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Èññëåäîâàíèå äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé ìûøåé

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ðàçâèòèå in vitro çàðîäûøåé, â ïðîíóêëåóñû êîòîðûõ èíúåöèðîâà-
ëè êëîíèðîâàííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ñ ãåíîì çåëåíîãî áåëêà, ñ óñèëåííîé ôëóîðåñöåíöèåé (EGFP) ïîä
êîíòðîëåì ðàçíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ (ïðîìîòîðîâ, ýíõàíñåðîâ, ñòîï-ñèãíàëîâ è ò. ä.). Ïîêàçàíî,
÷òî âíå çàâèñèìîñòè îò îñîáåííîñòåé ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé ñàìà ïðîöåäóðà ìèêðîèíúåêöèé òîðìî-
çèò ðàçâèòèå. ×àñòü òðàíñãåííûõ çàðîäûøåé ìîæåò áëîêèðîâàòüñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äðîáëåíèÿ èëè ïðè
ôîðìèðîâàíèè ìîðóë è áëàñòîöèñò. Îáíàðóæåíî, ÷òî áîëüøèíñòâî òðàíñãåííûõ çàðîäûøåé ÿâëÿþòñÿ
ìîçàèêàìè. Ïðè ýòîì òðàíñãåííûå êëåòêè çà÷àñòóþ ïîïàäàþò â òðîôýêòîäåðìó, ò. å. íå âõîäÿò â ñîñòàâ
âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû, èç êîòîðîé ðàçâèâàþòñÿ òêàíè çàðîäûøà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: çàðîäûøè ìûøè, ãåí EGFP, òðàíñãåííûå çàðîäûøè, àêòèâàöèÿ çèãîòè÷åñêèõ
ãåíîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÑÍ — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ, ÝÄÒÀ —
Na2 ýòèëåíäèàìèí òåòðàóêñóñíîé êèñëîòû, EGFP — enhanced green fluorescence protein — áåëîê ñ óñè-
ëåííîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèåé, R26 — Rosa26.

Îïðåäåëåíèå ñóäüáû ìå÷åíûõ êëåòîê, ýêñïðåññèðó-
þùèõ ãåí çåëåíîãî áåëêà è åãî ðàçíîâèäíîñòè, ïîçâîëÿåò
ðåøàòü ðàçëè÷íûå àêòóàëüíûå áèîëîãè÷åñêèå çàäà÷è.
Òàê, â ÷àñòíîñòè, ýòîò ìåòîäè÷åñêèé ïðèåì óñïåøíî èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ
â ýìáðèîãåíåçå ëàáîðàòîðíûõ ìûøåé, êðûñ è äðóãèõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòîé òåìàòèêå ïîñâÿùåíî áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî ïóáëèêàöèé, â òîì ÷èñëå ðÿä îáñòîÿòåëüíûõ
îáçîðîâ (Takada et al., 1997; Chauhan et al., 1999; Kato et
al., 1999). Îäíàêî íåêîòîðûå àñïåêòû ýòîé ïðîáëåìû, â
÷àñòíîñòè ïðèðîäà ìîçàèöèçìà ó òðàíñãåííûõ çàðîäû-
øåé, èññëåäîâàíû íåäîñòàòî÷íî ïîëíî. Â íàñòîÿùåé ðà-
áîòå ó äîèìïëàíòàöèîííûõ ìûøèíûõ çàðîäûøåé èçó÷à-
ëè ýêñïðåññèþ ãåíà, êîäèðóþùåãî ñèíòåç çåëåíîãî áåëêà
ñ óñèëåííîé ôëóîðåñöåíöèåé (EGFP). Áûëî èñïîëüçîâà-
íî øåñòü ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, â êîòîðûõ ãåí
EGFP íàõîäèëñÿ ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ðåãóëÿòîð-
íûõ ýëåìåíòîâ (ïðîìîòîðîâ, ýíõàíñåðîâ è ò. ä.). Ó çàðî-
äûøåé, ðàçâèâàâøèõñÿ èç çèãîò, èíúåöèðîâàííûõ ýòèìè
êîíñòðóêöèÿìè, èññëåäîâàëè äèíàìèêó ïîÿâëåíèÿ ìàð-
êåðíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî çåëåíîãî áåëêà. Îñòàåòñÿ
íåÿñíûì, ÿâëÿåòñÿ ëè ìîçàèöèçì ðåçóëüòàòîì ìåõàíè÷å-
ñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ïðîíóêëåóñîâ ëèáî òîêñè÷åñêèì ýô-
ôåêòîì çåëåíîãî áåëêà. Ñôîðìóëèðîâàíà ãèïîòåçà, ñî-
ãëàñíî êîòîðîé îâóëèðîâàâøèå ÿéöåêëåòêè íå ðàçëè÷àþò
÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ìîçàèöèçì îáóñëîâëåí
ýïèñîìíûì ñîñòîÿíèåì ãåíà EGFP èëè íåñòàáèëüíîé èí-
òåãðàöèåé åãî â õðîìîñîìó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îïûòû áûëè ïðîâåäåíû íà ãèáðèäíûõ ìûøàõ
C57BL/CBA (F1) â âîçðàñòå 8—10 íåä, ïîëó÷åííûõ èç
ïèòîìíèêà «Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ. Äëÿ ãîðìîíàëüíîé ñòè-
ìóëÿöèè ñàìêàì ââîäèëè ïî 7 åä. ñûâîðîòî÷íîãî ãîíà-
äîòðîïèíà (PMSG ôèðìû «Èíòåðâåò») è ÷åðåç 48 ÷ èíúå-
öèðîâàëè ïî 10 åä. õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà (hCG
ôèðìû «Èíòåðâåò»). Ïîñëå ýòîãî ñàìîê ïîäñàæèâàëè íà
íî÷ü â êëåòêó ñ ñàìöàìè. ×åðåç 18 ÷ îòáèðàëè ñàìîê ñ êî-
ïóëÿöèîííûìè ïðîáêàìè è óìåðùâëÿëè èõ äèñëîêàöèåé
øåéíûõ ïîçâîíêîâ. Èçâëåêàëè ÿéöåâîäû è ïîìåùàëè èõ
â êàïëþ ñðåäû Ì2. Ïîä áèíîêóëÿðíîé ëóïîé ÌÁÑ-12
âûäåëÿëè èç àìïóë ÿéöåâîäîâ ÿéöåêëåòêè â îêðóæåíèè
êëåòîê êóìóëþñà. Ýòîò ìàòåðèàë ïåðåíîñèëè â êàïëè
ñðåäû Ì2, ñîäåðæàùåé ãèàëóðîíèäàçó (300 ÌÅ/ìë). Çà-
òåì ïðè ïîìîùè ìèêðîïèïåòêè îñâîáîæäàëè ÿéöåêëåòêè
îò ôîëëèêóëÿðíûõ êëåòîê, ïðîìûâàëè èõ íåñêîëüêî ðàç
ñâåæèìè ïîðöèÿìè ñðåäû Ì2, ïåðåíîñèëè â êàïëè ñðåäû
Ì2, ñîäåðæàùåé öèòîõàëàçèí Â (5 ìêã/ìë), è îñòàâëÿëè
èõ äî íà÷àëà îïûòà íà 30—40 ìèí ïðè 37 °Ñ ïîä ñëîåì
âàçåëèíîâîãî ìàñëà â èíêóáàòîðå (â ãàçîâîé ñìåñè 5 %
CO2 ñ âîçäóõîì).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè 6 êîíñòðóêöèé, íåñóùèõ ãåí
EGFP ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ, à òàêæå
äðóãèå ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû. Êàðòû ýòèõ êîíñòðóêöèé
ïðèâåäåíû íà ðèñ. 1.

Èñõîäíàÿ ïëàçìèäà pR26-EGFP (Kisseberth et al.,
1999) áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Dr. E. P. Sandgren
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(Óíèâåðñèòåò Âèñêîíñèí, Ìýäèñîí, ÑØÀ). Äëÿ ìèêðî-
èíúåêöèé èñïîëüçîâàëè âûðåçàííûé ôðàãìåíò R26-
EGFP-SV40polyA (ðèñ. 1, à) ðåñòðèêòàçàìè SalI (ñî ñòî-
ðîíû ïðîìîòîðà Rosa26) è AflII (ñî ñòîðîíû SV40polyA).
Ðàçìåð ïîëó÷åííîãî ôðàãìåíòà ñîñòàâëÿë 1800 ï. í.

Äëÿ ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè EGFP áûëà ñî-
çäàíà íîâàÿ êîíñòðóêöèÿ ¹ 2 íà îñíîâå äâóõ ïðîìîòîðîâ
(CMV è R26) è ãåíà EGFP. Â ýòîì ñëó÷àå èç èñõîäíîé
ïëàçìèäû âûðåçàëè ôðàãìåíò CMV-R26-EGFP-SV40po-
lyA ðåñòðèêòàçàìè SalI (ñî ñòîðîíû R26 ) è XbaI (ñî ñòî-
ðîíû EGFP) (ðèñ. 1, á).

Äëÿ òîãî ÷òîáû äîïîëíèòåëüíî ïîâûñèòü óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè EGFP, áûëà ñîçäàíà êîíñòðóêöèÿ ¹ 3 íà îñíîâå
ïðîìîòîðîâ CMV è R26, ãåíà EGFP è ñòîï-êîäîíà áû÷üå-
ãî ãîðìîíà ðîñòà, êîòîðûé óâåëè÷èâàåò ñòàáèëüíîñòü
ìÐÍÊ. Ôðàãìåíò CMV-R26-EGFP-BGHpolyA áûë âûðå-
çàí ðåñòðèêòàçàìè NruI (ñî ñòîðîíû CMV) è PvuII (ñî
ñòîðîíû BGHpolyA). Ðàçìåð ïîëó÷åííîãî ôðàãìåíòà ñî-
ñòàâëÿë 2590 ï. í. (ðèñ. 1, â).

Êîíñòðóêöèÿ ¹ 4 (ðèñ. 1, ã) EFá1-EGFP-polyA ñî-
äåðæàëà ïðîìîòîð ôàêòîðà ýëîíãàöèè 1 ÷åëîâåêà è ãåí
çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà. Ýòîò ôðàãìåíò áûë
âûðåçàí èç ïëàçìèäû ðåñòðèêòàçàìè HindIII è EcoRI (Ta-
kada et al., 1997).

Êîíñòðóêöèÿ ¹ 5 (ðèñ. 1, ä) CMV-EGFP-actin-
BGHpolyA íåñëà ãåí EGFP, ñëèòûé ñ ãåíîì àêòèíà äðî-
çîôèëû, ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà CMV (Verkhusha et
al., 1999).

Êîíñòðóêöèÿ ¹ 6 (ðèñ. 1, å) CMV-EGFP-H2AX-polyA
áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ïðîô. Í. Â. Òîìèëèíûì
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ïëàç-
ìèäó, ýêñïðåññèðóþùóþ EGFP-H2AX, âûäåëÿëè ïóòåì
ñóáêëîíèðîâàíèÿ êÄÍÊ ÷åëîâå÷åñêîãî ãèñòîíà H2AX â
ýêñïðåññèîííîì âåêòîðå GFP-Topo (Invitrogen), â êîòî-
ðîì ãåí GFP áûë ñëèò ñ N-êîíöîì êÄÍÊ H2AX (Siino
et al., 2002), è ýòó êîíñòðóêöèþ èäåíòèôèöèðîâàëè ÏÖÐ
ïî ïîÿâëåíèþ õàðàêòåðíîãî äèàãíîñòè÷åñêîãî ôðàã-
ìåíòà.

Â îòöîâñêèé ïðîíóêëåóñ îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé
â âîçðàñòå 24—26 ÷ (ïîñëå hCG) ââîäèëè 1 ïêë ðàñòâîðà
êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ôîñôàòíî-ñîëåâîì
áóôåðå (ÔÑÁ) â êîíöåíòðàöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé 2000
êîïèÿì íà 1 ïêë. Ìèêðîèíúåêöèè ïðîèçâîäèëè ïðè ïî-
ìîùè äâóõ ïîçèöèîíåðîâ ìèêðîìàíèïóëÿòîðà ôèðìû
«Ëåéö», óñòàíîâëåííûõ íà ñòàíèíå ñ èíâåðòèðîâàí-
íûì ìèêðîñêîïîì Ëåéö-Äèàâåðò. Ýòîò ìèêðîñêîï áûë
îñíàùåí êîíäåíñàòîðîì è îïòèêîé äëÿ ôàçîâî-êîíòðàñò-
íîé ìèêðîñêîïèè è ýïèôëóîðåñöåíòíûì îñâåòèòåëåì

774 À. Â. Ñîðîêèí, Å. Ì. Íîíèàøâèëè è äð.

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà èíúåöèðîâàííûõ êîíñòðóêöèé, ñîäåðæàùèõ ãåí EGFP.

à—å — ñîîòâåòñòâåííî êîíñòðóêöèè 1—6. EGFP — ãåí çåëåíîãî ôëóîðåñöèðóþùåãî áåëêà, R26 — ïðîìîòîð Rosa26, CMV — ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâè-
ðóñà, SV40 polyA — ñàéò ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ âèðóñà SV40, BGH polyA — ñàéò ïîëèàäåíèëèðîâàíèÿ áû÷üåãî ãîðìîíà ðîñòà, Cytoplasmatic actin — ãåí
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî àêòèíà äðîçîôèëû, 5aa-linker — ëèíêåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùàÿ 5 àìèíîêèñëîòàì, EFa1 — ôàêòîð ýëîíãà-

öèè, bp — ïàðû îñíîâàíèé.



Phloemopak 2. Çèãîòû, âûæèâøèå ïîñëå ìèêðîèíúåê-
öèè, ïîìåùàëè â êàïëè ñðåäû Ì16 ïîä ñëîåì âàçåëèíî-
âîãî ìàñëà è êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â èíêóáàòîðå
(â ãàçîâîé ñìåñè âîçäóõà è 5 % CO2), à çàòåì ÷åðåç ðàç-
ëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè (12—96 ÷) îïðåäåëÿëè íà-
ëè÷èå èëè îòñóòñòâèå ñïåöèôè÷íîé çåëåíîé ôëóîðåñ-
öåíöèè, õàðàêòåðèçóþùåé ýêñïðåññèþ ãåíà EGFP. Â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ êóëüòèâèðîâàëè èíòàêòíûå ìûøèíûå
çèãîòû.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ìûøåé èñïîëüçîâàëè
çèãîòû, èíúåöèðîâàííûå â ìóæñêîé ïðîíóêëåóñ êîíñò-
ðóêöèåé ¹ 1. Ýòè çàðîäûøè òðàíñïëàíòèðîâàëè â àìïó-
ëó ÿéöåâîäà ïñåâäîáåðåìåííûì ñàìêàì. Êàæäîé ñàìêå
òðàíñïëàíòèðîâàëè ïî 15—20 çàðîäûøåé. Ó ìûøàò (íà
21—30-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ) èç êîí÷èêà õâîñòà âûäåëÿ-
ëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ. Äëÿ ýòîãî êóñî÷åê õâîñòà äëèíîé
ïðèìåðíî 1 ñì èçìåëü÷àëè íîæíèöàìè, ïîìåùàëè â
700 ìêë áóôåðà (50 ìÌ Òðèñ, 100 ìÌ ÝÄÒÀ, 100 ìÌ
NaCl è 1 % ÄÑÍ), äîáàâëÿëè 35 ìêë ðàñòâîðà ïðîòåèíà-
çû Ê (10 ìêã/ìë) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè
55 °Ñ. Ëèçàòû îõëàæäàëè âî ëüäó 10 ìèí, äîáàâëÿëè
300 ìêë 6 Ì ðàñòâîðà NaCl, èíêóáèðîâàëè âî ëüäó â òå-
÷åíèå 15 ìèí è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12 000 îá/ìèí â
òå÷åíèå 15 ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü îòáèðàëè â ÷è-
ñòóþ ïðîáèðêó è îñàæäàëè ÄÍÊ ðàâíûì îáúåìîì èçî-
ïðîïèëîâîãî ñïèðòà. Âûïàâøèé â îñàäîê êëóáîê ÄÍÊ
ïåðåíîñèëè â ÷èñòóþ ïðîáèðêó, ïðîìûâàëè 70%-íûì
ýòàíîëîì, öåíòðèôóãèðóÿ ïðè 12 000 îá/ìèí â òå÷åíèå
10 ìèí, îñàäîê ñóøèëè íà âîçäóõå è ðàñòâîðÿëè â ïîäõî-
äÿùåì îáúåìå áóôåðà ÒÝ. Çàòåì ÄÍÊ î÷èùàëè ïóòåì
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ýêñòðàêöèé ñìåñüþ ôåíîë-õëîðîôîð-
ìà è õëîðîôîðìà è ïåðåîñàæäàëè ýòàíîëîì. Äëÿ îáíàðó-
æåíèÿ ãåíà EGFP ïðîâîäèëè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïàðû ïðàéìåðîâ 5�-TGA ACC GCA TCG AGC TGA AGG
G-3S è 5�-TCC AGC AGG ACC ATG TGA TCG C-3� â ñëå-
äóþùåì ðåæèìå: 5 ìèí ïðè 94 °Ñ, çàòåì 30 öèêëîâ 1 ìèí
ïðè 94 °Ñ, 1 ìèí ïðè 50 °Ñ è 1 ìèí ïðè 72 °Ñ, çàòåì
ýëîíãàöèÿ ïðè 723 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Äèàãíîñòè÷å-
ñêèé ïðîäóêò ÏÖÐ èìååò äëèíó 306 ï. í.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèè çåëåíîãî áåëêà (EGFP)
çàðîäûøåé êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 72—96 ÷. ×åðåç
ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ÷àøêè Ïåòðè âûíèìàëè
èç èíêóáàòîðà è ïîìåùàëè íà íàãðåâàòåëüíûé ñòîëèê
(37 °Ñ) èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Äèàâåðò. Êàïëè ñ
çàðîäûøàìè ñíà÷àëà ðàññìàòðèâàëè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå
ïîä ôàçîâûì êîíòðàñòîì, çàòåì ïðè ýïèôëóîðåñöåíòíîì
îñâåùåíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôèëüòðà Â1 äëÿ FITC
(480 íì) è îïðåäåëÿëè íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå ñïåöè-
ôè÷íîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè è çàòåì ôîòîãðàôèðîâà-
ëè öèôðîâûì ôîòîàïïàðàòîì Olympus C-40ZOOM.
Èçîáðàæåíèÿ èçó÷àëè è îáðàáàòûâàëè, èñïîëüçóÿ ïðî-
ãðàììíîå îáåñïå÷åíèå Adobe Photoshop.

Ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòàõ öèôðîâûå äàííûå îá-
ðàáàòûâàëè ïî ïðàâèëàì âàðèàöèîííîé ñòàòèñòèêè (Ðî-
êèöêèé, 1973, ñ. 172—173), âû÷èñëÿÿ ñðåäíþþ (ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ) îøèáêó ïðîöåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í à E G F P ï î ñ ë å è í ò ð î ä ó ê -
ö è è â î ò ö î â ñ ê è é ï ð î í ó ê ë å ó ñ ð å ê î ì á è í à í ò -
í û õ ì î ë å ê ó ë Ä Í Ê. Â òàáë. 1 ñóììèðîâàíû ðåçóëü-
òàòû îïûòîâ ñ øåñòüþ ãåíåòè÷åñêèìè êîíñòðóêöèÿìè,
â êîòîðûõ ãåí EGFP íàõîäèëñÿ ïîä êîíòðîëåì ðàç-
ëè÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ. Áûëî èññëåäîâàíî ðàç-
âèòèå in vitro 1560 ïîäîïûòíûõ (èíúåöèðîâàííûõ) è
214 êîíòðîëüíûõ (èíòàêòíûõ) çàðîäûøåé. Îáå ãðóïïû
çàðîäûøåé êóëüòèâèðîâàëè îäíîâðåìåííî. Îáíàðóæå-
íî, ÷òî â ïîäîïûòíîé ãðóïïå ïîãèáàåò áîëüøå çàðî-
äûøåé, ÷åì â êîíòðîëüíîé ãðóïïå. ×èñëî çàðîäûøåé,
îñòàíàâëèâàâøèõñÿ â ðàçâèòèè íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ
äðîáëåíèÿ, áûëî âûøå â ïîäîïûòíîé ãðóïïå, ÷åì â êîí-
òðîëå. Âñå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëüíîé ãðóïïîé è îáúå-
äèíåííîé ïîäîïûòíîé ãðóïïîé ñòàòèñòè÷åñêè äîñòî-
âåðíû.

Ïîñëå èíúåêöèé êîíñòðóêöèé ¹ 1—5 íàáëþäàëè öè-
òîïëàçìàòè÷åñêóþ ëîêàëèçàöèþ EGFP. Â ñëó÷àå ñ êîíñò-
ðóêöèåé ¹ 6 íàáëþäàëè ôëóîðåñöåíöèþ â ÿäðå. Êîíñò-
ðóêöèÿ ¹ 6 ñîäåðæàëà ãåí çåëåíîãî áåëêà, ñëèòîãî ñ ãå-
íîì ãèñòîíà H2AX. Ýòîò ãåí ýêñïðåññèðîâàëñÿ íà
îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè, ëîêàëèçóÿñü â ãàïëîèäíûõ ïðî-
íóêëåóñàõ çèãîòû. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ãåíåòè÷åñêàÿ
êîíñòðóêöèÿ CMV-H2AX-EGFP-polyA íå òîëüêî òðàíñ-
êðèáèðóåòñÿ, íî è òðàíñëèðóåòñÿ íà îäíîêëåòî÷íîé ñòà-
äèè. Ïðè ýòîì ãåíîïðîäóêò, ò. å. çåëåíûé áåëîê, ñøèòûé
ñ ãèñòîíîì H2AX, èçáèðàòåëüíî ëîêàëèçóåòñÿ â ïðîíóê-
ëåóñàõ îäíîêëåòî÷íîãî çàðîäûøà (ðèñ. 2, I). Ïî-âèäèìî-
ìó, ýòà ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ èìååò ñèãíàëüíûå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ãèñòîíà H2AX, îáóñëîâëèâàþùèå íà-
êîïëåíèå çåëåíîãî áåëêà â ãàïëîèäíûõ ÿäðàõ.

Ëþìèíåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ÷àñòü çàðîäû-
øåé íà÷èíàåò ôëóîðåñöèðîâàòü â 1-å ñóò ïîñëå èíúåê-
öèè. Îäíè èç ýòèõ çàðîäûøåé íàõîäèëèñü íà îäíîêëå-
òî÷íîé, à äðóãèå — íà äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ.

Íàèáîëåå ñèëüíàÿ ëþìèíåñöåíöèÿ íàáëþäàëàñü â çà-
ðîäûøàõ, êîòîðûå îñòàâàëèñü íà îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè,
èìåÿ áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò 46 ÷, ýêâèâàëåíòíûé ôàçå
G2 âòîðîãî êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 2, II).

×åðåç 72—96 ÷ èññëåäîâàëè 1560 çàðîäûøåé
(òàáë. 2). Çàðîäûøè, ýêñïðåññèðóþùèå ãåí EGFP, áûëè
îáíàðóæåíû ïîñëå èíúåêöèè êàæäîé èç èññëåäîâàííûõ
êîíñòðóêöèé. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ñïåöèôè÷íóþ çåëå-
íóþ ôëóîðåñöåíöèþ, ñâèäåòåëüñòâóþùóþ î íàëè÷èè

Èññëåäîâàíèå äîèìïëàíòàöèîííîãî ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé ìûøåé 775

Ò à á ë è ö à 1

Ðàçâèòèå èíúåöèðîâàííûõ çàðîäûøåé ÷åðåç 72—96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ

Îáùåå ÷èñëî
çàðîäûøåé

Çèãîò,à %
2—3 áëàñòî-

ìåðà,à %
4—8 áëàñòîìå-

ðîâ,à %
Ìîðóëû èëè

áëàñòîöèñòû,à %
Ïîãèáøèå,à %

Îïûòá 1560 58 (3.7 � 0.5) 159 (10.3 � 0.8) 488 (31.2 � 1.2) 705 (45.1 � 1.3) 150 (9.6 � 0.8)

Êîíòðîëü 214 2 (0.9 � 0.6) 17 (7.9 � 1.8) 58 (27.1 � 3.0) 134 (62.6 � 3.3) 3 (1.4 � 0.8)

à Â ñêîáêàõ óêàçàíà äîëÿ (è åå îøèáêà, %) èíúåöèðîâàííûõ çàðîäûøåé, äîñòèãøèõ óêàçàííûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ.
á Ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî èíúåöèðîâàííûõ çàðîäûøåé ïî âñåì øåñòè êîíñòðóêöèÿì (ðèñ. 1).



ïðîäóêòà ãåíà EGFP, íàáëþäàëè ó 126 èç 1560 (8.1 %)
èíúåöèðîâàííûõ çàðîäûøåé. Ïðè ýòîì 30.2 % ôëóîðåñ-
öèðóþùèõ çàðîäûøåé íàõîäèëèñü íà ñòàäèè ïîçäíèõ
ìîðóë èëè ðàííèõ áëàñòîöèñò. 20.6 % çàðîäûøåé ñ çåëå-
íûì áåëêîì îñòàíîâèëèñü â ðàçâèòèè íà îäíîêëåòî÷íîé
ñòàäèè, èìåÿ áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò, ñîîòâåòñòâóþùèé
ñòàäèè ðàííåé áëàñòîöèñòû.

Ãåí EGFP òðàíñêðèáèðîâàëñÿ è òðàíñëèðîâàëñÿ
íå òîëüêî ó íîðìàëüíî ðàçâèâàþùèõñÿ çàðîäûøåé, äî-
ñòèãøèõ ñòàäèè ìîðóëû (ðèñ. 2, II) è áëàñòîöèñòû, íî
è ó òåõ çàðîäûøåé, êîòîðûå îñòàíîâèëèñü íà áîëåå
ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ. Íà ðèñ. 2, III âèäíî, ÷òî ó äðî-
áÿùèõñÿ çàðîäûøåé ôëóîðåñöèðóþò íå âñå, à ëèøü íå-
êîòîðûå áëàñòîìåðû, ò. å. ýòè çàðîäûøè áûëè ìîçàè-
êàìè ïî ýêñïðåññèè EGFP. Òàêèå çàðîäûøè âñòðå-
÷àëèñü ÷àùå, ÷åì çàðîäûøè, ó êîòîðûõ ôëóî-
ðåñöèðîâàëè âñå áëàñòîìåðû. Ýòî îòíîñèòñÿ êàê ê äâóõ-
êëåòî÷íûì çàðîäûøàì (ðèñ. 2, II), òàê è ê áëàñòîöèñòàì
(ðèñ. 2, IV).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í à E G F P ó ç à ð î ä û ø å é ï î -
ò î ì ê î â ò ð à í ñ ã å í í î ã î ñ à ì ö à. ×àñòü çàðîäûøåé, â
êîòîðûå áûëà èíúåöèðîâàíà êîíñòðóêöèÿ ¹ 1, òðàíñ-
ïëàíòèðîâàëè â ÿéöåâîäû ëîæíîáåðåìåííûì ñàìêàì.
Ó ðîäèâøèõñÿ ìûøàò (ïîêîëåíèå F0) áûëè âûÿâëåíû òðè
òðàíñãåííûõ ñàìöà. Îäèí èç íèõ (ñàìåö ¹ 9) ñòàáèëüíî
ïåðåäàâàë òðàíñãåí ïîòîìñòâó.

Ïðè èññëåäîâàíèè çàðîäûøåé, ïîëó÷åííûõ îò ñàìîê,
îïëîäîòâîðåííûõ ýòèì òðàíñãåííûì ñàìöîì, íàáëþäà-
ëàñü èíàÿ êàðòèíà, ÷åìó çàðîäûøåé, â ïðîíóêëåóñ êîòî-
ðûõ èíúåöèðîâàëè ðåêîìáèíàíòíûå ìîëåêóëû ÄÍÊ ñ ãå-
íîì EGFP.

Ïðèæèçíåííàÿ ëþìèíåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ çàðî-
äûøåé, ïîëó÷åííûõ îò òðàíñãåííîãî ñàìöà ¹ 9, ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ó ïîòîìêîâ ýòîãî ñàìöà ãåí EGFP

íå ýêñïðåññèðóåòñÿ â çèãîòå è íà äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè.
Íà ñòàäèè 4 áëàñòîìåðîâ ó 4 èç 27 çàðîäûøåé âèçóàëèçè-
ðîâàëñÿ çåëåíûé áåëîê. Íà ñòàäèè 8 áëàñòîìåðîâ òðåòü
çàðîäûøåé ýêñïðåññèðîâàëà ýòîò ãåí.

776 À. Â. Ñîðîêèí, Å. Ì. Íîíèàøâèëè è äð.

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ãåíà EGFP ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè ðåêîìáèíàíòíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ â ïðîíóêëåóñ çèãîòû.

I — îäíîêëåòî÷íûé çàðîäûø (çèãîòà) ñïóñòÿ 24 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ïëàçìèäû H2AX-EGFP; áåëîê ëîêàëèçîâàí â õðîìàòèíå ïðîíóêëåóñîâ. II — ëîêàëè-
çàöèÿ EGFP â çàðîäûøàõ: îñòàíîâèâøåìñÿ íà îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè, â îäíîì èç áëàñòîìåðîâ äâóõêëåòî÷íîãî çàðîäûøà, â ìîðóëå, ñ ýêñïðåññèåé
EGFP âî âñåõ áëàñòîìåðàõ. III — ìîðóëà, â êîòîðîé ãåí EGFP ýêñïðåññèðóåòñÿ â îòäåëüíûõ áëàñòîìåðàõ. IV — áëàñòîöèñòà ñ ìîçàè÷íî ñâåòÿùèìèñÿ

êëåòêàìè òðîôýêòîäåðìû.



Ó 2 çàðîäûøåé, ôëóîðåñöèðîâàâøèõ íà 8-êëåòî÷íîé
ñòàäèè, çåëåíûé áåëîê íå îáíàðóæèâàëñÿ íà ñòàäèè ïîçä-
íåé ìîðóëû. Íà ñòàäèè áëàñòîöèñòû ïåðåñòàëè ôëóîðåñöè-
ðîâàòü åùå 2 çàðîäûøà. Òàêèì îáðàçîì, åñòü îñíîâàíèå ïî-
ëàãàòü, ÷òî òðàíñãåí EGFP ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà Ro-
sa26 íà÷èíàåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ ïîçæå, ÷åì àêòèâèðóþòñÿ
ìíîãèå çèãîòè÷åñêèå ãåíû, ò. å. ñî ñòàäèè 4—8 áëàñòîìå-
ðîâ. Êðîìå òîãî, â õîäå ðàçâèòèÿ íåêîòîðûõ çàðîäûøåé ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíà çåëåíîãî áåëêà ïðåêðàùàëàñü.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïî-
ñëå ìèêðîèíúåêöèè â ìóæñêîé ïðîíóêëåóñ êëîíèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, íåñóùèõ ãåí EGFP, ýòîò ãåí
íåçàâèñèìî îò ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè ìîæåò òðàíñ-
êðèáèðîâàòüñÿ è òðàíñëèðîâàòüñÿ ó îäíîêëåòî÷íûõ çàðî-
äûøåé. Èçâåñòíî, ÷òî â ýìáðèîãåíåçå âñåõ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ ñóùåñòâóþò äâà ïåðèîäà: íà÷àëüíûé ïåðèîä, êîãäà
ðàçâèòèå öåëèêîì çàâèñèò îò ðåàëèçàöèè ìàòåðèíñêîé
ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè, ò. å. îò ìÐÍÊ è áåëêîâ, íàêî-
ïèâøèõñÿ â öèòîïëàçìå îîöèòà, è ïåðèîä, êîãäà ðàçâèòèå
ïîëíîñòüþ êîíòðîëèðóåòñÿ çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè.
Ó ðàçíûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ ïåðåõîä îò ïåðâîãî ïå-
ðèîäà, ãäå êîíòðîëü ðàçâèòèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ìàòåðèí-
ñêèìè ãåíàìè, êî âòîðîìó ïåðèîäó, ãäå êîíòðîëü ðàçâè-
òèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè, ïðîèñõîäèò
íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ (Telford et al., 1990; Schultz,
Heyner, 1992; Thompson, 1996; Latham, 1999; Schramm,
Bavister, 1999; Schultz et al., 1999; Memili, First, 2000).
Òàê, ó ìûøåé ýòîò ïåðåõîä îñóùåñòâëÿåòñÿ â êîíöå äâóõ-
êëåòî÷íîé ñòàäèè. Îïóáëèêîâàíû ðàáîòû, â êîòîðûõ
ñèíòåç ìÐÍÊ âûÿâëåí ðàíüøå, ò. å. â îòöîâñêèõ ïðîíóê-
ëåóñàõ îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ìûøåé (Bouniol-Baly
et al., 1995, 1997; Aoki et al., 1997), êîðîâ (Plante et al.,
1994; Viuff et al., 1996; Memili, First, 2000), îáåçüÿí è ÷å-
ëîâåêà (Daniels et al., 1997; Schramm, Bavister, 1999). Ðå-
çóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîäòâåðæäàþò ÿâëåíèå
ðàííåé àêòèâàöèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ.

Áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü ðàííåé òðàíñêðèïöèè íå âûÿñ-
íåíà, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò òî, ÷òî ïåðâûå äåëåíèÿ ó çà-
ðîäûøåé ìûøåé, êîðîâ (Memili, First, 2000), ÷åëîâåêà è
îáåçüÿí (Schramm, Bavister, 1999) íå áëîêèðóþòñÿ èíãè-

áèòîðàìè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî íà ýòîé ñòàäèè èìååò ìåñòî ðàçîáùåíèå
òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè, ò. å. ñèíòåçèðóåìàÿ ìÐÍÊ
òðàíñëèðóåòñÿ íå ñðàçó, à íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ëèáî
÷àñòü åå âîîáùå íå òðàíñëèðóåòñÿ (Forlani et al., 1998;
Latham, 1999; Kirchhof et al., 2000). Íàøè äàííûå ïîêà-
çûâàþò, ÷òî ó èíúåöèðîâàííûõ îäíîêëåòî÷íûõ ìûøè-
íûõ çàðîäûøåé ãåí EGFP íå òîëüêî òðàíñêðèáèðóåòñÿ,
íî è òðàíñëèðóåòñÿ. Îá ýòîì óáåäèòåëüíî ñâèäåòåëüñòâó-
åò î÷åíü ÿðêàÿ çåëåíÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, ò. å. íàêîïëåíèå â
öèòîïëàçìå îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé áîëüøîãî êîëè-
÷åñòâà çåëåíîãî áåëêà.

Ðÿä ôàêòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî àêòèâàöèÿ ãå-
íîâ ó çàðîäûøåé ìëåêîïèòàþùèõ îïðåäåëÿåòñÿ èçìåíå-
íèÿìè ñâîéñòâ öèòîïëàçìû, çàâèñÿùèìè îò «çèãîòè÷å-
ñêèõ ÷àñîâ» (Majumder et al., 1993; Schultz, 1993; Latham,
1999), ò. å. îò áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà, îòñ÷åò êîòîðîãî
íà÷èíàåòñÿ ñ ìîìåíòà àêòèâàöèè ÿéöà. Ëîãè÷íî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ òàêæå íàáëþäàëàñü
ðàííÿÿ àêòèâàöèÿ ãåíîâ, ââåäåííûõ â ñîñòàâå êîíñòðóê-
öèé, ïîñêîëüêó ôëóîðåñöåíöèÿ çàðîäûøåé ïîÿâëÿëàñü â
ðÿäå ñëó÷àåâ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíúåêöèè, ÷òî ñîîòâåòñò-
âîâàëî 45—47 ÷ áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà. Ýòî ñîîòâåò-
ñòâóåò G2-ôàçå âòîðîãî êëåòî÷íîãî öèêëà, êîãäà ó íîð-
ìàëüíûõ ìûøèíûõ çàðîäûøåé îñóùåñòâëÿåòñÿ âòîðàÿ,
ò. å. îñíîâíàÿ, âîëíà àêòèâàöèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ, êî-
òîðûå êàê òðàíñêðèáèðóþòñÿ, òàê è òðàíñëèðóþòñÿ
(Wang, Latham, 1997; Latham, 1999).

Ïîêàçàíî, ÷òî åñëè èíúåöèðîâàòü êëîíèðîâàííûå
ôðàãìåíòû ÄÍÊ â ìóæñêîé ïðîíóêëåóñ, òî ó òðàíñãåí-
íûõ çàðîäûøåé îáðàçóþòñÿ õàðàêòåðíûå ïðîäóêòû çèãî-
òè÷åñêèõ ãåíîâ (òàê íàçûâàåìûé Transcription-Requiring
Complex), ïðè÷åì ýòè áåëêè ïîÿâëÿþòñÿ íà òîì æå ñðîêå,
÷òî è â íîðìå, ò. å. íà äâóõêëåòî÷íîé ñòàäèè (Kirchhof et
al., 2000). Îäíàêî åñëè çàáëîêèðîâàòü ïåðâûé ðàóíä ñèí-
òåçà ÄÍÊ, òî òðàíñãåí ýêñïðåññèðóåòñÿ íå íà äâóõêëå-
òî÷íîé ñòàäèè, à ðàíüøå, ó îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé
(Forlani et al., 1998). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ïîäàâëåíèè ñèí-
òåçà ÄÍÊ ïåðâîå äåëåíèå äðîáëåíèÿ íå îñóùåñòâëÿåòñÿ,
ò. å. çàðîäûøè áëîêèðóþòñÿ íà îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè.
Â íàøèõ îïûòàõ ñèëüíî ôëóîðåñöèðóþùèå, ñëåäîâà-
òåëüíî, ýêñïðåññèðóþùèå ãåí EGFP òðàíñãåííûå çàðî-
äûøè íàõîäèëèñü íà îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè. Ïîýòîìó
âïîëíå âîçìîæíî, ÷òî è â íàøèõ îïûòàõ ýêñïðåññèÿ ãåíà
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Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ ãåíà EGFP â çàðîäûøàõ ÷åðåç 72—96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ

Íîìåð
êîíñòðóê-

öèèà

Âñåãî
èíúåöèðî-
âàíî çèãîò

Âñåãî ñ çåëåíûì
áåëêîìá 1 áëàñòîìåðâ 2—3 áëàñòîìåðàâ 4—8 áëàñòîìåðîââ Ìîðóëû,

áëàñòîöèñòûâ
Äåãåíåðèðóþùèå

çàðîäûøèâ

1 742 59 (7.9 � 0.9) 15 (25.4 � 5.7) 8 (13.6 � 4.5) 4 (6.7 � 3.3) 20 (33.8 � 6.2) 12 (20.3 � 5.2)

2 193 15 (7.8 � 1.9) 7 (46.6 � 12.9) 2 (13.3 � 8.8) 3 (20.0 � 10.3) 2 (13.30 � 8.8) 1 (6.6 � 6.4)

3 144 14 (9.7 � 2.5) 6 (42.9 � 13.2) 5 (35.7 � 12.8) 1 (7.1 � 6.9) 1 (7.1 � 6.9) 1 (7.1 � 6.9)

4 350 14 (4.0 � 1.1) 4 (28.6 � 2.1) 2 (14.3 � 9.4) 0 7 (50.0 � 13.4) 1 (7.1 � 6.0)

5 111 19 (17.1 � 3.6) 4 (21.1 � 9.4) 7 (36.8 � 11.1) 0 8 (42.1 � 11.3) 0

6 20 5 (25.0 � 9.9) 4 (80.0 � 17.9) 1 (20.0 � 17.9) 0 0 0

Èòîãî 1560 126 (8.1 � 0.7) 26 (20.6 � 3.6) 25 (19.8 � 3.6) 8 (6.3 � 2.2) 38 (30.2 � 4.1) 15 (11.9 � 2.9)

à Ïðèâåäåíû äàííûå ýêñïðåññèè ãåíà EGFP â çàðîäûøàõ, äîñòèãøèõ óêàçàííûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ ÷åðåç 72—96 ÷ ïîñëå èíúåêöèè ñëåäóþùèõ
êîíñòðóêöèé: ¹ 1 R26-EGFP SV40polyA, ¹ 2 CMV-R26-EGFP-SV40polyA, ¹ 3 CMV-R26-EGFP-BGHpolyA, ¹ 4 EFa1-EGFPpolyA, ¹ 5
CMV-EGFP-actin-BGHpolyA è ¹ 6 ÑMV-EGFP-H2AX-BGHpolyA. á Â ñêîáêàõ óêàçàíû äîëÿ è åå îøèáêà (%) îò îáùåãî ÷èñëà èíúåöèðîâàííûõ
çàðîäûøåé. â Òî æå îò îáùåãî ÷èñëà çàðîäûøåé, ñèíòåçèðóþùèõ çåëåíûé áåëîê (ñì.: á).



EGFP íà îäíîêëåòî÷íîé ñòàäèè ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
îñòàíîâêè ðàçâèòèÿ â ðåçóëüòàòå áëîêàäû ïåðâîãî ðàóí-
äà ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ñâè-
äåòåëüñòâóåò íàëè÷èå ó çåëåíûõ îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäû-
øåé, ðàçâèòèå êîòîðûõ ñèëüíî îòñòàâàëî îò èõ áèîëîãè-
÷åñêîãî âîçðàñòà, äâóõ ãàïëîèäíûõ ïðîíóêëåóñîâ, íå
îáúåäèíèâøèõñÿ â îäíî ÿäðî (ðèñ. 2, I).

Ïîëàãàþò, ÷òî â îòëè÷èå îò ïðîãðàììèðóåìîé ðåãó-
ëÿöèè îñíîâíîé âîëíû òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçîé II ó îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé îñóùåñòâëÿåòñÿ
íåðåãóëèðóåìàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ìàëî çàâèñÿùàÿ îò òèïà
ïðîìîòîðà (Wiekowski et al., 1993; Beaujean et al., 2000).
Íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ýòó ãèïîòåçó, òàê êàê ïðè
èíúåêöèè â ïðîíóêëåóñ øåñòè ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóê-
öèé, â êîòîðûõ ãåí EGFP íàõîäèëñÿ ïîä êîíòðîëåì ðàç-
íûõ ïðîìîòîðîâ, íàáëþäàëàñü ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâàÿ
÷àñòîòà îäíîêëåòî÷íûõ çàðîäûøåé ñ âûñîêèì ñîäåðæà-
íèåì çåëåíîãî áåëêà.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè äðîáèëèñü íå âñå «çåëåíûå»
çèãîòû. Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ îíè ðàçäåëÿëèñü íà äâà
áëàñòîìåðà íåîäèíàêîâîãî ðàçìåðà. Ïðè ýòîì ëèáî îáà
áëàñòîìåðà ìîãëè ñîäåðæàòü çåëåíûé áåëîê, ëèáî çåëå-
íûé áåëîê íàõîäèëñÿ òîëüêî â îäíîì èç íèõ (ðèñ. 2, II).
Ìîçàè÷íîñòü ýêñïðåññèè ãåíà EGFP íàáëþäàëàñü íàìè è
íà âñåõ ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ òðàíñãåííûõ çà-
ðîäûøåé âïëîòü äî ñòàäèè áëàñòîöèñòû. Ó ìîçàè÷íûõ
çàðîäûøåé çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê ñîäåðæàë-
ñÿ ëèøü â íåêîòîðûõ áëàñòîìåðàõ (ðèñ. 2, III, IV). Ìîçà-
è÷íîñòü ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ, èíúåöèðîâàííûõ â ïðî-
íóêëåóñ çèãîò ìûøåé, ñâèíåé è êîðîâ, îïèñàíà â ðÿäå
ñòàòåé (Takeda et al., 1991; Burdon et al., 1992; Kubisch et
al., 1995a; Chan et al., 1999; Chauhan et al., 1999; Kirchhof
et al., 2000). Â îäíèõ ñëó÷àÿõ ÷àñòîòà ìîçàè÷íîñòè ó èíú-
åöèðîâàííûõ çàðîäûøåé áûëà âûøå, à â äðóãèõ íèæå
(Burdon et al., 1992; Kubisch et al., 1995a). Ïîëàãàþò, ÷òî
ìîçàè÷íîñòü ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ íå çàâèñèò îò îñî-
áåííîñòåé èñïîëüçîâàííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè
(Kirchhof et al., 2000), à ÿâëÿåòñÿ òèïè÷íîé õàðàêòåðèñòè-
êîé ñàìîé ìèêðîèíúåêöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â ïðîíóêëå-
óñû. Íàøè äàííûå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ýòèìè ïðåä-
ñòàâëåíèÿìè, òàê êàê ïîñëå èíòðîäóêöèè â çèãîòó øåñòè
ðàçíûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé ÷àñòîòà îáðàçîâàíèÿ
çàðîäûøåé, ìîçàè÷íûõ ïî ãåíó EGFP, áûëà ïðèìåðíî
îäèíàêîâîé.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ óñè-
ëåííûé ñèíòåç â çèãîòàõ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà çåëåíîãî
áåëêà áûë îáóñëîâëåí ýïèñîìíûì ñîñòîÿíèåì ãåíà
EGFP. Ïðè ýòîì â çèãîòå â àêòèâíîì ñîñòîÿíèè íàõîäèò-
ñÿ ìíîãî ìàòðèö ÄÍÊ, íå èíòåãðèðîâàâøèõñÿ â õðîìîñî-
ìû è íå ïîä÷èíÿþùèõñÿ ìåõàíèçìàì, ðåãóëèðóþùèì
ýêñïðåññèþ çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ.

Ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ ìîçàè÷íûõ òðàíñãåííûõ
çàðîäûøåé îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Ýòîò ôåíîìåí
îáúÿñíÿþò ëèáî íåðàâíîìåðíûì ðàñïðåäåëåíèåì íåèí-
òåãðèðîâàííîé ÄÍÊ â êëåòî÷íûõ äåëåíèÿõ è âíåõðîìî-
ñîìíîé ðåïëèêàöèåé ÄÍÊ (Burdon et al., 1992; Chauhan et
al., 1999), ëèáî óòðàòîé èíòåãðèðîâàííîãî â õðîìîñîìû
òðàíñãåíà â ðàííåì ýìáðèîãåíåçå (Kato et al., 1999). Ïðè-
ìå÷àòåëüíî, ÷òî åñëè ñàìêàì-ðåöèïèåíòàì òðàíñïëàíòè-
ðîâàòü ýìáðèîíû, ìîçàè÷íûå ïî ãåíó EGFP, òî òðàíñãåí-
íûå îñîáè íå ðîæäàþòñÿ. Äëÿ ýòîãî íóæíî òðàíñïëàíòè-
ðîâàòü çàðîäûøè, ýêñïðåññèðóþùèå ãåí EGFP âî âñåõ
áëàñòîìåðàõ (Takada et al., 1997; Kato et al., 1999; Kisse-
berth et al., 1999). Íàøè äàííûå äàþò îñíîâàíèå äóìàòü,
÷òî íàáëþäàâøàÿñÿ ìîçàè÷íîñòü, ñêîðåå âñåãî, áûëà

îáóñëîâëåíà ýïèñîìíûì ñîñòîÿíèåì ãåíà EGFP è(èëè)
íåïðî÷íîé èíòåãðàöèåé ýòîãî ãåíà â õðîìîñîìû. Ýòè âî-
ïðîñû íóæäàþòñÿ â áîëåå äåòàëüíîì èçó÷åíèè.
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THE STUDY OF PREIMPLANTATION DEVELOPMENT OF MICE EMBRYOS LABELLED
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One of the crucial problems of developmental biology is the study of mechanisms of regulation of gene ex-
pression in early embryogenesis. Here we studied dynamics of mosaic appearance of a marker fluorescent prote-
in in in vitro developing mice embryo derived from zygotes after microinjections to male pronuclei of cloned
DNA fragment carrying EGFP under control of different promoters. Main attention was paid to initial stages of
development, when structural rearrangements and reprogramming of both parental genomes, activation of zygo-
tic genes, and control of development by embryo genome take place.
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