
Российская академия наук

Журнал биологии развития

ОНТОГЕНЕЗ

Том 52 № 1  2021  ЯНВАРЬ–ФЕВРАЛЬ
Журнал основан в 1970 году академиком Б.Л. Астауровым

Выходит 6 раз в год
ISSN: 0475-1450

Журнал издается под руководством
Отделения биологических наук РАН

������� 	
���
�	
А.В. Васильев

Редакционная коллегия:

И.И. Адамейко, Ю.Д. Богданов, И.Ю. Баклушинская (зам. гл. редактора), 
Е.С. Васецкий (зам. гл. редактора), О.А. Гусев, В.Е. Дьяконова,

Т.А. Ежова, Г.Н. Ениколопов, А.В. Ересковский, А.Г. Зарайский, 
Ю.А. Краус (отв. секретарь), Р.П. Костюченко, Г.С. Левит,

В.С. Михайлов, Н.Д. Озернюк, Г.Е. Онищенко,
Д.В. Онищук, М.В. Ремизова, С.В. Рожнов,

О.Л. Серов, А.Н. Томилин

Редакционный совет:
 

М.А. Александрова, В.Я. Бродский, Скотт Гилберт,
В.А. Голиченков, Э.Н. Григорян, С.М. Закиян, И.С. Захаров,

В.Б. Иванов, А.М. Куликов, И.В. Лядова, А.В. Марков,
А.М. Оловников, О.Б. Симонова, Д.А. Сахаров,

О.Г. Строева, В.С. Тарабыкин, М.В. Угрюмов, Н.П. Шарова 

Адрес редакции: 119334 Москва, ул. Вавилова, 26
E-mail: ontogenez@list.ru

Зав. редакцией E.Д. Гасило

© Российская академия наук, 2021
© Редколлегия журнала “Онтогенез”

(составитель), 2021

Москва
ООО «Объединённая редакция»

Оригинал-макет подготовлен ООО «ИКЦ «АКАДЕМКНИГА»



Подписано к печати 01.12.2019 г. Формат 60 × 881/8 Уч.-изд. л. 9.75 Усл. печ. л. 9.53
Тираж 24 экз. Зак. 2811 Бесплатно

Учредитель: Российская академия наук,
Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН

Издатель: Российская академия наук, 119991 Москва, Ленинский пр., 14
Исполнитель по госконтракту № 4У-ЭА-068-20 ООО «Объединённая редакция»,

109028, г. Москва, Подкопаевский пер., д. 5, каб. 6
Отпечатано в типографии «Book Jet» (ИП Коняхин А.В.),

390005, г. Рязань, ул. Пушкина, 18, тел. (4912) 466-15116+

Свидетельство о регистрации средства массовой информации 
ПИ № ФС77-66702 от 28 июля 2016 г., выдано Федеральной службой по надзору в сфере связи, 

информационных технологий и массовых коммуникаций (Роскомнадзор)



СОДЕРЖАНИЕ

Том 52, номер 1, 2021

80 ЛЕТ КАФЕДРЕ ЭМБРИОЛОГИИ МГУ ИМ. М.В. ЛОМОНОСОВА
К 80-летию кафедры эмбриологии Московского Государственного 
университета им. М.В. Ломоносова

В. А. Голиченков, О. В. Бурлакова, А. В. Васильев 3
Локализация РНК Germes в ооцитах Xenopus

М. Б. Пономарев, В. В. Кондукторова, Н. Н. Лучинская, А. В. Белявский 10
Некоторые парадоксальные явления гистофизиологии волосяных фолликулов

Э. Б. Всеволодов, А. С. Мусаева, И. Ф. Латыпов, 
О. В. Бурлакова, Е. Н. Никерясова, В. А. Голиченков 19

ОБЗОРЫ
Соматические клетки цисты как микроокружение для поддержания
и дифференцировки герминальных клеток в сперматогенезе Drosophila

С. С. Базылев, В. Е. Адашев, А. С. Шацких, Л. В. Оленина, А. А. Котов 27

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ ПОЗВОНОЧНЫХ
Сравнительный анализ паттернов экспрессии генов семейства Noggin
на ранних стадиях развития головных структур европейской 
речной миноги Lampetra fluviatilis

Г. В. Ермакова, А. В. Кучерявый, А. Г. Зарайский, А. В. Байрамов 46

МЕТОДЫ И МОДЕЛИ БИОЛОГИИ РАЗВИТИЯ
Ксенотрансплантация полнослойного кожного лоскута человека – модель
для изучения регенерации кожи и цикла волосяных фолликулов

Е. П. Калабушева, А. Л. Риппа, А. А. Цитрина, А. Пинто,
А. В. Терских, Э. С. Чермных, Е. А. Воротеляк 56

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ
Гиперэкспрессия гена рецептора урокиназы uPAR в головном мозге мыши 
стимулирует миграцию нейронов в кору в эмбриогенезе

А. А. Шмакова, А. В. Балацкий, М. А. Кулебякина, Т. Шауб, 
М. Н. Карагяур, К. Ю. Кулебякин, К. Д. Рысенкова, 
В. С. Тарабыкин, В. А. Ткачук, Е. В. Семина 68

ПОТЕРИ НАУКИ
Ирина Васильевна Урываева (1939–2020) 80



Contents

Vol. 52, No. 1, 2021

80 ЛЕТ КАФЕДРЕ ЭМБРИОЛОГИИ МГУ ИМ. М.В. ЛОМОНОСОВА
To the 80th Anniversary of the Embryology Department 
in Lomonosov Moscow State University

V. A. Golichenkov, O. V. Burlakova, and A. V. Vasiliev 3
Localization of Germes RNA in Xenopus Oocytes

M. V. Ponomarev, V. V. Konduktorova, N. N. Luchinskaya, and A. V. Belyavsky 10
Some Paradoxical Phenomena in Hair Follicles Histophysiology

E. B. Vsevolodov, A. S. Mussayeva, I. F. Latypov, O. V. Burlakova, 
E. N. Nikeryasova, and V. A. Golichenkov 19

REVIEWS
Somatic Cyst Cells as a Microenvironment for the Maintenance and Differentiation
of Germline Cells in Drosophila Spermatogenesis

S. S. Bazylev, V. E. Adashev, A. S. Shatskikh, L. V. Olenina, and A. A. Kotov 27

BIOLOGY OF VERTEBRATE DEVELOPMENT
Comparative Analysis of Expression Patterns of Genes of the Noggin Family
at the Early Stages of Development of Head Structures 
of the European River Lamprey Lampetra fluviatilis

G. V. Ermakova, A. V. Kuchryavyy, A. G. Zaraisky, and A. V. Bayramov 46

METHODS AND MODELS OF BIOLOGY DEVELOPMENT
Full-Thickness Human Skin Strips Xenotransplantation – a Model 
for Studying Skin Regeneration and Hair Follicles Cycling

E. P. Kalabusheva, A. L. Rippa, A. A. Tsitrina, А. Pinto, 
A. V. Terskikh, E. S. Chermnykh, and E. A. Vorotelyak 56

DEVELOPMENTAL BIOLOGY OF PLANTS
uPAR Overexpression in the Mouse Brain Stimulates the Migration 
of Neurons Into the Cortex during Embryogenesis

A. A. Shmakova, A. V. Balatskiy, M. A. Kulebyakina, T. Schaub, 
M. N. Karagyaur, K. Yu. Kulebyakin, K. D. Rysenkova, 
V. S. Tarabykin, V. A. Tkachuk, and E. V. Semina 68

LOSSES OF SCIENCE
Irina Vasilievna Uryvaeva (1939–2020)           80



ОНТОГЕНЕЗ, 2021, том 52, № 1, с. 3–9

3

К 80-ЛЕТИЮ КАФЕДРЫ ЭМБРИОЛОГИИ МОСКОВСКОГО 
ГОСУДАРСТВЕННОГО УНИВЕРСИТЕТА ИМ. М.В. ЛОМОНОСОВА

© 2021 г.   В. А. Голиченковa, О. В. Бурлаковаa, *, А. В. Васильевa, b

aМосковский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет,
Ленинские горы, 1, стр. 12, Москва, 119234 Россия

bИнститут биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, ул. Вавилова, 26, Москва, 119334 Россия
*e-mail: burlakovao@mail.ru

Поступила в редакцию 10.09.2020 г.
После доработки 24.09.2020 г.

Принята к публикации 30.09.2020 г.

В статье представлена краткая история создания, становления научной школы, основные образова-
тельные и научные достижения кафедры эмбриологии биологического факультета МГУ, выпуска-
ющей специалистов – эмбриологов и биологов развития на протяжении 80 лет.

Ключевые слова: кафедра эмбриологии, научная школа, подготовка биологов развития
DOI: 10.31857/S0475145021010079

1 сентября 1940 г. на биологическом факульте-
те Московского университета была открыта пер-
вая в стране кафедра эмбриологии. Решение о ее
создании было принято годом ранее (15 августа
1939 г.). Возглавил кафедру выдающийся биолог
Дмитрий Петрович Филатов. Создание кафедры
эмбриологии в Московском университете было
подготовлено всем ходом развития биологиче-
ской науки. В канун Великой Отечественной вой-
ны Московский университет являлся крупней-
шим вузом страны и одним из важнейших науч-
ных и интеллектуальных центров мира. В составе
университета было 7 факультетов (механико-ма-
тематический, физический, химический, биоло-
гический, геолого-почвенный, географический и
исторический) и 10 научно-исследовательских
институтов (математики, механики, астрономии,
физики, химии, зоологии, ботаники, антрополо-
гии, морфогенеза и почвоведения). В связи со
185-летием со дня основания, 7 мая 1940 г. Мос-
ковский государственный университет был на-
гражден Орденом Ленина, ему было присвоено
имя его основателя Михаила Васильевича Ломо-
носова.

В годы, которые предшествовали организации
кафедры эмбриологии (20–30-е гг.) страна вос-
станавливалась после потрясений революций и
Гражданской войны. Тем удивительнее видеть,
насколько мощно, широко и талантливо были
представлены в стране научные и образователь-
ные учреждения и организации биологического
профиля: из 10 НИИ Московского университета
4 были биологическими. Почти все они оказались

причастными к организации кафедры эмбриоло-
гии Московского университета, и многие выдаю-
щиеся биологи создавали фундамент учебной и
научной работы кафедры. В стране и в самом
университете уже работали центры, тематически
связанные с эмбриологией. Так, Институт экс-
периментального морфогенеза возник из лабо-
ратории экспериментального морфогенеза Био-
логического института им. К.А. Тимирязева, ко-
торой руководила и частично финансировала ее
работу Вера Михайловна Данчакова (тогда поддан-
ная США). Постановлением Совнаркома РСФСР
от 1931 г. лаборатория была преобразована в Ин-
ститут экспериментального морфогенеза, задачей
которого являлось всестороннее изучение законо-
мерностей индивидуального развития. Директо-
ром был назначен профессор Р.И. Белкин. В
структуре института были лаборатории (отделе-
ния): цитологии (профессор П.И. Живаго), опло-
дотворения (профессор В.А. Дорфман), механики
эмбрионального развития (профессор Д.П. Фила-
тов), гистогенеза (профессор А.В. Румянцев,
позднее – профессор Г.К. Хрущов), механики
постэмбрионального развития (профессор Л.Я. Бля-
хер), отделение эндокринных факторов развития
(профессор В.Ф. Ларионов), отделение внешних
факторов развития (профессор Р.И. Белкин). В
лаборатории механики эмбрионального развития
под руководством Д.П. Филатова работали буду-
щие сотрудники кафедры В.В. Попов, А.И. Лаза-
рев, Н.А. Мануилова, Д.А. Потемкина, Р.А. Бор-
сук. За время своего существования Институт вы-
пустил более 300 статей, опубликованных в 6 томах
“Трудов Института экспериментального морфо-
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генеза”, провел Всесоюзную конференцию по
проблемам механики развития.

Целый ряд структур Московского университе-
та также стали базой для кафедры эмбриологии. В
1923 г. в Московском университете был организо-
ван Институт зоологии. До 1930 г. Институт вклю-
чал лабораторию морфологии и сравнительной
анатомии (акад. А.Н. Северцов), лабораторию зоо-
логии и зоогеографии (проф. Н.А. Богоявленский)
и лабораторию систематики и зоологии позвоноч-
ных (проф. Б.М. Житков). Директором Института
был акад. А.Н. Северцов. Научная работа велась,
главным образом, в области эволюционной мор-
фологии и сравнительной анатомии А.Н. Север-
цовым и его учениками Б.С. Матвеевым, В.В. Вас-
нецовым, С.Н. Боголюбским, А.А. Машковцевым.
Под руководством Г.А. Кожевникова стала рабо-
тать лаборатория беспозвоночных. В ней изучали
явления видовой, половой, возрастной и геогра-
фической изменчивости (В.В. Алпатов). Институт
играл в стране координирующую роль, созывая на-
учные конференции. В аспирантуре Института бы-
ли подготовлены будущие выдающиеся зоологи и
биологи страны. Среди них профессора Москов-
ского университета Б.А. Кудряшов, А.Н. Формо-
зов, В.Г. Гептнер, Г.Ф. Гаузе, С.М. Гершензон,
Н.В. Богоявленский, Д.Ф. Вермель, Н.П. Дубинин
и др. С 1930 г. научная работа Института велась
уже по 5 направлениям: 1) морфология, физиоло-
гия, эволюция и дарвинизм (А.Н. Северцов,
Б.С. Матвеев, Г.И. Роскин, И.Л. Кан); 2) сель-
скохозяйственная энтомология и зоология (член-
корр. АН СССР С.Н. Кулагин, А.А. Захваткин);
3) биология развития (М.М. Завадовский, Б.А. Куд-
ряшов); 4) фауна СССР (Л.А. Зенкевич, С.И. Огнев)
и 5) рыбное хозяйство (Л.А. Зенкевич, С.И. Стро-
ганов).

Еще в 1918 г. в МГУ М.М. Завадовский начал
читать курс “Экспериментальная биология”, с
1923 г. этот курс стал основой преподавания по
специальности экспериментальная морфология.
В связи с этим в 1930 г. была открыта кафедра ди-
намики развития, которую и возглавил М.М. За-
вадовский. Кроме того, на кафедре гистологии
Московского университета (с 1930 по 1939 г. –
гистологии и эмбриологии), организованной в
1913 г., воспитывались и выросли выдающиеся
гистологи и эмбриологи А.В. Румянцев, Е.М. Вер-
мель, А.Н. Студитский, Г.А. Шмидт. В течение
ряда лет профессор Г.Г. Щеголев читал курс об-
щей эмбриологии. С 1921 г. под его руководством
вел свои исследования будущий второй заведую-
щий кафедрой эмбриологии Степан Иванович
Кулаев. В 1933 г., будучи доцентом кафедры ги-
стологии, С.И. Кулаев создал на Большом прак-
тикуме кафедры гистологии раздел эмбриологии,
а с 1934 г. начал читать в Университете передан-
ный ему профессором Г.Г. Щеголевым курс об-

щей эмбриологии, введенный в учебный план био-
логического факультета.

Все вышеназванные имена ученых – из инсти-
тутов, кафедр гистологии и динамики развития
известны теперь как имена выдающихся эмбрио-
логов, гистологов, генетиков. И все они (боль-
шинство из них) принимали участие в становле-
нии советской и российской эмбриологии, орга-
низации жизни и работы кафедры эмбриологии.
Широкая представленность в исследовательских
работах изучения онтогенеза (в т.ч. и в эволюцион-
ном плане) естественным образом определила не-
обходимость подготовки специалистов такого про-
филя, где предметом изучения становился сам он-
тогенез во всем разнообразии подходов к его
исследованию.

Основателем кафедры стал выдающийся рус-
ский ученый, создатель отечественной школы экс-
периментальной эмбриологии профессор Дмит-
рий Петрович Филатов (1876–1943). Д.П. Филатов
предлагал свое понимание проблемы детермина-
ции в индивидуальном развитии (1934), говорил о
понятии гомологии (1937), о значении экспери-
ментальной эмбриологии для медицинской прак-
тики (1938). Однако основное научное достижение
Дмитрия Петровича – разработка им сравнитель-
но-эмбриологического направления в экспери-
ментальной эмбриологии. Вот это самобытное на-
правление отечественной механики развития и бы-
ло положено в основу работы созданной кафедры.
После смерти Д.П. Филатова в трудном 1943 г. ка-
федру возглавил профессор С.И. Кулаев, в годы
войны проректор МГУ, обеспечивавший эвакуа-
цию Университета в Ашхабад, а затем Свердловск
(ныне Екатеринбург) и его последующее возвра-
щение в Москву (Голиченков, 1998). Однако, гро-
мадные перегрузки, связанные с работой по сохра-
нению Университета во время войны, подорвали
здоровье С.И. Кулаева, и в 1944 г. в возрасте твор-
ческого расцвета он скончался. После его кончины
в 1944 г. на протяжении более 30 лет кафедрой ру-
ководил Василий Васильевич Попов (1903–1975).
Будучи одним из организаторов кафедры, учени-
ком и соратником Д.П. Филатова, В.В. Попов
продолжал и развивал на кафедре дело своего
учителя. Под его руководством изучались харак-
теристики формообразовательных воздействий в
индивидуальном развитии. Было детально изуче-
но явление вторичной индукции роговицы в кож-
ных трансплантатах и регенератах, обнаружено
длительное сохранение формообразовательных
реакций рядом тканей зародышей и личинок при
индукции хрусталика и гетерогенной индукции
конечности у амфибий. В.В. Поповым было об-
наружено, изучено и введено в научный обиход
явление перехода (трансгрессии) некоторых фор-
мативных связей из эмбрионального периода раз-
вития в постэмбриональный (1944–1953). Им
был сформулирован и развит функциональный
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принцип в физиологии развития (1967). Парал-
лельно с А.А. Машковцевым, В.В. Поповым раз-
рабатывался принцип смены морфогенетических
отношений в эволюции. Именно при Василии
Васильевиче вырабатывался основной методоло-
гический принцип преподавания на кафедре –
подход к процессу развития как к самоорганиза-
ции усложняющихся подсистем разного уровня,
обеспечивающей целостность организма. С 1975 г.
после кончины возглавлявшего кафедру в тече-
ние почти 30 лет профессора В.В. Попова и по
1983 г. кафедрой заведовал Лауреат Государствен-
ной премии, профессор Карлен Григорьевич Га-
зарян. Его приход совпал с периодом развития
методов молекулярной биологии. Своей задачей
К.Г. Газарян поставил внедрить новые молекуляр-
но-биологические методы исследования в науч-
ный и учебный арсенал кафедры, а также ввести в
практику работы кафедры новые методы исследо-
вания ранних стадий развития млекопитающих.
Организатором исследований ранних стадий
млекопитающих стал выпускник кафедры Ана-
толий Александрович Языков, сумевший со-
здать современную базу для исследования и экс-
периментальных манипуляций с ооцитами и
ранними зародышами млекопитающих, стоя-
щий у истоков появления технологий экстра-
корпорального оплодотворения (ЭКО-техноло-
гий) в нашей стране. В развитии этого раздела
эмбриологии впоследствии под руководством
профессора Марии Львовны Семеновой была
разработана программа дополнительного образо-
вания “Эмбриологические методы вспомогатель-
ных репродуктивных технологий”, сформирован-
ная на базе курса эмбриологии млекопитающих и
научных разработок в области предзародышевого и
раннего зародышевого развития млекопитающих.
Этот раздел имеет непосредственный выход в ме-
дицинскую практику – наших выпускников-эм-
бриологов можно встретить во многих ЭКО-кли-
никах, а среди репродуктологов большим автори-
тетом пользуются сотрудники кафедры Рамин
Ахмедович Шафеи и Илья Владимирович Воло-
дяев. Тогда же на кафедре впервые в мире Люд-
милой Алексеевной Слепцовой (Слепцова и др.,
1983) на представителе костистых рыб – вьюне
были проведены успешные пересадки ядер сома-
тических клеток в энуклеированные яйцеклетки.
Эти работы имели достойное продолжение и поз-
волили ввести данную методику в педагогический
процесс (Слепцова и др., 1993; Sleptsova, Popov,
1996).

С 1984 по 2014 гг. кафедру возглавлял Владимир
Александрович Голиченков, ныне профессор ка-
федры. Выпускник кафедры, ученик В.В. Попова,
он сумел сохранить и развить лучшие традиции
кафедры, создать атмосферу научной свободы и
неизменной благожелательности к сотрудникам
и студентам, которую так ценят все, кто приходит

на кафедру. В.А. Голиченков ввел в эксперимен-
тальную эмбриологию перспективную модель –
пигментную систему амфибий, дающую воз-
можность прослеживать непосредственную реа-
лизацию воздействий на организм на уровнях от
молекулярного до организменного. Именно эта
модель послужила развитию работ по исследова-
нию немышечной подвижности клетки (направ-
ленное перемещение пигментных гранул по ме-
ланофору), начатой в коллаборации сотрудников
кафедры с молекулярными биологами; позволила
выявить гормональную активность латеральных
глаз позвоночных, выделяющих мелатонин; ис-
следовать становление биоритмологических ме-
ханизмов в онтогенезе и т.п. В 2014 г. кафедру
возглавил директор Института биологии разви-
тия им. Н.К. Кольцова, ныне член-корреспон-
дент РАН, д. б. н. Андрей Валентинович Васи-
льев. А.В. Васильев привнес в работу кафедры
учебные курсы и исследования клеточных меха-
низмов развития и регенерации, биологии ство-
ловых клеток. Сегодня Институт биологии разви-
тия им. Н.К. Кольцова РАН является базовым для
кафедры эмбриологии, во многом участвуя в пе-
дагогическом процессе кафедры и предоставле-
нии возможности выполнения научных квалифи-
кационных работ студентов.

Несомненная гордость кафедры – общий курс
“Эмбриология”, авторские оттенки которому при-
давали все читающие его преподаватели. Впервые
этот общий курс был прочитан в 1934 г. доцентом
кафедры гистологии и эмбриологии С.И. Кулае-
вым. Курс базировался на лекциях по эмбриоло-
гии профессора Г.Г. Щеголева, читавшихся на той
же кафедре. Параллельно для аспирантов биоло-
гического факультета в течение ряда лет подоб-
ный курс читал Д.П. Филатов. Классическую ос-
нову этого курса заложил в своих блестящих лек-
циях третий заведующий кафедрой В.В. Попов.
Затем этот курс продолжил профессор Лев Влади-
мирович Белоусов, который читал с 1975 по 1983 гг.
параллельно с К.Г. Газаряном, а с 1984 по 2017 гг.
с В.А. Голиченковым. По материалам лекций вы-
пущены базовые учебники для студентов ВУЗов:
Газарян К.Г., Белоусов Л.В. Биология индивиду-
ального развития животных, 1983; Голиченков В.А.
Биология развития, 1991; Белоусов Л.В. Основы
общей эмбриологии, 1997; Голиченков В.А., Ива-
нов Е.А., Никерясова Е.Н. Эмбриология, 2004;
Белоусов Л.В. Основы общей эмбриологии, 2005,
вошедший в серию “Классический университет-
ский учебник”. С 2018 года курс успешно читает-
ся доцентом кафедры Еленой Александровной
Супруненко. Этот курс включен не только в учеб-
ный план биологического факультета, но и фа-
культета фундаментальной медицины (с 1993 г.),
факультета биоинженерии и биоинформатики (с
2017 г.) и биотехнологического факультета (с 2017
г.). Лекции курса, сочетающие классические под-
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ходы к предмету с последними сведениями в этой
области, пользовались заслуженным успехом у
слушателей. Кроме того, адаптированные курсы
“Общая эмбриологии” читаются д. б. н. Ольгой
Петровной Мелеховой на физическом факультете
(кафедра биофизики), к. б. н. Евгением Алексее-
вичем Ивановым, а затем к. б. н. Е.А. Супруненко
на геологическом факультете (кафедра палеонто-
логии), к. б. н. Еленой Николаевной Никерясо-
вой (курс “Биология развития” для бакалавров
биологического факультета направления эколо-
гия и природопользование). Все эти лекционные
курсы сопровождает Малый практикум. Класси-
ческий круг объектов и тем занятий практикума
был сформирован еще учениками Д.П. Филатова
– старшим научным сотрудником кафедры Ни-
ной Александровной Мануиловой и доцентом
Дарьей Анатольевной Потемкиной. В настоящее
время занятия Малого практикума ведут для каж-
дой группы студентов практически все сотрудни-
ки кафедры (в семестре бывает параллельно до 19
групп студентов разных факультетов), а также и
кафедральные аспиранты второго года аспиран-
туры в рамках педагогической практики. Усилия-
ми доцента Л.А. Слепцовой на протяжении многих
лет занятия практикума обеспечиваются модель-
ным организмом – вьюном на соответствующих
стадия развития. По материалам занятий малого
практикума Издательским центром “Академия” в
2004 г. выпущен “Практикум по эмбриологии.
Учебное пособие для студентов университетов”
(авторы – Голиченков В.А., Иванов Е.А., Лучин-
ская Н.Н., Неклюдова И.В., Никерясова Е.Н.,
Семенова М.Л., Слепцова Л.А., Чунаева М.З.,
Языкова Н.В.).

Набор специальных дисциплин для студентов
кафедры всегда был призван сочетать классиче-
ские направления в эмбриологии и биологии раз-
вития с современными подходами к исследованию
в этой области. Основной спецкурс – Большой
практикум (ныне “Эмбриология позвоночных”),
включающий лекции и семинары по этапам онто-
генеза и соответствующие практические занятия
на основных модельных объектах ныне проводят
н.с. Наталья Николаевна Лучинская, к. б. н. Ири-
на Васильевна Неклюдова, к. б. н. Настасья Вла-
димировна Кошелева. В настоящее время студен-
ты кафедры слушают более 20 спецкурсов. В ряде
спецкурсов прослеживается преемственность от
корифеев, стоявших у истоков кафедры до рабо-
тающих сегодня сотрудников. Так, курс “Экспе-
риментальная эмбриология”, который начинал
читать В.В. Попов, продолжала к. б. н. Н.В. Даба-
гян, а сейчас ведут к. б. н. И. В. Неклюдова и к. б. н.
Л.А. Слепцова. Курс “Гаметогенез” – от к. б. н.
Д.А. Потемкиной, затем к. б. н. М.З. Чунаева и
сейчас – к. б. н. Е.Н. Никерясова. Курс “Иммуно-
логия эмбриогенеза”, у истоков которого стоял
Олег Евгеньевич Вязов, позже его возродила про-

фессор кафедры Нелли Георгиевна Арцимович,
вот уже много лет его успешно читает выпускник
кафедры Дмитрий Борисович Казанский. Курс
“Регенерация”, который разработала и читала
старший научный сотрудник Ревекка Абрамовна
Борсук, затем В.А. Голиченков, Д.В. Попов, а в
настоящее время к. б. н. Ольга Владимировна
Бурлакова. Ряд блестящих спецкурсов был создан
на кафедре профессором Л.В. Белоусовым. Ныне
они продолжаются силами его учеников: “Моле-
кулярная биология клетки” (н.с. Наталья Нико-
лаевна Лучинская и к. б. н. Алена Юрьевна Евсти-
феева), “Морфогенез” (с.н.с. И.В. Володяев).
Эстафету Беломорской летней практики по
“Эмбриологии морских беспозвоночных” из рук
Л.В. Белоусова и Н.В. Дабагян приняла профес-
сор М.Л. Семенова. Закономерности заключи-
тельного этапа онтогенеза отражены в спецкурсе
д. б. н. Юрия Константиновича Доронина “Осно-
вы биологии старения”.

Создаются новые курсы, необходимость кото-
рых обусловлена тенденциями развития науки.
Это, прежде всего, “Биология стволовых кле-
ток” – курс заведующего кафедрой члена-корре-
спондента РАН А.В. Васильева, “Методы клеточ-
ных технологий” (к. б. н. Е.А. Супруненко) с
практическими занятиями на базе Института био-
логии развития им. Н.К. Кольцова РАН, “Молеку-
лярные методы в биологии развития” (к. б. н. Ста-
нислав Валерьевич Кремнев). Ряд спецкурсов чи-
тают сотрудники профильных институтов. Это,
например, курс “Генетика онтогенеза”, создан-
ный член-корреспондентом РАН Леонидом Ива-
новичем Корочкиным, который в настоящее вре-
мя ведет и читает д. б. н. О.Б. Симонова, сотрудник
Института биологии развития им. Н.К. Кольцова
РАН. Курс “Молекулярная генетика онтогенеза”
разработал и читает профессор В.З. Тарантул
(Институт молекулярной генетики РАН) и вы-
пускница кафедры Л.Е. Андреева. В.А. Голичен-
ков одним из первых на факультете создал новую
форму спецкурса “Актуальные проблемы биоло-
гии развития” (теперь “Современные проблемы
биологии”), где приглашенные ведущие ученые
читают актуальные лекции связанные с пробле-
мой биологии развития, для студентов выпуск-
ных курсов. Это предоставляет редкую возмож-
ность непосредственного общения молодежи с
крупнейшими специалистами в соответствую-
щих областях науки. Учебно-научная работа сту-
дентов кафедры ведется в тесном сотрудничестве с
академическими институтами: Институтом биоло-
гии развития им. Н.К. Кольцова РАН, Институтом
общей генетики РАН, Медико-генетическом науч-
ном центром им. Н.П. Бочкова, Институтом моле-
кулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН,
Институтом биоорганической химии им. акаде-
миков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова,
Институтом биологии гена, Институтом молеку-
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лярной генетики и др. В этих центрах студенты
кафедры выполняют курсовые и дипломные ра-
боты, пополняя затем их коллективы уже в каче-
стве сотрудников и аспирантов. Научная подго-
товка студентов, естественно, происходит и на
кафедре. Для квалификационных бакалаврских и
магистерских работ им предлагаются темы в рам-
ках проводимых на кафедре исследований. В на-
стоящее время научная работа кафедры ведется
по трем основным научным направлениям. В
рамках исследований направленной дифферен-
цировки клеток млекопитающих в системе in vitro
(руководитель – член-корреспондент РАН, заве-
дующий кафедрой А.В. Васильев) ведется изуче-
ние возможности нейральной дифференцировки
клеток ретинального пигментного эпителия че-
ловека in vitro под действием bFGF, мелатонина и
кондиционированных сред регенератов сетчаток
тритона (Шафеи и др., 2020), анализируются осо-
бенности половой дифференцировки клеток с
индуцированной плюрипотентностью человека
in vitro, где показана дифференцировка до стадии
гаплоидных клеток, в том числе с появлением
маркеров мейоза (Абдыев и др., 2019). Новым на-
правлением является изучение свойств везику-
лярных частиц стволовых клеток (мультипотент-
ных клеток и индуцированных плюрипотентных
клеток) как паракринного регулятора межкле-
точных взаимодействий в онтогенезе (Супру-
ненко и др., 2019). В рамках исследований меха-
низмов дифференцировки и интеграции диффе-
ренцирующихся систем в развитии животных как
основы медицинских технологий, под руковод-
ством профессора В.А. Голиченкова, ведется изу-
чение фундаментальных основ регуляции онтоге-
неза позвоночных на организменном, тканевом,
клеточном и молекулярно-генетическом уровне.
В частности, ведутся работы по изучению предза-
родышевого развития млекопитающих на ранних
этапах фолликуло- и оогенеза, возможности мо-
делировать эти процессы в системе in vitro. В рам-
ках исследования разработана система культиви-
рования эмбриональных яичников мыши in vitro,
изучены уровни экспрессии генов Mos, Epab,
Ccnh, Cdk1, Ccnb, Wee2, ответственных за созрева-
ние ооцита в условиях in vitro и in vivo. Показано,
что в ооцитах на стадии GV уровни экспрессии ге-
нов, кодирующих белки MPF-комплекса (Cdk1,
Ccnb), а также Wee2, не различаются в ооцитах,
выделенных из фолликулов, культивированных
in vitro в подобранных условиях, и в ооцитах, по-
лученных из яичников половозрелых и неполо-
возрелых мышей. Также показано, что уровни
экспрессии генов Epab и Ccnh в ооцитах, выде-
ленных из фолликулов, культивированных in vi-
tro, достоверно ниже таковых в ооцитах, выде-
ленных из яичников от половозрелых и неполо-
возрелых мышей. Также проведены работы по
исследованию механизмов инициации клеточ-

ной гибели в случае повреждения трофэктодермы
при микрохирургических процедурах, работы по
повышению эффективности криоконсервации
ранних эмбрионов млекопитающих – работы,
имеющие определенные перспективы по внед-
рению в практику совершенствования репро-
дуктивных технологий в медицине. Ведутся ра-
боты по исследованию регенерационных явле-
ний на новых моделях – на сфероидах,
образованных из мультипотентных мезенхим-
ных стромальных клеток млекопитающих из
различных источников (костного мозга, лимба
глаза, десны) в условиях in vitro и на клетках пиг-
ментной системы личинок амфибий in vivo. Од-
ной из практических перспектив этих работ могут
стать разработки подходов улучшения функцио-
нально-метаболических показателей клеток, на-
пример, при формировании тканеинженерных
конструктов (Molchanov et al., 2017; Velikanov
et al., 2018; Ilina et al., 2019; Filatov et al., 2019, 2020;
Kosheleva et al., 2020). На кафедре продолжаются
исследования клеточных и молекулярных основ
морфогенетических реакций на механические
напряжения, основы которого были заложены
д. б. н. Л.В. Белоусовым (Ambrosi et al., 2017; Bredov,
Volodyaev, 2018). Прослежено влияние искус-
ственных деформаций на морфогенез осевых за-
чатков у Xenopus. Проведено детальное исследо-
вание микродеформации тканей в разных обла-
стях зародышей на разных стадиях нормального
развития (от ранней гаструлы до поздней нейру-
лы). Установлена роль активных и пассивных
компонентов микродеформаций в формирова-
нии паттернов механических напряжений (Bre-
dov, Evstifeeva, 2017; Vasilegina et al., 2017; Bel-
oussov et al., 2018; Luchinskaia et al., 2018). Уче-
ник Л.В. Белоусова, к. б. н. С.В. Кремнев,
руководит группой, исследующей молекулярные
механизмы, регулирующие формирование плана
строения Dynamena pumila, гидроида с очень не-
обычным и вариабельным развитием. Так, изуче-
на молекулярная разметка верхушки роста побега
колонии Dynamena компонентами каноническо-
го Wnt каскада (Bagaeva et al., 2019; Kupaeva et al.,
2020). В работах сотрудников кафедры изучена
динамика экспрессии гена shh у представителей
разных классов позвоночных (птиц и млекопита-
ющих), и это исследование выявило высокую
эволюционную пластичность ранней эмбрио-
нальной индукции (Kremnyov et al., 2018).

Среди выпускников кафедры – выдающиеся
ученые, оставившие глубокий след в “науке о раз-
витии”. Это одна из первых выпускниц кафедры,
доктор биологических наук Ольга Георгиевна
Строева, один из ведущих эмбриологов страны
Александр Александрович Нейфах (1926–1997),
крупнейший биолог развития, исследователь
проблем регенерации Виктор Иванович Мита-
шов (1937–2007), его ученица и талантливый про-
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должатель Элеонора Норайровна Григорян. Яр-
кую страницу в биологию развития вписал уче-
ный с мировым именем Л.В. Белоусов (1935–
2017). Мировое признание получили его пионер-
ские работы о роли механических натяжений в
онтогенезе, завершившиеся предсказанием су-
ществования, а затем открытием механозависи-
мой экспрессии генов (Белоусов, 1971, 1987; Bel-
oussov, 2015). Его ученик Е.А. Иванов (1945–2014)
был не только выдающимся экспериментатором,
но и ярчайшим педагогом и организатором учеб-
ного процесса, Советником Ректора Гаванского
университета. Выпускник кафедры проф. Николай
Дмитриевич Озернюк в течение многих лет возглав-
лял Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова
РАН. Крупные биологи развития Эдуард Борисо-
вич Всеволодов (Республика Казахстан), Нгуен
Монг Хунг (Социалистическая Республика Вьет-
нам), создатель лаборатории генетики развития
Института общей генетики РАН д. б. н. Борис
Николаевич Конюхов, глубокий мыслитель и тон-
чайший экспериментатор Владимир Николаевич
Мещеряков (1947–1994). Выпускником кафедры
является Лауреат Государственной Премии Рос-
сийской Федерации, академик РАН, Ректор
РНИМУ им. Н.И. Пирогова Сергей Анатольевич
Лукьянов, один из ведущих биологов развития в
мире, сотрудник Института биоорганической хи-
мии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-
чинникова, д. б. н. Андрей Георгиевич Зарайский.

Все наши выпускники, и выдающиеся ученые,
и менее известные труженики науки, и те, кому
волею судеб пришлось оставить научное попри-
ще, – это люди, посвятившие хотя бы часть своей
жизни нашей alma mater, нашей почтенной юби-
лярше – КАФЕДРЕ ЭМБРИОЛОГИИ.
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Идентифицированный нами ранее ген Germes экспрессируется в ооцитах Xenopus, мРНК которого
ассоциируется с половой плазмой. В настоящем исследовании были охарактеризованы цис-дей-
ствующие факторы, которые регулируют локализацию РНК germes в развивающемся ооците. Инъ-
екция флуоресцентно меченых РНК, соответствующих различным частям последовательности
мРНК germes, продемонстрировала, что последовательность, необходимая и достаточная для пра-
вильной локализации в митохондриальное облако ооцита ранней стадии развития, расположена
в 3'НТО. Было обнаружено, что домен, богатый CAC-мотивами, выявленными в дистальной ча-
сти 3 'НТО, является достаточным для локализации РНК. В пределах этого домена были идентифи-
цированы один незначительный (а) и два необходимых (b и с) поддоменов. Было обнаружено, что
37-буквенный субдомен c, примыкающий к поли-A хвосту, нужен для локализации, поскольку его
удаление из нескольких протестированных конструкций лишает их способности к локализации.
Анализ последовательности 3 'НТО показал наличие трех различных мотивов локализации РНК в
ооците.

Ключевые слова: локализация РНК, элементы локализации, НТО, митохондриальное облако, РНК-свя-
зывающие белки, CAC мотивы, ооциты Xenopus
DOI: 10.31857/S0475145021010055

ВВЕДЕНИЕ
Локализация молекул РНК в клетках является

важным и широко распространенным механизмом
регуляции целого ряда клеточных функций. У мно-
гих видов животных РНК, локализованные в ооци-
те, играют решающую роль в раннем развитии,
инициируя разнообразные процессы в различных
областях зародыша. Такие эндогенные РНК могут
концентрироваться в ооците на анимальном или
вегетативном полюсе, но на вегетативном полюсе
концентрирование за счет заякоривания в кортексе
идет массово (King et al., 2005). Некоторые из лока-
лизованных материнских РНК сосредоточены на
вегетативном полюсе в половой плазме – особой
структуре, определяющей развитие первичных по-
ловых клеток у некоторых многоклеточных, вклю-
чая бесхвостых амфибий. Как правило РНК участ-
вующие в ранней разметке зародышей Xenopus и
специализации соматических тканей локализуют-
ся на вегетативный полюс на более поздней стадии
развития ооцита, чем РНК половой плазмы (Kloc,
Etkin, 1995). Механизм локализации РНК в преви-
теллогенных ооцитах (стадия I) включает в себя
первоначальную ассоциацию этих РНК с около-
ядерной структурой, называемой митохондриаль-

ным облаком (MО), и носит название раннего
или METRO (Message Transport Organizer) опосре-
дованного. В начале вителлогенеза (стадии II–III)
МО приходит в контакт с вегетативным кортек-
сом ооцита, где и закрепляются РНК и белки МО.
Позже с III стадии роста ооцита и вплоть до со-
зревания половая плазма выглядит как островки
в субкортикальной области. Поздно вегетативно
локализующиеся РНК используют механизм,
включающий транспорт по микротрубочкам с уча-
стием кинезинов (Yisraeli et al., 1990; Betley et al.,
2004; Yoon and Mowry, 2004; King et al., 2005).

Однако жесткой корреляции способа и време-
ни локализации нет. Houston даже выделяет осо-
бый “промежуточный” путь (Houston, 2013). Для
ряда РНК показана способность использовать оба
эти пути. Так, РНК wnt11, как правило, локализу-
ется ранним путем, но ее также обнаруживают в
РНП частицах позднего пути. Другой пример –
РНК половой плазмы Xcat2/nos1, Xpat, Xlsirt, ис-
пользующие механизм METRO, могут локализо-
ваться в островки по механизму позднего пути
(Zhou, King, 1996; Hudson, Woodland, 1998; Bere-
kelya et al., 2003). И наоборот, ключевые вегета-
тивные РНК Vg1 и VegT, локализующиеся по
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позднему пути, обнаруживают в структурах по-
ловой плазмы (ПП), сформированных ранним
механизмом (Nijjar, Woodland, 2013). Для РНК
ПП germes основным путем локализации является
METRO, но после инъекций в ооцит на поздних
стадиях обнаруживается в ПП, что говорит о воз-
можности локализации эндогенной РНК, не по-
павшей в МО на ранней стадии, использовать
поздний путь (Berekelya et al., 2003, 2007).

Исследования механизмов локализации раз-
личных мРНК у Xenopus привели к открытию
множества цис-действующих элементов локали-
зации (ЭЛ), в основном, в 3'-нетранслируемой
области (НТО) последовательности РНК и транс-
действующих с ними белков. Стало ясно, что еди-
ной консенсусной последовательности локализа-
ции РНК не существует. ЭЛ могут быть разной дли-
ны, как правило, около 300 п.н. (Bubunenko et al.,
2002). У многих РНК были найдены одинаковые
мотивы в элементах локализации, которые, как
полагают, могут конкурировать за одни и те же
транс-действующие белки (Houston, 2013). За по-
следнее время накоплено немало такого рода дан-

ных, однако, ясной схемы локализации различ-
ных РНК к вегетативному полюсу ооцита по-
прежнему нет.

Описанная нами ранее РНК гена Germes лока-
лизуется в ооцитах Xenopus на вегетативный по-
люс по раннему механизму (Berekelya et al., 2003).
Целью настоящего исследования было найти необ-
ходимый и достаточный ЭЛ, охарактеризовать цис-
действующие последовательности, ответственные
за это. Как и для многих других локализующихся
РНК, было установлены мотивы, содержащие CAC
элементы в 3'НТО germes. Попытки уменьшить раз-
меры ЭЛ были в основном безуспешными, что ука-
зывает на то, что общая вторичная структура этого
региона РНК важна для его функции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание конструктов

В работе были использованы следующие оли-
гонуклеотиды:

xGer-3U/Xho-S9: TCATCTCGAGTAAAGATGGTAAAGACTGAAAA;
xGer-3U/Xho-S8: TCATCTCGAGTATTGTTGGAGTGCAGTTTTT;
xGer-3U/Xho-S7: TCATCTCGAGTGTTTAGATGTGTCTTATATTTAG;
xGer-3U/Sal-A6: CTGAGTCGACATAAAATATTTGAATTTATTGAGG;
XhoI-UTR/s6: TCATCTCGAGTATCACTTTCTGCACTTTTT;
SpeI-UTR/as5: CAACTAGTATCCAATCTTATCAAATC;
SpeI-UTR/s5: AGACTAGTATAACTTTTGAACCAC;
SalI-UTR/as4: CTGAGTCGACGTATTAATTAGAAGTTGTG;
XhoI-UTR/s4: CATCCTCGAGTGCAAAATTGTCACTTG;
XhoI-UTR/s3: GACACTCGAGATAACTTTTGAACCACACTG;
XhoI-UTR/s2: CAGACTCGAGAAAAAAATGTATTTCATTTG;
UTR/as1: ACAAGCATGCACAGACTACAAATGAAATAC;
UTR/s1: GGCTTCATGCATGCAAAATTG.

Для получения конструкций для экспрессии
поддоменов 3'НТО germes соответствующие фраг-
менты кДНК амплифицировали с плазмиды, со-
держащей полнодлинновую кДНК germes, с ис-
пользованием следующих пар праймеров для ука-
занных клонированных поддоменов.

c: XhoI-UTR/s4 & xGer-3U/Sal-A6
bc: XhoI-UTR/s3 & xGer-3U/Sal-A6
Lbc: XhoI-UTR/s2 & xGer-3U/Sal-A6
abc: XhoI-UTR/s6 & xGer-3U/Sal-A6
3'НТО: Ger-3U/Xho-S9 & xGer-3U/Sal-A6
a'bc: xGer-3U/Xho-S7 & xGer-3U/Sal-A6
a''bc: xGer-3U/Xho-S8 & xGer-3U/Sal-A6
abc': XhoI-UTR/s6 & SalI-UTR/as4
Lbc': XhoI-UTR/s2 & SalI-UTR/as4
bc': XhoI-UTR/s3 & SalI-UTR/as4

c': XhoI-UTR/s4 & SalI-UTR/as4.

После амплификации фрагменты обрабатыва-
ли рестриктазами XhoI и SalI, встраивали в вектор
pSP73 (Promega) и после клонирования проверя-
ли секвенированием.

Для создания конструкций с делециями ос-
новные цепи, лишенные соответствующих обла-
стей, амплифицировали из плазмиды, содержа-
щей полную 3'НТО со следующими парами прай-
меров:

3'UTR�a: SpeI-UTR/s5 & SpeI-UTR/as5

3'UTR�b: UTR/s1 & UTR/as1.

Конструкт 3'UTR�c был сделан из конструкта
3'НТО, путем удаления области рестриктазами
SphI и SnaBI.
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Создание флуоресцентных РНК зондов
РНК-зонды были синтезированы с плазмид с

помощью стандартных техник по протоколу про-
изводителя (mMessage mMachine, Ambion) с до-
бавлением Alexa488-UTP или тетраметилрода-
мин-UTP (Molecular Probes) и смеси немеченых
нуклеотидов (соотношение 1 : 5). Несвязанные
нуклеотиды удаляли с использованием колонок
Sephadex G-50 Quick Spin (Roche).

Микроинъекции
Ооциты I/II стадии (или III/IV) (по Dumont,

1972) высвобождали из иссеченных яичников по-
сле обработки коллагеназой А (Sigma, 0.8 мг/мл в
0.1 М NaH2PO4, рН 7.4) путем легкого покачива-
ния в среде L-15: 50% среда Leibowitz (Sigma) с до-
бавлением 1 мг/мл BSA, 100 мкг/мл гентамицина,
1 ед./мл пенициллина и 1 мкг/мл стрептомицина.
Затем ооциты промывали трижды и переносили в
свежую среду. Микроинъекции в обьеме 30–100 пл
(в концентрации 1 мг/мл ) проводили с помощью
аппарата Eppendorf Femtojet. После инъекций
ооциты переносили в свежую среду L-15, но без
БСА с добавлением 1 мМ L-глутамина, 1 мкг/мл
инсулина, 15 мМ Hepes (pH 7.8), 50 ед./мл ниста-
тина и 5–10% сыворотки Xenopus, содержащей
вителлогенин (Opresko, 1991). Культивирование
проводили в темноте при 18°C в герметичных ка-
мерах, состоящих из двух стеклянных покровных
стекол, разделенных прокладкой из увлажненной
фильтровальной бумаги (Zhou, King, 1996).

Конфокальная микроскопия ооцитов
Для визуализации эндоплазматического рети-

кулума в ооциты инъецировали 30 пл насыщен-
ного DiIC16 в растительном масле Wesson (Terasa-
ki, Jaffe, 1991). Изображения были получены через
3–30 ч после введения РНК. Для исследований му-
таций две РНК, синтезированные в присутствии
различных флуоресцентных меток (Alexa488 и Te-

tramethylrhodamine), смешивали в равном моляр-
ном соотношении и инъецировали в ооциты. После
инкубации в течение 24–48 ч ооциты исследовали
на инвертированном конфокальном микроскопе
Leica SP2 с использованием программного обеспе-
чения Leica и ImageJ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

РНК germes локализуется в митохондриальное 
облако с помощью 3'НТО

Для определения цис-последовательности, от-
ветственной за локализацию РНК germes, флуо-
ресцентно меченые синтетические РНК или РНК
участков регионов germes инъецировали в ранние
ооциты (ст. I–II/III), а затем исследоваловали их
распределение с помощью конфокальной микро-
скопии. Через 24–48 часов после инъекции пол-
норазмерная РНК germes локализовалась в МО
ооцитов, что соответствует раннему механизму
локализации (рис. 1а, 1б). Кроме того, было пока-
зано, что как полноразмерная РНК germes, так и
3'НТО РНК колокализуются в МО с совместно
инъецированной 3'НТО РНК xcat2 (nanos homolog 1)
(рис. 1в, 1г), в отличие от РНК открытой рамки
считывания (ORF) germes, которая оставалась
равномерно распределенной в цитоплазме (дан-
ные не приводятся). Был сделан вывод, что за
правильную локализацию РНК germes в ооците
необходимой и достаточной является 3'НТО, где
должны содержаться цис-действующие элементы
локализации.

Удалось показать, что инъецированные флуо-
ресцентные РНК xcat2 и germes по-разному рас-
пределяются внутри МО: РНК germes – равно-
мерно, а РНК Xcat2 концентрируется на границах
МО (рис. 1в–1г). Локализация других мРНК в
разных компартментах МО отмечалась и ранее
при исследовании локализации методом элек-
тронной микроскопии (Kloc et al., 2002).

Рис. 1. 3'НТО ответственна за локализацию РНК germes в митохондриальное облако ооцитов. (а, б) Полноразмерная
флуоресцентно меченая мРНК germes локализуется в ооцитах I (а) и II/III (б) стадий преимущественно в МО через 24–
48 ч. (в, г) Флуоресцентно меченые 3'НТО РНК germes (в) и xcat2 (г) совместно инъецированные в оцитах I/II стадии
также локализуются в МО, однако xcat2 концентрируется на его границах, в отличие от равномерно распределенного
germes. Я – ядро, МО – митохондриальное облако.

(a) (�)
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�� ��

�
� �

(�) (�)



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 1  2021

ЛОКАЛИЗАЦИЯ РНК GERMES В ООЦИТАХ XENOPUS 13

CAC-богатый регион 3'НТО РНК germes 
необходим для локализации

Для идентификации области мРНК germes,
возможно вовлеченной в локализацию, полно-
размерная последовательность была проанализи-
рована с помощью программы REPFIND (Betley
et al., 2002). Протяженный домен, богатый CAC-
мотивами, был обнаружен в 3'-концевой области
3'НТО РНК germes (pис. 3а). Первоначально, мы
подразделили его на три условных поддомена, ко-
торые были обозначены как a, b и c (рис. 3б).

Инъекция родамин-меченой РНК 3'НТО, в
которой отсутствуют области a, b или c, совмест-
но с Alexa–488-меченой РНК 3'НТО (в качестве
положительного контроля) в ооциты I/II стадии
показала, что РНК, лишенные областей b или c,
были полностью или частично исключены из
МО, в отличие от полноразмерной РНК 3'НТО
(рис. 2а–2г). Удаление области а не препятство-
вало локализации РНК в МО (не показано). Мож-
но сделать вывод, что дистальные CAC повторы
поддоменов b и c необходимы для правильной ло-
кализации РНК germes, тогда как поддомен a не яв-
ляется обязательным, хотя и влияет на процесс.

С помощью алгоритма MFOLD (Mathews et al.,
1999; Zuker, 2003) была предсказана вторичная
структура 3'НТО последовательности Germes, в
частности CAC-богатой области. С высокой ве-
роятностью можно предположить, что последо-
вательность формирует компактные вторичные
структуры на протяжении всей длины 3'НТО
(рис. 4). Области a и b (фрагменты 1–4, рис. 4) вме-
сте формируют совместную двухцепочечную струк-

туру с петлями и группой шпилек, полностью сфор-
мированной поддоменом а (участок 1–2, рис. 4).
Оставшаяся часть поддомена а, обозначенная
как L (участок 2–3, рис. 4), образует спираль с
петлями совместно с b. Регион c отмечен на рис. 4,
участок 4–6, большая его часть формирует две ав-
тономные спирали с петлями, который мы услов-
но назвали c' (участок 4–5 на рис. 4).

Основываясь на анализе вторичной структу-
ры, были синтезированы и проверены в отноше-
нии их способности к локализации в ооцитах раз-
личные фрагменты последовательности РНК,
представленные на рис. 5. Флуоресцентные РНК,
соответствующие этим последовательностям,
инъецировали в ооциты I/II стадии. Последова-
тельность abc локализуется в МО как и совместно
вводимая полная последовательность 3'НТО в ка-
честве положительного контроля. РНК с фраг-
ментов a, b, c, c', abc', Lb и Lbc' не локализовались
в МО (рис. 2б, 2ж, 2з). РНК abc'-конструкции от-
личается от abc отсутствием дистальных 37 п.н.,
что указывает на важность этой короткой 3'-кон-
цевой последовательности (участок 5–6 на рис. 4).
Этот результат был также подтвержден аналогич-
ными сравнениями между областями bc (рис. 2д) и
bc' (не показаны) и областями Lbc и Lbc' (рис. 2е,
2з). В каждом случае удаление 3'-конца приводи-
ло к нарушению локализации РНК конструкта.
Таким образом, минимальной последовательно-
стью, поддерживающей локализацию, является
область bc, хотя она окрашивает МО не типично.
Следующий по размеру конструкт Lbc локализу-
ется неотличимо от контрольной 3'НТО.

Рис. 2. Локализация РНК поддоменов 3'НТО germes. (а–г) РНК 3'НТО с делецией поддомена b (б) и с делецией под-
домена с (г) не локализуются в МО в отличие от совместно инъецированной полной 3'НТО в качестве положительного
контроля (а и в соответственно). (д–е) РНК поддоменов bc и Lbc локализуется в МО. (ж–з) РНК поддоменов c и Lbc'
исключаются из митохондриального облака. Я – ядро, МО – митохондриальное облако.
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Рис. 3. Анализ РНК germes с использованием программного обеспечения REPFIND. (а) Показаны CAC-содержащие
повторы с наименьшими значениями P (изображены штрихами на последовательности). 3'НТО выделена серым цве-
том. (б) Домен, богатый CAC-повторами, разделен на три поддомена, a, b и c. Показаны CAC-содержащие повторы с
самыми низкими значениями P. (в) Последовательность 3'НТО germes. Нумерация соответствует полноразмерной
РНК germes. Минимальная локализующаяся область bc выделена серым цветом. CAC мотивы выделены курсивом с те-
нью. 3'-терминальная 37 п.н. область, критическая для локализации, подчеркнута. Сайт полиаденилирования показан
жирным шрифтом. Отмечена повторность GCAC. Выделены мотивы VM1, E2 и MCLC.
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ОБСУЖДЕНИЕ
В этом исследовании мы показали, что 3'НТО

РНК germes является необходимой и достаточной
для ее правильной локализации в ооцитах по ран-
нему пути. Была изучена роль различных регио-
нов РНК 3'НТО germes в локализации. Хотя более
детальный анализ делеций проведен не был, по-
хоже, что минимальная последовательность, не-
обходимая для локализации, не может быть мень-
ше, чем область bc. Картина локализации в МО bc
уже выглядит атипично. Усеченные на 5' или 3'
конце производные области bc конструкции c и
bc' теряли способность к локализации. Таким об-
разом, ЭЛ РНК germes может быть определена как
последовательность из 300 п.н., сходная с элемен-
тами локализации, определенными для ранней
xcat2 (240 п.н.) и поздних локализующихся РНК Vg1
(340 п.н.) и VegT (300 п.н.) (Bubunenko et al., 2002).

Какие особенности РНК germes определяют ее
поведение локализации в ооцитах? Мы не нашли
четких доказательств критической роли вторич-
ной структуры РНК. Конструкция bc, которая в
соответствии с предсказаниями MFOLD не спо-
собна имитировать свертывание полной 3'НТО,
локализовалась почти так же, как и полноразмер-
ная 3'НТО и более длинные конструкции. Кроме
того, было продемонстрировано, что наиболее
дистальная 3'-концевая область фрагмента с, ко-
торая, как ожидалось, не участвует в компактном
сворачивании областей bc или Lbc, является важ-
ной для локализации. Исследования других ЭЛ
известных РНК в ооцитах Xenopus также не вы-
явили важности вторичной структуры РНК в ло-
кализации, исключение составляет РНК Xlsirt
(Allen et al., 2003). Отсутствие корреляции между

предсказанной вторичной структурой РНК и ее
поведением может отражать как недостатки алго-
ритма MFOLD, так и то, что вторичная структура
РНК меняется при взаимодействии с белками.

Какова бы ни была роль вторичной структуры,
CAC мотивы остаются существенными для лока-
лизации. В 3'НТО germes обнаружено 15 повторов
CAC, тогда как в РНК их всего 6 (рис. 3а). Коли-
чество CAC мотивов само по себе не является до-
статочным для локализации РНК. В частности,
область abc' содержит больше количество моти-
вов CAC, чем область bc, но только последняя
продемонстрировала способность правильно лока-
лизоваться. Потеря одного мотива CAC в критиче-
ской 3' области домена с (подчеркнута на рис. 3в)
не компенсировалась добавлением домена a, со-
держащего три мотива CAC.

Для других РНК также известны мотивы лока-
лизации, содержащие CAC повторы, например
мотив UGCAC локализации в митохондриальное
облако (MCLS). Он был найден в нетранслируе-
мой области РНК xcat2/nos1, отвечающей за лока-
лизацию в МО (Zhou, King, 1996; Chang et al.,
2004). Однако для РНК xpat показано, что класте-
ризованные повторы UGCAC необходимы, но не
достаточны для локализации в МО (Betley et al.,
2002). В 3'НТО РНК germes обнаружено три моти-
ва MCLS (UGCAC), два из которых располагают-
ся в области bc, ответственной за локализацию.

Среди мотивов CAC, обнаруженных в 3'НТО
germes, найдены 8 последовательностей UUCAC,
AUCAC, ACCAC и UCCAC. Показано, что они
участвуют во взаимодействии с белком Vg1RBP/
Vera/Igf2bp3 и получили название E2 (WYCAC)
(Betley et al., 2002; Kwon et al., 2002). Необходимо

Рис. 4. Вторичная структура 3'НТО РНК germes с наименьшим значением Р, полученная с использованием алгоритма
MFOLD. Фрагмент 1–3 соответствует поддомену а, фрагмент 3–4 – поддомену b, фрагмент 4–6 – поддомену c, 2–4 соот-
ветствует области Lb, 4–5 – области с'.
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заметить, что локализация многих РНК в ооцитах
многих видов хордовых сопряжена с наличием E2
(UUCAC) мотива и взаимодействием с белком
Vg1RBP/Vera/Igf2bp3 (Betley et al., 2002).

В РНК germes имеется также цис-действую-
щая последовательность мотива, названного
VM1(YYUCU): UUUCU, CUUCU, UCUCU. По-
следовательность связывает белок hnRNPI/
VgRBP60/Ptbp1 (Cote et al., 1999; Lewis et al.,
2004). В двух работах было продемонстрировано,
что кластеризация сайтов связывания белков
Vg1RBP/Vera/Igf2bp3 и hnRNPI/VgRBP60/Ptbp1
имеет решающее значение для локализации РНК
Vg1 и VegT по позднему пути (Bubunenko et al.,
2002; Snedden et al., 2013). Интересно, мотивы E2
и VM1 важны для локализации как к вегетативно-
му, так и анимальному полюсу, как это показано
для PHAX РНК (Snedden et al., 2013). В РНК germes
сайты E2 и VM1 также кластеризованы, однако
находятся вне зоны bc, ответственной за локали-
зацию.

Choo c соавторами продемонстрировали, что
ранние и поздние пути локализации РНК ис-

пользуют общие клеточные механизмы. Мотивы
MCLC (UGCAC), E2 (UUCAC) важны для лока-
лизации РНК как ранним, так и поздним путем
(Choo et al., 2005). РНК germes также содержит мо-
тивы ранней и поздней локализации. Именно они,
по видимому, обеспечивают локализацию на веге-
тативный полюс после инъекции РНК в ооциты
стадии III–IV по позднему механизму. Возможно,
это путь используется и эндогенной РНК germes.
На стадии II–III не вся РНК сконцентрирована в
МО и транспортируется по раннему пути, суще-
ственная часть РНК остается распределeнной по
объeму ооцита. Можно предположить, что эта
РНК использует поздний механизм для локализа-
ции в половую плазму вегетативного полюса.
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Localization of Germes RNA in Xenopus Oocytes
M. V. Ponomarev1, V. V. Konduktorova2, *, N. N. Luchinskaya2, and A. V. Belyavsky1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Department of Embryology, Faculty of Biology, Moscow State University, Leninskie Gory, Moscow, 119991 Russia
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We have previously identified a Xenopus maternally expressed gene Germes, whose mRNA associates with
germ plasm. In the present study, we have characterized the cis- and trans-acting factors which regulate the
localization of Germes RNA within the developing oocyte. Injection of f luorescently labeled RNAs corre-
sponding to various parts of the Germes message demonstrated that the sequence information necessary and
sufficient for correct localization in the mitochondrial cloud region of the early oocyte is located in the
3' UTR. A domain rich in CAC motifs identified in the distal part of the 3' UTR was found to be sufficient to
mediate RNA localization. Within this domain, one non-essential (a) and two essential (b and c) subdomains
were identified. A 37-base region of the c subdomain adjacent to the poly(A) tail was found to be important
for localization since its removal from several tested constructs abolished their localization capacity. Analysis
of the 3' UTR sequence showed the presence of three different motives for RNA localization in the oocyte.

Keywords: RNA localization, localization elements, UTR, mitochondrial cloud, RNA-binding proteins,
CAC motifs, Xenopus oocytes
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Работа посвящена изучению морфологических особенностей волосяного фолликула и волоса гру-
бошерстной овцы. Ее результаты позволяют объяснить парадоксальное явление сочетания прочно-
го закрепления волоса в коже с его непрерывным продвижением в сторону поверхности кожи в про-
цессе роста волос. Показано приуроченное к муфте волосяного фолликула образование выступов в
кутикуле волоса и комплементарных им впадин в кутикуле внутреннего влагалища, разъединяю-
щихся только ближе к поверхности волоса в области ниже истмуса. Изучена также изменчивость
некоторых признаков волос (диаметр волоса и соотношение толщины его слоев) на стандартном
участке кожи, а также влияние внешних условий на формирование структуры отдельного волоса.
Обсуждаются возможные механизмы регуляции временной и пространственной изменчивости
структуры волос.

Ключевые слова: волосяной фолликул, овца, морфогенез волоса, рост волоса
DOI: 10.31857/S0475145020040084

ВВЕДЕНИЕ
Волосяные фолликулы рассматриваются как

модельный объект биологии индивидуального
развития (Oliver, 1971), гистофизиологии (Chap-
man, 1971) и цитофизиологии стволовых клеток
(Oshima et al., 2001; Reik et al., 2001; Rhee et al.,
2006; Nowak et al., 2008; Greco et al., 2009; Rompo-
las et al., 2012; Panteleyev, 2018), а также как объект
исследования молекулярно-генетических меха-
низмов, не только определяющих морфогенез са-
мого волоса как деривата кожи (Panteleyev et al.,
1999, 2000; Rendl et al., 2005; Hwang et al., 2008; Ro-
mano et al., 2010), но и участвующих в гистиоти-
пической специализации, включая механизмы,
обеспечивающие рецепцию клеткой внешних сиг-
налов (Rippa et al., 2013; Rudkouskaya et al., 2014).

Волосяной фолликул демонстрирует ряд па-
радоксальных гистофизиологических свойств.
ПАРАДОКС ПЕРВЫЙ. С одной стороны, в ходе
роста волоса его погруженная в кожу корневая
часть непрерывно выдвигается в сторону поверх-
ности кожи, а затем созревающий в ходе этого
движения внутри кожи волос выдвигается дальше
за пределы кожи, иногда несколько лет без остано-

вок (например, волос скальпа человека, волос ме-
риносной овцы). С другой стороны, растущие про-
двигающиеся по влагалищу волосы крепко фикси-
рованы в коже (Vsevolodov, 2017). Как можно
совместить прочную фиксацию волоса с непрерыв-
ным его выдвижением из волосяного фолликула?

ВТОРОЙ ПАРАДОКС: парадоксальным мож-
но назвать само фенотипическое разнообразие
морфометрических характеристик волос (и их де-
риватов) в пределах индивидуального генома не
только в пределах анатомической локализации
(например, скальп, кожа тела, ладонь, дорсаль-
ная и вентральная поверхность концевых фаланг
пальцев человека), но и в пределах анатомически
обозначенных территорий. Если механизмы разви-
тия волоса, связанных с территориальными разли-
чиями, в достаточной мере исследованы (Всеволо-
дов и др., 2015а), то формирование морфогенетиче-
ских особенностей разнообразия волос внутри
выделенных гомологичных территорий обращало
на себя внимание исследователей в меньшей степе-
ни. Цель настоящей работы – попытка разреше-
ния отмеченных парадоксов.

УДК 651.3:636.32:591.478.1

80 ЛЕТ КАФЕДРЕ ЭМБРИОЛОГИИ МГУ
ИМ. М.В. ЛОМОНОСОВА
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом исследования служили образцы
кожи и волос грубошерстных овец Ovis aries из
стада экспериментальной базы Института экспе-
риментальной биологии Комитета науки Мини-
стерства образования и науки Республики Казах-
стан (г. Алматы), расположенной в Илийском рай-
оне Алматинской области. Взятие биопсийного
материала проводили с соблюдением биоэтиче-
ских норм, руководствуясь требованиями Евро-
пейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в
иных научных целях. Под местной анестезией
(инъекция 2% раствора новокаина) у овцы иссе-
кали участок кожи размером 0.5 × 0.5 см на дор-
зальной поверхности в области крестца, предва-
рительно срезав образцы волос с этого участка.
Рану обрабатывали антисептиком и овцу отпус-
кали в стадо. В работе использованы образцы,
взятые у 10 овец, не состоящих в прямом генети-
ческом родстве. Биопсийный материал кожи от
каждой из 10 овец разделяли на 2 части для анали-
за методом световой микроскопии (окраска гема-
токсилин-эозин) и методом трансмиссионной
электронной микроскопии. Подготовку образцов
для электронной микроскопии проводили по ме-
тодике, описанной ранее (Конюхов и др., 1993).

Использовали микроскоп ПЭМ-125К, фирма
SELMI. Часть срезанного пучка волос от каждой
овцы (всего 10 образцов) анализировали с приме-
нением сканирующей электронной микроско-
пии. Подготовку образцов проводили по ориги-
нальной методике, предложенной одним из соав-
торов настоящей статьи (И.Ф. Латыповым): часть
срезанных волос – пучок волос, срезанных пер-
пендикулярно оси волоса на определенном рас-
стоянии от поверхности кожи, – помещали в пла-
стиковый капилляр, затем лезвием бритвы делали
срез перпендикулярно длине капилляра (получали
поперечный срез пучка волос). Срез капилляра с
заключенным пучком волос без обработки контра-
стирующими агентами анализировали с использо-
ванием сканирующего электронного микроскопа
JSM6510LA фирмы JEOL. По несколько волос (не
менее 10), оставшихся от каждого из 10 образцов,
анализировали под световым микроскопом без ги-
стологической обработки, определив время начала
роста волоса (в зависимости от сезона) по скоро-
сти его выдвижения из кожи (у грубошерстной
овцы порядка 0.5 мм в сутки). Фотографировали
участки одного волоса, соответствующие этапу
формирования в определенное время года.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализируя структуру волосяного фолликула
и волоса после выхода из кожи, удалось просле-
дить особенности формирования их структуры.

Поперечные срезы кожи с волосом на разной
глубине волосяного фолликула на уровне муфты
и над ней (рис. 1) позволили продемонстрировать
разную степень сопряженности клеток коркового
слоя волоса с клетками внутреннего влагалища.

На электронной микрофотографии, получен-
ной при анализе срезов кожи на глубине, соответ-
ствующей муфте волосяного фолликула, хорошо
различимо образование выступов как клеток
внутреннего влагалища, так и сопряженных с ни-
ми зубчиков клеток кутикулы волоса (рис. 2). В
клетках кутикулы волоса видны апоптозные сфе-
рические тельца, эпикутикула лабиринтообраз-
на, что свидетельствует о завершающих этапах
кератинизации клеток. Слой Гексли внутреннего
влагалища оказывается наименее ороговевшим
на данном уровне. Ороговевший слой Генле внут-
реннего влагалища имеет узкие складки.

В верхней границе “муфты” (рис. 3, световой
микроскоп) появляется воздушная щель между во-
лосом и кутикулой внутреннего влагалища – пи-
лярный просвет. Видно, что выступающие зубцы,
сформированные кутикулой внутреннего влагали-
ща, отошли от соответствующих ямок в кутикуле
волоса. Степень кератинизации клеток выше на-
блюдаемой в клетках на уровне муфты. На срезе
хорошо видны клетки сердцевины волоса.

Рис. 1. Схема расположения муфты, крепящей стер-
жень корня волоса в волосяном фолликуле. ВЛ –
стержень корня волоса; ПП - пилярное пространство;
ВВ – внутреннее корневое влагалище; М – муфта; Л –
луковица волосяного фолликула.
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Использование сканирующего микроскопа
для изучения поперечного среза пучка волос над
поверхностью кожи (рис. 4) позволило обнару-
жить разнообразие диаметров и структуры волос.
В волосах большего диаметра всегда представлена
сердцевина волоса, варьирующая по относитель-

ному диаметру, тогда как в наиболее тонких воло-
сах сердцевина отсутствует. Такая картина на-
блюдалась во всех исследованных образцах.

Анализ структуры волоса под световым микро-
скопом на протяжении длительного периода роста
позволил проследить изменение его структуры,

Рис. 2. Участок волосяного фолликула вблизи нижней границы “муфты” грубошерстной овцы (Vsevolodov, 2017).
КВ – корковый слой волоса с меланосомами; КТ – клетка кутикулы волоса; Я – ядро клетки КТ; ЛЭ – лабиринтооб-
разная эпикутикула КТ; КУ – клетка кутикулы внутреннего влагалища; ГК – слой Гексли внутреннего влагалища;
ГН – слой Генле внутреннего влагалища; НВ – ядро клетки наружного влагалища. Трансмиссионная электронная
микроскопия. © 2017 Vsevolodov E.B. Published in “Hair and scalp disoders” Kutlubay and Serdaroglu, eds. under CC BY 3.0
license. Available from: htpp://dx.doi.org/10.5772/67275.
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Рис. 3. Появление пилярного просвета на уровне верхней границы “муфты” у волоса грубошерстной овцы (Vsevolodov,
2017). ПП – пилярное пространство; СВ – сердцевина волоса; КВ – кора волоса; КТ – зубец кутикулы волоса, КУ –
кутикула внутреннего влагалища; ГН – ороговевший слой Генле внутреннего влагалища; НВ – наружное влагалище.
Световая микроскопия. Окраска гематоксилином и эозином. © 2017 Vsevolodov E.B. Published in “Hair and scalp disoders”
Kutlubay and Serdaroglu, eds. under CC BY 3.0 license. Available from: htpp://dx.doi.org/10.5772/67275.
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сформированной в разные сезоны. Временная
принадлежность отрезка определялась по расстоя-
нию от поверхности кожи по скорости роста, для
овец этой породы равной около 0.5 мм в сутки. От-
четливо прослеживается изменение структуры во-
лос, формирующейся в разные сезоны года. В лет-
ний период (рис. 5, верхний фрагмент) кутикула
волоса наиболее тонкая, сердцевина имеет макси-
мальный диаметр. Осенью (второй сверху фраг-
мент волоса) куликула утолщена, сердцевина
сужена. В зимний период волос представлен кера-
тинизированной кутикулой и полностью лишен
сердцевины (рис. 5, нижний фрагмент). На протя-
жении третьего сверху фрагмента (рис. 5), соответ-
ствующего формированию волоса поздней осе-

нью, можно проследить переход от “осенней” к
“зимней” структуре (справа налево на снимке).
Следует отметить, что волосяной фолликул и во-
лос позволяет проследить изменения во времени
гистофизиологии волосяного фолликула, “запе-
чатленные” в структуре волоса.

ОБСУЖДЕНИЕ
ПАРАДОКС 1. Как можно совместить проч-

ную фиксацию волоса с непрерывным выдвиже-
нием корня волоса? Решение этого парадокса в
том, что выдвижение происходит с помощью ги-
стофизиологических механизмов, обеспечиваю-
щих, например, у овцы, выдвижение волоса
(рост) со скоростью, порядка 0.5 мм в сутки, т.е.
18 см в год. Та морфофизиологическая структура,
которая играет важную роль в его продвижении к
поверхности кожи, обеспечивает и фиксацию во-
лоса в коже. Стержень волоса в верхней (ближе к
поверхности кожи) части волосяного фолликула
отделен от окружающих слоев фолликула воз-
душной щелью (“пилярным просветом”). В ниж-
ней части волосяного фолликула, где только на-
чинающий накапливать кератин корень волоса
граничит с камбиальной зоной луковицы, клетки
лишены механической прочности и не могут
фиксировать волос в коже. Следовательно, стер-
жень волоса зафиксирован в коже и одновремен-
но снабжен механизмом медленного выдвижения
к поверхности кожи на средней глубине волося-
ного фолликула (рис. 1).

Близкий к завершению ороговения волос тес-
но контактирует с поверхностью внутреннего
корневого влагалища (рис. 2), причем выступаю-
щие зубцы наружной поверхности волоса входят
в соответствующие ямки внутренней поверхно-
сти внутреннего корневого влагалища как зубцы
шестеренки между зубцами сопряженной с нею

Рис. 4. Электронная микрофотография поперечного
среза пучка волос грубошерстной овцы. КВ – кора
волоса; СВ – сердцевина волоса. Сканирующая элек-
тронная микроскопия.
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Рис. 5. Фрагменты одного и того же волоса грубошерстной овцы, росшего непрерывно с лета по конец весны. КВ –
кора волоса; СВ – сердцевина волоса. Световая микроскопия без окрашивания гистологическими красками.
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второй шестеренкой. Как клетки поверхности во-
лоса (кутикула волоса и подстилающий ее корко-
вый слой), так и клетки внутреннего корневого
влагалища (слой кутикулы и слой Генле) близки к
завершению кератинизации и, следовательно,
имеют высокую механическую прочность. Это
связано с тем, что большая часть клетки или по-
чти весь ее объем заполняются кератином или ке-
ратиноподобными белками. Кератины образуют
волокнистый компонент (промежуточные фила-
менты), во внутреннем влагалище и корковом
слое встроены в матрикс, образованный бога-
тыми цистеином кератин-ассоциированными
белками (Rogers, 2004). На поздних стадиях ке-
ратинизации матриксные белки претерпевают
структурные уплотнение за счет образования
дисульфидных связей (Fraser, Parry, 2012), и это
значительно повышает прочность волоса. В ку-
тикуле волоса филаментарного компонента нет,
но ее матриксные белки также уплотнены дисуль-
фидными мостиками, что обеспечивает их физи-
ческую и химическую устойчивость.

Даже сама по себе описанная зубчатая структу-
ра (рис. 2) делает невозможным гладкое скольже-
ние волоса мимо примыкающего к нему снаружи
внутреннего корневого влагалища волоса, если
попытаться вырвать волос из кожи. Эта зубчатая
структура является одним из компонентов фик-
сации волоса в коже. Усилие, передаваемое от вы-
тягиваемого волоса на волосяное влагалище
должно приводить к образованию складок влага-
лища, которые зажимают волос внутри соедини-
тельнотканной сумки волосяного фолликула, и
при нарастании усилия стержень волоса будет
вырван вместе с частью клеток влагалища волося-
ного фолликула, что и наблюдается при выдерги-
вании волоса из кожи. “Зубчики” кутикулы воло-
са во всех случаях остаются в теснейшем контакте
с корковым слоем волоса. Их, по нашим данным,
можно отделить от коркового слоя волоса и ча-
стично друг от друга только помещением зрелых
волос на 1 ч в кипящую 6 N HCl (широко приня-
тый способ мацерации волос).

Связь клеток волоса между собой и с внутрен-
ним влагалищем обеспечивается всеми типами
межклеточных контактов. Десмосомы, щелевые
контакты и плотные контакты формируются
между дифференцирующимися кератиноцитами
волос и кератиноцитами и внутренним влагали-
щем волосяного фолликула. Их соотношение и
белковый состав меняются на восходящем пути
волоса в фолликуле (Kurzen et al., 1998). Плотные
контакты (zonula occludens) также установлены
между клетками слоев Генле и Гексли и между
клетками слоя Генле и клетками наружной обо-
лочки влагалища. Эти соединения, вероятно, из-
меняют движение малых молекул (сигнальные
молекулы и метаболиты) между клетками. Щеле-
вые контакты и десмосомы занимают около 10%

поверхности плазматической мембраны корти-
кальных клеток в области луковицы, причем де-
смосомы более обильны в клетках внутреннего
влагалища по сравнению с развивающимся кор-
тексом. По мере дальнейшей дифференцировки
слоев клеток волоса и внутреннего корневого
влагалища локальные очаговые контакты – де-
смосомы заменяются непрерывной областью по-
слойного контакта клеток (Rogers, 2004).

Таким образом, фиксация волоса в фолликуле
происходит в “муфте”, расположенной несколь-
ко выше луковицы волосяного фолликула, но ни-
же уровня, где наблюдается отделение стержня
волоса от окружающего его внутреннего влагали-
ща (рис. 3). В состав этой “муфты” входят поми-
мо стержня волоса, клетки внутреннего слоя
внутреннего влагалища (кутикула), уже подверг-
шиеся существенной кератинизации, но не отде-
лившиеся еще от влагалища, а также взаимодей-
ствующие с ними клетки более наружных слоев
волосяного фолликула. Муфта остается постоян-
но на одном и том же уровне в фолликуле, но со-
ставляющие ее клетки мигрируют параллельно с
ростом волоса от луковицы в сторону поверхности
кожи. Миграция обеспечивается активностью кле-
ток наружного корневого влагалища (Straile, 1965;
Chapman, 1971; Vsevolodov et al., 2014). Те клетки,
которые выходят из верхнего края муфты, теряют
связь с волосом и более не относятся к муфте, т.е.
бывшие клетки муфты мигрируют вверх, но верх-
няя граница муфты остается на месте.

Потеря клеток из верхнего края муфты ком-
пенсируется поступлением клеток в муфту через
нижнюю ее границу. Будущие клетки муфты ни-
же ее нижней границы еще недостаточно орого-
вевают и не имеют достаточной прочности, чтобы
фиксировать волос в коже, но приобретают эту
прочность в ходе ороговения по достижении
нижней границы муфты (рис. 3). Таким образом,
и нижняя граница муфты не меняет своего поло-
жения в волосяном фолликуле.

РЕШЕНИЕ ПАРАДОКСА 1. Волос скреплен в
волосяном фолликуле не с неподвижной клеточ-
ной структурой, а с клетками наружного корнево-
го влагалища, движущимися в “муфте” со скоро-
стью роста волоса (у овцы около 0.5 мм в сутки).
Поэтому закрепленность волоса в “муфте” не ме-
шает его медленному движению в сторону по-
верхности кожи. При этом “муфта” находится на
постоянном удалении от луковицы, представляя
собой определенную стадию дифференцировки
(ороговения) волосяного влагалища, которая со-
ответствует степени ороговения клеток самого
волоса. Дифференцировка прогрессирует по мере
миграции клеток из камбия луковицы в сторону
поверхности кожи. Она недостаточна для крепле-
ния волоса ниже муфты и приводит к изоляции
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волоса от окружающих структур выше муфты за
счет появления пилярного пространства (рис. 2).

ПАРАДОКС ВТОРОЙ. Фенотипическое раз-
нообразие морфометрических характеристик во-
лос или облигатная изменчивость параметров во-
лос на одном и том же стандартном участке кожи
(т.е. структура волосяной группы) (Vsevolodov
et al., 2015) может считаться вторым парадоксом.
Структура волосяного покрова характеризуется,
прежде всего, двумя основными параметрами:
1) набором морфометрических параметров самих
волос (число волос на 1 см2 кожи, диаметр, длина,
обеспеченная продолжительностью непрерывного
роста волоса) и 2) набором слоев, из которых состо-
ит волос (сердцевина, корковый слой и кутикула
волоса), и которым соответствует разный набор
белков-кератинов и кератиноподобных белков
(Ryder, 1968).

Набор слоев волоса является эволюционно до-
вольно консервативным, несмотря на крайнее
внешнее разнообразие волос от пухового до иглы
дикобраза. Во всех случаях присутствует кутикула
волосяного влагалища и корковый слой и только
сердцевины иногда может не быть. Различия па-
раметров волос у разных видов и пород могут
быть обусловлены различиями геномов. Сложнее
объяснить закономерную изменчивость парамет-
ров волос на одном и том же участке кожи. Дей-
ствительно, на участке кожи в 1 мм2 у грубо-
шерстной овцы могут расти волосы диаметром от
130 до 12 мкм (Всеволодов и др., 2015), причем
наиболее мелкие волосы могут не иметь сердце-
вины. Формирование структуры волоса в волося-
ном фолликуле обусловлено интенсивностью ке-
ратинизации клеток коры волоса. Чем меньше
диаметр волоса, тем меньшую долю занимает
сердцевина, а у самых тонких волос она вообще
не формируется. Показана роль в регуляции на-
чальных этапов дифференцировки волосяного
фолликула определенных генных каскадов. Так,
гены семейства ВMP запускают экспрессию ряда
транскрипционных регуляторов дифференци-
ровки кератиноцитов, таких как Hoxc13, Foxn1,
Msx1 и Msx2, а Noggin, соответственно, предот-
вращает кератинизацию (Kulessa et al., 2000). Та-
ким образом, этой формы регуляции кератиниза-
ции достаточно для качественных различий фор-
мирования слоев волоса. Вероятно, условия в
мелких волосяных фолликулах не обеспечивают
локальных различий в степени кератинизации кле-
ток, образующих волос, поэтому развивается волос,
лишенный сердцевинного слоя. Итак, в таком, ка-
залось бы, наследственно обусловленном каче-
ственном проявлении морфогенеза как диффе-
ренцировка на слои волоса, гены специфической
экспрессии могут подчиняться складывающимся
условиям количественного характера (размер луко-

вицы) в популяциях клеток, участвующих в диффе-
ренцировке.

Качественные различия структуры можно на-
блюдать и на одном волосе (рис. 5). Волосы грубо-
шерстных овец, формирующие в благоприятный
сезон (летом) сердцевинный слой, в менее благо-
приятный стрессогенный сезон (зимой) уменьша-
ются в диаметре и могут совсем лишиться сердцеви-
ны (рис. 5). Т.о., механизмы, регулирующие образо-
вание слоев волоса, зависят от внешних условий и
связаны с сезонным стрессом (более голодная диета
и холод), что, например, способствует усилению
секреции гормонов коры надпочечников, тормозя-
щих пролиферацию в камбии луковиц и нарушаю-
щих прежнее равновесие между делением клеток,
их дифференцировкой и эвакуацией из камбия
(Всеволодов, 1979).

РЕШЕНИЕ ПАРАДОКСА 2. Размер луковицы
фолликула, определяющий диаметр волоса, регу-
лируется размером соединительно-тканного со-
сочка, на котором она сформирована (Oliver,
1971; Jahoda et al., 1984). Закладка волосяных фол-
ликулов начинается с синтеза медленно диффун-
дирующих паракринных факторов Wnt в очагах
базального слоя кожного эпидермиса. Это приво-
дит к очаговому усилению пролиферации базаль-
ных клеток и образованию плакод (локальных
утолщений и уплотнений базального слоя эпи-
дермиса). В тех же очагах включается с неболь-
шим опозданием и синтез ингибиторов Wnt, в
частности, из семейств генов Dickkopf и BMP
(Reddy et al., 2001; Andl et al., 2002; Lei et al., 2014).
Они диффундируют быстрее и обгоняют фронт
диффузии Wnt и предотвращают дальнейшее рас-
ширение плакод, не допуская их слияния друг с
другом (Sick et al., 2006). Очевидно, что заложивши-
еся позже плакоды оказываются мельче. Такой ме-
ханизм очаговой дифференцировки первоначально
однородных полей на теле эмбриона был назван
диффузионно-реакционным (математическая мо-
дель выдающегося британского математика Тью-
ринга). Таким образом, число и размеры заклады-
вающихся плакод зависят, в частности, от соотно-
шения скоростей диффузии Wnt и BMP.

Образовавшиеся плакоды индуцируют скоп-
ление под ними эмбриональных фибробластов
дермы, из которых формируется соединительно-
тканный сосочек – важный источник морфогене-
тической сигнализации во взрослом организме,
поддерживающий пролиферацию камбия луко-
виц волосяного фолликула и детерминирующего
размер волосяного фолликула и диаметр волоса
при оптимальных условиях (Reynolds, Jahoda,
1992; Rendl et al., 2008; Morgan, 2014). Размер, до-
стигаемый каждым волосяным фолликулом, за-
висит от двух важнейших факторов: 1) параметры
сосочка-регулятора (стабильные в силу ограни-
ченной способности клеток к пролиферации),
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которые установились в ходе эмбриогенеза и
определяют верхний возможный предел размеров
данного волосяного фолликула при оптимальных
условиях; 2) совокупность лабильных, подвер-
женных условиям содержания воздействий, кото-
рые лимитируют пролиферацию камбия лукови-
цы и влияют на относительную степень развития
разных слоев волосяного фолликула вплоть до от-
сутствия сердцевины волоса.

Таким образом, изменение количественного
параметра (размер соединительнотканных сосоч-
ков и, соответственно, луковицы волосяного
фолликула), вероятно, влияет на проявление раз-
нокачественности дифференцировок. Чем позже
закладываются фолликулы, тем они мельче, и тем
тоньше волосы, которые они формируют. Это хо-
рошо вписывается в представление о соотноше-
нии времени и, соответственно, величине заклад-
ки органа и сложности его дифференцировок
(Голиченков и др., 1991).
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Some Paradoxical Phenomena in Hair Follicles Histophysiology
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Our study was focused on the morphological features of the hair follicle and hair shaft of the coarse-haired
sheep. The results of this study allow to explain the paradoxical phenomenon of combining strong hair fas-
tening in the skin with its continuous advancement towards the skin surface during hair growth. We have
shown that tooth-like structures of the surface of hair cuticle and complementary indentations of the surface
of the inner root sheath are formed in the suprabulbar region of the hair follicle. These surfaces detach from
each other only closure to the skin surface, in the region under the isthmus. We also studied the variability of
some hair features (hair diameter and the ratio of the thickness of its layers) on a standard area of the skin, as
well as the influence of external conditions on the formation of the structure of an individual hair. Possible
mechanisms for regulating the temporal and spatial variability of the hair structure are discussed.
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Функции соматических клеток у многоклеточных организмов существенны для поддержания гер-
минальных стволовых клеток и образования гамет, и, в конечном итоге, для выживаемости видов.
В семенниках Drosophila две популяции соматических клеток выполняют функции микроокруже-
ния герминальных клеток. Группа терминально-дифференцированных клеток на апикальном кон-
це семенника, хаб, непосредственно контактирует с герминальными стволовыми клетками, регули-
руя их самообновление и пролиферацию с помощью секреции сигнальных молекул. Другая попу-
ляция соматических клеток семенников, соматические клетки цисты, играет важную роль как в
поддержании герминальных стволовых клеток, так и в процессах направленной дифференцировки
их потомков, модулируя внешние сигналы и создавая микроокружение дифференцирующихся гер-
минальных клеток в течение всего сперматогенеза. Обзор посвящен анализу современных данных
о молекулярно-клеточных механизмах и белковых комплексах, необходимых в соматических клет-
ках цисты для неавтономной регуляции развития герминальных клеток.

Ключевые слова: сперматогенез, ниша, соматические клетки цисты, герминальные стволовые клет-
ки, сигнальные пути, Drosophila
DOI: 10.31857/S047514502101002X

ВВЕДЕНИЕ

У всех животных герминальные стволовые клет-
ки (ГСК) функционируют в уникальном процессе
самообновления и производства потомков, вступа-
ющих в клеточную дифференцировку, критически
важном для образования гамет и передачи генети-
ческой информации следующим поколениям. Са-
мообновляющие деления ГСК и дифференцировка
их потомства поддерживаются сигналами, исходя-
щими из ниш, – структур, формируемых соматиче-
скими клетками гонад. Динамический процесс
сперматогенеза требует точных переключений
между отдельными стадиями: от самообновления
ГСК к митотически амплифицирующимся спер-
матогониям и созреванию сперматоцитов, до об-
разования гаплоидных сперматид и морфогене-
тического процесса их индивидуализации, веду-
щего к образованию зрелой спермы (Spradling et al.,
2011; Greenspan et al., 2015). Специализированные
соматические клетки сопровождают герминаль-
ные клетки семенников в течение всего процесса
сперматогенеза и контролируют переключение

стадий развития герминальных клеток. Концеп-
ция ниши стволовых клеток была впервые пред-
ложена в 1978 г. при обсуждении механизмов под-
держания гематопоэтических клеток млекопита-
ющих (Schofield, 1978). Соматические клетки,
выполняющие функции ниши, были впервые
идентифицированы при исследовании гаметоге-
неза у модельного объекта Drosophila melanogaster
(Hardy et al., 1979; Wieschaus, Szabad, 1979; Xie,
Spradling, 2000). Под нишей понимаются клетки и
клеточные структуры, формирующие микросре-
ду, в которой размещены стволовые клетки, по-
лучающие из ниши регуляторные сигналы и пи-
тательные компоненты. Данные, полученные к
настоящему времени, ясно демонстрируют кон-
сервативные функции соматической ниши в ре-
гуляции процессов поддержания и самообновле-
ния стволовых клеток у многоклеточных эукари-
от (Morrison, Spradling 2008; Spradling et al., 2011;
de Cuevas, Matunis, 2011; Oatley, Brinster, 2012).
Соматические клетки также играют существен-
ную роль в процессах направленной дифферен-
цировки потомков стволовых клеток, модулируя
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внешние сигналы и создавая микроокружение
дифференцирующихся клеток. При этом в на-
стоящее время молекулярные и клеточные меха-
низмы поддержания и функционирования са-
мих соматических клеток в гонадах, а также их
взаимодействия с герминальными клетками на
разных этапах гаметогенеза, изучены недоста-
точно.

Сперматогенез млекопитающих, изучаемый
главным образом на мышиной модели, происхо-
дит в семенных канальцах семенников. Основные
этапы сперматогенеза у животных консерватив-
ны от дрозофилы до человека. Семенники дрозо-
филы и млекопитающих, при значительных мор-
фологических различиях имеют высокое функ-
циональное сходство. Соматические клетки
цисты дрозофилы рассматриваются как функци-
ональные аналоги клеток Сертоли у млекопитаю-
щих (Spradling et al., 2011; Greenspan et al., 2015;
Kotov et al., 2017). Большие неделящиеся клетки
Сертоли присоединены к базальной мембране се-
менных канальцев, простираясь внутрь их про-
света и выполняя функции ниши герминальных
клеток на всех стадиях дифференцировки (Gris-
wold, 1998; Nel-Themaat et al., 2011; Oatley, Brin-
ster, 2012; Jiang et al., 2014). Герминальные клетки,
как у млекопитающих, так и у дрозофилы, упоря-
дочены вдоль условной пространственно-вре-
менной оси, где наиболее ранние герминальные
клетки расположены возле базальной мембраны,
тогда как клетки на более зрелых стадиях диффе-
ренцировки расположены близко к просвету се-
менного канальца у млекопитающих или семен-
ному пузырьку у Drosophila. Тесное взаимодей-
ствие между соматическими и герминальными
клетками является консервативным для сперма-
тогенеза у различных животных (Valli et al., 2014;
Greenspan et al., 2015).

Выяснение того, как множество сигналов ин-
тегрируются для регуляции поддержания и диф-
ференцировки герминальных клеток, является
актуальным в изучении молекулярных механиз-
мов сперматогенеза, и семенники Drosophila яв-
ляются ценной модельной системой для таких
исследований. Значительная доказательная база
указывает на то, что соматическое микроокруже-
ние критически важно для самообновления ГСК,
дифференцировки их потомков, предотвращения
канцерогенеза герминальных клеток и их преж-
девременной потери, а также для поддержания их
клеточной идентичности (Tran et al., 2000; Kiger
et al., 2000; Lim, Fuller, 2012; Yu et al., 2016; Fair-
child et al., 2017; Kotov et al., 2020). В этом обзоре
мы суммируем современные представления о мо-
лекулярных механизмах, обеспечивающих функ-
ционирование соматических клеток цисты се-
менников в регулировании процесса сперматоге-
неза.

КРАТКИЙ ОБЗОР СПЕРМАТОГЕНЕЗА
У ДРОЗОФИЛЫ

Семенники D. melanogaster морфологически
представляют собой понятную и просто интер-
претируемую систему для изучения процессов
поддержания герминальных клеток и их диффе-
ренцировки в зрелые гаметы (рис. 1а). В семенни-
ках Drosophila 9–12 герминальных стволовых кле-
ток (ГСК) плотно контактируют с нишевой струк-
турой, называемой хабом, и состоящей из 12–15
терминально-дифференцированных соматических
клеток, прикрепленной к базальной мембране на
апикальном слепом конце семенника (рис. 1а).
Соматические стволовые клетки цисты (ССКЦ)
располагаются на второй линии от хаба за ГСК и
в норме контактируют с клетками хаба c помо-
щью длинных цитоплазматических выростов,
расположенных в просветах между ГСК. Две
ССКЦ окружают каждую ГСК, полностью изоли-
руя друг от друга индивидуальные ГСК (Hardy et al.,
1979). Две популяции стволовых клеток, ГСК и
ССКЦ, вследствие ассиметричного митоза про-
изводят себе подобные стволовые клетки и дочер-
ние клетки, вступающие в дифференцировку
(Gönczy, DiNardo, 1996). Являясь источником со-
матических клеток цисты, ССКЦ также составля-
ют важную часть ниши для ГСК (Kawase et al.,
2004; Zoller, Schulz, 2012; Greenspan et al., 2015).
Непосредственные потомки ГСК, вступающие в
дальнейшую дифференцировку, гониабласты,
окружаются двумя соматическими клетками ци-
сты (СКЦ), которые ко-дифференцируются вме-
сте с ними. Таким образом, формируется основ-
ная функциональная единица сперматогенеза –
циста. Две соматические клетки цисты образуют
прочные окклюзионные и адгезионные соедине-
ния друг с другом, формируя барьер проницаемо-
сти для посторонних сигналов (Fairchild et al.,
2015). Каждый гониабласт внутри развивающейся
цисты претерпевает 4 цикла митотических деле-
ний с неполным цитокинезом, превращаясь в
синцитий из 16 сперматогониев, взаимосвязан-
ных между собой через круглые мембранные ка-
налы. СКЦ в процессе сперматогенеза не делят-
ся, но увеличиваются в размерах, уплощаются и
вытягиваются вокруг герминальных клеток, со-
здавая барьер проницаемости для внешнего окру-
жения, а также являясь акцептором и источником
молекулярных сигналов. 16 герминальных клеток
внутри цисты, ограничиваемой двумя СКЦ, ста-
новятся сперматоцитами, значительно увеличи-
ваются в размерах и вступают в мейоз, с образова-
нием 64 гаплоидных сперматид. Сперматиды в
процессе индивидуализации превращаются в зре-
лые гаметы, двигаются к базальному концу се-
менника и запасаются в семенном пузырьке
(Fuller, 1998; Spradling et al., 2011; Dubey et al.,
2019) (рис. 1а). СКЦ продолжают ко-дифферен-
цироваться с герминальными клетками в течение
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всего сперматогенеза и, в конечном итоге, погло-
щаются эпителиальными клетками на базальном
конце семенника после индивидуализации спер-
матид (Fuller, 1998; Dubey et al., 2016).

Соматические клетки семенников происходят
из соматических клеток-предшественников го-
над, специфицирующихся из клеток дорсолате-
ральной мезодермы. Эмбриональные семенники
формируются в период среднего и позднего эм-
бриогенеза путем ассоциации примордиальных
герминальных клеток, мигрирующих внутрь эм-
бриона с его заднего конца через кишечный эпи-
телий, и нескольких кластеров соматических кле-
ток: передних, задних и специфических мужских
соматических клеток-предшественников (Santos,
Lehmann, 2004; Jemc, 2011; Whitworth et al., 2012).
Последние экспрессируют маркерные белки Eyes
absent (Eya), Six4, Doublesex и SOX100B; эти клет-
ки выживают только у самцов и впоследствии
формируют терминальный эпителий семенни-
ков. Хаб формируется на поздней стадии эмбрио-
генеза из кластера передних соматических кле-
ток-предшественников (Hardy et al., 1979), экс-
прессирующих молекулярный маркер Escargot
(Boyle, DiNardo, 1995; Voog et al., 2014). Подмно-
жество этих клеток плотно ассоциировано между
собой, они терминально-дифференцированы и
экспрессируют на высоком уровне молекулы кле-
точной адгезии, такие как DE-кадгерин, DN-кадге-
рин и Fasciclin III. Хаб секретирует лиганды множе-
ства сигнальных путей, включая JAK/STAT, BMP,
Hedgehog и других (рис. 1б). Те примордиальные
герминальные клетки, которые оказалась в непо-
средственном контакте с хабом, принимают эти
сигналы и становятся стволовыми, тогда как
остальные герминальные клетки, не получающие
сигналов от хаба на достаточном уровне, подвер-
гаются дифференцировке (Sheng et al., 2009; Whit-
worth et al., 2012). ССКЦ происходят из того же
пула соматических клеток-предшественников,
что и клетки хаба. Каким же образом формирует-
ся нужное количество соматических клеток се-
менника обоих этих типов? По-видимому, тран-
скрипционный фактор Bowl, экспрессируемый в
клетках хаба, существенен для этого процесса,
поскольку в случае мутаций bowl хаб содержит
меньшее количество клеток, а репрессия Lines,
ингибитора Bowl, напротив, увеличивает числен-
ность клеток хаба (DiNardo et al., 2011). Образова-
ние хаба индуцируется с помощью сигнального
пути Notch, который необходим и достаточен для
этого и регулирует число клеток хаба, частично
действуя через активацию фактора Bowl (Kitadate,
Kobayashi, 2010; DiNardo et al., 2011; Okegbe, Di-
Nardo, 2011). Остается невыясненным, как спе-
цифицируются ССКЦ. Эктопическая активация
Bowl с помощью нокдауна lines в ССКЦ, приво-
дит к транс-дифференцировке их в клетки хаба,
что указывает на общее происхождение клеток

хаба и ССКЦ (Voog et al., 2008; DiNardo et al.,
2011). ССКЦ экспрессируют транскрипционный
фактор Zfh1, регулируемый сигнальным каска-
дом JAK/STAT, и используемый в настоящее вре-
мя как специфический маркер для этих клеток
(Leatherman, Dinardo, 2008; Issigonis et al., 2009;
Flaherty et al., 2010). Уровень экспрессии Zfh1 па-
дает в дифференцирующихся потомках ССКЦ,
покидающих область ниши возле хаба. ССКЦ
также экспрессируют на высоком уровне тран-
скрипционный фактор Traffic jam (Tj), но период
его экспрессии в процессе сперматогенеза шире,
он экспрессируется также в СКЦ, окружающих
гониабласты и сперматогонии (Li et al., 2003), и
рассматривается в литературе как маркер совокуп-
ной популяции ранних СКЦ. В качестве маркера
зрелых СКЦ, окружающих сперматоциты, часто
используется транскрипционный активатор Eya
(Fabrizio et al., 2003).

РЕГУЛЯЦИЯ САМООБНОВЛЕНИЯ ГСК
С ПОМОЩЬЮ РЯДА

СИГНАЛЬНЫХ КАСКАДОВ

Локальный сигнальный путь JAK/STAT в регу-
лировании адгезии ГСК к хабу, поддержании их
идентичности и конкуренции с ССКЦ. Соматиче-
ские клетки хаба являются источником сигналов
короткой дистанции, регулирующих поддержа-
ние обеих популяций стволовых клеток, герми-
нальных и соматических. Сигнальный путь
JAK/STAT (Janus kinase-Signal transducer and acti-
vator of transcription) способствует самообновле-
нию как ГСК, так и ССКЦ (рис. 1б). Клетки хаба
секретируют цитокин Unpaired1 (Upd1), активи-
рующий путь JAK/STAT в примыкающих к нему
стволовых клетках обоих типов, ГСК и ССКЦ
(Kiger et al., 2001; Tulina, Matunis, 2001). Upd1,
связываясь с рецептором Domeless (Dome), акти-
вирует единственную у Drosophila киназу JAK,
Hopscotch (Hop), которая, в свою очередь, рекру-
тирует и фосфорилирует единственный гомолог
транскрипционного фактора STAT у Drosophila –
STAT92E по остатку тирозина 711, способствуя
его димеризации и активации. Ранние данные
позволяли предположить, что STAT92E необхо-
дим как внутриклеточный фактор для поддержа-
ния ГСК и ССКЦ, поскольку в stat92E-мутант-
ных семенниках или при использовании нулевых
клонов stat92E, как ГСК, так и ССКЦ, быстро те-
рялись из ниши, вступая в дифференцировку (Ki-
ger et al., 2001; Tulina, Matunis, 2001). Однако
позднее было показано, что сигнальный путь
JAK/STAT по-разному требуется для поддержа-
ния этих двух клеточных популяций. Активация
эндогенного STAT92E в ГСК оказалась недоста-
точной для их самообновления. Но эктопическая
активация STAT92E в ССКЦ способна поддержи-
вать самообновление обеих популяций стволовых
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клеток, ГСК и ССКЦ, независимо от хаба (Leath-
erman, DiNardo, 2008, 2010). ГСК с нарушенной
экспрессией STAT92E вытесняются с позиции
возле хаба, проигрывая конкуренцию с ССКЦ,
благодаря дефектам адгезионных контактов меж-
ду хабом и ГСК (Issigonis et al., 2009; Leatherman,
DiNardo, 2010). В этих условиях ССКЦ кластеризу-
ются вокруг хаба, но ГСК, контактирующие с
ССКЦ, продолжают самообновляющие деления.
Вместе эти данные свидетельствуют о том, что акти-
вация пути JAK/STAT в ССКЦ достаточна для ин-
дукции самообновления как в ГСК, так и в
ССКЦ.

Несмотря на то, что JAK/STAT не требуется
внутриклеточно для самообновления ГСК, этот
путь необходим для DE-кадгерин-опосредуемой
адгезии ГСК к клеткам хаба (Leatherman, DiNardo,
2008, 2010). STAT92E способен связываться с про-
мотором гена chickadee и активировать его тран-
скрипцию в ГСК и ССКЦ (Shields et al., 2014).
Этот ген, кодирующий профилин у Drosophila, не-
обходим для локализации DE-кадгерина в соста-
ве комплексов адгезии на клеточной поверхности
и, таким образом, для поддержания ГСК в нише. В
семенниках с отсутствием экспрессии STAT92E на-
рушается внутриклеточный траффик кадгерин-ка-
тениновых комплексов к клеточной мембране ГСК
и, таким образом, DE-кадгерин отсутствует в зоне
контакта с хабом и ГСК теряются из ниши вступле-
нием в дифференцировку. Эктопическое увеличе-
ние экспрессии DE-кадгерина умеренно супресси-
рует потерю ГСК (Leatherman, DiNardo, 2008). Тем
не менее, автономные сигналы JAK/STAT сами по
себе не достаточны для самообновления ГСК.

Предполагаемые мишени транскрипционной
регуляции, осуществляемой фактором STAT92E,
по-видимому, различны в ГСК и ССКЦ. Две
транскрипционные мишени пути JAK/STAT –
zinc finger homeodomain 1 (zfh1) и chronologically in-
appropriate morphogenesis (chinmo) экспрессируют-
ся в ССКЦ и необходимы для их самообновления
и поддержания идентичности (Leatherman,
DiNardo, 2008; Flaherty et al., 2009, 2010). Хотя оба
этих фактора требуются внутриклеточно в
ССКЦ, они не взаимодействуют друг с другом,
предположительно участвуя в независимых про-
цессах (Flaherty et al., 2010). Мутантные по zfh1
или chinmo ССКЦ неспособны к поддержанию

самообновления, мутантные клоны теряются,
вступая в дифференцировку. Гиперэкспрессия
любого из этих факторов вызывает экспансию
обеих популяций стволовых клеток, как и в слу-
чае гиперактивации STAT92E (Leatherman,
DiNardo, 2008; Flaherty et al., 2010). Chinmo также
экспрессируется в ГСК, но не требуется для их са-
мообновления, тогда как мутантные по chinmo
клоны ССКЦ быстро теряются через преждевре-
менную дифференцировку (Flaherty et al., 2010).

Suppressor of Cytokine Signaling at 36E (Socs36E)
является прямой мишенью пути JAK/STAT в
ССКЦ и его репрессором, формируя классическую
петлю негативной обратной связи (Arbouzova,
Zeidler, 2006). Socs36E (ортолог SOCS5 млекопита-
ющих) контролирует конкуренцию двух популя-
ций стволовых клеток за место в нише, модулируя
уровень клеточной адгезии ССКЦ (Issigonis et al.,
2009). Socs36E ослабляет активацию сигнального
каскада JAK/STAT в ССКЦ, приводя к сбаланси-
рованному соотношению ГСК и ССКЦ возле ха-
ба (Issigonis et al., 2009; Singh et al., 2010; Amoyel et al.,
2016a). Тогда как обе популяции стволовых кле-
ток используют DE-кадгерин для адгезии к хабу,
ССКЦ также используют для этого гетеродимер-
ные интегриновые комплексы. Socs36E негатив-
но регулирует уровень интегринов в этих клетках.
В семенниках мутантов Socs36E это приводит к
сверхпредставленности ССКЦ, окружающих хаб,
и конкурентному вытеснению ГСК из ниши.
Клоны ССКЦ, в которых отсутствует экспрессия
Socs36E, способны вытеснять как ГСК, так и
ССКЦ дикого типа, за счет повышенного уровня
экспрессии интегринов на их клеточной поверх-
ности (Singh et al., 2010). Socs36E ингибирует
MAP-киназный (Mitogen-Activated Protein) кас-
кад в ССКЦ, активируемый сигнальным путем
EGFR, тогда как эктопическое усиление актив-
ности MAP-киназного каскада в клонах ССКЦ
вызывает вытеснение ССКЦ дикого типа и ГСК
из ниши за счет конкуренции (Amoyel et al.,
2016a). Таким образом, Socs36E специфически
модулирует уровень сигналов JAK/STAT и EGFR
в ССКЦ для поддержания корректного соотно-
шения двух популяций стволовых клеток, по-
скольку две дочерние соматические клетки цисты
нужны для поддержания и окружения одного

Рис. 1. (а) Общая схема сперматогенеза у Drosophila melanogaster. На апикальном конце семенника (вверху) находится
соматическая нишевая структура – хаб. Хаб поддерживает две соседние популяции стволовых клеток, ГСК и ССКЦ,
посредством межклеточной передачи сигналов. ГСК делится с самообновлением и производством гониабласта, кото-
рый обволакивается двумя клетками цисты и дополнительно подвергается четырем митотическим делениям с непол-
ным цитокинезом, после чего циста из 16 герминальных клеток переключается на программу первичных сперматоци-
тов. Сперматоциты растут и созревают внутри цисты, а затем входят в мейоз, образуя 64 гаплоидных круглых сперма-
тид, также взаимосвязанных внутри цисты. Наконец, удлиненные сперматиды подвергаются индивидуализации и
перемещаются к базальному концу семенника. Зрелые индивидуальные сперматозоиды попадают в семенной пузы-
рек. (б) Сигнальные пути, регулирующие сперматогенез в области ниши (вверху) и вне ее (внизу). В пятиугольниках
представлены секретируемые лиганды сигнальных путей. Только некоторые из множества сигнальных путей, дей-
ствующих в семенниках, указаны на схеме.
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дифференцирующегося гониабласта при форми-
ровании цисты.

Существенные функции сигнального пути BMP в
поддержании ГСК в семенниках. Локальные сигна-
лы пути Bone Morphogenetic Protein (BMP) необхо-
димы для регулирования самообновления и под-
держания ГСК в семенниках (Schulz et al., 2002;
Shivdasani, Ingham, 2003; Kawase et al., 2004). Цито-
кино-подобные лиганды BMP-пути Decapentaple-
gic (Dpp) и Glass Bottom Boat (Gbb), секретируемые
клетками хаба и ССКЦ в область адгерентных кон-
тактов с ГСК, связываются с рецепторами первого
типа Thickveins (Tkv) and Saxophone (Sax) и ре-
цептором второго типа Punt на поверхности ГСК
(Kawase et al., 2004). Секреция сигнальных моле-
кул Dpp и Gbb приводит к активации сигнального
каскада в ГСК, вследствие чего в них подавляется
транскрипция основного фактора дифференци-
ровки Bag-of-marbles (BAM) (Kawase et al., 2004;
Michel et al., 2011) (рис. 1б). Дочерние герминаль-
ные клетки, которые не контактируют с хабом и
ССКЦ, не получают сигналов BMP в достаточной
дозе и начинают экспрессировать BAM, что дает
им возможность вступить на путь дифференци-
ровки (McKearin, Spradling, 1990; Kawase et al.,
2004). Показано, что недавно идентифицирован-
ные нанотрубки – проникающие в хаб структуры,
создаваемые ГСК, – играют специфическую роль в
проведении сигналов BMP из клеток хаба, что,
предположительно, обеспечивает высокий порого-
вый уровень секреции лигандов BMP в ГСК, необ-
ходимый для их самообновления (Inaba et al., 2015).
В яичниках Drosophila повышенная экспрессия
Dpp в соматических клетках гермария, окружаю-
щих ГСК, приводит к опухолеподобному накоп-
лению ГСК-подобных клеток, не экспрессирую-
щих BAM и не вступающих в дифференцировку
(Xie, Spradling, 1998). В ГСК семенников эктопи-
чески повышенный уровень Dpp или Gbb не при-
водит к предотвращению дифференцировки го-
ниабластов или к формированию опухолеподоб-
ных кластеров ГСК. Но в случае повышенной
экспрессии Dpp, но не Gbb, митотические деле-
ния сперматогониев часто не останавливаются на
четырех, как в норме, а продолжаются, приводя к
формированию цист, содержащих более чем 16
сперматогониев (Kawase et al., 2004). Тем не ме-
нее, анализ семенников самцов с мутациями по
gbb или по dpp показал, что только экспрессия
Gbb существенна для поддержания ГСК, и Dpp
экспрессируется на более низком уровне, чем
Gbb (Kawase et al., 2004). Однако недавние иссле-
дования показали, что эктопическая экспрессия
Dpp в ССКЦ может способствовать усилению
конкуренции между популяциями стволовых
клеток за позиции возле хаба с последующей по-
терей ГСК (Lu et al., 2019). По-видимому, уровни
экспрессии Dpp и Gbb в семенниках тщательно

регулируются, обеспечивая правильный баланс
стволовых клеток обеих популяций.

СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, ВОВЛЕЧЕННЫЕ
В ПОДДЕРЖАНИЕ СОМАТИЧЕСКИХ 

СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЦИСТЫ
Сигнальный путь Hedgehog. Сигнальный путь

Hedgehog активируется в ССКЦ с помощью сек-
реции из хаба одноимeнного лиганда Hedgehog
(Hh) (рис. 1б). В отсутствие сигнала рецептор
Patched (Ptc) на поверхности ССКЦ подавляет
активацию другого трансмембранного белка
Smoothened (Smo). В этом случае белковый ком-
плекс, состоящий из протеинкиназы A (PKA) и
фактора Costal2, осуществляет протеолитиче-
ское разрезание 155 кДа транскрипционного
фактора Cubitus interruptus (Ci) до укороченной
формы 75 кДа, которая, в отличие от полнораз-
мерной, подавляет транскрипцию генов-мише-
ней пути Hedgehog. Взаимодействие лиганда Hh с
рецептором Ptc приводит к предотвращению рас-
щепления Ci и к активации транскрипции генов-
мишеней. Транскрипция неустановленных ге-
нов, активируемых в этом сигнальном каскаде
необходима только для самообновления ССКЦ,
но не ГСК (Michel et al., 2012; Amoyel et al., 2013;
Zhang et al., 2013). ССКЦ, дефицитные по экс-
прессии smo, теряются из ниши, но не в результа-
те конкуренции, а вследствие нарушения самооб-
новления (Amoyel et al., 2013). Сигнальный путь
Hedgehog действует в ССКЦ клеточно-автоном-
но и независимо от пути JAK/STAT и необходим
для спецификации определенного числа ССКЦ в
нише семенника, поскольку эктопическая гипер-
экспрессия лиганда Hh вызывает значительное
увеличение численности Zfh1-положительных
соматических клеток на апикальном конце. Но
активность пути Hedgehog не существенна для
формирования ниши для ГСК: в stat92E-мутант-
ных семенниках ССКЦ с эктопически активиро-
ванным путем Hedgehog не способны к поддер-
жанию ГСК (Amoyel et al., 2013). Этот путь, по-
видимому, действует параллельно JAK/STAT для
обеспечения самообновления ССКЦ, хотя неко-
торые нижерасположенные мишени обоих путей
могут перекрываться (Amoyel et al., 2013, Zhang
et al., 2013).

Сигнальный путь Hippo. Hippo играет важную
роль в регуляции пролиферации различных типов
стволовых клеток у дрозофилы, таких как нерв-
ные стволовые клетки, стволовые клетки кишеч-
ника и фолликулярные стволовые клетки яични-
ков (Mo et al., 2014; Hsu et al., 2017). Основными
компонентами пути Hippo являются киназы Hip-
po (Hpo) и Warts (Wts), а также ко-активатор тран-
скрипции Yorkie (Yki), активность которого регу-
лируется фосфорилированием, что обусловливает
его стабильность и субклеточную локализацию.
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Фосфорилированный Yki локализуется в цитозоле
и быстро деградирует, что показано при использо-
вании имагинальных дисков крыла дрозофилы и
клеточной культуры S2 (Oh, Irvine, 2008; Ren et al.,
2010). Нефосфорилированный Yki импортирует-
ся в ядро и взаимодействует с факторами тран-
скрипции, такими как Scalloped (Sd), активируя
транскрипцию генов-мишеней, таких как цик-
лин E, Myc, diap1, expanded и bantam, способствуя
клеточному росту, пролиферации и поддержа-
нию стволовых клеток, что изучено, прежде все-
го, на клетках глазных имагинальных дисков и
имагинальных дисков крыла (Wu et al., 2008). В
семенниках hpo-мутантные клоны ССКЦ гипер-
пролиферируют и вытесняют ГСК из ниши, что
сравнимо фенотипически с конкурентным поведе-
нием мутантных клонов ptc, в которых постоянно
активирован путь Hedgehog (Amoyel et al., 2014).
Показано, что Yki требуется автономно для само-
обновления ССКЦ, но не ГСК (Sun et al., 2008;
Amoyel et al., 2014). Клональная эктопическая
экспрессия активированной формы Yki в ССКЦ
приводит к вытеснению как ГСК, так и ССКЦ
дикого типа, из ниши (Amoyel et al., 2014). Изуче-
ние взаимодействия сигнальных путей Hippo и
Hedgehog с помощью создания клонов ССКЦ, му-
тантных по ptc и yki одновременно, показало, что та-
кие клоны не способны к гиперпролиферации и ко-
лонизации ниши. Таким образом, путь Hippo про-
являет эпистатические эффекты по отношению к
сигнальному пути Hedgehog, маскируя фенотипи-
ческие проявления последнего (Amoyel et al., 2014).
Предполагается, что оба пути, Hedgehog и Hippo,
необходимы параллельно для поддержания и
пролиферации ССКЦ с помощью независимого
или аддитивного контроля экспрессии генов кле-
точного цикла, но это требует дальнейшего под-
тверждения.

Сигнальный путь Slit-Robo. Показано, что сиг-
нальный путь Slit-Roundabout (Slit-Robo) модули-
рует адгезию в ССКЦ через регуляцию DE-кадге-
рина (Stine, Matunis, 2014). Хаб секретирует ли-
ганд Slit и снижение уровня его рецептора
Roundabout 2 в ССКЦ приводит к потере их из
ниши (рис. 1б). В противоположность этому, по-
теря нижерасположенного в каскаде эффектора
пути Slit-Robo тирозин-киназы Abelson обеспе-
чивает ССКЦ конкурентное преимущество. Ти-
розин-киназа Abelson в норме функционирует в
пути дестабилизации �-катенина, позволяя прово-
дить обновление адгезионных контактов, обеспе-
чиваемых кадгерин-катениновыми комплексами
адгезии (Stine, Matunis, 2014). Экспрессия Round-
about 2 в ССКЦ также регулируется сигнальным
путем JAK/STAT, что указывает на координацию
сигналов из ниши для регуляции адгезии.

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ГЕРМИНАЛЬНЫХ 
КЛЕТОК ПОД КОНТРОЛЕМ СИГНАЛОВ
ИЗ СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК ЦИСТЫ
Сигнальный путь EGFR. Как в яичниках, так и

в семенниках дифференцировка герминальных
клеток зависит от сигнального пути рецептора
эпидермального фактора роста (EGFR) (Brand,
Perrimon, 1994; Kiger et al., 2000; Schulz et al., 2002)
(рис. 1б). В семенниках Drosophila основной ли-
ганд этого пути Spitz активируется в ранних герми-
нальных клетках протеазой Stet и секретируется из
них, активируя рецепторы EGFR на соматических
клетках цисты (Schulz et al., 2002; Sarkar et al., 2007;
Parrot et al., 2012). Как во многих других типах
клеток, взаимодействие лиганда с рецептором
EGFR запускает в соматических клетках цисты
линейный киназный каскад Ras-Raf-MAP (Shilo,
2014). Каскад заканчивается фосфорилировани-
ем фактора ERK и транслокацией его в ядро, где он
активирует транскрипцию неизвестных мишеней
(Tran et al., 2000; Chen et al., 2013; Hudson et al., 2013).
Предполагается, что вследствие активации MAP-
киназного каскада, герминальные клетки на раз-
ных стадиях развития от ГСК до сперматогониев
получают от соматических клеток цисты специ-
фические обратные сигналы, часть из которых су-
щественна для самообновляющего деления ГСК,
другая часть для ограничения синхронных ам-
плификационных делений сперматогониев и пе-
реключения на программу роста сперматоцитов
(Kiger et al., 2000; Hudson et al., 2013). Однако по-
иск таких обратных сигналов чрезвычайно трудная
задача, нерешeнная в настоящее время. Гиперак-
тивация сигналинга EGFR приводит к инициации
терминальной дифференцировки сперматогониев
до завершения всех четырех раундов митотических
делений (Hudson et al., 2013). В случае мутаций ком-
понентов сигнального пути EGFR, таких как spitz,
stet, raf или egfr, ранние герминальные клетки не
формируют 2–16-клеточные цисты, а образуют
крупные гиперпролиферирующие кластеры мел-
ких герминальных клеток, задержанных на ран-
них этапах дифференцировки, тогда как СКЦ не
окружают их, а сегрегируют в группы мелких кле-
ток округлой формы и теряются впоследствии
(Kiger et al., 2000; Schulz et al., 2002; Sarkar et al.,
2007; Parrott et al., 2012; Hudson et al., 2013). Нару-
шение окружения сперматогониев соматическими
клетками цисты у таких мутантов предположитель-
но приводит к потере последующих сигналов пути
EGFR, необходимых как для дифференцировки
герминальных клеток, так и для выживания СКЦ
(Kiger et al., 2000). Вторая ветвь пути EGFR, дей-
ствующая в ССКЦ, связана с фактором обмена гу-
анина Vav и малыми ГТФазами Rac1 и Rho1. По-
давление экспрессии Vav или Rac1 существенно
усиливает мутантный фенотип spitz, в том числе
дефекты окружения герминальных клеток сома-
тическими клетками цисты, тогда как редукция
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Rho1 производит противоположный эффект (Sark-
ar et al., 2007). Активация пути EGFR герминальны-
ми клетками вызывает противоположные активно-
сти Rac1 и Rho1 в СКЦ, по-видимому, вследствие
реорганизации актинового цитоскелета, в норме
приводящей к росту и вытягиванию соматиче-
ских клеток цисты вокруг герминальных клеток и
образованию ламеллоподия-подобных выростов
в области контактов, предположительно концен-
трирующих на своей поверхности комплексы
клеточной адгезии (Sarkar et al., 2007; Zoller,
Schulz, 2012). В семенниках млекопитающих го-
молог EGFR локализуется на поверхности сома-
тических клеток Сертоли и перемещение диффе-
ренцирующихся герминальных клеток в направ-
лении просвета семенных канальцев требует
постоянной реорганизации их контактов с клет-
ками Сертоли (Amlani, Vogl, 1988; Suarez-Quian,
Niklinski, 1990; Kopera et al., 2010). Поскольку со-
матические клетки цисты у Drosophila являются
функциональными аналогами клеток Сертоли у
млекопитающих (Spradling et al., 2011), ряд функ-
ций пути EGFR имеет консервативный характер
в сперматогенезе как у Drosophila, так и у млеко-
питающих.

Однако в настоящее время не идентифициро-
ваны молекулярные взаимодействия, обеспечи-
вающие формирование цисты за счет роста и
окружения соматическими клетками герминаль-
ных. Также неизвестен характер сигналов, посы-
лаемых соматическими клетками цисты на раз-
личных этапах дифференцировки герминальных
клеток. К настоящему времени выявлены только
некоторые факторы, принадлежащие пути EGFR
и функционирующие в семенниках, такие как
Spitz, Stet, EGFR, Raf, ERK, Rac1, Rho1, Vav. Та-
ким образом, молекулярные механизмы, запуска-
ющие аномальную пролиферацию ранних герми-
нальных клеток в семенниках при нарушении пути
EGFR, остаются неизвестными. В большинстве
тканей эукариотических организмов непосред-
ственные потомки стволовых клеток подвергают-
ся амплификационным делениям для увеличения
числа предшественников терминально-дифферен-
цированных клеток. Такая пролиферация должна
подвергаться строгой регуляции для предотвраще-
ния онкогенеза и выявление механизмов, ее огра-
ничивающих, является важным приоритетом для
биологии стволовых клеток и изучения формиро-
вания опухолей в развивающихся тканях.

Экдизоновый сигнальный путь и его антагонизм
пути EGFR. Стероидный гормон экдизон выпол-
няет хорошо охарактеризованные функции в
контроле процессов развития, обмена веществ и
размножения (Ables, Drummond-Barbosa, 2017).
Экдизон связывается с гетеродимерным рецепто-
ром, состоящим из рецептора экдизона (EcR) и
белка Ultraspiracle (Usp), что приводит к последу-
ющей активации многих его транскрипционных

мишеней, включая такие транскрипционные
факторы как E74, E75, Broad, E78 и Ftz-f1. Экди-
зоновый путь генетически взаимодействует с
BMP в семенниках, усиливая ответ ГСК на сигна-
лы BMP (Ables, Drummond-Barbosa, 2010). Мута-
ции EcR, E75 или ftz-f1 в ССКЦ приводят к потере
ГСК в семенниках, которая предотвращается при
кормлении самцов экдизоном (Li et al., 2014). У
самцов с мутацией EcR наблюдается высокий уро-
вень гибели дифференцирующихся герминальных
клеток в семенниках, но эктопическая экспрессия
EcR в СКЦ неавтономно приводит к спасению гер-
минальных клеток (Li et al., 2014). Однако в другом
исследовании показано, что нокдауны Usp, EcR или
E75 в ССКЦ не нарушают раннее развитие герми-
нальных клеток в семенниках и их обволакивание
соматическими клетками цисты (Morris, Spradling,
2012). Еще одно исследование свидетельствует,
что нормальная активность экдизонового пути не
существенна или избыточна в семенниках дикого
типа для сперматогенеза, но гиперэкспрессия
EcR в СКЦ неавтономно приводит к массовой ги-
бели дифференцирующихся герминальных кле-
ток (Qian et al., 2014). В этом же исследовании по-
казано, что в случае семенников spitz-мутантов,
редуцированный экдизоновый сигналинг в СКЦ
приводит к “спасению” дефектов взаимодействия
соматических и герминальных клеток при форми-
ровании цист, таким образом, антагонизируя пути
EGFR. Необходимы дальнейшие исследования,
чтобы выяснить молекулярные аспекты функ-
ционирования экдизонового каскада в семенни-
ках и его баланса и антагонизма с сигнальным
путем EGFR.

Только некоторые пути, вносящие существен-
ный вклад в самообновление и поддержание ГСК,
идентифицированы к настоящему времени. Дие-
тические особенности, инсулиновая сигнальная
система (путь PI3K/Tor), путь Wnt, путь Notch, путь
трансляционной репрессии Nanos/Pumilio и эпи-
генетические факторы также влияют на поддержа-
ние и регуляцию ГСК и ССКЦ (Forbes, Lehmann,
1998; Wang, Lin, 2004; Park et al., 2007; Matunis et al.,
2012; Amoyel et al., 2016b; Ng et al., 2019). Взаимо-
действие и параллельное функционирование мно-
жества сигнальных путей, таких как JAK/STAT,
BMP, EGFR, Hedgehog, Hippo, Slit-Roundabout и
других регулирует конкуренцию стволовых кле-
ток семенников (Amoyel et al., 2013, 2014, 2016a;
Stine, Matunis, 2014; Singh et al., 2016; Lu et al.,
2019). ССКЦ интегрируют различные сигналы,
контролирующие совокупность сигнальных путей,
направленных на поддержание стволовых клеток в
нише семенников и дифференцировку их потом-
ков, но соответствующие интегральные механизмы
далеко не полностью выяснены (рис. 1б). Выясне-
ние того, как множество сигналов интегрируются
для поддержания стволовых клеток, является од-
ной из основных проблем в изучении стволовых
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клеток; и исследования Drosophila как модельного
организма обеспечивают все большее понимание
этих механизмов.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ФАКТОРОВ, 
ЭКСПРЕССИЯ КОТОРЫХ

В СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТКАХ ЦИСТЫ 
НЕАВТОНОМНО ПРЕДОТВРАЩАЕТ 

НАРУШЕНИЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
РАННИХ ГЕРМИНАЛЬНЫХ КЛЕТОК

Классические генетические скрининги, прово-
димые на дрозофиле в XX веке и направленные на
поиск и идентификацию генов, существенных для
сперматогенеза, сталкивались с трудностями, если
мутации приводили к летальному фенотипу, по-
скольку многие гены, необходимые для производ-
ства гонад, также вовлечены и в другие процессы в
организме. Использование системы UAS-GAL4 в
настоящее время позволяет исследователям про-
водить скрининговые исследования с помощью
РНКi-индуцированных нокдаунов выбранных ге-
нов в строго определенном типе клеток за счет
использования драйверных конструкций, актив-
ных в специфических клетках мухи (Dietzl et al.,
2007; Gleason et al., 2018; Vorontsova et al., 2019).
Это позволяет с одной стороны обойти проблему
летальности на любой стадии развития, и с другой
стороны выявить фенотипические проявления,
обусловленные нарушением экспрессии изучае-
мого гена прицельно, в определенных клетках или
тканях. Ряд таких скрининговых исследований, на-
правленных на выявление генов, экспрессия кото-
рых существенна в соматических клетках цисты,
был проведeн к настоящему времени с использова-
нием коллекций трансгенных мух, несущих РНКi-
конструкции к последовательностям 2338 белок-
кодирующих генов (Liu et al., 2016; Yu et al., 2016;
Fairchild et al., 2017). В результате этих трех исследо-
ваний выявлено 319 генов, РНКi-опосредован-
ные нокдауны которых в соматических клетках
цисты приводят к стерильности самцов, а также
с помощью иммунофлуоресцентной микроско-
пии проанализированы фенотипические нару-
шения в семенниках этих самцов на разных ста-
диях сперматогенеза. Основные типы фенотипиче-
ских нарушений в таких семенниках выражаются в
неавтономных дефектах поддержания герминаль-
ных клеток (существенная потеря их количества)
или в нарушении их дифференцировки. Согласно
результатам этих скринингов, выявлена обширная
категория генов, РНКi-опосредованные нокдауны
которых в ранних соматических клетках цисты при
использовании драйверных линий tj-GAL4 или
c587-GAL4 приводят к формированию недоразви-
тых или рудиментарных семенников, как прави-
ло, содержащих обширные кластеры недиффе-
ренцированных герминальных клеток. В таких
семенниках СКЦ часто не поддерживаются или

расположены отдельно от герминальных клеток.
Вследствие этого, основные функциональные
единицы сперматогенеза – цисты – не формиру-
ются, герминальные клетки не вступают в диффе-
ренцировку, но, как правило, поддерживаются в
течение длительного времени и пролиферируют
независимо друг от друга. Как было показано ра-
нее, даже полное удаление из семенников сома-
тических клеток цисты путем индукции в них
апоптоза не приводит к потере ранних герми-
нальных клеток (Lim, Fuller, 2012), но полностью
останавливает дифференцировку последних. Об-
разование герминальных опухолей в линиях мух,
несущих конструкции tj-Gal4>UAS-RNAi или
с587-Gal4>UAS-RNAi, обеспечивающих нокдау-
ны тестируемых генов в ранних СКЦ, может быть
обусловлено как преждевременной потерей этих
клеток, так и нарушением их взаимодействия с
герминальными клетками вследствие недоста-
точной экспрессии комплексов клеточной адге-
зии или нарушения их сборки и траффика к кле-
точной мембране. Обнаруженные в скринингах
гены, нокдауны которых в соматических клетках
цисты приводят к подобным фенотипам, вовле-
чены в такие клеточные процессы как внутрикле-
точный мембранный транспорт, адгезию и под-
держание клеточной поляризации; формирова-
ние внутриклеточной цитоскелетарной системы;
процессинг мРНК; убиквитин-зависимый про-
теолиз и стабилизацию белков; ядерный импорт и
экспорт; функционирование ядрышка; функцио-
нирование митохондрий; транскрипцию и ремо-
делирование хроматина; трансляцию; а также
другие процессы (табл. 1). Ниже мы рассмотрим
некоторые примеры таких генов и белковых ком-
плексов, в которых функционируют их продукты.

Комплекс ремоделирования хроматина NURF.
Комплексы ремоделирования хроматина участвуют
в поддержании самообновления как ГСК, так и
ССКЦ, катализируя ряд модификаций хроматина,
таких как посттрансляционные модификации ги-
стоновых хвостов, метилирование ДНК, трансло-
кацию и изменение конформации нуклеосом для
активации транскрипции (Narlikar et al., 2013). Эти
комплексы содержат в своем составе АТФазы,
принадлежащие к суперсемейству ДНК-хеликаз.
Комплекс Nucleosome-Remodeling Factor (NURF),
состоящий из белков NURF301 (E(bx)), Caf1-55
(NURF55), NURF38 и ISWI, АТФ-зависимо регу-
лирует процессы самообновления в обеих популя-
циях стволовых клеток семенников, герминаль-
ных и соматических (Cherry and Matunis, 2010).
Этот комплекс действует как позитивный регуля-
тор JAK/STAT-пути в ССКЦ. Мозаичный кло-
нальный анализ позволил выяснить, что ССКЦ-
клоны, мутантные по nurf301, nurf38 или iswi, не
поддерживаются в семенниках и теряются из ни-
ши, вступая в дифференцировку. В ССКЦ-кло-
нах, мутантных по nurf301, обнаруживается пони-
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Таблица 1. Функциональная классификация генов, экспрессия которых в ранних соматических клетках цисты
существенна для дифференцировки ранних герминальных клеток семенника

Функциональная классификация Гены Ссылки

Внутриклеточный мембранный 
транспорт

Bet3, exo84, Rab1, Rab11, Rph, sar1, sec23, sec5, Slh, 
Syx18, �'Cop, �Cop, �Cop, �COP, CG2023, CG32113

Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Адгезия и клеточная полярность, 
цитоскелет

ama, pk, Act88F, chic, form3, pbl, Rho1, tum, nudC, shi, 
unc-104

Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Убиквитинирование/стабильность 
белков

Cct5, Hsc70-4, hyd, Pros�7, Pros26, Pros26.4, Pros�5, 
Rpn1, Rpn3, Rpn5, Rpn9, Rpn11, Rpn6, Rpn7, Rpn8, 
Rpt2, skpA, T-cp1, Uba1, Uba2, Nedd8, CSN7,Tbp-1

Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Kotov et al., 2020

Ядерный импорт и экспорт Cas, emb, Fs(2)Ket, msk, Ntf-2, RanGAP Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Kotov et al., 2020

Ядрышко bys, l(2)05287, Rs1, CG11920, CG13096 Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Регуляция мРНК Bx42, cbp20, cbp80, crn, hfp, hrg, l(1)10Bb, Not1, pAbp, 
Prp19, Prp3, SmB, SmD3, SmE, snRNP-U1-C, 
CG10418, Sf3b5, Sf3b1, Phf5a, tut

Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Kotov et al., 2020

Функционирование митохондрий ATPsynCF6, ATPsynO, ATPsyn�, Letm1, CG8728 Liu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Tранскрипция e(y)1, lab, Spt5, Stat92E, MBD-R2, Ctr9, M1BP Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Ремоделирование хроматина Atac2, aurB, BRWD3, сaf1-55, Hat1, Mi-2, mxc, Nipped-
A, Ssrp, Su(var)2-10, Su(var)2-HP2, Su(var)3-9, E(bx), 
iswi, Nurf38

Badenhorst et al., 2005
Cherry, Matunis, 2010
Liu et al., 2016
Lv et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Kotov et al., 2020

Клеточное деление/цитокинез Cdk1, Cenp-C, CycK, glu, SMC2, SMC3, Spc105R, 
Cdc37, east

Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Трансляция eIF-2�, eIF4A3, eIF5, belle, eIF-1A Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Kotov et al., 2020

Другое SERCA, Vha26, AsnRS, LeuRS, Akt1, alph, Ance, Strip, 
Tor, CG10483, INPP5E, l(2)37Cc, Pp2A-29B, Sps1, 
CG11180, Nfs1, CG7839

Amoyel et al., 2016b
Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
La Marca et al., 2019
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женный уровень экспрессии STAT92E, и эктопи-
ческая экспрессия STAT92E спасает их потерю.
Это указывает на то, что данный комплекс действу-
ет как позитивный регулятор пути JAK/STAT в
ССКЦ и транскрипция stat92E может опосредо-
ванно регулироваться NURF (Cherry, Matunis,
2010). В семенниках мутантов, у которых отсутству-
ет экспрессия полноразмерного NURF301, часто
возникает остановка мейоза и детектируется на-
рушение экспрессии ряда генов, необходимых
для дифференцировки сперматид (Kwon et al.,
2009). Нужно отметить, что Caf1-55 входит в со-
став нескольких комплексов ремоделирования
хроматина, таких как CAF-1 (Chromatin Assembly
Factor 1), а также NURF, NuRD (Nucleosome Re-
modeling and Deacetylase) и PRC2 (Polycomb Re-
pressive Complex 2). Нокдаун caf1-55 в ССКЦ при-
водит к нарушению формирования цист, разоб-
щению герминальных и соматических клеток на
ранних стадиях сперматогенеза и гиперпролифе-
рации ГСК-подобных клеток (Fairchild et al., 2017,
Kotov et al., 2020). Таким, образом, Caf1-55 также
функционирует в соматических клетках цисты в
составе других хроматиновых комплексов, отлич-
ных от NURF. Но, поскольку NuRD и другие ком-
плексы не являются необходимыми для поддержа-
ния стволовых клеток в семенниках, регуляция
ССКЦ и ГСК в нише на уровне хроматина зависит,
главным образом, от функционирования NURF
(Cherry, Matunis, 2010), а участие Caf1-55 в других
комплексах ремоделирования хроматина суще-
ственно для программы дифференцировки.

Генетическое взаимодействие было обнаруже-
но между генами комплекса NURF iswi и nurf301
и генами экдизонового каскада usp и E74 (Ables,
Drummond-Barbosa, 2010). Мутации в usp и E74
приводят к снижению уровня ISWI. Мутации и
нарушение экспрессии iswi приводят к подавле-
нию сигнального пути BMP и преждевременной
экспрессия фактора дифференцировки BAM в
ГСК (Ables, Drummond-Barbosa, 2010). В соответ-
ствии с уменьшением уровня ISWI в нулевых кло-
нах usp и E74 соматических клеток цисты в них
наблюдается редуцированный уровень активации
BMP. Показано также, что комплекс NURF экди-
зон-зависимо физически взаимодействует с EcR
и экспрессия генов-мишеней экдизонового пути
нарушается у мутантов nurf301, подтверждая то,
что NURF является ко-активатором EcR (Baden-
horst et al., 2005).

РНК-хеликаза Belle как существенный трансля-
ционный регулятор. Недавно мы показали, что
РНКi-нокдаун гена belle, кодирующего РНК-хе-
ликазу Belle подсемейства DDX3, в ранних сома-
тических клетках цисты приводит к гиперплазии
ГСК-подобных ранних герминальных клеток, аре-
сту их дифференцировки и сегрегации Tj-положи-
тельных соматических клеток цисты от герминаль-
ных. С помощью CLIP-seq анализа мы определили

более 300 генов, транскрипты которых взаимодей-
ствуют с Belle в семенниках (Kotov et al., 2020). Belle
преимущественно взаимодействует со зрелыми
мРНК и функционирует как трансляционный регу-
лятор, и, в соответствии с опубликованными дан-
ными, может как активировать, так и подавлять
трансляцию транскриптов-мишеней (Ihry et al.,
2012; Götze et al., 2017; Liao et al., 2019; Kotov et al.,
2020). Среди идентифицированных транскрип-
тов мы обнаружили подмножество из 17 генов,
ранее определенных в скрининговых ислледова-
ниях (Liu et al., 2016; Yu et al., 2016; Fairchild et al.,
2017), нокдауны которых в ССКЦ приводят к по-
добному фенотипу. Среди них были обнаружены
транскрипты генов Rpn7, Fs(2)Ket, Not1, caf1-55 и др.
(Kotov et al., 2020). Not1 является ключевым компо-
нентом комплекса деаденилирования CCR4-Not,
вовлечeнного в трансляционную регуляцию
мРНК во множестве процессов развития (Temme
et al., 2014; Götze et al., 2017). Caf1-55, как упоми-
налось выше, является компонентом нескольких
комплексов ремоделирования хроматина, суще-
ственным для поддержания и пролиферации ГСК
в семенниках и яичниках (Wen et al., 2012; Angulo
et al., 2019). Rpn7 является компонентом протеа-
сомы, а �-импортин Fs(2)Ket вовлечeн в ядерный
импорт и экспорт (Yu et al., 2016; Lippai et al.,
2000). Нокдауны этих генов в соматических клет-
ках цисты с различной пенетрантностью вызыва-
ют формирование опухолеподобных кластеров
ГСК-подобных герминальных клеток в семенни-
ках (Liu et al., 2016; Yu et al., 2016; Fairchild et al.,
2017; Kotov et al., 2020). Мы полагаем, что наруше-
ние трансляции этих и других мРНК-мишеней в
случае нокдауна belle в ССКЦ обеспечивает инте-
гральный вклад в наблюдаемые дефекты сперма-
тогенеза. Эктопическая экспрессия �-интегрина
на фоне нокдауна belle в ССКЦ приводит к вос-
становлению ранних стадий сперматогенеза в
80% случаев, что свидетельствует в пользу гипоте-
зы о нарушении взаимодействия соматических
клеток цисты с герминальными благодаря авто-
номным дефектам клеточной адгезиии (Kotov et al.,
2020).

Убиквитин-зависимый протеолиз. Как показано
в скрининговых исследованиях, нокдауны целого
ряда генов в ранних соматических клетках цисты,
таких как Rpn1, Rpn7, Rpn11, Rpn12, Rpn8, Rpn9,
Rpn3, Rpn5, Tbp-1, Pros�7, Pros�1, Pros�5, Pros26 и
Pros26.4, кодирующих компоненты протеасомно-
го комплекса 26S, приводят к дефектам поддер-
жания самих ССКЦ и к гиперпролиферации
ГСК-подобных герминальных клеток (Liu et al.,
2016; Yu et al., 2016; Fairchild et al., 2017) (табл. 1).
Все субстраты протеасомного комплекса 26S
должны иметь узнаваемый сигнал и неструктури-
рованную инициирующую область (Bard et al.,
2018). Преобладающим сигналом является поли-
убиквитиновая цепь, которая формируется кова-
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лентным присоединением убиквитина посред-
ством изопептидной связи с остатком лизина бел-
кового субстрата и последующих присоединений
молекул убиквитина к лизинам в убиквитиновой
цепи. Полиубиквитинированные белки рекрути-
руются в протеасому путем взаимодействия с од-
ним из трех убиквитиновых рецепторов комплек-
са, одним из которых является Rpn1. Среди най-
денных в скринингах существенных генов также
обнаружен Rpn11, кодирующий наиболее важную
деубиквитиназу комплекса 26S (Bard et al., 2018). В
скринингах также определены гены Uba1 и Uba2
(Fairchild et al., 2017), кодирующие убиквитин-ак-
тивирующие ферменты, вовлечeнные в убикви-
тинирование белков (табл. 1). Все эти находки
свидетельствует о необходимости протеасомной
активности и убиквитин-опосредуемого протео-
лиза в ССКЦ для их выживания и функциониро-
вания (Yu et al., 2016; Fairchild et al., 2017). Потеря
ССКЦ и их потомков вследствие дефектов систе-
мы внутриклеточного протеолиза белков в соот-
ветствии с более ранним исследованием (Lim,
Fuller, 2012) неавтономно приводит к нарушению
дифференцировки герминальных клеток и их опу-
холеподобной пролиферации.

ДЕФЕКТЫ ДИФФЕРЕНЦИРОВОЧНОЙ 
ПРОГРАММЫ СПЕРМАТОГОНИЕВ
ПРИ НАРУШЕНИИ ЭКСПРЕССИИ 

БЕЛКОВЫХ ФАКТОРОВ В СОМАТИЧЕСКИХ 
КЛЕТКАХ ЦИСТЫ

Выявлена ещe одна категория генов, нокдауны
которых в СКЦ не приводят к нарушению их под-
держания, но неавтономно вызывают дефекты
развития сперматогониев, что выражается в нару-
шении контроля численности митозов и часто
приводит к гиперпролиферации сперматогониев
из-за повышенной частоты их синхронных деле-
ний. В этом случае переключение на программу ро-
ста и развития сперматоцитов не происходит, и се-
менники постепенно наполняются большими кла-
стерами ранних герминальных и соматических
клеток. Анализ кандидатных генов, чей нокдаун
неавтономно приводит к нарушениям развития на
стадии сперматогониев, выявил обогащение гена-
ми, связанными с процессом эндоцитоза, такими
как Rab5, Chc, Vps16A, Sec15, и AP-1-2� (Fairchild
et al., 2017), а также генами компонентов гистон-
ацетилтрансферазного комплекса Tip60 HAT и дру-
гими (Liu et al., 2016; Yu et al., 2016; Fairchild et al.,
2017) (табл. 2).

Малая ГТФаза Rab5. Нокдаун гена Rab5, коди-
рующего малую ГТФазу, вовлечeнную в эндосо-

Таблица 2. Функциональная классификация генов, экспрессия которых в соматических клетках цисты суще-
ственна для морфогенеза сперматогониев и сперматоцитов

Функциональная классификация Гены Ссылки

Эндоцитоз AP-1-2�, Chc, Rab5, sec15, Vps16A, AP-2µ, Syx1A, 
Syx7

Fairchild et al., 2017
Tang et al., 2017

Адгезия, клеточная полярность, 
цитоскелет

cora, dlg1, l(2)gl, Lac, Nrx-IV, scrib, Cdc42, ssh, 
aPKC, baz, par-1, par-6, pck, sinu

Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Dubey P. et al., 2019
Papagiannouli et al., 2019
Brantley, Fuller, 2019

Убиквитинирование/стабильность 
белков

alien, CSN1b, CSN3 Fairchild et al., 2017

Ядерный импорт и экспорт Kap-�3 Fairchild et al., 2017

Регуляция мРНК Atx2, IntS8, LSm7, pix, Pop2, Cnot7, snRNP-U1-
70K, U2af50, CG6066

Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Функционирование митохондрий ATPsynB, ATPsyn�, Mtch, Tom40 Fairchild et al., 2017

Ремоделирование хроматина Tip60, Domino, Reptin, Ing3, BAP55, E(Pc) Liu et al., 2016
Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
Feng et al., 2017

Другое Atp�, cngl, MED19, MED4, chico, SA, CG5589, 
CG9609, CkII�, CkI�, mts

Liu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
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мальный мембранный транспорт от поверхности
клетки, приводит к эктопической аккумуляции,
как соматических клеток цисты, так и ранних гер-
минальных клеток в семенниках. Эти герминаль-
ные клетки имеют тонкие, многократно разветв-
ляющиеся фузомы, соединяющие эти клетки в
синцитиальные структуры. Найдено, что эктопи-
ческие соматические клетки цисты экспрессируют
специфический маркер ССКЦ транскрипционный
фактор Zfh1, что позволяет предположить, что
нокдаун Rab5 вызывает нарушение функциониро-
вания внутриклеточных сигнальных каскадов в
этих клетках. В семенниках дикого типа экспрес-
сия Zfh1 в СКЦ, отошедших от хаба, подавляется,
позволяя таким клеткам дифференцироваться са-
мим и контролировать дифференцировку герми-
нальных клеток. Нокдаун Rab5, предположитель-
но, может подавлять способность соматических
клеток цисты обрабатывать сигналы, исходящие
из хаба, и в этом случае в гониабластах и сперма-
тогониях путь BMP остается активным, что оста-
навливает их дифференцировку (Tang et al., 2017).
Известно, что сигнальные пути JAK/STAT и
Hedgehog независимо поддерживают экспрессию
Zfh1 в ССКЦ (Leatherman, DiNardo 2008; Michel
et al., 2012). Таким образом, Rab5 в ранних СКЦ
модулирует работу нескольких сигнальных путей,
таких как JAK/STAT и Hedgehog, возможно также
влияя на уровень экспрессии лигандов сигналь-
ного пути BMP.

Гистонацетилтрансферазный комплекс Tip60
HAT. Enhancer of Polycomb (E(Pc)) – консерва-
тивный представитель генов группы Polycomb,
который распространен от дрожжей до млекопи-
тающих и является существенным для регуляции
структуры хроматина у разных видов, функцио-
нируя в составе гистонацетилтрансферазного
комплекса Tip60 HAT, ацетилирующего гистоны
H4 и H2A (Kusch et al., 2004; Clapier, Cairns, 2009).
По данным скрининговых исследований экс-
прессия E(Pc) и еще шести компонентов ком-
плекса, Tip60, Domino, Reptin, Ing3, Nipped-A и
BAP55 в соматических клетках цисты является
существенной для сперматогенеза дрозофилы
(Liu et al., 2016; Yu et al., 2016; Fairchild et al., 2017)
(табл. 2). Нокдаун E(Pc) в ранних СКЦ приводит
к опухолеподобному накоплению ранних герми-
нальных клеток, соответствующих, в большин-
стве случаев, сперматогониальной стадии диффе-
ренцировки, и накоплению избытка ССКЦ-по-
добных соматических клеток, экспрессирующих
одновременно как ранние маркеры Zfh1 и Yan,
так и маркер поздних соматических клеток цисты
Eya (Feng et al., 2017; Fairchild et al., 2017). Таким
образом, E(Pc) способствует дифференцировке
соматических клеток цисты с помощью репрес-
сии ССКЦ-специфических транскрипционных
факторов Zfh1 и Yan, а нокдаун E(Pc) останавли-
вает дифференцировку как соматических, так и

герминальных клеток. E(Pc) в СКЦ действует в со-
ставе комплекса Tip60 HAT, содержащего Tip60 как
каталитический компонент, и регулирует уровень
ацетилирования гистона H4 в генах-мишенях. С
помощью ChIP-seq экспериментов были выявлены
многочисленные гены-мишени E(Pc) в СКЦ. Три
основных категории мишеней представлены гена-
ми, кодирующими компоненты сигнальных путей;
генами, ответственными за чекпойнт-контроль по-
вреждения ДНК; и генами, кодирующими гистон-
модифицирующие ферменты (Feng et al., 2017). В
частности обогащены гены сигнальных путей
EGFR, JAK/STAT, Wnt и Notch, что подтверждает
важную роль E(Pc) и Tip60 в координации взаи-
модействия между соматическими и герминальны-
ми клетками семенников в процессе дифференци-
ровки. ChIP-seq анализ позволил идентифициро-
вать значительное обогащение E(Pc) на геномных
локусах, содержащих гены пути JAK/STAT, dome-
less, hopscotch, stat92E и zfh1. Эксперименты с при-
менением репортeрных конструкций показыва-
ют, что E(Pc) подавляет активность сигнального
пути JAK/STAT в потомках ССКЦ (Feng et al.,
2017). Возможной мишенью E(Pc) является ген yan,
функционирующий как антагонист пути EGFR
(Lai, Rubin, 1992). Потенциально E(Pc) может
рассматриваться как ключевой регулятор взаимо-
действия между соматическими и герминальны-
ми клетками в семенниках дрозофилы, обеспечи-
вающий тонкую настройку деятельности различ-
ных сигнальных путей.

ПОДАВЛЕНИЕ АКТИВАЦИИ 
СИГНАЛЬНОГО ПУТИ JNK КОМПЛЕКСОМ 

АПИКАЛЬНОЙ ПОЛЯРНОСТИ PAR 
НЕОБХОДИМО ДЛЯ ВЫЖИВАНИЯ 

СПЕРМАТОЦИТОВ

Белковый комплекс апикальной полярности
Par, состоящий из таких компонентов как Bazoo-
ka (Baz), Par-6 и aPKC, высоко консервативен от
нематод до человека (Baum and Georgiou, 2011).
Функции комплекса Par необходимы в СКЦ для
подавления активации сигнального пути Jun-ки-
назы (JNK) (Timmons et al., 2016). РНКi-опосре-
дованные нокдауны компонентов комплекса Par,
aPKC, par-6 или baz, в соматических клетках ци-
сты не вызывают потери самих этих клеток, но
неавтономно приводят к прогрессирующей поте-
ре ранних сперматоцитов (Fairchild et al., 2017;
Brantley, Fuller, 2019) (табл. 2). При этом диффе-
ренцирующиеся герминальные клетки в таких се-
менниках успешно проходят через митотическую
программу сперматогониев. Неавтономная гибель
сперматоцитов внутри цист зависит от экспрессии
в соматических клетках цисты эндосомальной ма-
лой ГТФазы Rab35. Гибель сперматоцитов вслед-
ствие нокдауна компонентов комплекса Par, по-
видимому, не связана с разрушением барьера про-
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ницаемости цисты, созданного контактами между
двумя СКЦ. Согласно предложенным моделям
(Brantley, Fuller, 2019), нарушение функции ком-
плекса Par в соматических клетках цисты приво-
дит к гибели сперматоцитов благодаря активации
пути JNK, который может осуществлять секре-
цию про-апоптотических сигналов в сперматоци-
ты через эндосомальный транспорт с помощью
Rab35. Альтернативно, Rab35 может также функ-
ционировать параллельно с сигнальным путем
JNK с потерей функции комплекса Par, вызывая
фагоцитоз погибших сперматоцитов соматиче-
скими клетками цисты.

ЭКСПРЕССИЯ КОМПОНЕНТОВ 
МИКРОТРУБОЧЕК И КОМПЛЕКСОВ 

ДИНЕИНА И ДИНАКТИНА
В СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТКАХ ЦИСТЫ 

НЕОБХОДИМА НА ПОЗДНИХ СТАДИЯХ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ СПЕРМАТИД

После образования гаплоидных сперматид
вследствие мейоза, начинается морфогенетиче-
ский процесс превращения их в зрелую сперму.
Одновременно с удлинением сперматид СКЦ
также претерпевают ряд изменений, становясь
структурно различными. Соматическая клетка
цисты, оказавшаяся в хвостовой части элонгиру-
ющей цисты, значительно увеличивается в раз-
мерах, чтобы приспособиться к удлиненным
хвостам сперматид, тогда как головная сомати-
ческая клетка в передней части растет в меньшей
степени (Zoller, Shulz, 2012; Dubey et al., 2016). По
мере созревания сперматид, головная соматиче-

ская клетка формирует вокруг головок удлинен-
ных сперматид шапочкообразную структуру, обо-
гащенную молекулами актина, комплексами кле-
точной адгезии и комплексом Arp2/3 (табл. 3).
Любые мутации или нокдауны, приводящие к на-
рушению формирования шапочки, приводят к
остановке развития на этой стадии (Desay et al.,
2009; Dubey et al., 2016; Fairchild et al., 2017). Ещe
одна категория генов, нокдауны которых неавто-
номно вызывают дефекты развития сперматид,
представлена генами, ассоциированными с функ-
циями клеточного транспорта, зависимого от мик-
ротрубочек (табл. 3). Среди них гены компонентов
комплексов динеина и динактина, Dhc64C, Dlic и
DCTN1-p150 (Glued), а также субъединиц микро-
трубочек, такие как �Tub84B, �Tub85E, �Tub60D и
�Tub97EF. Несмотря на корректное прохождение
митотической и мейотической стадий сперматоге-
неза, нокдауны этих генов в СКЦ приводят к
уменьшению численности удлиненных сперматид
в семенниках и нарушению процесса их индивиду-
ализации, в результате чего индивидуальные спер-
матозоиды не попадают в семенной пузырeк (Fair-
child et al., 2017). Тогда как специфический нокдаун
динактина 1 (Glued) в СКЦ не нарушает исходную
инкапсуляцию герминальных клеток в цисте, он
нарушает упорядоченность �-тубулин-содержащих
микротрубочек в СКЦ и целостность цист на ста-
дии морфогенеза сперматид (Fairchild et al., 2017).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Поддержание и дифференцировка герминаль-

ных клеток базируются на клеточно-автономных

Таблица 3. Функциональная классификация генов, экспрессия которых в соматических клетках цисты суще-
ственна для процесса формирования и индивидуализации сперматид

Функциональная классификация Гены Ссылки

Эндоцитоз Arf102F, Crag, dor, endoB, Rab7, Rbcn-3A, Rep, sec71, 
Snap29, Syx5, Vps25

Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Адгезия и клеточная полярность DE-cadherin Fairchild et al., 2017

Актиновый цитоскелет Act5C, AnxB10, Arp1, Arp2, Arp3, Arpc1, Arpc2, Arpc5, 
DCTN2-p50, RacGAP84C, zip

Desai et al., 2009
Dubey et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Тубулиновый цитоскелет Dhc64C, Dlic, DCTN5-p25, DCTN1-p150, msps, sw, 
�Tub84B, �Tub85E, �Tub60D, �Tub97EF

Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Регуляция мРНК me31B, CG2021 Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017

Функционирование митохондрий blw, COX5A, cype, mRpS10, ND-23, ND-42, ND-51, 
ND-75, ND-B18

Fairchild et al., 2017

Убиквитинирование/стабильность 
белков

Hsf, Hsp83, l(2)tid Fairchild et al., 2017

Другое ZnT49B, da, yki, bun, msn, Pten, pyr, Hlc, PI4KIII�, 
schlank, sktl, TER94

Yu et al., 2016
Fairchild et al., 2017
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и неавтономных механизмах. Правильная регуля-
ция пролиферации, адгезии и селекции герми-
нальных клеток для их предназначения осуществ-
ляется при помощи сигналов из соматического
микроокружения. Секретируемые лиганды и пи-
тательные вещества, поступающие из соматиче-
ских клеток, регулируют сохранение идентично-
сти и самообновление ГСК, контролируют их
пролиферацию и дифференцировку потомков на
протяжении всего сперматогенеза. Сложная сеть
взаимодействий между сигнальными путями с
элементами обратной связи, функционирующая
для производства гамет, идентифицирована лишь
частично к настоящему времени. Результаты не-
давних исследований, включающие генетические
скрининги, полногеномные и транскриптомные
исследования, обеспечивают новые данные для
улучшенного понимания неавтономной регуляции
поддержания и дифференцировки герминальных
стволовых клеток, осуществляемой соматическими
клетками цисты. Выявлены существенные ком-
плексы, ответственные за ремоделирование хрома-
тина и регуляцию транскрипции на различных ста-
диях дифференцировки, протеасомные комплек-
сы, компоненты машины эндоцитоза и факторы
регуляции трансляции множества транскриптов,
необходимых для нормального сперматогенеза.
Исследования, осуществленные при использова-
нии Drosophila как модельного организма, способ-
ствуют лучшему пониманию неавтономных функ-
ций соматических клеток семенников в поддержа-
нии сперматогенеза на всех его стадиях. Мы
предполагаем актуальность и полезность этих ис-
следований для изучения широкого круга эукари-
отических организмов, в том числе и человека.
Дальнейшее изучение механизмов, обеспечиваю-
щих непрерывное производство гамет с постоян-
ной скоростью в течение репродуктивного воз-
раста, важно для понимания возникновения та-
ких патологий, как бесплодие, онкологические
заболевания, а также возрастные нарушения.

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность В.А. Гвоздеву и
Г.Л. Коган за внимательное и критическое прочтение
обзора и ценные замечания.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Эта работа была поддержана Российским Фондом
Фундаментальных Исследований, проекты № 18-34-
20124 и № 18-04-00546.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящий обзор содержит анализ исследований с
использованием животных в качестве объектов. Все
применимые международные, национальные и/или

институциональные принципы использования живот-
ных в экспериментах и условия ухода за ними были со-
блюдены в соответствующих исследованиях.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют, что какой-либо конфликт инте-
ресов отсутствует.

ИНФОРМАЦИЯ О ВКЛАДЕ АВТОРОВ

С.С. Базылев, Л.В. Оленина, А.А. Котов подготови-
ли первоначальный вариант обзора. В.Е. Адашев и
А.С. Шацких читали, обсуждали и редактировали ру-
копись. В.Е. Адашев и Л.В. Оленина создали рисунки
и таблицы. С.С. Базылев, Л.В. Оленина, А.А. Котов
сформировали окончательный вариант обзора. Все ав-
торы внесли в создание обзора интеллектуальный
вклад, отредактировали и одобрили рукопись для пуб-
ликации в ее нынешней форме.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Ables E.T., Drummond-Barbosa D. The steroid hormone ec-

dysone functions with intrinsic chromatin remodeling
factors to control female germline stem cells in Droso-
phila // Cell Stem Cell. 2010. V. 7. № 5. P. 581–592.

Ables E.T., Drummond-Barbosa D. Steroid hormones and
the physiological regulation of tissue-resident stem cells:
Lessons from the Drosophila ovary // Curr. Stem Cell
Rep. 2017. V. 3. № 1. P. 9–18.

Amlani S., Vogl A.W. Changes in the distribution of micro-
tubules and intermediate filaments in mammalian Ser-
toli cells during spermatogenesis // Anat. Rec. 1988.
V. 220. № 2. P. 143–160.

Amoyel M. et al. Socs36E controls niche competition by re-
pressing MAPK signaling in the Drosophila testis //
PLoS Genet. 2016a. V. 12. № 1. P. e1005815.

Amoyel M. et al. Somatic stem cell differentiation is regulat-
ed by PI3K/Tor signaling in response to local cues //
Development. 2016b. V. 143. № 21. P. 3914–3925.

Amoyel M. et al. Hedgehog is required for CySC self-re-
newal but does not contribute to the GSC niche in the
Drosophila testis // Development. 2013. V. 140. № 1.
P. 56–65.

Amoyel M., Simons B.D., Bach E.A. Neutral competition of
stem cells is skewed by proliferative changes downstream
of Hh and Hpo // EMBO J. 2014. V. 33. № 20. P. 2295–
2313.

Angulo B. et al. DREF genetically counteracts Mi-2 and
Caf1 to regulate adult stem cell maintenance // PLoS
Genet. 2019. V. 15 № 6. P. e1008187.

Arbouzova N.I., Zeidler M.P. JAK/STAT signalling in Dro-
sophila: insights into conserved regulatory and cellular
functions // Development. 2006. V. 133. № 14.
P. 2605–2516.

Badenhorst P. et al. The Drosophila nucleosome remodeling
factor NURF is required for Ecdysteroid signaling and
metamorphosis // Genes Dev. 2005. V. 19. № 21.
P. 2540–2545.



42

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 1  2021

БАЗЫЛЕВ и др.

Bard J.A.M. et al. Structure and function of the 26S protea-
some // Annu. Rev. Biochem. 2018. V. 87. P. 697–724.

Baum B., Georgiou M. Dynamics of adherens junctions in ep-
ithelial establishment, maintenance, and remodeling //
J. Cell Biol. 2011. V. 192. P. 907–917.

Brand A.H., Perrimon N. Raf acts downstream of the EGF
receptor to determine dorsoventral polarity during Dro-
sophila oogenesis // Genes Dev. 1994. V. 8. № 5.
P. 629–639.

Brantley S.E., Fuller M.T. Somatic support cells regulate germ
cell survival through the Baz/aPKC/Par6 complex // De-
velopment. 2019. V. 146. № 8. P. dev169342.

Boyle M., DiNardo S. Specification, migration and assembly
of the somatic cells of the Drosophila gonad // Develop-
ment. 1995. V. 121. P. 1815–1825.

Chen D., McKearin D. Dpp signaling silences bam tran-
scription directly to establish asymmetric divisions of
germline stem cells // Curr. Biol. 2003. V. 13. P. 1786–
1791.

Chen H., Chen X., Zheng Y. The nuclear lamina regulates
germline stem cell niche organization via modulation of
EGFR signaling // Cell Stem Cell. 2013. V. 13. № 1.
P. 73–86.

Cherry C.M., Matunis E.L. Epigenetic regulation of stem
cell maintenance in the Drosophila testis via the nucleo-
some-remodeling factor NURF // Cell Stem Cell. 2010.
V. 6. № 6. P. 557–567.

Clapier C.R., Cairns B.R. The biology of chromatin remod-
eling complexes // A. Rev. Biochem. 2009. V. 78.
P. 273–304.

Dietzl G. et al. A genome-wide transgenic RNAi library for
conditional gene inactivation in Drosophila // Nature.
2007. V. 448. P. 151–156.

DiNardo S. et al. lines and bowl affect the specification of
cyst stem cells and niche cells in the Drosophila testis //
Development. 2011. V. 138. P. 1687–1696.

De Cuevas M., Matunis E.L. The stem cell niche: lessons
from the Drosophila testis // Development. 2011. V. 138.
№ 14. P. 2861–2869.

Desai B.S., Shirolikar S., Ray K. F-actin-based extensions
of the head cyst cell adhere to the maturing spermatids
to maintain them in a tight bundle and prevent their pre-
mature release in Drosophila testis // BMC Biol. 2009.
V. 7. P. 19.

Dubey P. et al. Atypical septate junctions maintain the so-
matic enclosure around maturing spermatids and pre-
vent premature sperm release in Drosophila testis // Biol.
Open. 2019. V. 8. № 2. P. pii: bio036939.

Dubey P. et al. Localized, reactive F-actin dynamics pre-
vents abnormal somatic cell penetration by mature sper-
matids // Dev. Cell. 2016. V. 38. № 5. P. 507–521.

Fabrizio J.J., Boyle M., DiNardo S. A somatic role for eyes
absent (eya) and sine oculis (so) in Drosophila spermato-
cyte development // Dev. Biol. 2003. V. 258. № 1.
P. 117–128.

Fairchild M.J., Islam F., Tanentzapf G. Identification of ge-
netic networks that act in the somatic cells of the testis
to mediate the developmental program of spermato-
genesis // PLoS Genet. 2017. V. 13. № 9. P. e1007026.

Fairchild M.J., Smendziuk C.M., Tanentzapf G. A somatic
permeability barrier around the germline is essential for

Drosophila spermatogenesis // Development. 2015.
V. 142. P. 268–281.

Feng L., Shi Z., Chen X. Enhancer of polycomb coordinates
multiple signaling pathways to promote both cyst and
germline stem cell differentiation in the Drosophila adult
testis // PLoS Genet. 2017. V. 13. № 2. P. e1006571.

Flaherty M.S. et al. chinmo is a functional effector of the
JAK/STAT pathway that regulates eye development,
tumor formation, and stem cell self-renewal in Dro-
sophila // Dev. Cell. 2010. V. 18. № 4. P. 556–568.

Flaherty M.S. et al. Genome-wide expression profiling in
the Drosophila eye reveals unexpected repression of
notch signaling by the JAK/STAT pathway // Dev. Dyn.
2009. V. 238. № 9. P. 2235–2253.

Forbes A., Lehmann R. Nanos and Pumilio have critical
roles in the development and function of Drosophila ger-
mline stem cells // Development. 1998. V. 125. № 4.
P. 679–690.

Fuller M.T. Genetic control of cell proliferation and differ-
entiation in Drosophila spermatogenesis // Semin. Cell
Dev. Biol. 1998. V. 9. № 4. P. 433–444.

Gleason R.J. et al. Protecting and diversifying the germline //
Genetics. 2018. V. 208. № 2. P. 435–471.

Greenbaum M. et al. Germ cell intercellular bridges // Cold
Spring Harb. Perspect. Biol. 2011. V. 3. № 8.
P. a005850.

Greenspan L.J., de Cuevas M., Matunis E. Genetics of go-
nadal stem cell renewal // Annu. Rev. Cell. Dev. Biol.
2015. V. 31. P. 291–315.

Griswold M.D. The central role of Sertoli cells in spermato-
genesis // Semin. Cell. Dev. Biol. 1998. V. 9. P. 411–416.

Gönczy P., DiNardo S. The germ line regulates somatic cyst
cell proliferation and fate during Drosophila spermato-
genesis // Development. 1996. V. 122. № 8. P. 2437–
2447.

Götze M. et al. Translational repression of the Drosophila
nanos mRNA involves the RNA helicase Belle and RNA
coating by Me31B and Trailer hitch // RNA. 2017. V. 23.
№ 10. P. 1552–1568.

Hardy R. et al. The germinal proliferation center in the testis
of Drosophila melanogaster // J. Ultrastructure Res.
1979. V. 69. P. 180–190.

Hasan S., Hétié P., Matunis E.L. Niche signaling promotes
stem cell survival in the Drosophila testis via the JAK-STAT
target DIAP1 // Dev. Biol. 2015. V. 404. № 1. P. 27–39.

Hsu T.H. et al. The Hippo pathway acts downstream of the
Hedgehog signaling to regulate follicle stem cell mainte-
nance in the Drosophila ovary // Sci. Rep. 2017. V. 7.
№ 1. P. 4480.

Hudson A.G. et al. A temporal signature of epidermal growth
factor signaling regulates the differentiation of germline
cells in testes of Drosophila melanogaster // PLoS One.
2013. V. 8. № 8. P. e70678.

Ihry R.J., Sapiro A.L., Bashirullah A. Translational control
by the DEAD Box RNA helicase belle regulates ecdys-
one-triggered transcriptional cascades // PLoS Genet.
2012. V. 8. P. e1003085.

Inaba M., Buszczak M., Yamashita Y.M. Nanotubes mediate
niche-stem-cell signalling in the Drosophila testis // Na-
ture. 2015. V. 523. № 7560. P. 329–332.



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 1  2021

СОМАТИЧЕСКИЕ КЛЕТКИ ЦИСТЫ 43

Issigonis M. et al. JAK-STAT signal inhibition regulates
competition in the Drosophila testis stem cell niche //
Science. 2009. V. 326. № 5949. P. 153–156.

Jiang X.H. et al. Blood-testis barrier and spermatogenesis:
lessons from genetically–modified mice // Asian J. An-
drol. 2014. V. 16. № 4. P. 572–580.

Jemc J.C. Somatic gonadal cells: the supporting cast for the
germline // Genesis. 2011. V. 49. № 10. P. 753–775.

Kawase E. et al. Gbb/Bmp signaling is essential for main-
taining germline stem cells and for repressing bam tran-
scription in the Drosophila testis // Development. 2004.
V. 131. № 6. P. 1365–1375.

Kiger A.A. et al. Stem cell self–renewal specified by JAK-
STAT activation in response to a support cell cue // Sci-
ence. 2001. V. 294. № 5551. P. 2542–2545.

Kiger A.A., White-Cooper H., Fuller M.T. Somatic support
cells restrict germline stem cell self–renewal and pro-
mote differentiation // Nature. 2000. V. 407. № 6805.
P. 750–754.

Kitadate Y., Kobayashi S. Notch and Egfr signaling act an-
tagonistically to regulate germline stem cell niche for-
mation in Drosophila male embryonic gonads // Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2010. V. 107. P. 14241–14246.

Kopera I.A. et al. Sertoli-germ cell junctions in the testis: a
review of recent data // Philos. Trans. R. Soc. Lond. B.
Biol. Sci. 2010. V. 365. № 1546. P. 1593–1605.

Kotov A.A. et al. Progress in understanding the molecular
functions of DDX3Y (DBY) in male germ cell develop-
ment and maintenance // Biosci. Trends. 2017. V. 11.
№ 1. P. 46–53.

Kotov A.A. et al. The Drosophila RNA helicase belle
(DDX3) non-autonomously suppresses germline tum-
origenesis via regulation of a specific mRNA set // Cells.
2020. V. 9. P. 550.

Kusch et al. Acetylation by Tip60 is required for selective
histone variant exchange at DNA lesions // Science.
2004. V. 306. P. 2084–2087.

Kwon S.Y. et al. Alternative splicing of NURF301 generates
distinct NURF chromatin remodeling complexes with
altered modified histone binding specificities // PLoS
Genet. 2009. V. 5. № 7. P. e1000574.

Lai Z.C., Rubin G.M. Negative control of photoreceptor de-
velopment in Drosophila by the productof the yan gene,
an ETS domain protein // Cell. 1992. V. 70. P. 609–620.

La Marca J.E. et al. Strip and Cka negatively regulate JNK
signalling during Drosophila spermatogenesis // Devel-
opment. 2019. V. 146. № 13. P. dev174292.

Leatherman J.L., Dinardo S. Germline self-renewal requires
cyst stem cells and stat regulates niche adhesion in Dro-
sophila testes // Nat. Cell. Biol. 2010. V. 12. № 8.
P. 806–811.

Leatherman J.L., Dinardo S. Zfh-1 controls somatic stem
cell self-renewal in the Drosophila testis and nonautono-
mously influences germline stem cell self-renewal //
Cell Stem Cell. 2008. V. 3. № 1. P. 44–54.

Liao S.E. et al. DEAD-box RNA helicase Belle posttran-
scriptionally promotes gene expression in an ATPase ac-
tivity-dependent manner // RNA. 2019. V. 25. P. 825–
839.

Lim J.G., Fuller M.T. Somatic cell lineage is required for dif-
ferentiation and not maintenance of germline stem cells

in Drosophila testes // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2012.
V. 109. № 45. P. 18477–18481.

Li M.A. et al. The large Maf factor Traffic Jam controls go-
nad morphogenesis in Drosophila // Nat. Cell. Biol.
2003. V. 5. № 11. P. 994–1000.

Li Y. et al. Steroid signaling promotes stem cell maintenance
in the Drosophila testis // Dev. Biol. 2014. V. 394. № 1.
P. 129–141.

Lippai M. et al. The Ketel gene encodes a Drosophila homo-
logue of importin-beta // Genetics. 2000. V. 156.
P. 1889–1900.

Liu Y. et al. Whole-animal genome-wide RNAi screen iden-
tifies networks regulating male germline stem cells in
Drosophila // Nat. Commun. 2016. V. 7. P. 12149.

Lu Y., Yao Y., Li Z. Ectopic Dpp signaling promotes stem
cell competition through EGFR signaling in the Dro-
sophila testis // Sci. Rep. 2019. V. 9. № 1. P. 6118.

Lv X. et al. SUMO regulates somatic cyst stem cell mainte-
nance and directly targets the Hedgehog pathway in
adult Drosophila testis // Development. 2016. V. 143.
№ 10. P. 1655–1662.

Ma Q., Wawersik M., Matunis E.L. The Jak-STAT target
Chinmo prevents sex transformation of adult stem cells
in the Drosophila testis niche // Dev. Cell. 2014. V. 31.
№ 4. P. 474–486.

Matunis E.L., Stine R.R., de Cuevas M. Recent advances in
Drosophila male germline stem cell biology // Sper-
matogenesis. 2012. V. 2. P. 137–144.

McKearin D.M., Spradling A.C. bag-of-marbles: a Drosophi-
la gene required to initiate both male and female game-
togenesis // Genes Dev. 1990. V. 4. № 12B. P. 2242–
2251.

Michel M. et al. Hh signalling is essential for somatic stem
cell maintenance in the Drosophila testis niche // Devel-
opment. 2012. V. 139. № 15. P. 2663–2669.

Michel M. et al. Local BMP receptor activation at adherens
junctions in the Drosophila germline stem cell niche //
Nat. Commun. 2011. V. 2. P. 415.

Morrison S.J., Spradling A.C. Stem cells and niches: mech-
anisms that promote stem cell maintenance throughout
life // Cell. 2008. V. 132. P. 598–611.

Morris L.X., Spradling A.C. Steroid signaling within Dro-
sophila ovarian epithelial cells sex-specifically modu-
lates early germ cell development and meiotic entry //
PLoS One. 2012. V. 7. № 10. P. e46109.

Mo J.S., Park H.W., Guan K.L. The Hippo signaling path-
way in stem cell biology and cancer // EMBO Rep.
2014. V. 15. P. 642–656.

Nel-Themaat L. et al. Sertoli cell behaviors in developing
testis cords and postnatal seminiferous tubules of the
mouse // Biol. Reprod. 2011. V. 84. P. 342–350.

Ng C.L., Qian Y., Schulz C. Notch and Delta are required
for survival of the germline stem cell lineage in testes of
Drosophila melanogaster // PLoS One. 2019. V. 14. № 9.
P. e0222471.

Narlikar G.J., Sundaramoorthy R., Owen-Hughes T. Mecha-
nisms and functions of ATP-dependent chromatin-re-
modeling enzymes // Cell. 2013. V. 154. P. 490–503.

Oatley J.M., Brinster R.L. The germline stem cell niche unit
in mammalian testes // Physiol. Rev. 2012. V. 92.
P. 577–595.



44

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 1  2021

БАЗЫЛЕВ и др.

Ohlstein B., McKearin D. Ectopic expression of the Dro-
sophila Bam protein eliminates oogenic germline stem
cells // Development. 1997. V. 124. № 18. P. 3651–
3662.

Oh H., Irvine K.D. In vivo regulation of Yorkie phosphory-
lation and localization // Development. 2008. V. 135.
P. 1081–1088.

Okegbe T.C., DiNardo S. The endoderm specifies the meso-
dermal niche for the germline in Drosophila via Delta-
Notch signaling // Development. 2011. V. 138. P. 1259–
1267.

Papagiannouli F., Berry C.W., Fuller M.T. The Dlg module
and clathrin-mediated endocytosis regulate EGFR sig-
naling and cyst cell-germline coordination in the Dro-
sophila testis // Stem Cell Reports. 2019. V. 12. № 5.
P. 1024–1040.

Parisi M. et al. Paucity of genes on the Drosophila X chro-
mosome showing male-biased expression // Science.
2003. V. 299. P. 697–700.

Park J.K. et al. The miRNA pathway intrinsically controls
self-renewal of Drosophila germline stem cells // Curr.
Biol. 2007. V. 17. № 6. P. 533–538.

Parrott B.B. et al. Control of germline stem cell division fre-
quency–a novel, developmentally regulated role for epi-
dermal growth factor signaling // PLoS One. 2012. V. 7.
№ 5. P. e36460.

Phillips B.T., Gassei K., Orwig K.E. Spermatogonial stem
cell regulation and spermatogenesis // Philos. Trans. R.
Soc. Lond. B. Biol. Sci. 2010. V. 365. P. 1663–1678.

Qian Y. et al. Ecdysone signaling opposes epidermal growth
factor signaling in regulating cyst differentiation in the
male gonad of Drosophila melanogaster // Dev. Biol.
2014. V. 394. № 2. P. 217–227.

Ren F., Zhang L., Jiang J. Hippo signaling regulates Yorkie
nuclear localization and activity through 14-3-3 depen-
dent and independent mechanisms // Dev. Biol. 2010.
V. 337. P. 303–312.

Santos A.C., Lehmann R. Germ cell specification and migra-
tion in Drosophila and beyond // Curr. Biol. 2004. V. 14.
№ 14. P. R578–R589.

Sarkar A. et al. Antagonistic roles of Rac and Rho in orga-
nizing the germ cell microenvironment // Curr. Biol.
2007. V. 17. № 14. P. 1253–1258.

Schulz C. et al. Signaling from germ cells mediated by the
rhomboid homolog stet organizes encapsulation by so-
matic support cells // Development. 2002. V. 129. № 19.
P. 4523–4534.

Sheng X.R. et al., Jak-STAT regulation of male germline
stem cell establishment during Drosophila embryogene-
sis // Dev. Biol. 2009. V. 334. P. 335–344.

Shields A.R. et al. The actin-binding protein profilin is re-
quired for germline stem cell maintenance and germ cell
enclosure by somatic cyst cells // Development. 2014.
V. 141. № 1. P. 73–82.

Shilo B.Z. The regulation and functions of MAPK pathways
in Drosophila // Methods. 2014. V. 68. № 1. P. 151–159.

Schofield R. The relationship between the spleen colony-
forming cell and the haemopoietic stem cell // Blood
Bells. 1978. V. 4. P. 7–25.

Shivdasani A.A., Ingham P.W. Regulation of stem cell main-
tenance and transit amplifying cell proliferation by

TGF-� signaling in Drosophila spermatogenesis // Curr.
Biol. 2003. V. 13. P. 2065–2072.

Singh S.R. et al. The novel tumour suppressor Madm regu-
lates stem cell competition in the Drosophila testis //
Nat. Commun. 2016. V. 7. P. 10473.

Singh S.R. et al. Competitiveness for the niche and mutual
dependence of the germline and somatic stem cells in
the Drosophila testis are regulated by the JAK/STAT sig-
naling // J. Cell Physiol. 2010. V. 223. № 2. P. 500–510.

Spradling A. et al. Germline stem cells // Cold Spring Harb.
Perspect. Biol. 2011. V. 3. P. a002642.

Stine R.R., Matunis E.L. JAK-STAT signaling in stem cells //
Adv. Exp. Med. Biol. 2013. V. 786. P. 247–267.

Stine R.R. et al. Coordinate regulation of stem cell competi-
tion by Slit-Robo and JAK-STAT signaling in the Dro-
sophila testis // PLoS Genet. 2014. V. 10. № 11.
P. e1004713.

Suárez-Quian C.A., Niklinski W. Immunocytochemical lo-
calization of the epidermal growth factor receptor in
mouse testis // Biol. Reprod. 1990. V. 43. № 6. P. 1087–
1097.

Sun S., Zhao S., Wang Z. Genes of Hippo signaling network
act unconventionally in the control of germline prolifera-
tion in Drosophila // Dev. Dyn. 2008. V. 237. P. 270–275.

Tang Y. et al. Germline proliferation is regulated by somatic
endocytic genes via JNK and BMP signaling in Dro-
sophila // Genetics. 2017. V. 206. № 1. P. 189–197.

Temme C., Simonelig M., Wahle E. Deadenylation of mRNA
by the CCR4-NOT complex in Drosophila: molecular
and developmental aspects // Front. Genet. 2014. V. 5.
P. 143.

Timmons A.K. et al. Phagocytosis genes nonautonomously
promote developmental cell death in the Drosophila ova-
ry // Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2016. V. 113.
P. 1246–1255.

Tran J., Brenner T.J., DiNardo S. Somatic control over the
germline stem cell lineage during Drosophila spermato-
genesis // Nature. 2000. V. 407. P. 754–757.

Tulina N., Matunis E. Control of stem cell self-renewal in
Drosophila spermatogenesis by JAK-STAT signaling //
Science. 2001. V. 294. № 5551. P. 2546–2549.

Valli H. et al. Germline stem cells: Toward the regeneration of
spermatogenesis // Fertil. Steril. 2014. V. 101. P. 3–13.

Voog J., D’Alterio C., Jones D.L. Multipotent somatic stem
cells contribute to the stem cell niche in the Drosophila
testis // Nature. 2008. V. 454. P. 1132–1136.

Voog J. et al. Escargot restricts niche cell to stem cell conver-
sion in the Drosophila testis // Cell Rep. 2014. V. 7. № 3.
P. 722–734.

Vorontsova Y.E. et al. Drosophila as a model system used for
searching the genes, signaling pathways, and mecha-
nisms controlling cytoskeleton formation // Russ. J.
Dev. Biol. 2019. V. 50. P. 1–8.

Wang Z., Lin H. The division of Drosophila germline stem
cells and their precursors requires a specific cyclin //
Curr. Biol. 2005. V. 15. P. 328–333.

Wieschaus E., Szabad J. The development and function of
the female germ line in Drosophila melanogaster: a cell
lineage study // Dev. Biol. 1979. V. 68. P. 29–46.



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 1  2021

СОМАТИЧЕСКИЕ КЛЕТКИ ЦИСТЫ 45

Wen P., Quan Z., Xi R. The biological function of the WD40
repeat-containing protein p55/Caf1 in Drosophila //
Dev. Dyn. 2012. V. 241. P. 455–464.

Whitworth C., Jimenez E., Van Doren M. Development of
sexual dimorphism in the Drosophila testis // Spermato-
genesis. 2012. V. 2. № 3. P. 129–136.

Wu S. et al. The TEAD/TEF family protein Scalloped me-
diates transcriptional output of the Hippo growth-regu-
latory pathway // Dev. Cell. 2008. V. 14. P. 388–398.

Xie T., Spradling A.C. decapentaplegic is essential for the
maintenance and division of germline stem cells in the
Drosophila ovary // Cell. 1998. V. 94. № 2. P. 251–260.

Xie T., Spradling A.C. A niche maintaining germ line stem
cells in the Drosophila ovary // Science. 2000. V. 290.
P. 328–330.

Xu T., Rubin G.M. Analysis of genetic mosaics in developing
and adult Drosophila tissues // Development. 1993.
V. 117. P. 1223–1237.

Yu J. et al. Protein synthesis and degradation are essential to
regulate germline stem cell homeostasis in Drosophila
testes // Development. 2016. V. 143. № 16. P. 2930–
2945.

Zhang Z. et al. Dual roles of Hh signaling in the regulation
of somatic stem cell self-renewal and germline stem cell
maintenance in Drosophila testis // Cell Res. 2013. V. 23.
№ 4. P. 573–576.

Zoller R., Schulz C. The Drosophila cyst stem cell lineage:
Partners behind the scenes? // Spermatogenesis. 2012.
V. 2. № 3. P. 145–157.

Somatic Cyst Cells as a Microenvironment for the Maintenance and Differentiation
of Germline Cells in Drosophila Spermatogenesis

S. S. Bazylev1, V. E. Adashev1, A. S. Shatskikh1, L. V. Olenina1, and A. A. Kotov1, *
1Institute of Molecular Genetics, National Research Centre “Kurchatov Institute”, 2 Kurchatov Sq., Moscow, 123182 Russia

*e-mail: kotov_alexei@mail.ru

The functions of somatic niche cells in multicellular organisms are essential for the maintenance of germline
stem cells and gamete formation, and ultimately for survival of the species. In the testes of Drosophila, two
populations of somatic cells function as a microenvironment for germline cells. The group of terminally dif-
ferentiated cells at the apical end of the testis, the hub, supports a direct contact with germline stem cells, reg-
ulating their self-renewal and proliferation by secretion of signaling molecules. Another population of somat-
ic testis cells, cyst cells, plays an important role both in the maintenance of germiline stem cells and in the
processes of directed differentiation of their offspring, modulating external signals, and creating a microenvi-
ronment for differentiated germ cells throughout the cycle of spermatogenesis. This review is focused on the
analysis of modern data on molecular and cellular mechanisms and protein complexes necessary in somatic
cyst cells for the non-autonomous regulation of germline cells.

Keywords: spermatogenesis, niche, cyst cells, germline stem cells, signaling pathways, Drosophila
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В контексте изучения механизмов раннего развития нервной системы позвоночных, бесчелюстные
(круглоротые) являются уникальной группой животных. Поскольку ветви бесчелюстных и челюст-
норотых разделились на самых ранних этапах эволюции позвоночных, у генов миног, как предста-
вителей бесчелюстных, с большой вероятностью, могли сохраниться древние экспрессионные пат-
терны, характерные для предков позвоночных. Предыдущие исследования генов семейства Noggin
челюстноротых показали, что все три гена Noggin позвоночных (Noggin1, Noggin2 and Noggin4) отли-
чаются по паттерну экспрессии и функциональным свойствам. Было показано участие генов Noggin
в широком спектре онтогенетических процессов, в том числе раннем развитии переднеголовных
структур и отделов головного мозга позвоночных. В этой статье мы анализируем паттерны экспрес-
сии четырех генов Noggin в головных структурах личинок европейской речной миноги Lampetra flu-
viatilis на ранних стадиях развития. Проведенный анализ обнаруживает много общих черт в паттер-
нах экспрессии генов Noggin миног с их гомологами у челюстноротых. Ген NogginB, демонстрируя
высокий уровень экспрессии в конечном отделе мозга (теленцефалоне), может примененяться в ка-
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ВВЕДЕНИЕ

Миноги, как представители бесчелюстных,
являются очень привлекательной моделью для
исследований эволюционных аспектов биоло-
гии развития в силу того, что разделение ветвей
бесчелюстных и челюстноротых произошло на
самых ранних стадиях эволюции позвоночных.
На основании этого, можно предположить, что
гены миног могли сохранить типы паттернов
экспрессии, характерные для предковых позво-
ночных. Исследуя особенности экспрессии ран-
них регуляторных генов миног, как представите-
лей круглоротых и их пространственную связь с
развитием какого-либо морфологического
признака, характерного для всех позвоночных,
можно попытаться оценить, был ли этот ген из-
начально связан с появлением определенного
признака в эволюции у предков современных

позвоночных, или же экспрессия этого гена ха-
рактерна только для челюстноротых. Такой
подход может позволить выявить гены, участ-
вовавшие в формировании признаков и струк-
тур у предковых позвоночных, а также выявить
механизмы, обеспечившие появление того или
иного признака в эволюции позвоночных.

Одним из важнейших эволюционных достиже-
ний позвоночных стало появление конечного моз-
га (теленцефалона), обеспечивающего высшие
формы нервной деятельности у животных и чело-
века. Вопрос наличия гомологов конечного мозга
у ближайших родственников позвоночных – пред-
ставителей бесчерепных и оболочников обсужда-
ется, однако доминирующей на сегодняшний день
является точка зрения, согласно которой, у со-
временных бесчерепных (и, вполне возможно, у
предковых форм хордовых) в качестве переднего
отдела ЦНС выступает гомолог промежуточного
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отдела мозга позвоночных, а конечный отдел
мозга появляется в эволюции позже, только у по-
звоночных (Albuixech-Crespo et al., 2017). В то же
время, есть свидетельства, что после метаморфо-
за в мозговом пузыре взрослого ланцетника был
обнаружен домен, близкий по своей геноархи-
тектуре нейроэпителию развивающихся коры и
подкорковой области позвоночных (Benito Guti-
errez et al., 2018). Что касается оболочников, то в
сенсорном пузыре личинки асцидии была обна-
ружена экспрессия гена Hroth – единственного
гомолога гена Otx позвоночных. Характер экс-
прессии обнаруженного гена HrPax2/5/8 отли-
чался от гомологичных ему генов Pax2, Pax5 и
Pax8 позвоночных. Были также обнаружены три
Hox гена, гомологичные генам Hoxb1, Hox3, Hox5
(Wada et al., 1998).

Полученные данные показывают, что сегмен-
тация нервной системы на основные отделы – пе-
редний (прозенцефалон + средний мозг), сред-
ний (продолговатый мозг) и задний (спинной
мозг) отделы наблюдаются у всех хордовых что,
по всей видимости, является отражением появле-
ния такой дифференцировки еще до эволюцион-
ного разделения бесчерепных, оболочников и по-
звоночных. Однозначных свидетельств наличия у
беспозвоночных хордовых гомологов конечного
мозга пока не выявлено, что позволяет считать
этот отдел мозга уникальной структурой позво-
ночных.

В связи с этим, большое внимание исследова-
телей привлекает строение головного мозга ми-
ног, и особенно конечного мозга, который мор-
фологически впервые в эволюции появляется
именно у этой группы животных.

На макроуровне, в плане сегментации на ос-
новные отделы, головной мозг миног имеет мно-
го общих черт с мозгом костистых рыб, за исклю-
чением ряда особенностей, таких как хорошо раз-
витый эпифиз, расположенный сзади назального
отверстия, и очень слабо развитый мозжечок
(Sugahara et al., 2017). При исследовании геноар-
хитектуры конечного мозга миног, в его дорсаль-
ной части была обнаружена экспрессия генов
Pax6 (Murakami et al., 2001) и Emx (Tank et al.,
2009), а в вентральной – генов Dlx (Miojin et al.,
2001; Murakami et al., 2001; Neidert et al., 2002). Об-
наружение зон экспрессии Pax6 и Dlx и стало на
ранних этапах исследований основным свиде-
тельcтвом наличия у миног структур, гомологич-
ных конечному мозгу челюстноротых.

Поиск консервативных для позвоночных пе-
реднеголовных генов у миног, в сочетании с ис-
следованиями на миксинах, привели к тому, что в
последние годы у миног был обнаружен ряд но-
вых для них генов, что внесло коррективы в сло-
жившуюся ранее картину геноархитектуры пе-
редних отделов мозга. Были найдены два ортоло-

га гена Nkx2.1 – гены Nkx2.1/2.4B и Nkx2.1/2.4C,
экспрессия которых наблюдается в вентральной
зоне подкорковой области конечного мозга
(Sugahara et al., 2016). Также у миног были обна-
ружены три ортолога гена Pax6. Все они экспрес-
сируются в формирующихся глазных структурах
и мозге, что соответствует экспрессии гена Pax6
у челюстноротых, у которых этот ген является
ключевым регулятором развития глаз и ЦНС
(Osumi et al., 2008; Klimova and Kozmik, 2014).
При этом паттерн экспрессии генов Pax6 миног
в других структурах различается. Экспрессия
Pax6a обнаруживается в печени, указывая на то,
что у предков позвоночных ген Pax6, по всей ви-
димости, участвовал в формировании этого ор-
гана (Ravi et al., 2019).

Экспрессия раннего регулятора развития моз-
га – гена Otx у миног, начинается на самых ран-
них этапах онтогенеза, в районе спинной губы
бластопора, а у личинки наблюдается в области
переднего и среднего отделов мозга, до границы
между средним и задним мозгом (Tomsa and
Langeland, 1999; Suda et al., 2009).

Ингибитором экспрессии гена Otx у позвоноч-
ных и одним из ключевых регулятоорв ранней
дифференцировки переднего мозга позвоночных
являются гомеобоксные гены класса Anf/Hesx1
(далее Anf), обнаруженные в том числе у миног
(Bayramov et al., 2016, Байрамов и др., 2017). Про-
веденные функциональные исследования гена
Lanf (Lamprey Anf) показали, что этот ген миног по
своим свойствам сходен с генами Anf челюстно-
ротых, обладает ингибиторной активностью, по-
давляя экспрессию гена Otx и усиливая экспрес-
сию ключевого регулятора развития конечного
мозга – гена FoxG1. Это указывает на то, что появ-
ление генов класса Anf было существенным, если
не ключевым, фактором в возникновении у по-
звоночных структур конечного мозга (Bayramov
et al., 2016).

Белок, кодируемый геном FoxG1, относится к
семейству Forkhead-связывающих транскрипци-
онных факторов и играет ключевую роль в индук-
ции и пространственной организации развития
конечного мозга у позвоночных. Экспрессия
FoxG1 в переднем отделе мозга достаточно кон-
сервативна у разных групп позвоночных и, поэто-
му этот ген часто применяется в качестве маркера
данного отдела мозга (Kumamoto and Hanashima,
2017). У всех исследованных позвоночных FoxG1
(ранее также известный как BF-1), является од-
ним из первых транскрипционных факторов,
экспрессирующихся в передней части нервной
пластинки – области будущего конечного мозга и
в дальнейшем его экспрессия сохраняется до зре-
лых стадий (Danesin and Houart, 2012). Было по-
казано, что ген FoxG1 имеет важное значение для
многих аспектов развития конечного мозга и вы-
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живания нейронов в коре головного мозга у
взрослых организмов. Блокирование трансля-
ции FoxG1 у рыб и мышей приводит к редукции
вентральной области конечного мозга, что отра-
жается в вентральной экспансии маркеров дор-
сальной части конечного мозга (Martynoga et al.,
2005; Danesin et al., 2009). У человека мутации ге-
на FOXG1 приводят к нарушениям развития,
таким как синдром Ретта, эпилепсия, постна-
тальная микроцефалия, тяжелая умственная от-
сталость, нарушения речи, дискинезия и гипоге-
нез мозолистого тела (Kortum et al., 2011; Danesin,
Houart, 2012).

Пространственный паттерн экспрессии FoxG1
у миног в целом соответствует паттернам экс-
прессии FoxG1 у других позвоночных, в том числе
у шпорцевой лягушки (Ermakova et al., 2019). В тоже
время имеется и ряд отличий. Так, экспрессия
FoxG1 у миноги впервые в развитии детектируется
в формирующихся ушных плакодах и вентараль-
ной части теленцефалона. При этом у миноги
FoxG1 совсем не экспрессируется в дорсальной
части теленцефалона, тогда как у других позво-
ночных экспрессия этого гена в теленцефалоне
носит градиентный характер, с возрастаниеми
интенсивности от дорсальной части к вентраль-
ной (Danesin and Houart, 2012). Также у миноги в
отличие от других позвоночных экспреcсия FoxG1
не обнаруживается в формирующихся глазных
структурах, что может объясняться особенно-
стью развития этих структур у миног. В отличие
от челюстноротых у миног наблюдается двухсту-
пенчатое развитие глаза и зрительного нерва. На
эмбриональной стадии глаз покрыт толстой не-
прозрачной кожей, хрусталик незрелый что, воз-
можно, указывает на примитивное состояние
зрительной системы позвоночных (Melendez-
Ferro et al., 2002; Suzuki et al., 2015). В этот период
образуется небольшое количество волокон зри-
тельного нерва. Позже в онтогенезе формируются
новые оптические волокна, и после метаморфо-
за у взрослых миног развиваются полноценные
глазные камеры.

Важными регуляторами раннего развития
структур переднего мозга позвоночных являются
гены семейства Noggin. Noggin стал первым из-
вестным фактором, в норме секретирующимся в
области Шпеманновского организатора, для ко-
торого была показана способность вызывать фор-
мирование дополнительных осей тела в случаях
его экспериментальной эктопической экспрес-
сии на вентральной стороне зародыша амфибий
(Dale, Slack, 1987; Smith, Harland, 1992; Lamb
et al., 1993; Smith et al., 1993; Slack, Tannahill,
1993). Впоследствии были описаны два гомолога
гена Noggin – Noggin2 и Noggin4 (Fletcher et al.,
2004; Eroshkin et al., 2006). Долгое время счита-
лось, что основной (по сути – единственной опи-
санной) функцией Noggin1 в развитии позвоноч-

ных является подавление сигнального каскада
BMP (bone morphogenetic proteins) – группы ро-
стовых факторов из суперсемейства TGF-beta.
Модуляция активности BMP каскада является
необходимым условием для формирования
нервной ткани и дифференцировки дорсальной
мезодермы (Xanthos et al., 2002; Moreau and Le-
clerc, 2004). При исследовании гена Noggin2 бы-
ло показано, что он обладает способностью по-
давлять не только BMP, но также и Nodal/Activin
и Wnt/beta-cathenin сигнальные каскады, играю-
щих ключевые роли в клеточной дифференци-
ровке и развитии головных структур позвоноч-
ных. Оверэкспрессия мРНК Noggin2 в зародышах
X. laevis приводит к формированию дополнитель-
ного комплекса осевых структур в которых на-
блюдается экспрессия переднеголовных генов
(Bayramov et al., 2011).

В настоящей работе мы описываем особенно-
сти пространственной экспрессии генов семей-
ства Noggin на ранних стадиях развития головных
структур у личинок европейской речной миноги
L. fluviatilis. У миног было обнаружено четыре ге-
на семейства Noggin – NogginA, NogginB, NogginC и
NogginD. Проведенный нами ранее анализ амино-
кислотных последовательностей выявил гомоло-
гию этих белков Noggin миног с тремя белками
семейства Noggin (Noggin1, Noggin2, Noggin4) че-
люстноротых.

Анализ паттернов экспрессии генов Noggin
миног с одной стороны обнаружил существен-
ные различия в экспрессии четырех генов между
собой, а с другой стороны – выявил ряд общих
черт с экспрессией ортологов этих генов у че-
люстноротых.

Интенсивная экспрессия гена NogginB в ко-
нечном отделе мозга делает возможным исполь-
зование этого гена в качестве специфического
маркера этого отдела головного мозга миног. Ис-
следование механизмов развития теленцефалона
у миног вызывает большой интерес, поскольку
как раз у них этот отдел переднего появляется
впервые в эволюции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные

Взрослые половозрелые особи L. fluviatilis были
выловлены в Ленинградской области. Зародыши
получались путем искусственного оплодотворе-
ния в лабораторных условиях. Икра половозре-
лых самок сдаивалась в контейнер и активирова-
лась в растворе 0.1× MMR (температура 12°C) в
течение 3 мин при постоянном помешивании.
После активации в раствор добавлялась сперма
половозрелого самца, икра инкубировалась
10 мин при постоянном помешивании. После
оплодотворения икра дважды промывалась рас-
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твором 0.1× MMR. Инкубация осуществлялась в
чашках Петри (9 см) на 12°C. Стадии определя-
лись согласно Tahara (Tahara, 1988). Для гибри-
дизации in situ зародыши фиксировались в рас-
творе MEMFA.

Гибридизация in situ
Фрагменты генов NogginA, NogginB, NogginC и

NogginD для гибридизации in situ были получены
методом ОТ-ПЦР с использованием следующих
пар праймеров:

Lf_NgA_full_Frw1: ATTGGATCCGGTGCCCGCGGCTCCATGAA;
Lf_NgA_full_Frw2: ATTGAATTCGCCACCATGAACTGTGGTCGTGTGGA;
Lf_NgA_full_Rev1: AATCTCGAGTACAGGGCTGGTCTCAG;
Lf_NgA_full_Rev2: AATCTCGAGTCAGCAGGCGCAGCGGCA;

Lf_NgB_full_Frw1: ATTGGATCCCGCGCCGAGACCATCAT;
Lf_NgB_full_Frw2: ATTGAATTCGCCACCATGCCGGGGTCCCTGCG;
Lf_NgB_full_Rev1: AATCTCGAGCCCTCGTCGTCTCAGCAG;
Lf_NgB_full_Rev2: AATCTCGAGTCAGCAGGAGCACCTGCACTCG;

Lf_NgC_full_Frw1: ATTGGATCCCGTATGCCGAACAAATGGAG;
Lf_NgC_full_Frw2: ATTGAATTCGCCACCATGGAGCAGTCGCAGTGTT;
Lf_NgC_full_Rev1: AATCTCGAGCGGATGTCCCCCCATCAGC;
Lf_NgC_full_Rev2: AATCTCGAGTCAGCACGAGCATTTG;

Lf_NgD_full_Frw1: ATTGAATTCACTTCGACGCAGCCATGGA;
Lf_NgD_full_Frw2: ATTGAATTCGCCACCATGGATGTGAAGAGC;
Lf_NgD_full_Rev1: AATCTCGAGTTTGCTGCGGGGAGATTCA;
Lf_NgD_full_Rev2: AATCTCGAGTCACTCCCATCCGTGTCC.

В первом раунде ПЦР (30 циклов) применя-
лись праймеры Frw1 и Rev1. После этого получен-
ный ПЦР продукт очищался и использовался в
качестве матрицы в следующем раунде ПЦР (20
циклов) с праймерами Frw2 и Rev2.

Для ПЦР использовался набор фирмы Evrogen
с полимеразой Encyclo. Полученные кДНК фраг-
менты было и клонированы в вектор pAL2-T (Ev-
rogen) и отсеквенированы.

Гибридизация in situ была проведена на целых
зародышах согласно протоколу, описанному в
Sugahara et al., 2015. Оболочку зародышей удаляли
микропинцетами до фиксации. Фиксацию про-
водили в растворе параформальдегида (MEMFA)
в течение ночи на 4°C. Предгибридизационный и
гибридизационный буфер содержали: 50% фор-
мамид, 5× SSC, 100 мкг/мл гепарин, 100 мкг/мл
tRNA, 5 мМ EGTA, 1% chaps, 2% Tween20. После
предгибридизации (1 ч 70°C), зародышы инкуби-
ровались ночь на 70°C в гибридизационном буфе-
ре содержащем 5 мкг/мл Dig-меченой РНК про-
бы, промывались (дважды в гибридизационном
буфере, дважды в двухкратном растворе SSC на
70°C, дважды в 0.2-кратном растворе SSC при ком-
натной температуре, а также в растворе MAB) и ин-
кубировались в блокирующем буфере (MAB + 2%
блокирующего реагента (Roch) + 20% телячьей

сыворотки (Sigma)) 2 ч при комнатной темпера-
туре. Затем эмбрионы инкубировались с антиDig-
Fab фрагментом, конъюгированным с алкалиновой
фосфатазой (фирмы Roche, разведение 1 : 1500 в
блокирующем буфере) в течение ночи на 4°C.

Затем эмбрионы были 8 раз промыты в буфере
MABT (MAB + 0.1% Triton X100) и помещены в
алкалинфосфатазный буфер на 20 мин при ком-
натной температуре. Краситель BM purple (Roch)
был использован для проявки.

30 мкм срезы гибридизованных эмбрионов
выполнялись на вибратоме Microm HM 650 (за-
родыши помещались в 4% агарозные блоки).

Фотографирование производилось на стерео-
микорскопе Leica M205.

Анализ паттернов экспрессии на каждой ста-
дии проводился не менее чем на 10 зародышах. В
статье приведены паттерны, вопроизводившиеся
не менее чем в 90% случаев.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пространственные паттерны экспрессии ге-

нов Noggin были проанализированы методом ги-
бридизации in situ на целых зародышах речной
миноги L. fluviatilis и срезах. В этих эксперимен-
тах мы анализировали экспрессию генов Noggin
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речной миноги на серии стадий, начиная со ста-
дии 11 (стадия поздней бластулы по Tahara, 1988)
и до стадии предличинки (стадия 29). В качестве
зондов применялись dig-меченые антисмысло-
вые полноразмерные мРНК генов Noggin. В каче-
стве контроля использовали dig-меченые полно-
размерные смысловые мРНК генов Noggin. Про-
веденный анализ дал следующие результаты.

Ни у одного из четырех проанализированных
генов Noggin речной миноги не было обнаружено
экспрессии на стадиях бластулы и гаструлы мето-
дом гибридизации in situ.

Экспрессия гена NogginA впервые обнаружи-
вается в хордомезодерме начиная со на стадии
ранней нейрулы (ст. 17). В дорзальной области за-
чатка будущего головного экспрессия впервые
наблюдается на стадии поздней нейрулы (ст. 20).

На стадии головного выроста (ст. 22) отчетли-
во видна экспрессия в области промежуточного,
среднего и заднего мозга.

На стадиях 23–24 в головном мозге экспрессия
обнаруживается на границе конечного и проме-
жуточного отделов – в области zona limitans in-
trathalamica (ZLI) и на границе промежуточного и
среднего мозга и в заднем мозге по границам не-
которых ромбомеров. Во всех этих районах экс-
прессия обнаруживается в клетках дорсальной и
вентральной частей нервной трубки. На стадии 27
появляется экспрессия в формирующихся глазах.
Кроме головных структур, экспрессия гена NogginA
выявляется в сомитах и хорде.

Экспрессия гена NogginB впервые появляется
на стадии ранней нейрулы в головном отделе
нервной трубки. Предположительно, это могут
быть клетки нервного гребня или клетки пре-
зумптивного головного мозга. В ходе нейруляции
экспрессия NogginB усиливается в области всего
презумптивного переднего и заднего мозга и в от-
дельных дорсальных клетках нервной трубки – в
премиграторных клетках нервного гребня. К за-
вершению нейруляции паттерн меняется – экс-
прессия в области переднего мозга усиливается, а
экспрессия в дорсальной части заднего мозга
ослабевает.

На стадии головного выроста (ст. 21) NogginB
экспрессируется в области презумптивного пе-
реднего мозга и в дальнейшем, на стадиях 22–29
высокий уровень экспрессии сохраняется в дор-
сальной и вентральной части переднего мозга и в
небольшой области вентрального гипоталамуса.

Обобщая, можно сказать, что NogginB экспрес-
сируется в эволюционно молодых структурах –
клетках нервного гребня и переднего мозга, кото-
рые появились впервые у позвоночных живот-
ных. Сравнение паттерна экспрессии гена Nog-
ginB с паттерном другого регуляторно гена перед-
него мозга, гена FoxG1, показывает, что в отличие
от FoxG1, который экспрессируется в вентраль-

ной области теленцефалона, NogginB экспресси-
руется на высоком уровне во всем теленцефало-
не, частично распространяясь на на вентральную
область промежуточноого отдела мозга (рис. 1г).

Экспрессия NogginC наблюдается на стадии
поздней нейрулы (ст. 20) в области ушных плакод
и в клетках нервного гребня. На более поздних
стадиях окрашивается нервная трубка и мезодер-
ма сомитов и верхней и нижней губы.

На стадии 24–25 появляется экспрессия NogginC
в вентральной области конечного мозга и эпифизе.
Также наблюдается слабое окрашивание в проме-
жуточном отделе мозга в области ZLI и на грани-
це среднего и заднего мозга. Экспрессия наблю-
дается также в конечном отделе мозга и здесь она
более выражена в вентральной его части. Выявляет-
ся окраска в формирующихся ушах, но эндолим-
фатический проток не окрашивается.

Можно отметить, что, по своему характеру,
паттерн экспрессии NogginС частично совмещает
паттерны экспрессии генов NogginA (экспрессия в
клетках нервного гребня, ZLI, на границе средне-
го и заднего мозга и в мезодерма) и NogginB (экс-
прессия в конечном мозге и клетках нервного
гребня).

Экспрессия NogginD, как и у других генов Nog-
gin речной миноги, обнаруживается начиная со
стадии ранней нейрулы (ст. 17), однако имеет
диффузный характер, равномерно окрашивая
нервную пластинку. На следующих стадиях раз-
вития, вплоть до предличиночной стадии (ст. 29)
мы наблюдали лишь слабое диффузное окраши-
вание во всей нервной системе. Такой паттерн
очень похож на паттерн экспрессии гена Noggin4 у
челюстноротых.

Предыдущие исследования генов семейства
Noggin челюстноротых показали, что все три гена
Noggin позвоночных (Noggin1, Noggin2 и Noggin4)
отличаются по паттерну экспрессии и функцио-
нальным свойствам. Было показано, что белки
Noggin1 и Noggin2 обладают способостью инги-
бировать активность трех сигнальных каскадов
BMP, Nodal/Activin, Wnt, что само по себе являет-
ся важным условием формирования переднего-
ловных структур (Watanabe et al., 2005). Это под-
тверждается способностью мРНК Noggin1 и Noggin2
индуцировать формирование дополнительных осей
тела, содержащих переднеголовные структуры при
эктопической экспрессии в экспериментах с заро-
дышами шпорцевой лягушки (Eroshkin et al., 2006,
2016; Bayramov et al., 2011).

Исследуя экспрессию гена Noggin у шпорцевой
лягушки, Smith и Harland показали, что мРНК
этого гена сначала локализуется в области дор-
сальной губы бластопора, т.е. в области Шпеман-
новского организатора, а затем в хорде (Smith,
Harland, 1992).
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Рис. 1. Паттерны экспрессии генов NogginA, NogginB, NogginC, NogginD и FoxG1 в раннем развитии европейской речной ми-
ноги, показаные методом гибридизации in situ. (а) На стадии головного выроста (ст. 22–23 по Tahara, 1988) ген NogginA экс-
прессируется в головных структурах и мезодермальных производных. (б) На стадии предличинки (ст. 27 по Tahara, 1988) ген
NogginA экспрессируется в ZLI, на границе промежуточного и среднего мозга и в заднем мозге по границам некоторых ром-
бомеров. (в, г) Ген NogginB экспрессируется в области конечного мозга. (д) Ген NogginС экспрессируется в головных струк-
турах и мезодермальных производных. (е) На стадии предличинки наблюдается экспрессия NogginC в области конечного
мозга. (ж, з) Паттерн экспрессии гена NogginD носит диффузный характер. (и, к) На стадии головного выроста экспрессия
гена FoxG1 наблюдается в ушной плакоде, а экспрессия в области вентрального конечного мозга начинается позже. гсзм –
граница среднего и заднего мозга, км – конечный мозг, zli – zona limitans intrathalamica.
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Ген Noggin2 начинает экспрессироваться у
шпорцевой лягушки на стадии нейрулы в области
переднего нервного валика, а на более поздних
стадиях обнаруживается в дорсальной области
формирующегося переднего мозга, и, на более
низком уровне – в районе заднего мозга, спин-
ных участках сомитов и в формирующемся серд-
це (Eroshkin et al., 2006).

Ген Noggin4, не обладая способностью высту-
пать в качестве антагониста BMP сигнального
каскада, обнаружил способность специфически
связывать фактор Wnt8 и ингибировать канони-
ческий Wnt/бета-катенин – сигнальный каскад
(Eroshkin et al., 2016). Было показано, что экс-
прессия гена Noggin4 у разных представителей по-
звоночных консервативна и в значительной сте-
пени комплементарна области экспрессии гена
Noggin1. Так, у шпорцевой лягушки экспрессия
Noggin4 впервые обнаруживается на стадии га-
струлы в эпидермальном слое анимального полу-
шария и носит диффузный характер (Eroshkin
et al., 2006). На стадии нейрулы экспрессия гена
Noggin4 наблюдается в передней части нервной
пластинки и области будущего нервного гребня.
На более поздних стадиях ген Noggin4 экспресси-
руется в головном эпидермисе, нервной трубке,
включая передний мозг, слуховых пузырьках,
присоске и производных нервного гребня, вклю-
чая жаберные дуги (Eroshkin et al., 2006). Экс-
пресcия гена Noggin4 у куриного эмбриона начи-
нается на стадии гаструлы (стадия 4+ (Chapman
et al., 2002)) сначала в презумптивной, а затем и в
дефинитивной нейроэктодерме, носит диффуз-

ный характер и проявляет тенденцию к широко-
му распространению на производные эктодермы
и, частично, на некоторые структуры мезодер-
мальной природы (сомиты) по мере развития за-
родыша (Borodulin et al., 2012).

На основе представленного анализа паттернов
экспресcии генов семейства Noggin, можно за-
ключить, что среди генов Noggin миног обнаружи-
ваются гомологи всех трех ранее описанных генов
Noggin позвоночных.

Гены NogginA по характеру экспрессии имеет
много общих черт с геном Noggin1 челюстноротых.

Ген NogginB, экспрессирующийся в конечном и
промежуточном отделах мозга очень похож на по
своему паттерну на ген Noggin2 челюстноротых.

Паттерн экспрессии NogginС, в свою очередь,
частично совмещает паттерны экспрессии генов
NogginA и NogginB.

Экспрессия NogginD, подобно Noggin4, имеет
диффузный характер и наблюдается начиная со
стадии нейрулы в нервной пластинке, а позже –
всей нервной системе.

В целом, можно отметить, что все четыре гена
Noggin миног обладают уникальными особенно-
стями паттерна экспрессии в головных структу-
рах. В то же время, сравнивая их экспрессию с
экспрессией генов Noggin шпорцевой лягушки
(Eroshkin et al., 2006) можно отметить, что паттер-
ны экспрессии генов Noggin у миног имеют много
общих черт, с паттернами экспрессии их гомоло-
гов у других позвоночных.

Рис. 2. Сравнение паттернов экспрессии гена NogginB с другими переднеголовными генами – FoxG1 и Otx. Граница ко-
нечного мозга на стадии предличинки обозначена пунктиром.
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Если сопоставить экспрессию гена NogginB с
экспрессией другого переднеголовного гена ми-
ног – FoxG1, можно отметить, что экспрессия
NogginB в области конечного мозга обнаружива-
ется раньше, уже на стадии поздней нейрулы (ст. 20)
и стадии раннего головного выроста (ст. 21), в то
время как экспрессия FoxG1 на аналогичных ста-
диях наблюдается только в ушной и тройничной
плакодах (рис. 2). Экспрессия FoxG1 в конечном
мозге начинается на стадии 23–24 (Ermakova et al.,
2019). На более поздних стадиях, вплоть до стадии
предличинки, NogginB экспрессируется во всем
конечном мозге, в то время как FoxG1, только в
его вентральной части (рис. 2б). С технической
точки зрения существенно, что NogginB экспрес-
сируется в конечном мозге с высокой интенсив-
ностью и специфичностью (практически нет фо-
нового окрашивания в других областях зароды-
ша). Это позволяет рассматривать NogginB в
качестве перспективного маркерного гена при
дальнейших исследованиях развития переднего-
ловных структур у миног.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В этой статье мы описываем особенности экс-

прессии четырех генов семейства Noggin на ран-
них стадиях развития переднеголовных структур
у миног – одних из самых древних ныне живущих
позвоночных.

Сравнивая наблюдаемую экспрессию генов
Noggin речной миноги с экспрессией генов Noggin
шпорцевой лягушки можно отметить, что паттер-
ны экспрессии генов Noggin у миног и челюстно-
ротых имеют много общих черт. Экспрессия трех
генов Noggin миног обнаруживается в структурах
и организационных центрах головного мозга на
ранних этапах его формирования. Ген NogginB,
демонстрируя высокий уровень экспрессии в ко-
нечном отделе мозга (теленцефалоне) начиная со
стадии ранней нейрулы и до личиночной стадии,
может примененяться в качестве специфического
маркера этого уникального отдела мозга позво-
ночных, впервые появляющегося в эволюции
именно у миног.
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Comparative Analysis of Expression Patterns of Genes of the Noggin Family
at the Early Stages of Development of Head Structures 

of the European River Lamprey Lampetra fluviatilis
G. V. Ermakova1, A. V. Kuchryavyy2, A. G. Zaraisky1, and A. V. Bayramov1, *

1Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
Miklukho-Maklaya, 16/10, Moscow, 117997 Russia

2Severtsov Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences,
Leninsky prospect, 33, Moscow, 119071 Russia
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In the context of studying the mechanisms of early development of the nervous system of vertebrates, jawless
(cyclostomes) are a unique group of animals. Since the branches of the cyclostomes and gnathostomes were
divided at the earliest stages of vertebrate evolution, the genes of lampreys, as representatives of jawless, were
likely to retain ancient expression patterns characteristic of the ancestors of vertebrates. Previous studies of genes
in the Noggin family of gnathostomes have shown that all three vertebrate Noggin genes (Noggin1, Noggin2 and
Noggin4) differ in expression pattern and functional properties. The involvement of the Noggin genes in a
wide range of ontogenetic processes, including the early development of the forehead structures and parts of
the vertebrate brain, has been shown. In this article, we analyze the expression patterns of four Noggin genes
in the head structures of the larvae of the European river lamprey Lampetra fluviatilis at early stages of devel-
opment. The performed analysis reveals many common features in the expression patterns of the lamprey
Noggins with their homologues in gnathostomes. The NogginB gene, demonstrating a high level of expression
in telencephalon, can be used as a specific marker for this unique region of the vertebrate brain, which first
appears in evolution in cyclostomes.

Keywords: Noggin, telencephalon, cranials, cyclostomes, jawless, lampreys, vertebrates, development of the
telencephalon
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Ксенотрансплантация кожи человека животным с иммунодефицитом – одна из наиболее успеш-
ных моделей для изучения тканей человека в норме и патологии. Основным ограничением данного
подхода является размер трансплантата – в эксплантах кожи площадью более 10 × 10 мм отсутствует
нижняя часть дермы и подкожная жировая клетчатка, полнослойные ксенотрансплантаты редко
превышают размер 3 × 3 мм. В настоящем исследовании показано, что трансплантация полнослой-
ных лоскутов размером 15 × 5 мм обеспечивает успешную интеграцию и сохранение всех структур
кожи: эпидермиса, дермы, кровеносных сосудов, волосяных фолликулов, сальных и потовых желез.
Волосяные фолликулы в составе трансплантатов воспроизводят цикл физиологической регенера-
ции. Данная модель подходит для изучения регенерации волосяных фолликулов, желез, интерфол-
ликулярного эпидермиса и других структур кожи.

Ключевые слова: ксенотрансплантация, эпидермис, дерма, волосяные фолликулы, регенерация
DOI: 10.31857/S0475145021010043

ВВЕДЕНИЕ
Исследование тканей человека, в том числе

кожи, в норме и патологии затруднено по многим
причинам: ограниченное количество биологиче-
ского материала не позволяет изучать процессы в
динамике, невозможность использовать совре-
менные методы in vivo затрудняет возможность
проводить трейсерный анализ и генетические ма-
нипуляции. Ученые разработали множество био-
логических моделей in vitro, in situ и in vivo (Salgado
et al., 2017), расширяющих спектр проводимых на-
учных работ. Эксперименты по ксенотранспланта-
ции кожи человека проводятся с 1970х (Manning
et al., 1973; Reed, Manning, 1973). Подобные опера-
ции позволили выявить пролиферативный потен-
циал стволовых клеток эпидермиса (Weinstein et al.,
1984; Ghazizadeh, Taichman, 2005), исследовать ди-
намику и механизмы ранозаживления (Démarchez
et al., 1987; Shanmugam et al., 2015), подробно изу-
чить цикл волосяного фолликула (Oh et al., 2016),
а также моделировать заболевания, такие как
псориаз (Nestle et al., 2005; Di Meglio et al., 2016),
плоскоклеточная карцинома (Patel et al., 2012),
меланома (Berking et al., 2002), разные виды ало-
пеций (Sundberg et al., 1999; Keren et al., 2015; Gil-

har et al., 2015), и др. Для каждого из исследований
проводили тщательный анализ параметров транс-
плантата. Кожа человека и кожа мыши значитель-
но отличается по толщине, плотности клеток, ме-
ханизмам регенерации и т.д. (Rippa et al., 2019),
разница в этих характеристиках ограничивает
размеры трансплантата. Исследователи были вы-
нуждены конкретизировать ткань или определен-
ный клеточный тип как объект исследования,
удаляя из трансплантата остальные структуры. В
работах по изучению эпидермиса и пигментных
клеток использовали биоптаты кожи площадью
от 0.6 до 1 см2, не содержащие подкожной жиро-
вой клетчатки и ретикулярной дермы (Ghaziza-
deh, Taichman, 2005; Boyman et al., 2004). В то же
время, при изучении волосяных фолликулов пло-
щадь трансплантата составляла в среднем менее
0.3 см2 (Gilhar et al., 2015; Oh et al., 2016). Подоб-
ные модели позволяли решать определенный
спектр задач. Накопление знаний о физиологии
кожи лабораторных животных показало, что изо-
ляция определенных клеточных типов или кож-
ных дериватов приводит к потере значительного
пула данных о реципрокном взаимодействии
внутри кожи, что крайне важно в контексте изу-
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чения механизмов гомеостаза, регенерации и па-
тологических процессов (Ito et al., 2005; Lawlor,
Kaur, 2015; Roy et al., 2016; Foster et al., 2018). Разра-
ботка модели ксенотрансплантации, соответству-
ющей современным требованиям, является целью
данного пилотного исследования. Трансплантат
должен обеспечивать микроокружение, состоящее
из тканей человека и поддерживающее физиоло-
гические параметры цикла волосяных фоллику-
лов.

Кожа человека состоит из трех основных слоев:
эпидермиса, дермы и подкожной жировой клет-
чатки. Помимо этого, в коже располагаются пиг-
ментные клетки, меланоциты, иммунные клетки,
сеть капилляров и лимфатических сосудов, мы-
шечные и нервные волокна, а также множество
кожных дериватов: волосяные фолликулы, саль-
ные и потовые железы. В то время как основным
предметом исследования волосяных фолликулов
были их циклические изменения при физиологи-
ческой регенерации, интерфолликулярные участ-
ки кожи рассматривали как статичные, равно-
мерно обновляющиеся ткани. С накоплением
знаний стало очевидным взаимодействие между
фолликулярным и интерфолликулярным ком-
партментами как при поддержании гомеостаза,
так и при раневом заживлении. Цикл волосяного
фолликула состоит из фазы роста – анагена, де-
градации – катагена и покоя – телогена. У боль-
шинства млекопитающих цикл волосяных фол-
ликулов синхронизирован и ассоциирован с се-
зонными изменениями шерстяного покрова. В
течение цикла эпителиальная часть фолликула
редуцируется более чем на 50%, восстанавливаясь
в следующую фазу анагена, что обеспечивается
эпителиальными стволовыми клетками области
балдж (Myung, Ito, 2012). Интерфолликулярный
эпидермис также содержит пул эпителиальных
стволовых клеток, поддерживающих физиологи-
ческую регенерацию (Sada et al., 2016). В 2005 г.
при помощи лабораторных мышей, несущих ген
�-галактозидазы под промотором кератина 15,
специфического для стволовых клеток волосяно-
го фолликула, группа Джорджа Котсареллиса по-
казала, что стволовые клетки волосяных фолли-
кулов участвуют в процессах ранозаживления (Ito
et al., 2005). Однако, мигрируя в центр раны они
быстро дифференцируются в короткоживущие
предшественники и спустя несколько недель
элиминируются, не внося существенный вклад в
нормальный гомеостаз эпидермиса. Это было од-
ним из первых ключевых фактов, показавших
взаимодействие волосяных фолликулов с интер-
фолликулярными участками. Недавно исследо-
ватели выявили, что стволовые эпидермальные
клетки, располагающиеся в интерфолликуляр-
ном эпидермисе, имеют разную пролифератив-
ную активность в зависимости от удаления от
фолликулов. Потомство клеток, прилежащих к

воронке фолликулов, формирует клоны больше-
го размера в отличие от более удаленных. При
этом основной пик пролиферации приходится на
фазу роста волосяных фолликулов (Roy et al.,
2016). Цикл волосяных фолликулов оказывает
влияние не только на эпидермис. Кровеносные и
лимфатические сосуды дермы меняют свое рас-
положение, плотность и протяженность в зависи-
мости от стадии цикла ближайших фолликулов
(Li et al., 2019). Соответствующие гипертрофиче-
ские и гиперплазические изменения наблюдают-
ся и в жировой ткани (Foster et al., 2018). Все эти
данные были получены с использованием мо-
дельных организмов – лабораторных мышей, так
как для проведения значительной части работы
было необходимо внесение генетических моди-
фикаций, инъекции флуоресцентных трейсеров,
большой объем и стандартизация биологического
материала. Проведение подобных исследований,
по понятным причинам, на человеке невозможно,
а результаты, полученные на мышиных моделях,
требуют подтверждения. Модель ксенотрансплан-
тации позволяет решить часть этих проблем. Важ-
ным моментом является возможность изучения
поведения стволовых клеток волосяных фоллику-
лов и межфолликулярного эпидермиса человека в
условиях повреждения и последующей регенера-
ции (Oh et al., 2016). Для проведения подобных ис-
следований на коже человека требуется преодоле-
ние ограничений площади и толщины трансплан-
тата, обсужденных выше. Следует отметить, что
существенным также является выбор линии имму-
нодефицитных мышей, свойства которой могут
повлиять на интенсивность реакции отторжения и
динамику приживления трансплантата (Oh et al.,
2016). Мы провели пилотное исследование по
трансплантации полнослойных лоскутов кожи че-
ловека площадью 15 × 5 мм лабораторным мы-
шам линии NOD/SCID c иммунодефицитом и
полагаем, что данная модель может быть исполь-
зована для проведения подобных работ в области
исследований биологии кожи и ее дериватов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Трансплантация

Кожа волосистой части головы была получена
после операции по круговой подтяжке лица из
МНИОИ им. П.А. Герцена с информированного
согласия пациентов. Биоптаты промывали рас-
твором Хэнкса (ПанЭко) с добавлением 3мг/мл
гентамицина, после чего при помощи скальпеля
и изогнутых ножниц под бинокулярным контро-
лем нарезали до необходимых размеров (рис. 1).

Лабораторные мыши линии NOD/SCID были
получены из питомника Charles River, содержались
в условиях SPF с соблюдением светового режима.
Проведение эксперимента одобрено комиссией по
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контролю за содержанием и использованием лабо-
раторных животных этического комитета по клини-
ческим исследованиям РНИМУ им. Н.И. Пирогова
(номер заявки 09/2019). Животных наркотизиро-
вали внутрибрюшинным введением 2,2,2,-три-
бромэтанола (Sigma) (250 мг на кг массы тела). Для
трансплантации лоскута кожи на спине мыши
между лопаток проводили надрез длиной 1.5 см,
куда помещали трансплантат, который фиксиро-
вали хирургическими швами (шелковая нить Во-
лоть 4-0). Для трансплантации фолликулярных
юнитов на спине мыши делали несколько надре-
зов диаметром 1–2 мм, в которые помещали
трансплантат. Края раны фиксировали медицин-
ским клеем БФ-6 (Вертекс) или шовным матери-
алом. Площадь трансплантатов составляла не бо-
лее 3 мм2, поэтому использование шовных техник
при фиксации приводило к повреждению эпидер-
миса, однако позволяло надежно закрепить юниты.
При трансплантации лоскута площадь трансплан-
тата позволяла накладывать швы таким образом,

чтобы оставлять обширные участки неповрежден-
ного эпидермиса. После трансплантации, кожу че-
ловека накрывали лоскутом кожи мыши, чтобы из-
бежать высушивания (рис. 1). После операции на-
носили фиксирующий бандаж TegadermTM. Всего в
работе было использовано 3 животных в группе
кожного лоскута и 1 животное в группе фоллику-
лярных юнитов. Животных выводили из экспери-
мента на 32 и 78 сут после операции.

Получение криосрезов

Работа проводилась с использованием оборудо-
вания ЦКП ИБР им Н.К. Кольцова РАН. Образцы
трансплантатов промывали в DPBS (ПанЭко), да-
лее удаляли лишнюю влагу, затем заключали в
среду для формирования криоблоков (Tissue-Tek,
SAKURA) и замораживали сначала в парах азота,
далее окуная в жидкий азот 2–3 раза по 3–5 с.
Криоблоки хранили при –70°С. С помощью
криостата (Microm HM 525, Thermo Scientific) по-

Рис. 1. Трансплантация юнитов и лоскута кожи человека. Схема операции и внешний вид.
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лучали срезы толщиной 7–9 мкм. Полученные
срезы высушивали при комнатной температуре в
течение суток. Далее срезы хранили при –70°C или
проводили гистологическое и иммуногистохими-
ческое исследование. Предварительно срезы фик-
сировали в растворе 4% параформальдегида (Sig-
ma) в течение 10 мин, далее промывали 3 раза по
5 мин DPBS и проводили анализ.

Гистологическое исследование
Для морфологического анализа срезы окра-

шивали гематоксилин-эозином (BioVitrum) по
стандартному протоколу и заключали в витро-
гель (BioVitrum).

Иммуногистохимическое исследование
Срезы инкубировали с первичными антитела-

ми, разведенными в блокирующем растворе
(DPBS, 5% ЭТС (HyClone), 0.3% TRITON X-100
(Sigma)) во влажной камере при 4°С в течение 12–
14 ч. Далее применяли вторичные антитела, конъ-
югированные с флуорофорами или с пероксида-
зой хрена (ImmPRESS® HRP Horse Anti-Rabbit
IgG Polymer Detection Kit, Peroxidase MP-7401 и
ImmPACT® VIP Substrate, Peroxidase (HRP)
SK-4605) по стандартному протоколу. Срезы с
соответствующими вторичными флуоресцентны-
ми антителами инкубировали в течение 1 ч при
комнатной температуре. Ядра клеток докрашивали
DAPI. Съемку гистологических препаратов осу-
ществляли на микроскопе Keyence BZ-9000.

Список использованных в работе антител
Первичные антитела: Anti-Keratin 10 (Santa

Cruz Biotechnology, sc23877); anti-Keratin 14 (Ab-
cam, ab181595); anti-Ki67 (Abcam, ab16667); Anti-
Nuclei Antibody, clone 235-1 (Millipore MAB 1281);
CD 31 (Abcam, ab28364). Вторичные антитела:
Alexa Fluor 488 и Alexa Fluor 594 (Invitrogen).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Модель полнослойной ксенотрансплантации

Были проведены два типа операционных вме-
шательств – ксенотрансплантация фолликуляр-
ных юнитов и кожных лоскутов. Фолликулярные
юниты являются наиболее распространенной мо-
делью при изучении цикла волосяных фоллику-
лов (Gilhar et al., 2015; Oh et al., 2016), они пред-
ставляют собой несколько волосяных фоллику-
лов с близлежащими устьями, с минимальным
количеством окружающих тканей. Лоскуты кожи
имели площадь 15 × 5 мм, содержали около 20 во-
лосяных фолликулов (рис. 1). Обе модели содер-
жали дерму и подкожную жировую клетчатку, в
которую были погружены волосяные луковицы.

Первый забор материала проводили на 32 сут
после операционного вмешательства. Из 6 транс-
плантированных юнитов на животном сохрани-
лось 2, которые изначально были зафиксированы
шовным материалом. Лоскут кожи человека со-
хранился и интегрировался в кожу животного, на
его поверхности наблюдали волосяные стержни
(рис. 1). Таким образом, сама процедура транс-
плантации лоскута не является более трудоемкой,
в сравнении с общепринятой моделью – фолли-
кулярными юнитами. В дальнейшей работе мы
сосредоточились именно на изучении и описании
морфологии лоскута кожи.

Морфология трансплантированного
лоскута кожи человека

Материал фиксировали на 32 и 78 сут после
трансплантации. Для детекции тканей трансплан-
тата использовали антиген против ядер человека
(Human Nuclei). Полученные изображения позво-
лили определить характерные признаки транс-
плантата, которые мы в дальнейшем смогли ис-
пользовать и в других окрашиваниях: утолщенный
эпидермис, крупный размер волосяных фоллику-
лов, рыхлая дермальная ткань (рис. 2).

Окрашивание гематоксилин-эозином показа-
ло полную интеграцию кожи человека в кожу мы-
ши (рис. 3). На 32 сут по краям трансплантата на-
блюдаются эпителиальные валики, причиной по-
явления которых может быть как регенерация
эпидермиса человека, так и послеоперационные
швы. На препаратах заметны волосяные фолли-
кулы человека, по размерам значительно превы-
шающие фолликулы мыши. Стоит отметить хо-
рошую сохранность дермальной ткани и подкож-
ной жировой клетчатки. На 32 сут дерма выглядит
гомогенно, к 78 сут наблюдается разделение на
более плотную папиллярную и рыхлую ретику-
лярную дерму (рис. 3).

Выявление маркера эндотелия сосудов CD31
показало хорошую васкуляризацию транспланта-
тов на исследуемых сроках (рис. 4). Это свиде-
тельствует об отсутствии очагов некроза в центре
биоптата. В трансплантате частые мелкие сосуды,
видимые на 32 сут, сменяются на редкие оформ-
ленные на 78 сут.

Процесс приживления трансплантата можно
рассматривать в контексте регенерации кожных
ран. Заживление кожи мыши и кожи человека от-
личается. Кожа мыши в большей степени подвер-
гается процессу контракции (стягивания), что со-
кращает площадь раны и ускоряет процесс зажив-
ления. Однако в целом, ранозаживление проходит
следующие стадии: стадия воспаления (миграция
макрофагов и гранулоцитов), стадия пролифера-
ции (образование грануляционной ткани, ми-
грация фибробластов и эндотелиальных клеток,
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замещение воспалительных клеток на противо-
воспалительные) и стадия ремоделинга (сжатие
грануляционной ткани миофибробластами, ре-
активация миофибробластов, апоптоз, синтез и
реорганизация внеклеточного матрикса фибробла-
стами) (Zomer, Trentin, 2018). На 32 сут мы наблюда-
ем активную пролиферацию ткани трансплантата,
сеть мелких сосудов в дерме, эпидермальные вали-
ки на стыке трансплантата с кожей реципиента,
что напоминает стадию пролиферации при ра-
нозаживлении. На 78 сут отмечается общее сниже-
ние пролиферации и отсутствие фиброзной ткани,
наличие папиллярной и ретикулярной дермы, что
позволяет предполагать, что стадия ремоделинга
дермы (в терминах ранозаживления) завершилась.
Волосяные фолликулы поддерживают цикл физио-
логической регенерации после трансплантации.

Ранее было показано, что при трансплантации
небольших панч-биоптатов и фолликулярных
юнитов животным с иммунодефицитом волося-
ные фолликулы в коже человека синхронизируют
свой цикл, вступая в фазу деградации (Gilhar et al.,
2013; Oh et al., 2016). Середина катагена приходит-
ся на 18 сут после трансплантации, на 33 сут фол-
ликулы находятся на переходной стадии, стадия ка-
тагена завершается и фолликулы вступают в фазу
роста, достигая ее середины к 47 сут. К 90-м суткам
фолликулы достигают финальной стадии развития
и максимального размера (Oh et al., 2016).

Морфологию волосяных фолликулов исследо-
вали при помощи окрашивания на кератин 14,
маркер фолликулярных эпителиальных клеток и
кератиноцитов базального слоя эпидермиса. В
качестве контрольного образца мы использовали

Рис. 2. Детекция ксенотрансплантата. Иммуногистохимия. Флуоресцентная микроскопия. Масштабный отрезок –
200 мкм. Пунктирной линией обозначены границы трансплантата. * – автофлуореценция эпидермиса мыши.
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Рис. 3. Морфология трансплантата кожного лоскута человека. Гематоксилин-эозин. Световая микроскопия. Мас-
штабный отрезок 200 мкм. * – волосяные фолликулы. Черным цветом обозначены структуры кожи человека, белым –
кожи мыши. Фигурная скобка отмечает границы трансплантата.
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интактную кожу человека (рис. 5). На 32 сут после
трансплантации фолликулы соответствуют ста-
дии позднего катагена: размер фолликула сокра-
щен более чем в 2 раза, в фолликуле отсутствует
выраженная луковица с клетками герминативного
матрикса, редуцированная эпителиальная часть
волосяного фолликула связана с мезенхимным ре-
гуляторным центром, дермальной папиллой, тон-
ким столбиком эпителиальных клеток. Вокруг
фолликула не наблюдается сальных желез. К 78 сут
фолликулы значительно увеличиваются в разме-
рах за счет прогрессивного роста. В них наблюда-
ется сформированная луковица, в которую погру-
жена дермальная папилла, присутствуют сальные
железы и формирующийся стержень волоса.
Морфологически стадия развития таких фолли-
кулов может быть охарактеризована как анаген V.

Стадию развития фолликулов можно косвен-
но подтвердить при помощи детекции маркеров
пролиферации. Количество пролиферирующих
клеток волосяного фолликула значительно воз-
растает в фазу роста. Наши результаты показыва-
ют, что в фолликулах на 32 сут после трансплан-
тации маркер пролиферирующих клеток Ki67 вы-
является лишь в отдельных ядрах, в то время как
на 78 сут наблюдается активное деление клеток в
луковице волоса (рис. 6). Также на 78 сут в транс-
плантате впервые обнаруживаются потовые желе-
зы (рис. 6). Полученные результаты свидетельству-
ют о соответствии цикла волосяных фолликулов,
описанному в подробном руководстве, получен-
ном с использованием фолликулярных юнитов (Oh
et al., 2016).

Регенерация трансплантата
Для оценки степени регенерации и приживле-

ния трансплантатов измерили уровень пролифе-
рации в эпидермисе и дерме интерфолликуляр-
ных участков трансплантированной кожи челове-
ка. В качестве контроля использовали интактный
биоптат кожи человека (рис. 7). Визуально можно
отметить значительное уменьшение количества
пролиферирующих ядер как в эпидермисе, так и в
дерме на 78 сут в сравнении с 32 сут после операции.

Для количественной оценки пролиферации
измерили количество пролиферирующих клеток
на 1 мм эпидермиса и 1 мм2 дермы (рис. 8). Уро-
вень пролиферации как в дерме, так и в эпидер-
мисе к 78 сут снижается более чем в 2 раза. Про-
лиферация клеток дермы практически достигает
уровня интактной кожи, в то время как в эпидер-
мисе даже на 78 сут сохраняется достаточно высо-
кой. Таким образом, на 32 сут трансплантат нахо-
дится в состоянии активной регенерации, кото-
рая постепенно замедляется к 78 сут. Полученные
данные показывают, что реконструкция дермы на
78 сут завершается, и ее гомеостаз устанавливает-
ся, по-видимому, раньше эпидермиса, который к
этому сроку еще активно пролиферирует.

Структура интерфолликулярного эпидермиса
Эпидермис человека обладает слоистой струк-

турой: на базальной мембране располагается гер-
минативный слой, маркером которого являются
кератины 5 и 14. Базальные клетки при делении
формируют шиповатый слой, клетки которого по-
степенно дифференцируются, теряя экспрессию
кератинов 5/14. Специализированными маркера-
ми шиповатого слоя являются кератины 1 и 10.

Рис. 4. Васкуляризация ксенотрансплантата. CD31 – положительные сосуды окрашены в фиолетовый цвет. Световая
микроскопия. Масштабный отрезок 200 мкм. * – волосяные фолликулы. В выносках в белой рамке располагаются
увеличенные фрагменты среза.
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Толщина и соотношение слоев эпидермиса явля-
ются важнейшей характеристикой его физиоло-
гического состояния.

Произвели анализ строения эпидермиса в
трансплантатах на исследуемых сроках. На 32 сут
наблюдали наиболее радикальные отличия от ин-
тактной кожи человека, в эпидермисе отсутство-
вала экспрессия маркера шиповатого слоя, кера-
тина 10. К 78 суткам выявлялось стойкое положи-
тельное окрашивание данного маркера (рис. 9).

Количественно оценили толщину кератин 14 и
кератин 10 положительных слоев (рис. 10). Ре-
зультаты подсчета показали значительное утолще-
ние кератин 14 положительного слоя в трансплан-
татах на исследуемых сроках. Толщина шиповатого
слоя (кератин 10+) на 78 сут также значительно пре-
вышала значение, полученное для интактной кожи
человека.

Другой важнейшей характеристикой является
структура контакта между эпидермисом и дермой

Рис. 5. Морфология волосяных фолликулов. Иммуногистохимия в сочетании с флуоресцентной микроскопией. Мас-
штабный отрезок 200 мкм. Зеленое окрашивание – кератин 10, красное окрашивание – кератин 14. Ядра докрашены
DAPI. Размер фотографий пропорционален размеру волосяных фолликулов. # – сальная железа. Стрелками указано
расположение дермальной папиллы.
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Рис. 7. Пролиферация эпидермиса и дермы в интерфолликулярных участках кожи человека. Иммуногистохимия в со-
четании с флуоресцентной микроскопией. Масштабный отрезок 200 мкм. Зеленое окрашивание – Human Nuclei,
красное окрашивание – Ki67. Ядра докрашены DAPI. Пунктирной линией обозначена граница эпидермиса.
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Рис. 8. Количество пролиферирующих клеток в коже человека. Доверительный интервал – ошибка среднего. * – ста-
тистически значимый результат при р � 0.05, Mann–Whitney U test.
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Рис. 9. Анализ экспрессии маркеров базального и шиповатого слоя эпидермиса в интерфолликулярных участках кожи
человека. Иммуногистохимия в сочетании с флуоресцентной микроскопией. Масштабный отрезок 200 мкм. Зеленое
окрашивание – кератин 10, красное окрашивание – кератин 14. Ядра докрашены DAPI.
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Папиллярный слой дермы кожи человека форми-
рует специализированные сосочки, между кото-
рыми наблюдается утолщение эпидермиса в виде
гребней. Оценили количество подобных интер-
дигитаций на разных сроках трансплантации и
сравнили полученный результат с интактной ко-
жей человека. Полученные данные свидетель-
ствуют о недоразвитости эпидермальных гребней
на всех исследуемых сроках после транспланта-
ции. На 32 сут подобные интердигитации отсут-
ствуют. На 78 сут эпидермальные гребни обнару-
живаются, однако их значительно меньше чем в
интактной коже (рис. 10).

На конечной точке наблюдений (78 сут) ряд
объективных критериев: обособление папилляр-
ной и ретикулярной дермы; появление эпидер-
мальных гребней; восстановление сальных и по-
товых желез; вступление волосяных фолликулов
в фазу активного роста; уменьшение уровня про-
лиферации клеток трансплантата в общем (про-
лиферация в дерме достигает уровня контроля) и
формирование зрелой сосудистой сети (плотная
сеть мелких сосудов замещается оформленными
крупными сосудами); место контакта эпидермиса
реципиента и донора приобретает непрерывную
структуру без видимой области гиперпролифера-
ции и/или инвагинации позволяет предполагать
завершение процесса ремоделирования и достиже-
ние начальной фазы гомеостаза кожи. Следует от-
метить, что становление структуры дермы на 78 сут
завершается, но интерфолликулярному эпидерми-

су, вероятно, требуется более длительное время для
достижения уровня пролиферации, близкого к ин-
тактной коже. Поддержание стабильного гомеоста-
за требует дополнительного экспериментального
подтверждения. Определение физиологического
состояния трансплантата необходимо для планиро-
вания дальнейших экспериментов. На сроке 78 сут
после трансплантации еще рано проводить иссле-
дования, затрагивающие процессы, происходя-
щие в здоровой коже. Определение характера
приживления может быть интересной темой для
дальнейших исследований.

Данная модель позволит исследовать финаль-
ные механизмы регенерации, такие как страти-
фикация дермы (рис. 3), восстановление сальных
и потовых желез (рис. 5 и 6), а также вовлеченность
стволовых клеток волосяного фолликула области
балдж в регенерацию эпидермиса. Дальнейшие ис-
следования по увеличению размера трансплантата,
анализу динамики его приживления и достижения
гомеостаза могут позволить изучать процессы ра-
нозаживления и формирование гипертрофических
рубцов, характерных для кожи человека (Zhu et al.,
2016; Alrobaiea et al., 2016).

В целом мы надеемся, что описанная модель
гуманизированной кожи позволит преодолеть те-
кущие ограничения в изучении цикла волосяного
фолликула человека, интерфолликулярного эпи-
дермиса, дермы и подкожной жировой клетчатки
кожи человека.

Рис. 10. Количественные параметры эпидермиса ксенотрансплантата. Доверительный интервал – ошибка среднего.
Правый и средний график – толщина кератин 14 и кератин 10 положительных слоев эпидермиса. Левый график – ко-
личество эпидермальных гребней на 1 мм трансплантата. * – статистически значимый результат при р � 0.05, Mann–
Whitney U test.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Описанная модель трансплантации полно-

слойного лоскута кожи человека позволяет сохра-
нить все структуры: эпидермис, дерму и подкож-
ную жировую клетчатку, а также производные ко-
жи – волосяные фолликулы, сальные и потовые
железы. Данная модель на сроках до 78 сут позво-
ляет исследовать инициацию цикла волосяного
фолликула и механизмы регенерации дермы и
эпидермиса. Вероятно, определенное влияние на
состояние трансплантата в ходе приживления
оказывает и динамика химеризма, т.е. соотноше-
ние клеточных компонентов реципиента и доно-
ра, что представляется интересным для будущих
исследований. Тенденции скорости регенерации
трансплантата позволяют предположить, что на
сроках более 90 сут, когда волосяные фолликулы
достигнут максимальной стадии развития, дан-
ный способ трансплантации может быть приго-
ден для моделирования процессов, протекающих
в здоровой коже человека.
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Full-Thickness Human Skin Strips Xenotransplantation – a Model for Studying Skin 
Regeneration and Hair Follicles Cycling

E. P. Kalabusheva1, *, A. L. Rippa1, A. A. Tsitrina1, А. Pinto2, A. V. Terskikh2,
E. S. Chermnykh1, and E. A. Vorotelyak1

1Koltzov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 26, Moscow, 119334 Russia
2Sanford Burnham Prebys Medical Discovery Institute, La Jolla, CA 92037 USA

*e-mail: Kalabusheva.e@gmail.com

Xenotransplantation of human skin onto animals with immunodeficiency is one of the most successful mod-
els for studying human tissues in normal and pathological conditions. The main limitation of this approach
is the size of the graft – skin explants more than 10 × 10 mm lose the lower part of the dermis and subcuta-
neous fat, full-thickness xenografts rarely exceed size 3 × 3 mm. We found that transplantation of 15 × 5 mm
full-thickness skin grafts provides successful integration and preservation of all structures: epidermis, dermis,
blood vessels, hair follicles, sebaceous and sweat glands. The grafted hair follicles maintain the cycle of phys-
iological regeneration. This model is suitable for studying regeneration of both hair follicles, glands, interfol-
licular epidermis and other skin structures.

Keywords: xenotransplantation, epidermis, dermis, hair follicles, regeneration
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Регуляция миграции молодых нейронов в коре головного мозга в процессе эмбрионального разви-
тия – один из самых важных, но малоизученных процессов, от которого зависит правильное фор-
мирование нейронных сетей и развитие когнитивных функций. Мутации гена рецептора урокиназы
(uPAR) у мышей приводят к спонтанным судорогам, а у человека полиморфизмы гена PLAUR, ко-
дирующего uPAR, ассоциированы с расстройствами аутистического спектра. Нами было исследо-
вано влияние гиперэкспрессии гена uPAR на стимуляцию радиальной миграции нейронов в коре
головного мозга в эмбриогенезе мышей. Была проведена оценка числа нейронов, мигрирующих из
вентрикулярной зоны пролиферирующих предшественников в наружные слои коры головного
мозга. Обнаружено, что гиперэкспрессия uPAR существенно стимулирует радиальную миграцию
нейронов в дифференцирующуюся кору. Эти данные впервые показывают uPAR-зависимую регу-
ляцию миграции нейронов в эмбриональном развитии коры головного мозга. Дальнейшее изучение
роли uPAR в регуляции траектории миграции нейрональных предшественников позволит продви-
нуть наше понимание механизмов формирования головного мозга в норме и при патологии.

Ключевые слова: урокиназная система, урокиназный рецептор, миграция нейронов, эмбриогенез го-
ловного мозга, in utero электропорация
DOI: 10.31857/S0475145021010067

ВВЕДЕНИЕ
Нейрогенез является многоступенчатым про-

цессом, который начинается с образования ней-
ральных прогениторных клеток (нейральных ство-
ловых клеток), и, проходя стадии пролиферации,
направленной миграции, дифференцировки, за-
канчивается формированием зрелого нейрона
(Sauvageot, Stiles, 2002; Stiles, Jernigan, 2010). На на-
стоящий момент выделяется два основных на-
правления миграции нейрональных предше-
ственников при развитии коры головного мозга:
радиальная миграция из субвентрикулярной зо-
ны наружу к кортикальной пластинке по каркасу
радиальных глиальных клеток и тангенциальная

миграция, характерная для ГАМК-интернейро-
нов, проходящая преимущественно из ганглио-
нарного бугорка тангенциально к кортикальной
пластинке (Miyazaki et al., 2016). Регуляция ми-
грации нейронов и их предшественников в разви-
вающемся головном мозге – один из самых слож-
ных молекулярных процессов, от точности и ко-
ординирования которого зависит дальнейшее
функционирование нервной системы и организ-
ма в целом (Huang, 2009; Valiente, Marín, 2010;
Miyazaki et al., 2016).

Урокиназная система является важным регуля-
тором направленной клеточной миграции. Много-
численными исследованиями подтверждается и
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продолжает изучаться важная роль урокиназной
системы в нервной ткани в периоды ее развития,
регенерации и патологической деформации (Се-
мина и др., 2016; Шмакова и др., 2019). Урокиназ-
ная система состоит из активатора плазминогена
урокиназного типа (урокиназа, uPA) и еe рецеп-
тора (uPAR). uPA является сериновой протеазой,
которая расщепляет плазминоген до активного
плазмина, что стимулирует протеолиз внеклеточ-
ного матрикса, а взаимодействие uPA с рецепто-
ром uPAR увеличивает ее каталитическую актив-
ность, локализует протеолиз непосредственно
рядом с клеткой, в том числе при еe миграции по
градиенту хемоаттрактантов, одним из которых
является лиганд uPAR урокиназа, а также может
запускать передачу внутриклеточного сигнала
(Blasi, Carmeliet, 2002; Smith, Marshall, 2010). Ак-
тивация внутриклеточной сигнализации может
осуществляться за счeт латерального взаимодей-
ствия uPAR с мембранными рецепторами: инте-
гринами, белками эндоцитоза, рецепторными ти-
розинкиназами и др. (Eden et al., 2011). Кроме то-
го, растворимая форма uPAR сама по себе может
быть хемокином, регулирующим клеточный сиг-
налинг и миграцию (Klimovich, Semina, 2020).

Вовлечение урокиназной системы в различные
патологические и физиологические процессы в
нервной системе подтверждается изменением экс-
прессии и активности ее компонентов при травмах
и заболеваниях нервной системы (Bruneau, Szepe-
towski, 2011; Merino et al., 2017; Pitkänen et al., 2014;
Semina et al., 2016); изучением роли нокаута, блоки-
рования или экзогенного введения компонентов
урокиназной системы на животных и изолирован-
ных тканях (Powell et al., 2001, 2003; Levitt, 2005;
Semina et al., 2016; Klimovich et al., 2020; Klimovich,
Semina, 2020); обнаружением взаимосвязи между
полиморфизмами генов компонентов урокиназной
системы и различными неврологическими патоло-
гиями у людей (Roll et al., 2006; Campbell et al.,
2008; Zandifar et al., 2014). Однако во многом роль
и механизмы действия урокиназной системы в
развивающейся и зрелой нервной системе оста-
ются малоизученными.

Возможно, ввиду более широкого спектра лате-
ральных партнeров и разнообразия механизмов ре-
ализации сигнальных эффектов (Шмакова и др.,
2020), именно рецептор uPAR, а не урокиназа, иг-
рает основную роль в урокиназной системе как
регулятор критических процессов в нервной тка-
ни. Этому существует несколько подтверждений.
На модели травмы периферического нерва у мы-
шей отсутствие гена Plaur (кодирует uPAR), но не
Plau (кодирует uPA), существенно замедляет реге-
нерацию нерва, что говорит о том, что более кри-
тичным для роста и регенерации нервов служит
способность uPAR латерально взаимодействовать
с мембранными лигандами (Klimovich et al.,
2020). На модели острых генерализованных судо-

рог у мышей нами было обнаружено, что uPAR, но
не uPA, является непосредственно ранним геном,
индуцируемым в короткие сроки при активации
нейронов в разных областях головного мозга, и
это не зависит от дополнительного синтеза белка
de novo (Shmakova et al., 2019). Такой быстрый и
универсальный ответ подтверждает важную роль
uPAR в регуляции нейронального ответа на воз-
буждение и/или повреждение. Наконец, нокаут
по гену Plaur (Powell et al., 2001, 2003; Levitt, 2005;
Ndode-Ekane, Pitkänen, 2013; Bolkvadze et al.,
2016), но не по гену Plau (Lahtinen et al., 2010;
Bolkvadze et al., 2015), вызывает у животных под-
верженность судорогам, более тяжелое течение
индуцированных судорог и усиление нейродеге-
неративных процессов.

Изучение фенотипа нокаута гена Plaur у мышей
указало на его важную роль в развитии головного
мозга. Было обнаружено, что нокаут Plaur у мышей
приводит к потере почти половины парвальбумин-
содержащих ГАМК-интернейронов в коре голов-
ного мозга (Powell et al., 2003; Eagleson et al., 2005).
Вероятно, одной из множества функций uPAR яв-
ляется регулирование направленной миграции
нейронов в процессе эмбрионального развития.
Однако, Eagleson et al. высказали предположение
о том, что поскольку нейроны утрачивались пост-
натально, uPAR скорее вовлечен в регуляцию их
созревания и выживаемости (Eagleson et al., 2005,
2011). В связи с тем, что модель традиционного
нокаута гена имеет ограничения и не всегда ука-
зывает на прямое действие определенного белка
(Eisener-Dorman et al., 2009), мы решили исследо-
вать напрямую, как экспрессия uPAR в эмбрио-
нальном периоде влияет на миграцию нейронов.
Для изучения этой роли был использован метод
in utero электропорации плазмидой для гиперэкс-
прессии uPAR.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа с лабораторными животными

Для получения образцов эмбрионального моз-
га мыши использовали мышей линии NMRI.
Мыши данной линии отличаются сравнительно
большим (в среднем 18) числом эмбрионов при
беременности, что делает их удобным объектом
для исследований процессов, связанных с эмбри-
ональным и ранним постнатальным развитием
(Rose et al., 2012). Эксперименты по получению
датированной беременности и внутриматочной
электропорации проводили в клинике Шарите,
г. Берлин, Германия (Institute of Cell Biology and
Neurobiology, Charité, Universitätsmedizin Berlin),
конфокальную флуоресцентную микроскопию и
анализ изображений проводили в МГУ имени
М.В. Ломоносова и ФГБУ НМИЦ Кардиологии,
г. Москва, Россия. Манипуляции с животными
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проводили в соответствии с Директивой Евро-
пейского парламента и Совета Европейского Со-
юза 2010/63/ЕС от 22.09.2010 г. о защите живот-
ных, использующихся для научных целей. Всего в
эксперименте было использовано 8 самок и 100
эмбрионов, у каждой самки эмбрионы примерно
поровну распределялись на эксперимент и кон-
троль (46 контроль, 53 эксперимент). Для наркоза
использовали ингаляционный наркоз изофлуран
(isoflurane IsoFlo®, USP, 0.1 мг/кг).

Работа с культурой линейных клеток Neuro2A

В работе была использована линия нейробла-
стомы мыши Neuro2A (ATCC® CCL-131™).
Клетки культивировали в среде DMEM (Hyclone),
10% фетальной бычей сыворотки, 1× MEM раствор
незаменимых аминокислот, 1× раствор антибиоти-
ка-антимикотика (все от Gibco), 5% СО2, 37°С.
Клетки высевали в концентрации 1 × 105 клеток/мл.
Трансфекцию клеток Neuro2A плазмидами про-
водили по протоколу Lipofectamine2000 (Life
Technologies).

Создание плазмиды для гиперэкспрессии uPAR

Для изучения роли uPAR в миграции нейронов
была создана плазмидная конструкция, позволя-
ющая создать гиперэкспрессию uPAR в нейраль-
ных стволовых клетках, которые далее дифферен-
цируются в нейроны и мигрируют в различные
слои коры головного мозга. Для этого использо-
вали последовательность кДНК uPAR мыши
(NM_011113.4), которая была получена из клеток
Neuro2A (ATCC®CCL-131™) путем выделения
тотальной РНК (RNeasy® Mini Kit, Qiagen, Гер-
мания), обратной транскрипции (RevertAid H Mi-
nus First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas) и
амплификации с использованием специфиче-

ских праймеров 5'-ACCATGGGACTCCCAAGG-
CGGC-3' (прямой) и 5'-TCAGGTCCAGAGGAG-
GACGCCCCATAG-3' (обратный). Последова-
тельность кДНК была клонирована в плазмиду
phCMV1 по сайтам рестрикции HindIII-HF и
EcoRI. Последовательность вставки кДНК uPAR
и ориентация была подтверждена секвенирова-
нием (Евроген) с использованием праймеров
5'-GAGTGACGTAAGTACCGCCT-3' (прямой),
5'-AACACTGGAAGCCATTCGGT-3' (обратный),
5'-TCCAGAGCACAGAAAGGAGC-3' (прямой)
(Евроген). Далее последовательность кДНК uPAR
была переклонирована в плазмиду pCAGIG (Ad-
dgene) по сайтам XbaI и NotI. Данная плазмида
также содержит ген GFP (Matsuda, Cepko, 2004) в
качестве репортерного гена для экспрессии бици-
стронной мРНК, кодирующей uPAR и GFP. При
клонировании в плазмиду pCAGIG к кДНК uPAR
были добавлены сайты рестрикции, по которым
требовалось провести клонирование (рестриктазы
XbaI и NotI), а также последовательность Козак
для увеличения стабильности мРНК и экспрес-
сии белка uPAR. Последовательности праймеров,
использованных для переклонирования кДНК
uPAR из исходной плазмиды – 5'-GAATTCACCAT-
GGGACTCCCAAGGCGGCTGCT-3' (прямой) и
5'-GCGGCCGCTCAGGTCCAGAGGAGGACG-
CCC-3' (обратный). Анализ полученной плазмиды
pCAGIG-uPAR проводили методом рестрикцион-
ного анализа с использованием рестриктаз АраI,
BamHI, а также методом секвенирования с исполь-
зованием праймеров с последовательностями
5'-GCCTCTGCTAACCATGTTCAT-3' (прямой) и
5'-GCTTCGGCCAGTAACGTTAG-3' (обратный).
В качестве контроля использовали плазмиду
pCAGIG, кодирующую только GFP. На рис. 1
представлен рестрикционный анализ полученной
плазмиды со вставкой uPAR и контрольной плаз-
миды.

Рис. 1. Рестрикционный анализ плазмиды pCAGIG-uPAR и контрольной плазмиды pCAGIG. Рестриктаза ApaI рас-
щепляет контрольную плазмиду на фрагменты ~5000 и ~1000 п.о. и плазмиду со вставкой uPAR на фрагменты ~5000 и
~2400 п.о.; рестриктаза BamHI расщепляет контрольную плазмиду на фрагменты ~5600 и ~400 п.о. и плазмиду со
вставкой uPAR на фрагменты ~7000 и ~400 п.о.
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Внутриматочная электропорация нейронов 
головного мозга эмбрионов in vivo плазмидой

для гиперэкспрессии uPAR и иммунофлуо-
ресцентная микроскопия

Метод внутриматочной электропорации (in utero
electroporation) – метод изменения экспрессии
генов путем введения плазмид в развивающийся
мозг эмбриона in vivo (dal Maschio et al., 2012). Да-
тируемую беременность получали ссаживанием
2–3 самок с одним самцом на трое суток; далее
самок, имеющих вагинальные пробки, отсажива-
ли. День спаривания определяли как E0.5. О на-
личии беременности судили по прибавке в весе в
течение первых 10 дней.

В данном эксперименте использовали самок
датированной беременности сроком Е15.5, на ко-
тором часть клеток предшественников нейронов
головного мозга выходят из митотического цикла
и начинают мигрировать из субвентрикулярной
зоны в сторону кортикальной пластинки (Dwyer
et al., 2016). На этом сроке вентрикулярная зона
коры головного мозга содержит преимущественно
предшественники нейронов верхних слоев коры
головного мозга (II–IV), таким образом, данный
подход позволяет трансфицировать избирательно
нейроны этих слоeв. Беременных самок анестези-
ровали, в асептических условиях визуализировали
эмбрионы в матке, далее стерильную плазмидную
ДНК (pCAGIG-uPAR или pCAGIG, 0.5 мкг/мкл)
вводили в боковые желудочки эмбрионального
мозга, проводили электропорацию плазмидами,
после чего рану зашивали и эмбрионы продолжа-
ли свое развитие в условиях in vivo (рис. 2). Элек-

тропорация 3-мм электродом состояла из 6 им-
пульсов по 50 V в течение 40 мс с промежутками
между импульсами 950 мс.

На сроке E17.5 самки были летально анестези-
рованы, эмбрионы выделены, головной мозг изо-
лирован (рис. 2). Далее образцы инкубировали
при 4°C в 4% растворе параформальдегида в тече-
ние ночи, затем в 15% растворе сахарозы в тече-
ние 6–8 ч, после чего в 30% растворе сахарозы в
течение ночи. Приготовление срезов толщиной
50 мкм осуществляли на криотоме Leica CM1850
UV. Срезы монтировали на предметные стeкла и
окрашивали антителами кролика GFP и вторич-
ными антителами, мечеными Alexa Fluor 488, а так-
же ядерным красителем DRAQ5. Иммунофлуорес-
центную съемку образцов осуществляли с помо-
щью конфокального микроскопа (Leica SP5) при
возбуждении 488 нм для детекции GFP и при воз-
буждении 647 нм для детекции DRAQ5. Получен-
ные изображения анализировали с помощью
программы ImageJ (США) и алгоритма на языке
программирования R-3.6.0, разработанного на-
ми, позволяющего в автоматическим режиме
определять число зеленых клеток в выбранных
областях поля зрения (RStudio 1.2.1335, США).
Для анализа были отобраны образцы с выражен-
ной различимой флуоресценцией GFP: 15 эм-
брионов от трeх разных самок (9 эмбрионов для
pCAGIG-uPAR и 6 эмбрионов для pCAGIG), все-
го проанализировано 82 изображения срезов го-
ловного мозга (44 для pCAGIG-uPAR и 38 для
контроля).

Рис. 2. In utero трансфекция нейрональных предшественников эмбриона мыши. Датируемую беременность запускали
ссаживанием самок с самцом на трое суток. На сроке E15.5 беременных самок анестезировали, в асептических усло-
виях проводили извлечение рога матки, визуализировали эмбрионы в матке. Далее стерильную плазмидную ДНК вво-
дили в боковые желудочки эмбрионального мозга, проводили электропорацию, после чего рану зашивали и эмбрионы
продолжали свое развитие в условиях in vivo. На сроке E17.5 самок летально анестезировали, выделяли эмбрионы и
изолировали головной мозг. Для визуализации клеток, экспрессирующих плазмиду с GFP, проводили иммунофлуо-
ресцентную съемку образцов с помощью широкопольного микроскопа с последующей конфокальной микроскопией.
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Иммунофлуоресцентное окрашивание
Neuro2A клеток

Клетки Neuro2A высевали в лунки системы
Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ в низкой кон-
центрации (2 × 104/мл) в полной ростовой среде.
24 ч спустя клетки последовательно фиксировали
в 4% растворе формальдегида и обрабатывали
10% раствором сыворотки донора вторых антител
для блокирования неспецифического окрашива-
ния. Далее образцы последовательно инкубиро-
вали с первичными антителами анти-uPAR мыши
(1 : 100, MAB531, RD Systems) или c неиммунны-
ми IgG в качестве контроля специфичности окра-
шивания, затем со вторичными антителами (1 : 500,
AlexaFluor®594, Invitrogen), промывая раствором
Хэнкса. Ядра окрашены DAPI. Иммунофлуорес-
центную съемку образцов осуществляли с помо-
щью конфокального микроскопа (Leica SP5) при
возбуждении 405 нм для детекции DAPI, 488 нм
для детекции GFP и 594 нм для детекции uPAR.

Статистическая обработка данных

Данные анализировали с использованием
программного обеспечения GraphPad Prism 8
(GraphPad software Inc., США). Непарный t-тест
Student использовался для сравнения между дву-
мя группами. Различия между несколькими груп-
пами определялись с помощью 2-way ANOVA,
попарные сравнения проводили с использовани-
ем post hoc теста Sidak. Данные представлены как
среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM).
Критический уровень значимости принимали
равным р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Подтверждение гиперэкспрессии uPAR

на поверхности клеток при использовании 
плазмиды pCAGIG-uPAR

Для доказательства гиперэкспрессии uPAR на
поверхности клеток при трансфекции их плазми-
дой pCAGIG-uPAR, были использованы клетки
мышиной нейробластомы Neuro2A, которые пред-
ставляют собой линию опухолевых клеток нейраль-
ного происхождения (симпатоадреналовый пред-
шественник симпатических нейронов). Используя
иммунофлуоресцентное окрашивание, мы показа-
ли, что трансфекция плазмидой pCAGIG-uPAR
клеток Neuro2A уже через 24 часа значительно
увеличивает экспрессию белка uPAR на мембране
GFP-положительных клеток (рис. 2а). При этом,
в клетках, трансфицированных контрольной плаз-
мидой pCAGIG, также обнаруживалась экспрессия
uPAR, но на более низком уровне (рис. 3а). Специ-
фичность окрашивания была подтверждена c ис-
пользованием неиммунных IgG антител (рис. 3б).
Совмещенное трeхмерное изображение клеток

Neuro2A c гиперэкспрессией uPAR подтвердило
мембранное расположение рецептора, в том числе
его кластеризацию по краю ламеллоподий, что ука-
зывает на его функциональность и подтверждает
его важную роль в адгезивных контактах и мигра-
ции (рис. 3в).

Таким образом, трансфекция плазмидой
pCAGIG-uPAR позволяет идентифицировать клет-
ки, гиперэкспрессирующие uPAR по экспрессии
GFP, что было использовано нами в дальнейшем
для оценки миграции GFP-положительных ней-
ронов, гиперэкспрессирующих uPAR, в головном
мозге in vivo.

Подход к созданию алгоритма
для измерения количества мигрирующих GFP-

положительных нейронов

Для анализа и сравнения степени миграции
GFP+ нейронов в эмбриональном периоде мы
решили оценить количество нейронов в трех сло-
ях головного мозга: желудочковом, или внутрен-
нем слое, промежуточном слое и кортикальной
пластинке, или наружном слое. Миграция нейро-
нов происходила из желудочкового слоя, где про-
водилась электропорация, в область кортикальной
пластинки и, для правильной оценки и сравнения
миграции, расстояние (длина пути) миграции,
должна быть одинаковой в каждом из слоев по вы-
бранному направлению от желудочка до границы
коры головного мозга. Поэтому нами был разра-
ботан алгоритм на языке программирования R,
определяющий границы равноширинных слоев
головного мозга, отражающих равные длины пу-
ти мигрирующих нейронов, и количество нейро-
нов в каждом из этих слоев (рис. 4). Для этого на
изображениях головного мозга вручную обозна-
чали границы коркового и желудочкового слоев,
выбирая минимум 100 точек с помощью инстру-
мента multi-point selection ImageJ, и получали
данные об XY-координатах этих точек. Аналогич-
ным образом определяли положение GFP+ ней-
ронов. С помощью алгоритма проводили полино-
миальную аппроксимацию, получая уравнение
кривых границ коркового и желудочкового слоев.
Далее вычисляли уравнения границ трех равно-
ширинных слоев головного мозга, путем полино-
миальной аппроксимации точек, делящих на три
равные части линии, соединяющие между собой
границы коркового и желудочкового слоев, по-
строенные из 1000 автоматически рассчитанных
равноудаленных между собой точек на каждой из
кривых. Используя полученные XY-координаты
GFP+ нейронов, рассчитывали общее количе-
ство нейронов в каждом из трех слоев головного
мозга.
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Гиперэкспрессия uPAR симулирует миграцию 
нейронов в кору головного мозга

Мы изучали миграцию GFP+ нейронов в нор-
ме и при гиперэкспрессии uPAR при развитии ко-
ры головного мозга у мышей на эмбриональном
сроке Е15.5–E17.5 (рис. 5а). На представленных
репрезентативных микрофотографиях заметно,
что гиперэкспрессия uPAR способствует радиаль-

ной миграции нейронов в сторону кортикальной
пластинки. Морфология мигрирующих нейронов
не отличалась в контроле и при гиперэкспрессии
uPAR (рис. 5б).

Оценивать абсолютное количество промигри-
ровавших нейронов оказалось нецелесообраз-
ным, так как в каждом случае уровень трансфек-
ции и общее количество GFP+ нейронов, попав-

Рис. 3. Гиперэкспрессия uPAR на поверхности клеток Neuro2A при трансфекции плазмидой pCAGIG-uPAR или кон-
трольной pCAGIG. а, б – иммунофлуоресцентное окрашивание клеток Neuro2A, трансфицированных плазмидами
pCAGIG (контроль) и pCAGIG-uPAR. Ядра окрашены DAPI (синий канал). Обе плазмиды экспрессируют GFP (зеле-
ный канал), в случае pCAGIG-uPAR наблюдается сильная гиперэкспрессия uPAR (красный канал). Масштабный от-
резок 20 мкм. б – неиммунные IgG (красный канал) использовали в качестве контроля специфичности окрашивания.
в – совмещенное трехмерное изображение, полученное на конфокальном микроскопе, клеток Neuro2A c гиперэкс-
прессией uPAR подтвердило мембранное расположение рецептора. Белыми стрелками обозначена кластеризация uPAR
в мембране клетки по краю ламеллоподий.
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ших на срез изображения головного мозга, могли
варьироваться. Поэтому мы рассчитали процент
нейронов в каждом из трех слоев головного мозга
по отношению к общему количеству GFP+ ней-
ронов на изображении (рис. 5в). При оценке от-
носительного количества нейронов в трех слоях
головного мозга мы обнаружили, что при гипер-
экспрессии uPAR снижается относительное ко-
личество нейронов в первом (желудочковом)
слое головного мозга по отношению к контролю
(2-way ANOVA, **** p < 0.0001). Однако относи-
тельное количество нейронов во втором (проме-
жуточном) и третьем (корковом) слоях, напро-
тив, выше при гиперэкспрессии uPAR по сравне-
нию с контролем (2-way ANOVA, ** p < 0.01, * p <
< 0.05 соответственно). Это означает, что гипер-
экспрессия uPAR способствует миграции нейро-
нов в сторону коркового слоя.

В связи с тем, что электропорация плазмид
проводилась в области желудочков, иногда оце-

нить точное количество окрашенных нейронов в
первом (внутреннем, желудочковом) слое пред-
ставлялось затруднительным из-за сильной флуо-
ресценции (см. рис. 4). Поэтому для подтвержде-
ния полученных результатов мы также оценили
такой параметр, как отношение количества ней-
ронов в третьем (наружном, корковом) слое к ко-
личеству нейронов во втором (промежуточном)
слое, который отражает относительный уровень
миграции нейронов в кору (рис. 5г). Это отноше-
ние также было значимо выше при гиперэкспрес-
сии uPAR (t-тест Student, * p < 0.05), то есть ней-
роны, в которых экспрессия uPAR повышена, в
большей степени мигрируют до наружного слоя
коры головного мозга по сравнению с контроль-
ными нейронами. Эти данные говорят о том, что
экспрессия uPAR способствует миграции нейро-
нов в кору при эмбриональном развитии голов-
ного мозга.

Рис. 4. Алгоритм расчета количества мигрирующих GFP-положительных нейронов по слоям головного мозга. На
изображениях вручную обозначали границы коркового и желудочкового слоев, определяли положение GFP+ нейро-
нов и получали данные об XY-координатах этих точек. Далее с помощью алгоритма проводили полиномиальную ап-
проксимацию, получая уравнение кривых границ коркового и желудочкового слоев, и вычисляли уравнения границ
трех равноширинных слоев головного мозга. Используя полученные XY-координаты GFP+ нейронов, рассчитывали
общее количество нейронов в каждом из трех слоев головного мозга.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Наши данные доказывают полученные ранее

результаты о том, что урокиназный рецептор мо-
жет регулировать миграцию нейронов в эмбрио-

нальном периоде и опосредовать морфогенез ко-
ры головного мозга. В нескольких ограниченных
исследованиях было показано, что нокаут uPAR
снижает миграцию парвальбумин-экспрессиру-

Рис. 5. Гиперэкспрессия uPAR стимулирует миграцию нейронов коры головного мозга. (а) Слева представлены репре-
зентативные ч/б микрофотографии срезов головного мозга, полученные на широкопольном микроскопе; в центре –
увеличенные изображения среза головного мозга, полученные на конфокальном микроскопе при возбуждении
488 нм; справа – обозначение границ равноширинных слоев головного мозга для анализа, 1 – желудочковый, внут-
ренний слой, 2 – промежуточный слой, 3 – корковый, наружный слой. (б) Морфология мигрирующих нейронов в
контроле (сверху) и при гиперэкспрессии uPAR (снизу). (в) Относительное количество GFP+ нейронов на различных
слоях головного мозга в контроле и при гиперэкспрессии uPAR. 2-way ANOVA, post hoc тест Sidak, * p < 0.05, ** p < 0.01,
**** p < 0.0001. (г) Отношение числа GFP+ нейронов в 3 и 2 слоях головного мозга в контроле и при гиперэкспрессии
uPAR. Непарный t-тест Student, * p < 0.05. Контроль – in utero электропорация плазмидой pCAGIG, экспрессирующей
только GFP, uPAR – in utero электропорация плазмидой pCAGIG-uPAR, экспрессирующей uPAR и GFP. Данные
представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM).
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ющих ГАМК-интернейронов в кору головного
мозга (Powell et al., 2003), которые в норме экс-
прессируют uPAR, и в зрелом головном мозге
составляют основную часть нейрональной экс-
прессии uPAR (Lahtinen et al., 2009). У мышей,
нокаутных по гену Plaur, наблюдается повы-
шенная тревожность, нарушенное социальное
поведение, большая подверженность индуциро-
ванным судорогам по сравнению с мышами ди-
кого типа (Powell et al., 2001, 2003). Несмотря на
то, что ГАМК-интернейроны преимущественно
мигрируют тангенциально (Miyazaki et al., 2016),
полученные нами результаты говорят о том, что
uPAR может быть также вовлечeн в регуляцию ра-
диальной миграции нейронов в коре, т.к. при ги-
перэкспрессии uPAR мы наблюдали увеличение
миграции из желудочкового слоя в корковый
слой. Однако до сих пор остается неясным, как
экспрессия uPAR способствует корковому на-
правлению миграции нейронов и по градиенту
какого лиганда uPAR движется нейрон во время
созревания коры головного мозга.

Точный механизм, с помощью которого uPAR
регулирует миграцию нейронов в эмбриональном
периоде, еще предстоит выяснить. Связывание
uPA с рецептором uPAR активирует ряд внутри-
клеточных сигнальных каскадов, что приводит к
перестройкам цитоскелета и обеспечивает направ-
ленную миграцию различных клеток, в частности
нейронов (D’Alessio, Blasi, 2009; Lino et al., 2014;
Semina et al., 2016). Также существует предполо-
жение, что действие uPAR в эмбриональном пе-
риоде связано с фактором роста гепатоцитов
(HGF), так как потеря uPAR в эмбриогенезе ассо-
циирована со сниженным уровнем HGF и его ре-
цептора Met в головном мозге (Powell et al., 2001).
В зрелом мозге также обнаружена корреляция
между HGF и uPA/uPAR (Campbell et al., 2007;
Russo, Pietsch, 2013). HGF и его рецептор Met яв-
ляются важными регулятором пролиферации,
дифференцировки и миграции нейронов в эмбри-
ональном развитии головного мозга (Powell et al.,
2001; Wang et al., 2011). Сигнальный путь HGF/Met
оказывается критичным для нормального разви-
тия головного мозга, т. к. нокаут по гену HGF или
его рецептору Met оказывается летальным, в то
время как нокаут по гену Plaur связан лишь с
уменьшением активности пути HGF/Met (Levitt,
2005). Считалось, что при миграции интернейро-
нов uPAR участвует в регуляции экспрессии HGF
и/или его протеолитической активации (Powell
et al., 2001; Levitt, 2005), однако другие исследова-
ния не подтвердили участия uPA в протеолитиче-
ской активации HGF (Owen et al., 2010) и присут-
ствия Met рецептора на интернейронах (Eagleson
et al., 2011). В эмбриональном периоде рецептор
Met в основном экспрессируется на глутаматер-
гических нейронах (Eagleson et al., 2011). Несмот-
ря на это, постнатальное экзогенное введение

HGF нивелирует потерю интернейронов и невро-
логический дефицит у uPAR-дефицитных мышей
(Bae et al., 2010; Bissonette et al., 2010). Эти данные
могут отражать более сложные механизмы взаи-
модействия в системе HGF/Met. Действительно,
было показано, что в норме в зрелом мозге суще-
ствует положительная связь между экспрессией
HGF и Met, в то время как при расстройствах
аутистического спектра эта связь становится от-
рицательной (Campbell et al., 2007). Кроме того,
наши предварительные данные говорят о том, что
связь между системой HGF/Met и uPAR может
существовать на уровне микроРНК, т.к. при но-
кауте Plaur повышается содержание mmu-miR-
34c-5p (данные готовятся к публикации), суще-
ственно подавляющей экспрессию Met.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, высокая экспрессия uPAR в

эмбриональном периоде у мышей стимулирует
радиальную миграцию нейронов в кортикальную
пластинку. Это подтверждает важную роль уро-
киназной системы и, в частности, урокиназного
рецептора, в эмбриональном развитии головного
мозга. Дальнейшие изучение uPAR и его возмож-
ных лигандов, вовлеченных в регуляцию мигра-
ции, определение траектории нейронов и их пред-
шественников, позволит расширить наше понима-
ние развития головного мозга в норме и при
неврологических патологиях, многие из которых
ассоциированы с нарушением миграции нейронов
в эмбриогенезе.
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The regulation of neuronal migration in the cerebral cortex during embryonic development is one of the most
important, but underinvestigated processes, which determines the correct formation of neural networks and
the development of cognitive functions. Mutations of the urokinase receptor (uPAR) gene in mice lead to
spontaneous seizures; polymorphisms of the PLAUR gene encoding uPAR in humans are associated with
autism spectrum disorders. We have investigated the effect of uPAR overexpression on the radial migration
of neurons in the cerebral cortex during mouse embryogenesis. The number of neurons migrating from the
ventricular zone of proliferating progenitors to the outer layers of the cerebral cortex was evaluated. We found
that uPAR overexpression significantly stimulates radial neuronal migration to the outer layers of differenti-
ating cortex. These data for the first time show uPAR-dependent regulation of neuronal migration in the em-
bryonic period of the cerebral cortex development. Further study of uPAR role in regulating the migration
trajectory of neuronal precursors will advance our understanding of the mechanisms of brain formation in
health and disease.

Keywords: urokinase system, urokinase receptor, neuronal migration, embryogenesis of the brain, in utero
electroporation
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