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Ï. Ï. Ëàêòèîíîâ è äð.
Ãåíåòè÷åñêàÿ ñèñòåìà äëÿ ìå÷åíèÿ ñîìàòè÷åñêèõ è ãåðìèíàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé

Çíà÷èòåëüíûé ïðîãðåññ â îáëàñòè áèîëîãèè ðàçâèòèÿ äðîçîôèëû âî ìíîãîì ñâÿçàí ñ ñîâåðøåíñòâî-
âàíèåì ìåòîäèê ãåíåòè÷åñêèõ ìàíèïóëÿöèé, â ÷àñòíîñòè ñ ðàçâèòèåì ñïîñîáîâ ñîçäàíèÿ ìîçàè÷íûõ îð-
ãàíèçìîâ. Îñîáåííîñòüþ ìîçàè÷íûõ îðãàíèçìîâ ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå â èõ ñîñòàâå ãåíåòè÷åñêè ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïîïóëÿöèé êëåòîê. Òàêîå ðàçëè÷èå ìîæåò âûðàæàòüñÿ â ýêñïðåññèè ýòèìè êëåòêàìè ðåïîðòåðíîãî
ãåíà, êîòîðûé íåàêòèâåí â äðóãèõ êëåòêàõ îðãàíèçìà. Íà îñíîâå òàêîãî ïðèíöèïà ðåàëèçîâàí ìåòîä îò-
ñëåæèâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïîêîëåíèé (îòñëåæèâàíèÿ êëåòî÷íûõ êëîíîâ). Ñóòü ýòîãî ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ âî
âíåñåíèè íàïðàâëåííûõ èçìåíåíèé â ãåíåòè÷åñêèé àïïàðàò êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö, äàþùèõ íà÷àëî
êëåòî÷íûì ëèíèÿì èëè îðãàíàì è òêàíÿì. Ãåíåòè÷åñêàÿ îñîáåííîñòü êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèöû, íàïðè-
ìåð ñïîñîáíîñòü ýêñïðåññèðîâàòü ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê, áóäåò íàñëåäîâàòüñÿ êëåòêàìè-ïîñëåäîâàòå-
ëÿìè, è â ðåçóëüòàòå âñÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ èëè òêàíü áóäåò îáëàäàòü ìåòêîé, îòëè÷àþùåé åå îò îñòàëü-
íûõ êëåòîê îðãàíèçìà. Ìåòîä îòñëåæèâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïîêîëåíèé ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ïðîöåññ ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê, ïðîñëåäèòü èõ ïðîèñõîæäåíèå, à òàêæå èññëåäîâàòü ôóíêöèè èíòåðåñóþùèõ ãåíîâ â
ïðîöåññå ðàçâèòèÿ îòäåëüíîé òêàíè èëè îðãàíà. Íàìè íàéäåí ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé èçáèðàòåëüíî ìå-
òèòü êëåòêè çàðîäûøåâîãî ïóòè èëè ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè â ãîíàäàõ äðîçîôèëû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äðîçîôèëà, îîãåíåç, ñïåðìàòîãåíåç, ïðîñëåæèâàíèå êëåòî÷íûõ ïîêîëåíèé.

Ðàçíûå âàðèàíòû ìåòîäîâ îòñëåæèâàíèÿ êëåòî÷íûõ
ïîêîëåíèé øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â èññëåäîâàíèÿõ, ïî-
ñâÿùåííûõ ðàçâèòèþ îðãàíèçìà (Liu, Hou, 2008). Äëÿ ðå-
àëèçàöèè ýòîãî ïîäõîäà òðåáóåòñÿ íàëè÷èå â èññëåäóå-
ìîì îðãàíèçìå äâóõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, îäíà èç
êîòîðûõ ñëóæèò äëÿ âíåñåíèÿ íàïðàâëåííîé ìîäèôèêà-
öèè âî âòîðóþ, ÷òî ïðèâîäèò ê íåîáðàòèìîé èíäóêöèè
ðåïîðòåðíîãî ãåíà âî âñåõ ïîñëåäóþùèõ êëåòî÷íûõ ïî-
êîëåíèÿõ (Liu, Hou, 2008). Èíäóöèðóþùàÿ êîíñòðóêöèÿ
êîäèðóåò ðåêîìáèíàçó (FLP èëè Cre) ïîä êîíòðîëåì òêà-
íåñïåöèôè÷íîãî ïðîìîòîðà. Ýòè ôåðìåíòû ñïîñîáíû
ïðîâîäèòü ðåêîìáèíàöèþ ìåæäó ñïåöèôè÷åñêèìè îïðå-
äåëåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ, â ñëó÷àå Cre-ðå-
êîìáèíàçû — ýòî êîðîòêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàçûâàå-
ìûå loxP-ñàéòàìè, ó÷àñòêè FLP-îïîñðåäîâàííîé ðåêîì-
áèíàöèè íàçûâàþòñÿ FRT-ñàéòàìè. Ýòà ñïîñîáíîñòü áûëà
èñïîëüçîâàíà â íåñêîëüêèõ âàðèàíòàõ ìåòîäà îòñëåæèâà-
íèÿ êëåòî÷íûõ ïîêîëåíèé (Liu, Hou, 2008).

Âòîðàÿ êîíñòðóêöèÿ óñòðîåíà òàêèì îáðàçîì, ÷òî êî-
äèðóþùàÿ îáëàñòü ðåïîðòåðíîãî ãåíà îòäàëåíà îò ïðîìî-
òîðíîé îáëàñòè, íî ïîä äåéñòâèåì ñàéò-ñïåöèôè÷íîé ðå-
êîìáèíàçû îíè ñáëèæàþòñÿ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî çàïóñêàåò-
ñÿ ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíîãî áåëêà. Â ðàçíûõ âàðèàíòàõ
ìåòîäà ïðîìîòîð è êîäèðóþùàÿ îáëàñòü ìîãóò áûòü
1) èíâåðòèðîâàíû îòíîñèòåëüíî äðóã äðóãà (Hadjiecono-
mou et al., 2011), 2) îòäåëåíû äðóã îò äðóãà äðóãèìè ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿìè (Davis et al., 2008; Evans et al., 2009)
è 3) äàæå íàõîäèòüñÿ íà ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ (Har-

rison, Perrimon, 1993). ×àùå âñåãî â êà÷åñòâå ðåïîðòåðà
èñïîëüçóþòñÿ ôëóîðåñöåíòíûå áåëêè â êîìáèíàöèè ñ
ïðîìîòîðîì, îáåñïå÷èâàþùèì ýêñïðåññèþ â ëþáûõ òè-
ïàõ êëåòîê.

Â îðãàíèçìå, ñîäåðæàùåì îáå êîíñòðóêöèè, ïðîèñõî-
äèò íàðàáîòêà ðåêîìáèíàçû â âûáîðî÷íîé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè. Â ðåçóëüòàòå ðåêîìáèíàöèîííîãî ñîáûòèÿ âòî-
ðàÿ êîíñòðóêöèÿ ïåðåñòðàèâàåòñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òî çà-
ïóñêàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíîãî áåëêà. Ñïîñîáíîñòü
ýêñïðåññèðîâàòü ðåïîðòåð ïåðåäàåòñÿ â ïîñëåäóþùèå
êëåòî÷íûå ïîêîëåíèÿ.

Êîíêðåòíàÿ ðåàëèçàöèÿ ýòîãî ïðèíöèïà ïîäáèðàåòñÿ
â çàâèñèìîñòè îò ïîñòàâëåííîé çàäà÷è. Îäíàêî ïðè ýòîì
ñëåäóåò ïîìíèòü î ðÿäå îãðàíè÷åíèé. Íàïðèìåð, â âàðè-
àíòå ðàñïîëîæåíèÿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà è ïðîìîòîðà íà ãî-
ìîëîãè÷íûõ õðîìîñîìàõ ìå÷åíîé îêàæåòñÿ òîëüêî ïîëî-
âèíà êëåòîê èññëåäóåìîé òêàíè (Harrison, Perrimon,
1993). Â ñëó÷àå èíâåðòèðîâàííîãî ðàñïîëîæåíèÿ ðåïîð-
òåðà è ïðîìîòîðà (Hadjieconomou et al., 2011) ñóùåñòâóåò
âåðîÿòíîñòü îáðàòíîãî ñîáûòèÿ, êîòîðîå ïðèâåäåò ñèñòå-
ìó â èñõîäíîå ñîñòîÿíèå. Òàêèì îáðàçîì, åñëè òðåáóåòñÿ
ïîìåòèòü âûáðàííóþ òêàíü öåëèêîì, èñïîëüçóåòñÿ ïîä-
õîä 2 (Davis et al., 2008; Evans et al., 2009).

Ìû îñóùåñòâèëè ïîäîáíóþ ñõåìó äëÿ ïðîñëåæèâà-
íèÿ ñîìàòè÷åñêèõ èëè ãåðìèíàëüíûõ êëåòîê â ãîíàäàõ
äðîçîôèëû. È ó ñàìöîâ, è ó ñàìîê äðîçîôèëû ãîíàäû ñî-
äåðæàò êëåòêè çàðîäûøåâîãî ïóòè íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàç-
âèòèÿ, à òàêæå ðàçëè÷íûå ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè, âûïîëíÿ-
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þùèå âñïîìîãàòåëüíûå ôóíêöèè â ãàìåòîãåíåçå. Ïðåäëî-
æåííàÿ íàìè ñèñòåìà ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ïðîöåññû,
ïðîèñõîäÿùèå â ãåðìèíàëüíûõ è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ
ãîíàä â îòäåëüíîñòè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ âíåñåíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé íàìè áûëà èñ-
ïîëüçîâàíà ñèñòåìà Cre-loxP. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîé ýêñï-
ðåññèè Cre â êëåòêàõ çàðîäûøåâîãî ïóòè áûëè èñïîëüçî-
âàíû ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû ãåíà nanos (Gavis et al.,
1996a). Ýòîò ãåí ñïåöèôè÷åñêè àêòèâåí â ãåðìèíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ îáîèõ ïîëîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû ñïåöè-
ôè÷åñêè ïîìåòèòü ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè ãîíàä, ìû âûáðà-
ëè ðåãóëÿòîðíûå îáëàñòè ãåíà doublesex. Ýòîò ãåí ÿâëÿåò-
ñÿ îñíîâíûì ðåãóëÿòîðîì ôîðìèðîâàíèÿ ïîëîâîãî äè-
ìîðôèçìà â îðãàíèçìå äðîçîôèëû è â ÷èñëå ïðî÷åãî
êîíòðîëèðóåò ôîðìèðîâàíèå ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé ãîíàä
(Camara et al., 2008).

Äëÿ òîãî ÷òîáû ýêñïðåññèðîâàòü ãåí Cre â êëåòêàõ çà-
ðîäûøåâîãî ïóòè, áûëà ñîçäàíà ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóê-
öèÿ, â êîòîðîé êîäèðóþùàÿ îáëàñòü Cre áûëà îêðóæåíà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, êîòîðûå, êàê áûëî ïîêàçàíî, äî-
ñòàòî÷íû äëÿ ïðàâèëüíîé ýêñïðåññèè ãåíà nanos (Gavis
et al., 1996b; Forrest et al., 2004). Ýòà êîíñòðóêöèÿ áûëà
èñïîëüçîâàíà äëÿ fC31-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè
äðîçîôèëû (Bischof et al., 2007). Èíòåãðàöèþ ïðîâåëè â
ñàéò attP40, ðàñïîëîæåííûé íà õðîìîñîìå 2.

Ðåãóëÿòîðíûå îáëàñòè ãåíà doublesex èçó÷åíû õóæå,
÷åì äëÿ ãåíà nanos, ïîýòîìó äëÿ ñîçäàíèÿ ëèíèè ìóõ, ýêñ-
ïðåññèðóþùåé Cre â òåõ æå êëåòêàõ, ÷òî è doublesex, ìû
ïðèìåíèëè ìåòîä íàïðàâëåííîãî âñòðàèâàíèÿ (gene targe-
ting) (Rong, Golic, 2000). Â ðåçóëüòàòå íàìè áûëà ïîëó-
÷åíà ëèíèÿ äðîçîôèëû, â êîòîðîé êîäèðóþùàÿ ÷àñòü ãåíà
Cre áûëà âñòðîåíà â ëîêóñ doublesex è îêàçàëàñü ïîä êîí-
òðîëåì åãî ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ. Ïîäðîáíîå îïèñà-
íèå ïîëó÷åíèÿ ýòîé ëèíèè áóäåò ïðèâåäåíî â äðóãîì
ìåñòå.

Â êà÷åñòâå ðåïîðòåðíîãî áåëêà ìû èñïîëüçîâàëè õè-
ìåðíûé ïîëèïåïòèä mCD8-GFP, ñîñòîÿùèé èç ôëóîðåñ-
öåíòíîãî áåëêà GFP, è òðàíñìåìáðàííûé äîìåí ìûøèíî-

ãî ëåéêîöèòàðíîãî ðåöåïòîðà CD8. Çà ñ÷åò òðàíñìåìá-
ðàííîãî äîìåíà ýòîò ïîëèïåïòèä ýêñïîíèðóåòñÿ íà ïî-
âåðõíîñòè íàðàáàòûâàþùèõ åãî êëåòîê (Lee, Luo, 2001).
×òîáû îáåñïå÷èòü âîçìîæíîñòü íàðàáîòêè ýòîãî áåëêà â
ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê, íàìè áûë âûáðàí ïðîìîòîð ãåíà
Ubi-p63E, êîòîðûé àêòèâåí âî ìíîæåñòâå îðãàíîâ è òêà-
íåé êàê âçðîñëûõ ìóõ, òàê è ëè÷èíîê äðîçîôèëû (Evans
et al., 2009). Ìåæäó ïðîìîòîðîì è ðåïîðòåðíûì ãåíîì
áûëà ïîìåùåíà ñòîï-êàññåòà, ñîñòîÿùàÿ èç òåðìèíàòîðà
òðàíñêðèïöèè ãåíà òåïëîâîãî øîêà hsp70, îêðóæåííîãî
loxP-ñàéòàìè. Ýòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà ðàíåå èñ-
ïîëüçîâàíà äëÿ áëîêèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèè ðåïîðòåðíî-
ãî ãåíà lacZ (Struhl, Basler, 1993). Ïîëó÷åííàÿ êîíñòðóê-
öèÿ àêòèâíà òîëüêî â òåõ êëåòêàõ, â êîòîðûõ íàðàáàòûâà-
åòñÿ áåëîê Cre è âûðåçàåòñÿ ñòîï-êàññåòà.

Äëÿ ïðîâåðêè ýôôåêòèâíîñòè íàøåé ñèñòåìû ìû
ñêðåñòèëè ìóõ, ýêñïðåññèðóþùèõ Cre ïîä êîíòðîëåì ðå-
ãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíîâ nanos è doublesex, ñ ìóõàìè,
íåñóùèìè ðåïîðòåðíóþ êîíñòðóêöèþ, è ïðîàíàëèçèðîâà-
ëè ñâå÷åíèå GFP â ãîíàäàõ ñàìöîâ è ñàìîê. Íàìè áûëè
ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå ñêðåùèâàíèÿ:

n{Ubipro > stop > mCD8-GFP}Õo{nos-Cre}

è

n{Ubipro > stop > mCD8-GFP}Õo{dsx-Cre}.

Ó ïîòîìêîâ îò îáîèõ ñêðåùèâàíèé áûëè âûäåëåíû
ãîíàäû. Ñâå÷åíèå GFP è DAPI â ÿè÷íèêàõ äåòåêòèðîâàëè
ïðè ïîìîùè êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Àíàëèç ýêñï-
ðåññèè ðåïîðòåðíîãî áåëêà â ñåìåííèêàõ ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà.

Â ñåìåííèêàõ äðîçîôèëû ïðèñóòñòâóåò íåñêîëüêî ïî-
ïóëÿöèé ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê: îáîëî÷êà ñåìåííèêà (ìû-
øå÷íûå è ïèãìåíòíûå êëåòêè), òàê íàçûâàåìûå êëåòêè
õàáà, êîîðäèíèðóþùèå ïðîöåññ ïðîëèôåðàöèè ñòâîëî-
âûõ êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè, è ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè
öèñòû. Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè öèñòû áåðóò íà÷àëî îò ñòâî-
ëîâûõ ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Äâå êëåòêè öèñòû ôîðìèðó-
þò îáîëî÷êó öèñòû, êîòîðàÿ ñîäåðæèò ðàçâèâàþùèåñÿ
êëåòêè çàðîäûøåâîãî ïóòè, òàêàÿ îáîëî÷êà ñîõðàíÿåòñÿ

186 Ï. Ï. Ëàêòèîíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ñïåöèôè÷åñêîå ìå÷åíèå êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â ñåìåííèêàõ Drosophila melanogaster.

à — ñåìåííèê ñàìöà, ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèÿ {Ubipro>stop>mCD8-GFP}X{nos-Cre}; á — ñåìåííèê ñàìöà, ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå
ñêðåùèâàíèÿ {Ubipro>stop>mCD8-GFP}X{dsx-Cre}; â — ñåìåííèê ñàìöà ëèíèè {Ubipro>stop>mCD8-GFP} (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü). Ïðåäñòàâëå-

íî ñâå÷åíèå GFP â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ Cre. Øòðèõîâîé ëèíèåé îáîçíà÷åíû î÷åðòàíèÿ ñåìåííèêîâ è öèñòû âíóòðè íèõ.



íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïðîöåññà ñïåðìàòîãåíåçà âïëîòü äî
ñòàäèè îáîñîáëåíèÿ ñïåðìàòîçîèäîâ. Êëåòêè çàðîäûøå-
âîãî ïóòè ïðåäñòàâëåíû ïîëîâûìè êëåòêàìè, íàõîäÿùè-
ìèñÿ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ, íà÷èíàÿ îò ñòâîëî-
âîé êëåòêè è çàêàí÷èâàÿ çðåëûìè ñïåðìàòîçîèäàìè.

Â ñåìåííèêàõ ñàìöîâ ãåíîòèïà {Ubipro>stop>
mCD8GFP; nos-Cre} ðåïîðòåðíûé áåëîê mCD8-GFP ýêñ-
ïðåññèðóåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî êëåòêàìè çàðîäûøåâîãî
ïóòè (ðèñ. 1, à). Íèçêèé óðîâåíü ñâåòèìîñòè GFP îáíàðó-
æèâàåòñÿ íà ñòàäèè ìèòîòè÷åñêèõ äåëåíèé ñïåðìàòîãîíè-
åâ è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà íà ñòàäèè ïåðâè÷íûõ ñïåð-
ìàòîöèòîâ. Íà ðèñóíêå õîðîøî âèäíû îòäåëüíûå öèñòû,
ñîäåðæàùèå ïî 16 ñïåðìàòîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ
mCD8-GFP. Íà ïîñëåäóþùèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ôëóîðåñ-
öåíòíûé ñèãíàë ñîõðàíÿåòñÿ, íî ñòàíîâèòñÿ ìåíåå èí-
òåíñèâíûì, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ ñíè-
æåííûì óðîâíåì òðàíñêðèïöèè è òðàíñëÿöèè. Âìåñòå ñ
óñèëåííûì ðîñòîì êëåòîê íà ñòàäèè óäëèíÿþùèõñÿ ñïåð-
ìàòèä ýòî ïðèâîäèò ê ðàçáàâëåíèþ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèã-

íàëà. Òàêèì îáðàçîì, â ñåìåííèêàõ ñàìöîâ {Ubipro>
stop>mCD8GFP; nos-Cre} mCD8-GFP íàðàáàòûâàåòñÿ
èñêëþ÷èòåëüíî â êëåòêàõ çàðîäûøåâîãî ïóòè, à îáîëî÷êà
ñåìåííèêà, êëåòêè öèñòû è êëåòêè õàáà íå ýêñïðåññèðóþò
ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê.

Â ñåìåííèêàõ ñàìöîâ {Ubipro>stop>mCD8GFP; dsx-
Cre} ðåïîðòåðíûé áåëîê ýêñïðåññèðóåòñÿ òîëüêî â ñîìà-
òè÷åñêèõ êëåòêàõ (ðèñ. 1, á). Ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûìè
îêàçàëèñü êëåòêè õàáà, îáîëî÷êà ñåìåííèêà è êëåòêè öèñ-
òû. Íè íà îäíîé ñòàäèè íå íàáëþäàëîñü ñâå÷åíèÿ â ïîëî-
âûõ êëåòêàõ. Ðàçìåð è ôîðìà öèñòû ìåíÿþòñÿ â çà-
âèñèìîñòè îò ñòàäèè ðàçâèòèÿ êëåòîê çàðîäûøåâîãî
ïóòè, êîòîðûå îíè îêðóæàþò. Íà÷èíàÿ ñî ñòàäèè äèôôå-
ðåíöèðîâêè ãîíèîáëàñòà, öèñòà óâåëè÷èâàåòñÿ â ðàçìåðàõ,
è íà ñòàäèè, ïðåäøåñòâóþùåé ìåéîçó, â åå ñîñòàâå îò÷åò-
ëèâî âèäíû î÷åðòàíèÿ ñïåðìàòîöèòîâ, ê êîòîðûì ïëîòíî
ïðèëåãàþò êëåòêè öèñòû (ðèñ. 1, á, öèñòà âûäåëåíà øòðè-
õîâîé ëèíèåé). Íà ñòàäèè ýëîíãàöèè ñïåðìàòèä êëåòêè öè-
ñòû ïðèîáðåòàþò âûòÿíóòóþ ôîðìó. Ôëóîðåñöåíòíûé
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Ðèñ. 2. Ñïåöèôè÷åñêîå ìå÷åíèå êëåòîê çàðîäûøåâîãî ïóòè è ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê â ÿè÷íèêàõ Drosophila melanogaster.

à — ÿè÷íèê ñàìêè, ïîëó÷åííîé â ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèÿ {Ubipro>stop>mCD8-GFP}X{nos-Cre}; á — ÿè÷íèê ñàìêè, ïîëó÷åííîé â ðåçóëüòàòå ñêðå-
ùèâàíèÿ {Ubipro>stop>mCD8-GFP}X{dsx-Cre}; â — ÿè÷íèê ñàìêè ëèíèè {Ubipro>stop>mCD8-GFP} (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü). Ïðåäñòàâëåíî ñâå-

÷åíèå GFP â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ Cre. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI. Ñòðåëêàìè óêàçàíû îîöèòû.



ñèãíàë îò êëåòîê öèñòû ñîõðàíÿåòñÿ íà âñåì ïðîòÿæåíèè
ñïåðìàòîãåíåçà. Ïîëó÷åííàÿ êàðòèíà ÿâëÿåòñÿ âåñüìà
ñïåöèôè÷íîé, ïîñêîëüêó ó êîíòðîëüíûõ ìóõ, íåñóùèõ
òîëüêî ðåïîðòåðíóþ êîíñòðóêöèþ ñ íåâûðåçàííûì òåð-
ìèíàòîðîì, ñâå÷åíèå îòñóòñòâóåò (ðèñ. 1, â).

Â ÿè÷íèêàõ äðîçîôèëû ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè îáðàçó-
þò îáîëî÷êó îðãàíà, îòäåëüíàÿ ïîïóëÿöèÿ ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòîê êîíòðîëèðóåò ïðîöåññ ðàçâèòèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê
çàðîäûøåâîãî ïóòè. Èç ñîìàòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê-
ïðåäøåñòâåííèêîâ ðàçâèâàþòñÿ êëåòêè-ñïóòíèêè è ôîë-
ëèêóëÿðíûå êëåòêè, îêðóæàþùèå ïîëîâóþ êëåòêó. Â ðå-
çóëüòàòå äåëåíèÿ ñòâîëîâîé êëåòêè çàðîäûøåâîãî ïóòè
âîñïðîèçâîäèòñÿ ñòâîëîâàÿ êëåòêà è îáðàçóåòñÿ öèñòîá-
ëàñò. Öèñòîáëàñò ïðåòåðïåâàåò ÷åòûðå ðàóíäà äåëåíèÿ, â
ðåçóëüòàòå êîòîðûõ îáðàçóåòñÿ 16 öèñòîöèòîâ, ñâÿçàííûõ
ìåæäó ñîáîé öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè ìîñòèêàìè. Îäèí èç
öèñòîöèòîâ ðàçâèâàåòñÿ â îîöèò, à îñòàëüíûå — â ïèòàþ-
ùèå êëåòêè. Â êîíå÷íîì èòîãå ïèòàþùèå êëåòêè äåãåíå-
ðèðóþò è îáðàçóåòñÿ ãîòîâîå ê îïëîäîòâîðåíèþ ÿéöî.

Ó ñàìîê, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñêðåùèâàíèÿ ëè-
íèé {Ubipro>stop>mCD8GFP} è {nos-Cre}, ïðîèñõîäèò
èíäóêöèÿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà â êëåòêàõ çàðîäûøåâîãî
ïóòè (ðèñ. 2, à). Ôëóîðåñöåíòíóþ ìåòêó ñîäåðæàò âñå
êëåòêè çàðîäûøåâîãî ïóòè — ïèòàþùèå êëåòêè è îîöè-
òû. Ïðè ýòîì íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ïðîèñõîäèò íà-
êîïëåíèå ñèãíàëà â îîöèòå. Ñâÿçàíî ëè ýòî ñ óñèëåíèåì
ýêñïðåññèè ñ ïðîìîòîðà ãåíà Ubi-p63E, âõîäÿùåãî â ñî-
ñòàâ ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèè, èëè ñ àêòèâíûì òðàíñ-
ïîðòîì áåëêà èç ïèòàþùèõ êëåòîê, ïîêà íåÿñíî. Â ôîëëè-
êóëÿðíûõ êëåòêàõ ðåïîðòåðíûé ãåí íå àêòèâèðóåòñÿ.

Â ÿè÷íèêàõ ñàìîê {Ubipro>stop>mCD8GFP; dsx-Cre}
ðåïîðòåðíûé ãåí àêòèâåí â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ. Ôëóî-
ðåñöåíòíàÿ ìåòêà îáíàðóæèâàåòñÿ â ôîëëèêóëÿðíûõ
êëåòêàõ, ôîðìèðóþùèõ îáîëî÷êó ÿéöåâîé êàìåðû, à òàê-
æå â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ãåðìàðèÿ (ðèñ. 2, á). Âìåñòå ñ
ýòèì, àêòèâíîñòü ðåïîðòåðíîãî ãåíà â ÿè÷íèêàõ íå îãðà-
íè÷åíà ïîïóëÿöèåé ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê — öèñòîöèòû è
ðàçâèâàþùèåñÿ èç íèõ ïèòàþùèå êëåòêè è îîöèòû òàêæå
ïðîÿâëÿþò ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíîãî áåëêà. Êàê è â ñëó-
÷àå ñ nos-Cre, ïðîèñõîäèò ÿâíîå íàêîïëåíèå ñèãíàëà â
îîöèòå. Ó êîíòðîëüíûõ ìóõ ñ íåâûðåçàííûì òåðìèíàòî-
ðîì ôëóîðåñöåíöèÿ â ÿè÷íèêàõ îòñóòñòâóåò (ðèñ. 2, â).

Òàêèì îáðàçîì, â íàøåé ðàáîòå ìû ïðîòåñòèðîâàëè
ãåíåòè÷åñêóþ ñèñòåìó äëÿ ðàçäåëüíîãî ìå÷åíèÿ ñîìàòè-
÷åñêèõ è ãåðìèíàëüíûõ êëåòîê â ãîíàäàõ äðîçîôèëû. Ñî-
ìàòè÷åñêèå êëåòêè ãîíàä, îñîáåííî êëåòêè öèñòû â ñå-
ìåííèêàõ è ôîëëèêóëÿðíûå êëåòêè â ÿè÷íèêàõ, îêàçûâà-
þò çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà ñîçðåâàíèå ïîëîâûõ êëåòîê ñ
ïîìîùüþ ìåæêëåòî÷íûõ ñèãíàëîâ. Ïîäðîáíîñòè òàêèõ
âçàèìîäåéñòâèé îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûìè, è íàøà ñèñòå-
ìà ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé â èññëåäîâàíèÿõ ìåæêëåòî÷-
íûõ êîììóíèêàöèé â ïðîöåññå ãàìåòîãåíåçà äðîçîôèëû.

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ êîíñòðóêöèÿ nos-Cre ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëà ñòðîãóþ ñïåöèôè÷íîñòü ýêñïðåññèè â
êëåòêàõ çàðîäûøåâîãî ïóòè îáîèõ ïîëîâ. Êîíñòðóêöèÿ
dsx-Cre ýêñïðåññèðîâàëàñü â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ãîíàä,
íî âåëà ñåáÿ ïî-ðàçíîìó â ïîëîâûõ êëåòêàõ ñàìöîâ è ñà-
ìîê. Ýòî íàáëþäåíèå ñàìî ïî ñåáå èíòåðåñíî òåì, ÷òî
óêàçûâàåò íà âîçìîæíîå ó÷àñòèå ãåíà doublesex â îîãåíå-

çå, íî íå â ñïåðìàòîãåíåçå. Ýòî ïðîòèâîðå÷èò ïðåäñòàâ-
ëåíèþ î òîì, ÷òî ãåí dsx íå ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
ñîçðåâàíèÿ ïîëîâûõ êëåòîê è ìîæåò èìåòü îòíîøåíèå ê
íàáëþäàåìûì íàðóøåíèÿì äèôôåðåíöèðîâêè ìóæñêèõ
ïîëîâûõ êëåòîê â æåíñêîì ñîìàòè÷åñêîì îêðóæåíèè
(Hempel et al., 2008).
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A GENETIC SYSTEM FOR SOMATIC AND GERMINAL LINEAGE TRACING

IN THE DROSOPHILA MELANOGASTER GONADS
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Significant progress in the developmental biology of Drosophila is largely due to the improvement of met-
hods of genetic manipulation and, in particular, development of ways to create mosaic organisms. The main
characteristic of the mosaic organisms is the presence of genetically different populations of cells. For example,
some tissues express a transgenic reporter gene that is absent in other cells of the body. This principle is used in
a variety of the methods with the common name lineage tracing. The essence of these approaches is to perform
the targeted changes in the genetic apparatus of progenitor cells that give rise to cell lines or organs and tissues.
Genetic modification in progenitor cells, such as the ability to express a fluorescent protein, will be inherited by
the next cell generations, and, as a result, the entire cell line or tissue will have a tag, which distinguishes it
from the rest of the body. The lineage tracing methods allow tracking the cell generations, studying the cell pro-
liferation process, tracing their origin and investigating the function of genes of interest in the development of a
single tissue or organ. We have designed an approach to selectively label germ line or somatic cells in the go-
nads of Drosophila.

K e y w o r d s: Drosophila oogenesis, spermatogenesis, lineage tracing.
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