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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АФА — активная форма азота  

АФК — активная форма кислорода  

ВЗК — воспалительные заболевания кишечника 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДСН — декстран сульфат натрия 

КСС — Каизо связывающий сайт 

МРТ — магнитно-резонансная томография 

 ЦНС — центральная нервная система 

 НDAC3 — гистон деацетилаза 3 

об/мин — обороты в минуту 

п.о. — пар оснований 

ПЦР — полимеразная цепная реакция 

РНК — рибонуклеиновая кислота 

ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота 

5hmC — 5-гидроксиметилцитозин 

CpG — цитозин и гуанина, разделенные фосфатом  

DAPI — 4 ', 6-диамидино-2-фенилиндол 

DNMT — ДНК-метилтрансфера́зы 

IL — интерлейкины 

NK — натуральные киллеры 

NLS — сигнал ядерной локализации 

PBS — Фосфатно-солевой буфер 

SDS — Додецилсульфат натрия 

TGF-β — трансформирующий ростовой фактор β 

Th — Т-хелперные клетки 

TNFα — фактор некроза опухоли 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы 

 Метилирование ДНК – важная эпигенетическая модификация в геноме 

высших эукариот. У позвоночных животных метилированию ДНК 

подвергается от 60% до 80% CpG динуклеотидов. Одним из механизмов 

регуляции транскрипции генов является привлечение к метилированной ДНК 

крупных белковых комплексов (Defossez and Stancheva 2011; Filion et al. 2006). 

Метил-ДНК связывающие белки осуществляют связывание с 

метилированными сайтами ДНК либо за счет метил-ДНК связывающих 

доменов MBD (MBD семейство белков: MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3), либо 

за счет домена «цинковые пальцы» (Каизо подобное семейство белков: 

Kaiso/ZBTB33, ZBTB4, ZBTB38). Такие белки выступают в качестве 

транскрипционных факторов самостоятельно или привлекают к регуляторным 

элементам генома различные гистоновые деацетилазы и корепрессорные 

белковые комплексы. Метил-ДНК связывающие белки «читают», а затем 

«интерпретируют» эпигенетические сигналы, что обеспечивает связь между 

метилированием ДНК и модификациями гистонов. Мутации в генах метил-

ДНК связывающих белков могут приводить к разным нарушениям у 

позвоночных животных. 

 Белок Каизо является членом BTB/POZ семейства метил-ДНК 

связывающих белков. Каизо связывает метилированные CpG динуклеотиды за 

счет С-концевого домена «цинковые пальцы» С2Н2 типа. На N-конце белка 

находится BTB/POZ домен, обладающий способностью к привлечению 

крупных репрессионных комплексов к метилированной ДНК, например, 

корепрессор NCoR в комплексе с гистоновой деацетилазой (Yoon et al. 2003). 

Таким образом, Каизо является репрессором транскрипции многих генов. В 

отсутствии Каизо нарушается эмбриогенез у земноводных и рыб, однако, 

генетический нокаут Каизо у мышей не приводит к ярко выраженному 

фенотипу, и мыши развиваются здоровыми и фертильными (Prokhortchouk et 

al. 2006). 
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 На данный момент практически отсутствуют достоверные данные о 

локализации белка Каизо в организме млекопитающих. В ряде статей учёные 

пытались изучить связь локализации Каизо в клетке со злокачественными 

характеристиками различных опухолей у человека, но до сих пор этот вопрос 

остаётся спорным (Qin et al. 2015). Отсутствие отрицательных контролей для 

первичных антител на Каизо затрудняет достоверную интерпретацию 

полученных данных и не исключает неспецифическое окрашивание. 

Использование мышиной модели с генетическим нокаутом Каизо является 

единственным контролем специфичности антител при изучении экспрессии 

белка Каизо в тканях и органах млекопитающих. 

 Другой актуальной задачей является изучение роли белка Каизо в 

центральной нервной системе млекопитающих. Ген Каизо, как и ген MeCP2, 

находится на Х-хромосоме. Известно, что мутации в гене MeCP2 связаны с 

серьёзным психоневрологическим заболеванием у девочек – синдромом Ретта 

(Roux and Villard 2010). В результате in situ РНК-гибридизации наличие мРНК 

Каизо было выявлено во многих структурах мозга (Della Ragione et al. 2006). 

Тройной генетический нокаут MeCP2/MBD2/Kaiso приводит к временному 

нарушению дифференцировки нейронов на ранних этапах (Martín Caballero et 

al. 2009). Отсутствие белка Каизо не приводит к патологиям структур мозга у 

мышей, но в процессе содержания наблюдается их высокая подвижность по 

сравнению с мышами дикого типа линии C57BL/6 (WT). В связи с этим 

необходимо проведение детального поведенческого и морфологического 

фенотипирования мышей с генетическим нокаутом Каизо (KO). 

 Несмотря на то, что отсутствие Каизо у мышей не приводит к ярко 

выраженному фенотипу, при скрещивании мышей KO с мышами линии 

АрсMin/+, которая несёт мутацию опухолевого супрессора APC (adenomatous 

polyposis coli), у потомков происходит увеличение продолжительности жизни 

и устойчивости к образованию полипов в кишечнике (Prokhortchouk et al. 

2006). С другой стороны, в генетической модели KaisoTg/+ с локальным 

увеличением экспрессии Каизо в кишечнике, происходит спонтанное развитие 
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хронических воспалительных процессов (Chaudhary et al. 2013). Скрещивание 

мышей линии KaisoTg/+ с мышами АрсMin/+ приводит к снижению 

продолжительности жизни и увеличению количества полипов у потомков 

(Pierre et al. 2015). Данные результаты предполагают возможное участие Каизо 

в развитии хронического воспаления и рака кишечника, а использование 

моделей острого токсического воспаления позволят подробнее изучить 

механизмы его участия в этих процессах. 

Таким образом, изучение локализации и функциональной значимости 

белка Каизо является актуальным и необходимым для более полного 

понимания его роли в организме мышей. 

 

 Целью настоящей работы явилось изучение локализации и функций 

белка Каизо в организме взрослых мышей с использованием модели 

генетического нокаута. 

Были поставлены следующие задачи: 

1. Определить локализацию белка Каизо в клетках и тканях мышей; 

2. Провести поведенческое фенотипирование нокаутных по гену Каизо 

мышей, оценить методом МРТ морфологические параметры их мозга;  

3. Определить влияние нокаута гена Каизо на развитие острого 

воспалительного процесса в кишечнике мышей в ответ на воздействие 

декстран сульфата натрия (ДСН). 

 

Научная новизна 

 Использование в качестве отрицательного контроля мышей, нокаутных 

по гену Каизо, позволило впервые специфично детектировать белок Каизо в 

организме взрослых мышей и установить, что Каизо экспрессируется в ядрах 

клеток эпителиальных тканей, различных структур мозга и репродуктивных 

органов. Исключение представляют фотосенсорные клетки сетчатки, где 
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Каизо экспрессируется в цитоплазме. Показано, что Каизо может являться 

маркёром сперматогониальных стволовых клеток.  

 Впервые было проведено морфологическое и поведенческое 

фенотипирование KO мышей. Было выявлено, что нокаут Каизо приводит к 

уменьшению объёма боковых желудочков мозга, а также к повышению 

двигательной и исследовательской активности, увеличению способности ЦНС 

к сенсомоторной фильтрации, ухудшению обучаемости и пространственной 

памяти.  

 Впервые было показано, что отсутствие белка Каизо существенно 

сдерживает развитие острого воспаления в толстом кишечнике при 

воздействии декстран сульфата натрия, что расширяет и дополняет 

исследования о роли Каизо в хроническом воспалении. 

 

Теоретическая и научно-практическая ценность работы 

 Результаты настоящей работы существенно расширяют представление о 

локализации белка Каизо в органах и тканях мыши. Представленные 

иммуногистохимические данные могут быть использованы учёными как 

стандарт, необходимый для получения достоверных окрашиваний и 

правильной интерпретации результатов. Кроме того, белок Каизо может быть 

использован как маркёр сперматогониальных стволовых клеток в 

исследованиях мужской репродуктивной системы. 

 Полученные данные о морфологических изменениях в мозге и в 

поведении являются доводом в пользу применения новой и перспективной 

линии мышей с генетическим нокаутом Каизо в качестве экспериментальной 

модели для изучения генетических, молекулярных и нейробиологических 

механизмов регуляции поведения и функций нервной системы.  

 Так как нарушения метилирования играют большую роль в развитии 

раковых заболеваний, особый интерес представляют полученные данные об 

участии белка Каизо в воспалительном процессе. Полученные результаты о 

значимости Каизо при остром воспалении позволяют дополнить 
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исследования, направленные на изучение связи хронического воспаления с 

развитием рака.  

 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Белок Каизо, метил-ДНК связывающий транскрипционный фактор, 

преимущественно экспрессируется в ядрах эпителиальных клеток различных 

тканей, нейронов и глии. 

2. В репродуктивной системе белок Каизо — маркер отдельных популяций 

сперматогониальных стволовых клеток половозрелых мышей. 

3. Нокаут гена Каизо нарушает морфологию боковых желудочков мозга, 

повышает двигательную и исследовательскую активность, но снижает 

когнитивные способности мышей. 

4. Отсутствие гена Каизо влияет на проявление гистологических и 

морфологических признаков острого воспаления у мышей. 

 

 Апробация результатов. Полученные результаты были представлены и 

обсуждены на 1 всероссийской и 7 международных конференциях.  

 

 Публикации. По теме диссертации опубликовано 13 работ, из них 5 

статей в рецензируемых отечественных (3) и международных (2) журналах, 8 

тезисов на всероссийских (1) и на международных конференциях (7). 

 

 Структура и объем работы. Диссертация включает введение, обзор 

литературы, материалы и методы, результаты, заключение, выводы, список 

цитируемой литературы (220 источников). Работа изложена на 121 страницах, 

содержит 32 оригинальных рисунка и 9 таблиц. 
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Глава 1: ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

1.1 Эпигенетическая регуляция генома 

 В начале ХХ века биология развития и генетика считались отдельными 

дисциплинами. Для того, чтобы связать две области, Конрад Уоддингтон 

впервые ввел термин эпигенетика, как совокупность механизмов для 

поддержания генетической программы развития в 1942 году. 

 По современным представлениям эпигенетическая регуляция генома в 

организме позвоничных животных отвечает за правильное развитие и 

реализацию генетической программы онтогенеза, а также устанавливает и 

поддерживает экспрессию генов, не затрагивая последовательности ДНК (Wu 

Ct and Morris, 2001). 

 Эпигенетика рассматривает три класса явлений: метилирование и 

деметилирование ДНК; гистоновый код (энзиматическая модификация 

гистонов ацетилирование, метилирование, убиквитинирование, 

фосфорилирование и другие) и регуляцию генома на уровне 

интерферирующих РНК (транскрипционное и трансляционное замалчивание 

генов) (Bernstein et al., 2007; Bird, 2007). Многие из этих процессов 

взаимозависимы между собой, что обеспечивает и гарантирует надежность 

эпигенетического контроля за избирательным функционированием генов 

(Strahl and Allis, 2000). Все три механизма реализации генетической 

информации вовлечены, в частности у позвоночных организмов, в такие 

клеточные процессы, как тканеспецифичная экспрессия генов, ранний 

эмбриогенез и гаметогенез, дифференцировка, инактивация Х-хромосомы, 

геномный импринтинг, опухолевая трансформация клеток и репрессия 

мобильных генетических элементов в соматических клетках организма (Plass 

and Soloway, 2002).  

Геном всех клеток в организме одинаков, но существуют 

дифференцированные клетки, которые по-разному воспринимают сигналы 
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окружающей среды и выполняют различные функции. Специфичную 

программу экспрессии генов в дифференцированных клетках инициируют 

транскрипционные факторы, а эпигенетическая регуляция способствует 

стабилизации паттернов экспрессии (Watanabe et al., 2013). Например, 

близнецы, получившие одинаковый генетический набор от родителей, могут 

иметь внешние фенотипические различия, вероятно обусловленные 

эпигенетическими модификациями, которые приобретались на протяжении их 

жизни (Fraga et al., 2005). 

Приобретённые функциональные характеристики и паттерны 

экспрессии генов надежно сохраняются в линиях соматических клеток 

благодаря эпигенетическим модификациям. Например, транскрипционно 

неактивное состояние генов передаётся от клетки к клетке в процессе 

репликации и поддерживается метилированием (Bird, 2002). Более того, 

эпигенетические изменения могут передаваться по наследству через гаметы и 

не стираться между поколениями (Heard and Martienssen, 2014). Поддержание 

стабильности генома является важной функцией для нормального развития 

организма. Нарушение эпигенетических механизмов приводит к различным 

эпигенетическим заболеваниям у человека, как болезни геномного 

импринтинга и заболеваниям, связанным с нарушениями случайной 

инактивации Х-хромосомы (Minks et al., 2008). В основе таких заболеваний 

лежат стабильные и наследуемые изменения экспрессии генов, которые не 

связанны с мутациями в их кодирующей последовательности. Более того, 

нарушение эпигенетических механизмов может приводить к развитию 

различных  заболеваний или клеточной онкотрансформации (Leeb and Wutz, 

2012). 

 

1.1.1 Метилирование ДНК  

Метилирование цитозиновых оснований ДНК является наиболее 

хорошо изученным к настоящему времени эпигенетическим механизмом и 

заключается в присоединении метильной группы к цитозину в составе CpG-

https://ru.wikipedia.org/wiki/Цитозин


12 
 

 

динуклеотида (где C – это цитозин, связанный фосфодиэфирной связью p с 

гуанином G) в позиции С5 цитозинового кольца (5mC) (Рис. 1). 

Метилирование ДНК влияет на функционирование многих клеточных 

процессов, участвует в регуляции репликации, транскрипции, рекомбинации 

и репарации (Bird, 2002).  

Метилирование встречается во всех главных надцарствах живых 

организмов, включая некоторые виды вирусов, беспозвоночных (например, 

Drosophila melanogaster) и хордовых (например, Ciona intestinalis) (Hung et al., 

1999). У растений значительный уровень метилированных цитозинов 

обнаружен в контексте CG, CNG и CNN последовательностей (где N=A,T или 

G) (Tariq and Paszkowski, 2004). У млекопитающих метилирование 

представлено в контексте CG динуклиотида, однако, было показано, что в 

эмбриональных стволовых клетках мыши и на ранних стадиях развития 

мышиного эмбриона метилирование может быть в контексте CNG и CNN 

(Haines et al., 2001).  

Метилированные CpG динуклеотиды осуществляют замолкание генов 

при помощи множества процессов, включающих: блокирование связывания 

транскрипционных комплексов с промоторными областями ДНК, 

ингибирование РНК-полимеразы (RNAP) и привлечение комплексов, 

репрессирующих транскрипцию (Defossez and Stancheva, 2011).  

В соматических клетках человека метилировано 60-70% всех CpG в 

геноме. Основная часть метилированной ДНК ассоциирована с различными 

повторяющимися элементами, на которые приходится приблизительно 45% 

генома человека, включая транспозоны, которые представляют собой 

неактивный хроматин, защищающий организм от работы чужеродных генов 

(Nakao, 2001).  

Исключение из общего правила метилирования ДНК составляют так 

называемые «CpG островки», которые избегают метилирования  и 

транскрибируются на протяжении всей жизни (Bird, 2002). Эти районы генома 

имеют размер более 200 нуклеотидов, в которых процентное содержание CG 
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оснований составляет от 50% и более, а соотношение ожидаемого количества 

динуклеотидов CpG к действительному на данном участке должно составлять 

более 0.6 (Jones and Takai, 2001). Неметилированные «CpG островки» чаще 

всего располагаются в регуляторных последовательностях генов, в экзон-

интронных участках и в промоторных областях генов «домашнего хозяйства», 

которые кодируют белки необходимые для жизнедеятельности клеток и 

экспрессируются во всех клетках независимо от их специфичности. 

Существуют также «CpG островки» неассоциированые с промоторными 

областями генов «домашнего хозяйства». Так, тканеспецифичные гены 

человека и мыши (α-глобин, MyoD1 и Thy-1) содержат в своих промоторных 

областях «CpG островки», которые метилируются в тех тканях, в которых они 

не экспрессируются. Известно, что иногда в статусе метилирования «CpG 

островков» могут происходить изменения, часто связанные с развитием 

раковых заболеваний у человека. Более того, небольшая часть «CpG 

островков», связанных с импринтированными генами, может подвергаться 

метилированию во время эмбриогенеза и оставаться молчащими на 

протяжении всей жизни организма (Davies et al., 2005).  

Изменения в ДНК-метилировании могут приводить к онкообразованию 

и нарушениям эмбриогенеза. Например, метилирование промоторных 

областей генов опухолевых супрессоров провоцирует развитие раковых 

заболеваний, а локальное деметилирование или гиперметилирование в местах 

импринтинга приводят к аномалиям в развитии (Tycko, 2000).  

За сохранение статуса метилирования генома из поколения в поколение 

клеток отвечают особые ферменты — ДНК-метилтрансферазы, что 

обеспечивает долговременное поддержание определенных профилей 

экспрессии генов (Jurkowska et al., 2011). 

Одной из главных и жизненно необходимых ДНК-метилтрансфераз 

является DNMT1. DNMT1 поддерживает уже существующий уровень и 

локализацию метилирования в процессе репликации, восстанавливая его в 

первоначальном виде на дочерней молекуле ДНК, поэтому её принято 
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называть «поддерживающей» метилтрансферазой (Yoder et al., 1997). 

Кроме DNMT1 для позвоночных характерны DNMT3a и DNMT3b — это 

de novo метилтрансферазы, которые отвечают за восстановление нормального 

статуса метилирования перед имплантацией и за перестройки во время 

гаметогенеза (Okano et al., 1999). Оба фермента DNMT3 гомологичны друг 

другу, но кодируются разными генами. DNMT3a и DNMT3b могут добавлять 

метильную группу как к неметилированным, так и полуметилированным CpG 

динуклеотидам, не отдавая предпочтения полуметилированным участкам, как 

в случае с DNMT1 (Gowher and Jeltsch, 2001).  

Существует eщё одна ДНК-метилтрансфераза, DNMT3L, которая 

экспрессируется в эмбрионе во время гаметогенеза, когда происходит 

геномный импринтинг, таким образом картина экспрессии Dnmt3L совпадает 

с экспрессией Dnmt3a и Dnmt3b. DNMT3L не обладает метил-ДНК 

трансферазной активностью, однако помогает de novo метилтрансферазам, 

повышая их сродство к S-аденозил-L-метионину (Kareta et al., 2006). 

Недавно была описана и охарактеризована ещё одна модификация 

цитозина — 5-гидроксиметилцитозин (5hmC) (Zhang et al., 2010). Впервые 

5hmC был обнаружен в клетках Пуркинье и гранулярных клетках головного 

мозга мыши, где эта модификация составляла 0.6% и 0.2% от всех 

нуклеотидов, соответственно, но отсутствовала в раковых клеточных линиях 

человека и мыши. Уровень 5hmC в геноме составляет около 10% от 5mC 

(Kriaucionis and Heintz, 2009). При изучении распределения 5hmC в геноме 

обнаружили, что эта модификация находится в основном в районах генов и 

особенно часто в промоторах. Более того, для некоторых генов была показана 

положительная корреляция между уровнем их экспрессии и количеством 

5hmC в их последовательности (Song et al., 2011).  

Было показано, что 5mC может подвергаться деметилированию и 

окислению до 5hmC, а затем до 5-карбоксилцитозина (5caC) и 

5-формилцитозина (5fC) (Spruijt et al., 2013). Окисление 5mC до 5hmC и далее 

до 5caC может иметь два последствия: отмена репрессивного влияния 5mC или 
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замещение 5mC на немодифицированный цитозин с помощью репликации 

ДНК (Branco et al., 2012). 

Окисление 5mC до 5hmC осуществляется засчёт белков TET-семейства 

(Ten Eleven Translocation): TET1, TET2 и TET3 (Рис.1). Уровень 5hmC 

наиболее высок в мышиных эмбриональных стволовых клетках, и этот 

уровень, так же как и степень экспрессии TET1 и TET2, понижаются в 

процессе дифференцировки (Ito et al., 2010). Кроме того, белок TET1 часто 

связывается с областями «CpG островков», как следствие, связанные с TET1 

промоторы имеют более низкое содержание 5-метилцитозина. Возможно, 

ТЕТ1 позволяет поддерживать CpG островок в неметилированном состоянии, 

за счет блокирования доступа ДНК-метилтрансферазам и их кофакторам к 

ДНК. Было показано, что Tet1 в эмбриональных стволовых клетках подавляет 

транскрипцию генов Sox17, Gata6 и Cdx2, а при нарушении экспрессии Tet1 

запускается дифференцировка в экстраэмбриональные ткани (Ito et al., 2010). 

Белок Tet3, в отличие от Tet1 and Tet2, активно экспрессируется в зиготе и 

способствует активному деметилированию мужского пронуклеуса. Более 

того, было показано, что нокаут Tet3 приводит к нарушению развития 

эмбриона мыши (Gu et al., 2011). 

Рис. 1. Схема процесса метилирования и деметилирования. 

Таким образом, процессы метилирования и деметилирования ДНК 

играют важную роль в регуляции транскрипции генов, но одной лишь 
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модификации нуклеотидов недостаточно для полного надгенетического 

контроля.  

 

1.1.2 Метил-ДНК связывающие белки 

Метилирование участков ДНК часто связано с подавлением экспрессии 

генов. Репрессия транскрипции с одной стороны осуществляется благодаря 

прямой репрессии, когда метилирование ДНК препятствует связыванию 

некоторых активаторов транскрипции с ДНК. С другой стороны, с 

метилированной последовательностью ДНК могут взаимодействовать метил-

ДНК-связывающие белки, которые привлекают комплексы белков-

репрессоров и подавляют транскрипцию. Существует несколько семейств 

таких метил-ДНК связывающих белков.  

Так, у позвоночных есть белки, которые могут связываться с 

метилированной ДНК с помощью метил-ДНК связывающего домена (MBD). 

Семейство MBD включает белки: MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 и MeCP2 

(Fatemi and Wade, 2006). Эти белки участвуют во многих процессах по 

контролю стабильности генома, в раннем эмбриональном развитии, 

созревании нейронов, дифференцировке T-клеток и др. (Hendrich et al., 2001). 

Впервые домен MBD был идентифицирован в белке MeCP2 (Nan et al., 1993). 

Позднее была смоделирована вторичная структура MBD домена, которая 

оказалась схожей для всех белков этого семейства. Структура домена 

позволяет MBD белкам специфично узнавать метилированные участки ДНК и 

взаимодействовать с метилированными CpG-динуклеотидами в большой 

бороздке (Ohki et al., 2001). Исключение составляет белок MBD3, который 

содержит ряд аминокислотных замен в домене MBD у млекопитающих, что 

препятствуюет связыванию с метилированными CpG-парами. Тем не менее, 

было показано, что MBD3 и MeCP2 могут связываться с 

гидроксиметилированной ДНК (Baubec et al., 2013).  

Белок MBD1 является самым большим в семействе MBD. Помимо MBD 

домена на N-конце, он имеет TRD домен (Transcriptional Repression Domain) 
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на C-конце. MBD1 может иметь три CXXC домена («цинковые пальцы») (Рис. 

2). Два из них – CXXC1 и CXXC2 – позволяют MBD1 связываться с 

метилированной ДНК, однако CXXC3 участвует в связывании с 

неметилированной ДНК. Благодаря этому MBD1 участвует не только в 

регуляции экспрессии посредством метилирования, но и в модификации 

гистонов. Кроме того, была показана важная роль MBD1 в 

опухолеобразовании и нейрональном развитии (Xu et al., 2013). Известно, что 

MBD1 привлекает главным образом белки, которые модифицируют гистоны, 

и участвует в образовании гетерохроматина.  

MBD2 и MBD3 являются родственными белками и, вероятно, 

произошли путем дупликации от единого предшественника MBD2/MBD3, 

который все еще присутствует в геномах некоторых многоклеточных, таких 

как Caenorhabditis elegans и Drosophila (Marhold et al., 2004). В пользу этой 

гипотезы выступает тот факт, что данные гены обладают сходной интрон-

экзонной структурой, а аминокислотная последовательность самих белков 

идентична на 70%. Домены MBD и CC (coiled-coil) у них являются общими. 

Кроме этого, у MBD2 на N-конце присутствует глицин-аргинин богатый 

домен (GR) и TRD домен (Transcriptional Repression Domain). У MBD3 белка 

на C-конце находится область полиглутамата. Генетический нокаут MBD3 

приводит к остановке эмбрионального развития у мышей сразу после 

имплантации. Напротив, отсутствие MBD2 не оказывает серьезного влияния 

на развитие. Более того, у мышей, не имеющих MBD2, не выявлено 

нарушений ни в процессах импринтинга или Х-инактивации, ни в репрессии 

мобильных элементов.  

MBD4 — белок размером около 60 кДа и имеющий два функциональных 

домена: MBD домен и гликозилазный домен (Рис. 2). Так же как MBD1, MBD2 

и MeCP2, он связывается с метилированной ДНК in vitro и локализуется в ядре 

в районах гетерохроматина, однако не участвует в регуляции экспрессии 

генов. Удаление MBD4 приводит к повышенной вероятности 
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опухолеобразования (Klose and Bird, 2006). Это объясняется тем, что данный 

белок принадлежит к системе репарации.  

У MeCP2 на N-конце содержится MBD домен (Рис. 2), на C-конце — 

TRD домен. MeCP2 экспрессируется во всех тканях, особенно его много в 

клетках мозга. Молекулярная масса данного фактора приблизительно равна 70 

кДа, а для эффективного связывания MeCP2 с ДНК достаточно всего одного 

симметрично метилированного цитозина в CpG-динуклеотиде. Было 

показано, что MeCP2 взаимодействует с комплексами Sin3A и HDAC2. MeCP2 

может взаимодействовать и с другими транскрипционными факторами или ко-

репрессорами, например, с комплексом SMRT (Klose and Bird, 2006). Однако, 

при исследовании эффекта нокдауна и увеличении экспрессии MeCP2 в 

гипоталамусе, было показано, что этот белок участвует не только в репрессии, 

но и в активации транскрипции (Chahrour et al., 2008).  

 

 

Рис. 2. Семейство MBD белков. MBD — метил-ДНК-связывающий 

домен, TRD — репрессионный домен, CxxC — домен «цинковые пальцы», 

Glycosylase — гликозилазный домен, GR — остатки глицина и аргинина 

(Bogdanović and Veenstra, 2009).  

 

Ещё одно семейство метил-ДНК-связывающих белков представлено 

белками UHRF 1-2. Структура белков данного семейства включает в себя 5 

функциональных доменов: убиквитин-подобный домен (Ubl) на N-конце, 

тьюдор домен TD, PHD (plant homeodomain) домен, SRA-домен (SET and RING 

associated) и RING finger домен на C-конце. За связывание с метилированной 

ДНК отвечает домен PHD (Zhang et al., 2011a). 
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1.1.3 Роль эпигенетики и метил-ДНК связывающих белков в нервной 

системе 

 Эпигенетические механизмы могут быть вовлечены в регулирование 

таких процессов в нервной системе, как дифферецировка нейронов и глии, 

пластичность нейронов, а также регулирование высшей нервной деятельности 

(памяти и познания) (Ravi and Kannan, 2013). 

 На ранних сроках беременности, нейрональные стволовые клетки 

ассиметрично делятся и дифференцируются в нейроны, а на поздних стадиях 

в астроциты и олигодендроциты (Fujita, 2003). Интерлейкин 6-подобные 

сигнальные цитокины (IL-6) являются главными внешними факторам, 

направляющими клетки на астроцитарную дифференцировку. Ингибирующий 

фактор лейкемии (LIF) и цилиарный нейротрофический фактор (CNTF), 

относящиеся к интерлейкин 6-подобным цитокинам, влияют на 

дифференцировку астроцитов через JAK (Janus kinase) сигнальный путь и 

активационный транскрипционный фактор STAT3. Гипометилирование сайта 

связывания для STAT3 в промотере GFAP (glial fibrillary acidic protein), 

который является астроцитарным маркёром, запускает экспрессию 

астроцитарных генов на поздних стадиях беременности (Takizawa et al., 2001). 

 Ключевыми эпигенетическими переключателями, которые запускают 

астроцитарную дифференцировку, являются de novo метилфрансферазы 

DNMT3a и DNMT3b (Feng et al., 2005). Уровень экспрессии этих 

метилтрансфераз отличается в разных типах клеток ЦНС. Отсутствие 

поддерживающей метилтрансферазы DNMT1 приводит к преждевременному 

астроглиогенезу (Fan et al., 2005), что подтверждает тот факт, что 

деметилирование способствует дифференцировке астроцитов.  

 MBD-белки тоже играют важную роль при нейрональной 

дифференцировке и экспрессируются в нейронах, но не в астроцитах и 

олигодендроцитах. Так, эктопическая экспрессия MBD1 ингибирует 

дифференцировку астроцитов и запускает нейрональную диффернцировку у 
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нейроэпителиальных клеток (клеток-предшественников нервной ткани) 

(Setoguchi et al., 2006). 

 На эпигеном взрослого организма может влиять эффект материнской 

заботы, так как именно в раннем детстве устанавливаются эпигенетические 

марки, которые впоследствии влияют на поведение. Подобные 

эпигенетические эффекты были хорошо исследованы на животных моделях. 

Было показано, что качество родительской заботы и стрессовые события в 

раннем детстве могут значительно влиять на развитие мозга и 

функционирование нейронов. От окружающей среды в раннем детстве зависит 

развитие способности приспосабливаться к стрессовым условиям и развитие 

когнитивных нарушений уже у взрослого организма (McEwen et al., 2012).  

 Было показано, что изменение эпигенетики в раннем детстве приводит к 

изменениям в нейроэндокринном ответе, нарушениям функционирования 

метаболической и иммунной системы (Weaver et al., 2005). Например, 

механизм, определяющий поведенческий фенотип потомства с различным 

уровнем материнского ухода, заключается в различии уровня метилирования 

и ацетилирования гистона Н3 в области промотора гена глюкокортикоидных 

рецепторов в нейронах гиппокампа. Было показано, что у животных, 

окруженных заботой в детстве, ген глюкокортикоидного рецептора оставался 

незаметилированным и активно транскрибировался, что коррелировало с 

высоким уровнем ацетилирования гистонов (Weaver et al., 2004, 2006). У 

животных, не получивших нужного ухода в детстве, напротив, наблюдалось 

метилирование цитозиновых остатков и пониженное количество 

экспрессируемой мРНК. 

 Стабильность метилированных цитозинов тоже влияет на 

эпигенетическую пластичность нейронов и долговременную память, которая 

предполагает, что следы событий в жизни сохраняются в качестве различных 

модификаций ДНК (Bali et al., 2011). При обучении и формировании 

воспоминаний о пережитом стрессе происходит метилирование и замолкание 

гена phosphatase 1 и деметилирование и активация генов синаптической 
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пластичности reelin и BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) (Lubin et al., 

2008; Roth, 2012). Белок BDNF интересен тем, что стимулирует и 

поддерживает развитие нейронов, а также является ключевым регулятором 

синаптической пластичности  и формирования памяти, а также способствует 

возникновению антидепрессантного эффекта. При подавлении экспрессии 

гена BDNF возникает тревожное и депрессивное состояние (Björkholm and 

Monteggia, 2015).  

Изменения в процессе метилирования ДНК связаны с различными 

заболеваниями человека, такими как рак и умственные растройства, 

включающие синдром Ретта, синдром ICF, ломкость Х-хромосомы и другие 

(Robertson and Wolffe, 2000). Немаловажную роль в причине этих заболеваний 

играют метил-ДНК связывающие белки. 

 Например, при возникновении точечных мутаций в гене MeCP2 у 

человека развивается психоневрологическое наследственное заболевание — 

синдром Ретта. У больных, преимущественно девочек, происходят: 

замедление психического развития, необратимые нарушения мозга, 

стереотипия, затруднение дыхания и т.д. (Roux and Villard, 2010). Потеря гена 

MeCP2 у мышей также ведёт к значительным нейрональным нарушениям, 

сходных с признаками синдрома Ретта у человека, которые сопровождаются 

нарушениями двигательной активности, изменением уровней биогенных 

аминов и экспресии генов BDNF и Dcx5, кодирующего в нейронах одну из 

субъединиц рецептора глутамата (Panayotis et al., 2011; Roux et al., 2010). С 

другой стороны, гиперэкспрессия MeCP2 в нейронах у мышей приводит к 

тяжелой двигательной дисфункции и судорогам. Кроме того, примерно 30% 

животных с гиперэкспрессией MeCP2 погибают на первом году жизни (Collins 

et al., 2004).  

 До сих пор неясно, как метил-ДНК связывающий белок MBD1 вовлечён 

в регуляцию экспрессии нейрональных генов и какова его роль в поддержании 

стабильности генома. Однако известно, что хотя MBD1 нокаутные мыши 

здоровы и фертильны, у них наблюдается пониженный нейрогенез, ухудшение 
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пространственного обучения и повышенная нестабильность генома в нервных 

клетках (Zhao et al., 2003). Тройной генетический нокаут MeCP2/MBD2/Kaiso 

приводит к временному нарушению дифференцировки нейронов на ранних 

этапах (Martín Caballero et al., 2009). Единственным выраженным 

фенотипическим проявлением нокаута MBD2 является нарушение 

материнского поведения, а MBD3 нокауты гибнут в эмбриональном 

периоде(Hendrich et al., 2001).  

 

1.2 Участие метил-ДНК связывающих белков в воспалении 

 Воспаление — часть неспецифического иммунного ответа, 

происходящего вследствие воздействия на организм факторов различного 

происхождения. Во время воспалительного процесса происходит увеличение 

притока крови, повышение клеточного метаболизма, расширение сосудов, 

секреция медиаторов воспаления. При нарушении воспалительного процесса, 

который в нормальных условиях является самоограничивающимся, 

развиваются хронические воспалительные заболевания (Ferrero-Miliani et al., 

2007). 

 Развитие воспалительного процесса начинается с того, что к месту 

повреждения привлекаются многочисленные клетки врождённой иммунной 

системы (нейтрофилы, лейкоциты, макрофаги, моноциты и др.). Клетки 

иммунной системы выделяют многочисленные цитокины, небольшие 

пептидные информационные молекулы, которые регулируют межклеточные 

взаимодействия, выживаемость клеток, пролиферацию и апоптоз. Они также 

обеспечивают согласованность действия иммунной, эндокринной и нервной 

систем в нормальных условиях и в ответ на патологические воздействия. 

Цитокины синтезируются моноцитами, лимфоцитами, макрофагами, а также 

фибробластами, эндотелиальными, эпителиальными и другими клетками. В 

зависимости от типа продуцирующих клеток (лейкоциты, моноциты) 

цитокины обозначают как интерлейкины, монокины и др. (Moldoveanu et al., 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BF%D0%BE%D0%BF%D1%82%D0%BE%D0%B7
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2015). Цитокины разделяют на несколько групп относительно их 

особенностей и биологического действия:  

1) Провоспалительные — обеспечивают мобилизацию воспалительного 

ответа (интерлейкины (IL) 1, 2, 6, 8, ФНОα (TNFα), интерферон γ (IFN– γ)); 

2) Противовоспалительные — ограничивают развитие воспаления 

(интерлейкины 4,10, TGFβ) 

3) Регуляторы клеточного и гуморального иммунитета — обладают 

собственными эффекторными функциями (противовирусными, 

цитотоксическими). 

 Известно, что метил-ДНК связывающие белки принимают активное 

участие в развитии воспалительных процессов. Было показано, что ключевым 

в контроле активации Т-хелперных клеток 2 (Th2) является метил-ДНК 

связывающий белок MBD2, который регулирует экспрессию генов, 

участвующих в процессировании антигенов (Cook et al., 2015).  

 При мутациях гена MECP2 и развития Ретт-синдрома происходит 

нарушение регуляции цитокинов. Например, происходит увеличение 

экспрессии цитокинов (кроме IL-4), продуцируемых Th1 и Th2, а также 

уменьшается уровень IL-22 (Leoncini et al., 2015). Более того, MECP2 

необходим для поддержания экспрессии в регуляторных Т-лимфоцитах гена 

Foxp3, который регулируюет транскрипцию генов, ответственных за 

дифференцировку Т-клеток и экспрессию цитокинов и других факторов, 

участвующих в подавлении иммунного ответа. Удаление MeCP2 приводит к 

спонтанной иммунной активации у мышей и нарушениям защиты от 

аутоиммунитета. Более того, у мышей, лишенных MeCP2, нарушается 

способность подавлять Т-клеточно-опосредованные колиты. Таким образом, в 

норме MeCP2 обеспечивает правильное функционирование регуляторных Т-

лимфоцитов, которые контролируют силу и продолжительность иммунного 

ответа через регуляцию функции Т-эффекторных клеток (Т-хелперов и Т-

киллеров) (Li et al., 2014). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2-%D1%85%D0%B5%D0%BB%D0%BF%D0%B5%D1%80%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B5_%D0%A2-%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D1%84%D0%BE%D1%86%D0%B8%D1%82%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B5_%D0%A2-%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D1%84%D0%BE%D1%86%D0%B8%D1%82%D1%8B
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 В результате хронического воспалительного процесса развивается около 

15 % всех раковых заболеваний (Balkwill and Mantovani, 2001). Так, например, 

гепатоцеллюлярная карцинома возникает от вирусного гепатита, 

аденокарциномы пищевода возникают от заболевания пищевода Баретта, раку 

желудка даёт начало гастрит, вызванный Helicobacter Pylori, а рак толстой 

кишки может быть результатом воспалительного заболевания кишечника - 

язвенного колита (Quante and Wang, 2008).  

 При долгих и обширных колитах вероятность появления 

колоректального рака (рака толстой кишки) возрастает, а при воздействии 

антивоспалительной терапии такая вероятность уменьшается (Nieminen et al., 

2014). Колоректальный рак обычно начинается как доброкачественный полип, 

который разрастается из слизистой оболочки, а со временем преобразуется в 

злокачественную опухоль (Рис. 3). 

 

Рис. 3. Развитие колоректального рака. 

Известно, что тканеспецифичный нокаут гена MBD3 в кишечнике мыши 

приводит к увеличению пролиферации клеток. При воздействии азоксиметана 

и ДСН (использующихся совместно для индукции колит-ассоциированного 

канцерогенеза) у мышей, лишённых гена MBD3 в кишечнике, возрастает 

количество и размер опухолей (Aguilera et al., 2011). 
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1.3 Изучение воспалительных процессов кишечника 

 Активному изучению воспаления в кишечнике способствует 

возрастающее количество моделей экспериментальных животных с 

клиническими проявлениями, сходными с наблюдаемыми у человека. 

Конкретные причины таких воспалительных заболеваний кишечника, как 

язвенный колит и болезнь Крона, остаются неизвестными. Предполагается, 

что причинами могут быть: генетическая предрасположенность, 

экологические факторы, нарушение барьерной функции, дисбаланс 

микрофлоры, а также нарушенный кишечный иммунный ответ.  

 Существует много разнообразных методов, позволяющих 

смоделировать развитие воспалительных заболеваний кишечника на 

животных.  

 Модель с использованием декстрана сульфата натрия (ДСН) является 

одной из самых популярных и широко используемых моделей для индукции 

язвенного колита благодаря простоте использования и воспроизводимости 

результатов. ДСН — это водорастворимый, негативно заряженный 

сульфатированный полисахарид, состоящий из декстрана и сульфатированной 

ангидроглюкозы (Ishioka et al., 1987).  

 У животных, подвергшихся воздействию декстрана сульфата натрия, 

наблюдается потеря веса, жидкий стул и кровотечение в прямой кишке. При 

гистологическом анализе в кишечнике выявляются эрозия подслизистой 

основы, истощение клеток Гоблетта, язвы, инфильтрация воспалительными 

клетками и гиперплазия (Huang et al., 2010).  

 Точный механизм, благодаря которому ДСН вызывает воспаление 

кишечника, до сих пор не ясен. Возможно, колит, опосредованный 

воздействием ДСН, развивается из-за токсичности этого вещества для 

эпителия толстого кишечника, где он нарушает комплекс плотных контактов. 

В результате, нарушается барьерная функция кишечника и внутрь проникают 

бактерии, что способствует синтезу воспалительных цитокинов и развитию 

воспаления (Poritz et al., 2007). Кроме того, антикоагулянтное действие ДСН 
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усугубляет кишечное кровотечение. Недавно было показано, что ДСН 

формирует в толстой кишке нано-липокомплексы с цепочками жирных кислот 

MCFAs (medium-chain-length fatty acids) (Laroui et al., 2012). Специфичность 

эффекта воздействия ДСН исключительно на толстую кишку может быть 

связана с активной абсорбцией электролитов в присутствии многочисленных 

бактерий именно в этом отделе. 

 

1.4 BTB/BOZ-семейство белков 

BTB/POZ-семейство (Bric a brac, Tramtrack, Broad complex/Pox virus and 

Zinc finger) включает транскрипционные факторы, играющие важную роль в 

эмбриональном развитии и в раке, а также белки, принимающие участие в 

регуляции формирования цитоскелета и ионных каналов. Классическая 

структура представителей этого семейства подразумевает наличие двух 

функциональных доменов: BTB/POZ домен на N-конце и домен «цинковые 

пальцы» С2Н2 типа на С-конце. Многие представители данного семейства 

являются транскрипционными репрессорами, например, Tramtrack, PLZF, 

BCL6 и др. Некоторые из них, например GAGA, могут принимать участие в 

перестройке хроматина (Ahmad et al., 1998).  

Некоторые из белков BTB/POZ (HIC-1, Bcl-6, PLZF, ZF5, MIZ-1) 

выполняют роль онкогенов или опухолевых супрессоров у позвоночных. 

Например, Bcl-6 (B cell leukemia/lymphoma 6) — протоонкоген, связан с 

возникновением ряда лимфом у человека и является транскрипционным 

репрессором различных генов, включая циклины D1 и D2. Белок PLZF 

(promyelocytic leukemia ZF) является онкогеном, вовлечённым в развитие 

острой промиелоцитарной лейкемии (Carbone et al., 2006). Другие 

представители BTB/POZ-семейства транскрипционных факторов могут свя-

зываться с метилированной ДНК (Рис. 4). Такими белками являются Каизо, а 

также каизоподобные белки ZBTB4 и ZBTB38, которые при помощи доменов 

«цинковые пальцы» связывают метилированную ДНК in vitro и in vivo (Filion 

et al., 2006; Prokhortchouk and Hendrich, 2002; Prokhortchouk et al., 2001).  
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Рис. 4. Каизоподобные белки (Filion et al., 2006). 

 BTB/POZ белки воволечены в регуляцию различных аспектов T-

клеточного адаптивного иммунитета. Например, BCL6 является ключевым 

фактором для дифференцировки и выживания фолликулярных Т-хелперов 

(Th), а также регулятором Т- и В-лимфоцитов (Hollister et al., 2013). В линии 

Bcl6-/- не подавляется Th2-тип имунного ответа in vivo, что приводит к 

сильному воспалению лёгких (Sawant et al., 2012). Белок PLZF необходим для 

развития и функционирования натуральных киллеров (NK-клетки) и других 

клеток врождённого иммунитета, а также может сдерживать воспалительный 

ответ (Sadler et al., 2015). Белок Miz-1 (Myc-interacting ZF protein 1) необходим 

для раннего развития линии Т-клеток и обеспечивает правильное 

распознавание и процессированние антигенов Т-клеточными рецепторами и 

регулирование Р53 генов-мишеней в тимоцитах (Saba et al., 2011). 

 

1.5 Строение метил-ДНК-связывающего белка Каизо  

Метил-ДНК-связывающий белок Каизо относится к BTB/POZ семейству 

и содержит два функциональных домена: N-концевой BTB/POZ домен и три 

«цинковых пальца» C2H2 типа на С-конце (Filion et al., 2006). Домен «цинковые 

пальцы» может легко формировать гибкую структуру, адаптирующуюся к 

структуре ДНК (Рис. 5). Каждый цинковый палец является структурно 

независимой единицей, благодаря чему комбинация из нескольких пальцев со 
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сродством к разным последовательностям может обеспечить 

высокоспецифичное взаимодействие с участками ДНК (Isalan et al., 1998). 

Белок Каизо был открыт в 1999 году учеными Джульеттой Даниэль и 

Альбертом Рейнольдсом. Они показали, что Каизо образует комплекс с р120-

катенином в дрожжевой двугибридной системе (Daniel and Reynolds, 1999; 

Prokhortchouk et al., 2001).  

Каизо обладает бимодальной ДНК-связывающей активностью, то есть с 

помощью домена «цинковые пальцы» связывается не только с 

метилированными CpG динуклеотидами, но и с неметилированной 

последовательностью (TCCTGCNA, где N-A, T, C, G), названной Каизо 

связывающим сайтом — КСС (Zhigalova et al., 2015). Последовательность КСС 

характерна для промоторов таких генов, как wnt11, matrilysin и siamois у 

Xenopus laevis (Kim et al., 2002; Park et al., 2005; Spring et al., 2005). Связывание 

Каизо с ДНК происходит с помощью первых двух доменов «цинковые 

пальцы» в большой бороздке, в то время как высокоспецифичное связывание 

происходит благодаря связыванию третьего «цинкового пальца» в малой 

бороздке (Buck-Koehntop et al., 2012; Daniel et al., 2002; Prokhortchouk et al., 

2001). При помощи BTB/POZ домена Каизо может взаимодействовать с 

репрессионным комплексом, состоящим из корепрессора N-CoR (nuclear 

receptorcorepressor 1) и гистоновой деацетилазы HDAC3 (Рис. 5). In vitro 

Каизо/N-CoR комплекс способен связываться с CpG-богатыми 

последовательностями за счёт метилирования и специфических 

последовательностей. Предполагается, что способы связывания Каизо с 

метилированной и неметилированной ДНК не являются 

взаимоисключающими. Так было паказано, что Каизо может связываться и 

регулировать ген cyclinD1 как путем присоединения к специфическим сайтам 

связывания, так и связываясь с метилированной ДНК (Pierre et al., 2015). Было 

показано, что Каизо связывает одиночные метилированные CpG в промоторе 

и экзоне гена S100A3 (Zhigalova et al., 2015). 
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Рис. 5. Строение белка Каизо. Белок Каизо состоит из 672 аминокислотных 

остатков и включает N-концевой POZ/BTB домен, отвечающий за белок-

белковые взаимодействия, и три цинковых пальца C2H2 типа, ответственных 

за связывание с ДНК.  

У Каизо существует последовательность NLS, являющаяся сигналом 

ядерной локализации. Каизо перемещается в ядро путём взаимодействия NLS 

с ядерным рецептором-импортёром Importin-alpha2 (Kelly et al., 2004).  

Недавно было показано, что белок Каизо не может связывается с 

гидроксиметилированной ДНК, в частности с КСС, содержащим 5hmC. 

Однако, сродство Каизо и ДНК сохраняется в случае полуметилированной или 

полугидроксиметилированной последовательности (Qin et al., 2015; Zhenilo et 

al., 2013). 

 

1.6 Роль белка Каизо у позвоночных животных 

У земноводных и рыб белок Каизо необходим для развития мезодермы 

при участии белков β-катенина и Siamos (Park et al., 2005). На ранних стадиях 

развития эмбриона лягушек и рыб уровень метилирования зиготической ДНК 

очень высок, из-за чего транскрипция генов зародыша не происходит, а для 

синтеза белка используются запасённые материнские мРНК (Kim et al., 2004; 

Ruzov et al., 2004). Уменьшение количества Каизо у Xenopus laevis и у рыбы 

Danio rerio приводит к активации транскрипции генов зиготы на две стадии 

раньше стадии средней бластулы эмбриогенеза, поэтому эмбрионы не могут 

преодолеть стадию гаструляции и погибают (Ruzov et al., 2004, 2009a, 2009b).  

В отличие от лягушек, генетический нокаут Каизо у мышей (Mus 

musculus) не приводит к ярко выраженному фенотипу, они остаются живыми 

и фертильными (Prokhortchouk et al., 2006). Единственное изменение при 
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нокауте гена Каизо заключается в повышенной пролиферативной активности 

мышиных эмбриональных фибробластов по сравнению с клетками дикого 

типа (Koh et al., 2014). При этом, нейрональные стволовые клетки, нокаутные 

по гену Каизо, не отличаются ни по морфологии, ни по эффективности 

пролиферации от стволовых клеток нейронов мышей дикого типа 

(Prokhortchouk et al., 2006).  

У мышей мРНК Каизо убиквитарно экспрессируется в различных 

органах in vitro, а также в клеточных линиях, полученных из прямой кишки, 

легких, простаты и почек (Daniel and Reynolds, 1999; Della Ragione et al., 2006). 

В самых ранних работах описывалась ядерная локализация Каизо в различных 

клеточных культурах млекопитающих in vitro, например, в MDCK (линия 

клеток почки собаки) и в NIH 3T3 (клетки соединительной ткани мыши) 

(Daniel and Reynolds, 1999; Daniel et al., 2001). Однако, о локализации белка 

Каизо в тканях и органах мышей in vivo практически нет информации. 

 Каизо может взаимодействовать с белком p120-катенином (Рис. 6), 

который был описан как субстрат для Src- и рецепторных тирозинкиназ и 

относится к семейству многофункциональных белков Armadilo (α-, β-, γ-

катенины) (Anastasiadis and Reynolds, 2000; Reynolds et al., 1994). В норме 

p120-катенин локализуется преимущественно в цитоплазме, где взаимо-

действует и стабилизирует белок Е-кадхерин. Белок р120-катенин связывается 

с околомембранным доменом Е-кадхерина и влияет на его стабильность, 

участвуя таким образом в клеточной адгезии (Daniel and Reynolds, 1999) (Рис. 

6). р120-катенин связывает С-концевой домен Е-кадхерина благодаря 1-5 Arm 

доменам. При гиперэкспрессии р120-катенина возможно его взаимодействие 

с С-концевой частью Каизо через 1-7 Arm домены. Каизо не взаимодействует 

ни с одним из членов кадхерин-катенинового комплекса (т.е. ни с одним из 

перечисленных белков: Е-кадхерином, β-катенином, плакоглобином (γ-

катенином) или α-катенином (Daniel and Reynolds, 1999), хотя было показано, 

что в мозге возможно взаимодействие Каизо с δ-катенином, белком 

родственным p120-катенину (Rodova et al., 2004). 

http://www.findpatent.ru/patent/248/2487935.html
http://www.findpatent.ru/patent/248/2487935.html
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Рис. 6. Участие p120-катенина в клеточной адгезии и сигналинге (Daniel, 

2007). 

Было показано, что p120-катенин, при гиперэкспрессии, может 

взаимодействовать с Каизо в ядре и влиять на его перемещения в клетке 

(Daniel, 2007; van Hengel et al., 1999; Zhang et al., 2011b). Ядерная локализация 

р120-катенина может объясняться либо изменением его экспрессии, либо 

нарушением адгезивных контактов (van Hengel et al., 1999; Ireton et al., 2002). 

В ядре р120-катенин связывается с 2 и 3 доменом «цинковые пальцы» белка 

Каизо, что ослабляет его связывание с ДНК и препятствует репрессии 

транскрипции (Daniel and Reynolds, 1999; Daniel et al., 2002; Zhigalova et al., 

2010). Физическое взаимодействие p120-катенина и Kаизо, приводит к 

делокализации Каизо из ядра (Dai et al., 2010; Zhigalova et al., 2010) и 

образованию в цитоплазме комплекса Каизо/р120-катенин (van Hengel et al., 

1999; Spring et al., 2005). Удаление Каизо из ядра приводит к повышению 

экспрессии генов, ответственных за пролиферацию и метастазирование. 

Например, активация экспрессии гена сyclin D1 приводит к увеличению 

пролиферации клеток рака лёгкого (Jiang et al., 2012).  
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 В ряде статей учёные пытались изучить связь локализации Каизо в 

клетке со злокачественными характеристиками различных опухолей у 

человека, но до сих пор этот вопрос остаётся спорным (Qin et al., 2015). Было 

показано, что в человеческих опухолях Каизо может локализоваться как в 

цитоплазме, так и в ядре клеток. Цитоплазматический Каизо характеризует 

хроническую миелоидную лейкемию (Cofre et al., 2012), метастазирующий рак 

легких (Dai et al., 2009, 2010), карциному тимуса (Wang et al., 2012) и 

инвазивную лобулярную карциному (Vermeulen et al., 2012). Ядерная 

экспрессия наблюдалась при злокачественной карциноме протоков молочной 

железы (Vermeulen et al., 2012), при начальных стадиях рака лёгких (Dai et al., 

2009) и карциномы желудка (Qin et al., 2015). 

 

1.7 Белок Каизо как регулятор транскрипции 

Несмотря на то, что Каизо обычно действует как репрессор 

транскрипции, например, генов-мишеней канонического и неканонического 

Wnt пути в Хenopus laevis (Donaldson et al., 2012; Kim et al., 2004; Park et al., 

2005), он может связываться с неметилированными и транскрипционно 

активными генами в лимфобластоидной клеточной линии (GM12878) (Blattler 

et al., 2013). Более того, Каизо может действовать как активатор транскрипции 

гена rapsyn в культуре мышиных клеток, что предполагает двоякую роль 

Каизо в регуляции экспрессии генов (Rodova et al., 2004). 

Благодаря своему POZ/BTB домену на N-конце Каизо может 

взаимодействовать с инсуляторным белком CTCF (CTC-binding factor), 

который является ДНК связывающим белком и играет важную роль в 

регуляции экспрессии генов в качестве блокатора энхансеров через его POZ 

домен (Defossez et al., 2005). CTCF модифицирует 3D организацию хроматина, 

открывая доступ к большому спектру генов. Изначально CTCF был найден как 

опухолевый супрессор при раке груди (Fiorentino and Giordano, 2012). Каизо 

может связываться с неметилированной ДНК рядом с сайтом связывания для 
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CTCF в человеческом инсуляторе 5' β-глобина, что снижает способность CTCF 

блокировать энхансер (Defossez et al., 2005). 

Транскрипционная репрессия при помощи Каизо может играть важную 

роль в развитии канцерогенеза (Lopes et al., 2008; Prokhortchouk et al., 2006), 

ведь некоторые гены, подавляемые при помощи Каизо связаны с клеточной 

пролиферацией и метастазированием: MTA2 (metastasis-associated gene 2) 

(Yoon et al., 2003), Mmp-7 (matrix metalloproteinase, matrilysin) (Spring et al., 

2005), siamois, с-myc и сyclin D1 (Donaldson et al., 2012; Park et al., 2005; van 

Roy and McCrea, 2005). К тому же существуют данные о том, что мишенью 

белка Каизо является ген S100A4/metastasin, тоже связанный с 

метастазированием (Prokhortchouk et al., 2001). 

 In vivo Каизо направляет N-CoR-HDAC3 корепрессорный комплекс к 

нескольким метилированным промоторам, например к гену MTA2 (Yoon et al., 

2003). Известно, что при искусственном понижении экспрессии Каизо in vitro 

усиливаются пролиферативные и инвазивные характеристики клеточных 

линий, что связывают с активацией экспрессии гена matrilysin (Mmp7) (Dai et 

al., 2009, 2010).  

Каизо также может напрямую репрессировать метилированный ген 

ретинобластомы Rb (De La Rosa-Velázquez et al., 2007). Более того, было 

показано, что Каизо регулирует экспрессию главного регулятора гипоксии 

HIF1A, что подразумевает участие Каизо в онкологических процессах, 

связанных с гипоксией (Pierre et al., 2015).  

 Было показано, что бактерии Helicobacter pylori, которые дают начало 

воспалению, гастриту и аденокарциноме желудка, провоцируют перемещение 

p120-катенина в ядро эпителиальных клеток желудка человека, что нарушает 

Каизо-опосредованную репрессию гена Mmp-7 (Ogden et al., 2008). Mmp7 

является эффекторным белком Wnt-пути, который участвует в прогрессии 

многих типов раков, особенно колоректального рака (Adachi et al., 1999; 

Bloomston et al., 2002; Crawford et al., 1999).  
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Развитие колоректального рака может быть результатом хронического 

воспаления слизистой оболочки кишечника или наследственных синдромов: 

аденоматозного полипоза толстой кишки и наследственного рака толстой 

кишки без полипоза (синдром Линча). Аденоматозный полипоз толстой кишки 

часто провоцируется нарушениями экспрессии опухолевого супрессора APC 

(adenomatous polyposis coli). Линия мышей АрсMin/+ обладает 

предрасположенностью к возникновению рака кишечника, так как несет 

аллель ApcMin с мутированным геном Арс, что приводит к образованию 

нефункционального Apc полипептида, ядерной аккумуляции β-катенина и 

активации генов канонического Wnt-пути (Fodde et al., 2001).  

 При скрещивании Каизо-нокаутных мышей с линией мышей АрсMin/+, у 

полученных двойных нокаутов, происходит увеличение продолжительности 

жизни и уменьшение опухолеобразования в прямой кишке (Prokhortchouk et 

al., 2006).  

При локальной гиперэкспрессии Каизо в кишечнике, путём создания 

модели с трансгенным Каизо (KaisoTg/+) под промотором гена villin, 

наблюдалось спонтанное развитие воспаления и увеличение 

дифференцировки клеток-предшественников в секреторные клетки 

(Chaudhary et al., 2013). При скрещивании модели с гиперэкспрессией Каизо и 

линии ApcMin/+, у потомства (KaisoTg/+/ApcMin/+) наблюдалось значительное 

увеличение воспаления, экспрессии генов-мишеней Wnt-пути, количества 

полипов в кишечнике, а также снижение продолжительности жизни по 

сравнению с линией ApcMin/+ (Pierre et al., 2015). 

 На Xenopus laevis было показано, что гиперэкспрессия Каизо 

способствует ингибированию связывания HDAC1 с β-катенином, в результате 

чего образуется комплекс β-катенина с TCF/LEF1, который активирует гены 

Wnt-пути. Предполагается, что гены-мишени Каизо частично перекрываться с 

генами, регулируемыми при помощи TCF. Таким образом, у мышей и Xenopus 

laevis могут быть сходные механизмы регуляции генов Wnt/β–катенинового 

пути, способствующие онкообразованию (Iioka et al., 2009). 
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В другой работе, было показано, что Каизо может участвовать в 

прогрессии рака кишечника не через Wnt-зависимый механизм, а связываясь 

и напрямую репрессируя метилированные опухолевые супрессоры и гены, 

участвующие в репарации. Например, Каизо может участвовать в репрессии 

гена CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) в раковой линии 

человеческих клеток прямой кишки (Lopes et al., 2008). Более того, при 

инактивации Каизо при помощи РНК интерференции в раковых клетках 

человека начинается экспрессия опухолевых супрессоров без изменения 

статуса метилирования. В результате, в отсутствие Каизо опухолевые клетки 

вступают в состояние покоя, становятся более чувствительными к 

химиотерапии и гибнут (Lopes et al., 2008). 

 Помимо возможной роли в канцерогенезе, Каизо принимает участие в 

активации апоптоза. Было показано, что при повреждении ДНК Каизо 

усиливает p53-опосредованный арест клеточного цикла и апоптоз, за счёт 

взаимодействия с р53-р300 комплексом (Koh et al., 2014). В мышиных 

эмбриональных фибробластах при отсутствии Каизо нарушается экспрессия 

генов апоптоза. Известно, что Каизо усиливает p53-опосредованный апоптоз 

путём увеличения экспрессии гена APAF1, а RelA/p65 снижает апоптоз путём 

нарушения взаимодействия между Каизо и p53 (Koh et al., 2015).  

 Таким образом, Каизо является важным объектом для изучения 

генетических, молекулярных и нейробиологических механизмов 

эпигенетической регуляции. 
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Глава 2: МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

 

2.1 Экспериментальные животные 

 В работе использовали мышей линии C57BL/6 (WT) и нокаутных по 

гену Каизо мышей линии C57BL/6/Kaiso-/- (KO) (Prokhortchouk et al. 2006), 

которые содержались в питомнике лабораторных животных «ПУЩИНО». Для 

иммуногистохимических исследований использовались самцы и самки в 

возрасте 2-4 месяца линий WT и KO.  

 Для проведения эксперимента с ДСН использовались только самцы в 

возрасте 2 месяца WT (n = 6) и KO (n = 6). Все эксперименты проводились на 

животных, содержащихся в конвенциональных условиях и получающих 

неограниченный доступ к еде и воде (или 2%-му р-ру декстран сульфата 

натрия). 

 Для проведения поведенческих тестов использовались животные в 

возрасте 10 недель и весом 28.5 ± 1 г. За два дня до поведенческих 

экспериментов животные WT (n = 15) и KO (n = 10) помещались в клетки 40 х 

25 х 15 для исключения группового эффекта и содержались в стандартных 

лабораторных условиях с дневным-ночным циклом (14 часов света 10 часов 

темноты) при температуре 22±0.2°С, получая неограниченный доступ к еде и 

воде. Исследования поведения проводили в Центре генетических ресурсов 

лабораторных животных ФГБУН «Федеральный исследовательский центр 

Институт цитологии и генетики СО РАН» (RFMEFI61914X0005 и 

RFMEFI61914X0010). Содержание мышей и все экспериментальные 

процедуры были выполнены в соответствии с международными правилами 

обращения с животными (Директива 86/309 Европейского сообщества от 24 

декабря 1986г.). 
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2.2. Генотипирование мышей 

 Геномную ДНК выделяли из биопсий уха или хвоста исследуемого 

животного. Образец ткани гомогенизировали в лизирующем буфере (100 мМ 

NaCl, 10 мМ Трис-HCl рН 8.0, 25 мМ ЭДТА, 0.5% SDS, 0.1 мг/мл протеиназа 

К) из расчёта 1 мл на 100 мг ткани и инкубировали 12 – 18 часов при 

температуре 37°С. Затем проводили очистку ДНК смесью фенол/хлороформ 

(1:1): добавляли 1 объём смеси фенол/хлороформ, тщательно перемешивали, 

центрифугировали 5 минут в настольной центрифуге при максимальных 

оборотах. Затем отбирали верхнюю фазу и добавляли к ней 1 объём 

хлороформа. Повторяли центрифугирование, отбирали водную фазу и 

добавляли 1/20 объёма 5M NaCl и два объёма 96% этанола. Инкубировали в 

течение 1 часа при –20°С, после чего центрифугировали раствор в настольной 

центрифуге при максимальных оборотах в течение 10 минут. Супернатант 

отбирали и осадок промывали 75% этанолом, дополнительно 

центрифугировали в течение 5 минут и отбирали супернатант. Полученную 

ДНК высушивали в термостате при 37°С и растворяли в деионизованной воде 

(mQ H2O). 

Генотипирование осуществлялось методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР). Проводилось 25 циклов ПЦР (первичная денатурация ДНК 

при t 94°C 3 минуты, денатурация цикла при 94°C 30 сек, отжиг праймеров при 

65°C 30 сек, элонгация при 72°C 35 сек.) с использованием следующих 

последовательностей праймеров (Табл. 1).  

Таблица 1. Последовательность праймеров для генотипирования. 

Kaiso LS3 5’ GACACACAGTCAAAAGCTAGTG 3’ 

Kaiso BTBrev 5’ AGGCTGAAAGGATGTTCCTATG 3’ 

KaisoRev 5’ AGAAGGCTGATCTCCATTTGGA 3’ 

 

 Разделение продуктов ПЦР осуществлялось в 1.5% агарозном геле, 

приготовленном на 0.5xTBE буфере с добавлением бромистого этидия 

(10мг/мл). Перед нанесением образцы смешивались с 1 мкл краски, 
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содержащей 0.25% бромфенола, 0.25% ксиленицанола и 30% глицерина. 

Электрофорез производили при силе тока в 40А в 0.5x TBE буфере. Данные 

электрофоретического исследования фиксировались при помощи цифровой 

камеры с УФ трансиллюминатором, длина волны УФ — 280 нм. Сканирование 

геля производили на приборе для документирования гелей (Typhoon trio 

Amersham, Англия). 

Результаты генотипирования показали, что все мыши WT и KO имели 

соответствующий генотип (Рис. 7). Размеры продуктов амплификации 

соответствовали 338 п.о. (WT, Kaiso LS3 – Kaiso BTBRev) и 403 п.о. (KO, Kaiso 

LS3 – KaisoRev). 

 

Рис.7. Генотипирование. WT 350 п.о., KO 400 п.о. 

2.3. Гистологическое исследование 

Получение парафиновых срезов и окрашивание гематоксилином/эозином 

 Для гистологического исследования материал фиксировали в растворе 

mDf (смесь 37%-ного формалина, этанола, ледяной уксусной кислоты и 

дистиллированной воды в соотношении 6:3:1:10) в течение 1 сут при 

температуре 4°С, отмывали от фиксатора в растворе 70%-ного этанола и 

дегидратировали в спиртах 70% этанол (1 час), 96% этанол (1 час), 100% 

этанол (2 часа). Затем материал перекладывали в хлороформ (40 минут) и 

погружали в смесь гистомикс/хлороформ в соотношении 1:1 при температуре 

37°С на 3 часа, далее переносили в гистомикс и оставляли при температуре 

56°С на ночь. После этого ткани заливали в парафиновые блоки, состоящие из 

среды HISTOMIX («БиоВиртум», Москва). Приготовление срезов 

осуществлялось на микротоме (Microm HM 430). Серийные срезы толщиной 
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5-7 мкм помещали на поли-L-лизиновые стекла (Menzel Glazer, Германия), 

после чего срезы высушивали 5-24 ч при +37°С. Для окрашивания срезов, 

проводилась депарафинизация в двух сменах ксилола и регидратация в 

спиртах понижающейся концентрации (100% этанол, 96% этанол, 70% этанол) 

по 5 минут. Затем стёкла со срезами помещались в дистиллированную воду на 

5 минут. Далее материал окрашивали гематоксилином (Biovitrum, Россия), 

промывали в дистиллированной воде и осветляли в 10% растворе аммиака для 

подсинения. Затем стёкла вновь промывались в дистиллированной воде и 

окрашивались спиртовым раствором эозина (Biovitrum, Россия). Потом стёкла 

промывались дистиллированной водой и обезвоживались путём проводки по 

спиртам с возрастающей концентрации (70% этанол, 96% этанл, 100% этанол) 

и ксилоле, после чего заключали в синтетическую монтирующую среду «Био 

маунт» (BioOptica, Италия). Анализировались препараты с помощью 

микроскопа DP71 (Olimpus, Япония). 

 

2.4 Иммуногистохимическое окрашивание  

Парафиновые срезы 

При проведении иммунофлуоресцентного анализа для демаскировки 

эпитопов антигенов стёкла со срезами после депарафинизации и регидратации 

помещались в буфер Tris-EDTA (10mM Tris-base, 1mM EDTA, pH = 9) или 

10mM цитратном буфере (pH = 6) и кипятились 20 минут в СВЧ-печи на 

минимальной мощности. Затем стёкла трижды промывались в PBS и 

инкубировались в блокирующем растворе, содержащем 3% BSA и 10% бычьей 

сыворотки (AMRESCO, США), в течение 1 часа при комнатной температуре 

для уменьшения фонового свечения. После этого срезы оставлялись 

инкубироваться на +4°C с первичными антителами в течение ночи. Затем 

стёкла со срезами трижды промывались в PBS и инкубировались с 

вторичными антителами и DAPI для окрашивания ядер (Vector Laboratories, 

США) при комнатной температуре в темноте в течение 1 ч. Далее препараты 
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заключали в мовиол под покровное стекло. Визуализировались препараты с 

помощью флуоресцентного микроскопа DP71 (Olimpus, Япония). 

Криосрезы 

Кусочки материала заключали в среду для оптимальной резки 

криоблоков Killik (Bio-Optica, Италия) и замораживали в парах азота, далее 

хранили при -70°С. Срезы производили на кроиотоме HM 525 (Thermo 

Scientific, США). Для иммуногистохимического анализа использовали срезы, 

толщиной 5-7 мкм, которые фиксировали в 4% параформальдегиде (ПФА) в 

течение 15 мин, затем промывали 3 раза по 5 мин PBS и 5 мин инкубировали 

в растворе детергента 0.05% TRITON X-100/PBS (Хеликон, Россия) для 

пермеабилизации. Неспецифический сигнал блокировали с помощью 

инкубации в растворе, содержащем 3% BSA и 10% бычьей сыворотки, в 

течение 1 часа при комнатной температуре. После этого срезы инкубировались 

в течение ночи на +4°C с первичными антителами, разведёнными в 

блокирующем растворе в течение ночи. Затем стёкла трижды промывались в 

PBS и инкубировались со вторичными антителами и DAPI для окрашивания 

ядер (Vector Laboratories, США) при комнатной температуре в темноте в 

течение 1 ч. Далее препараты заключались в мовиол под покровное стекло. 

Визуализировались препараты с помощью флуоресцентного микроскопа DP71 

(Olimpus, Япония). 

 

2.5 Получение и иммуногистохимическое окрашивание тотального 

препарата семенных канальцев 

 Для получения тотальных препаратов семенных канальцев семенники 

изолировали из мыши, освобождали от белочной оболочки tunica albuginea, 

промывали раствором PBS. Далее семенные трубочки инкубировали 5 минут 

в термостате (5% CO2) в 20 мл буфера EKRB (Bellvé e al. 1977), содержащем 

1 мг/мл коллагеназы. (Gibco, США). Затем семенные канальцы промывали 

дважды по 5 минут в растворе PBS и фиксировали в растворе 

10% формалина/10% метанола в течение 60 минут на 4ºC. Далее семенные 
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канальцы промывались в растворе PBS и 5 минут в растворе PBS/0.05% 

TRITON X-100 (Хеликон, Россия) для пермеабилизации. Далее канальцы 

выдерживались в течение 1 часа при комнатной температуре в блокирующем 

растворе, содержащем 3% BSA (AMRESCO, США) и 10% бычьей сыворотки 

(Thermo Scientific, США). После этого срезы покрывались первичными 

антителами, разведёнными в блокирующем растворе и окрашивались в 

течение ночи на +4°C. Затем препараты трижды промывались в растворе PBS 

и окрашивались вторичными антителами и DAPI (Vector Laboratories, США) в 

течение 1 часа в темноте и заключались в мовиол под покровное стекло. 

Визуализировались препараты с помощью флуоресцентного микроскопа DP71 

(Olimpus, Япония).  

Таблица 2. Список использованных антител. 

Название 

антител 

Изготовитель Рабочее 

разведение 

Первичные антитела 

Каизо Предоставлены А.Рейнольдсом, США 

(Daniel et al. 2001) 

1/2500 

PCNA Santa Cruz Biotechnology, США 1/100 

GATA-4 Santa Cruz Biotechnology, США 1/100 

PLZF EMD Millipore, Германия 1/50 

Bmi-1 Abcam, Англия 1/50 

K8 Abcam, Англия 1/1000 

p-120 катенин Invitrogen, США 1/500 

CD34 BD Pharmingen 1/500 

anti-β-actin  Sigma-Aldrich, США 1/30000 

Вторичные антитела 

Alexa Fluor 488  Sigma-Aldrich, США 1/1000 

Alexa Fluor 555  Sigma-Aldrich, США 1/1000 

F(ab)2-FITC Santa Cruz Biotechnology, США 1/100 

Вторичные 

антитела, 

коньюгированные 

с пероксидазой  

Sigma-Aldrich, США 1/20000 
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2.6 Иммуноблоттинг 

 Замороженные в жидком азоте кусочки кишки (50 мг) помещали в 

стерильные пробирки для гомогенизации с металлическим шариком, 

гомогенизацию проводили с добавлением 1 мл холодного буфера RIPA (1% 

NP-40, 50 mM Tris, pH = 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% sodium deoxycholate, 1% SDS) 

в охлаждённом гомогенизаторе TissueLyser II (Qiagen, Германия). Затем 

лизаты инкубировали на льду в течение 30 минут и центрифугировали на 13 

000 об/мин в течение 10 минут на +4°C. Затем супернатант перемещали в 

новую пробирку. Около 25 мг белка ресуспендировали в буфере для нанесения 

на денатурирующий полиакриламидный гель (50 мМ трис-HCl, pH = 6.8, 100 

мМ β-меркаптоэтанол, 1% SDS, 0.01% бромфенолового синего и 10% 

глицерина), кипятили в течение 5 минут и наносили в лунки 

полиакриламидного геля для электрофореза белков. После этого, белки 

переносили из геля на нитроцеллюлозную мембрану, используя аппарат для 

полусухого переноса белков Hoeffer (Amersham Biosciences, Англия). Для 

предотвращения неспецифического связывания белков, мембраны 

помещались в блокирующий раствор, содержащий 5% сухого молока в буфере 

TBS-T (pH = 7.4, 10мМ Трис-HCl, 150мМ NaCL, 0.1% Tween-20) и 

инкубировались 1 час при комнатной температуре. Далее мембрана 

переносилась в раствор 3% сухого молока/TBS-T с первичными 

поликлональными кроличьими антителами на белок Каизо (предоставлены А. 

Рейнольдсом, США) до конечной концентрации 1 мкг/мл и инкубировалась в 

течение ночи на 4°C. В качестве контроля использовали моноклональные 

антитела на β-actin (Sigma-Aldrich, США). Потом мембрана отмывалась в 

растворе TBS-T 5 раз по 5 минут и инкубировалась в течение 1 часа при 

комнатной температуре с вторичными антителами, конъюгированными с 

пероксидазой (Sigma-Aldrich, США), разведенными 1:20 000 в 3% сухом 

молоке/TBS-T. Далее мембрана отмывалась в растворе TBS-T 5 раз по 5 минут 

и обрабатывалась усилителями хемилюминисценции ECL+ (Amersham 



43 
 

 

Biosciences, Англия) согласно протоколу производителя. Люминисцентное 

излучение было детектировано на рентгеновской плёнке Kodak-BioMAX. 

 

2.7 Магнитно-резонансная томография  

Для магнитно-резонансной томографии использовалось по 8 мышей WT 

и 8 мышей KO. Для исследования морфологических различий в размерах 

мозга у животных in vivo использовался горизонтальный томограф с 

напряженностью магнитного поля 11.7 Тесла (Bruker, BioSpec 117/16 USR, 

Германия) согласно протоколу (Tikhonova et al., 2013).  

Для получения Т2-взвешенных изображений головного мозга мыши в 

аксиальной проекции был использован метод спинового эха многосрезового 

сканирования MSME (Multi Slice Multi spin Echo) c параметрами TR = 5500 

мсек, TE = 33 мсек. Чтобы охватить весь мозг, было сделано 55 срезов 

толщиной 0.2 мм и межсрезовой толщиной 0.2 мм, полем обзора 2 см х 2 см2 

и размером матрицы 256 х 256 точек, продолжительность сканирования 5 мин 

54 сек. Для получения Т2-взвешенных изображений головного мозга мыши в 

коронарной и аксиальной проекциях был использован метод RARE (rapid 

acquisition with relaxation enhancement). Исследуемые структуры мозга были 

определены и выделены с помощью программного обеспечения 

“Интересующий Регион” (ROI) и атласа мышиного мозга. 

Высокое разрешение магнитно-резонансного изображения четко 

показывает не только большие структуры мозга, но также позволяет 

визуализировать маленькие структуры. Разделение мозга на структуры 

проводилось вручную экспериментатором, который был не знаком с 

протоколом исследования. 

 Были исследованы структуры, связанные с поведенческой активностью, 

обучением и памятью: гиппокамп (сумма левой и правой части, 15 аксиальных 

срезов), стриатум (сумма правой и левой части, 14 коронарных срезов), 

латеральные желудочки (сумма боковых желудочков, 18 коронарных срезов) 

и объем коры (28 коронарных срезов). Объёмы представлены в мкл. Площадь 
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мозга на исследуемом срезе рассчитывалась как количество пикселей, 

помноженных на размер одного пикселя в мм2. Общий объём мозга был 

посчитан как сумма площадей мозга на срезах, помноженная на 0.2 мм. 

 

2.8 Исследование поведения животных в стандартных тестах 

 Для тестирования поведения использовался программно-аппаратный 

комплекс EthoStudio, созданный в ФГБУН «Институт автоматики и 

электрометрии СО РАН». Этот комплекс включал стенд для установки арен, 

освещение и цифровую видеокамеру Panasonic, расположенную в 80 см над 

ареной и присоединенную к компьютеру через интерфейс IEEE1394. В тестах 

«открытое поле», «новый объект», «принудительное плавание», «свет-

темнота», «водный лабиринт Морриса» использовали обращенное освещение, 

когда источник света помещался под ареной. В проходящем свете животное 

любого окраса выглядело как темный силуэт, контрастирующий с фоном 

(Kulikov et al., 2008). В тесте «приподнятый крестообразный лабиринт» 

использовали измерение в отраженном свете, когда лабиринт освещали сверху 

рассеянным светом. Это позволяло автоматически трассировать животное 

черной масти в открытых рукавах и центре лабиринта. Изображения 

животного с частотой 10 кадров/сек обрабатывались программой EthoStudio, 

автоматически вычислялся путь, пройденный животным и создавалась карта 

пространственного распределения ассоциированных с животным пикселей. 

Вертикальные стойки, грумминг, число болюсов, контакты с объектом и т.д. 

регистрировались наблюдателем (Kulikov et al., 2008). Продолжительность 

тестов «открытое поле», «новый объект», «приподнятый крестоообразный 

лабиринт», «свет/темнота» и «водный лабиринт Морриса» сотавляла 5 минут, 

а теста «принудительное плавание» 6 минут. После тестирования каждого 

животного поверхность арены протирали влажной и сухой салфетками. 
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Все поведенческие эксперименты проводились между 10.00 и 13.00 

часами. Исследовательские группы животных были зашифрованы. 

Поведенческие тесты проводили с интералом в один день. 

Тест «открытое поле» 

Тест «открытое поле» используется для оценки тревожности (время, 

проведенное в центре поля, %), эмоционального поведения (грумминг, число 

фекальных болюсов, оставленных животным на арене), двигательной 

(пройденный путь, см) и исследовательской (количество вертикальных стоек) 

активностей у грызунов. Тест проводили на аппарате с круглой ареной 

(диаметром 40 см) из полупрозрачного белого матового пластика с 

пластиковыми стенками высотой 25 см (Kulikov et al., 2008). Арена была ярко 

подсвечена с помощью двух галогеновых ламп (25 Вт каждая), которые 

располагались под ареной на расстоянии 40 см. Свет проходил через 

полупрозрачный белый матовый пластик (инвертированная подсветка). 

Животное помещали на арену рядом со стенкой, его движения регистрировали 

в течение 5 минут с помощью цифровой видеокамеры (Panasonic), 

расположенной на 80 см выше арены и подсоединенной к компьютеру через 

интерфейс IEEE1394. С помощью программно-аппаратного комплекса 

EthoStudio определяли пройденный путь (см) и время, проведенное в 

центральной части поля (%) (круг диаметром 20 см). Количество 

вертикальных стоек фиксировалось экспериментатором (Kulikov et al., 2008).  

Тест «новый объект» 

Тест «новый объект» используется у грызунов для оценки 

эмоционального поведения, двигательной и исследовательской активностей. 

Исследовательский ответ животного состоит в осмотре, обнюхивании, 

подъемах на задние лапы, прыжках, рытье, заглядывании вниз, перемещении 

доступных объектов. Тревожный ответ — в замирании, поиске убежища, 

обильной дефекации и уринации (Kulikov et al., 2008). За день до тестирования 

животное помещали в чистую арену (D = 40 см, бортики высотой 25 см) на 5 

мин для привыкания. В день тестирования в центр арены помещали 
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пластиковый цилиндр (3 x 4.5см). Животное помещали на арену и в течение 5 

мин фиксировали время, на протяжении которого мышь исследовала объекты 

(Desruisseaux et al., 2008). Учитывали пройденный путь (см), количество 

вертикальных стоек, латентное время до первого контакта с новым объектом 

(сек), количество и продолжительность контактов с новым объектом (сек), 

количество болюсов, количество и продожительность груммингов (сек). 

Тест «приподнятый крестообразный лабиринт» 

 Тест «приподнятый крестообразный лабиринт» используют для 

исследования реакции животного на стимулы, вызывающие тревогу и страх 

(Pellow et al., 1985). В этом тесте экспериментатор регистрировал время, 

проведенное в открытых рукавах. Данный показатель негативно коррелирует 

с тревожностью, ведь зачастую у животных наблюдается конфликт между 

желанием остаться в безопасном месте или исследовать новое, но 

потенциально опасное пространство (ярко освещенное или открытое). Тест 

«приподнятый крестообразный лабиринт» проводили в аппарате, состоящем 

из двух открытых (потенциально опасных) и двух закрытых (безопасных) 

рукавов, размерами 37 х 6 см и приподнятых на высоту 60 см над уровнем 

пола, арена была тускло освещена с помощью рассеивающего света от 

галогеновых ламп (25 Вт). Закрытые рукава были защищены бортиками 

высотой 20 см. Животное помещали в центр головой к одному из закрытых 

рукавов и его движения в открытых рукавах и центре автоматически 

трассировали в течение 5 мин. Автоматически определяли число переходов 

через центр, латентное время захода в открытые рукава (сек), число заходов в 

открытые рукава, время (%) проведенное в открытых рукавах и центре 

(Alexander V. Kulikov, 2014). 

Тест «принудительное плавание»  

Тест «принудительное плавание» моделирует безвыходное положение 

для животного и является классическим для определения 

депрессивноподобного поведения (Porsolt et al., 1977). В этом тесте 

оценивается время, когда животное от активных попыток освободиться из 
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неприятного положения (погружение в воду), переходит к неподвижности, 

зависанию, которое исследователи ассоциируют с потерей животным 

надежды и поведением отчаяния. В ходе эксперимента мышь помещали в 

цилиндрический стеклянный резервуар (15 х 25 см), заполненный на 3/4 водой 

(t=25°С) и подсвечиваемый через полупрозрачный пол. Мышь опускали в 

воду, в которой она находилась в течение 6 минут. Первые 2 минуты 

нахождения животного в воде считались адаптационными. Движения 

автоматически трассировали в течение 6 мин. Поведение животного начинали 

регистрировать с третей минуты и оценивали латентное время первого 

замирания (сек), а также суммарное время неподвижности (сек) за последние 

4 мин (Kulikov et al., 2010). Вода в сосудах менялась после тестирования 

каждого животного. 

Тест «свет/темнота»  

Данный тест широко используется для оценки тревожности грызунов. 

Установка для теста  «свет-темнота» состояла из светлого и темного отсеков 

одинакового размера (20 х 20 х 25 см), соединенных перегородкой с 

отверстием (7 x 7 см). Светлый отсек был выполнен из белой пластмассы и 

освещен с помощью 25-W галогеновой лампы, а темный отсек был выполнен 

из черного пластика и покрыт черной крышкой. Мышь помещалась в тёмный 

или светлый отсек головой к отверстию на 5 минут. В ходе эксперимента 

определяли время нахождения мыши в светлом или тёмном отсеке (сек), 

латентное время перед первым входом в другую камеру (сек), число заходов и 

количество заглядываний в другую камеру. 

Измерение реакции рефлекторного вздрагивания и ее престимулъного 

торможения 

 Реакцию вздрагивания измеряли с использованием прибора SR-Pilot 

(San-Diego Instruments, USA), состоящего из пластиковой камеры (15 х 19 х 25 

см), пол которой располагается на пьезодатчиках (Popova et al., 2009). Мышь 

помещали в камеру и давали 3 мин для адаптации. Для оценки престимульного 

торможения (PPI) каждые 15 сек подавали звуковой сигнал, чередуя 4 
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одиночных сигнала (P) (115 дБ, 40 мс, с интервалом около 15) с 4 

комбинированными «предупреждающий сигнал + стандартный сигнал» (PP) 

(предупреждающий за 100 мс престимул силой 85 дБ, 40 мс и основной -115 

дБ, 40 мс). Величина престимульного торможения определялась по формуле: 

PPI = (AP− APP) × 100%/AP (AP и APP – амплитуды для P и PP). 

Тест «водный лабиринт Морриса» 

 Тест «Водный лабиринт Морриса» позволяет оценить когнитивные 

способности и основан на поиске кратчайшей дистанции до спрятанной под 

водой платформы на основании предыдущей памяти о ее местонахождении 

(D’Hooge and De Deyn, 2001). В данном эксперименте применяли регистрацию 

в проходящем свете (Куликов и др., 2007; Kulikov et al., 2008b; 2010a). 

Установка для тестирования животных в водном лабиринте Морриса в 

проходящем свете состояла из квадратного пластикового бака 70 х 70 х 25 см, 

в который вставлялся пластиковый цилиндрический вкладыш диаметром 70 

см и высотой 25 см. Под баком располагались 4 галогеновые лампы по 12 Вт 

каждая. Бак заполнялся до 15 см водой, подкрашенной сухим молоком, 

температурой 25°С. Поверхность бака была виртуально разделена на 4 равных 

сектора (четверти). Стеклянная платформа, (диаметр 5 см, высота 14.5 см), 

скрытая под поверхностью воды и невидимая для животного, помещалась в 

центре одной из четвертей бака. Передвижение животных отслеживалось 

автоматически. В ходе обучения животное в течение 4 последовательных дней 

обучали находить скрытую под водой платформу. Для этого животное 

помещали в воду в фиксированной точке и давали ему возможность искать 

платформу в течение не более 60 сек. Момент нахождения платформы 

определяли, когда животное полностью выбиралось на нее (четырьмя лапами). 

Независимо от успеха, животное помещалось на платформу на 15 сек для 

осуществления положительного подкрепления и обозначения 

местоположения платформы. Каждый из тренировочных дней включал три 

последовательных попытки с интервалом 60 сек. В течении обучения 

фиксировались латентное время (сек), в течение которого животное находило 
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платформу и выбралось на нее; пройденный путь (см), который животное 

прошло, прежде чем найти платформу и выбраться на нее. По каждому 

тренировочному дню считались средние показатели из всех тестовых 

процедур.  

 

2.10 Индукция острого воспалительного процесса с использованием 

декстран сульфата натрия 

 В эксперименте использовались 6 мышей KO и 6 мышей WT в возрасте 

2 месяца и примерно одного веса. Животные пили питьевую воду, 

содержащую 2% декстран сульфата натрия (молекулярный вес 40000 г/моль, 

AppliChem, Германия) в течение 7 дней, после чего переводили на обычную 

питьевую воду. Восстановительный период продолжался до 30 дня. 

Контрольную группу животных поили питьевой водой без добавления 

декстран сульфата натрия (ДСН). На протяжении 7 дней проводил 

ежедневную оценку состояния мышей (массы, консистенции стула и наличия 

крови в стуле). Изменения веса рассчитывались в процентном соотношении с 

весом до воздействия ДСН. Индекс активности колита (ИАК) рассчитывался 

как суммы трёх проявлений воспаления на протяжении 7 дней согласно 

таблице (Табл. 3).  

Таблица 3. Индекс активности колита (ИАК). 

 Потеря веса % Консистенция стула Кровотечение 

0 отсутствует нормальная отсутствует 

1 1-5   

2 5-10 жидкая скрытое кровотечение 

3 10-20   

4 >20 диарея Видимые признаки 

кровотечения 

 

 На 7 и 30 день мыши подвергались эвтаназии путём транслокации 

шейных позвонков. Проксимальный участок прямой кишки использовался для 

гистологического исследования, а для оценки уровней экспрессии генов 
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методом ПЦР в реальном времени использовали дистальный участок. 

Сравнительный анализ индекса гистологической активности (ИГА) 

рассчитывался как сумма четырёх проявлений воспаления (максимальная 

оценка 12) на протяжении 7 дней согласно таблице (Табл. 4). 

Таблица 4. Индекс гистологической активности (ИГА). 

Оцениваемые 

изменения 

Градация Описание 

Распеределение 

поражений 

0 

1 

2 

3 

4 

Нет 

Локальное 

Многоочаговое 

Диффузное 

Диффундирующее 

Степень воспаления 0 

1 

2 

3 

4 

Нет 

Лёгкое 

Умеренное 

Тяжёлое 

Воспалительные клетки в просвете 

кишечника 

Глубина воспаления 0 

1 

2 

3 

4 

Нет 

Только слизистая 

Слизистая и подслизистая оболочка 

Ограниченное трансмуральное 

Трансмуральное 

 

2.11 Определение уровня экспрессии генов 

Выделение тотальной РНК  

Участки дистального отдела толстого кишечника мышей, полученные 

на 7 день и на 30 день после начала эксперимента с декстран сульфатом натрия 

замораживались в реагенте TRIZOL (Invitrogen, США) из расчёта 1 мл 

реагента на 100 мг ткани. Далее пробы измельчали на гомогенизаторе при 

помощи металлических шариков, после чего центрифугировали на 

охлаждающей центрифуге при 12000 g в течение 10 минут при температуре 

4°С, затем отбирали свободную от дебриса фазу. инкубировали 5 минут при 

комнатной температуре и добавляли 0.2 мл хлороформа на 1 мл TRIZOL. 
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Тщательно перемешивали и дополнительно инкубировали при комнатной 

температуре в течение 3-х минут. Затем образцы центрифугировали в 

охлаждающей центрифуге при 12000 g в течение 15 минут при температуре 

+4°С. Водную фазу переносили в новую пробирку, туда же добавляли 

изопропиловый спирт из расчёта 0.5 мл на 1 мл TRIZOL, перемешивали и 

инкубировали при комнатной температуре в течение 10 минут. После этого 

раствор центрифугировали в охлаждающей центрифуге при 12000 g в течение 

10 минут при температуре +4°С. Осадок промывали 75% этанолом, 

высушивали на воздухе при комнатной температуре и растворяли в 

деионизированной воде, предварительно обработанной диэтилпиро-

карбонатом (H2ODEPC) (Sigma-Aldrich, США). Концентрацию и качество 

выделенной РНК оценивали на спектрофотометре NanoDrop2000 

(ThermoScientific, США). 

Для разрушения геномной ДНК проводили ДНКазную обработку. В 

образец добавляли 10хбуфер с MgCl2, 1 ед. ДНКазы I (Fermentas, США). 

Инкубировали 1 час при температуре 37°С. Затем инактивировали фермент, 

инкубируя 10 минут при температуре 65°С. 

Реакция обратной транскрипции 

Для синтеза кДНК использовали набор RevertAidTM First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Fermentas, США). Условия реакции: 2 мкг РНК, 0.2 мкг 

случайных гексануклеотидов; доводили объём смеси деионизированной водой 

до 12.5 мкл и инкубировали в течение 5 минут при 70°С. Затем охлаждали 

образцы во льду. Далее добавляли 4 мкл 5х реакционного буфера для 

ревертазы, смесь 4-х дНТФ до концентрации 1 мМ и 20 единиц ингибитора 

рибонуклеаз; доводили объём деионизированной водой до 19-ти мкл и 

инкубировали в течение 5 минут при 25°С. После этого добавляли 200ед. 

обратной транскриптазы RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase 

(Fermentas, США). Реакционную смесь инкубировали при 25ºС в течение 10 

минут, затем при 42°С в течение 60 минут, после чего останавливали реакцию 

нагреванием до 70°С в течение 10 минут и охлаждали во льду. Полученную 
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кДНК использовали как матрицу для полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 

реальном времени. 

ПЦР в реальном времени 

Специфическую амплификацию фрагментов ДНК производили методом 

ПЦР в реальном времени. С помощью программ Primer3 и Oligo38 были 

определены праймеры и TaqMan зонды для выбранных генов таким образом, 

чтобы ПЦР-продукт получался из 2-х соседних экзонов, что исключало бы 

вероятное участие геномной ДНК в реакции.  

 

Таблица. 5. Последовательности праймеров и зондов, выбранных для анализа 

экспрессии. 

Ген Праймеры, 5’- 3’ Проба FAM 5'- 3' 

GAPDH CATGGCCTTCCGTGTTCCTA 

ATGCCTGCTTCACCACCTTCT 

CCTGGAGAAACCTGCCAAGTATGATG 

TGF-β1 TGACGTCACTGGAGTTGTAC 

AAGAGCAGTGAGCGCTGAAT 

TGGCTGAACCAAGGAGACGGAATAC 

IL-1α TCACTGAAGATGACCTGCAGT 

TGGTAGGTGTAAGGTGCTGA 

ACCCATGATCTGGAAGAGACCATCCA 

IL-1β AAGGAGAACCAAGCAACGACAA 

AACTCTGCAGACTCAAACTCCA 

TTGCTTGGGATCCACACTCTCCAG 

IL-6 TAGTCAATTCCAGAAACCGCTAT 

CTGGATGGAAGTCTCCTGCG 

CTCTCTGCAAAGGCGCCCAACTG 

IL-10 ATCAAGGAGCATTTGAATTCCCT 

TGCTCCACTGCCTTGCTCTTA 

CTGAGGCGCTGTCATCGATTTCTC 

IL-17A TCAGACTACCTCAACCGTTCC 

ACTGAGCTTCCCAGATCACAG 

CTGGACTCTCCACCGCAATGAAGA 

TNFα CTCCCTCTCATCAGTTCTATG 

CGACGTGGGCTACAGGCT 

ACCCTCACACTCAGATCATCTTCTC 

Kaiso TACTCAACTTCCCACTCCTG 

GTTAGGAGTCAGATGTGTTGA 

ACTCTAAGCCAAACACAAGGAAGTGA 

 

Полученные праймеры были проверены на специфичность в программе 

BLAST. При оптимизации ПЦР подбирали концентрации компонентов 

реакционной смеси и температурный режим амплификации, обеспечивающие 

максимальную чувствительность и специфичность обнаружения ДНК. Для 

постановки ПЦР в реальном времени в качестве референсного гена 

использовался GAPDH, а также праймеры и зонды (Табл. 5). 
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2.12 Выявление апоптоза с использованием метода TUNEL 

Анализ TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick-end labeling) проводили на парафиновых срезах согласно общепринятой 

методике (Abcam, Англия, TUNEL Assay Kit). Принцип метода основан на 

выявлении 3’-ОН концов в молекуле ядерной ДНК, образующихся при её 

фрагментации в клетках, находящихся на стадии апоптоза.  

После депарафинизации срезов толстой кишки, их инкубировали в 

0.85% NaCl 5 мин при комнатной температуре; промывали 5 мин в PBS; 

проводили инкубацию 5 мин с раствором 20 мкг/мл Proteinase K (2 мкл Prot K 

10 мг/мл + 998 мкл 100 mM TrisHCl pH = 8.0 + 50 mM EDTA); промывали 5 

мин в PBS; инкубировали 5 мин в Wash Buffer; промывали 5 мин в PBS; 

покрывали срезы раствором для мечения ДНК с TdT и Br-dUTP и 

инкубировали на 37°C в течение 1 часа. Затем срезы промывали 5 мин в PBS; 

инкубировали с вторичными антителами BrdU 30 мин при комнатной 

температуре; добавляли буфер 7-AAD/RNase A Staining Buffer; промывали 

5 мин в PBS и заключали в мовиол. Дополнительно проводили окрашивание 

ядер клеток красителем DAPI. Анализировали препараты с помощью 

флуоресцентного микроскопа DP71 (Olimpus, Япония). Уровень апоптоза 

определялся путем обсчета апоптотирующих клеток в эпителии и в 

собственной пластинке на 8 отдельных продольных срезах толстой кишки KO 

и WT. Обсчёт проводился двумя независимыми исследователями.  

 

2.13 Статистическая обработка  

Полученные в работе значения представлены +/–SEM и 

проанализированы с помощью t-критерия Стьюдента и однофакторного 

анализа ANOVA (GraphPad) и ANCOVA с последующим сравнением по 

Фишеру. Время и путь в секторах водного лабиринта Морриса выражали в 

процентах и сравнивали со случайным посещением (25%) с помощью 

одностороннего критерия Стьюдента (α = 0.1) с последующей коррекцией 
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уровня значимости по методу Бонферрони. Различия считались достоверными 

при уровне значимости p < 0.05. 
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Глава 3: РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

 

3.1 Исследование локализации белка Каизо в органах мыши 

3.1.1 Анализ локализации белка Каизо в эпителиальных тканях 

В настоящее время много работ посвящается исследованию роли белка 

Каизо в воспалении и опухолеобразовании кишечника мыши. В одной из 

статей авторы утверждают, что Каизо локализуется в цитоплазме клеток 

кишечника (Chaudhary et al., 2013). Данные результаты вызывали сомнения, 

так как окрашивание проводили с использованием DAB, более того, 

отсутствовал отрицательный контроль. В связи с этим, было проведено 

иммунофлуоресцентное окрашивание толстой и тонкой кишки линий мышей 

дикого типа (WT) и нокаутных по гену Каизо (KO) с использованием 

специфичных поликлональных антител на Каизо (Daniel et al., 2001).  

Было показано, что белок Каизо локализуется в ядре однослойных 

цилиндрических эпителиальных клеток, которые выстилают ворсинки 

(выступы в просвет) и крипты (глубокие впадины) тонкой кишки, а также 

крипты толстой кишки у мышей WT линии. Кроме того, Каизо локализуется в 

клетках собственной пластинки (lamina propria) тонкой и толстой кишки, 

которая состоит из рыхлой соединительной ткани, содержащей 

лимфатические капилляры и лимфоциты. В тонкой и толстой кишке мышей 

KO белок Каизо отсутствует, что позволяет исключить принятие фонового 

свечения за истинный сигнал (Рис. 8А, Б). После окрашивания срезов 

гематоксилином и эозином морфологических нарушений в кишечнике у 

мышей KO выявлено не было. Результаты иммунофлуоресцентного анализа 

были подтверждены белковым иммуноблоттом с экстрактами из тонкой и 

толстой кишки WT и KO мышей, окраской антителами на Каизо, а также 

окраской контрольными антителами на β-актин (Рис. 8В). Для достоверности 

результата использовались два повтора с разным количеством лизата (20 и 10 

мкл). 
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Таким образом, полученные наблюдения ядерной локализации Каизо в 

толстой и тонкой кишке расходятся с опубликованными данными о 

цитоплазматической локализации Каизо в ворсинках и криптах кишечника 

мыши (Chaudhary et al., 2013).  

 

Рис. 8. Локализация Каизо в тонком (А) и толстом (Б) кишечнике мыши. Каизо 

(зелёный), DAPI (синий), правая панель окрашивание отдельных срезов 

гематоксилином/эозином. Белок Каизо отсутствует у KO мышей. С: крипты; 

V: ворсинки. Криосрезы. Шкала 50 мкм. (В) Иммуноблотинг ядерных 

экстрактов из толстого и тонкого кишечника WT и KO. Контрольные антитела 

— β-актин. Полосы демонстрируют разные количества лизата в каждой лунке 

(20 и 10 мкл). 

 

Так как Каизо локализуется в ядрах эпителиальных клеток кишечника, 

решено было исследовать экспрессию Каизо в других эпителилаьных тканях.  

В результате иммуногистохимического анализа было показано, что 

Каизо локализуется в клетках эпидермиса (внешнего эпителия), дермы (слоя 

соединительной ткани) и волосяного фолликула (Рис. 9А, Б). Снимки 

высокого разрешения демонстируют, что Каизо локализуется в ядрах 
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кератиноцитов, фибробластов и меланоцитов базального и супрабазального 

слоя эпидермиса (Рис. 9Б). Интересно, что Каизо локализуется в ядрах клеток 

дермальной папиллы, в клетках внешнего и внутреннего слоя волосяной 

луковицы, которые отличаются активной пролиферацией и самообновлением. 

Совместная окраска Каизо с поверхностным маркёром стволовых клеток 

волосяного фолликула CD34, показала, что Каизо локализуется в некоторых 

стволовых клетках волосяного фолликула (Trempus et al., 2007) (Рис. 9А).  

 

 

Рис. 9. Локализация Каизо в коже мыши. (А) Локализация Каизо (зелёный) и 

CD34 (красный) в клетках дермальной папиллы и волосяной луковицы WT 

мышей. Шкала 50 мкм. (Б) Локализация Каизо (зелёный) в базальном и 

супрабазальном слое эпидермиса WT мышей. DAPI (синий). Белок Каизо 

отсутствует у KO мышей. EP: эпидермис; DP: дермальная папилла; DM: 

дермальный матрикс. Криосрезы. Шкала 100 мкм.  
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В лактирующей молочной железе мыши Каизо локализуется в 

кубическом эпителии, что подтвердило окрашивание последовательных 

срезов антителами на Каизо и на цитокератин 8 (K8), который является белком 

промежуточных филаментов и маркёром эпителиальных клеток, 

выстилающих протоки молочной железы (Kongara et al. 2010). Ядерное 

окрашивание Каизо совпадает с цитоплазматическим окрашиванием K8 (Рис. 

10). 

 

 

Рис. 10. Локализация Каизо в эпителии протоков молочной железы. K8 

(красный), Каизо (зелёный), DAPI (синий). Правая панель: окрашивание 

отдельных срезов гематоксилином/эозином. L: просвет (люмен). 

Последовательные парафиновые срезы. Шкала 100мкм.  

 

Иммунофлуоресцентный анализ других органов показал, что Каизо 

локализуется в ядре клеток многослойного неороговевающего плоского 

эпителия пищевода, многорядного призматического респираторного эпителия 

трахеи, в клетках переходного эпителия мочевого пузыря, железистом 

кубическом эпителии слёзных и слюнных желез, в обонятельном эпителии и в 

плоских эпителиальных клетках языка (Рис. 11). 
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Рис. 11. Локализация Каизо в ядре эпителиальных клеток мочевого пузыря, 

пищевода, трахеи, слёзных желез, обонятельного эпителия и языка у мышей 

WT. Каизо (зелёный), DAPI (синий). Парафиновые срезы. Шкала 50мкм. 

 

3.1.2 Анализ локализации белка Каизо в тканях глаза  

Иммуногистохимический анализ показал, что в роговице глаза белок 

Каизо локализуется в ядре клеток многослойного плоского эпителия, а также 

в стромальных и эндотелиальных клетках (Рис. 12А). 

Сетчатка глаза мыши состоит из пигментного эпителия, 

фоторецепторного слоя клеток (содержащего в основном палочки), наружного 

ядерного слоя (содержащего ядра фоторецепторных клеток), внешнего 

плексиформного слоя (сплетения нервных волокон со множеством 

синаптических контактов), внутреннего ядерного слоя (содержащего 

биполярные нейроны), внутреннего плексиформного слоя и слоя ганглиозных 

клеток. В сетчатке Каизо локализуется в цитоплазме внутренних сегментов 

фоторецепторных клеток и отсутствует в наружном ядерном слое, внутреннем 

ядерном слое и в слое ганглиозных клеток (Рис. 12Б). Специфичность 

цитоплазматического окрашивания была подтверждена контрольными 

окрашиваниями срезов глаз KO мышей (Рис. 12А, Б).  
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Рис. 12. Локализация Каизо в роговице (A) и сетчатке (Б) глаза. Первая 

колонка: Каизо (зелёный); вторая: DAPI (синий); третья: наложение. Белок 

Каизо отсутствует у KO мышей. EP: эпителий роговицы; STR: строма; GCL: 

слой ганглиозных клеток; INL: внутренний ядерный слой (ядра биполярных 

клеток); ONL: наружном ядерном слое (ядра фоторецепторных клеток); IS: 

внутренние (цитоплазматические) сегменты фоторецепторных клеток. 

Парафиновые срезы. Шкала 50мкм.  

3.1.3 Анализ локализации белка Каизо в органах кроветворения и 

иммуногенеза 

В тимусе Каизо локализуется в клетках коркового и мозгового слоя (Рис. 

13А), а в селезёнке в ядре клеток белой и красной пульпы (Рис. 13Б). 
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Рис. 13. Локализация Каизо в тимусе (А) и селезёнке (Б). Каизо (зелёный), 

DAPI (синий). Правая панель окрашивание гематоксилином/эозином. Белок 

Каизо отсутствует у KO мышей. M: мозговой слой; C: корковый слой; RP: 

красная пульпа; GC: герминальный центр белой пульпы. Парафиновые срезы. 

Шкала 100 мкм. 

3.1.4 Анализ локализации белка Каизо в репродуктивных органах самцов 

 Сперматогониальные стволовые клетки (ССК), так же, как и стволовые 

клетки кожи, являются постоянно самообновляющимися стволовыми 

клетками взрослого организма, ведь образование мужских половых клеток 

(сперматогенез) происходит непрерывно на протяжении всей жизни. У 

взрослых мышей недифференцированные ССК располагаются в семенных 

канальцах и подразделяются на несколько морфологических типов, которые 

последовательно сменяют друг друга: недифференцированный тип 

сперматогоний As (одиночные), Apr (парные), и Aal (линейные, 4–16 или 32 

клеточных синцитиальных кластеров) и дифференцированный тип 
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сперматогоний А1, А2, А3, А4, In (промежуточный тип) и B (Рис. 14). В ряду 

митозов деление сперматогониев типа B — последнее, они образуют 

сперматоциты I порядка, которые вступают в сложную профазу I мейоза (de 

Rooij, 2001). После двух мейотических делений каждый сперматоцит I 

порядка, дает начало четырем гаплоидным сперматидам. Дозревание 

спермиев происходит в эпидидимисе (придатке семенника) (Wolgemuth et al., 

2002). 

Клетки Сертоли являются единственным типом соматических клеток, 

присутствующих в семенных канальцах млекопитающих. Они участвуют в 

формировании микроокружения (ниш) для ССК, гемато-тестикулярного 

барьера, паракринной регуляции сперматогенеза, фагоцитозе 

дегенерирующих половых клеток, в выполнении опорных и трофических 

функций (Huleihel and Lunenfeld, 2004).  

 

Рис. 14. Стоение семенников мыши и процесс сперматогенеза. 

Иммунофлуоресцентный анализ экспрессии Каизо в семенниках 

взрослых мышей показал, что белок Каизо локализуется в отдельных 
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клеточных популяциях, расположенных на базальной мембране семенных 

канальцев (Рис. 15А). В эпидидимисе Каизо локализуется в ядрах 

эпителиальных клеток (Рис. 15Б). 

 

Рис. 15. Локализация Каизо в семенном канальце (А) и в эпидидимисе (Б). 

Каизо (зелёный), DAPI (синий). Правая панель окрашивание 

гематоксилином/эозином. Белок Каизо отсутствует у KO мышей. L: просвет 

канальца (люмен); Sp: спермии; Ep: эпителий. Поперечные парафиновые 

срезы. Шкала 50мкм, 100 мкм.  

Поскольку локализация на базальной мембране характерна для ССК и 

клеток Сертоли, было проведено совместное иммуногистохимическое 

окрашивание Каизо с различными маркёрами клеток семенника: PLZF и BMI-

1 (маркёрами недифференцированных ССК), PCNA (маркёром 

пролиферирующих сперматогониев) и GATA4 (маркёром клеток Сертоли и 

Лейдига) (Buaas et al., 2004; Chapman and Wolgemuth, 1994; Huleihel and 

Lunenfeld, 2004; Komai et al., 2014). Для более точного анализа колокализации 

Каизо с маркёрами клеток, проводились дополнительные окрашивания на 

изолированных семенных канальцах. 
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Иммунофлуоресцентный анализ окрашивания тотальных препаратов 

семенных канальцев показал, что клетки, экспрессирующие Каизо, 

формируют небольшие клеточные кластеры, которые являются характерными 

для ССК. При совместном окрашивании на Каизо и на маркёры ССК было 

показано, что экспрессия Каизо частично совпадает с маркёром PLZF (Аs, Аpr 

и Аal) (Рис. 16) и не совпадает с BMI-1 (маркёром преимущественно Аs) 

(Komai et al., 2014) (Рис. 17). Таким образом, по полученным данным можно 

заключить, что Каизо экспрессируется в ССК типа Аpr(парные) и 

Аal(линейные), так как его колокализация с BMI-1, который преимущественно 

экспрессируется в As(одиночные) (Komai et al., 2014), не наблюдается.  

 

Рис. 16. Локализация Каизо и PLZF в мышиных семенниках. (А) Поперечные 

криосрезы семенных канальцев. (Б) Тотальные препараты изолированных 

семенных канальцев, продольный вид. Первая колонка: Каизо (зелёный); 

вторая: PLZF (красный); третья: DAPI (синий); четвёртая: наложение. Белок 

Каизо отсутствует у KO мышей. L: просвет канальца (люмен). Шкала 100мкм. 
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Рис. 17. Локализация Каизо и BMI-1 в мышиных семенниках. (А) Поперечные 

криосрезы семенных канальцев. (Б) Тотальные препараты изолированных 

семенных канальцев, продольный вид. Первая колонка: Каизо (зелёный); 

вторая: BMI-1 (красный); третья: DAPI (синий): четвёртая: наложение. Белок 

Каизо отсутствует у KO мышей. L: просвет канальца (люмен). Шкала 100мкм.  

Далее было показано, что Каизо частично колокализуется с PCNA, что 

подтверждает данные об экспрессии Каизо не во всех делящихся ССК (Рис. 

18А). А при совместном окрашивании Каизо и GATA-4 колокализации не 

наблюдалось, что свидетельствует о том, что Каизо не экспрессируется в 

клетках Сертоли (Рис. 18А, Б). 

В таблице представлены обобщённые результаты, демонстрирующие, 

что Каизо частично колокализуется с белком PLZF и PCNA, но не 

колокализуется с BMI-1 и GATA-4 (Табл. 6). Полученные результаты 

позволяют нам заключить, что Каизо экспрессируется на стадиях 

недифференцированных ССК типа Аpr(парные) и Аal(линейные) у взрослых 

мышей.  
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Рис. 18. Локализация Каизо, GATA-4 и PCNA в семенниках мыши. (А) Первая 

колонка: Каизо (зелёный); вторая: PCNA (красный); третья: DAPI (синий); 

четвёртая: наложение. (Б) Первая колонка: GATA-4 (зелёный); вторая: Каизо 

(красный); третья: DAPI (синий); четвёртая: наложение. Белок Каизо 

отсутствует у KO мышей. Тотальные препараты изолированных семенных 

канальцев, продольный вид. L: просвет канальца (люмен). Шкала 100мкм. 

Таблица. 6. Экспрессия Каизо с маркёрами различных клеток в семенниках. 

Название 

специфических 

маркёров клеток 

семенников  

Определяемые типы 

клеток в семенниках 

Колокализация с 

Каизо 

PLZF  As, Apr и Aal ССК +/- 

BMI-1 As ССК - 

PCNA  
Пролиферирующие 

сперматогонии 
+/- 

GATA-4  Клетки Сертоли и Лейдига - 
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3.1.5 Анализ локализации белка Каизо в структурах мозга 

 В исследовании о связи дисфункции гена Каизо и Ретт-синдрома при 

помощи in situ гибридизации было показано, что мРНК Каизо экспрессируется 

в различных отделах мозга (Della Ragione et al., 2006). В данной работе было 

решено изучить локализацию белка Каизо в мозге при помощи 

флуоресцентной иммуногистохимии. 

Локализация Каизо была исследована в коре, обонятельных луковицах, 

гиппокампе и мозжечке. Было выявлено, что в коре головного мозга, Каизо 

локализуется в ядрах нейронов (большие ядра) и глиальных клетках 

(маленькие ядра). В обонятельной луковице Каизо локализуется во внешнем 

плексиформном слое, митральных клетках, обонятелных гломерулах 

(клубочках) и перигломерулярных клетках (Рис 19). 

 

Рис. 19. Локализация Каизо в структурах мозга. Каизо (зелёный), DAPI 

(синий). Белок Каизо отсутствует у KO мышей. Epl: внешний плексиформный 

слой; Mi: слой митральных клеток; Gl: гломерулярный слой; Gr: зернистый 

слой; Pyr: пиромидальный слой; PC: клетки Пуркинье; ML: молекулярный 

слой; WM: белое вещество. Криосрезы. Шкала 50мкм. Гиппокамп — шкала 

200мкм. 
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Показано, что в гиппокампе, Каизо локализуется в ядрах плотно 

упакованных круглых клеток зернистого слоя, а также в клетках 

пирамидального слоя, которые вместе формируют V- или U-образные 

структуры зубчатой извилины. В мозжечке Каизо локализуется в ядрах клеток 

Пуркинье, клеток зернистого (плотно упакованные клетки) и молекулярного 

слоёв (глиальные клетки, аксоны клеток зернистого слоя и дендриты клеток 

Пуркинье) (Рис. 19). 

Таким образом, была обнаружена ядерная локализация Каизо в 

определённых типах клеток в тех же структурах мозга, которые были описаны 

при анализе in situ гибридизации Каизо (Della Ragione et al., 2006). 

 

3.2 Морфологические особенности мозга мышей с нокаутом гена Каизо  

 Поскольку Каизо активно экспрессируется в ЦНС, были изучены 

морфологические особенности мозга KO мышей методами магнитно-

резонансной томографии (МРТ). Нокаут гена Каизо не приводит к значимым 

изменениям объёма коры, гиппокампа, стриатума и общего объёма мозга. 

Разница была выявлена в объёме боковых желудочков: у KO мышей он 

оказался втрое меньше, чем у WT мышей (Табл. 7, Рис. 20). 

 

 

Рис. 20. Снимок МРТ боковых желудочков в 

мозге мышей WT и в KO. Срез мозга в 

коронарной проекции. (F1,14=28.55, p<0.0001). 

 

 

 

 

 Боковые желудочки головного мозга представляют собой полости в 

головном мозге, содержащие ликвор (спинномозговую жидкость) и являются 
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наиболее крупными в желудочковой системе головного мозга. Ликвор 

предохраняет головной и спинной мозг от механических воздействий, 

обеспечивает поддержание постоянного внутричерепного давления, водно-

электролитного гомеостаза, а также поддерживает обменные процессы между 

кровью и мозгом. Среди патологий желудочков чаще всего наблюдается их 

увеличение, что часто ассоциировано с психическими расстройствами, 

нарушением памяти, движений и мотиваций. У человека объём боковых 

желудочков изменяется с возрастом и увеличен у людей, страдающих 

болезнью Альцгеймера, шизофренией, биполярными растройствами и т. д. 

(Wright et al., 2000). Предполагается, что уменьшение размера желудочков 

также может быть связано с различными психическими расстройствами (Roza 

et al., 2008). Учитывая полученные результаты, было решено провести 

стандартную серию тестов, рекомендованных для обязательного 

поведенческого фенотипирования нокаутных и трансгенных мышей (Crawley, 

2008). 

Таблица 7. Общий объём мозга (без мозжечка) а также объём (мкл) коры, 

гиппокампа, стриатума и боковых желудочков в WT и нокаутных по Каизо 

(KO) мышах. 

Структура WT KO P 

Общий объём мозга 
 

423.9 ± 2.53 411.33 ± 5.6 F1,14 = 4.19, 

p>0.05 

Кора 89.47 ± 0.8 89.56 ± 5.6 F1,14 < 1 

Гиппокамп  22.14 ± 0.97 21.89 ± 0.32 F1,14 < 1 

Стриатум 14.42 ± 0.26 14.01 ± 0.21 F1,14 < 1 

Боковые  

желудочки 

5.78 ± 0.7 1.91 ± 0.2 F1,14 = 28.55, 

p<0.0001 

Количество мышей 8 8  
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3.3 Поведенческое фенотипирование мышей с нокаутом гена Каизо 

3.3.1 Тревожность, двигательная и исследовательская активность 

Тест «открытое поле» 

 Тест «открытое поле» используется для оценки двигательной 

(пройденное расстояние) и исследовательской (число вертикальных стоек) 

активностей, а также тревожности (время в центре) в условиях мягкого стресса 

(новая обстановка и интенсивное освещение) (Prut and Belzung, 2003; Stanford, 

2007). Мыши KO в тесте «открытое поле» проходили большее расстояние (F1,23 

= 34.98, p < 0.0001), чаще демонстрировали вертикальные стойки (F1,23 = 50.23, 

p < 0.0001) и проводили больше времени в центре (F1,23 = 11.16, p < 0.003) по 

сравнению с животными WT (Рис. 21). 

 

Рис. 21. Пройденный путь, число вертикальных стоек и время, проведённое в 

центре арены, в тесте «открытое поле» у мышей WT и KO. *** p < 0.001 

достоверные различия с WT. 

Таким образом, мышей КО отличают повышенная, по сравнению с 

животными WT, двигательная и исследовательская активности, а увеличение 

времени нахождения мышей КО в центре открытого поля можно, на первый 

взгляд, интерпретировать как анксиолитический (противотревожный) эффект 
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нокаута гена Каизо, так как обычно мыши избегают ярких и открытых 

пространств, предпочитая держаться ближе к стенке. 

Тест «новый объект»  

Тест «новый объект» используется у грызунов для оценки тревожного 

поведения (грумминг, число болюсов), двигательной (пройденный путь, см) и 

исследовательской (количество вертикальных стоек, контакты с объектом) 

активностей.  

 

Рис. 22. Пройденный путь (см); количество вертикальных стоек; количество 

груммингов; количество болюсов; латентное время до первого контакта с 

новым объектом (сек); количество и продолжительность контактов с новым 

объектом (сек) в тесте «новый объект» у WT и KO мышей.  

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 достоверные различия с WT. 
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 В тесте «Новый объект» у KO мышей возрастало общее пройденное 

расстояние (F1,23 = 22.53, p < 0.0001) и число вертикальных стоек (F1,23 = 41.5, 

p < 0.0001), а количество болюсов (F1,23 = 7.4, p < 0.012) и грумминга (F1,23 = 

4.56, p < 0.05) уменьшалось по сравнению WT. У KO мышей в два раза ниже 

латентное время контакта с новым объектом (F1,23 = 5.47, p < 0.05), чем у WT. 

Однако, количество контактов (F1,23 = 27.84, p < 0.0001) и общая продолжи-

тельность контактов с новым объектом (F1,23 = 32.56, p < 0.0001) значительно 

выше, чем у WT (Рис. 22). Таким образом, данные этого теста подтверждают 

данные теста «открытое поле» о повышенной двигательной и 

исследовательской активности у мышей KO. 

Тест «приподнятый крестообразный лабиринт»  

Тест «приподнятый крестообразный лабиринт» – основной для оценки 

тревожности. В нем оценивается  баланс между естественным страхом 

животных перед открытым пространством, высотой, новизной и 

одновременным стремлением исследовать эти незнакомые условия (Belzung 

and Griebel, 2001; Milner and Crabbe, 2008; Pellow et al., 1985).  

Мыши KO в тесте «приподнятый крестообразный лабиринт» пробегали 

большие дистанции (F1,23 = 12.21, p< 0.002), чаще пересекали центр (F1,23 = 

7.9, p < 0.01) и проводили в нём больше времени (F1,23 = 8.89, p < 0.01) по 

сравнению с мышами WT (Рис. 23), что согласуется с высокой двигательной и 

исследовательской активностью у мышей KO в тесте «открытое поле». 

Однако, латентное время захода в открытые рукава и время, проведенное в 

открытых рукавах не различалось у мышей обеих линий, что свидетельствует 

об отсутствии различий в уровне тревожности между мышами KO и WT (Рис. 

23).  
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Рис. 23. Пройденный путь (см); количество заходов в центр; время, 

проведённое в центре лабиринта (сек); латентное время перед входом в 

открытые рукава (сек); количество заходов в открытые рукава; время, 

проведённое в отркрытых рукавах (сек) в тесте «приподнятый крестообразный 

лабиринт» у мышей WT и KO. ** p < 0.01 достоверные различия с WT. 

 

Таким образом, возникает противоречие между сниженной 

тревожностью мышей KO в тесте «открытое поле» и отсутствием эффекта 

нокаута гена Каизо на тревожность в тесте «приподнятый крестообразный 

лабиринт». Возможно, что мыши обеих линий не различаются по их 

тревожности, а наблюдаемое увеличение времени пребывания в центре в тесте 

«открытое поле» отражает повышенную двигательную активность, а не 

пониженную тревожность мышей KO. 

 

Тест «свет/темнота»  

Традиционными показателями тревожности животного в тесте 

«свет/темнота» считается число переходов между камерами и общее время, 

проведенное животным в светлом поле (Crawely, 1985). В природе мышь 
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избегает освещённых пространств и стремится укрыться в тёмном 

защищённом месте. 

В результате теста «свет/темнота», у KO мышей наблюдалось 

пониженное латентное время перед входом в тёмное поле (F1,22 = 10.12, 

p < 0.005), количество заглядываний в тёмное поле (F1,22 = 13.98, p < 0.001), но 

повышалось количество переходов между светлым и тёмным полем (F1,22 = 

10.87, p < 0.005) и общее время, проведённое в тёмном поле (F1,22 = 7.36, 

p < 0.02) по сравнению с мышами WT (Рис. 24). В тоже время, количество 

выглядываний из тёмного поля не отличалось между линиями мышей. 

Повышенное количество переходов между камерами можно связать с высокой 

подвижностью животных KO, что согласуется с тестами «открытое поле», 

«новый объект» и «принудительное плавание». Данные о повышенном общем 

времени нахождения в тёмном поле не подтверждают данные о возможной 

пониженной тревожности мышей KO в тесте «открытое поле». 

 

Рис. 24. Латентное время перед первым входом в тёмное поле (сек); 

количество переходов между камерами; количество заглядываний в тёмное 

поле; время, проведённое в тёмном поле (сек) в тесте «свет/темнота» у мышей 

WT и KO. Изначально мыши помещались в светлое поле. **p < 0.01, ***p < 

0.001 достоверные различия с WT. 
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3.3.2 Депрессивноподобное поведение 

Тест «принудительное плавание»  

 Тест «принудительное плавание» широко используется для 

тестирования клинических антидепрессантов, поскольку большинство 

клинически эффективных антидепрессантов снижают время неподвижности в 

данном тесте (Cryan and Mombereau, 2004; Willner and Mitchell, 2002). В тесте 

«принудительное плавание» латентное время до первого замирания у KO 

мышей было вдвое больше (F1,23 = 33.23, p < 0.0001), а суммарное время 

неподвижности было втрое короче (F1,23 = 54.72, p < 0.0001), чем у животных 

WT (Рис. 25). 

 

Рис. 25. Латентное время неподвижности и общее время неподвижности в 

тесте «принудительное плавание» у мышей WT и KO. *** p < 0.001 

достоверные различия с WT. 

Таким образом, мыши KO практически не проявляют неподвижности в 

данном тесте – они непрерывно плавают и ищут способ выбраться из сосуда. 

Данные результаты можно интерпретировать как некий «антидепрессантный 

эффект» нокаута гена Каизо (Cryan and Mombereau, 2004; Willner, 1990). 

Однако, интерпретация уменьшения времени неподвижности в тесте 

«принудительного плавания» как «антидепрессантный эффект» 

верифицирована только для фармакологических экспериментов, в нашем 

случае снижение времени неподвижности в тесте у мышей KO может быть 

также следствием высокой двигательной активности.  
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3.3.3 Реакция рефлекторного вздрагивания и её престимульное 

торможение 

Далее у мышей WT и KO исследовалась амплитуда реакции 

рефлекторного вздрагивания на неожиданный звуковой сигнал и 

престимульное торможение реакции вздрагивания, если основному резкому 

акустическому стимулу предшествует слабый престимул. Животные с 

высоким уровнем оборонительного поведения характеризуются высокой 

амплитудой рефлекторной реакции вздрагивания, а престимульное 

торможение является индикатором сенсоромоторной фильтрации, 

отражающим способность ЦНС фильтровать сенсорную информацию (Braff 

and Geyer, 1990; Geyer et al., 1990). Известно, что у людей способность к 

сенсоромоторной фильтрации нарушена у больных шизофренией, что 

выражается в снижении престимульного торможения (Geyer et al., 1990; 

Swerdlow et al., 1994). 

 В результате, у KO мышей амплитуда акустической реакции 

вздрагивания (F1,22 = 4.68, p < 0.05) и престимульное торможение (F1,23 = 6.58, 

p < 0.02) оказались выше, чем у WT мышей (Рис. 26). Таким образом, удаление 

гена Каизо приводит к увеличению престимульного торможения, что 

увеличивает, но не нарушает, способность ЦНС мышей к сенсомоторной 

фильтрации.  

 

Рис. 26. Амплитуда рефлекса вздрагивания (условные единицы) и 

престимульное торможение (%) у мышей WT и KO. * p < 0.05, ** p < 0.01 

достоверные различия с WT. 
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3.3.4. Пространственная память и обучаемость 

Тест «водный лабиринт Морриса»  

Тест «Водный лабиринт Морриса» позволяет оценить когнитивные 

способности, пространственную память и обучаемость животных. Этот метод 

основан на поиске животными кратчайшей дистанции до спрятанной под 

водой платформы на основании памяти о ее предыдущем местонахождении 

(D’Hooge and De Deyn 2001). Обычно в процессе обучения поведение 

оптимизируется, а необходимый путь для поиска платформы уменьшается. 

 

Рис. 27. Динамика латентного времени нахождения платформы (сек) и 

дистанции плавания (см) во время четырёх ежедневных тренировок в водном 

лабиринте Морриса у мышей WT и KO. *p < 0.05, ** p< 0.01, ***p < 0.001 

достоверные различия с соответствующим днём у WT и KO. ##p < 0.01, 

###p<0.001 достоверные различия с первым днём одной и той же линии.  

 

В результате теста Морриса были показаны отличия между KO и WT в 

латентном времени нахождения невидимой платформы (F3.69 = 2.96, p < 0.05) 

и в проплываемом расстоянии (F3.69 = 5.43, p < 0.002). На четвертый день 

тестирования у мышей WT время нахождения невидимой платформы было 

значительно короче, чем в первый (p = 0.00014), во второй (p = 0.00028) и в 

третий день (p = 0.049), что свидетельствует об успешном обучении. У мышей 

KO только на четвертый день тестирования латентное время нахождения 
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невидимой платформы быдо достоверно меньше, чем в первый день (p = 

0.045). Дистанция, которую проплыли мыши WT на четвёртый день, была 

короче, чем в первый (p = 0.00022) и во второй (p = 0.00035) дни. У мышей KO 

разницы в проплываемой дистанции между первым и последующими днями 

не наблюдалось. Полученные результаты демонстрируют нарушение 

пространственной памяти и снижение способности к обучению KO мышей, 

что может быть связано с их гиперактивностью. 

  Суммируя результаты исследования поведения животных в обоих 

тестах можно заключить, что в отсутствие Каизо мыши демонстрируют не 

просто повышенную двигательную активность, а поведение, характерное для 

синдрома двигательной расторможенности у детей, одним из проявлений 

которого становится нарушение способности к обучению. 

 

3.6. Влияние нокаута гена Каизо на развитие острого колита, вызванного 

декстран сульфатом натрия 

 Острый воспалительный процесс в кишечнике мышей инициировали 

введением декстран сульфата натрия (ДСН), который добавляли в питьевую 

воду. В результате токсического действия ДСН развивается острая 

воспалительная реакция, которая сопровождается потерей веса, появлением 

жидкого стула и кровотечениями в прямом кишечнике (Egger et al. 2000). 

Опытные группы животных получали 2% ДСН с питьевой водой в течение 

семи дней, контрольные — воду без добавления ДСН. После отмены ДСН 

животные восстанавливались до 30-го дня эксперимента (Рис. 29А). 

Экспериментальные животные были разделены на две группы: первую группу 

подвергали эвтаназии на 7 день после добавления ДСН, а вторую на 30 день.  

 У животных WT c третьего дня добавления ДСН начинали проявляться 

стандартные признаки воспаления: резкое снижение веса, жидкий стул и 

кровотечение. У животных KO признаки воспаления возникали только на 6 

день добавления ДСН и были не столь явно выражены. Оценка индекса 

активности колита (ИАК) подтвердила, что фенотипические признаки 
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воспаления (потеря веса, консистенция стула, кровотечение) появлялись 

раньше и были выражены гораздо сильнее у мышей WT по сравнению с KO 

(Рис. 28А, Б). Несмотря на то, что в течение 7 дней приема ДСН все признаки 

воспаления и снижение веса у мышей KO были выражены незначительно, 

после его отмены у них наблюдалось отсроченное снижение веса и более 

обильное выделение жидкого стула (Рис. 28В). 

 

Рис. 28. Динамика веса и индекса активности колита (ИАК) у мышей WT по 

сравнению с KO при воздействии ДСН. (А) Динамика изменения веса мышей 

при воздействии 2% раствора ДСН в течение 7 дней по сравнению с 

контролем. **p-value = 0.002, *** p-value < 0.001 достоверные различия по 

сравнению с контрольными животными каждой линии. n=6 в каждой группе. 

(Б) Динамика изменения веса KO мышей после воздействия 2% раствора ДСН 

по сравнению с контролем, ***p-value < 0.001. (В) Сравнительный анализ 

ИАК, регистрируемый ежедневно в течение 7 дней, как комбинированная 

оценка массы тела, кровотечения и консистенции стула по шкале от 0 до 4. *p-

value = 0.03, **p-value = 0.0037 достоверные различия между WT и KO, n = 6 

в каждой группе. 

 

Вскрытие мышей на 7 день после воздействия ДСН у WT выявило 

укорочение длины толстого кишечника и, соответственно, общей длины 

кишечника (Рис. 29В, Г). У KO мышей на 7 день укорочения кишечника не 
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наблюдалось (Рис 29В, Г). При гистологическом анализе кишечника у 

получавших ДСН мышей WT и KO были выявлены деформация, 

сглаженность, укорочение крипт кишечного эпителия, а также обильная 

лимфоцитарная инфильтрация (Рис. 29А). При этом у мышей WT 

лимфоцитарные скопления были крупнее, инфильтрация лимфоцитами 

обильнее, что подтвердил анализ индекса гистологической активности (ИГА) 

(Рис. 29Б). После восстановительного периода (на 30 день) морфология 

кишечника как у WT, так и у KO мышей полностью восстанавливалась. 

Различий в длине и морфологии кишечника между интактными мышами 

линий WT и KO выявлено не было (Рис. 29А). 

 

Рис. 29. Снижение уровня воспаления у мышей KO по сравнению с WT при 

воздействии ДСН. (А) Схема эксперимента с ДСН. Стрелками обозначены 

дни, в которые мышей подвергали эвтаназии. Окрашивание 

гематоксилином/эозином проксимального отдела прямой кишки. Звездочкой 

указаны участки скопления лимфоцитов. Продольные парафиновые срезы. 

Шкала 100 мкм. (Б) Сравнительный анализ индекса гистологической 

активности (ИГА) на 7 день после воздействия ДСН. Общий гистологический 

обсчет суммы трёх проявлений воспаления (максимальная оценка 12) на 7-й 

день. *p-value = 0.0385 достоверные различия с WT. (В) Длина толстого 

кишечника на 7 день. **p-value = 0.0059 достоверные различия с WT, n = 6 в 
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каждой группе. (Г) Общая длина всего кишечника (толстого и тонкого) на 7 

день после воздействия ДСН. **p-value = 0,002 достоверные различия с WT.  

 

Известно, что при воспалении, вызванном ДСН, детектируется 

повышенный уровень апоптоза пролиферирующих клеток в криптах, 

ассоциированный с остановкой клеточного цикла в G0 фазе (Araki et al., 2010). 

Так как Каизо участвует в активации p53, увеличивая его уровень 

ацетилирования, что приводит к повышению уровня экспрессии 

проапоптотических генов Bax и Puma (Koh et al., 2014), то вполне возможно, 

что Каизо может принимать участие в регуляции апоптоза, который 

развивается при воспалительных процессах. 

Для того чтобы проверить это предположение, было проведено 

окрашивание TUNEL, выявляющее апоптоз. В результате, у животных 

контрольной группы уровень апоптоза был одинаков в обеих линиях мышей 

(Рис. 30А, Б). Однако на 7 день после воздействия ДСН в криптах и 

подслизистой основе у WT и у KO животных был детектирован апоптоз (Рис. 

30А, Б). Более того, на 7 день у животных WT апоптоз детектировался в 

основном в собственной пластинке (lamina propria), в то время как у KO 

апоптоз активизировался помимо собственной пластинки в эпителиальных 

клетках (Рис. 30В). 

Ранее было показано, что к 7 дню воздействия ДСН, т.е. в активной фазе 

воспаления, апоптоз детектируется в основном в собственной пластинке (Рис. 

30Г) (Shichijo et al., 2008). Таким образом, можно заключить, что у мышей WT 

типа до 7 дня происходит активная фаза воспаления, в то время как у KO этот 

процесс отсрочен.  

Учитывая взаимодействия Каизо и р120-катенина, участвующего в 

регуляции клеточной адгезии, в результате воспаления не исключаются 

изменения в проницаемости кишечной стенки у KO животных. Однако, 

иммуногистохимический анализ не выявил явных изменений в локализации 

белка р-120 катенина; он детектировался в цитоплазме и не перемещался в 

ядро, как было показано при хроническом воспалении (Chaudhary et al., 2013). 
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Рис. 30. Увеличение количества апоптотирующих клеток у мышей WT по 

сравнению с KO после воздействия ДСН. Окрашивание продольных срезов 

толстого кишечника мышей (А) WT и (Б) KO контрольной группы (питьевая 

вода) и на 7 день добавления ДСН методом TUNEL (красный). DAPI — 

окрашивание ядра. Шкала 100 мкм. (В) Взаимное соотношение всех 

апоптотических клеток в эпителиии и в собственной пластинке (lamina 

propria) толстой кишки у WT и KO после воздействия ДСН на 7-й день. (Г) 

Количество TUNEL позитивных клеток в эпителии крипт (светлые столбики) 

и в собственной пластинке (чёрные столбики) после воздействия ДСН в 

течение 7 дней (Shichijo et al., 2008).  

 

Каизо экспрессируется в эпителиальных клетках крипт кишечника, что 

подтверждается совместным окрашиванием с р-120 катенином (маркёром 

эпителиальных клеток кишечника) (Рис. 31А). По данным ОТ-ПЦР в реальном 

времени у мышей WT при активации воспаления в результате воздействия 

ДСН наблюдалось снижение уровня мРНК гена Каизо примерно на 36% (Рис. 

31Б). 
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Рис. 31. Снижение уровня Каизо у мышей WT после воздействия ДСН. (А) 

Окрашивание продольных срезов толстого кишечника контрольной группы 

мышей и на 7 день эксперимента Каизо (зелёный), р-120 катенин (красный), 

DAPI (синий). Парафиновые срезы. Шкала 100 мкм. (Б) Анализ экспрессии 

мРНК Каизо в толстой кишке на седьмой день после воздействия ДСН с 

помощью ОТ-ПЦР в реальном времени. ***p-value < 0.0001 достоверная 

разница между отмеченными образцами, n = 4 в каждой группе, +/– стандарт-

ная ошибка среднего. 

Поскольку под действием ДСН у мышей возникали признаки воспаления, 

были проанализированы уровни экспрессии генов некоторых цитокинов, 

участвующих в этом процессе на 7 день: TGF-β1, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-

17a и TNFα (Рис. 32А-Ж). Считается, что IL-1α, IL- IL-6, IL-17α и TNFα 
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являются провоспалительными цитокинами, а TGF-β1 и IL-10 — 

антивоспалительными (Akdis et al., 2011). Однако, в некоторых работах было 

показано, что IL-6, TNFα и TGF-β1 могут участвовать как в про-, так и анти-

воспалительных процессах (Han et al., 2012; Sanjabi et al., 2009; Tilg et al., 1994). 

Таким образом, биологические активности цитокинов часто перекрываются, а 

оценка их экспрессии позволяет судить о тяжести воспалительного процесса. 

После 7 дней воздействия ДСН уровень мРНК генов IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-

10, IL-17А, TNF-α и TGF-β1 в толстой кишке был увеличен как у WT, так и у 

KO мышей по сравнению с контролем, что подтверждает активацию 

воспалительного процесса в ответ на ДСН. При этом повышение экспрессии 

всех исследованных генов цитокинов, за исключением TNF-α, у мышей KO 

было ниже, чем у мышей WT: TGF-β1 в 1.5 раза, IL-1α, IL-1β, IL-10 и IL-17А в 

3–7 раз, а IL-6 в 14 раз (Рис. 32А-Ж). После восстановительного периода 

экспрессия цитокинов у мышей WT и KO снижалась до нормы (Рис. 32А, Б).  

 Таким образом, более активное развитие воспаление у WT после 

воздействия ДСН подтвердили повышенные уровни экспрессии генов 

цитокинов (TGF-β1, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17А) по сравнению с КО. Так 

как известно, что механизмы эпигенетической регуляции играют 

доминантную роль в контроле активации различных иммунных клеток (Cook 

et al., 2015; Leoncini et al., 2015; Zhang et al., 2015), то вполне возможно, что во 

время индукции воспаления белок Каизо может участвовать не только в 

регуляции апоптоза, но и в регуляции иммунитета, как врожденного 

(макрофаги, дендритные клетки, нейтрофилы, эпителиальные клетки и пр.), 

так и приобретенного (активация Т- и В-клеток, секреция цитокинов и т.д.).  
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Рис. 32. Изменение экспрессии провоспалительных и анти-

воспалительных цитокинов в толстой кишке после воздействия ДСН. 

Анализ экспрессии методом ОТ-ПЦР в реальном времени генов TGF-β1 (А), 

IL-1α (Б), IL-1β (В), IL-6 (Г), IL-10 (Д) IL-17А (Е) и TNFα (Ж) в толстой кишке, 

до и после воздействия ДСН на 7-й день (А-Ж) и на 30-й день (А, Б). (***p-

value < 0.0001, * p-value = 0.043). Приведены средние значения (n = 3 в каждой 

группе), +/– стандартная ошибка среднего. 

 

 Согласно полученным данным, белок Каизо участвует в развитии 

острого воспаления в кишечнике в ответ на воздействие ДСН, а его отсутствие 

изменяет временные параметры и выраженность этого процесса. Полученные 

результаты коррелируют с опубликованными данными о том, что удаление 

гена Каизо приводит к задержке прогрессирования опухолеобразования в 

кишечнике в модели Kaiso-/y/ApcMin/+ (Prokhortchouk et al., 2006). С другой 
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стороны, эктопическая гиперэкспрессия Каизо (KaisoTg/+) в кишечнике ведет к 

развитию хронического воспаления (Chaudhary et al., 2013), а при 

скрещивании линии KaisoTg/+ с линией АрсMin/+, происходит снижение 

продолжительности жизни, усугубление воспалительного процесса и 

увеличение количества полипов в кишечнике (Pierre et al., 2015). Обобщёные 

данные работ по исследованиям роли Каизо в воспалительном процессе и 

опухолеобразовании представлены в таблице (Табл. 9). 

Таблица 9. Влияние Каизо на развитие острого или хронического воспаления 

в различных моделях.  

Мышиные модели Фенотип 

WT +ДСН 

(Модель острого 

воспаления) 

 Признаки острого воспаления: деформация, 

сглаженность и укорочение крипт кишечного 

эпителия, а также обильная лимфоцитарная 

инфильтрация и крупные лимфоцитарные 

скопления. 

KO +ДСН 

(Модель острого 

воспаления) 

 Нокаут по гену Каизо (Kaiso-/-); 

 Признаки острого воспаления менее выраженны по 

сравнению с WT: деформация, сглаженность и 

укорочение крипт кишечного эпителия 

лимфоцитарная инфильтрация.  

ApcMin/+ (Velcich et al., 

2002) 
 Несёт аллель ApcMin, с мутацией в гене опухолевго 

супрессора Apc (adenomatous polyposis coli) (Min-

multiple intestinal neoplasia); 

 Предрасположены к образованию спонтанных 

кишечных аденом.  

Kaiso-/-/ApcMin/+ 

(Prokhortchouk et al., 

2006) 

 Увеличение продолжительности жизни; 

 Снижение опухолеобразования. 

KaisoTg/+  (Chaudhary 

et al., 2013) 
 Гиперэкспрессия Каизо в кишечнике; 

 Признаки хронического воспаления: слияние крипт, 

инфильтрация нейтрофилами и их активация, 

слияние ворсинок, гиперплазия крипт. 

KaisoTg/+/ApcMin/+ 

(Pierre et al., 2015) 
 Снижение продолжительности жизни; 

 Увеличение количества полипов по сравнению с 

ApcMin/+; 

 Усиление воспаления. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

 

 В данной работе использовалась мышиная модель с генетическим 

нокаутом Каизо в качестве отрицательного контроля, что позволило 

подтвердить специфичность антител и определить точную локализацию белка 

в органах и тканях взрослых мышей. Впервые удалось показать, что Каизо в 

основном детектируется в ядрах клеток кожи, кишечника, роговицы, 

эпидидимиса, языка и других эпителиальных тканях, выстилающих протоки 

желёз и поверхности различных органов. Белок Каизо экспрессируется и в 

ядрах других клеток: в клетках тимуса и селезёнки, в клетках волосяных 

фолликулов, дермы и др. В структурах головного мозга Каизо локализуется в 

ядрах нейральных и глиальных клеток обонятельных луковиц, гиппокампа и 

мозжечка.  

 В репродуктивных органах самцов белок Каизо локализуется в ядрах 

сперматогониальных стволовых клеток (ССК). Каизо частично 

колокализуется с PLZF, маркёром CCK типа As(одиночные), Аpr(парные) и 

Aal(линейные) и не колокализуется с BMI-1, маркёром CCK типа As, поэтому 

возможно Каизо является новым маркёром ССК типа Аpr(парные) и 

Aal(линейные). До сих пор не известны специфические маркёры, 

позволяющие идентифицировать отдельные популяции ССК типа А. Так, 

было показано, что маркёр ССК BMI-1, частично колокализуется с PLZF и с 

Thy-1 (Zhang et al., 2008), но в дальнейшем была определена его локализация 

преимущественно в ССК типа As(одиночные) (Komai et al. 2014). PLZF также 

частично колокализуется с другим маркёром ССК — Oct4 (Buaas et al., 2004), 

из чего следует, что данные маркёры экспрессируются на нескольких стадиях 

ССК и пересекаются только на отдельных. Использование Каизо как нового 

маркёра сперматогониальных стволовых клеток типа Apr(парные) и 

Aal(линейные), может облегчить идентификацию и изучение 

недифференцированных сперматогоний в организме взрослых мышей. 
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 Особый интерес представляют данные о единственной 

цитоплазматической локализации белка Каизо в сетчатке глаз мышей. В 

данной работе показано, что цитоплазматический Каизо встречается во 

внутренних сегментах фоторецепторных клеток, где находятся все органеллы, 

включая митохондрии, множество ионных каналов и мембранные полудиски 

с фоторецепторными белками, которые обеспечивают восприятие света за 

счёт поглощения фотонов и образуют электрический сигнал. Возможно, белок 

Каизо вовлечён в осуществление процессов восприятия и передачи зрительной 

информации в мозг. 

 Детальное морфологическое исследование мозга при помощи МРТ 

показало, что объём боковых желудочков у мышей KO примерно в три раза 

меньше, чем у мышей WT линии. У человека изменения объёма боковых 

желудочков могут быть связаны с различными психическими и 

нейродегенеративными заболеваниями: болезнью Альцгеймера, 

шизофренией, биполярным растройством и т. д. (Wright et al., 2000). 

 Подробное поведенческое фенотипирование выявило, что нокаут гена 

Каизо приводит к увеличению двигательной активности в тестах «открытое 

поле», «новый объект», «приподнятый крестоообразный лабиринт», 

«принудительное плавание», «водный лабиринт Морриса» и повышению 

способности к сенсомоторной фильтрации. Таким образом, у мышей с 

отсутствием гена Каизо наблюдаются изменения поведения, которые обычно 

характерны для детей с синдромом двигательной расторможенности, одними 

из проявлений которого являются неусидчивость и нарушения способности к 

обучению.  

Отсутствие жизненно важных паталогических изменений мозга у 

мышей с нокаутом гена Каизо может быть связано с активацией 

компенсаторных функций других метил-ДНК связывающих белков. Известно, 

что генетический нокаут одного из метил-ДНК связывающих белков MЕCP2 

вызывает снижение двигательной активности у мышей (Tropea et al., 2009). 
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Однако мы показали, что нокаут гена Каизо никак не влияет на уровень 

экспрессии MЕCP2 в структурах мозга.  

Полученные данные об изменениях в морфологии мозга и в поведении 

мышей позволяют примененять линию мышей с генетическим нокаутом Каизо 

в качестве экспериментальной модели синдрома двигательной 

расторможенности, а также для дальнейшего изучения механизмов 

эпигенетической регуляции функций нервной системы.  

 Ещё одним интересным результатом данной работы является то, что 

нокаут гена Каизо приводит к изменению развития острого воспаления, что 

выражается в меньшем проявлении всех признаков острого колита при 

воздействии ДСН: отсроченное снижение веса, появление жидкого стула и 

кровотечения, незначительное укорочение толстой кишки, менее выраженная 

деформация крипт и инфильтрация лимфоцитами по сравнению с WT линией 

мышей. У KO мышей после воздействия ДСН понижается уровень экспрессии 

генов цитокинов (TGF-β1, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17А), по сравнению с 

линией мышей WT типа. Сходный эффект устойчивости к заболеванию 

кишечника, а именно к образованию полипов, наблюдался при скрещивании 

нокаутных по Каизо мышей с мышами линии АрсMin/+. Кроме того, 

полученные данные согласутся с исследованиями о корреляции повышенного 

уровня экспрессии Каизо с развитием хронического воспаления (Chaudhary et 

al., 2013; Pierre et al., 2015). Таким оборазом, Каизо может быть вовлечён в 

развитие как острого, так и хронического воспаления.  

  



90 
 

 

Заключение 

 Таким образом, в данной работе была изучена локализация и 

функциональная значимость белка Каизо в организме мышей. С 

использованием генетического нокаута в качестве контроля было показано, 

что локализация Каизо ограничивается определёнными типами клеток в 

различных органах мыши. Обнаружена ядерная локализация Каизо в 

эпителиальных клетках, клетках тимуса и селезёнки, а также в нейронах и 

глиальных клетках различных структур в мозге, исключение составила 

цитоплазматическая локализация Каизо в фотосенсорных клетках сетчатки. 

Более того полученные в этой работе данные свидетельствуют о том, что 

Каизо может являться новым маркёром ССК типа Apr(парные) и 

Aal(линейные).  

 Было показано, что удаление гена Каизо приводит к уменьшению 

боковых желудочков, а также влияет на увеличение двигательной и 

исследовательской активности, способности к сенсомоторной фильтрации, но 

снижает когнитивные способности у мышей.  

 Обнаружено, что Каизо вовлечен в развитие острого колита, что 

выражается в менее выраженном воспалительном ответе и пониженном 

уровне экспрессии воспалительных цитокинов при воздействии ДСН на 

мышей, нокаутных по гену Каизо. 
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ВЫВОДЫ 

1. Методом флуоресцентной иммуногистохимии было выявлено, что 

метил-ДНК связывающий белок Каизо преимущественно локализуется в 

ядрах эпителиальных клеток в тканях и органах мыши, а также в ядрах клеток 

тимуса и селезёнки, в ядрах нейронов и глиальных клеток в различных 

структурах мозга. 

 

2. Обнаружено, что в фотосенсорных клетках сетчатки глаза Каизо 

локализуется в цитоплазме. 

 

3. Выявлено, что Каизо может являться новым маркёром стволовых 

сперматогониальных клеток типа Apr(парные) и Аal(линейные) у 

половозрелых мышей. Обнаружена частичная колокализация Каизо с PLZF 

(маркёром ССК типа As(одиночные), Apr(парные) и Аal(линейные)) и PCNA 

(маркёром пролиферации ССК), а также выявлено отсутствие колокализации 

с BMI-1 (маркёром ССК типа As(одиночные)) и GATA-4 (маркёром клеток 

Сертоли и Лейдига). 

 

4. Методом магнитно-резонансной томографии у мышей, нокаутных по 

гену Каизо, было выявлено уменьшение размеров боковых желудочков, при 

неизменном общем объеме мозга. 

 

5. Показано, что нокаут гена Каизо у мышей приводит к повышенной 

двигательной и исследовательской активности, увеличению акустического 

рефлекса вздрагивания и престимульного торможения, а также снижению 

обучаемости и пространственной памяти в тесте «водный лабиринт Морриса».  

 

6. Обнаружено, что у нокаутных по гену Каизо мышей происходит 

сдерживание развития острого воспалительного процесса в ответ на 



92 
 

 

воздействие декстран сульфата натрия: отсроченное снижение веса, менее 

выраженное проявление морфологических и гистологических признаков 

воспаления. 

 

7. После воздействия декстран сульфата натрия уровни экспрессии генов 

про- и антивоспалительных цитокинов (TGF-β1, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, 

IL-17А) у мышей, нокаутных по гену Каизо, ниже по сравнению с мышами 

дикого типа.  
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