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Ââåäåíèå
Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëîñü ìíîæåñòâî ðàáîò ïî ïîëó-

÷åíèþ ëèíèé òðàíñãåííûõ ðûá ñ ýêñïðåññèðóþùèìèñÿ ðå-
ïîðòåðíûìè ãåíàìè, íàõîäÿùèìèñÿ ïîä êîíòðîëåì ãåòåðî-
ëîãè÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ. Äëÿ áûñòðîãî àíàëèçà
ðàçëè÷èé â ýêñïðåññèè ãåíîâ ñ ðåãóëÿòîðíûìè ýëåìåíòàìè
ðàçëè÷íîé ñòðóêòóðû äîâîëüíî ÷àñòî èñïîëüçóþò òðàíçèåí-
òíóþ ýêñïðåññèþ òðàíñãåíîâ ó F

0
-ïîêîëåíèÿ ðûá [1-4]. Ýòîò

ìåòîä, íåñìîòðÿ íà íåêîòîðûå íåäîñòàòêè, ìîæåò áûòü ïî-
ëåçåí äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè îá óðîâíÿõ è õàðàêòåðå
ýêñïðåññèè òðàíñãåíà â çàâèñèìîñòè îò èíäóöèáåëüíîñòè è
òêàíåñïåöèôè÷íîñòè ïðîìîòîðà.

Óäîáíóþ ìîäåëü äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè ÷óæåðîä-
íûõ ãåíîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âüþí Misgurnus fossilis L.
Ëåãêîñòü ñîäåðæàíèÿ (îòñóòñòâèå íåîáõîäèìîñòè êîðìëåíèÿ
âçðîñëûõ îñîáåé) è ïîëó÷åíèÿ ïîëîâûõ ïðîäóêòîâ, ñðàâíè-
òåëüíî áîëüøèå ðàçìåðû èêðèíîê è ïðîçðà÷íûå îáîëî÷êè,
îòíîñèòåëüíî êîðîòêàÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü ýìáðèîãåíåçà
ñïîñîáñòâóþò èñïîëüçîâàíèþ åãî â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èññëå-
äîâàíèþ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ââåäåííûõ ãåíîâ [5�7].

Ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ ïîä êîíòðîëåì
ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíà òåïëîâîãî øîêà
äðîçîôèëû â òðàíñãåííûõ ýìáðèîíàõ âüþíà
Misgurnus fossilis L.

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà (ÒØ) âîâëå÷åíû âî ìíîãèå ôèçèî-
ëîãè÷åñêèå è ïàòîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû îðãàíèçìà è èãðàþò
öåíòðàëüíóþ ðîëü â çàùèòå è ðåïàðàöèè êëåòîê ïîä âîçäåé-
ñòâèåì ñòðåññà (òåïëîâîé, õîëîäîâîé øîê, óëüòðàçâóê, òÿ-
æåëûå ìåòàëëû è äð.) [8]. Ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé ïîêàçàíî,
÷òî ãåòåðîëîãè÷íûå ïðîìîòîðû ãåíîâ ÒØ ìîãóò îáåñïå÷èâàòü
èíäóöèáåëüíóþ ýêñïðåññèþ ìàðêåðíûõ ãåíîâ â òðàíñãåí-
íûõ îðãàíèçìàõ è êóëüòóðå êëåòîê ðàçëè÷íûõ âèäîâ æèâîò-
íûõ [9�14].

Â äàííîé ðàáîòå ðåïîðòåðíûå ãåíû lacZ è gfp, íàõîäÿ-
ùèåñÿ ïîä êîíòðîëåì äâóõ ðàçíûõ ïðîìîòîðîâ ãåíà ÒØ äðî-
çîôèëû hsp70, èíúåöèðîâàëè â îïëîäîòâîðåííûå ÿéöåêëåòêè
âüþíà ñ öåëüþ àíàëèçà óðîâíåé ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ â
çàâèñèìîñòè îò ñòðóêòóðû ïðîìîòîðîâ, òåìïåðàòóðû îêðó-
æàþùåé ñðåäû, êîíöåíòðàöèè ââåäåííîãî ãåíåòè÷åñêîãî
ìàòåðèàëà è ñòàäèè ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Ïîëîâîçðåëûõ âüþíîâ Misgurnus fossilis L., ïðèíàäëåæà-

ùèõ ê ñåìåéñòâó âüþíîâ Cobitidae, îòðÿäó êàðïîîáðàçíûõ

Èññëåäîâàëè ýôôåêòèâíîñòü òðàíçèåíòíîé ýêñïðåññèè ðåïîð-
òåðíûõ ãåíîâ lacZ è gfp ïîä êîíòðîëåì äâóõ ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðíûõ
ýëåìåíòîâ ãåíà òåïëîâîãî øîêà hsp70 äðîçîôèëû â òðàíñãåííûõ
ýìáðèîíàõ âüþíà Misgurnus fossilis L. F

0
-ïîêîëåíèÿ. Ýêñïðåññèÿ

òðàíñãåíîâ â ðàííèõ ýìáðèîíàõ è ïðåäëè÷èíêàõ íîñèëà ìîçàè÷íûé
õàðàêòåð è çàâèñåëà îò êîëè÷åñòâà ââîäèìîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòå-
ðèàëà. Â òî æå âðåìÿ ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíà íå çàâèñåëà îò ïîâûøå-
íèÿ òåìïåðàòóðû îêðóæàþùåé ñðåäû, ò.å. âîçíèêàëà áåç òåïëîâîãî
øîêà. Ó 2-3-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé ýôôåêòèâíîñòü òðàíçèåíòíîé
ýêñïðåññèè áûëà ìàêñèìàëüíîé è äîñòèãàëà â îòäåëüíûõ ñåðèÿõ ýê-
ñïåðèìåíòîâ 100%. Òàêèì îáðàçîì, ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû ãåíà
òåïëîâîãî øîêà äðîçîôèëû ñïîñîáíû îáåñïå÷èâàòü êîíñòèòóòèâíóþ
ýêñïðåññèþ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ â ýìáðèîíàõ âüþíà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, áåëêè òåïëîâîãî øîêà.

The efficiency of transient expression of lacZ and gfp genes-
reporters under control of two different promoter elements of drozophyla
hsp70 thermal shochk gene in transgeneic larva of Fo generation loach
Misgurnus fossilis L. were studied. The expression of genes in early larva
and in the prelarval stage was mosaic and depended upon the amount
of genetic material introduced.

At the same time gene expression did not depend upon external
tempreture increase, i.e. it appeared without thermal shock.

In 2-3 day larva the efficiency of transient expression was maximal
and reached 100% in separate experimental series. Thus, regulatory
elements of drozophula thermal shock gene are capable to provide
constitutional expression of gene-reporter in loach larva.

Key words: gene expression, thermal shock proteins.

ÎÐÈÃÈÍÀËÜÍÛÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ë.Å. Àíäðååâà 1, Í.Â. Õàéäàðîâà 1,  À.Â. Ðîäðèãåñ-Áëàíêî1, Í.Í. Êàíàéêèíà 2, À.Â. Ðåâèùèí 2,
Â.Ç. Òàðàíòóë 1, Ë.È. Êîðî÷êèí 2  , Ã.Â. Ïàâëîâà 2

1 Èíñòèòóò ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ÐÀÍ
2 Èíñòèòóò áèîëîãèè ãåíà ÐÀÍ, ëàáîðàòîðèÿ íåéðîãåíåòèêè è ãåíåòèêè ðàçâèòèÿ

L.E. Andreeva1, N.V.Khaydarova1, A.V. Rodriges-Blanko1, N.N. Kananaykina 2, A.V. Revishchin 2,
V.Z. Tarantul1, L.I.Korochkin 2, G.V. Pavlova 2

1Molecular Genetics Institute, RAS
2Institute of Gene Biology RAS, laboratory of neurogenetics and genetics of development
Gene expression under control of regulatory elements of thermal shock gene of drozophyla
in transgenic larvae germ of loach Misgurnus fossilis L.



Îðèãèíàëüíûå èññëåäîâàíèÿ40

Êëåòî÷íàÿ òðàíñïëàíòîëîãèÿ è òêàíåâàÿ èíæåíåðèÿ  ¹ 4 (6), 2006

Cypriniformes, íàäîòðÿäó êîñòèñòûõ ðûá Teleostei, îòëàâëèâàëè
â ïðèðîäå (â Ðÿçàíñêîé îáë.) â äåêàáðå ìåñÿöå. Ñàìöîâ è
ñàìîê ñîäåðæàëè ðàçäåëüíî â õîëîäèëüíèêå ïðè òåìïåðà-
òóðå 4-6°Ñ. Çðåëóþ èêðó ïîëó÷àëè ÷åðåç 40-42 ÷àñà ïîñëå
èíúåêöèé ñàìêå õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà â äîçå 100 ÌÅ
è îñåìåíÿëè ñóñïåíçèåé ñïåðìû [15]. ×åðåç 20-80 ìèí ïîñëå
îïëîäîòâîðåíèÿ è âïëîòü äî ïåðâîãî äåëåíèÿ äðîáëåíèÿ ïîä
áëàñòîäèñê ÷åðåç æåëòîê ñî ñòîðîíû âåãåòàòèâíîãî ïîëþñà
èêðèíêè èíúåöèðîâàëè 10-20 íë âîäíîãî ðàñòâîðà, ñîäåð-
æàùåãî ðåêîìáèíàíòíóþ ÄÍÊ â êîíöåíòðàöèè 20-30 íã/ìêë.
Èíúåêöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêòîðà ôèðìû
«Ýïïåíäîðô» ñòåêëÿííîé ìèêðîèãëîé ñ äèàìåòðîì êîí÷èêà
12-14 ìêì. Îáùåå êîëè÷åñòâî ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
âàðüèðîâàëî, îò 0,2 íã äî 1,5 íã íà èêðèíêó. Äëÿ èíúåêöèé
èñïîëüçîâàëè 2 ðàçëè÷íûõ ïëàçìèäû, îäíà èç êîòîðûõ ñî-
äåðæàëà ãåí β-ãàëàêòîçèäàçû E. coli (lacZ), íàõîäÿùèéñÿ
ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà hsp70 äðîçîôèëû (pD88), ó êîòîðîãî
5′-íåòðàíñêðèáèðóåìàÿ îáëàñòü ñîäåðæèò 88 ïàð íóêëåî-
òèäîâ, ïðèëåãàþùèõ íåïîñðåäñòâåííî ê òî÷êå ñòàðòà
òðàíñêðèïöèè [16] (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ïðîôåññîðîì
Â.À. Ãâîçäåâûì), âòîðàÿ - ðåïîðòåðíûé ãåí çåëåíîãî ôëóî-
ðåñöåíòíîãî áåëêà (gfp), íàõîäÿùèéñÿ ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà
hsp70 äðîçîôèëû (pHLP), ó êîòîðîãî 5′-íåòðàíñêðèáèðóå-
ìàÿ îáëàñòü ñîäåðæèò 98 ïàð íóêëåîòèäîâ. Èêðèíêè êàæäîé
ñåðèè èíúåêöèé ïîëó÷åíû îò îäíîé ïàðû ðîäèòåëåé. Çàðî-
äûøåé èíêóáèðîâàëè â îòñòîéíîé âîäå ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå.

Ãèñòîõèìè÷åñêóþ àêòèâíîñòü β-ãàëàêòîçèäàçû îïðåäåëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ ñóáñòðàòà Õ-Gal ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó ðàíåå
[17, 18], ñ äîáàâëåíèåì õëîðîêâèíà äëÿ áëîêèðîâàíèÿ ýí-
äîãåííîé β-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè: çàðîäûøåé ôèê-
ñèðîâàëè 2,5%-ì ãëþòàðàëüäåãèäîì, îòìûâàëè ôîñôàòíî-
ñîëåâûì áóôåðîì (PBS) è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â ðàñòâîðå
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 5 ìÌ K

3
Fe(CN)

6
, 5 ìÌ K

4
Fe(CN)

6
.6H

2
O,

2 ìÌ MgCl
2
, 0,2% Òðèòîí X-100, 150 ìêã/ìë õëîðîêâèíà

íà PBS (ðÍ=7,4-7,6). Ïîñëå ýòîãî äîáàâëÿëè X-Gal äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0,4 ìã/ìë è ïðîâîäèëè îêðàøèâàíèå
â òå÷åíèå ñóòîê ïðè 35°Ñ. Ýìáðèîíû îòìûâàëè â PBS, ïåðå-
íîñèëè â 30% ñàõàðîçó íà PBS, ñîäåðæàùèé àçèä íàòðèÿ.
Îêðàøåííûå ýìáðèîíû ïîäñ÷èòûâàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè.

Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç β-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè
â çàðîäûøàõ âüþíà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó ðà-
íåå [19], ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Çàðîäûøåé, ïî 5
øòóê, ïîìåùàëè â ïðîáèðêè òèïà «Ýïïåíäîðô» è ïðîìûâàëè
áóôåðîì Ñ-39 ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 3,2 mM NaH

2
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4
×2H

2
O,

4,2 mM NaHCO
3
, 21 mM KCl, 65 mM NaCl. Áóôåð Ñ-39 òùà-

òåëüíî îòáèðàëè, äîáàâëÿëè 200 ìêë áóôåðà Z (60 mM
Na

2
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4
×12H

2
O, 40 mM NaH

2
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4
×2H

2
O, 10 mM KCl, 1 mM

MgSO
4
, 0,35% â-ìåðêàïòîýòàíîëà) è ãîìîãåíèçèðîâàëè, ê

ãîìîãåíàòó äîáàâëÿëè 100 ìêë ðàñòâîðà ñóáñòðàòà î-íèò-
ðîôåíèë-β-D-ãàëàêòîïèðàíîçèäà â Z-áóôåðå (4 ìã/ìë) è
èíêóáèðîâàëè åãî ïðè 37°Ñ 90 ìèí. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè
äîáàâëåíèåì 1 ìë 0,52 M ðàñòâîðà Na

2
CO

3
. Îïòè÷åñêóþ

ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ïðè λ=420 íì è λ=550 íì. Îòíîñèòåëü-
íóþ àêòèâíîñòü β-ãàëàêòîçèäàçû â óñëîâíûõ åäèíèöàõ îïðå-
äåëÿëè ïî ôîðìóëå À

420
 = 1,1× À

550
.

Àêòèâíîñòü ãåíà gfp îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåí-
òíîãî ìèêðîñêîïà «Axioscop 2 plus» èëè «Leica DM6000 B»
ïðè äëèíå âîëíû 450-490 íì.

×àñòü çàðîäûøåé íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ íàãðå-
âàëè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî ÷åðåç 2-4 ÷àñà
ïîäâåðãàëè ãèñòîõèìè÷åñêîìó îêðàøèâàíèþ ñ ïîìîùüþ
X-Gal, ïðîâîäèëè êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç àêòèâíîñòè β-ãàëàê-
òîçèäàçû èëè èññëåäîâàëè çàðîäûøè ïîä ôëóîðåñöåíòíûì
ìèêðîñêîïîì.

Ïîëîæèòåëüíûì êîíòðîëåì ñëóæèëè çàðîäûøè, êîòîðûì
èíúåöèðîâàëè ðåêîìáèíàíòíóþ ïëàçìèäó, ñîäåðæàùóþ ãåí

gfp ïîä õèìåðíûì ðåãóëÿòîðíûì ýëåìåíòîì, èìåþùèì â
ñâîåì ñîñòàâå íåìåäëåííî ðàííèé ýíõàíñåð öèòîìåãàëîâè-
ðóñà ÷åëîâåêà è ïðîìîòîð ôàêòîðà ýëîíãàöèè 1b ÷åëîâåêà
(pCEEGFP) [20] (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Dr. T. Takada). Ýê-
ñïðåññèþ òðàíñãåíà (ôëóîðåñöåíöèÿ çåëåíûì öâåòîì)
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà
«Axioscop 2 plus» èëè «Leica DM6000 B» ïðè äëèíå âîëíû
450-490 íì. Îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì ñëóæèëè èíòàê-
òíûå çàðîäûøè è èíòàêòíûå çàðîäûøè, ïîäâåðãàâøèåñÿ
íàãðåâàíèþ.

Ðåçóëüòàòû

Ýêñïðåññèÿ lacZ-ãåíà ïîä êîíòðîëåì ðåãóëÿòîðíûõ
ýëåìåíòîâ ãåíà òåïëîâîãî øîêà äðîçîôèëû
â ýìáðèîíàõ âüþíà

Áûëî ïðîâåäåíî 5 ñåðèé ìèêðîèíúåêöèé ïëàçìèäû
pD88, ñîäåðæàùåé lacZ-ãåí ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà
ÒØ äðîçîôèëû, â îïëîäîòâîðåííûå èêðèíêè âüþíà íà ñòà-
äèè áëàñòîäèñêà. 108 çàðîäûøåé è ïðåäëè÷èíîê 1�5-ñó-
òî÷íîãî âîçðàñòà áûëè îáðàáîòàíû X-Gal. Ýêñïðåññèÿ
lacZ-ãåíà íîñèëà ìîçàè÷íûé õàðàêòåð è ïðîÿâëÿëàñü íà
âñåõ èññëåäîâàííûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ â âèäå ñèíå-çåëå-
íûõ øòðèõîâ, òî÷åê, ïÿòåí ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ, ðàñïîëî-
æåííûõ ïî îòäåëüíîñòè èëè â âèäå íåáîëüøèõ ãðóïï (ðèñ. 1À
è 1Â). Ó ïðåäëè÷èíîê ìîçàè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåðíîãî
ãåíà ïðîèñõîäèëà íà ãîëîâå, â òóëîâèùíûõ ñîìèòàõ, õâîñòå,
ïëàâíèêàõ, à òàêæå â æåëòî÷íîì ñèíöèòèè è áûëà ïðåä-
ñòàâëåíà, â îñíîâíîì, êëåòêàìè ýïèäåðìèñà è ìûøå÷íûìè
âîëîêíàìè.

Â íåêîòîðûõ ñåðèÿõ îïûòîâ ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåññèè
òðàíñãåíà íàáëþäàëè ó 100 % çàðîäûøåé. Êàê âèäíî èç òàá-
ëèöû, â êîòîðîé ïðåäñòàâëåíû ñóììàðíûå äàííûå ïî âñåì 5
ñåðèÿì îïûòîâ, íà÷àëî ýêñïðåññèè ïðîèñõîäèëî ó 66,7% ñó-
òî÷íûõ çàðîäûøåé íà ñòàäèè ðàííåé - ñðåäíåé ãàñòðóëû.
Ìàêñèìàëüíàÿ äîëÿ çàðîäûøåé, ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñãåí,
âîçðàñòàëà ê 2-3 ñóòêàì, äîñòèãàÿ 96,2�78,6% è ïîñòåïåí-
íî ñíèæàëàñü ê ñòàäèè âûëóïëåíèÿ èç îáîëî÷åê (57,1�
52,9%). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî êîëè÷åñòâî ñèíå-çåëåíûõ òî-
÷åê è èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ, îòðàæàþùèå ýêñïðåññèþ
òðàíñãåíà, áûëè ìàêñèìàëüíûìè íà ñòàäèè 2-3 ñóòîê ðàç-
âèòèÿ. Ó 5-ñóòî÷íûõ ïðåäëè÷èíîê ýêñïðåññèÿ ãåíà lacZ áûëà
ïðåäñòàâëåíà, â îñíîâíîì, â îòäåëüíûõ ýïèäåðìàëüíûõ è
ìûøå÷íûõ êëåòêàõ. Îäíàêî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
òðàíñãåíà èëè îáúåìà ðàñòâîðà ïðè ìèêðîèíúåêöèè â èê-
ðèíêè ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ýêñïðåññèðó-
þùèõ çàðîäûøåé, èíòåíñèâíîñòè ýêñïðåññèè ââîäèìîãî ãå-
íåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà è óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà àíîìàëüíûõ
çàðîäûøåé (ðèñ. 1Ñ).

Íàãðåâàíèå 2-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé â îäíîé èç ñåðèé
îïûòîâ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37°Ñ è èíêóáàöèÿ èõ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ñ ïîñëåäóþùèì ãè-
ñòîõèìè÷åñêèì îêðàøèâàíèåì íå ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ
ýôôåêòèâíîñòè è èíòåíñèâíîñòè ýêñïðåññèè òðàíñãåíà
(òàáë.). Íè â îäíîì ñëó÷àå íå áûëî îòìå÷åíî ñïåöèôè÷åñêî-
ãî îêðàøèâàíèÿ íà β-ãàëàêòîçèäàçó ó èíòàêòíûõ çàðîäûøåé
ëèáî èíòàêòíûõ çàðîäûøåé, ïîäâåðãàâøèõñÿ íàãðåâàíèþ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæäàþòñÿ ðåçóëüòàòàìè è äðó-
ãîé ñåðèè îïûòîâ, ãäå 2-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé ïîäâåðãàëè
àíàëîãè÷íîé ïðîöåäóðå, ïîñëå ÷åãî èõ ãîìîãåíèçèðîâàëè è
îòäåëüíûå ñóììàðíûå ãîìîãåíàòû (5 çàðîäûøåé ïîñëå íàãðå-
âàíèÿ, 5 çàðîäûøåé áåç íàãðåâàíèÿ è 5 êîíòðîëüíûõ çàðîäû-
øåé) îêðàøèâàëè ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó âûøå, ñ äîáàâ-
ëåíèåì ñóáñòðàòà î-íèòðîôåíèë-β-D-ãàëàêòîïèðàíîçèäà
è îïðåäåëÿëè óðîâåíü ýêñïðåññèè êîëè÷åñòâåííûì ïóòåì
íà ñïåêòðîôîòîìåòðå. Îòíîñèòåëüíàÿ ôîíîâàÿ àêòèâíîñòü
β-ãàëàêòîçèäàçû ó êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé ñîñòàâèëà
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0,095 ó.å., ó çàðîäûøåé, ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ ïëàçìèäîé
pD88, � 0,410 ó.å., à çàðîäûøåé òîé æå ñåðèè ïîñëå íàãðå-
âàíèÿ � 0,280 ó.å. Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
î òîì, ÷òî íàãðåâàíèå çàðîäûøåé ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí
è èõ îáðàáîòêà ñïóñòÿ 2 ÷àñà íå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ýêñï-
ðåññèè òðàíñãåíà.

Ðèñ. 1. Òðàíñãåííûå çàðîäûøè âüþíà ñ ýêñïðåññèåé
ïëàçìèäû pD88 ïîñëå îêðàøèâàíèÿ X-Gal:
À - 1-ñóòî÷íûé çàðîäûø (ñî ñíÿòîé îáîëî÷êîé);
Â - 2-ñóòî÷íûé çàðîäûø; Ñ - ãðóïïà 5-ñóòî÷íûõ
àíîìàëüíûõ çàðîäûøåé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå èíúåêöèè
òðàíñãåíà â êîëè÷åñòâå 1,5 íã íà èêðèíêó

Ýêñïðåññèÿ gfp-ãåíà ïîä êîíòðîëåì ðåãóëÿòîðíûõ
ýëåìåíòîâ ãåíà òåïëîâîãî øîêà äðîçîôèëû
â ýìáðèîíàõ âüþíà

Áûëî ïðîâåäåíî íåñêîëüêî ñåðèé ìèêðîèíúåêöèé ðåêîì-
áèíàíòíîé ïëàçìèäû pHLP, ñîäåðæàùåé gfp-ãåí ïîä ïðî-
ìîòîðîì ãåíà ÒØ äðîçîôèëû, â îïëîäîòâîðåííûå èêðèíêè
âüþíà íà ñòàäèè áëàñòîäèñêà. Ýêñïðåññèÿ gfp-ãåíà íîñèëà
ìîçàè÷íûé õàðàêòåð è ïðîÿâëÿëàñü â âèäå îòäåëüíûõ òî÷åê,
ïÿòåí íà ïîâåðõíîñòè ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé, â æåëòî÷íîì
ñèíöèòèè, à ïî ìåðå ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé - â ìûøå÷íûõ âî-
ëîêíàõ, â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ýïèäåðìèñà, ìåëàíîôîðàõ
è äðóãèõ òèïàõ êëåòîê (ðèñ. 2À, Â, Ñ).

Â îäíîé èç ñåðèé îïûòîâ â èêðèíêè âüþíà íà ñòàäèè áëà-
ñòîäèñêà èíúåöèðîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ïëàçìèäó
pCEEGFP, ñîäåðæàùóþ gfp-ãåí ïîä õèìåðíûì ïðîìîòîðîì,
èìåþùèì â ñâîåì ñîñòàâå íåìåäëåííî ðàííèé ýíõàíñåð öè-
òîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà è ïðîìîòîð ôàêòîðà ýëîíãàöèè 1b
÷åëîâåêà. Ýòîé ïëàçìèäîé áûëî ïðîèíúåöèðîâàíî 48 èêðè-
íîê, â òàêîå æå êîëè÷åñòâî èêðèíîê ïàðàëëåëüíî èíúåöè-
ðîâàëè ïëàçìèäó pHLP. Àíàëèç ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ ó ðàç-
âèâøèõñÿ ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé
ïîêàçàë, ÷òî ïðè èíúåêöèè êîíòðîëüíîé ïëàçìèäû pCEEGFP
25 èç 26 çàðîäûøåé ýêñïðåññèðîâàëè òðàíñãåí, òîãäà êàê ïðè
èíúåêöèè ïëàçìèäû pHLP è ýôôåêòèâíîñòü, è èíòåíñèâíîñòü
ýêñïðåññèè òðàíñãåíà áûëà çíà÷èòåëüíî íèæå � òîëüêî ó 6 çà-
ðîäûøåé èç 26, âûæèâøèõ ÷åðåç ñóòêè ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè,
íàáëþäàëàñü ýêñïðåññèÿ gfp-ãåíà. Ê 2-ì ñóòêàì ðàçâèòèÿ
íåñêîëüêî èç 11 çàðîäûøåé, âûæèâøèõ ïîñëå èíúåêöèè
ïëàçìèäû pHLP, ýêñïðåññèðîâàëè òðàíñãåí (ðèñ. 3À).

Íàãðåâàíèå äàííîé ãðóïïû çàðîäûøåé â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 37°Ñ è ïîñëåäóþùåå èíêóáèðîâàíèå èõ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 2,5 ÷àñîâ íå ïðèâåëî ê çàìåòíîìó óâå-
ëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè ýêñïðåññèè òðàíñãåíà (ðèñ. 3Â). Íå
áûëî îòìå÷åíî ÿâíîãî óñèëåíèÿ ýêñïðåññèè gfp-ãåíà â äàííîé
ãðóïïå çàðîäûøåé íè ÷åðåç 4 ÷àñà, íè ÷åðåç ñóòêè ïîñëå íà-
ãðåâàíèÿ. Â òî æå âðåìÿ, ïîñëå èíúåêöèè ïëàçìèäû pCEEGFP
òðàíñãåí èíòåíñèâíî ýêñïðåññèðîâàëñÿ ó 6 èç 7 âûæèâøèõ
2-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé (ðèñ. 3Ñ). Äàëüíåéøåå íàáëþäåíèå (äî
12 ñóòîê ðàçâèòèÿ) çà çàðîäûøàìè ñ ïëàçìèäîé pHLP äàííîé
ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçàëî, ÷òî íà 6-å ñóòêè ó 2 ïðåäëè-
÷èíîê èç 6 èíòåíñèâíàÿ ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíà ïðîÿâëÿëàñü â
ìûøå÷íûõ, ýïèäåðìàëüíûõ êëåòêàõ è â æåëòî÷íîì ñèíöèòèè
(ðèñ. 4À). Ó îäíîé èç äâóõ ýêñïðåññèðóþùèõ ïðåäëè÷èíîê áûëà
îáíàðóæåíà ñèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ gfp-ãåíà â õðóñòàëèêàõ
ãëàç (ðèñ. 4Â), êîòîðàÿ ñîõðàíÿëàñü äî 12 ñóòîê ðàçâèòèÿ.
Íà 7-12-å ñóòêè ðàçâèòèÿ ýêñïðåññèÿ gfp-ãåíà ó îáåèõ ïðåä-
ëè÷èíîê îòìå÷àëàñü òàêæå â îòäåëüíûõ êëåòêàõ èëè êëîíàõ êëå-
òîê ýïèäåðìèñà, ìûøö, æàáð, â ìåëàíîôîðàõ è äðóãèõ òè-
ïàõ êëåòîê (ðèñ. 4Ñ). Íå áûëî îòìå÷åíî ôëóîðåñöåíòíîãî
ñâå÷åíèÿ êëåòîê ó êîíòðîëüíûõ èíòàêòíûõ çàðîäûøåé ëèáî
êîíòðîëüíûõ çàðîäûøåé, ïîäâåðãàâøèõñÿ íàãðåâàíèþ.

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ðåïîðòåð-

íûõ ãåíîâ lacZ è gfp ïîä êîíòðîëåì ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ
ãåíà ÒØ hsp70 äðîçîôèëû ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè â îïëî-
äîòâîðåííûå èêðèíêè âüþíà ïðîèñõîäèëà âî âðåìÿ ðàííåãî
ðàçâèòèÿ ýìáðèîíîâ F

0
-ïîêîëåíèÿ. Ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíîâ

îñóùåñòâëÿëàñü íà äîñòàòî÷íî âûñîêîì óðîâíå íåçàâèñèìî
îò ñòðóêòóðû ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ è íîñèëà ìîçàè÷íûé
õàðàêòåð.

Ðàíåå òàêæå íàáëþäàëàñü ìîçàè÷íàÿ òðàíçèåíòíàÿ ýê-
ñïðåññèÿ ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ â ýìáðèîíàõ ðàçëè÷íûõ îðãà-
íèçìîâ F

0
-ïîêîëåíèÿ ïðè òåñòèðîâàíèè ýôôåêòèâíîñòè

ðàáîòû ãåòåðîëîãè÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ. Â ÷àñòíî-
ñòè, ïðîìîòîðû Hox1 ìûøè è Hox2 ÷åëîâåêà îáåñïå÷èâàëè
âûñîêóþ òðàíçèåíòíóþ ýêñïðåññèþ ãåíà lacZ ó ñóòî÷íûõ

1 � 36 24 66,7

2 � 26 25 96,2

2 + 8 7 87,5

3 � 14 11 78,6

4 � 7 4 57,1

5 � 17 9 52,9

Òàáëèöà. Ýôôåêòèâíîñòü ýêñïðåññèè ïëàçìèäû
ðD88 ó 1-5-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé âüþíà

%

Ñòàäèÿ
ðàçâèòèÿ

(ñóòêè)

Òåïëîâîé
øîê
(ÒØ)

Îáùåå
êîë-âî

çàðîäûøåé

Çàðîäûøè
ñ ýêñïðåññèåé

ãåíà lacZ

êîë-âî
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Ðèñ. 3. Òðàíñãåííûå çàðîäûøè âüþíà:
À � ãðóïïà 2-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé ñ ýêñïðåññèåé ïëàçìèäû pHLP; Â � ýòà æå ãðóïïà 2-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé ñ ýêñïðåññèåé
ïëàçìèäû pHLP ÷åðåç 2 ÷àñà ïîñëå íàãðåâàíèÿ; Ñ � ãðóïïà 2-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé ñ ýêñïðåññèåé ïëàçìèäû pCEEGFP

Ðèñ. 2. Òðàíñãåííûå çàðîäûøè âüþíà ñ ýêñïðåññèåé ïëàçìèäû pHLP:
À � 4-ñóòî÷íûé çàðîäûø ñ ýêñïðåññèåé gfp-ãåíà; Â � ìûøå÷íûå âîëîêíà; Ñ - ìåëàíîôîðû

Ðèñ. 4. Òðàíñãåííûå çàðîäûøè âüþíà ñ ýêñïðåññèåé ïëàçìèäû pHLP:
À � 6-ñóòî÷íàÿ ïðåäëè÷èíêà (ôëóîðåñöåíöèÿ ìûøå÷íûõ, ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è æåëòî÷íîãî ñèíöèòèÿ);
Â � ãëàç 7-ñóòî÷íîé ïðåäëè÷èíêè; Ñ � êëîí ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ íà õâîñòîâîé ÷àñòè òóëîâèùà
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ýìáðèîíîâ çåáðàôèø [1]; äâà ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðà çåáðà-
ôèø, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ìûøå÷íûõ è ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
(mylz2 è krt8), ñòðîãî íàïðàâëÿëè ìîçàè÷íóþ òêàíåñïåöè-
ôè÷åñêóþ ýêñïðåññèþ gfp è rfp ãåíîâ â ðàííèõ òðàíñãåííûõ
ýìáðèîíàõ ìåäàêè [4]; ãåí gfp ïîä êîíòðîëåì íåéðîíàëüíî-
ãî ãåíà (GATA2) çåáðàôèø ìîçàè÷íî ýêñïðåññèðîâàëñÿ â
ýìáðèîíàõ Xenopus L. [21].

Â ðÿäå ðàáîò èññëåäîâàëè óðîâåíü àêòèâíîñòè ðåïîðòåð-
íûõ ãåíîâ ïîä èíäóöèáåëüíûìè ðåãóëÿòîðíûìè ýëåìåíòàìè
ãåíîâ ÒØ. Ïîêàçàíî, â ÷àñòíîñòè, ÷òî ãåí ëþöèôåðàçû (luc)
ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà hsp70 äðîçîôèëû ïîñëå ïðèìåíåíèÿ
ÒØ ïðèâîäèë ê 55-êðàòíîìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè òðàíñãåíà â ðàííèõ ýìáðèîíàõ óñòðèö [10]; ïîëíîñòüþ
èçîëèðîâàííûå ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû ãåíà hsp70 òèëÿ-
ïèè îáåñïå÷èâàëè èíäóöèáåëüíóþ ýêñïðåññèþ lacZ-ãåíà áåç
ïðåäïî÷òåíèÿ â êàêîé-ëèáî òêàíè ó ýìáðèîíîâ çåáðàôèø è
â êóëüòóðå êëåòîê êàðïà [3]; ãåí lacZ ïîä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðîâ ãåíîâ hsp70 ìûøè è Xenopus L. â òðàíñãåííûõ
ýìáðèîíàõ çåáðàôèø ýêñïðåññèðîâàëñÿ â îòâåò íà äåéñòâèå
ÒØ [12]; âûñîêèé óðîâåíü ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè ïîñëå
ëîêàëüíîãî âîçäåéñòâèÿ óëüòðàçâóêîì ïðîÿâëÿëñÿ â òêàíÿõ ìû-
øåé è êðûñ ïîñëå âíóòðèâåííîé èíúåêöèè âåêòîðà ñ luc-ãåíîì
ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà hsp70Â äðîçîôèëû [13]; èíäóöèáåëüíàÿ
ýêñïðåññèÿ ãåíà, êîäèðóþùåãî ñèíèé áåëîê BFP, ïîä ïðîìî-
òîðîì ãåíà hsp70 äðîçîôèëû, íàáëþäàëàñü â òðàíñôåöèðî-
âàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ìûøè [14].

Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðîìîòîðíàÿ
àêòèâíîñòü, â öåëîì, è ìåõàíèçìû òêàíåñïåöèôè÷åñêîé è
èíäóöèáåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ, â ÷àñòíîñòè, âûñîêîêîíñåð-
âàòèâíû ó ðàçëè÷íûõ âèäîâ æèâîòíûõ. Â îòäåëüíûõ ðàáîòàõ
äåòàëüíî ïðîàíàëèçèðîâàíû ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû ãåíà
hsp70 äðîçîôèëû è äðóãèõ îðãàíèçìîâ, ïðè ýòîì ïîêàçà-
íî, ÷òî ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíîâ ïîä ýòèìè ýëåìåíòàìè
ñòðîãî èíäóöèáåëüíà. Â îäíîì èç èññëåäîâàíèé íàáëþäà-
ëàñü íèçêàÿ ôîíîâàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà lacZ ïîä êîíòðîëåì
ðåãóëÿòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ hsp70 ìûøè è
Xenopus L. â òðàíñãåííûõ ýìáðèîíàõ çåáðàôèø áåç òåïëî-
âîãî âîçäåéñòâèÿ (íåñêîëüêî îêðàøåííûõ êëåòîê íà ýìáðè-
îí), îäíàêî ïîñëå ïîâûøåíèÿ òåìïåðàòóðû àâòîðû îòìå÷àëè
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ýêñïðåññèðóþùèõ
êëåòîê [12]. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïîâûøåíèå òåìïåðà-
òóðû îêðóæàþùåé ñðåäû íå ïðèâîäèëî ê ÿâíîìó óñèëåíèþ
è áåç òîãî äîâîëüíî èíòåíñèâíîé ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ ïîä
îáîèìè âàðèàíòàìè ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíà hsp70
äðîçîôèëû. Âîçìîæíî, ÷òî ýòî ñâÿçàíî íå ñòîëüêî ñî ñòðóê-
òóðîé ýòèõ ýëåìåíòîâ, ñêîëüêî ñ îñîáåííîñòÿìè ðàçâèòèÿ
âüþíà: â ðàçâèâàþùèõñÿ èêðèíêàõ âüþíà íàõîäèòñÿ áîëüøîå
êîëè÷åñòâî òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
äîñòàòî÷íî êîíñåðâàòèâíûìè è ñïîñîáíû ê âçàèìîäåéñòâèþ
ñ ãåòåðîëîãè÷íûìè ïðîìîòîðàìè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äëÿ
àêòèâàöèè ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ íå òðåáóåòñÿ íèêàêèõ äî-
ïîëíèòåëüíûõ âîçäåéñòâèé, äîñòàòî÷íî òîëüêî ãîòîâíîñòè
òðàíñêðèïöèîííîãî àïïàðàòà ñîáñòâåííîãî ãåíîìà òðàíñ-
êðèáèðîâàòü ÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ [7]. Âèäèìî, ãîìîëîãè òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ HSF ó ðàçëè÷íûõ âèäîâ ðûá ñïîñîáíû
âûñîêîýôôåêòèâíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ ïðîìîòîðàìè ãåíîâ
hsp70 äðóãèõ âèäîâ æèâîòíûõ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò êîíñåðâà-
òèâíóþ ïðèðîäó ðåãóëÿòîðíûõ ðàéîíîâ ãåíà hsp70 [12].

Äîïîëíèòåëüíûì äîâîäîì â ïîëüçó íàëè÷èÿ áîëüøîãî êî-
ëè÷åñòâà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ øèðîêîãî ñïåêòðà
äåéñòâèÿ â çàðîäûøàõ âüþíà ÿâëÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî lacZ-ãåí
ïîä êîíòðîëåì âûñîêîñïåöèôè÷íîãî ïðîìîòîðà ãåíà αS1-
êàçåèíà áûêà [22], èíúåöèðîâàííûé â îïëîäîòâîðåííûå èê-
ðèíêè âüþíà, òàêæå âûñîêîýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðîâàëñÿ
â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ 1-5-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé (ñîáñòâåííûå
íåîïóáëèêîâàííûå äàííûå).

Ïî íàøèì äàííûì, óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè òðàíñãåíîâ
ïðè ââåäåíèè â ÿéöåêëåòêè âüþíà ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ
ýêñïðåññèè òðàíñãåíà êàê â îòíîøåíèè êîëè÷åñòâà ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ ïðåäëè÷èíîê, òàê è èíòåíñèâíîñòè ýêñïðåññèè â
èíäèâèäóàëüíûõ îñîáÿõ. Ýòî ñîïðîâîæäàëîñü ïîâûøåíèåì
êîëè÷åñòâà àíîìàëüíûõ çàðîäûøåé, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàí-
íûìè äðóãèõ àâòîðîâ [12].

Íà÷àëî ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ ó ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé
âüþíà (â ïåðèîä ðàííåé-ñðåäíåé ãàñòðóëû) ñîãëàñóåòñÿ ñ
äàííûìè íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèé [17] è ñîâïàäàåò
ñ íà÷àëîì ýêñïðåññèè ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ â ïåðèîä ãàñòðóëÿöèè
ó çåáðàôèø [23]. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ýêñïðåññèðó-
þùèõ îñîáåé âüþíà (äî 100% - â îòäåëüíûõ ñåðèÿõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ) áåç òåïëîâîãî âîçäåéñòâèÿ ìû íàáëþäàëè ó
2-3-ñóòî÷íûõ çàðîäûøåé (â ïåðèîä ïåðåä âûëóïëåíèåì ïðè
ôîðìèðîâàíèè îðãàíîâ îñåâîãî êîìïëåêñà è ñðàçó æå ïîñ-
ëå âûëóïëåíèÿ èç îáîëî÷åê), ÷òî ïîëíîñòüþ ñîâïàäàåò ñ
íàøèìè ïðåäûäóùèìè äàííûìè ïðè èíúåêöèè lacZ-ãåíà ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðîâ RSV è CMV â èêðèíêè âüþíà [17, 2].
Íàèâûñøèé ïèê òðàíçèåíòíîé ýêñïðåññèè òðàíñãåíîâ îò-
ìå÷àëñÿ è â ñîîòâåòñòâóþùèé ïåðèîä ðàçâèòèÿ (ãàñòðóëà �
íà÷àëî ñåãìåíòàöèè) ó 12 - 24-÷àñîâûõ ýìáðèîíîâ çåáðàôèø
F

0
-ïîêîëåíèÿ ïîñëå èíúåêöèè ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ ïîä ðåãó-

ëÿòîðíûìè ýëåìåíòàìè âèðóñîâ SV-40 è RSV [23], Hox-ãåíîâ
(82,7% ýêñïðåññèðóþùèõ îñîáåé) [1], ãåíîâ hsp70 ìûøè è
Xenopus L. [12], íåéðîíàëüíîãî ãåíà GATA2 [21].

Ãåíû ÒØ ó çåáðàôèø â íåñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ óíèêàëüíûì îáðàçîì. Â ÷àñòíîñòè, ãåí hsp90alpha
ýêñïðåññèðóåòñÿ âî âðåìÿ íîðìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè
â ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ, ãåí hsp70-4 - âî âðåìÿ ðàçâèòèÿ
õðóñòàëèêà ãëàçà [24, 8]. Îäíàêî ïîä âîçäåéñòâèåì ñòðåññà
ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíîâ ñ ãåòåðîëîãè÷íûìè hsp70-ïðîìî-
òîðàìè ó ýìáðèîíîâ çåáðàôèø íå èìååò ñïåöèôè÷åñêîãî
õàðàêòåðà è ñõîäíà ñ òàêîâîé, íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçîâà-
íèè SV40-ïðîìîòîðà, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ êîíñòèòóòèâíûì [3].
Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíîâ íå íîñèëà
ïðåäïî÷òèòåëüíîãî õàðàêòåðà ïî îòíîøåíèþ ê êàêèì-ëèáî
îðãàíàì è òêàíÿì è íàáëþäàëàñü â ýïèòåëèàëüíûõ è ïèãìåí-
òíûõ êëåòêàõ ýïèäåðìèñà, ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ, æåëòî÷íîì
ñèíöèòèè, õðóñòàëèêå ãëàç. Àíàëîãè÷íûé õàðàêòåð ýêñïðåññèè
ìû íàáëþäàëè òàêæå ïîñëå ââåäåíèÿ lacZ-ãåíà ñ ïðîìî-
òîðàìè RSV è CMV [2].

Òàêèì îáðàçîì, â ðàííèõ ýìáðèîíàõ âüþíà ïîêàçàíà
äîñòàòî÷íî âûñîêàÿ òðàíçèåíòíàÿ ìîçàè÷íàÿ àêòèâíîñòü
ðåïîðòåðíûõ ãåíîâ lacZ è gfp ïîä êîíòðîëåì äâóõ îòëè÷àþ-
ùèõñÿ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ãåíà hsp70 äðîçîôèëû áåç
ïðèìåíåíèÿ òåïëîâîãî øîêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äàííóþ ìîäåëü óäîáíî èñïîëüçî-
âàòü äëÿ áûñòðîãî òåñòèðîâàíèÿ ïðîìîòîðíîé àêòèâíîñòè
ãåíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçëè÷íûì òàêñîíîìè÷åñêèì
ãðóïïàì.
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