëÿ (Hogan, 1994).

Ïîñêîëüêó ÒÝ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ýïèòåëèé, ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îíà ìîæåò áûòü íåïðîíèöàåìîé äëÿ

âèðóñíûõ ÷àñòèö. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðèìåðå ìîäè-
ôèöèðîâàííîãî ëåíòèâèðóñà ìû äîêàçàëè îáîñíîâàííîñòü
òàêîãî ïðåäïîëîæåíèÿ è îáðèñîâàëè âîçìîæíûå ñôåðû
ïðèëîæåíèÿ ýòîãî íàáëþäåíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ó ï à ê î â ê à ë å í ò è â è ð ó ñ í û õ ÷ à ñ ò è ö. Êëåòêè ëè-
íèè 293Ò òðàíñôèöèðîâàëè LVTHM (20 ìêã), pMD2G
(5 ìêã) è óïàêîâî÷íîé pCMV-dR8.74psPAX2 (5 ìêã) ïëàç-
ìèäàìè ïðè ïîìîùè êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ìåòîäà.
LVTHM ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðåïëèêàöèîííî íåàêòèâíûé
ëåíòèâèðóñ, ñêîíñòðóèðîâàííûé íà îñíîâå âèðóñà èììó-
íîäåôèöèòà ÷åëîâåêà è ýêñïðåññèðóþùèé ìàðêåðíûé áå-
ëîê GFP (Wiznerowicz, Trono, 2003). Ëåíòèâèðóñ èç ñó-
ïåðíàòàíòà êëåòîê êîíöåíòðèðîâàëè óëüòðàöåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì, çàìîðàæèâàëè â àëèêâîòàõ ïðè –80 °Ñ, à çàòåì
òèòðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê 293Ò ïî îïèñàííîé
ìåòîäèêå (Wiznerowicz, Trono, 2003).

È í ô è ö è ð î â à í è å è ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ó 4—6-íåäå-
ëüíûõ ñàìîê ìûøåé ëèíèè C57Bl6 èëè FVB èíäóöèðîâà-
ëè ñóïåðîâóëÿöèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì PMS è hCG (Hogan,
1994) è ñïàðèâàëè ñ ñàìöàìè òåõ æå ëèíèé. Çà 0 äïî ïðè-
íèìàëè ïîëíî÷ü ñóòîê íà÷àëà ñïàðèâàíèÿ. Îá óñïåøíîì
ñïàðèâàíèè ñóäèëè ïî íàëè÷èþ âàãèíàëüíûõ ïðîáîê
(0.5 äïî). 4-êëåòî÷íûå ýìáðèîíû (1.5 äïî) âûìûâàëè èç
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ÿéöåâîäà â ñðåäå Ì2 (Sigma, Europe), à áëàñòîöèñòû
(3.5 äïî) — èç ìàòêè, ñëåäóÿ èçâåñòíîé ïðîöåäóðå (Ho-
gan, 1994). Zona pellucida óäàëÿëè, ïîìåùàÿ ýìáðèîíû â
êèñëûé ðàñòâîð Òèðîäà íà 2—3 ìèí. Ýìáðèîíû ïðîìûâà-
ëè â ñðåäå Ì2 è èíêóáèðîâàëè ïîä ìèíåðàëüíûì ìàñëîì
(Fluka, Europe) â òå÷åíèå íî÷è (37 °Ñ, 5 % CO2) â êàïëÿõ
ñðåäû KSOM (Specialty Media, ÑØÀ), ñîäåðæàùèõ óïàêî-
âàííûé âèðóñ LVTHM â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
(0.1—1.0)�107 òðàíñôîðìèðóþùèõ åä. /ìë. Ïîñëå èíôåê-
öèè ýìáðèîíû ïåðåíîñèëè â ñâåæóþ ñðåäó KSOM, ïî-
ìåùåííóþ â âèäå êàïåëü ïîä ìèíåðàëüíûì ìàñëîì, êóëü-
òèâèðîâàëè (37 °Ñ, 5 % CO2) äî 4.5 äïî, à çàòåì ôèêñè-
ðîâàëè 5—10 ìèí â 4%-íîì ïàðàôîðìàëüäåãèäå ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è àíàëèçèðîâàëè íà êîíôîêàëü-
íîì ìèêðîñêîïå Leica PS2. Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè
LVTHM-êîäèðóåìîãî GFP ïîñëå èìïëàíòàöèè 4—8-êëå-
òî÷íûå ýìáðèîíû èíêóáèðîâàëè ñ LVTHM â òå÷åíèå
íî÷è, à ïî äîñòèæåíèè 3.5 äïî ïîäñàæèâàëè â ìàòêè ïñåâ-
äîáåðåìåííûõ ñàìîê ëèíèè NMRI, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòà-
äèè 2.5 äïî ïîñëå ñïàðèâàíèÿ ñî ñòåðèëüíûìè ñàìöà-
ìè òîé æå ëèíèè. Â òî æå âðåìÿ áëàñòîöèñòû íà ñòà-
äèè 3.5 äïî èíêóáèðîâàëè ñ LVTHM òîëüêî 3—4 ÷ è
ïîäñàæèâàëè â òîò æå äåíü ïñåâäîáåðåìåííûì ñàìêàì.
Êàê áûëî óñòàíîâëåíî ïðè àíàëèçå ïðîèçâîäíûõ ÒÝ íà
ñòàäèè 10.5 äïî, òàêîé êîðîòêîé èíêóáàöèè áûëî äîñòà-
òî÷íî äëÿ ýôôåêòèâíîé òðàíñäóêöèè. Ýìáðèîíû, âíåçà-
ðîäûøåâûå ìåìáðàíû è ïëàöåíòó âûðåçàëè íà ñòàäèè
10.5 èëè 18.5 äïî, ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ïàðàôîðìàëüäå-
ãèäå â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è àíà-
ëèçèðîâàëè íà ôëóîðåñöåíòíîì ñòåðåîìèêðîñêîïå Leica
MZ 16 FA, èñïîëüçóÿ íàáîð îïòè÷åñêèõ ôèëüòðîâ äëÿ
GFP.

Ï Ö Ð - ã å í î ò è ï è ð î â à í è å. Òêàíü ýìáðèîíà ïëàöåí-
òû ïîìåùàëè â ÄÍÊ-ýêñòðàãèðóþùèé áóôåð (20 ìÌ Tris,
pH 7.5, 100 ìÌ NaCl, 100 ìÌ EDTA, pH 8.0, 0.5% SDS è
0.2 ìã/ìë ïðîòåèíàçû K) è èíêóáèðîâàëè ïðè 60 °Ñ â òå-
÷åíèå íî÷è ïðè èíòåíñèâíîì âñòðÿõèâàíèè. Ïðîòåèíàçó
K èíàêòèâèðîâàëè ïóòåì ïðîãðåâà ïðîá ïðè 96 °Ñ â òå÷å-
íèå 15 ìèí. 1 ìêë ýòîé ñìåñè áðàëè äëÿ ïðîâåäåíèÿ ñòàí-
äàðòíîé ÏÖÐ ñ âûáðàííûìè ïàðàìåòðàìè àìïëèôèêà-
öèè (1 öèêë: 95 °Ñ, 5 ìèí; 35 öèêëîâ: 95 °Ñ, 30 ñ/58 °Ñ,
30 ñ/72 °Ñ, 1 ìèí; 1 öèêë: 72 °Ñ, 10 ìèí). Â àìïëèôèêàöèè
èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû äëÿ GFP (5�-GCAAGCTGACCC-
TGAAGTTCATC-3� è 5�-TCACCTTGATGCCGTTCTTC
TG-3�) è äëÿ íîðìàëèçàöèè, íà îäèí èç ýêçîíîâ ãåíà Hprt
(5�-GCAAATACGAGGAGTCCTGTTGATG3�è 5�-CCAC-
TGAGCAAAACCTCTTAGATGC-3�). Ïðîäóêòû ÏÖÐ ðàç-
äåëÿëè â 1.2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Ðåçóëüòàòû

Ïîñêîëüêó ÒÝ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ýïèòåëèé, ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îíà ìîæåò áûòü íå ïðîíèöàåìîé äëÿ
âèðóñíûõ ÷àñòèö. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû
èñïîëüçîâàëè ëåíòèâèðóñ LVTHM, ýêñïðåññèðóþùèé
ìàðêåðíûé áåëîê GFP (Wiznerowicz, Trono, 2003), ÷òî ïî-
çâîëèëî íàïðÿìóþ îòñëåæèâàòü çàðàæåííûå êëåòêè (ñì.
ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Âèðóñ èíêóáèðîâàëè
ëèáî ñ 4—8-êëåòî÷íûìè ýìáðèîíàìè (1.5—2.5 äïî), â êî-
òîðûõ åùå íå ïðîèçîøëî êîìïàêòèçàöèè, ëèáî ñ ýìáðèî-
íàìè íà ñòàäèè ðàííåé áëàñòîöèñòû (3.5 äïî), êîòîðûå
ïðîøëè êîìïàêòèçàöèþ è èìåëè ÷åòêî ðàçëè÷èìûé áëàñ-
òîöåëü. Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ óñïåøíîé âèðóñíîé
èíôåêöèè ÿâëÿëîñü ïðåäâàðèòåëüíîå óäàëåíèå zona pellu-

cida, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îïóáëèêîâàííûìè ðàíåå äàííûìè
äðóãèõ àâòîðîâ (Pfeifer et al., 2002).

Ýìáðèîíû, èíôèöèðîâàííûå LVTHM, àíàëèçèðîâàëè
íà ñòàäèè 4.5 äïî íà ïðåäìåò ýêñïðåññèè â íèõ GFP ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Â ýìáðèîíàõ,
èíôèöèðîâàííûõ íà ñòàäèè ðàííåé áëàñòîöèñòû, ýêñïðåñ-
ñèþ GFP îáíàðóæèâàëè èñêëþ÷èòåëüíî â ïîëÿðíîé ÷àñòè
ÒÝ (ïÒÝ), êîíòàêòèðóþùåé ñ ÂÊÌ, è â ïðèñòåíî÷íîé ÒÝ
(ïñÒÝ). Ñâå÷åíèÿ GFP â ÏÝê èëè ÏÝí íèêîãäà íå íàáëþ-
äàëè ïðè äàííîì ñïîñîáå çàðàæåíèÿ (ðèñ. 1, à). Ìû ïðîà-
íàëèçèðîâàëè òàêèì ñïîñîáîì îêîëî 150 ýìáðèîíîâ è íè
â îäíîì ñëó÷àå íå íàáëþäàëè ýêñïðåññèè GFP âíå ñëîÿ
ÒÝ. Íàïðîòèâ, â ýìáðèîíàõ, èíôèöèðîâàííûõ íà ñòàäèè
4—8 ëåòîê, ýêñïðåññèþ GFP íàáëþäàëè âî âñåõ êëåòêàõ
ýìáðèîíà (ðèñ. 1, á). Ïðèâåäåííûå äàííûå óáåæäàþò â îò-
ñóòñòâèè ñïîíòàííîé èíàêòèâàöèè èíòåãðèðîâàííîãî â
ýìáðèîíàëüíûé ãåíîì ëåíòèâèðóñà â êëåòêàõ ÏÝê èëè
ÏÝí. Îòñóòñòâèå íàïðàâëåííîé òêàíåñïåöèôè÷íîé èíàê-
òèâàöèè (ñàéëåíñèíãà) ãåíîâ, ïðèâíåñåííûõ â ãåíîì ëåí-
òèâèðóñîì, â ÷àñòíîñòè â ýìáðèîíàëüíûõ è âíåýìáðèî-
íàëüíûõ òêàíÿõ, âêëþ÷àÿ ÏÝê èëè ÏÝí, áûëî îïèñàíî ðà-
íåå äðóãèìè àâòîðàìè (Pfeifer et al., 2002).

Ïîñëå èìïëàíòàöèè ïÒÝ ïðîäîëæàåò ïðîëèôåðèðî-
âàòü è ôîðìèðóåò âíåýìáðèîíàëüíóþ ýêòîäåðìó è ýêòîï-
ëàöåíòàðíûé êîíóñ. Â õîäå äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ ýòè
êëåòêè äàþò íà÷àëî ãóá÷àòîìó è ëàáèðèíòíîìó îòäåëàì
ïëàöåíòû. Êëåòêè ïñÒÝ ïðåêðàùàþò ïðîëèôåðèðîâàòü è
ïðåâðàùàþòñÿ â ïîëèïëîèäíûå ãèãàíòñêèå êëåòêè òðî-
ôîáëàñòà, ëîêàëèçîâàííûå íà âíåøíåé ñòîðîíå Ðàéõåð-
òîâîé ìåìáðàíû. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîñëåäèòü ñóäüáó
çàðàæåííûõ LVTHM êëåòîê ïîñëå èìïëàíòàöèè, ýìáðèî-
íû, èíôèöèðîâàííûå íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äîèìïëàíòàöè-
îííîãî ðàçâèòèÿ, áûëè ïîäñàæåíû ïñåâäîáåðåìåííûì
ñàìêàì. Ýìáðèîíàëüíûå è ïëàöåíòàðíûå òêàíè áûëè ïðî-
àíàëèçèðîâàíû íà ñòàäèè 10.5 äïî. Êàê è îæèäàëîñü ïî
ðåçóëüòàòàì, ïîëó÷åííûì in vitro, ýêñïðåññèþ GFP â ýìá-
ðèîíàõ, çàðàæåííûõ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû, îáíàðóæèâà-
ëè èñêëþ÷èòåëüíî â ïðîèçâîäíûõ ÒÝ, à èìåííî â ãèãàíò-
ñêèõ êëåòêàõ òðîôîáëàñòà íà ïîâåðõíîñòè Ðàéõåðòîâîé
ìåìáðàíû (äàííûå íå ïîêàçàíû), à òàêæå â ëàáèðèíòíîì è
ãóá÷àòîì îòäåëàõ ïëàöåíòû (ðèñ. 1, ä). Âñåãî áûëî ïðîà-
íàëèçèðîâàíî 40 ýìáðèîíîâ, èíôèöèðîâàííûõ íà ñòàäèè
áëàñòîöèñòû. Â 25 èç íèõ (62 %) íàáëþäàëè ýêñïðåññèþ
GFP, ïðè÷åì èñêëþ÷èòåëüíî â òêàíÿõ ïëàöåíòû è(èëè)
íà Ðàéõåðòîâîé ìåìáðàíå. Ïëàöåíòà íà äàííîé ñòàäèè
ðàçâèòèÿ (10.5 äïî) ñîñòîèò èç êëåòîê, ïðîèñõîäÿùèõ êàê
èç òðîôîáëàñòà (ïîòîìêîâ ÒÝ), òàê è èç ìåçîäåðìû àëëàí-
òîèñà, âåäóùåé ñâîå íà÷àëî îò ÏÝê. Îäíàêî îòñóòñòâèå
ýêñïðåññèè GFP íåïîñðåäñòâåííî â òêàíÿõ ñàìîãî ýìáðè-
îíà è àëëàíòîèñà óáåæäàåò â òîì, ÷òî GFP-ïîçèòèâíûå
êëåòêè â ïëàöåíòå èñêëþ÷èòåëüíî òðîôîáëàñòíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ. Ñ ïðèâåäåííûìè äàííûìè ñîãëàñóþòñÿ
è äàííûå àíàëèçà ïîäñàæåííûõ ïñåâäîáåðåìåííûì ñàì-
êàì ýìáðèîíîâ, çàðàæåííûõ ëåíòèâèðóñîì íà ñòàäèè
4—8 êëåòîê. Â ýòèõ ýìáðèîíàõ ýêñïðåññèÿ GFP îáíàðó-
æèâàëàñü êàê â ïëàöåíòå, òàê è â êëåòêàõ ñàìèõ ýìáðèî-
íîâ (ðèñ. 1, å). Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò îá îòñóòñòâèè òêàíåñïåöèôè÷íîé èíàêòèâàöèè âè-
ðóñíûõ ãåíîâ â ýìáðèîíàëüíûõ òêàíÿõ, ïðîèñõîäÿùèõ èç
ÂÊÌ.

Äàëåå ìû ïðîâåëè àíàëèç çàðàæåííûõ ýìáðèîíîâ íà
ïîçäíèõ ñðîêàõ áåðåìåííîñòè. Ðàííèå áëàñòîöèñòû
(3.5 äïî) èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ñ LVTHM è ïîäñà-
æèâàëè â ìàòêè ðåöèïèåíòíûõ ñàìîê ïî âûøåïðèâåäåí-
íîé ñõåìå. Âî-ïåðâûõ, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ
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Ðèñ. 1. Ñåëåêòèâíîå çàðàæåíèå ìûøèíîé òðîôýêòîäåðìû (ÒÝ) è åå ïðîèçâîäíûõ ëåíòèâèðóñîì.

Êîíôîêàëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè GFP â ïîçäíèõ áëàñòîöèñòàõ (4.5 äïî), çàðàæåííûõ LVTHM íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ. à — çàðàæåíèå íà ñòàäèè
ðàííåé áëàñòîöèñòû (3.5 äïî); á — çàðàæåíèå íà ñòàäèè 4—8 áëàñòîìåðîâ (1.5—2.5 äïî); â — íåçàðàæåííûå ýìáðèîíû, ïîêàçàííûå â êà÷åñòâå íåãà-
òèâíîãî êîíòðîëÿ; äëÿ ïîñòèìïëàíòàöèîííîãî àíàëèçà ýìáðèîíû, çàðàæåííûå ëåíòèâèðóñîì íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ, ïîäñàæèâàëè ðåöèïèåíòíûì ñàìêàì
è àíàëèçèðîâàëè ÷åðåç 10.5 äïî ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî ñòåðåîìèêðîñêîïà; ã — çàðàæåíèå íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû; ä — çàðàæåíèå íà ñòà-
äèè 4—8 áëàñòîìåðîâ. Øòðèõîâàÿ áåëàÿ ëèíèÿ ïîêàçûâàåò ãðàíèöû ðàçëè÷íûõ òêàíåé; ïÒÝ — ïîëÿðíàÿ ÒÝ, nñÒÝ — ïðèñòåíî÷íàÿ ÒÝ, ÏÝí — ïåð-

âè÷íàÿ ýíäîäåðìà, ÏÝê — ïåðâè÷íàÿ ýêòîäåðìà, Ä — äåñèäóàëüíûé îòäåë ýíäîìåòðèÿ ìàòêè, Ý — ýìáðèîí, Ï — ïëàöåíòà, Æ — æåëòî÷íûé ìåøîê.
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Ðèñ. 2. Àíàëèç çàðàæåííûõ ýìáðèîíîâ ìûøè íà ïîçäíåé ñòàäèè áåðåìåííîñòè.

Ðàííèå áëàñòîöèñòû ìûøè (3.5 äïî) èíôèöèðîâàëè LVTHM, ïîäñàæèâàëè ðåöèïèåíòíûì ñàìêàì è àíàëèçèðîâàëè ÷åðåç 18.5 äïî. à — àíàëèç ýêñï-
ðåññèè GFP ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ñòåðåîìèêðîñêîïà; á — ÏÖÐ-àíàëèç (ãåíîòèïèðîâàíèå) ïëàöåíòû è äâóõ ýìáðèîíîâ (1, 2) ñ èñïîëüçîâàíèåì

ïðàéìåðîâ íà GFP è Hprt. Ý — ýìáðèîí, Ï — ïëàöåíòà.

Ðèñ. 3. Èëëþñòðàöèÿ âîçìîæíîãî ïðèìåíåíèÿ íåñïîñîáíîñòè âèðóñîâ ïðåîäîëåâàòü ÒÝ ðàííåé áëàñòîöèñòû.

à — ñïîñîá äîñòàâêè ìîäóëÿòîðîâ ãåííîé ýêñïðåññèè (êÄÍÊ èëè shRNA) â òðîôîáëàñò ïëàöåíòû ÷åðåç ñåëåêòèâíîå çàðàæåíèå ÒÝ (ÒÝ) ðåïëèêàöèîííî
íåàêòèâíûì ëåíòèâèðóñîì (ËÂ) íà ñòàäèè ðàííåé áëàñòîöèñòû; á — ìîäóëÿöèÿ ãåííîé ýêñïðåññèè â ñàìîì ýìáðèîíå, îñóùåñòâëÿåìàÿ ÷åðåç ïîýòàï-

íîå èíôèöèðîâàíèå äâóìÿ ëåíòèâèðóñàìè (ËÂ-1, ËÂ-2). Ý — ýìáðèîí, Ï — ïëàöåíòà. Áîëåå ïîäðîáíî ñì. â òåêñòå.



GFP ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåòñÿ â ïëàöåíòå ïî êðàéíåé
ìåðå äî 18.5 äïî, òîãäà êàê ñàì ýìáðèîí è âíåýìáðèî-
íàëüíûå ìåìáðàíû (àìíèîí è æåëòî÷íûé ìåøîê), ïðîèñ-
õîäÿùèå èç ÂÊÌ áëàñòîöèñòû, GFP íå ýêñïðåññèðóþò
(ðèñ. 2, à). Ýòîò ðåçóëüòàò íàõîäèòñÿ â ñîãëàñèè ñ äàííû-
ìè àíàëèçà 10.5-äíåâíûõ ýìáðèîíîâ (ñì. âûøå). Îäíàêî
íàèáîëåå âàæíûì íàáëþäåíèåì ÿâèëîñü òî, ÷òî èíòåãðè-
ðîâàííûé LVTHM ïðèñóòñòâóåò òîëüêî â ãåíîìå ïëàöåí-
òû, íî íå ñàìîãî ýìáðèîíà (ðèñ. 2, á). Ýòî íàáëþäåíèå
îêîí÷àòåëüíî óáåæäàåò â òîì, ÷òî îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè
GFP â ýìáðèîíàõ, çàðàæåííûõ íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû, íå
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ýïèãåíåòè÷åñêîãî ñàéëåíñèíãà èí-
òåãðèðîâàííîãî ëåíòèâèðóñà, à ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì íå-
ñïîñîáíîñòè ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö ïðåîäîëåâàòü ÒÝ áëà-
ñòîöèñòû â ìîìåíò çàðàæåíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü ñòà-
áèëüíîé òðàíñäóêöèè äîèìïëàíòàöèîííûõ ýìáðèîíîâ
ìûøè ïðè ïîìîùè ëåíòèâèðóñîâ. Ïîäîáíûå äàííûå óæå
áûëè îïóáëèêîâàíû ðàíåå (Pfeifer et al., 2002), îäíàêî ïî-
êàçàííîå íàìè ñóùåñòâåííîå îòëè÷èå îò íèõ çàêëþ÷àåòñÿ â
òîì, ÷òî ÒÝ ìîæåò ñëóæèòü æåñòêèì áàðüåðîì äëÿ âèðóñ-
íûõ ÷àñòèö âñëåäñòâèå ýïèòåëèàëüíîé ïðèðîäû ýòîé òêà-
íè. Òàêèì îáðàçîì, ÒÝ ñïîñîáíà çàùèùàòü ÂÊÌ îò âèðóñ-
íîé èíôåêöèè. Äàëüíåéøåå ðàñïðîñòðàíåíèå LVTHM èç
ÒÝ íåâîçìîæíî, òàê êàê èñïîëüçóåìûé âèðóñ ðåïëèêàöè-
îííî íåàêòèâåí.

Íàáëþäàåìàÿ íàìè íåñïîñîáíîñòü ëåíòèâèðóñîâ ïðå-
îäîëåâàòü ÒÝ ñêîðåå âñåãî íå ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíîé äëÿ
ýòîé ãðóïïû âèðóñîâ, è, âåðîÿòíî, äðóãèå âèðóñû ìîãóò
âåñòè ñåáÿ ïîäîáíûì îáðàçîì. Íàïðèìåð, ìû ïðîâåëè
ñõîäíûå îïèñàííûì âûøå ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíè-
åì àäåíîâèðóñà 5 è ïîëó÷èëè òàêèå æå ðåçóëüòàòû, êàê è
ïðè èñïîëüçîâàíèè ëåíòèâèðóñà LVTHM (äàííûå íå
ïðåäñòàâëåíû).

Âîïðîñ î òîì, êàêèå èìåííî ìîëåêóëÿðíûå è êëåòî÷-
íûå êîìïîíåíòû ÒÝ ôîðìèðóþò íå ïðîíèöàåìûé äëÿ âè-
ðóñíûõ ÷àñòèö áàðüåð, îñòàåòñÿ çàäà÷åé áóäóùèõ èññëå-
äîâàíèé. Îäíàêî, âåðîÿòíî, îïîñðåäîâàííûå Å-êàäåðèíîì
ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû èëè ïëîòíûå êîíòàêòû (èëè òå è
äðóãèå) âíîñÿò ñâîé âêëàä â ñîçäàíèå ýòîãî áàðüåðà (De
Vries et al., 2004). Â ïîëüçó äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâè-
äåòåëüñòâóåò òîò ôàêò, ÷òî Å-êàäåðèí íåîáõîäèì äëÿ ïîä-
äåðæàíèÿ öåëîñòíîñòè ýïèòåëèÿ äûõàòåëüíûõ ïóòåé è èõ
çàùèòû îò àäåíîâèðóñíîé èíôåêöèè (Man et al., 2000).

Íàøè äàííûå î íåïðîíèöàåìîñòè ÒÝ äëÿ ðÿäà âèðó-
ñîâ ÿâëÿþòñÿ ìíîãîîáåùàþùèìè â ñâåòå âîçìîæíîé òêà-
íåñïåöèôè÷íîé ãåíåòè÷åñêîé ìàíèïóëÿöèè íà ìîäåëè ëà-
áîðàòîðíîé ìûøè, à âîçìîæíî, â ïåðñïåêòèâå è íà ÷åëî-
âåêå ïðè ãåííîé òåðàïèè ïëàöåíòàðíîé íåäîñòàòî÷íîñòè.
Íàïðèìåð, îñíîâàííûé íà âèðóñíîé èíôåêöèè ïîäõîä
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ çíà÷èòåëüíî ìåíåå òðóäîåìêîé àëüòåðíà-
òèâîé òåòðàïëîèäíîé àãðåãàöèè — ìåòîäó, øèðîêî èñïî-
ëüçóåìîìó äëÿ ãåíåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ôóíêöèé ãåíîâ
â ýìáðèîíå è ïëàöåíòå (Nagy et al., 1990; Tanaka et al.,
2001). Êàê ïîêàçàíî â íàñòîÿùåé ðàáîòå è ïðîèëëþñòðè-
ðîâàíî íà ðèñ. 3, à, ïóòåì çàðàæåíèÿ ýìáðèîíîâ íà ñòàäèè
áëàñòîöèñòû âèðóñîì, ýêñïðåññèðóþùèì èíòåðåñóþùóþ
êÄÍÊ èëè èíòåðôåðèðóþùóþ ÐÍÊ (êàê, íàïðèìåð, small
hairpin RNA — shRNA), ìîæíî äîáèâàòüñÿ ñåëåêòèâíîé
ýêñïðåññèè (êÄÍÊ) èëè, íàîáîðîò, ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè ÐÍÊ-ìèøåíè (shRNA) â òðîôîáëàñòíûõ òêàíÿõ ïëà-

öåíòû. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìåòîä ìîæåò áûòü àäàïòèðîâàí
äëÿ èçáèðàòåëüíîãî ìàíèïóëèðîâàíèÿ ýêñïðåññèåé ãåíîâ
â ÂÊÌ è åå ïðîèçâîäíûõ ñ ïðèìåíåíèåì äâóõøàãîâîãî
èíôèöèðîâàíèÿ (ðèñ. 3, á). Íàïðèìåð, ïðè ïîëó÷åíèè
òðàíñãåííûõ ìûøåé ýìáðèîíû ìîãóò áûòü ñíà÷àëà èíôè-
öèðîâàíû íà ñòàäèè 4—8 êëåòîê äëÿ äîñòàâêè èíòåðåñóþ-
ùåé êÄÍÊ âî âñå êëåòêè çàðîäûøà. Çàòåì, êîãäà ýìáðèî-
íû äîñòèãíóò ñòàäèè áëàñòîöèñòû, îíè çàðàæàþòñÿ óæå
shRNA-ýêñïðåññèðóþùèì âèðóñîì, ïîäàâëÿþùèì ýêñï-
ðåññèþ ýòîé êÄÍÊ èñêëþ÷èòåëüíî â ïëàöåíòå. Ñîîòâåòñò-
âåííî äëÿ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè â ïðîèçâîäíûõ ÂÊÌ â
ïåðâîì ðàóíäå ïðîâîäèòñÿ çàðàæåíèå shRNA-êîäèðóþ-
ùèì âèðóñîì, à âî âòîðîì — êÄÍÊ-êîäèðóþùèì âèðó-
ñîì, êîòîðûé áóäåò óäàëÿòü ýôôåêò ïåðâîãî âèðóñà â ÒÝ.
Åñòåñòâåííî, ÷òî ïðè îáîèõ ñöåíàðèÿõ shRNA áóäåò èí-
òåðôåðèðîâàòü íå òîëüêî ñ ÐÍÊ-ïðîäóêòîì òðàíñãåíà, íî
è ñ ìÐÍÊ, êîäèðóåìîé õîçÿéñêèì ãåíîìîì. Ýòîãî ýôôåê-
òà ïðè æåëàíèè ìîæíî èçáåãàòü çà ñ÷åò ñàéòíàïðàâëåííî-
ãî ìóòàãåíåçà ïî 3-ì ïîçèöèÿì â òðèïëåòíûõ êîäîíàõ â
ó÷àñòêå êÄÍÊ, êîìïëåìåíòàðíîì shRNA, ò. å. ïóòåì ââå-
äåíèÿ íîíñåíñ-ìóòàöèé. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî äîáèòüñÿ
òîãî, ÷òî shRNA áóäåò óçíàâàòü òîëüêî ýêçîãåííóþ
ìÐÍÊ.

Äàëüíåéøóþ ãèáêîñòü ðàññìàòðèâàåìîé ñèñòåìû òêà-
íåñïåöèôè÷íîé ìîäóëÿöèè ãåííîé ýêñïðåññèè ìîæåò
îáåñïå÷èâàòü äîïîëíèòåëüíîå èñïîëüçîâàíèå Tet-èíäóöè-
áåëüíîé ñèñòåìû. Äëÿ ëåíòèâèðóñíûõ âåêòîðîâ òàêàÿ âîç-
ìîæíîñòü áûëà ðàíåå îïèñàíà (Wiznerowicz, Trono, 2003).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Èíñòè-
òóòà öèòîëîãèè ñîîáùåñòâà Ìàêñà Ïëàíêà è ïðîãðàììû
ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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THE APPLICATION OF LENTIVIRAL VECTORS FOR TISSUE-SPECIFIC GENE MANIPULATIONS
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The trophectoderm (TE) of blastocysts, the first epithelium established in mammalian development, 1) pla-
ys signaling, supportive, and patterning functions during pre-implantation development, 2) ensures embryo imp-
lantation into the uterine wall, and 3) gives rise to extra-embryonic tissues essential for embryo patterning and
growth after implantation. We show that mouse TE, itself permissive to lentiviral (LV) infection, represents a
robust non-permeable physical barrier to the virus particles, thereby shielding the cells of the inner cell mass
(ICM) from viral infection. This LV feature will allow modulations of gene expression in a lineage-specific
manner, thus having significant applications in mouse functional genetics.

K e y w o r d s: lentiviral vector, trophectoderm, plascenta, blastocyst, transgenesis.
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