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ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Àêòóàëüíîñòü ðàáîòû. Ôóíäàìåíòàëüíûì ïîíÿòèåì áèîëîãèè ÿâëÿåò-

ñÿ ìîð�îãåíåòè÷åñêîå ïîëå - îáëàñòü, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé ñîâîêóïíîñòü

êëåòîê, ñïîñîáíûõ îòâå÷àòü íà ëîêàëèçîâàííûå áèîõèìè÷åñêèå ñèãíàëû, ÷òî

â ðåçóëüòàòå ïðèâîäèò ê �îðìèðîâàíèþ ñïåöè�è÷åñêèõ ìîð�îëîãè÷åñêèõ

ñòðóêòóð èëè îðãàíîâ (Gilbert et al., 1996). Êëþ÷åâûì âîïðîñîì ðàçâèòèÿ

ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå âñåõ äåòåðìèíàíò, îïðåäåëÿþùèõ ñóäüáû êëåòîê â ìîð-

�îãåíåòè÷åñêèõ ïîëÿõ. Â ðàííèõ êëàññè÷åñêèõ ðàáîòàõ (Driesh, 1914) ñòà-

âèëàñü ïîä ñîìíåíèå âîçìîæíîñòü ïîíèìàíèÿ ïðèðîäû ñóáñòàíöèé, îòâåò-

ñòâåííûõ çà äåòåðìèíàöèþ.

�àçâèòèå âûñîêîòî÷íûõ ìåòîäîâ áèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà â ïîñëåäíåå

âðåìÿ ïðèâåëî ê íåáûâàëîìó ñêà÷êó â èçó÷åíèè ãåíîìîâ, òðàíñêðèïòîìîâ è

ïðîòåîìîâ, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðåäïîëàãàåò íåîáõîäèìîñòü èçó÷åíèÿ 'ìîð-

�îìîâ', âêëþ÷àþùèõ ïîëíûé íàáîð äåòåðìèíàíò ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïî-

ëÿ. Èí�îðìàöèÿ î ìîð�îìå äîëæíà èìåòü ïðîñòðàíñòâåííîå ðàçðåøåíèå â

îäíó êëåòêó, âêëþ÷àòü â ñåáÿ óðîâíè ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ

äåòåðìèíàíòû ñóäåá êëåòîê, è èìåòü ðàçðåøåíèå ïî âðåìåíè, íå ïðåâûøàþ-

ùåå ïåðèîä, çà êîòîðûé ìîãóò ïðîèçîéòè ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ óðîâíåé

êîíöåíòðàöèé ýòèõ äåòåðìèíàíò.

Äåòåðìèíàöèÿ ñåãìåíòîâ ó ýìáðèîíà äðîçî�èëû ïðîèñõîäèò íà ñòàäèè

áëàñòîäåðìû ïîñðåäñòâîì äåéñòâèÿ ðåãóëÿòîðíîãî êàñêàäà ìàòåðèíñêèõ è

çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè (Akam, 1987, Ingham, 1988), ýêñïðåññèÿ êî-

òîðûõ íà êàæäîì óðîâíå èìååò âñå áîëåå ÷åòêóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ëîêà-

ëèçàöèþ. Ìàòåðèíñêèå ãåíû îáðàçóþò ãðàäèåíòû ýêñïðåññèè âäîëü ãëàâíîé

àíòåðèîðíî-ïîñòåðèîðíîé (À�Ï) îñè ýìáðèîíà, çèãîòè÷åñêèå ãåíû gap ýêñ-

ïðåññèðóþòñÿ â âèäå îäíîé-òðåõ øèðîêèõ îáëàñòåé, è, íàêîíåö, ýêñïðåññèÿ

ãåíîâ pair-rule â âèäå ñåìè ïîëîñ èíèöèèðóåò �îðìèðîâàíèå ïîëîñ ãåíîâ

segment-polarity øèðèíîé âñåãî ëèøü â îäíó êëåòêó. Ýòè ïîëîñû äåòåð-

ìèíèðóþò ïîëîæåíèå ýìáðèîíàëüíûõ ïàðàñåãìåíòîâ, ïåðâûõ ìåòàìåðíûõ

ñòðóêòóð òåëà íàñåêîìîãî.
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Òàêèì îáðàçîì, ãåíû ñåãìåíòàöèè ÿâëÿþòñÿ òèïè÷íûì ïðèìåðîì äåòåð-

ìèíàíò ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ (Gilbert et al., 1996). Â îòëè÷èå îò ðàííèõ

ðàáîò, îñíîâàííûõ íà âèçóàëüíîé îöåíêå êàðòèí ýêñïðåññèè (ñì. îáçîð ëè-

òåðàòóðû), ñîâðåìåííûå ìåòîäû êîí�îêàëüíîé ìèêðîñêîïèè è îáðàáîòêè

èçîáðàæåíèé ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü âûñîêîòî÷íûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå î

êîíöåíòðàöèÿõ âñåõ äåòåðìèíàíò ïîëÿ ñåãìåíòàöèè ñ õîðîøèì ïðîñòðàí-

ñòâåííûì è âðåìåííûì ðàçðåøåíèåì. Ýòî ðàñøèðÿåò âîçìîæíîñòè ïðèìå-

íåíèÿ, ïî ñóòè, õîðîøî îïèñàííîé ñèñòåìû ê èññëåäîâàíèþ òàêèõ âàæíûõ

áèîëîãè÷åñêèõ âîïðîñîâ, êàê óñòîé÷èâîñòü ðàçâèòèÿ è ïðèðîäà ïîçèöèîííîé

èí�îðìàöèè â ìîð�îãåíåòè÷åñêîì ïîëå. Èçó÷åíèå ýòèõ ïðîáëåì è ÿâèëîñü

îñíîâíîé öåëüþ äàííîé ðàáîòû.

Îäíîé èç âàæíåéøèõ ïðîáëåì ãåíåòèêè ðàçâèòèÿ ÿâëÿåòñÿ èññëåäîâàíèå

óñòîé÷èâîñòè ðàçâèòèÿ îðãàíèçìîâ îòíîñèòåëüíî âîçäåéñòâèé îêðóæàþùåé

ñðåäû è âîçìîæíûõ ìóòàöèé. Â 40�õ ãîäàõ XX âåêà Êîíðàä Óîääèíãòîí ââåë

ïîíÿòèå êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ äëÿ îáúÿñíåíèÿ òîãî �àêòà, ÷òî â îòëè÷èå

îò ìóòàíòîâ, îðãàíèçìû äèêîãî òèïà èìåþò ñïîñîáíîñòü ïîäàâëÿòü �åíîòè-

ïè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü, âûçâàííóþ ãåíåòè÷åñêèìè èëè âíåøíèìè �àêòî-

ðàìè (Waddington, 1942). Îí ïðåäïîëîæèë, ÷òî åñëè ñóäüáà êàæäîé êëåòêè

îïðåäåëÿåòñÿ äèñêðåòíûì ÷èñëîì ðåøåíèé, òî ÷èñëî âîçìîæíûõ òðàåêòî-

ðèé ðàçâèòèÿ òîæå äîëæíî áûòü êîíå÷íûì, è êàæäàÿ èç òàêèõ òðàåêòîðèé

äîëæíà áûòü óñòîé÷èâîé îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèõ âîçìóùåíèé.

Ïðîÿâëåíèå �åíîìåíà êàíàëèçàöèè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå áûëî âû-

ÿâëåíî â ñèñòåìå ãåíîâ ñåãìåíòàöèè è ïðîÿâëÿëîñü â ñíèæåíèè âûñîêîãî

óðîâíÿ ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ãðàäèåíòà ýêñïðåññèè ìàòåðèí-

ñêîãî ãåíà bd íà óðîâíå ðåãóëèðóåìîãî èì çèãîòè÷åñêîãî ãåíà hb ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà (Houhmandzadeh et al., 2002, Spirov and Holloway, 2003,

Gregor et al., 2007b). Ýòè ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî â äàííîé ñèñòåìå ðåãóëÿòîð-

íûå è êîððåêòèðóþùèå ñâîéñòâà ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ ìîæíî èçó÷àòü,

íå ïîäâåðãàÿ îðãàíèçì õèðóðãè÷åñêîìó âìåøàòåëüñòâó, êàê ýòî äåëàëîñü â

êëàññè÷åñêèõ îïûòàõ ïî èçó÷åíèþ ðåãåíåðàöèè, íî è ïóòåì ñðàâíåíèÿ óðîâ-

íåé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ â ãðóïïàõ èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ.
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Àêòóàëüíîé çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü, ïðèìåíèìà ëè

êîíöåïöèÿ êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ Ê. Óîääèíãòîíà êî âñåé ñèñòåìå ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè, â îñîáåííîñòè, ê ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule, îòâåòñòâåííûõ çà

îïðåäåëåíèå ïîçèöèé áóäóùèõ ïàðàñåãìåíòîâ. Äëÿ ýòîãî òðåáîâàëîñü âñå-

ñòîðîííåå èçó÷åíèå âñåõ âèäîâ âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà, à èìåííî, âàðèàáåëüíîñòè óðîâíåé ýêñïðåññèè, âðåìåíè,

ñêîðîñòè è òèïà �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ, à òàêæå ïðî-

ñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè îáëàñòåé ýêñïðåññèè.

Îñîáåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâèëà çàäà÷à àíàëèçà âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap. �åíû gap èãðàþò

âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ, òàê êàê ÿâëÿþòñÿ ïåð-

âûìè ãåíàìè äàííîãî ðåãóëÿòîðíîãî êàñêàäà, ýêñïðåññèðóþùèìèñÿ â âè-

äå ïðîñòðàíñòâåííî�ëîêàëèçîâàííûõ îáëàñòåé. Èçâåñòíî, ÷òî êóòèêóëÿðíûå

�åíîòèïû ëè÷èíîê, ãîìîçèãîòíûõ ïî ìóòàöèè â ãåíå Kr, èìåþò ñóùåñòâåí-

íûå äå�åêòû, âûðàæàþùèåñÿ â îòñóòñòâèè âñåõ ãðóäíûõ ñåãìåíòîâ è ÷àñòè

áðþøíûõ ñåãìåíòîâ. Ïðè ýòîì ìîð�îëîãèÿ ìóòàíòíûõ ëè÷èíîê, â îòëè÷èå

îò ëè÷èíîê äèêîãî òèïà, îòëè÷àåòñÿ ñèëüíîé âàðèàáåëüíîñòüþ (Nusslein-

Volhard and Wieshaus, 1980, Wieshaus et al., 1984). Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ

áûëî ïîíÿòü, íàñêîëüêî ýòà âàðèàáåëüíîñòü ïðîÿâëÿåò ñåáÿ íà óðîâíå ýêñ-

ïðåññèè ãåíîâ â ðàííåì ýìáðèîíàëüíîì ðàçâèòèè.

Åùå îäíèì âàæíûì âîïðîñîì ÿâèëîñü èçó÷åíèå õàðàêòåðà èíòåðïðåòà-

öèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ òåîðèåé ïîçèöèîííîé èí-

�îðìàöèè, ïðîñòðàíñòâåííûå êîîðäèíàòû êëåòîê â ìîð�îãåíåòè÷åñêîì ïî-

ëå óñòàíàâëèâàþòñÿ ïóòåì ïàññèâíîãî ñ÷èòûâàíèÿ ïîðîãîâûõ êîíöåíòðàöèé

ãðàäèåíòà áåëêà � ìîð�îãåíà (Wolpert, 1969). �ðàäèåíò ìàòåðèíñêîãî ãåíà

bd � ïåðâûé ìîð�îãåíåòè÷åñêèé ãðàäèåíò, êîòîðûé óäàëîñü óâèäåòü â ýêñ-

ïåðèìåíòå. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîðîãîâûå óðîâíè åãî êîíöåíòðàöèè îïðåäåëÿþò

ïîçèöèè îáëàñòåé ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ�ìèøåíåé âäîëü À�Ï îñè

ýìáðèîíà (Driever and Nusslein-Volhard, 1988a,b).

Îäíàêî áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû äèêîãî òèïà áîëü-

øèíñòâî îáëàñòåé ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ äèíàìè÷åñêè ñäâèãàþòñÿ
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â õîäå ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà (Jaeger et al., 2004a, Surkova et al., 2008a, Ñàì-

ñîíîâà, 2008). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ãîâîðèòü íå î ïàññèâíîì ñ÷èòûâàíèè

ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè, çàëîæåííîé â ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðàäèåíòàõ, à

î åå äèíàìè÷åñêîé èíòåðïðåòàöèè çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè�ìèøåíÿìè. Ñëå-

äîâàëî îæèäàòü, ÷òî ìóòàöèè îêàæóò âëèÿíèå íà õàðàêòåð èíòåðïðåòàöèè

ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè. Êàê óæå óïîìèíàëîñü, íóëü�ìóòàöèè â ãåíàõ gap

â çíà÷èòåëüíîé ìåðå íàðóøàþò ïðîöåññ ñåãìåíòàöèè è âàæíûì áûëî èññëå-

äîâàòü âëèÿíèå òàêèõ ìóòàöèé íà ïðîñòðàíñòâåííóþ äèíàìèêó ýêñïðåññèè

çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ.

Ïîìèìî âûøåïåðå÷èñëåííîãî, àêòóàëüíûì ÿâèëîñü îïèñàíèå èíòåãðèðî-

âàííûõ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ñ îñîáûì àêöåíòîì íà äèíàìèêó óðîâíåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ýòî â çíà÷èòåëüíîé ìåðå êîððåêòèðóåò ñóùåñòâîâàâøèå

ðàíåå ïðåäñòàâëåíèÿ î õàðàêòåðå ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïî áîëüøåé ÷àñòè îñ-

íîâàííûå íà âèçóàëüíîì àíàëèçå èçîáðàæåíèé. Êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî

ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ïðåäñòàâëÿþò áîëüøîé èíòåðåñ äëÿ íàó÷íîãî

ñîîáùåñòâà, àêòèâíî èñïîëüçóþùåãî ýòó ñèñòåìó äëÿ ïîñòðîåíèÿ ìàòåìàòè-

÷åñêèõ ìîäåëåé ðåãóëÿòîðíûõ âçàèìîäåéñòâèé ãåíîâ.

Öåëè è çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ àíà-

ëèç õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû, ìó-

òàíòíûõ ïî ãåíàì gap, â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà è èñïîëüçî-

âàíèå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ òàêèõ âàæíûõ áèîëîãè÷å-

ñêèõ âîïðîñîâ, êàê óñòîé÷èâîñòü ðàçâèòèÿ è âëèÿíèå ìóòàöèé íà õàðàêòåð

èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè â ðàííåì ýìáðèîíå.

Äëÿ äîñòèæåíèÿ ïîñòàâëåííîé öåëè ðåøàëèñü ñëåäóþùèå çàäà÷è:

1. Ïîëó÷èòü êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó

ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap;

2. Äåòàëüíî îïèñàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî
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òèïà è ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap íà îñíîâå êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ;

3. Èññëåäîâàòü ïðîñòðàíñòâåííóþ äèíàìèêó ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ìóòàíò-

íûõ ýìáðèîíîâ â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà;

4. Ïðîàíàëèçèðîâàòü âñå òèïû âàðèàáåëüíîñòè, ñóùåñòâóþùèå â ñèñòåìå

ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ

ïî ãåíàì gap.

Íàó÷íàÿ íîâèçíà ðàáîòû

Âïåðâûå:

� Ïîëó÷åíû êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè

ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap. Èçâåñòíûå ðàíåå äàííûå áûëè ðàç-

ðîçíåííûìè, è èõ îïèñàíèå ïðîâîäèëîñü ïóòåì âèçóàëüíîé îöåíêè �ëóîðåñ-

öåíòíûõ èçîáðàæåíèé, ÷òî ïðèâíîñèëî îøèáêè â èíòåðïðåòàöèþ ðåãóëÿòîð-

íûõ âçàèìîäåéñòâèé ãåíîâ.

� Ïîêàçàíî, ÷òî âñå òèïû âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè â ñèñòåìå ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà äèíàìè÷åñêè óìåíüøàþòñÿ, èëè êà-

íàëèçèðóþòñÿ, â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ.

� Îöåíåíà ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü è âàðèàáåëüíîñòü �îðìû

êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì Kr, kni è Kr;kni.

Âûÿâëåíî, ÷òî, â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ó ýìáðèîíîâ ñ îäèíî÷-

íîé íóëü�ìóòàöèåé âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ

íå ñíèæàåòñÿ â íåêîòîðûõ ÷àñòÿõ ýìáðèîíà, à ó ýìáðèîíîâ ñ äâîéíîé íóëü�

ìóòàöèåé � âî âñåì ýìáðèîíå;

� Èçó÷åíî âëèÿíèå íóëü�ìóòàöèé â ãåíàõ gap íà èíòåðïðåòàöèþ ïîçèöè-

îííîé èí�îðìàöèè â ðàííåì ýìáðèîíå äðîçî�èëû. Ïîêàçàíî, ÷òî íåñìîòðÿ

íà ñåðüåçíûå íàðóøåíèÿ ïðîöåññà ñåãìåíòàöèè ó òàêèõ ìóòàíòîâ, õàðàêòåð

ïîçèöèîííîé äèíàìèêè ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ â ðàííåì ðàçâèòèè

îñòàåòñÿ ñõîäíûì ñ òàêîâûì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà.

Òåîðåòè÷åñêàÿ è ïðàêòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü ðàáîòû. Òåîðåòè÷åñêàÿ

çíà÷èìîñòü ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ â äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå, ñîñòîèò â
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òîì, ÷òî âïåðâûå íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå áûëà ïîäòâåðæäåíà êîíöåïöèÿ

êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ Ê. Óîääèíãòîíà è ïîêàçàíî ñíèæåíèå âàðèàáåëüíî-

ñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ê ìîìåíòó äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ ó ýìáðèîíîâ äðî-

çî�èëû äèêîãî òèïà, íî íå ó ìóòàíòíûõ. Òàêæå âïåðâûå âûÿâëåíî, ÷òî

íóëü�ìóòàöèè â ãåíàõ gap, â çíà÷èòåëüíîé ìåðå íàðóøàþùèå ïðîöåññ ñåã-

ìåíòàöèè, íå îêàçûâàþò âëèÿíèÿ íà õàðàêòåð èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé

èí�îðìàöèè â ðàííåì ýìáðèîíå äðîçî�èëû. Âàæíî, ÷òî ïîäîáíûå âûâîäû

ñäåëàíû äëÿ îòíîñèòåëüíî ïðîñòîé ñèñòåìû, ãäå îòñóòñòâóþò ìåæêëåòî÷íûå

âçàèìîäåéñòâèÿ è ðîñò òêàíåé. Çíàíèå ýòèõ çàêîíîìåðíîñòåé ìîæåò ïîìî÷ü

ïðè àíàëèçå áîëåå ñëîæíûõ è ìíîãîêîìïîíåíòíûõ ðàçâèâàþùèõñÿ ñèñòåì.

�åçóëüòàòû àíàëèçà, ïðîâåäåííîãî â ðàáîòå, áûëè óñïåøíî èñïîëüçîâà-

íû äëÿ ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ, ÷òî ïîçâîëèëî îáúÿñíèòü ðåãóëÿ-

òîðíûå ìåõàíèçìû, îïðåäåëÿþùèå ñíèæåíèå ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè

ãðàäèåíòà ýêñïðåññèè ìàòåðèíñêîãî ãåíà bd íà óðîâíå ýêñïðåññèè çèãîòè-

÷åñêèõ ãåíîâ gap ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Manu et al., 2009a), à òàêæå

ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap è

ñíèæåíèå óðîâíåé èõ ýêñïðåññèè ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíó Kr (Kozlov et al.,

2012).

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, à èìåííî, èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè

ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr, âêëþ÷åíû â ñîñòàâ áàçû äàííûõ

FlyEx (http:// urhin.spbas.ru/�yex/mutant/apt.jsp?htmt=mutant2.htmt) (Pisarev

et al., 2009) è èñïîëüçóþòñÿ íàó÷íûì ñîîáùåñòâîì.

�åçóëüòàòû äèññåðòàöèîííîé ðàáîòû âêëþ÷åíû â îáðàçîâàòåëüíûé ïðî-

öåññ Ñàíêò-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà íà êà�åäðå ãå-

íåòèêè è áèîòåõíîëîãèè áèîëîãî-ïî÷âåííîãî �àêóëüòåòà â �îðìå äîïîëíå-

íèÿ ê êóðñó ëåêöèé ¾�åíåòèêà ðàçâèòèÿ æèâîòíûõ¿, à òàêæå â êóðñ ëåêöèé

êà�åäðû ïðèêëàäíîé ìàòåìàòèêè Ñàíêò-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî

ïîëèòåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà ¾Íåëèíåéíàÿ òåîðèÿ âîëí è ïàòòåðíîâ¿.

Ïîëîæåíèÿ, âûíîñèìûå íà çàùèòó:

1. Íóëü�ìóòàöèè â ãåíàõ gap, ïðèâîäÿùèå ê ñóùåñòâåííûì èçìåíåíèÿì
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ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè â ýìáðèîíå äðîçî�èëû,

íå ìåíÿþò íàïðàâëåíèå è ëîêàëèçàöèþ ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ îá-

ëàñòåé ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ, ÷òî ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå ñõîäíûõ ðå-

ãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ;

2. Îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû

äèêîãî òèïà è íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap ïîäòâåðæäàþò íà ìîëåêó-

ëÿðíîì óðîâíå êîíöåïöèþ êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ Ê. Óîääèíãòîíà, â

îñíîâå êîòîðîé ëåæèò èäåÿ î ïîäàâëåíèè âàðèàáåëüíîñòè ó îðãàíèç-

ìîâ äèêîãî òèïà, íî íå ó ìóòàíòíûõ.

Àïðîáàöèÿ ðàáîòû. �åçóëüòàòû ðàáîòû áûëè ïðåäñòàâëåíû íà ìåæëà-

áîðàòîðíûõ è ìåæèíñòèòóòñêèõ ñåìèíàðàõ è ñëåäóþùèõ ìåæäóíàðîäíûõ

íàó÷íûõ êîí�åðåíöèÿõ: Êîí�åðåíöèÿõ ïî áèîèí�îðìàòèêå, ñòðóêòóðå è

ðåãóëÿöèè ãåíîìà (BGRS'2004, BGRS'2008), ã. Íîâîñèáèðñê, 2004 è 2008 ã.;

International Workshop on NanoBiotehnologies, Saint-Petersburg, November

27�29, 2006; The 3rd EMBL Biennial Symposium: From Funtional Genomis

to Systems Biology, Otober 14 - 17, 2006, Heidelberg, Germany; 2nd Meeting of

the European Soiety for Evolutionary Developmental Biology, July 27�August

1 2008, Ghent, Belgium; Êîí�åðåíöèè ¾Ìîëåêóëÿðíàÿ è ñòðóêòóðíàÿ áèî-

ëîãèÿ¿ â ðàìêàõ Ïîëèòåõíè÷åñêîãî ñèìïîçèóìà 01-07 äåêàáðÿ 2008 ã.; 16th

International Soiety of Developmental Biologists Congress, Edinburgh, 6�10

September 2009; Ìåæäóíàðîäíîì ñèìïîçèóìå ¾SysPatho�Ñèñòåìíàÿ áèîëî-

ãèÿ è ìåäèöèíà¿, 11�14 ñåíòÿáðÿ 2012 ã., Ñàíêò-Ïåòåðáóðã (Öàðñêîå Ñåëî),

Âñåðîññèéñêîé êîí�åðåíöèè ñ ìåæäóíàðîäíûì ó÷àñòèåì ¾Ýìáðèîíàëüíîå

ðàçâèòèå, ìîð�îãåíåç è ýâîëþöèÿ¿ 22�24 îêòÿáðÿ 2013 ã., Ñàíêò-Ïåòåðáóðã,

è äðóãèõ.

Ïóáëèêàöèè. Ïî òåìå äèññåðòàöèè îïóáëèêîâàíî 14 ðàáîò â ðåöåíçèðóå-

ìûõ íàó÷íûõ èçäàíèÿõ è 8 òåçèñîâ äîêëàäîâ â ñáîðíèêàõ òðóäîâ êîí�åðåí-

öèé.
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Ñòðóêòóðà ðàáîòû. �àáîòà ñîñòîèò èç ââåäåíèÿ, îáçîðà ëèòåðàòóðû, ìà-

òåðèàëîâ è ìåòîäîâ, ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû, çàêëþ÷åíèÿ, âûâîäîâ, ñïèñêà ëè-

òåðàòóðû (148 íàèìåíîâàíèé), à òàêæå ñïèñêà èñïîëüçîâàííûõ â ðàáîòå ñî-

êðàùåíèé. Ìàòåðèàë èçëîæåí íà 141 ñòðàíèöå, ñîäåðæèò 28 ðèñóíêîâ è 11

òàáëèö.

Ëè÷íûé âêëàä àâòîðà. Àíàëèç äàííûõ îñóùåñòâëÿëñÿ ëè÷íî àâòîðîì.

Àâòîðîì áûëè ïîëó÷åíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè 8-ìè ãå-

íîâ ñåãìåíòàöèè äëÿ 237 íóëü-ìóòàíòîâ è 89 ãåòåðîçèãîò ïî ãåíó Kr, îñó-

ùåñòâëåíû âñå ýòàïû îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé è èçâëå÷åíèÿ õàðàêòåðíûõ

÷åðò ïàòòåðíîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ. Êîí�îêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñ-

ïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ kni� è Kr;kni� áûëè ïðåäîñòàâëåíû Ìàíó, Ë.

Ïàíîê è Äæ. �àéíèöåì, êîëè÷åñòâåííàÿ îáðàáîòêà ýòèõ äàííûõ âûïîëíå-

íà àâòîðîì (Surkova et al., 2013). Èçîáðàæåíèÿ è êîëè÷åñòâåííûå äàííûå

ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà âçÿòû èç áàçû äàííûõ FlyEx

(http://urhin.spbas.ru/�yex/) (Pisarev et al., 2009), à õàðàêòåðíûå ÷åðòû

êàðòèí ýêñïðåññèè áûëè ïðåäîñòàâëåíû Ì.�. Ñàìñîíîâîé (Ñàìñîíîâà, 2008).

Áëàãîäàðíîñòè. Âûðàæàþ áëàãîäàðíîñòü ìîåìó ðóêîâîäèòåëþÌ.�. Ñàì-

ñîíîâîé çà ïîìîùü íà âñåõ ýòàïàõ ðàáîòû; Å.Â. �îëóáêîâîé çà ïîìîùü â

ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ; Ìàíó, Ë. Ïàíîê è Äæ. �àéíèöó çà ïðåäîñòàâëå-

íèå èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ kni�, Kr;kni�; Ê.Í.

Êîçëîâó è Å.Ì. Ìÿñíèêîâîé çà ïîìîùü ïðè îáðàáîòêå äàííûõ; Ë.À. Ìàìîí,

Ä.Ï. Ôóðìàí è Â.À. Ñêîáååâîé çà âàæíûå çàìå÷àíèÿ è ïðåäëîæåíèÿ ïðè

îáñóæäåíèè äàííîé ðàáîòû; ëàáîðàòîðèè ãåíåòèêè æèâîòíûõ ÑÏá�Ó, ÖÊÏ

Õ�ÎÌÀÑ ÑÏá�Ó è Öåíòðó ãåíåòèêè ðàçâèòèÿ (Óíèâåðñèòåò Ñòîíè Áðóê)

çà ïðåäîñòàâëåíèå îáîðóäîâàíèÿ äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàáîòû.
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ÎÁÎÇÍÀ×ÅÍÈß È ÑÎÊ�ÀÙÅÍÈß

À�Ï - àíòåðèîðíî-ïîñòåðèîðíûé;

Ä�Â - äîðñàëüíî-âåíòðàëüíûé;

ÄÝ - äëèíà ýìáðèîíà;

ÈÔ - èíòåíñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèè;

CF - ãîëîâíàÿ áîðîçäà (ephli furrow);

ÄÈÊ - äè��åðåíöèàëüíî-èíòåð�åðåíöèîííûé êîíòðàñò;

SD - ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (standard deviation);

Íàçâàíèÿ ãåíîâ:

bioid (bd); audal (ad); nanos (nos); osar (os); torso (tor); hunhbak

(hb); Kruppel (Kr); giant (gt); knirps (kni); tailless (tll); hukebein (hkb);

even skipped (eve); runt (run); hairy (h); fushi tarazu (ftz); odd skipped

(odd); sloppy-paired (slp); paired (prd); engrailed (en); wingless (wg)
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1 �ËÀÂÀ 1. Îáçîð ëèòåðàòóðû

1.1 Îñîáåííîñòè äðîçî�èëû êàê ìîäåëüíîãî îðãàíèç-

ìà ïî èçó÷åíèþ ãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ äåòåðìè-

íàöèè ñåãìåíòîâ

Ñåãìåíòàöèÿ òåëà ÿâëÿåòñÿ ñâîéñòâîì ðàçâèòèÿ ìíîãèõ äâóñòîðîííå �

ñèììåòðè÷íûõ îðãàíèçìîâ, òàêèõ, êàê ÷ëåíèñòîíîãèå, êîëü÷àòûå ÷åðâè è

õîðäîâûå (Tautz, 2004). Íàèëó÷øèì îáðàçîì ïðîöåññ ñåãìåíòàöèè òåëà èçó-

÷åí ó ïîçâîíî÷íûõ è íàñåêîìûõ. Ó áîëüøåé ÷àñòè ýòèõ îðãàíèçìîâ â íà-

÷àëå ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå àíòåðèîðíûõ ñåãìåíòîâ, à �îðìèðîâàíèå áî-

ëåå ïîñòåðèîðíûõ ñåãìåíòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî ïîñëå íà÷à-

ëà ãàñòðóëÿöèè. Ýòîò ïðîöåññ ó ïîçâîíî÷íûõ íîñèò íàçâàíèå �÷àñû ñåãìåí-

òàöèè� è êîíòðîëèðóåòñÿ ñèãíàëüíûì êàñêàäîì Delta-Noth. Ó íàñåêîìûõ

îáëàñòü ýìáðèîíà, äàþùàÿ íà÷àëî ñåãìåíòèðîâàííûì ó÷àñòêàì òåëà, íà-

çûâàåòñÿ ïðåçóìïòèâíîé çàðîäûøåâîé ïîëîñêîé. Áîëüøèíñòâî íàñåêîìûõ

èìåþò òèï ðàçâèòèÿ ñ êîðîòêîé çàðîäûøåâîé ïîëîñêîé, ïðè ýòîì ñåãìåíòû

�îðìèðóþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ïîñðåäñòâîì ðîñòà

è ïîñëåäóþùåãî äåëåíèÿ çàðîäûøåâîé ïîëîñêè ïîñëå ãàñòðóëÿöèè (Tautz

and Sommer 1995, Davis and Patel, 2002).

Äðîçî�èëà ïðèíàäëåæèò ê íàñåêîìûì, êîòîðûå â ïðîöåññå ýâîëþöèè

âûðàáîòàëè òèï ðàçâèòèÿ ñ äëèííîé çàðîäûøåâîé ïîëîñêîé. Ó òàêèõ íàñå-

êîìûõ, â îòëè÷èå îò ïîçâîíî÷íûõ è íàñåêîìûõ ñ êîðîòêîé çàðîäûøåâîé ïî-

ëîñêîé, äåòåðìèíàöèÿ ñåãìåíòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ îäíîâðåìåííî âäîëü âñåé

À�Ï îñè ýìáðèîíà ïîñðåäñòâîì äåéñòâèÿ ðåãóëÿòîðíîãî êàñêàäà ãåíîâ ñåã-

ìåíòàöèè íà ñòàäèè áëàñòîäåðìû.

Ýòà ðåãóëÿòîðíàÿ ñèñòåìà èìååò ðÿä âàæíûõ îñîáåííîñòåé. Âî-ïåðâûõ,

îíà �óíêöèîíèðóåò åùå äî òîãî, êàê ïðîèñõîäèò �îðìèðîâàíèå êëåòî÷íûõ

ìåìáðàí è ðåãóëÿòîðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìîãóò ïðîèñõîäèòü ïóòåì äè��ó-

çèè òðàíñêðèïöèîííûõ �àêòîðîâ áåç ïîäêëþ÷åíèÿ ìåæêëåòî÷íûõ ñèãíàëü-

íûõ ïóòåé. Âî-âòîðûõ, íà ñòàäèè áëàñòîäåðìû ñèñòåìà ãåíîâ ñåãìåíòàöèè,

â öåëîì, ÿâëÿåòñÿ íåçàâèñèìîé îò ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ, òàê êàê ïðîöåññ äå-
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òåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ðîñòîì òêàíåé è ó ìóòàíòîâ ïî

ãåíàì ñåãìåíòàöèè ìîð�îëîãè÷åñêèå äå�åêòû íàáëþäàþòñÿ óæå ïîñëå íà-

÷àëà ãàñòðóëÿöèè.

Âûøåèçëîæåííûå ïðè÷èíû, à òàêæå õîðîøàÿ èçó÷åííîñòü îñíîâíûõ ìå-

õàíèçìîâ �óíêöèîíèðîâàíèÿ êàñêàäà ãåíîâ ñåãìåíòàöèè äåëàþò äðîçî�è-

ëó è â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåçàìåíèìûì ìîäåëüíûì îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ

îñîáåííîñòåé ãåíåòè÷åñêîé äåòåðìèíàöèè ïðîöåññà �îðìèðîâàíèÿ ìîð�î-

ëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð. Â ïîñëåäóþùèõ äâóõ ðàçäåëàõ áóäóò áîëåå ïîäðîáíî

èçëîæåíû îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ðàííåãî ðàçâèòèÿ äðîçî�èëû, à òàêæå

ñóùåñòâóþùèå íà ñåãîäíÿøíèé ìîìåíò çíàíèÿ î ðåãóëÿòîðíîé ñåòè ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè.

1.2 �àííåå ýìáðèîíàëüíîå ðàçâèòèå äðîçî�èëû

Ýìáðèîíàëüíîå ðàçâèòèå äðîçî�èëû îò ìîìåíòà îòêëàäêè ÿéöà äî âû-

ëóïëåíèÿ ëè÷èíêè ïåðâîãî âîçðàñòà äëèòñÿ ïðèìåðíî 24 ÷àñà.

Ïîñëå ìîìåíòà îïëîäîòâîðåíèÿ â ýìáðèîíå äðîçî�èëû ïðîèñõîäèò äå-

âÿòü áûñòðûõ ñèíõðîííûõ äåëåíèé ÿäåð. Âî âðåìÿ ýòèõ öèêëîâ äåëåíèÿ

ÿäðà ðàñïîëîæåíû â öåíòðàëüíîé îáëàñòè ýìáðèîíà. Ïîñëå 7-ãî öèêëà äå-

ëåíèÿ ÿäðà íà÷èíàþò ìèãðèðîâàòü ê ïîâåðõíîñòè ýìáðèîíà â êîðòèêàëüíóþ

öèòîïëàçìó. Áîëüøèíñòâî ÿäåð äîñòèãàþò ïåðè�åðèè ê íà÷àëó èíòåð�àçû

öèêëà 10. Íåêîòîðûå ÿäðà îñòàþòñÿ â öåíòðå ýìáðèîíà â îáëàñòè, áîãà-

òîé æåëòêîì, ïåðåñòàþò äåëèòüñÿ è ñòàíîâÿòñÿ ïîëèïëîèäíûìè. Â öèêëå

äåëåíèÿ 9 ÿäðà, ìèãðèðóþùèå ê çàäíåìó ïîëþñó ýìáðèîíà, îáîñîáëÿþò-

ñÿ êëåòî÷íûìè ìåìáðàíàìè è îáðàçóþò ïîëÿðíûå êëåòêè, êîòîðûå äàþò

íà÷àëî ïîëîâûì êëåòêàì (�èëáåðò, 1994, Gilbert, 2003, Campos-Ortega and

Hartenstein, 1985).

Âñå îñòàâøèåñÿ ÿäðà íà ïîâåðõíîñòè ýìáðèîíà íàõîäÿòñÿ â îáùåé êîð-

òèêàëüíîé öèòîïëàçìå è êàêèå-ëèáî ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû, êðîìå ìåì-

áðàíû ñàìîãî ýìáðèîíà, îòñóòñòâóþò. Ýòà ñòàäèÿ ðàçâèòèÿ íàçûâàåòñÿ ñèí-

öèòèàëüíîé áëàñòîäåðìîé. Ïîñëå òîãî, êàê ÿäðà äîñòèãàþò ïåðè�åðèè, âðå-
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ìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ êàæäîãî èç ÷åòûðåõ ïîñëåäóþùèõ äå-

ëåíèé, ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 10 äî 15-20 ìèíóò. Õîòÿ ÿäðà ïåðâîíà-

÷àëüíî äåëÿòñÿ â îáùåé öèòîïëàçìå, ýòî íå îçíà÷àåò, ÷òî öèòîïëàçìà ñàìà

ïî ñåáå îäíîðîäíà. Êàæäîå ÿäðî ñèíöèòèàëüíîé áëàñòîäåðìû çàêëþ÷åíî â

ñîáñòâåííóþ íåáîëüøóþ òåððèòîðèþ öèòîñêåëåòíûõ áåëêîâ, ýòè îñòðîâêè

öèòîïëàçìû íàçûâàþòñÿ ýíåðãèäàìè.

Ïîñëå ìîìåíòà îáðàçîâàíèÿ ïîëÿðíûõ êëåòîê ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðà-

íà ÿéöà íà÷èíàåò îáðàçîâûâàòü âïÿ÷èâàíèÿ, êîòîðûå óãëóáëÿþòñÿ ìåæäó

ÿäðàìè. Ñ íà÷àëà öèêëà 14À íà÷èíàåòñÿ ïîñòåïåííîå �îðìèðîâàíèå êëå-

òî÷íûõ ìåìáðàí, çàêàí÷èâàþùååñÿ îáîñîáëåíèåì êàæäîãî ÿäðà â îòäåëüíîé

êëåòêå ïåðåä ãàñòðóëÿöèåé. Öèêë 14À õàðàêòåðèçóåòñÿ äîëãîé èíòåð�àçîé

ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 50 ìèíóò. Â ðåçóëüòàòå îáðàçîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ìåì-

áðàí âîçíèêàåò êëåòî÷íàÿ áëàñòîäåðìà, êëåòêè êîòîðîé îäíèì ñëîåì ïî-

êðûâàþò áîãàòóþ æåëòêîì ñåðäöåâèíó ýìáðèîíà (Foe and Alberts, 1983). Ó

äðîçî�èëû ýòîò ñëîé ñîñòîèò ïðèáëèçèòåëüíî èç 5000 êëåòîê è �îðìèðóåò-

ñÿ â ïåðâûå 3 ÷àñà ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ. Íà ñòàäèè áëàñòîäåðìû ýìáðèîíû

äðîçî�èëû èìåþò �îðìó áëèçêóþ ê ýëëèïñîèäó è ðàçìåð ïðèìåðíî 500 ìêì

âäîëü îñè À-Ï è ïðèìåðíî 230 ìêì âäîëü îñè Ä-Â.

Äàííàÿ ðàáîòà îõâàòûâàåò ïåðèîä ðàçâèòèÿ ñ öèêëà äåëåíèÿ ÿäåð 9 äî

íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè, ò.å. äî îêîí÷àíèÿ öèêëà äåëåíèÿ 14À. Òåì íå ìåíåå,

äàëåå ïðèâîäèòñÿ êðàòêîå îïèñàíèå ìîð�îëîãè÷åñêèõ ÿâëåíèé, ïðîèñõîäÿ-

ùèõ ïîñëå ãàñòðóëÿöèè, è õàðàêòåðíûõ äëÿ ðàçâèòèÿ íàñåêîìûõ ñ äëèííîé

çàðîäûøåâîé ïîëîñêîé. Ïîäîáíàÿ õàðàêòåðèñòèêà áîëåå ïîçäíåãî ðàçâèòèÿ

ýìáðèîíà äðîçî�èëû ïîçâîëÿåò îöåíèòü âðåìÿ ïîÿâëåíèÿ ìîð�îëîãè÷åñêè

ðàçëè÷èìûõ ãðàíèö ïàðàñåãìåíòîâ è ñåãìåíòîâ, äåòåðìèíàöèÿ êîòîðûõ ïðî-

èñõîäèò íà ñòàäèè áëàñòîäåðìû.

Ïîñëå �îðìèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ïðîèñõîäèò çàìåäëåíèå ÿäåð-

íûõ äåëåíèé è óñêîðåíèå ñèíòåçà �ÍÊ, äåëåíèÿ ïðîèñõîäÿò àñèíõðîííî.

Íà÷èíàåòñÿ ãàñòðóëÿöèÿ, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ ñóùåñòâåííûìè ïåðåñòðîéêà-

ìè ýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé. Ïðåçóìïòèâíûå ìåçîäåðìà è ýíòîäåðìà èíâàãè-

íèðóþò äëÿ îáðàçîâàíèÿ òðåõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ.
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Ïîñëå ýòîãî ïðîèñõîäèò ïåðåìåùåíèå ïðèìåðíî 1 òûñÿ÷è îñòàâøèõñÿ íà

ïîâåðõíîñòè ýìáðèîíà êëåòîê ê âåíòðàëüíîé ñðåäèííîé ëèíèè. Ýòî ñêîïëå-

íèå êëåòîê íîñèò íàçâàíèå çàðîäûøåâîé ïîëîñêè. Ýòà ïîëîñêà ïåðåìåùàåò-

ñÿ ê çàäíåìó ïîëþñó, îãèáàåò åãî, è ïðîäîëæàåò äâèãàòüñÿ ïî äîðñàëüíîé

ñòîðîíå ê ïåðåäíåìó ïîëþñó ýìáðèîíà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðåçóìïòèâíûå

ñòðóêòóðû çàäíèõ îòäåëîâ ëè÷èíêè íà äîðñàëüíîé ñòîðîíå îêàçûâàþòñÿ ðÿ-

äîì ñ ïðåçóìïòèâíûìè ãîëîâíûìè ñòðóêòóðàìè. Ýòîò ïðîöåññ íîñèò íàçâà-

íèå ñòàäèè óäëèíåíèÿ çàðîäûøåâîé ïîëîñêè è ïðîäîëæàåòñÿ äî 5.5 ÷àñîâ

ñ ìîìåíòà íà÷àëà ðàçâèòèÿ. Íà ýòîé ñòàäèè ó ýìáðèîíà äðîçî�èëû ïðè-

ñóòñòâóþò ïàðàñåãìåíòíûå áîðîçäû, äåëÿùèå çàðîäûøåâóþ ïîëîñêó íà ìå-

òàìåðíûå åäèíèöû. Ýòè áîðîçäû ïîÿâëÿþòñÿ â ñåðåäèíå êàæäîãî áóäóùåãî

ñåãìåíòà (�èëáåðò, 1994, Gilbert, 2003). Â äàëüíåéøåì ðàçâèòèè äðîçî�èëû,

ïåðåä íà÷àëîì ñîêðàùåíèÿ çàðîäûøåâîé ïîëîñêè, ïàðàñåãìåíòíàÿ îðãàíè-

çàöèÿ ïîëíîñòüþ çàìåíÿåòñÿ íà ñåãìåíòíóþ è èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò òîëüêî

ñòðóêòóðà âåíòðàëüíîé íåðâíîé öåïî÷êè.

Ïîñëå 7 ÷àñîâ ðàçâèòèÿ çàðîäûøåâàÿ ïîëîñêà ñîêðàùàåòñÿ è ýòî ïðè-

âîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ åå èñõîäíîé òîïîëîãèè. Ê 16-òè ÷àñàì ðàçâèòèÿ

ïðîèñõîäèò ñïèííîå çàìûêàíèå è èíâîëþöèÿ ãîëîâû, ïîñëå ýòîãî ïîâåðõ-

íîñòü ýìáðèîíà äîñòèãàåò êîíå÷íîé ëè÷èíî÷íîé ìîð�îëîãèè (Gilbert 1991,

Gilbert, 2003).

1.3 Êàñêàä ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè

Äåòåðìèíàöèÿ ñåãìåíòîâ ó äðîçî�èëû ïðîèñõîäèò ïîñðåäñòâîì äåéñòâèÿ

èåðàðõè÷åñêîãî êàñêàäà âçàèìîäåéñòâèé òðàíñêðèïöèîííûõ �àêòîðîâ, êî-

äèðóåìûõ ãåíàìè ñåãìåíòàöèè. Çàäà÷åé ýòîãî êàñêàäà ÿâëÿåòñÿ îáåñïå÷èòü

áûñòðîå ïîäðàçäåëåíèå òåëà äðîçî�èëû íà ìåòàìåðíûå ó÷àñòêè, èç êîòîðûõ

â äàëüíåéøåì ðàçîâüþòñÿ ñåãìåíòû. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ïðèâî-

äèò ê äåëåíèþ À�Ï îñè ýìáðèîíà íà âñå áîëåå ïðîñòðàíñòâåííî ÷åòêèå îáëà-

ñòè â òå÷åíèå ïåðâûõ 3-õ ÷àñîâ ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà (�èñ. 1A�C), (�èëáåðò,

1994, Æèìóëåâ, 2003, Gilbert, 2003).
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A

B

C

D

�èñ. 1: Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçíûì óðîâíÿì

ðåãóëÿòîðíîãî êàñêàäà, â âèäå âñå áîëåå ïðîñòðàíñòâåííî ÷åòêèõ îáëàñòåé.

Ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ìàòåðèíñêîãî ãåíà bd (A), è ñëåäóþùèõ çèãîòè÷å-

ñêèõ ãåíîâ: ãåíà gap Kr (B), ãåíà pair-rule eve (C) è ãåíà segment-polarity

en (D). Èçîáðàæåíèÿ êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíà en ïðåäîñòàâëåíî ëàáîðàòî-

ðèåé Äæ. �àéíèöà, îñòàëüíûå èçîáðàæåíèÿ âçÿòû èç áàçû äàííûõ FlyEx

(http://urhin.spbas.ru/�yex/) (Pisarev et al., 2009): ad18 (bd), pf11 (Kr) è

em26 (eve)

.

�åíû ñåãìåíòàöèè áûëè èäåíòè�èöèðîâàíû â ýêñïåðèìåíòàõ, íàñûùàþ-

ùèõ âåñü ãåíîì äðîçî�èëû ìóòàöèÿìè. Íà îñíîâå �åíîòèïîâ íóëü-ìóòàíòîâ

ýòè ãåíû áûëè ðàçäåëåíû íà íåñêîëüêî êëàññîâ � ìàòåðèíñêèå êîîðäèíàòíûå

ãåíû, à òàêæå òðè êëàññà çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ: ãåíû gap, pair-rule è segment-

polarity (�èñ. 1) (�èëáåðò, 1994, Æèìóëåâ, 2003, Gilbert, 2003, Akam, 1987,

Ingham, 1988).

Ìàòåðèíñêèå êîîðäèíàòíûå ãåíû ýêñïðåññèðóþòñÿ ìàòåðèíñêèì ãåíî-
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ìîì è âëèÿþò íà ðàçâèòèå ïåðåäíåãî, çàäíåãî èëè òåðìèíàëüíûõ ðàéîíîâ

ýìáðèîíà. Íóëü-ìóòàöèè â ýòèõ ãåíàõ ïðèâîäÿò ê íàðóøåíèÿì (âûïàäåíèÿì

èëè óäâîåíèÿì) ãîëîâíûõ, õâîñòîâûõ, äîðñàëüíûõ èëè âåíòðàëüíûõ ñòðóê-

òóð.

Ìóòàöèè â ãåíàõ gap ïðèâîäÿò ê âûïàäåíèþ íåïðåðûâíîãî áëîêà ñåãìåí-

òîâ, ÷òî ïîêàçàíî íà �èñóíêå 2 íà ïðèìåðå ëè÷èíêè, íåñóùåé íóëü-ìóòàöèþ

â ãåíå Kr. Ìóòàöèè â ãåíàõ pair-rule çàòðàãèâàþò êàæäûé ÷åòíûé èëè íå÷åò-

íûé ñåãìåíò, à ìóòàöèè â ãåíàõ segment polarity âëèÿþò íà ïîëÿðíîñòü êàæ-

äîãî èíäèâèäóàëüíîãî ñåãìåíòà (Nusslein-Volhard and Wieshaus, 1980).

Êàê óïîìèíàëîñü ðàíåå, ïåðâûå ìîð�îëîãè÷åñêèå äå�åêòû ó ìóòàíòîâ

ïî ãåíàì ñåãìåíòàöèè îáíàðóæèâàþòñÿ óæå ïîñëå íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè. Ýòî

ãîâîðèò î òîì, ÷òî íà ñòàäèè áëàñòîäåðìû ïðîöåññ äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ

îñóùåñòâëÿåòñÿ íà ðåãóëÿòîðíîì óðîâíå. Áîëüøèíñòâî êàê ìàòåðèíñêèõ,

òàê è çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ êîäèðóþò òðàíñêðèïöèîííûå �àêòîðû, êîòîðûå

ðåãóëèðóþò äðóãèå ãåíû ïóòåì ïðèñîåäèíåíèÿ ê îïðåäåëåííûì ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòÿì â ðåãóëÿòîðíûõ ðàéîíàõ ýòèõ ãåíîâ. Ýòî �îðìèðóåò ñåòü âçàèìî-

äåéñòâèé, ñîñòîÿùóþ èç íåñêîëüêèõ óðîâíåé, è ãåíû áîëåå âûñîêîãî óðîâíÿ,

ê ïðèìåðó, ìàòåðèíñêèå êîîðäèíàòíûå ãåíû, ðåãóëèðóþò ãåíû áîëåå íèçêî-

ãî óðîâíÿ, íàïðèìåð, ãåíû gap � íî íå íàîáîðîò. Ïîìèìî ýòîãî, âûÿâëåíû

ñóùåñòâåííûå ðåãóëÿòîðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ãåíàìè, ïðèíàäëåæà-

ùèìè ê îäíîìó óðîâíþ èåðàðõèè.

�åíû segment-polarity, íå ðàññìàòðèâàåìûå â äàííîé ðàáîòå, â îñíîâíîì

êîäèðóþò ñèãíàëüíûå áåëêè, òàê êàê ýòè ãåíû äåéñòâóþò óæå ïîñëå �îðìè-

ðîâàíèÿ êëåòîê, íà ñòàäèè ãàñòðóëÿöèè. Â ýòîò ïåðèîä âî âçàèìîäåéñòâè-

ÿõ ãåíîâ çàäåéñòâîâàíû ìåæêëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè. Îäíàêî áåëêîâûé

ïðîäóêò ãåíà en, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî ìàðêèðóåò àíòåðèîðíûå ãðàíèöû ïà-

ðàñåãìåíòîâ, ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì �àêòîðîì (�èñ. 1D).

Àêòèâíîñòü ãåíîâ ñ ìàòåðèíñêèì ý��åêòîì ÿâëÿåò ñîáîé ïåðâûé ýòàï

ñòàíîâëåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ó äðîçî�èëû. Àíòåðèîðíî � ïî-

ñòåðèîðíàÿ ïîëÿðíîñòü îîöèòà �îðìèðóåòñÿ âî âðåìÿ îîãåíåçà â ðåçóëüòàòå

âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó îîöèòîì è îêðóæàþùèì åãî ýïèòåëèåì ñîìàòè÷å-
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ñêèõ �îëëèêóëÿðíûõ êëåòîê. Ýòî ïðèâîäèò ê çàâèñÿùåé îò ìèêðîòðóáî÷åê

ëîêàëèçàöèè òðàíñêðèïòîâ ðÿäà êîîðäèíàòíûõ ãåíîâ â îîöèòå. Â ÷àñòíî-

ñòè, ì�ÍÊ bd ëîêàëèçóåòñÿ íà àíòåðèîðíîì êîíöå îîöèòà, à ì�ÍÊ osk �

íà ïîñòåðèîðíîì, ïðèâîäÿ ê àêòèâàöèè ãåíà nos. Ýòî �îðìèðóåò òàê íà-

çûâàåìûå ïåðåäíèé è çàäíèé îðãàíèçóþùèå öåíòðû (�èëáåðò, 1994, Gilbert,

2003). Ïðîäóêòû ýòèõ äâóõ ãåíîâ îòâå÷àþò çà �îðìèðîâàíèå âäîëü îñè À�Ï

òðåõ ìàòåðèíñêèõ ãðàäèåíòîâ, à èìåííî, ãðàäèåíòà áåëêà Bd è ìàòåðèíñêèõ

ãðàäèåíòîâ áåëêîâ Ñad è Hb.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ó âñåõ èçó÷åííûõ âèäîâ äâóêðûëûõ ì�ÍÊ bd ëî-

êàëèçóåòñÿ íà àíòåðèîðíîì êîíöå ýìáðèîíà, ïðè÷åì ó áîëåå ïðèìèòèâíîé

êðóãëîøîâíîé ìóõè Megaselia abdita ïîòåðÿ �óíêöèè bd ïðèâîäèò íå òîëü-

êî ê îòñóòñòâèþ ãîëîâíûõ è òîðàêàëüíûõ ñòðóêòóð, êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ

ó äðîçî�èëû, íî ïîìèìî ýòîãî åùå ê äåëåöèè îò òðåõ äî ÷åòûðåõ àáäî-

ìèíàëüíûõ ñåãìåíòîâ (ñ ïîñëåäóþùåé äóïëèêàöèåé îñòàâøèõñÿ ñòðóêòóð)

(Stauber et al., 2000). Ñòîëü ñóùåñòâåííàÿ ðîëü bd îïðîâåðãàåò ñóùåñòâî-

âàâøóþ äîëãîå âðåìÿ ãèïîòåçó ÷òî ó áîëåå ïðèìèòèâíûõ íàñåêîìûõ ìîð-

�îãåíåòè÷åñêèå �óíêöèè bd âûïîëíÿëèñü â îñíîâíîì ãðàäèåíòîì hb è â

ïîëíîé ìåðå ïðîÿâèëèñü ëèøü ó äðîçî�èëû (MGregor, 2005).

Ýêñïðåññèÿ bd â ýìáðèîíå äðîçî�èëû ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ ìàòåðèíñêîé

(Berleth et al., 1988). Íà÷èíàÿ ñ öèêëà äðîáëåíèÿ 9 áåëîê Bd îáðàçóåò À�Ï

ãðàäèåíò êîíöåíòðàöèè, êîòîðûé â ïîñëåäóþùèõ öèêëàõ ïðèîáðåòàåò ýêñïî-

íåíöèàëüíóþ �îðìó (Driever and Nusslein-Volhard, 1988a, Houhmandzadeh

et al., 2002).

Òðàíñêðèïòû ad è hb èìåþò êàê ìàòåðèíñêîå, òàê è çèãîòè÷åñêîå ïðî-

èñõîæäåíèå. Ñðàçó ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ ìàòåðèíñêèå ì�ÍÊ ad è hb ðàâ-

íîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî âñåìó ýìáðèîíó. Çàòåì, â ðåçóëüòàòå ðåïðåññèè

òðàíñëÿöèè ì�ÍÊ ad áåëêîì Bd è ì�ÍÊ hb áåëêîì Nos, ñîïðîâîæäà-

þùåéñÿ äåãðàäàöèåé �ÍÊ, íå âõîäÿùåé â ñîñòàâ ïîëèñîì, ì�ÍÊ è áåëîê

ad �îðìèðóþò ãðàäèåíò ñ ìàêñèìóìîì â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà, à

ì�ÍÊ è áåëîê hb � â àíòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà. Îáðàçîâàíèå òàêèõ ãðà-

äèåíòîâ îáëåã÷àåòñÿ òåì, ÷òî ýìáðèîí ÿâëÿåòñÿ ñèíöèòèåì. Ýòè ãðàäèåíòû,
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äåéñòâóÿ ñîâìåñòíî, çàäàþò ïîçèöèîííóþ èí�îðìàöèþ, íåîáõîäèìóþ äëÿ

äàëüíåéøåé ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ.

Ìàòåðèíñêèé ãðàäèåíò ad ïðèñóòñòâóåò â ýìáðèîíå äðîçî�èëû ïðè-

áëèçèòåëüíî â öèêëàõ äðîáëåíèÿ 9�11, à hb - â öèêëàõ 12�14. Ïîñëå ýòîãî

óðîâåíü ìàòåðèíñêèõ òðàíñêðèïòîâ óáûâàåò è ýêñïðåññèÿ ýòèõ ãåíîâ ñòà-

íîâèòñÿ ïîëíîñòüþ çèãîòè÷åñêîé (Mlodzik et al., 1985, Mlodzik and Gehring,

1987, Boring et al., 1993, Madonald and Struhl, 1986, Tautz et al., 1987, Tautz,

1988). Çèãîòè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ ad (Mlodzik and Gehring, 1987, Madonald

and Struhl, 1986) è hb (Tautz et al., 1987) íà÷èíàåòñÿ â öèêëàõ 10 è 11.

Ìàòåðèíñêèé âêëàä òàêæå âíîñèò ñèñòåìà ìàòåðèíñêèõ òåðìèíàëüíûõ

ãåíîâ, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñèãíàëüíûé ïóòü, êëþ÷åâûì êîìïîíåí-

òîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ òèðîçèí-êèíàçíûé ðåöåïòîð tor. Ýòà ñèñòåìà ðåãóëè-

ðóåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè íà àíòåðèîðíîì è ïîñòåðèîðíîì ïîëþ-

ñàõ ýìáðèîíà ïîñðåäñòâîì ýèãîòè÷åñêèõ òåðìèíàëüíûõ ãåíîâ gap tll è hkb

(Weigel et al., 1990). Ýòè ãåíû ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ äðóãèõ ãåíîâ gap, íî

íå ðåãóëèðóþòñÿ èìè.

�åíû gap èãðàþò î÷åíü âàæíóþ ðîëü â ðàííåì ðàçâèòèè ýìáðèîíà äðî-

çî�èëû, òàê êàê ÿâëÿþòñÿ ïåðâûìè çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè, èìåþùèìè ÷åò-

êóþ ïðîñòðàíñòâåííî ëîêàëèçîâàííóþ ýêñïðåññèþ. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàí-

íûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî áåëêîâûå ïðîäóêòû ýòèõ ãåíîâ â áîëüøèíñòâå

ñëó÷àåâ ÿâëÿþòñÿ ðåïðåññîðàìè òðàíñêðèïöèè áëèçêîãî ðàäèóñà äåéñòâèÿ

(Strunk et al., 2001, Payankaulam and Arnosti, 2009, Li and Arnosti, 2011). Ýòè

ãåíû ýêñïðåññèðóþòñÿ â âèäå îäíîé�äâóõ øèðîêèõ îáëàñòåé, íàõîäÿùèõñÿ

â îáëàñòè ïðåçóìïòèâíîé çàðîäûøåâîé ïîëîñêè. Øèðèíà ýòèõ îáëàñòåé â

êîíöå öèêëà 14À ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 10 ÿäåð ýìáðèîíà. Ïîìèìî ýòîãî êàæ-

äûé èç ýòèõ ãåíîâ â öèêëå 14À îáðàçóåò íåñêîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè â ãîëîâíîé èëè õâîñòîâîé ÷àñòè ýìáðèîíà. Òðàíñêðèïòû ãåíîâ

gap âïåðâûå ïîÿâëÿþòñÿ â öèêëàõ 10�11 (Preiss et al., 1985, Knipple et al.,

1985, Jaeger et al., 2007), à áåëêè � â öèêëàõ 12�13 (Eldon and Pirrotta, 1991,

Pignoni et al., 1992).

Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ pair-rule íà÷èíàåòñÿ â öèêëàõ 9�12 íà óðîâíå ì�ÍÊ
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A

B

�èñ. 2: Êóòèêóëÿðíûå ïðåïàðàòû ëè÷èíêè äðîçî�èëû äèêîãî òèïà (A) è

ëè÷èíêè, ãîìîçèãîòíîé ïî ìóòàöèè â ãåíå gap Kr (B) (Nusslein-Volhard and

Wieshaus, 1980). Ó ëè÷èíêè Kr� îòñóòñòâóþò âñå ãðóäíûå è ÷àñòü áðþø-

íûõ ñåãìåíòîâ. �îëîâíûå ñòðóêòóðû ðàçâèâàþòñÿ íîðìàëüíî, ðÿäîì ñ íèìè

ïðèñóòñòâóåò íåáîëüøàÿ ïîëîñà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ïåðâîìó ãðóäíîìó ñåã-

ìåíòó (T1). Çà íèì ñëåäóåò ó÷àñòîê èçìåíåííûõ âàðèàáåëüíûõ ñòðóêòóð,

îáû÷íî îáîçíà÷àåìûõ êàê óäâîåííûé øåñòîé àáäîìèíàëüíûé ñåãìåíò (À6).

Ýòè ñòðóêòóðû ìîãóò áûòü ðàçäåëåíû èëè ñëèòû, èìåòü ðåâåðñèðîâàííóþ

ïîëÿðíîñòü, ëèáî íå èìåòü. Áîëåå ïîñòåðèîðíûå àáäîìèíàëüíûå ñåãìåíòû

À7 è À8, à òàêæå òåëüñîí ìàëî èçìåíåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ ëè÷èíêîé äèêîãî

òèïà (Nusslein-Volhard and Wieshaus, 1980, Ingham et al., 1988)

.

(Madonald et al., 1986, Frash et al., 1987, Hafen et al., 1984, Yu and Pik,

1995, Kilhherr at al., 1986, Gergen and Butler, 1988, Coulter et al., 1990) è â

öèêëàõ 12�14 íà óðîâíå áåëêà (Frash et al., 1987, Gutjahr et al., 1993, Krause

et al., 1988). �àííÿÿ ýêñïðåññèÿ ýòèõ ãåíîâ íå èìååò ÷åòêî îáîçíà÷åííûõ

îáëàñòåé ýêñïðåññèè. Ôîðìèðîâàíèå ïîëîñ íà÷èíàåòñÿ òîëüêî â öèêëå 14À,

è ê íà÷àëó ãàñòðóëÿöèè ýòè ãåíû êàê íà óðîâíå ì�ÍÊ, òàê è íà óðîâíå áåëêà,

�îðìèðóþò 7 ÷åòêî âûðàæåííûõ ïîëîñ ýêñïðåññèè â îáëàñòè ïðåçóìïòèâíîé
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çàðîäûøåâîé ïîëîñêè (Madonald et al., 1986, Frash et al., 1987, Hafen et al.,

1984, Krause et al., 1988, Gergen and Butler, 1988, Kania et al., 1990, Coulter

et al., 1990, Carroll et al., 1988, Lardelli and Ish-Horowiz, 1993, Yu and Pik,

1995, Kilhherr at al., 1986, Gutjahr et al., 1993, Grossniklaus et al., 1992). �åíû

(h), odd, run, prd è slp òàêæå ýêñïðåññèðóþòñÿ â áóäóùåì ãîëîâíîì îòäåëå

Carroll et al., 1988, Lardelli and Ish-Horowiz, 1993, Drean et al., 1998, Gergen

and Butler, 1988, Gutjahr et al., 1993, Grossniklaus et al., 1994).

Øèðèíà ñ�îðìèðîâàâøèõñÿ ïîëîñ ãåíîâ pair-rule â êîíöå öèêëà 14À ñî-

ñòàâëÿåò ïðèìåðíî 3�4 ÿäðà. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå âêëþ÷àåòñÿ ýêñïðåññèÿ

ãåíîâ segment-polarity, ïîëîñû ýêñïðåññèè êîòîðûõ øèðèíîé âñåãî ëèøü â

îäíó êëåòêó ìàðêèðóþò àíòåðèîðíûå è ïîñòåðèîðíûå ãðàíèöû ïàðàñåãìåí-

òîâ. Îäíàêî äåòåðìèíàöèÿ ïîçèöèé ýòèõ ïîëîñ ïðîèñõîäèò åùå íà ñòàäèè

áëàñòîäåðìû. Ïîêàçàíî, ÷òî îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ýêñïðåññèè ãåíîâ eve è

ftz â öèêëå 14À åùå äî îêîí÷àíèÿ ïðîöåññà �îðìèðîâàíèÿ êëåòîê îïðåäå-

ëÿþò îòíîñèòåëüíóþ øèðèíó ÷åòíûõ è íå÷åòíûõ ïàðàñåãìåíòîâ (Fujioka et

al., 1995, Hughes and Krause, 2001, Fujioka et al., 2002). Ýòî ïðîèñõîäèò çà

ñ÷åò ðåãóëÿöèè ãåíà segment-polarity en ñ âîâëå÷åíèåì ïðîìåæóòî÷íûõ ðå-

ãóëÿòîðîâ � ãåíîâ pair-rule odd, slp and prd (Jaynes and Fujioka, 2004, Swantek

and Gergen, 2004). Òàêèì îáðàçîì, äèíàìèêà è ïðîñòðàíñòâåííàÿ òî÷íîñòü

�îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ ãåíîâ pair-rule ÿâëÿþòñÿ õàðàêòåðèñòèêàìè, îïðåäåëÿ-

þùèìè âåñü äàëüíåéøèé ïðîöåññ ñåãìåíòàöèè.

1.4 Íåîáõîäèìîñòü ïîëó÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ

ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ

Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè áûëà îïèñàíà â îñíîâíîì â 1980�90-õ ãî-

äàõ íà êà÷åñòâåííîì óðîâíå, ò.å. íà îñíîâå âèçóàëüíîãî àíàëèçà èçîáðàæå-

íèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ. Àíàëèç õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ìóòàí-

òîâ ïî ãåíàì ñåãìåíòàöèè è äî ñèõ ïîð ÿâëÿåòñÿ âàæíûì èíñòðóìåíòîì äëÿ

èçó÷åíèÿ ðåãóëÿòîðíûõ âçàèìîäåéñòâèé. Îäíàêî êîãäà â êîíöå 1990-õ ãîäîâ

ïðîöåññ äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ ó äðîçî�èëû âïåðâûå ñòàë èññëåäîâàòü-
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ñÿ ñðåäñòâàìè ñèñòåìíîé áèîëîãèè, âûÿñíèëîñü, ÷òî îïèñàòåëüíûå äàííûå

äàþò âåñüìà ïðîòèâîðå÷èâûå ïðåäñòàâëåíèÿ îá ýêñïðåññèè ãåíîâ. Â îñíîâ-

íîì ýòî êàñàëîñü èíòåðïðåòàöèè ðåãóëÿòîðíûõ âçàèìîäåéñòâèé íà îñíîâå

ñóùåñòâóþùèõ äàííûõ î ìóòàíòíûõ �åíîòèïàõ (ñì. ñëåäóþùèé ðàçäåë).

Îñòàâàëèñü íåðåøåííûìè äâà âàæíûõ âîïðîñà. Âî-ïåðâûõ, î÷åâèäíî,

÷òî �óíäàìåíòàëüíîé åäèíèöåé ïðîöåññà äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ ÿâëÿåòñÿ

ÿäðî (èëè êëåòêà). Ïîýòîìó áèîëîãè÷åñêè âàæíîé èí�îðìàöèåé ÿâëÿåòñÿ

íå îáùàÿ õàðàêòåðèñòèêà êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíà, à èí�îðìàöèÿ î êîëè-

÷åñòâå ãåííûõ ïðîäóêòîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â êàæäîé êëåòêå, à òàêæå î ïðî-

ñòðàíñòâåííîì ðàñïîëîæåíèè êëåòêè â ýìáðèîíå. Âî-âòîðûõ, íåäîñòàòî÷íî

èìåòü èí�îðìàöèþ îá ýêñïðåññèè ãåíà â êàêîé-òî îäèí ìîìåíò âðåìåíè �

íåîáõîäèìî èìåòü äàííûå äëÿ âñåãî ïåðèîäà ðàçâèòèÿ. Ïîýòîìó âàæíåéøåé

ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî ñèñòåìà ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó äðîçî�èëû ñòàëà âíîâü

àêòèâíî âîñòðåáîâàíà â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ ïîñëåäíèõ ëåò (Spirov and

Holloway, 2003, Gregor et al., 2005, Crauk and Dostatni, 2005, Gregor et al.,

2007b, Hendriks et al., 2006, Surkova et al., 2008a, He et al., 2008, Kozlov et

al., 2012, Surkova et al., 2013, Janssens et al., 2013), ñòàëî ïîëó÷åíèå òî÷íûõ

êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ.

1.5 Èçìåíåíèå õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòà-

öèè ó ìóòàíòîâ ïî ãåíàì Kr è kni

Êàê áûëî ñêàçàíî âûøå, îïèñàííûå ðàíåå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì Kr è kni, èìåëè â îñíîâ-

íîì êà÷åñòâåííûé õàðàêòåð, òî åñòü áûëè îñíîâàíû íà âèçóàëüíîì àíàëèçå

èçîáðàæåíèé, ê òîìó æå ïîëó÷åííûõ áåç ó÷åòà âðåìåííîé äèíàìèêè ðàçâè-

òèÿ. Ýòî äàåò íåòî÷íîå ïîíÿòèå î ïðîñòðàíñòâåííîé äèíàìèêå ýêñïðåññèè

ãåíîâ, î ïîçèöèÿõ è øèðèíå îáëàñòåé ýêñïðåññèè, è íå ïðåäîñòàâëÿåò íè-

êàêîé èí�îðìàöèè î âàðèàáåëüíîñòè �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó

ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ. Ýòî ìîæåò ïðèâîäèòü ê íåâåðíûì âûâîäàì î ðåãóëÿ-

òîðíûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ ãåíîâ, êîòîðûå îáû÷íî äåëàþòñÿ íà îñíîâå àíàëèçà
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ìóòàíòíûõ �åíîòèïîâ. Íèæå ïðèâåäåíû èìåþùèåñÿ ëèòåðàòóðíûå äàííûå

ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ gap è ãåíà pair-rule eve â àíàëèçèðóåìûõ ìóòàíòíûõ

àëëåëÿõ.

Äëÿ íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàê ïîñòåðèîðíàÿ, òàê è

àíòåðèîðíàÿ îáëàñòè ýêñïðåññèè ãåíà gt ðàñøèðÿþòñÿ â íàïðàâëåíèè öåíòðà

ýìáðèîíà, ïðè ýòîì ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè çàíèæåíà (Kraut and

Levine, 1991a, Eldon and Pirrotta, 1991).

Óðîâåíü ïîñòåðèîðíîé ýêñïðåññèè kni ó ìóòàíòîâ ïî Kr î÷åíü ñèëüíî

ñíèæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà � â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì

ýòî íàáëþäàåòñÿ äëÿ äðóãèõ ãåíîâ (Pankratz et al., 1989, Eldon and Pirrotta,

1991). Áûëà âûñêàçàíà ãèïîòåçà, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå Kr ìîæåò ÿâëÿòüñÿ

àêòèâàòîðîì kni (Pankratz et al., 1989). Îäíàêî â äàëüíåéøåì áûëî îïóá-

ëèêîâàíî àëüòåðíàòèâíîå ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî çàíèæåíèå ýêñïðåññèè kni ó

ýìáðèîíîâ Kr� îáóñëîâëåíî ðåïðåññèðóþùèì âîçäåéñòâèåì gt íà kni, ò.ê. ó

äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;gt ýêñïðåññèÿ kni âîññòàíàâëèâàëñÿ äî óðîâíÿ, íàáëþ-

äàåìîãî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Capovilla et al., 1992).

Ý��åêò íóëü-ìóòàöèè â ãåíå kni âûðàæàåòñÿ â ñóùåñòâåííîì ñíèæå-

íèè óðîâíÿ ýêñïðåññèè gt â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè, íî íå â èçìåíåíèè À�Ï

ïîçèöèé åãî îáëàñòåé ýêñïðåññèè (Kraut and Levine, 1991a, Pankratz et al.,

1989,Eldon and Pirrotta, 1991). Ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿíèå ìóòàöèè â ãåíå kni íà

ýêñïðåññèþ hb ãîðàçäî ìåíåå ñóùåñòâåííîå è âûðàæàåòñÿ ëèøü â íåáîëüøîì

ðàñøèðåíèè ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè, â òî âðåìÿ êàê àíòåðèîðíàÿ

îáëàñòü îñòàåòñÿ íåèçìåíåííîé (Jakle et al., 1986, Clyde et al., 2003).

Â ðàííèõ ïóáëèêàöèÿõ ñîîáùàëîñü î òîì, ÷òî íóëü-ìóòàöèÿ â ãåíå Kr

ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîñòåðèîðíîì ñìåùåíèè çàäíåé ãðàíèöû ïåðåäíåé îáëàñòè

ýêñïðåññèè hb â ñòîðîíó îòñóòñòâóþùåé ýêñïðåññèè Kr (Jakle et al., 1986,

Warrior and Levine 1990). Îäíàêî ïåðâîå æå èññëåäîâàíèå, îñíîâàííîå íà êî-

ëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïîêàçàëî, ÷òî ýòà îáëàñòü ýêñïðåññèè íå ìåíÿåò ñâîåãî

ïîëîæåíèÿ îòíîñèòåëüíî òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Houhmandzadeh

et al., 2002). Âëèÿíèå íóëü-ìóòàöèè â ãåíå Kr íà àíòåðèîíóþ îáëàñòü hb âû-

ðàæàåòñÿ â óìåíüøåíèè ýêñïðåññèè â ðàéîíå ïîëîñû ïàðàñåãìåíòà 4 (PS4
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stripe), ïîÿâëåíèå êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé ýêñïðåññèè hb âî

âòîðîé ïîëîâèíå öèêëà äðîáëåíèÿ 14À (WuX et al., 1998).

Ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni ýêñïðåññèè hb â öåíòðàëüíîé îáëàñòè ýì-

áðèîíà íå ïîäàâëÿåòñÿ, êàê ýòî ñâîéñòâåííî äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Â

ðåçóëüòàòå, hb äîïîëíèòåëüíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â ïðîìåæóòêå ìåæäó àíòå-

ðèîðíîé è ïîñòåðèîðíîé îáëàñòÿìè ýêñïðåññèè. Ïîäîáíîãî ÿâëåíèÿ íå íà-

áëþäàåòñÿ ó îäèíî÷íûõ íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni, è ýòî ïîêàçûâàåò, ÷òî

ðåïðåññèÿ hb â öåíòðàëüíîé îáëàñòè îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðîäóêòàìè ýòèõ äâóõ

ãåíîâ ñîâìåñòíî (Clyde et al., 2003).

Ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni áûëî ïîêàçàíî ïîñòåðèîðíîå ñìåùåíèå öåíòðàëü-

íîé îáëàñòè ýêñïðåññèè Kr â ñòîðîíó îòñóòñòâóþùåé îáëàñòè ýêñïðåññèè kni

(Jakle et al., 1986, Gaul and Jakle, 1987). Êàê óïîìÿíóòî âûøå, àíàëîãè÷íîå

ñìåùåíèå ïîñòåðèîðíûõ ãðàíèö àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé gt è hb áûëî ïîêàçàíî

äëÿ íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíó Kr íà îñíîâå âèçóàëüíîãî àíàëèçà èçîáðàæåíèé.

Ýêñïðåññèÿ pair-rule ãåíà eve â âèäå 7-ìè ïîëîñ, ñâîéñòâåííûõ ýìáðèîíàì

äèêîãî òèïà, ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr çàìåíåíà 4�ìÿ îáëàñòÿìè ýêñïðåññèè.

Ïîëîñû 1 è 7 íå èçìåíåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà, à ïîëîñû 2/3 è 4/5 ñëèòû (Frash and Levine, 1987, Warrior and Levine,

1990). Ïðè ýòîì ó ãåòåðîçèãîò Kr+/Kr� ïîëîñà 2 ðàñøèðåíà ïî ñðàâíåíèþ

ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà è åå øèðèíà çàâèñèò îò äîçû Kr (Warrior and

Levine 1990).

Ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni íà ìåñòå ïîëîñ 3-7 îáðàçóåòñÿ øèðîêàÿ îáëàñòü

ýêñïðåññèè, íî â êîíöå öèêëà 14À �îðìèðóåòñÿ çàäíÿÿ ãðàíèöà ïîëîñû 3

(Small at al., 1996). Ôîðìèðîâàíèÿ ãðàíèö ïîëîñ 4�6 íå ïðîèñõîäèò (Frash

and Levine, 1987).

1.6 Òåîðèÿ ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè è êîíöåïöèÿ ìîð-

�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ

Âàæíóþ ðîëü â âûðàáîòêå ñîâðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î ìåõàíèçìàõ

ýìáðèîíàëüíîé äåòåðìèíàöèè ñûãðàëî îòêðûòèå â 1891 ã. íåìåöêèì áèî-
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ëîãîì �. Äðèøåì (Hans Driesh) ÿâëåíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ðåãóëÿöèé, ïîä

êîòîðûì ïîíèìàþò âîññòàíîâëåíèå íîðìàëüíîé, ãåîìåòðè÷åñêè ïðàâèëüíîé

è ïîëíîé ñòðóêòóðû îðãàíèçìà, íåñìîòðÿ íà óäàëåíèå, äîáàâëåíèå èëè ïåðå-

ìåøèâàíèå ÷àñòè ìàòåðèàëà çàðîäûøà. Ïðàêòè÷åñêè íåò òàêèõ çàðîäûøåé,

êîòîðûå íà íà÷àëüíîì ïåðèîäå ñâîåãî ðàçâèòèÿ íå ïðåäñòàâëÿëè áû ñîáîé

öåëîñòíûå ñèñòåìû, ñïîñîáíûå ê ýìáðèîíàëüíûì ðåãóëÿöèÿì. Â äàëüíåé-

øåì ðàçâèòèè ýòè ñèñòåìû ïîäðàçäåëÿþòñÿ íà ðÿä áîëåå ìåëêèõ, íî òî-

æå öåëîñòíûõ ïîäñèñòåì (Áåëîóñîâ, 2005). Îäíàêî ñàì Äðèø ïðàêòè÷åñêè

óñòðàíèëñÿ îò îáúÿñíåíèÿ òîãî, êàê óñòðîåíû òàêèå ðåãóëÿòîðíûå ñèñòåìû

(Driesh, 1914).

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå ýìáðèî-

íàëüíîé ðåãóëÿöèè (ò.å. çàêîíîâ Äðèøà), â 1969 ãîäó Ëüþèñ Âîëïåðò âû-

äâèíóë êîíöåïöèþ ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè. Ýòà êîíöåïöèÿ ñîñòîèò â òîì,

÷òî íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ, åùå äî âèäèìîé äè��åðåíöèðîâêè

çàðîäûøà, êàæäàÿ åãî êëåòêà ïî îòäåëüíîñòè, íåçàâèñèìî îò ñîñåäåé, ïî-

ëó÷àåò èí�îðìàöèþ î ñâîåì ïîëîæåíèè â çàðîäûøå, à çàòåì ñ ïîìîùüþ

ñâîåãî ãåíåòè÷åñêîãî àïïàðàòà èíòåðïðåòèðóåò ýòó ïîçèöèîííóþ èí�îðìà-

öèþ, äè��åðåíöèðóÿñü â òîì, èëè èíîì íàïðàâëåíèè.

Ñîãëàñíî Ë. Âîëïåðòó, ïîçèöèîííàÿ èí�îðìàöèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ

íåçàâèñèìîé îò åå ïîñëåäóþùåé èíòåðïðåòàöèè. Ýòî ïîäðàçóìåâàåò, ÷òî ìî-

ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû �îðìèðîâàíèÿ ïàòòåðíà ïî ñóòè, ìîãóò áûòü óíè-

âåðñàëüíûìè (Wolpert, 1969, Wolpert, 1996). Îäíàêî ýòî òàêæå ïðåäïîëà-

ãàåò, ÷òî ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå â êëåòêàõ-ìèøåíÿõ íå äîëæíû èçìåíÿòü

ñèñòåìó êîîðäèíàò, óñòàíîâëåííóþ ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèåé.

Îäíèì èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ðåàëèçàöèè ïîíÿòèÿ ïîçèöèîííîé èí-

�îðìàöèè ÿâëÿåòñÿ êîíöåïöèÿ ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðàäèåíòîâ. Êîíöåïöèÿ

ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðàäèåíòîâ áûëà ñ�îðìóëèðîâàíà â íà÷àëå ïðîøëî-

ãî âåêà äëÿ îáúÿñíåíèÿ �åíîìåíà äèñòàíöèîííîãî âëèÿíèÿ îïðåäåëåííûõ

ó÷àñòêîâ ÿéöà èëè ýìáðèîíà íà �îðìèðîâàíèå ïàòòåðíà â ñîñåäíèõ òêàíÿõ

(Ephrussi and Johnston, 2004). Ïåðâîíà÷àëüíî ãðàäèåíòû ÷àñòî ðàññìàòðèâà-

ëè êàê ãðàäèåíòû ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Àëàí Òüþðèíã (Turing, 1952)
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ïðåäëîæèë òåðìèí �ìîð�îãåí� äëÿ îáîçíà÷åíèÿ ìîëåêóëû, ó÷àñòâóþùåé â

ìîð�îãåíåçå è îáðàçóþùåé â ïðîñòðàíñòâå ïàòòåðíû çà ñ÷åò õèìè÷åñêîé ðå-

àêöèè è äè��óçèè. Ïîçäíåå ïîíÿòèå ìîð�îãåíà áûëî óòî÷íåíî Ô. Êðèêîì,

êîòîðûé îïðåäåëèë ìîð�îãåí êàê âåùåñòâî, ó÷àñòâóþùåå â �îðìèðîâàíèè

ïàòòåðíà ïóòåì îáðàçîâàíèÿ ãðàäèåíòîâ êîíöåíòðàöèè â �îðìèðóþùåéñÿ

òêàíè çà ñ÷åò äè��óçèè îò ëîêàëèçîâàííîãî èñòî÷íèêà (Crik, 1970). Î÷å-

âèäíî, ÷òî ìîð�îãåíû èäåàëüíî ïîäõîäÿò íà ðîëü íîñèòåëÿ ïîçèöèîííîé

èí�îðìàöèè. Ïî îïðåäåëåíèþ, îíè íåïîñðåäñòâåííî âëèÿþò â çàâèñèìîé îò

êîíöåíòðàöèè �îðìå íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ â êëåòêàõ-ìèøåíÿõ è èõ êîíöåí-

òðàöèÿ ìîíîòîííî óáûâàåò ñ óâåëè÷åíèåì ðàññòîÿíèÿ îò èñòî÷íèêà.

�ðàäèåíò áåëêîâîãî ïðîäóêòà ìàòåðèíñêîãî ãåíà bd, îïðåäåëÿþùèé àí-

òåðèîðíî � ïîñòåðèîðíóþ ïîëÿðíîñòü ðàííåãî ýìáðèîíà äðîçî�èëû, áûë

ïåðâûì ìîð�îãåíåòè÷åñêèì ãðàäèåíòîì, êîòîðûé óäàëîñü óâèäåòü íåïî-

ñðåäñòâåííî â ýêñïåðèìåíòå (Driever and Nusslein-Volhard, 1988a,b). Â áîëü-

øèíñòâå äðóãèõ ñèñòåì äîêàçàòåëüñòâîì ñóùåñòâîâàíèÿ ìîð�îãåíîâ ÿâëÿ-

åòñÿ èõ àêòèâíîñòü, ò.å. ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü ðàçíûå ãåíû ïðè ðàç-

íûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Òðóäíîñòü íåïîñðåäñòâåííîé âèçóàëèçàöèè ìîð�îãå-

íîâ îáúÿñíÿåòñÿ èõ î÷åíü ìàëûìè êîíöåíòðàöèÿìè, íàïðèìåð, êîíöåíòðà-

öèÿ àêòèâèíà ñîñòàâëÿåò îêîëî 50 ðÌ (Gurdon, 2001). Â äàëüíåéøåì áûëè

îõàðàêòåðèçîâàíû ìíîãèå ìîð�îãåíåòè÷åñêèå ãðàäèåíòû ó ðàçëè÷íûõ îð-

ãàíèçìîâ (Slak, 1987, Neumann97, Gurdon, 2001), îäíàêî äëÿ áîëüøèíñòâà

èç íèõ îòñóòñòâóþò äàííûå î ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ, çàäåéñòâîâàííûõ

â èõ èíòåðïðåòàöèè (Gurdon, 2001).

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî òåîðèÿ Ë. Âîëïåðòà ïðåäëàãàåò öåëîñòíóþ êîíöåï-

öèþ îïðåäåëåíèÿ ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè â ðåãóëÿòîðíîé ñèñòåìå, êîí-

öåïöèÿ ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ, ñîçäàííàÿ åùå â ïåðâîé ïîëîâèíå XX âåêà

òàêèìè ó÷åíûìè, êàê À.�. �óðâè÷, Ï. Âåèññ, Ê. Óîääèíãòîí, âíîñèò íåêî-

òîðûå êîððåêòèâû â ïîíèìàíèå òåîðèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè. Âïåðâûå

ïîíÿòèå "ìîð�îãåíåòè÷åñêîå ïîëå"áûëî ââåäåíî À.�. �óðâè÷åì â 1922 ãî-

äó â ðàáîòå "Î ïîíÿòèè ýìáðèîíàëüíûõ ïîëåé". Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîð-

�îãåíåòè÷åñêîå ïîëå ñ÷èòàåòñÿ �óíäàìåíòàëüíûì ïîíÿòèåì áèîëîãèè ðàç-
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âèòèÿ. Â ñîâðåìåííîé �îðìóëèðîâêå ýòî îáëàñòü, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé

ñîâîêóïíîñòü êëåòîê, ñïîñîáíûõ îòâå÷àòü íà ëîêàëèçîâàííûå áèîõèìè÷å-

ñêèå ñèãíàëû, ÷òî â ðåçóëüòàòå ïðèâîäèò ê �îðìèðîâàíèþ ñïåöè�è÷åñêèõ

ìîð�îëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð èëè îðãàíîâ (Gilbert et al., 1996). Ïî ñóòè, èäåÿ

ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ âîâñå íå ïðîòèâîðå÷èò òåîðèè ïîçèöèîííîé èí-

�îðìàöèè è êîíöåïöèè ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðàäèåíòîâ. Îäíàêî ìîð�îãå-

íåòè÷åñêîå ïîëå âêëþ÷àåò ëèáî âåñü çàðîäûø (íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâè-

òèÿ), ëèáî îòäåëüíûé åãî ó÷àñòîê (íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ), êîòîðûå ïðè

ýòîì ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê åäèíîå öåëîå, âñå êîìïîíåíòû êîòîðîãî òåì èëè

èíûì ñïîñîáîì ïîëó÷àþò èí�îðìàöèþ äðóã î äðóãå è êîîðäèíèðóþò ñâîå

ïîâåäåíèå. Ñîãëàñíî öåíòðàëüíîé èäåå ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ, áåç âçàè-

ìîäåéñòâèÿ íåêîòîðîãî ýëåìåíòà ñ åãî îêðóæåíèåì ýòîò ýëåìåíò âîîáùå íå

ìîæåò îöåíèòü ñâîå ïîëîæåíèå. Êîíöåïöèè ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ïîëåé äî-

ïóñêàþò íå òîëüêî áëèæíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ñîñåäíèìè ýëåìåíòàìè

çàðîäûøà, íî è äàëüíèå � ìåæäó ýëåìåíòàìè, íåïîñðåäñòâåííî ìåæäó ñîáîé

íå êîíòàêòèðóþùèìè (Áåëîóñîâ, 2005).

Òàêèì îáðàçîì, êîíöåïöèÿ ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè ïðåäïîëàãàåò ïîë-

íîñòüþ ñòàòè÷åñêóþ ñèñòåìó êîîðäèíàò, êîòîðàÿ ïàññèâíî èíòåðïðåòèðóåò-

ñÿ êëåòêàìè-ìèøåíÿìè ïðåäïîëîæèòåëüíî â êàêîå-òî îïðåäåëåííîå âðåìÿ

ðàçâèòèÿ ïîñëå äîñòèæåíèÿ ìîð�îãåíåòè÷åñêèì ãðàäèåíòîì óñòîé÷èâîãî

ñîñòîÿíèÿ. Èäåÿ ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ïîëåé, íàïðîòèâ, ïðåäïîëàãàåò âçàè-

ìîäåéñòâèÿ ìåæäó îòäåëüíûìè ýëåìåíòàìè ïîëÿ â õîäå ýìáðèîíàëüíîé ðå-

ãóëÿöèè.

Áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû äèêîãî òèïà îáëàñòè ýêñ-

ïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ äèíàìè÷åñêè ñäâèãàþòñÿ ïîñëå èçíà÷àëüíîãî

îïðåäåëåíèÿ èõ ïîçèöèé ïîðîãîâûìè êîíöåíòðàöèÿìè ìàòåðèíñêèõ ãðàäè-

åíòîâ (Jaeger et al., 2004a, Surkova et al., 2008a). Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ðàííåãî

ðàçâèòèÿ äðîçî�èëû äèêîãî òèïà ñâîéñòâåííà äèíàìè÷åñêàÿ èíòåðïðåòàöèÿ

ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè, ÷òî áëèæå ê êîíöåïöèè

ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ, ÷åì ê òåîðèè ñòàòè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ïîçèöè-

îííîé èí�îðìàöèè Ë. Âîëïåðòà (Jaeger et al., 2004a, Surkova et al., 2008a,
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Ñàìñîíîâà, 2008). �åãóëÿòîðíûå ìåõàíèçìû óñòàíîâëåíèÿ ïîçèöèîííîé èí-

�îðìàöèè â ýìáðèîíàõ äèêîãî òèïà áûëè âûÿâëåíû ñ ïîìîùüþ ìàòåìàòè-

÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñäâèãè ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ gap â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè îáóñëîâëåíû òåì, ÷òî ãå-

íû, ýêñïðåññèðóþùèåñÿ áîëåå ïîñòåðèîðíî, ðåïðåññèðóþò ãåíû, ýêñïðåññè-

ðóþùèåñÿ áîëåå àíòåðèîðíî, íî íå íàîáîðîò (Jaeger et al., 2004a).

Çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü, íàñêîëüêî ìåíÿåòñÿ õàðàê-

òåð èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè ïðè íàðóøåíèè íîðìàëüíîãî

ïðîöåññà ñåãìåíòàöèè. �åíû gap ÿâëÿþòñÿ âàæíåéøèìè çèãîòè÷åñêèìè ðå-

ãóëÿòîðàìè ïðîöåññà äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ, è íóëü-ìóòàöèè â ýòèõ ãåíàõ

ïðèâîäÿò ê ñóùåñòâåííîìó èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè äðóãèõ çèãîòè÷åñêèõ ãå-

íîâ. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü ïðîàíàëèçèðîâàòü ïðîñòðàíñòâåííóþ äèíàìèêó

ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ ñ èçìåíåííûì õàðàêòåðîì âçàèìîäåéñòâèé â

ñåòè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè.

1.7 Ñåãìåíòàöèÿ ó äðîçî�èëû êàê ïðåäìåò èññëåäîâà-

íèÿ óñòîé÷èâîñòè ðàííåãî ðàçâèòèÿ

Áèîëîãè÷åñêèå îðãàíèçìû õîðîøî àäàïòèðóþòñÿ ê èçìåíåíèþ âíåøíèõ

óñëîâèé è óñòîé÷èâû ê ïîòåíöèàëüíûì ïîâðåæäåíèÿì, òàêèì, êàê ìóòàöèè.

Ýïèãåíåòè÷åñêèé ìåõàíèçì ïîäàâëåíèÿ �åíîòèïè÷åñêîé âàðèàáåëüíîñòè â

ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ïîëó÷èë íàçâàíèå ãåíåòè÷åñêîé áó�åðèçàöèè, èëè êàíà-

ëèçàöèè.

Èäåÿ î êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ áûëà âûäâèíóòà â 40-õ ãîäàõ ÕÕ âåêà èç-

âåñòíûì áðèòàíñêèì ó÷åíûì Êîíðàäîì Óîääèíãòîíîì (ConradWaddington).

Â îñíîâó äàííîé êîíöåïöèè ëåãëî íàáëþäåíèå î òîì, ÷òî â îòëè÷èè îò ìó-

òàíòîâ, îðãàíèçìû äèêîãî òèïà îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ïîäàâëÿòü íà óðîâíå

�åíîòèïà êàê ãåíåòè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü, òàê è âàðèàáåëüíîñòü, îáóñëîâ-

ëåííóþ âëèÿíèåì îêðóæàþùåé ñðåäû (Waddington, 1942).

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ ýòîãî �àêòà Óîääèíãòîí ñ�îðìóëèðîâàë êîíöåïöèþ,

÷òî â îðãàíèçìàõ, ïîäâåðãàþùèõñÿ åñòåñòâåííîìó îòáîðó, ïðîöåññû ðàçâè-

29



òèÿ îáû÷íî êàíàëèçèðîâàíû è ÷òî ñóùåñòâóåò êîíå÷íîå ÷èñëî òðàåêòîðèé

ðàçâèòèÿ, íàçâàííûõ èì êðåîäàìè. Ýòè òðàåêòîðèè ðåãóëèðóþòñÿ òàêèì îá-

ðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü îäèí è òîò æå êîíå÷íûé ðåçóëüòàò, íåçàâèñèìî îò

âàðèàáåëüíîñòè óñëîâèé ðàçâèòèÿ. Ò.å. êàæäûé êðåîä äîëæåí îñòàâàòüñÿ

ñòàáèëüíûì ïðè íàëè÷èè íåáîëüøèõ âîçìóùåíèé.

�èñ. 3: Ýïèãåíåòè÷åñêèé ëàíäøà�ò Óîääèíãòîíà. Øàð, êàòÿùèéñÿ ïî ãîð-

íîìó ñêëîíó, ÿâëÿåòñÿ ìåòà�îðè÷åñêèì ïðåäñòàâëåíèåì êëåòêè. Äîëèíû

èçîáðàæàþò ¾êðåîäû¿, èëè ñîâîêóïíîñòè ñõîäíûõ òðàåêòîðèé â ïðîñòðàí-

ñòâå ñîñòîÿíèé. Âûáîð ïóòè ðàçâèòèÿ ïðîèñõîäèò â òî÷êàõ äåëåíèÿ äîëèí â

ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ãåíîâ (Ñóðêîâà è äð., 2011)

.

Ìåòà�îðè÷åñêèì ïðåäñòàâëåíèåì ÿâëåíèÿ êàíàëèçàöèè ÿâèëñÿ ýïèãåíå-

òè÷åñêèé ëàíäøà�ò Óîääèíãòîíà, ãäå ðàçâèâàþùàÿñÿ ñèñòåìà ïðåäñòàâëåíà

ãîðíûì ëàíäøà�òîì, ñîñòîÿùèì èç õðåáòîâ è äîëèí, ïî êîòîðîìó êàòèòñÿ

øàð (�èñ. 3) (Waddington, 1957, Slak, 2002, Ñóðêîâà è äð., 2011). Âûáîð

ïóòè ðàçâèòèÿ ïðîèñõîäèò â òî÷êàõ äåëåíèÿ äîëèí â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ãå-

íîâ. Êàæäàÿ äîëèíà ëàíäøà�òà ñîîòâåòñòâóåò ñîâîêóïíîñòè ñõîäíûõ òðàåê-

òîðèé ðàçâèòèÿ. Åñëè øàð íåñèëüíî òîëêíóòü â ñòîðîíó ãîðíîãî ñêëîíà, îí
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âåðíåòñÿ â òó æå äîëèíó, ãäå áûë äî ýòîãî, íî îêàæåòñÿ â íåñêîëüêî äðóãîé

òî÷êå, ÷åì äî òîë÷êà. Ýòà àíàëîãèÿ ïîçâîëÿåò óÿñíèòü ñìûñë êàíàëèçàöèè,

êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ �àê-

òîðîâ (âíóòðåííèõ è âíåøíèõ, ãåíåòè÷åñêèõ è íåãåíåòè÷åñêèõ) òðàåêòîðèÿ

ðàçâèòèÿ ìîæåò ïðåòåðïåòü èçìåíåíèå, îäíàêî ýòî íå ñêàæåòñÿ íà õîäå îí-

òîãåíåçà. Â îòëè÷èè îò ãîìåîñòàçà, îáîçíà÷àþùåãî ñòàáèëüíîñòü ñîñòîÿíèÿ

áèîëîãè÷åñêîé ñèñòåìû, óñòîé÷èâîñòü ïóòåé ðàçâèòèÿ ñèñòåìû Óîääèíãòîí

íàçâàë ãîìåîðåçîì (Waddington, 1957, Saunders, 1993).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâîâàíèå áó�åðèçàöèè ãåíîòèïè÷åñêîé âàðèà-

áåëüíîñòè íà óðîâíå �åíîòèïà äîêàçàíî êàê òåîðåòè÷åñêèìè, òàê è ýêñïå-

ðèìåíòàëüíûìè èññëåäîâàíèÿìè. Ïîñëåäíèå ïîçâîëèëè îáíàðóæèòü ãåíû,

îòâåòñòâåííûå çà êàíàëèçàöèþ (Rutherford and S. Lindquist, 1998, Sollars et

al., 2002).

Êàê óæå óïîìèíàëîñü âûøå, êàñêàä äåéñòâèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ïðåä-

ñòàâëÿåò ñîáîé óäîáíóþ ñèñòåìó äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññà ïåðåäà÷è èí�îð-

ìàöèè, çàêëþ÷åííîé â ãðàäèåíòàõ ýêñïðåññèè ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ, çèãîòè-

÷åñêèì ãåíàì-ìèøåíÿì, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ â âèäå ïðîñòðàíñòâåííî

÷åòêèõ îáëàñòåé. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âûñîêàÿ ïîçèöèîííàÿ âàðèàáåëüíîñòü

ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ãðàäèåíòà Bd â íåñêîëüêî ðàç óìåíüøàåòñÿ íà óðîâíå

ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ hb è eve, ðåãóëèðóåìûõ Bd (Houhmandzadeh

et al., 2002, Spirov and Holloway, 2003). Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñè-

ñòåìà ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé ìîäåëüíóþ ñèñòåìó äëÿ

èçó÷åíèÿ êàíàëèçàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Êîíöåïöèÿ êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ

Ê. Óîääèíãòîíà áûëà îñíîâàíà íà òîì �àêòå, ÷òî �åíîòèïû ìóòàíòîâ, â îò-

ëè÷èå îò òàêîâûõ ó äèêîãî òèïà, îòëè÷àþòñÿ ïîâûøåííîé âàðèàáåëüíîñòüþ.

Íàëè÷èå âûñîêîòî÷íûõ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ â ýì-

áðèîíàõ äðîçî�èëû êàê äèêîãî òèïà, òàê è ìóòàíòîâ, ïîçâîëÿåò ïðîâåðèòü

ýòó êîíöåïöèþ íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ.

31



1.8 Çàêëþ÷åíèå ïî îáçîðó ëèòåðàòóðû

Äðîçî�èëà ÿâëÿåòñÿ ìîäåëüíûì îðãàíèçìîì, ó êîòîðîãî ìåòàìåðíûé

ïëàí ñòðîåíèÿ òåëà äåòåðìèíèðóåòñÿ íà ðåãóëÿòîðíîì óðîâíå â ïåðâûå 3

÷àñà ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Ýòîò ïðîöåññ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñðåäñòâîì

êàñêàäà âçàèìîäåéñòâèé òðàíñêðèïöèîííûõ �àêòîðîâ � ïðîäóêòîâ ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè. �åíû ñåãìåíòàöèè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óäîáíóþ ñèñòåìó äëÿ

èçó÷åíèÿ ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ, òàê êàê, âî-ïåðâûõ, âçàèìîäåé-

ñòâèÿ ïðîèñõîäÿò â ñèíöèòèè åù¼ äî îáðàçîâàíèÿ êëåòîê ïóòåì äè��óçèè

òðàíñêðèïöèîííûõ �àêòîðîâ. Ýòî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü ãåííûå âçàèìî-

äåéñòâèÿ áåç ó÷åòà ìåæêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Âî-âòîðûõ, ñèñòåìà

ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ïî áîëüøåé ÷àñòè íå çàâèñèò îò ñòðóêòóðíûõ ãåíîâ, òàê

êàê ìîð�îëîãè÷åñêèå äå�åêòû ó ìóòàíòîâ ïî ýòèì ãåíàì íàáëþäàþòñÿ óæå

ïîñëå íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè. Îñíîâíûå âûâîäû î âçàèìîäåéñòâèÿõ ãåíîâ â

ýòîé ñèñòåìå áûëè ñäåëàíû íà îñíîâå êà÷åñòâåííîãî îïèñàíèÿ èçîáðàæåíèé

ïàòòåðíîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì ñåãìåíòàöèè. Äàí-

íàÿ èí�îðìàöèÿ èìååò ïðîòèâîðå÷èâûé õàðàêòåð è íå ÿâëÿåòñÿ òî÷íîé,

÷òî ïðèâîäèëî, â ÷àñòíîñòè, ê ñëîæíîñòÿì â èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ ìà-

òåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ (Jaeger et al., 2004b, Jaeger, 2011). Ïîýòîìó

âàæíåéøèì àñïåêòîì ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷åíèå òî÷íûõ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ

ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, ò.ê. ðåãóëÿòîðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ëåæà-

ùèå â îñíîâå �îðìèðîâàíèÿ ïàòòåðíîâ â äàííîé ñèñòåìå, è â íàñòîÿùåå

âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ ïðåäìåòîì ïðèñòàëüíîãî èçó÷åíèÿ.

Òåîðèÿ ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè è êîíöåïöèÿ ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðà-

äèåíòîâ (Wolpert, 1969, Ephrussi and Johnston, 2004), ïðåäïîëàãàþò ÷åò-

êîå ðàçäåëåíèå ìåæäó óñòàíîâëåíèåì è èíòåðïðåòàöèåé ïîçèöèîííîé èí-

�îðìàöèè â ìîð�îãåíåòè÷åñêîì ïîëå. Ýòè êîíöåïöèè ïðåäïîëàãàþò ïîëíî-

ñòüþ ñòàòè÷åñêóþ ñèñòåìó êîîðäèíàò, êîòîðàÿ ïàññèâíî èíòåðïðåòèðóåòñÿ

êëåòêàìè-ìèøåíÿìè. �ðàäèåíò ýêñïðåññèè ìàòåðèíñêîãî ãåíà bd, çàäàþ-

ùèé íà÷àëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ, áûë ïåðâûì

ìîð�îãåíåòè÷åñêèì ãðàäèåíòîì, êîòîðûé óäàëîñü óâèäåòü íåïîñðåäñòâåí-
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íî â ýêñïåðèìåíòå (Driever and Nusslein-Volhard, 1988a,b). Òàêèì îáðàçîì,

ñèñòåìà ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèç-

ìîâ ïåðåäà÷è ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè îò ìàòåðèíñêèõ ãðàäèåíòîâ çèãî-

òè÷åñêèì ãåíàì-ìèøåíÿì êàê â ýìáðèîíàõ äèêîãî òèïà, òàê è â ìóòàíòíûõ

ýìáðèîíàõ, ãäå ïðîöåññ äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ ñóùåñòâåííî èçìåíåí.

Âàæíåéøåé áèîëîãè÷åñêîé ïðîáëåìîé ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå ãåíåòè÷åñêèõ

è ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå óñòîé÷èâîñòè ðàçâèòèÿ

îðãàíèçìîâ. Òåðìèí �êàíàëèçàöèÿ ðàçâèòèÿ� áûë ââåäåí Êîíðàäîì Óîä-

äèíãòîíîì äëÿ îáîçíà÷åíèÿ òîãî, ÷òî îðãàíèçìû äèêîãî òèïà, â îòëè÷èå îò

ìóòàíòíûõ, îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ïîäàâëÿòü íà óðîâíå �åíîòèïà êàê ãåíå-

òè÷åñêóþ âàðèàáåëüíîñòü, òàê è âàðèàáåëüíîñòü, îáóñëîâëåííóþ âëèÿíèåì

îêðóæàþùåé ñðåäû (Waddington, 1942). Ïåðå÷èñëåííûå âûøå ñâîéñòâà ñè-

ñòåìû ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, à òàêæå âûñîêîòî÷íûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ýòèõ

ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ó ìóòàíòíûõ àëëåëåé ïîçâîëÿþò ïðîâåðèòü

êîíöåïöèþ êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ.
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2 �ËÀÂÀ 2. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

2.1 Ïîëó÷åíèå èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ

2.1.1 Ìóòàíòíûå ëèíèè äðîçî�èëû

Ýìáðèîíû Drosophila melanogaster äèêîãî òèïà ïîëó÷àëè, èñïîëüçóÿ ëè-

íèþ Oregon-R; ýìáðèîíû, ìóòàíòíûå ïî ãåíó Kr � ëèíèþ Kr
1
(Wieshaus et

al., 1984); ìóòàíòíûå ïî ãåíó kni � ëèíèþ Df(3L)ri-79, ëèáî Df(3L)ri-XT1,

ru[1℄ st[1℄ e[1℄ a[1℄ (BloomingtonDrosophila Stok Center). Ýìáðèîíû, ìóòàíò-

íûå ïî Kr;kni áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì ñêðåùèâàíèÿ ëèíèé Kr
1
è Df(3L)ri-79.

2.1.2 Ñáîð ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû è èììóíî�ëóîðåñöåíòíîå ìàð-

êèðîâàíèå

Ýìáðèîíû äðîçî�èëû â âîçðàñòå 3-4 ÷àñîâ ðàçâèòèÿ ñîáèðàëè è �èê-

ñèðîâàëè â ïàðà�îðìàëüäåãèäå â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì

(Frash et al.½ 1987, Kosman et al., 1998).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èí�îðìàöèè îá óðîâíÿõ ýêñïðåññèè ãåíîâ áûë ïðèìå-

íåí ìåòîä íåïðÿìîãî èììóíî�ëóîðåñöåíòíîãî ìàðêèðîâàíèÿ (Dequin et al.,

1984, Frash et al., 1987). Â ñëó÷àå íåïðÿìîãî ìàðêèðîâàíèÿ ñíà÷àëà îáðàçåö

îáðàáàòûâàþò ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè, ñïåöè�è÷íûìè äëÿ äàííîãî àíòè-

ãåíà, à çàòåì äîáàâëÿþò âòîðè÷íûå àíòèòåëà, ñîïðÿæåííûå ñ �ëóîðî�îðîì

è ïîëó÷åííûå ê ïåðâè÷íûì àíòèòåëàì.

Áûëè èñïîëüçîâàíû ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ ãå-

íîâ, â çàâèñèìîñòè îò èçó÷àåìîãî ãåíîòèïà. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñèãíàëà áû-

ëè èñïîëüçîâàíû âòîðè÷íûå àíòèòåëà, êîíüþãèðîâàííûå ñ �ëóîðî�îðàìè

FITC, Texas Red è Cy5 (Jakson Labs), èëè ñ �ëóîðî�îðàìè Alexa Fluor

488, 555, 647 è 700 �èðìû Moleular Probes (Janssens et., 2005). Ïðèìåðíî

ïîëîâèíó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è âñå ýìáðèîíû, ïîëó÷åííûå îò ìóòàíòíûõ

ëèíèé, äîïîëíèòåëüíî ìåòèëè àíòèòåëàìè, ñïåöè�è÷íûìè ê ãèñòîíàì H1.4

(Chemion) èëè Hoehst 34580 (Invitrogen) äëÿ ìàðêèðîâàíèÿ ÿäåð (Janssens

et., 2005, Surkova et al., 2011).
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�èñ. 4: Ýòàïû ïîëó÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ. (A). Êîí�î-

êàëüíîå èçîáðàæåíèå ýìáðèîíà, ìóòàíòíîãî ïî ãåíó Kr, ìå÷åíîãî íà ýêñïðåññèþ hb, eve

è kni. Áåëûå ëèíèè îáîçíà÷àþò öåíòðàëüíóþ 10% ïîëîñó. B. Èçîáðàæåíèå, ïðîêðàøåí-

íîå íà ãèñòîíû, èñïîëüçóåìîå äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÿäåðíîé ìàñêè. C. �ðà�è÷åñêèé èíòåð�åéñ

ïðîãðàììû ProStak (D). ßäåðíàÿ ìàñêà. (E). Îäíîìåðíûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå. (F).

Èçîáðàæåíèå, ïîëó÷åííîå â ðåæèìå ÄÈÊ è èñïîëüçóåìîå äëÿ âðåìåííîé êëàññè�èêà-

öèè ýìáðèîíîâ ñ ïîìîùüþ ïîêàçàííûõ ìàðêåðîâ � äëèíû ìåìáðàíû, êîðòåêñà è ÿäåð

(ñì. ïîäðîáíåå �èñ. 5). (G). Óäàëåíèå íåñïåöè�è÷åñêîãî �îíîâîãî ñèãíàëà èç êàðòèíû

ýêñïðåññèè eve. Ïóíêòèðîì îáîçíà÷åíû îáëàñòè ýìáðèîíà, ãäå îòñóòñòâóåò ýêñïðåññèÿ.

(H). Èñïîëüçîâàíèå ïðîãðàììû GCPReg (BREReA) â èíòåðàêòèâíîì ðåæèìå äëÿ èçâëå-

÷åíèÿ õàðàêòåðíûõ ÷åðò è ïðîñòðàíñòâåííîé ðåãèñòðàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ. (I,

J). Êàðòèíû ýêñïðåññèè eve ó òðåõ ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr äî (I) è ïîñëå (J)

ïðîñòðàíñòâåííîé ðåãèñòðàöèè K. Îäíîìåðíûé èíòåãðèðîâàííûé ïàòòåðí.

2.1.3 Êîëè÷åñòâåííàÿ êîí�îêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ

Äëÿ ñêàíèðîâàíèÿ ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû èñïîëüçîâàëè êîí�îêàëüíûå

ìèêðîñêîïû Leia TCS4D ñ èììåðñèîííûì îáúåêòèâîì 16õ/0.50, Leia TCS

SP2 ñ îáúåêòèâîì 20õ/0.70 Plan Apo, à òàêæå Leia TCS SP5 ñ îáúåêòè-

âîì HCX PL APO lambda blue 20.0x/0.70 IMM Lbd.BL. Äëÿ ñêàíèðîâàíèÿ

áûëè âçÿòû òîëüêî ëàòåðàëüíî îðèåíòèðîâàííûå ýìáðèîíû. Áûëè èñïîëü-

çîâàíû ÷åòûðå ëàçåðà: UV 405 nm, Argon 488 nm, HeNe 543 nm è HeNe 633

nm, êàíàëû ñêàíèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî. Äëÿ óìåíüøåíèÿ øóìà îò �îòî-
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óìíîæèòåëåé, èçîáðàæåíèå äëÿ êàæäîãî êàíàëà ïîëó÷àëè ïóòåì óñðåäíåíèÿ

8-16-òè èíäèâèäóàëüíûõ ñêàíîâ. �åçóëüòèðóþùèå èçîáðàæåíèÿ èìåëè ðàç-

ìåð 1024 íà 1024 ïèêñåëåé; äëÿ çàïèñè ñèãíàëà èñïîëüçîâàëñÿ 8-ìè áèòíûé

�îðìàò. Äëÿ ïîñëåäóþùåãî òî÷íîãî óñòàíîâëåíèÿ âîçðàñòà ýìáðèîíîâ ïî

ñòåïåíè èíâàãèíàöèè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí èõ äîïîëíèòåëüíî ñêàíèðîâàëè â

ðåæèìå äè��åðåíöèàëüíî�èíòåð�åðåíöèîííîãî êîíòðàñòà (ÄÈÊ) â ñàãèò-

òàëüíîé ïðîåêöèè (Surkova et al., 2008a).

Ïàðàìåòðû êîí�îêàëüíîãî ìèêðîñêîïà �gain� (íàïðÿæåíèå íà �îòîïðè-

åìíèêå) è �o�set� (ïîðîãîâûé óðîâåíü ñèãíàëà) íàñòðàèâàëè òàêèì îáðàçîì,

÷òîáû ïèêñåëè, ëåæàùèå âíå ýìáðèîíà, èìåëè áû çíà÷åíèå ðàâíîå 0, à ïèê-

ñåëè, èìåþùèå íàèáîëüøóþ ÿðêîñòü, ðàâíÿëèñü 255. Ïèêñåëè ñ ìàêñèìàëü-

íîé ÿðêîñòüþ âûáèðàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: ìîìåíòó ðàçâèòèÿ, íà êîòîðîì

ýêñïðåññèÿ äàííîãî ãåíà ñåãìåíòàöèè èìååò ìàêñèìàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü,

ñîîòâåòñòâóåò õàðàêòåðíàÿ êàðòèíà ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà. Òàêèì îáðàçîì,

îïûòíûé ýêñïåðèìåíòàòîð ìîæåò íàéòè íà ïðåïàðàòå äëÿ êàæäîãî ãåíà ýì-

áðèîí ñ êàðòèíîé ýêñïðåññèè, ñîîòâåòñòâóþùåé ìàêñèìóìó èíòåíñèâíîñòè,

è èñïîëüçîâàòü íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî íàèáîëåå ÿðêèõ ïèêñåëåé ýòîãî ïàò-

òåðíà äëÿ íàñòðîéêè ìèêðîñêîïà. Î÷åâèäíî, ÷òî òàêàÿ íàñòðîéêà ïîçâîëÿåò

äîñòàòî÷íî òî÷íî îöåíèòü êîëè÷åñòâåííî (â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ) óðîâ-

íè ýêñïðåññèè êàæäîãî ãåíà.

Ìóòàíòíûå ýìáðèîíû îïðåäåëÿëè ïî îòñóòñòâèþ (äëÿ íóëü-ìóòàíòîâ),

èëè çàíèæåííîé (äëÿ ãåòåðîçèãîò) ýêñïðåññèè ãåíîâ Kr è/èëè kni â ñîîò-

âåòñòâóþùåì êàíàëå ìèêðîñêîïà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñ-

ïðåññèè ãåíîâ ó ìóòàíòîâ äåëàëè íàñòðîéêè íà ìàêñèìóì èíòåíñèâíîñòè

ýêñïðåññèè êàæäîãî èç ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Surkova et al., 2013).

2.2 Ïîëó÷åíèå è îáðàáîòêà êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ

2.2.1 Ñåãìåíòàöèÿ èçîáðàæåíèé

Â äàííîé ðàáîòå êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ îñó-

ùåñòâëÿëè ïóòåì àíàëèçà èõ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ, êîòîðûå, ïîñêîëüêó áîëü-
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øèíñòâî ãåíîâ ñåãìåíòàöèè êîäèðóþò òðàíñêðèïöèîííûå �àêòîðû, ëîêàëè-

çóþòñÿ â ÿäðàõ ýìáðèîíà. Íà ðèñóíêå 4A ïîêàçàíî èçîáðàæåíèå êàðòèí

ýêñïðåññèè ãåíîâ hb, eve è kni ó ýìáðèîíà, ìóòàíòíîãî ïî ãåíó Kr.

Ìåòîä ñåãìåíòàöèè èçîáðàæåíèé (èëè ðàçäåëåíèå èçîáðàæåíèÿ íà îò-

äåëüíûå ÷àñòè èëè îáúåêòû), ïðèìåíåííûé â äàííîé ðàáîòå, ïîçâîëÿåò íå

òîëüêî âûäåëÿòü îòäåëüíûå ÿäðà îäíîâðåìåííî ó íåñêîëüêèõ èçîáðàæåíèé,

ïîëó÷åííûõ â ðàçíûõ êàíàëàõ ìèêðîñêîïà, íî è èçâëåêàòü êîëè÷åñòâåííóþ

èí�îðìàöèþ îá ýêñïðåññèè ãåíîâ â âèäå òåêñòîâûõ òàáëèö (Janssens et al.,

2005, Ñàìñîíîâà, 2008, Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2008b, Surkova et

al., 2011).

Äëÿ ýòîãî ïðîâîäÿòñÿ ñëåäóþùèå ïðîöåäóðû ñ èñïîëüçîâàíèåì ñöåíàðè-

åâ îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé â ïðîãðàììå ProStak (�èñ. 4C), (Kozlov, 2008,

Êîçëîâ, 2012): (1) ýêñïåðèìåíòàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ïðèâîäÿòñÿ â ñòàíäàðò-

íóþ îðèåíòàöèþ îòíîñèòåëüíî À�Ï è Ä�Â îñåé òàê, ÷òî ïåðåäíèé (àíòå-

ðèîðíûé) êîíåö ýìáðèîíà íàõîäèòñÿ ñëåâà, à ñïèííàÿ (äîðñàëüíàÿ) ÷àñòü

íàõîäèòñÿ ñâåðõó; (2) âûäåëÿåòñÿ îáëàñòü, çàíèìàåìàÿ îáúåêòîì íà èçîáðà-

æåíèè, è îòñåêàþòñÿ ïóñòûå îáëàñòè ïî êðàÿì; (3) ñòðîèòñÿ �ÿäåðíàÿ ìàñêà�,

òî åñòü áèíàðíîå èçîáðàæåíèå, â êîòîðîì �âêëþ÷åíû� òîëüêî ïèêñåëè, ñî-

îòâåòñòâóþùèå ÿäðàì â ýìáðèîíå (�èñ. 4D); (4) âû÷èñëÿþòñÿ êîîðäèíàòû

öåíòðîèäîâ ÿäåð è ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèè â êàæäîì ÿäðå

äëÿ êàæäîãî êàíàëà ìèêðîñêîïà, ò.å. äëÿ êàæäîãî ñêàíèðîâàííîãî áåëêà

(Janssens et al., 2005, Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2011).

Ïîñòðîåíèå ÿäåðíîé ìàñêè ïðîèçâîäèòñÿ íà îñíîâå èçîáðàæåíèÿ ýìáðèî-

íà, ïðîêðàøåííîãî íà ãèñòîíîâûå áåëêè èëè ÄÍÊ-êðàñèòåëåì Hoehst (�èñ.

4B). Åñëè òàêîå èçîáðàæåíèå îòñóòñòâóåò, òî ÿäåðíàÿ ìàñêà ñòðîèòñÿ íà îñ-

íîâå ïèêñåëüíîãî ìàêñèìóìà ýêñïðåññèè òðåõ èññëåäóåìûõ ãåíîâ. Êà÷åñòâî

ïîñòðîåíèÿ ÿäåðíîé ìàñêè îáû÷íî êîíòðîëèðóåòñÿ âèçóàëüíî ïóòåì åå íà-

ëîæåíèÿ íà èñõîäíîå èçîáðàæåíèå.

Êîíå÷íûé ðåçóëüòàò ñåãìåíòàöèè èçîáðàæåíèé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òàá-

ëèöó, ñîäåðæàùóþ êîîðäèíàòû x (À�Ï) è y (Ä�Â) êàæäîãî ÿäðà â ïðîöåíòàõ

ñîîòâåòñòâåííî îò äëèíû è øèðèíû ýìáðèîíà, à òàêæå óñðåäíåííóþ èíòåí-

37



ñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèè, èëè îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè äëÿ êàæ-

äîãî èç ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ áûëà ñêàíèðîâàíà ó äàííîãî ýìáðèîíà.

Òàê êàê ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè â îáëàñòè ïðåçóìïòèâíîé çàðîäû-

øåâîé ïîëîñêè îòâå÷àåò çà äåòåðìèíàöèþ ñòðóêòóð âäîëü îñè À�Ï, è, ïî

áîëüøåé ÷àñòè, íå çàâèñèò îò ñèñòåìû Ä-Â ãåíîâ, äàííîé ðàáîòå àíàëèçè-

ðóþòñÿ îäíîìåðíûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå. Ýòè äàííûå èçâëåêàþòñÿ èç

öåíòðàëüíîé 10% ïîëîñû ýìáðèîíà, ïðè ýòîì Ä-Â êîîðäèíàòà èãíîðèðóåòñÿ

(�èñ. 4A,E)

2.2.2 Êëàññè�èêàöèÿ ýìáðèîíîâ ïî âðåìåíè ðàçâèòèÿ

Äëÿ ðåêîíñòðóêöèè âðåìåííîé äèíàìèêè ýêñïðåññèè ãåíîâ íà îñíîâå èí-

äèâèäóàëüíûõ �èêñèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ áûëî íåîáõîäèìî èõ êëàññè�èöè-

ðîâàòü ïî âðåìåíè ðàçâèòèÿ.

Äëÿ öèêëîâ äðîáëåíèÿ 10�13 èñïîëüçîâàëñÿ ïðîñòîé ïîäñ÷åò ÿäåð â òåê-

ñòîâûõ �àéëàõ, ñîäåðæàùèõ êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ è

ïîëó÷åííûõ ïóòåì ñåãìåíòàöèè èçîáðàæåíèé (ñì. íèæå). Ò. ê. èíòåð�àçû

ýòèõ öèêëîâ ñîñòàâëÿþò òîëüêî 6�14 ìèíóò, ýòîãî áûëî äîñòàòî÷íî, ÷òîáû

ïîëó÷èòü âðåìåííóþ øêàëó äëÿ ýòîãî ïåðèîäà.

Öèêë 14À íàìíîãî äîëüøå è ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 50 ìèíóò, ïîýòîìó ýì-

áðèîíû âíóòðè ýòîãî öèêëà áûëè ðàçäåëåíû íà âîñåìü ýêâèâàëåíòíûõ ïî

âîçðàñòó âðåìåííûõ êëàññîâ íà îñíîâå äèíàìèêè ýêñïðåññèè ãåíà eve (�èñ.

5) (Surkova et al., 2008a, Ñàìñîíîâà, 2008, Surkova et al., 2013). Ïðàêòè÷åñêèì

êðèòåðèåì ýêâèâàëåíòíîñòè âðåìåííîãî êëàññà ïî âîçðàñòó ÿâëÿåòñÿ íåñïî-

ñîáíîñòü îïûòíîãî íàáëþäàòåëÿ ðàçëè÷èòü êàðòèíû ýêñïðåññèè ýìáðèîíîâ,

ïðèíàäëåæàùèõ ê îäíîìó êëàññó. Òàêèì îáðàçîì, äëèòåëüíîñòü êàæäîãî

âðåìåííîãî êëàññà ïðèìåðíî ðàâíà 6.5 ìèíóòàì ðàçâèòèÿ. Äëÿ óâåëè÷åíèÿ

âûáîðîê äëÿ êàæäîé âðåìåííîé òî÷êè ó ìóòàíòîâ ñ öåëüþ ïðîâåäåíèÿ ñòà-

òèñòè÷åñêîãî àíàëèçà ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ è âàðèàáåëüíîñòè îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ, êàæäûå äâà ñîñåäíèõ âðåìåííûõ êëàññà áûëè îáúåäèíå-

íû â îäíó âðåìåííóþ ãðóïïó, ÷òî äàëî 4 âðåìåííûõ ãðóïïû ïî 13 ìèíóò
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êàæäàÿ (�èñ. 5), (Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013). Ýòà âðåìåííàÿ

øêàëà ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò îïèñàííûì ðàíåå 4�ì �àçàì �îðìèðîâàíèÿ

êëåòî÷íûõ ìåìáðàí â áëàñòîäåðìå (Leuit and Wieshaus, 2000, Shroeder et

al., 2011).

Â äàííîé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ýìáðèîíû äèêîãî òèïà, íà÷èíàÿ ñ

öèêëà äðîáëåíèÿ 10 è çàêàí÷èâàÿ íà÷àëîì ãàñòðóëÿöèè. Ýìáðèîíû, ïîëó-

÷åííûå îò ìóòàíòíûõ ëèíèé, ñêàíèðîâàëè òîëüêî â öèêëå äðîáëåíèÿ 14À,

òàê êàê â áîëåå ðàííèõ öèêëàõ íåâîçìîæíî âûäåëèòü íóëü-ìóòàíòîâ èç-çà

êðàéíå íèçêîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ.
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�èñ. 5: Ýêñïðåññèÿ eve â 8 âðåìåííûõ êëàññàõ (T) öèêëà 14A ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

è íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì Kr è kni. Êàæäûé âðåìåííîé êëàññ èìååò ïðîäîëæèòåëüíîñòü

6.5 ìèíóò. Âåðòèêàëüíûìè ïîëîñêàìè ñëåâà ïîêàçàíû 4 âðåìåííûå ãðóïïû, êàæäàÿ èç

êîòîðûõ âêëþ÷àåò äâà ñîñåäíèõ âðåìåííûõ êëàññà. (A�H) Èçîáðàæåíèÿ ìîð�îëîãèè

áëàñòîäåðìû âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ, ïîëó÷åííûå â ðåæèìå ÄÈÊ. Âåðòèêàëüíûå ÷åðíûå

ëèíèè ïîêàçûâàþò êîðòèêàëüíóþ öèòîïëàçìó, ÷åðíûå ñòðåëêè âî âðåìåííûõ êëàññàõ 1

è 2 ïîêàçûâàþò óäëèíåíèå ÿäåð, à âî âðåìåííûõ êëàññàõ 3�8 � ïîçèöèþ �ðîíòà ðàñòó-

ùåé ìåìáðàíû. (I-P) Èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè eve â òèïè÷íûõ ýìáðèîíàõ äèêîãî

òèïà, íóëü-ìóòàíòàõ ïî Kr (Y-F1) èëè kni (O1-V1), ïðèíàäëåæàùèõ ê îáîçíà÷åííîìó

âðåìåííîìó êëàññó. (Q-X), (G1-N1), (W1-D1) Îäíîìåðíûå èíòåãðèðîâàííûå êàðòèíû

ýêñïðåññèè eve â 8-ìè âðåìåííûõ êëàññàõ. Íîìåðà ïîëîñ ïîêàçàíû äëÿ âðåìåííîãî êëàñ-

ñà 5 (Surkova et al., 2013). �èñóíêè (À-X) áûëè îïóáëèêîâàíû ðàíåå (Ñàìñîíîâà, 2008,

Surkova et al., 2008a), ðèñóíêè (Y-D2) âïåðâûå ïðåäñòàâëåíû â ñòàòüå (Surkova et al.,

2013).
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Êëàññè�èêàöèÿ ýìáðèîíîâ, îñíîâàííàÿ íà àíàëèçå äèíàìèêè êàðòèí ýêñ-

ïðåññèè ãåíà eve, õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñî ñòåïåíüþ èíâàãèíàöèè ìåìáðàí �

ìîð�îëîãè÷åñêèì ìàðêåðîì, èñïîëüçóåìûì äëÿ îïðåäåëåíèÿ âîçðàñòà ýì-

áðèîíîâ â öèêëå 14À (�èñ. 4F è 5), (Surkova et al., 2008b, Ñàìñîíîâà, 2008,

Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013). Âî âðåìåí-

íîì êëàññå 1 ÿäðà ýìáðèîíà èìåþò îêðóãëóþ �îðìó à âî âðåìåííîì êëàññå

2 �îðìà ÿäåð ñòàíîâèòñÿ óäëèíåííîé. Èíâàãèíàöèÿ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí íà-

÷èíàåòñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 3, ðîñò ìåìáðàí îöåíèâàåòñÿ îòíîñèòåëüíî

ðàçìåðà îáëàñòè êîðòèêàëüíîé öèòîïëàçìû ìåæäó ïîâåðõíîñòüþ ýìáðèîíà

è æåëòêîì, èìåþùèì ÷åòêî âûðàæåííûå ãðàíóëû (�èñ. 4F è 5). Ê êîí-

öó öèêëà 14À, âî âðåìåííîì êëàññå 8, ìåìáðàíû äîñòèãàþò æåëòêà, â ýòî

âðåìÿ ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå êëåòîê.

Èçîáðàæåíèÿ ìîð�îëîãèè áëàñòîäåðìû áûëè ïîëó÷åíû ïðèìåðíî äëÿ

ïîëîâèíû ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è äëÿ âñåõ ìóòàíòíûõ ëèíèé. Äëÿ îöåí-

êè ñòåïåíè èíâàãèíàöèè ìåìáðàí èñïîëüçîâàëèñü èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå

òîëüêî ñ îäíîé ñòîðîíû ýìáðèîíà (äîðñàëüíîé), òàê êàê ñêîðîñòü öåëëþëÿ-

ðèçàöèè ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ â Ä�Â íàïðàâëåíèè. Èí�îðìàöèÿ î ñòå-

ïåíè èíâàãèíàöèè ìåìáðàí áûëà îñîáåííî ïîëåçíà äëÿ êëàññè�èêàöèè ìó-

òàíòîâ, òàê êàê äëÿ ýòèõ ýìáðèîíîâ äèíàìèêà êàðòèí ýêñïðåññèè eve èìååò

ñëîæíûé õàðàêòåð, ðàíåå íå îïèñàííûé â ëèòåðàòóðå (�èñ. 5Y-D2), (Surkova

et al., 2013).

Äëÿ 120 ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ïðèíàäëåæàùèõ ê âðåìåííûì êëàññàì

3�8 öèêëà 14À ìû ïðîèçâåëè èçìåðåíèå ðàçìåðà ìåìáðàí â ïðîöåíòàõ îò

ðàçìåðà êîðòåêñà íà äîðñàëüíîé ñòîðîíå ýìáðèîíà, ïîñòðîèëè êðèâóþ ðîñòà

ìåìáðàí ïî ýòèì 5-òè âðåìåííûì òî÷êàì (�èñ. 6À) è ñðàâíèëè ïîëó÷åí-

íûå ðåçóëüòàòû ñ àíàëîãè÷íîé êðèâîé, ïîñòðîåííîé íà îñíîâå èçìåðåíèé in

vivo (Merrill et al., 1988). Äèíàìèêà ñòåïåíè èíâàãèíàöèè ìåìáðàí â íàøèõ

äàííûõ ñîâïàäàåò ñî ñòàíäàðòíîé êðèâîé, à èìåííî, ÷åòêî íàáëþäàþòñÿ äâå

�àçû èíâàãèíàöèè ìåìáðàí: ìåäëåííàÿ (äî âðåìåííîãî êëàññà 6), è áûñò-

ðàÿ (âî âðåìåííûõ êëàññàõ 6�8) (�èñ. 6À). Íà îñíîâå êðèâîé (Merrill et

al., 1988) áûë îïðåäåëåí âîçðàñò êàæäîãî èç 120 ýìáðèîíîâ, à çàòåì ïî-
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�èñ. 6: Ñîîòíîøåíèå âðåìåííîé êëàññè�èêàöèè �èêñèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ

ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè in vivo. A. Ñòåïåíü èíâàãèíàöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ

ìåìáðàí ó �èêñèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ âðåìåííûõ êëàññîâ 3�8 (îòíîøåíèå

äëèíû ìåìáðàíû ê äëèíå êîðòåêñà). B. �àñïðåäåëåíèå âîçðàñòà ýìáðèîíîâ,

îïðåäåëåííîãî ïî ñòàíäàðòíîé êðèâîé (Merrill et al., 1988) ïî âðåìåííûì

êëàññàì. Äëÿ êàæäîãî âðåìåííîãî êëàññà íà (À,B) ïîêàçàíî ñòàíäàðòîíîå

îòêëîíåíèå çíà÷åíèé îò ñðåäíåãî.

ñòðîåí ãðà�èê åãî çàâèñèìîñòè îò êëàññè�èêàöèè ïî âðåìåííûì êëàññàì

(�èñ. 6À). �ðà�èê ïîêàçûâàåò, ÷òî âðåìåííûå êëàññû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé

ïðàêòè÷åñêè ðàâíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè, è òåì ñàìûì ìåòîä âðåìåííîé

êëàññè�èêàöèè �èêñèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ àäåêâàòíî ñîîòíîñèòñÿ ñ äèíà-

ìèêîé ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà in vivo (Surkova et al., 2008a).

2.2.3 Óäàëåíèå �îíîâîãî ñèãíàëà

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî, íàðÿäó ñî ñïåöè�è÷åñêèì îêðàøèâàíèåì, ìåòî-

äû èììóíî�ëóîðåñöåíòíîãî ìàðêèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöîâ in situ

ïðèâîäÿò ê ïîÿâëåíèþ íåñïåöè�è÷åñêîãî ñèãíàëà, íàçûâàåìîãî �îíîì. Âîç-

íèêíîâåíèå ýòîãî ñèãíàëà âûçâàíî ìíîãèìè �àêòîðàìè, èç êîòîðûõ âàæíàÿ

ðîëü ïðèíàäëåæèò ïåðâè÷íûì è âòîðè÷íûì àíòèòåëàì.
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Ìåòîä óäàëåíèÿ �îíîâîãî ñèãíàëà, ïðèìåíåííûé â ýòîé ðàáîòå, îñíî-

âàí íà íàáëþäåíèè, ÷òî óðîâåíü �ëóîðåñöåíöèè ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì

ñåãìåíòàöèè, îêðàøåííûõ íà ïðîäóêò ìóòàíòíîãî ãåíà, õîðîøî àïïðîêñè-

ìèðóåòñÿ äâóìåðíûì ïàðàáîëîèäîì, èëè, â áîëåå îáùåì ñëó÷àå, âûïóêëîé

ïîâåðõíîñòüþ âòîðîãî ïîðÿäêà (Myasnikova et al., 2005).

Îñíîâíàÿ èäåÿ ìåòîäà óäàëåíèÿ �îíà ñîñòîèò â îïðåäåëåíèè îáëàñòåé

ýìáðèîíà, ãäå ýêñïðåññèÿ ãåíà îòñóòñòâóåò. Ýòè îáëàñòè çàòåì èñïîëüçóþòñÿ

äëÿ àïïðîêñèìàöèè �îíîâîãî ñèãíàëà, ÷òîáû çàòåì óäàëèòü åãî ìàñøòàáè-

ðîâàíèåì êàðòèíû ýêñïðåññèè (�èñ. 4G), (Myasnikova et al., 2005, Ñàìñîíî-

âà, 2008, Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2008b).

2.2.4 �åãèñòðàöèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ

Êîí�îêàëüíûé ìèêðîñêîï ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü îäíîâðåìåííî êàðòèíû

ýêñïðåññèè òîëüêî íåñêîëüêèõ ãåíîâ. Îäíàêî â êîíå÷íîì èòîãå èíòåðåñ ïðåä-

ñòàâëÿåò ïðîñòðàíñòâåííî�âðåìåííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ èñ-

ñëåäóåìîé ãåííîé ñåòè. Â ñèëó èíäèâèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòè ðàçìåðîâ

ýìáðèîíîâ, èí�îðìàöèþ îá îòíîñèòåëüíîì ðàñïîëîæåíèè êàðòèí ýêñïðåñ-

ñèè ðàçíûõ ãåíîâ â ïðîñòðàíñòâå íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü ïðîñòûì ñîâìåùå-

íèåì êàðòèí ýêñïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ, îêðàøåííûõ àíòè-

òåëàìè ê ðàçíûì áåëêàì. ×òîáû ðåøèòü ýòó çàäà÷ó, äàííûå, ïîëó÷åííûå

äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ, äîëæíû áûòü ïðèâåäåíû ê îáùåé ñèñòåìå

êîîðäèíàò ñ ïîìîùüþ ïðîöåäóðû ðåãèñòðàöèè.

Â äàííîé ðàáîòå áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä ðåãèñòðàöèè, îñíîâàííûé íà âû-

äåëåíèè êîíòðîëüíûõ òî÷åê (Brown, 1992) â èçîáðàæåíèè è íà ïðåîáðàçîâà-

íèè êîîðäèíàò äëÿ ìàêñèìàëüíî ïîëíîãî ñîâìåùåíèÿ ýòèõ òî÷åê â ðàçíûõ

èçîáðàæåíèÿõ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ òî÷åê îáû÷íî èñïîëüçóþò êàêèå-

ëèáî õàðàêòåðíûå ïðèçíàêè êàðòèí ýêñïðåññèè. Îáû÷íî ýòî êîîðäèíàòû

ìàêñèìóìîâ è ìèíèìóìîâ ýêñïðåññèè (Myasnikova et al., 2001, Kozlov et al.,

2002, Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2008b, Surkova et al., 2011). Âûäå-

ëåíèå êîíòðîëüíûõ òî÷åê ïðîèçâîäèëîñü â ïðîãðàììàõ GCPReg è BREReA
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(Kozlov et al., 2009, Êîçëîâ, 2012) (�èñ. 4H) íà îñíîâå àïïðîêñèìàöèè êàð-

òèí ýêñïðåññèè êâàäðàòè÷íûìè ñïëàéíàìè (Myasnikova et al., 2001), èëè íà

ïðèìåíåíèè âåéâëåòíîãî ïðåîáðàçîâàíèÿ (FRDWT) (Kozlov et al., 2002).

Äëÿ ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ â ïðîãðàììå ñîçäàâàëèñü íîâûå øàáëîíû äëÿ

âûäåëåíèÿ òî÷åê äëÿ êàæäîãî âðåìåííîãî êëàññà, òàê êàê êàðòèíû ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ ó òàêèõ ýìáðèîíîâ ñóùåñòâåííî èçìåíåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðèî-

íàìè äèêîãî òèïà (�èñ. 5). Ïðèìåð ðåãèñòðàöèè ïàòòåðíîâ eve ó ýìáðèîíîâ,

ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr, ïîêàçàí íà ðèñóíêå 4H�J.

Îñíîâíîé ñëîæíîñòüþ â ñîçäàíèè íîâûõ øàáëîíîâ è �àéëîâ ïàðàìåò-

ðîì â ïðîãðàììàõ GCPReg è BREReA, âêëþ÷àþùèõ èíòåðâàëû ïîèñêà À�

Ï ïîçèöèé è óðîâíåé ýêñïðåññèè äëÿ âûäåëåíèÿ õàðàêòåðíûõ ÷åðò, ÿâèëàñü

ñèëüíàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ, ñâîéñòâåííàÿ ìóòàíòíûì ýìáðè-

îíàì (ñì. ãëàâó 5). Ïîìèìî ýòîãî, â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ãäå

õàðàêòåð ýêñïðåññèè eve ìåíÿåòñÿ êðàéíå ìàëî íà÷èíàÿ ñ âðåìåííîãî êëàññà

5, ó ýìáðèîíîâ Kr� ýêñïðåññèÿ eve ïðåòåðïåâàåò ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ â

òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À (�èñ. 5I1-N1). Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êîëè÷å-

ñòâî êîíòðîëüíûõ òî÷åê, íåîáõîäèìûõ äëÿ óñïåøíîé ðåãèñòðàöèè ïàòòåðíà

ïîñëå íà÷àëà �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ, ðàçëè÷àåòñÿ â êàæäîì âðåìåííîì êëàñ-

ñå.

Êðîìå òîãî, ðåãèñòðàöèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ìóòàíòíûõ ýìáðè-

îíîâ âïåðâûå îñóùåñòâëÿëàñü íå òîëüêî íà îíîâå ïàòòåðíà eve (�èñ. 4H),

à è íà îñíîâå êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíà gap gt, èìåþùåãî â ïîçäíåì öèêëå

14À íåñêîëüêî îáëàñòåé ýêñïðåññèè âäîëü À�Ï îñè ýìáðèîíà (�èñ. 11J,K).

Ýòî áûëî ïðåæäå âñåãî íåîáõîäèìî äëÿ ðåãèñòðàöèè ïàòòåðíîâ ó äâîéíûõ

ìóòàíòîâ Kr;kni, ìå÷åíûõ òîëüêî íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ gap.

Â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ïðè âûäåëåíèè òî÷åê ó ìóòàíòíûõ

ýìáðèîíîâ âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïàòòåðíû àïïðîêñèìèðîâàëèñü ñïëàéíàìè äëÿ

òîãî, ÷òîáû èçáåæàòü îøèáîê ïîèñêà ýêñòðåìóìîâ øèðîêèõ îáëàñòåé ýêñ-

ïðåññèè, â ñâÿçè ñ âàðèàáåëüíîñòüþ óðîâíåé ýêñïðåññèè ìåæäó îòäåëüíûìè

ÿäðàìè ýìáðèîíà.

Äëÿ âñåõ ýìáðèîíîâ âûäåëåíèå êîíòðîëüíûõ òî÷åê îñóùåñòâëÿëîñü â èí-
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òåðàêòèâíîì ðåæèìå äëÿ âèçóàëüíîãî êîíòðîëÿ ïðàâèëüíîñòè íàõîæäåíèÿ

ýêñòðåìóìîâ è âîçìîæíîñòè êîððåêòèðîâêè íåïðàâèëüíî íàéäåííûõ òî÷åê

(�èñ. 4H).

Âñëåä çà âûäåëåíèåì êîíòðîëüíûõ òî÷åê äëÿ êàæäîãî èçîáðàæåíèÿ íà-

õîäèëè òàêîå ïðåîáðàçîâàíèå êîîðäèíàò, êîòîðîå ìèíèìèçèðîâàëî ðàññòî-

ÿíèå ìåæäó ñîîòâåòñòâóþùèìè òî÷êàìè â ðàçíûõ èçîáðàæåíèÿõ, à çàòåì

òðàíñ�îðìàöèè êîîðäèíàò ïîäâåðãàëè âñå ðåãèñòðèðóåìûå èçîáðàæåíèÿ (Myasnikova

et al., 2001, Ñàìñîíîâà, 2008, Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2011).

Îïèñàííûé ìåòîä áûë èñïîëüçîâàí äëÿ ðåãèñòðàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè

ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê îäíîìó âðåìåííîìó êëàññó.

Ïðèìåð ðåçóëüòàòà ðåãèñòðàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíà eve ó òðåõ ýìáðèî-

íîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr è îòíåñåííûõ ê âðåìåííîìó êëàññó 5, ïîêàçàí íà

ðèñóíêå 4I,J. Î÷åâèäíî, ÷òî ðåãèñòðàöèÿ óìåíüøàåò âàðèàáåëüíîñòü âçàèì-

íîãî ðàñïîëîæåíèÿ ïàòòåðíîâ ó ðàçíûõ èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ âäîëü

À�Ï îñè.

2.2.5 Ïîñòðîåíèå èíòåãðèðîâàííîãî íàáîðà äàííûõ

�ëàâíîé öåëüþ ïðîñòðàíñòâåííîé ðåãèñòðàöèè è óäàëåíèÿ �îíà ÿâëÿåòñÿ

ïîñòðîåíèå �ýòàëîííîãî� èëè �èíòåãðèðîâàííîãî� íàáîðà äàííûõ, îòðàæàþ-

ùåãî âçàèìíîå ðàñïîëîæåíèå îáëàñòåé ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ èññëåäóåìîé

ãåííîé ñåòè íà êàæäîì îòðåçêå âðåìåíè. Òàêèì îáðàçîì, îáëàñòè ýêñïðåñ-

ñèè êàæäîãî ãåíà áóäóò õàðàêòåðèçîâàòüñÿ ñðåäíèìè äëÿ êàæäîãî ïåðèîäà

âðåìåíè çíà÷åíèÿìè èíòåíñèâíîñòè �ëóîðåñöåíöèè.

Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ îäíîìåðíûõ èíòåãðèðîâàííûõ êàðòèí ýêñïðåññèè

ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, êîîðäèíàòû ÿäåð êàæäîãî îäíîìåðíîãî ïàòòåðíà èç íà-

áîðà äàííûõ, ïðîøåäøåãî ðåãèñòðàöèþ, ãðóïïèðóþòñÿ âäîëü îñè x ïî R

èíòåðâàëàì (Myasnikova et al., 2001). Çàòåì âíóòðè êàæäîãî èíòåðâàëà âû-

÷èñëÿåòñÿ ñðåäíåå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè �ëóîðåñöåíöèè ïî âñåì ýìáðèî-

íàì äàííîãî âðåìåííîãî êëàññà. ×èñëî R âûáèðàåòñÿ èç òåõ ñîîáðàæåíèé,

÷òî, ê ïðèìåðó, â öèêëå 14À, â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ýìáðèîíà äèàìåòð îäíîãî
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ÿäðà ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 1% îò åãî äëèíû, è, ñëåäîâàòåëüíî, R äîëæíî

áûòü ðàâíî 100 äëÿ òîãî, ÷òîáû ïðàâèëüíî ñìîäåëèðîâàòü ÿäåðíóþ ñòðóê-

òóðó ïàòòåðíà (Myasnikova et al., 2001, Kozlov et al., 2002, Ñàìñîíîâà, 2008,

Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2008b, Surkova et al., 2011).

Â ñëåäóþùåé ãëàâå ïðåäñòàâëåíà ïîäðîáíàÿ õàðàêòåðèñòèêà èíòåãðèðî-

âàííûõ íàáîðîâ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè äëÿ ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà è ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap.

2.3 Âûäåëåíèå õàðàêòåðíûõ ÷åðò êàðòèí ýêñïðåññèè è

ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äàííûõ

Â äàííîé ðàáîòå äèíàìèêà è âàðèàáåëüíîñòü �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì èçâëå÷åíèÿ íåáîëüøîãî ÷èñëà õàðàêòåð-

íûõ ÷åðò êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ è ïîñëåäóþùåãî êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà

ýòèõ äàííûõ.

Â êà÷åñòâå õàðàêòåðíûõ ÷åðò èñïîëüçóþòñÿ À�Ï ïîçèöèè ìàêñèìóìîâ è

ìèíèìóìîâ ýêñïðåññèè, à òàêæå ïîçèöèè òî÷åê, ãäå óðîâåíü ýêñïðåññèè äî-

ñòèãàåò îïðåäåëåííîãî ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ (�èñ. 7). �ðàíèöàìè îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ñ÷èòàþòñÿ À�Ï ïîçèöèè, ñîîòâåòñòâóþùèå 50% îò ìàêñèìàëü-

íîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè (Surkova et al., 2008a).

Ìåòîä, ïðèìåíÿåìûé äëÿ èçâëå÷åíèÿ õàðàêòåðíûõ ÷åðò êàðòèí ýêñïðåñ-

ñèè, âî ìíîãîì àíàëîãè÷åí èñïîëüçóåìîìó ïðè ïðîñòðàíñòâåííîé ðåãèñòðà-

öèè äàííûõ (ñì. âûøå, �èñ. 4H). Ïðè ýòîì ó÷èòûâàþòñÿ ïåðå÷èñëåííûå

íèæå õàðàêòåðíûå îñîáåííîñòè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Äëÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule èñïîëüçóåòñÿ âåéâëåòíîå ïðåîáðà-

çîâàíèå (FRDWT) (Kozlov et al., 2002), òàê êàê ýòîò ìåòîä õîðîøî ðàáîòàåò

äëÿ ïàòòåðíîâ, èìåþùèõ ÷åòêî âûðàæåííûå ýêñòðåìóìû. Îäíàêî äëÿ áî-

ëåå øèðîêèõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè, òàêèõ êàê: ìàòåðèíñêèå ãðàäèåíòû, îá-

ëàñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ gap, ðàííèå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule äî

îáðàçîâàíèÿ ïîëîñ, à òàêæå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule ó íóëü-

ìóòàíòîâ, îáû÷íî ïðèìåíÿåòñÿ àïïðîêñèìàöèÿ ñïëàéíàìè (Myasnikova et
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al., 2001). Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ñãëàæèâàíèå ïàòòåðíà è óñòðàíåíèå ëîêàëü-

íûõ âñïëåñêîâ, çàòðóäíÿþùèõ âûäåëåíèå õàðàêòåðíûõ ÷åðò.
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�èñ. 7: Ïîëó÷åíèå îäíîìåðíîé êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè è âû-

äåëåíèå õàðàêòåðíûõ ïðèçíàêîâ. A. Ýìáðèîí äðîçî�èëû öèêëà 14À, ìå÷å-

íûé íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ bd, gt è eve, îáîçíà÷åííûõ, ñîîòâåòñòâåííî, ñèíèì,

çåëåíûì è êðàñíûì öâåòàìè. Áåëûìè ëèíèÿìè âûäåëåíà öåíòðàëüíàÿ 10%

ïîëîñà. B. Îäíîìåðíûå êàðòèíû ýêñïðåññèè òðåõ ãåíîâ, ïîêàçàííûõ íà ðè-

ñóíêå A. Õ50%, ÕA è ÕÏ � À�Ï êîîðäèíàòû òî÷åê, â êîòîðûõ óðîâåíü ýêñ-

ïðåññèè äîñòèãàåò 50% îò ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ, Õìàõ - À�Ï êîîðäèíàòû

ìàêñèìóìîâ ýêñïðåññèè (Surkova et al., 2008a).

Äëÿ ïðîâåðêè ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ îá-

ëàñòåé ýêñïðåññèè èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä ANOVA â ïàêåòå StatSoft Statistia.

Äëÿ êàæäîãî âðåìåííîãî êëàññà (èëè âðåìåííîé ãðóïïû, �èñ. 5) áûëè âçÿ-

òû âûáîðêè çíà÷åíèé À�Ï ïîçèöèé îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ

ýìáðèîíîâ è ïðîâåðÿëîñü, íàñêîëüêî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî ðàçëè÷àþòñÿ

âûáîðêè äëÿ âñåõ àíàëèçèðóåìûõ âðåìåííûõ êëàññîâ ïðè P = 0.05. Çíà-

÷åíèåì ïðîñòðàíñòâåííîãî ñäâèãà ÿâëÿåòñÿ ðàçíîñòü ìåæäó óñðåäíåííûìè

ïîçèöèÿìè äàííîé îáëàñòè ýêñïðåññèè â 2-õ ðàçíûõ âðåìåííûõ êëàññàõ èëè

âðåìåííûõ ãðóïïàõ.

Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü êàðòèí ýêñïðåññèè ðàññìàòðèâàëàñü

ïóòåì àíàëèçà çíà÷åíèé ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé À�Ï ïîçèöèé õàðàêòåð-
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íûõ ÷åðò. Çíà÷åíèÿ ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ è âàðèàáåëüíîñòè îáëàñòåé

ýêñïðåññèè âû÷èñëÿëèñü â % ÄÝ.

2.4 Çàêëþ÷åíèå ê ãëàâå 2

Â ãëàâå 2 îïèñàíû ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, èñ-

ïîëüçîâàííûõ â äàííîì èññëåäîâàíèè, à òàêæå âñå ýòàïû ïîëó÷åíèÿ è îáðà-

áîòêè êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó äðîçî�è-

ëû. Ýòè ýòàïû âêëþ÷àþò â ñåáÿ îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé, êëàññè�èêàöèþ

ýìáðèîíîâ ïî âðåìåíè ðàçâèòèÿ, óäàëåíèå íåñïåöè�è÷åñêîãî �îíîâîãî ñèã-

íàëà, ïðîñòðàíñòâåííóþ ðåãèñòðàöèþ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïîñòðîåíèå

èíòåãðèðîâàííûõ ïàòòåðíîâ âñåõ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà, à òàêæå íóëü-ìóòàíòîâ è ãåòåðîçèãîò ïî ãåíàì gap. Ïîìèìî ýòîãî, îïè-

ñàí ìåòîä ïîëó÷åíèÿ äàííûõ in vivo äëÿ ãëàâû 4 è ìåòîäû ñòàòèñòè÷åñêîé

îáðàáîòêè äàííûõ, ïðèìåíåííûå â ãëàâàõ 4 è 5.

Èç ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ìåòîäîâ îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî âðåìåííîé

êëàññè�èêàöèè ýìáðèîíîâ è ïðîñòðàíñòâåííîé ðåãèñòðàöèè, òàê êàê äëÿ

äàííîé ðàáîòû ðàíåå ðàçðàáîòàííûå ñöåíàðèè áûëè ìîäè�èöèðîâàíû, â îñ-

íîâíîì, èç-çà íåîáõîäèìîñòè îáðàáîòêè äàííûõ ïî íóëü-ìóòàíòàì, èìåþùèõ

êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ, ñóùåñòâåííî îòëè÷àþùèåñÿ îò òàêîâûõ ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà. Ïîìèìî ýòîãî, âàëèäíîñòü ìåòîäà âðåìåííîé êëàññè�èêà-

öèè áûëà äîïîëíèòåëüíî ïðîâåðåíà ïóòåì èçìåðåíèÿ ñòåïåíè èíâàãèíàöèè

ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí â öèêëå 14À è ñîïîñòàâëåíèÿ ïîëó÷åííûõ äàííûõ,

ðàñïðåäåëåííûõ ïî âðåìåííûõ êëàññàì, ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííîé ñòàíäàðò-

íîé êðèâîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ âîçðàñòà ýìáðèîíîâ (Merrill et al., 1988).
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3 �ËÀÂÀ 3. Êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî

ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap

Â äàííîé ãëàâå âïåðâûå ïðèâîäèòñÿ ïîäðîáíîå îïèñàíèå ýêñïðåññèè ãå-

íîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû äèêîãî òèïà è ìóòàíòîâ ïî ãåíàì

Kr è kni. Êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ñ ïðîñòðàíñòâåííûì ðàçðåøåíèåì â îäíî

ÿäðî ýìáðèîíà è âðåìåííûì ðàçðåøåíèåì â 6.5 ìèíóò ðàçâèòèÿ ïîçâîëè-

ëè âûÿâèòü ìíîãî íîâûõ çàêîíîìåðíîñòåé ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ ó äèêîãî

òèïà, ó îäèíî÷íûõ è äâîéíûõ íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap, à òàêæå ó ãåòå-

ðîçèãîò. Óñðåäíåííûå (èíòåãðèðîâàííûå) äàííûå äëÿ êàæäîãî âðåìåííîãî

êëàññà ñðàâíèâàþòñÿ ñ èñõîäíûìè äàííûìè, ïîëó÷åííûìè äëÿ èíäèâèäó-

àëüíûõ ýìáðèîíîâ.

3.1 Õàðàêòåðèñòèêà íàáîðà äàííûõ

Áûë îñóùåñòâëåí ñáîð è èììóíîîêðàøèâàíèå ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû è

ïîëó÷åíû èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ hb, kni, gt, eve, ftz, bd, ad è

tll ó 237 íóëü-ìóòàíòîâ è 89 ãåòåðîçèãîò ïî ãåíó Kr. Òàêæå èñïîëüçîâàëèñü

ðàíåå ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ hb, Kr è eve ó 68

íóëü-ìóòàíòîâ è 10 ãåòåðîçèãîò ïî ãåíó kni; ãåíîâ hb è gt ó 29 íóëü-ìóòàíòîâ

ïî ãåíàì Kr;kni (Surkova et al., 2013). Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàíû äàííûå ïî

ýêñïðåññèè ãåíîâ eve, bd, ad, Kr, kni, gt, hb, tll, ftz, h, run, odd, prd è slp

ïðèìåðíî äëÿ 1500 ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû äèêîãî òèïà (Pisarev et al., 2009,

Ñàìñîíîâà, 2008). Ïîäðîáíåå â ðàçäåëå "Ëè÷íûé âêëàä àâòîðà".
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3.2 Ìàòåðèíñêèå êîîðäèíàòíûå ãåíû

Êîëè÷åñòâåííàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ bd è ad áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà êàê ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, òàê è ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr, ïîñëåäíåå íå âûÿâèëî

êàêèõ-ëèáî îòëè÷èé ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ îò òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ äèêî-

ãî òèïà. Ýòî ïîäòâåðäèëî ïðåäûäóùèå ðåçóëüòàòû îá îòñóòñòâèè âëèÿíèÿ

ãåíîâ gap íà bd è ad â ïåðèîä ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà (Bronner and Jakle,

1991). Àêòèâíîñòü Kr îòâå÷àåò çà ïîçäíþþ çèãîòè÷åñêóþ ýêñïðåññèþ ad â

ìàëüïèãèåâûõ ñîñóäàõ, íî íå â ðàííåì ýìáðèîíå (Liu and Jak, 1992).

3.2.1 bioid

�ðàäèåíò áåëêà Bd ñ ìàêñèìóìîì â àíòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà, îá-

íàðóæèâàåòñÿ â îáëàñòè îò 0 äî 70�80% ÄÝ (�èñ. 8A,J). Èíòåãðèðîâàííûé

ïàòòåðí bd ïîêàçûâàåò, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà îñòàåòñÿ â

çíà÷èòåëüíîé ìåðå ïîñòîÿííîé âî âðåìåíè íà÷èíàÿ ñ öèêëà äðîáëåíèÿ 11 äî

ìîìåíòà âðåìåíè çà 12�18 ìèíóò äî íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè (�èñ. 8). Ïðèñóò-

ñòâóåò òåíäåíöèÿ ìàêñèìàëüíîé àêêóìóëÿöèè Bd â íà÷àëå öèêëà 14À (âðå-

ìåííûå êëàññû 1�2) ñ ïîñëåäóþùèì ïîñòåïåííûì ñíèæåíèåì óðîâíÿ áåëêà.

Íåáîëüøèå ïåðåïàäû óðîâíÿ Bd, òàêèå êàê 5% ñíèæåíèå ìåæäó öèêëàìè

äðîáëåíèÿ 12 è 13, íå ïðåäñòàâëÿþòñÿ ñóùåñòâåííûìè èç-çà íàáëþäàåìîé

ìåæúÿäåðíîé âàðèàáåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà �èñ. 8À è âàðèàáåëüíîñòè

ìåæäó ýìáðèîíàìè, îòðàæåííîé íà �èñ. 9À. Îäíàêî ê êîíöó öèêëà 14À

êîíöåíòðàöèÿ Bd ïàäàåò ïî÷òè â äâà ðàçà, è òàêîå ðåçêîå ïàäåíèå ÿâëÿåò-

ñÿ ñóùåñòâåííûì. Óìåíüøåíèå óðîâíÿ êîíöåíòðàöèè íå âëèÿåò íà îáëàñòü

ðàñïðîñòðàíåíèÿ ãðàäèåíòà (�èñ. 8A,N), (Surkova et al., 2008a).

3.2.2 audal

Â öèêëàõ äðîáëåíèÿ 10, 11 è 12 ad �îðìèðóåò ïàòòåðí, ñ ïîñòåïåííî óâå-

ëè÷èâàþùåéñÿ êîíöåíòðàöèåé îò àíòåðèîðíîãî ïîëþñà ýìáðèîíà ïðèìåðíî

äî 60% ÄÝ (�èñ. 8B,J), ïðè÷åì â ïîñòåðèîðíîì êîíöå ýìáðèîíà êîíöåíòðà-

öèÿ ñíîâà óìåíüøàåòñÿ. Â ýòîò ïåðèîä ýêñïðåññèÿ ad èìååò ïîëíîñòüþ ìà-
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�èñ. 8: Âðåìåííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ è ãåíîâ gap. Îäíîìåðíûå

èíòåãðèðîâàííûå êàðòèíû ýêñïðåññèè bd (A), ad (B), Kr (C), kni (D), gt (E è F), hb (G

è H) è tll (I) ïîêàçàíû äëÿ öèêëîâ äåëåíèÿ ÿäåð 11-13 è âðåìåííûõ êëàññîâ (T) öèêëà

14À. Îáëàñòè ýêñïðåññèè, âõîäÿùèå â êàðòèíó ýêñïðåññèè gt íà ïàíåëè F ïðîíóìåðîâàíû

â íàïðàâëåíèè À�Ï. Íà ïàíåëÿõ J�Q ïîêàçàíû òèïè÷íûå êîí�îêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ

ýêñïðåññèè òåõ æå ãåíîâ, ÷òî è íà A�I, â èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíàõ, ïðèíàäëåæàùèõ ê

âðåìåííûì êëàññàì 1 (Ò1) è 8 (Ò8). �åíû, ýêñïðåññèðóþùèåñÿ â îäíîì è òîì æå èíäè-

âèäóàëüíîì ýìáðèîíå, ïîêàçàíû ðàçíûìè öâåòàìè, îáîçíà÷åííûìè íà êàæäîé ïàíåëè.

òåðèíñêîå ïðîèñõîæäåíèå (Madonald and Struhl, 1986, Mlodzik and Gehring,

1987). Â öèêëå 13 è âðåìåííûõ êëàññàõ 1 è 2 öèêëà 14À ýêñïðåññèÿ ad îáíà-

ðóæèâàåòñÿ è â àáäîìèíàëüíîé, è â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýìáðèîíà, è ÿâ-

ëÿåòñÿ êàê ìàòåðèíñêîé, òàê è çèãîòè÷åñêîé (Shulz and Tautz, 1995). Õîòÿ

èíòåãðèðîâàííûé ïàòòåðí äåìîíñòðèðóåò íåêîòîðûå íåçíà÷èòåëüíûå èçìå-

íåíèÿ â óðîâíå ýêñïðåññèè â ýòîò ïåðèîä, ïðè äåòàëüíîì ðàññìîòðåíèè êàð-

òèí ýêñïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ çàìåòíî, ÷òî ýòè èçìåíåíèÿ

ïî áîëüøåé ÷àñòè ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì áîëüøîãî óðîâíÿ âàðèàáåëüíîñòè

ýêñïðåññèè ìåæäó ýìáðèîíàìè (�èñ. 9À). Âî âðåìåííîì êëàññå 3 ýêñïðåñ-

ñèÿ ad â àáäîìèíàëüíîé îáëàñòè, ïðèìåðíî ñ 50 äî 75% ÄÝ, óìåíüøàåòñÿ
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è íàèâûñøèé óðîâåíü ýêñïðåññèè íàáëþäàåòñÿ â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðè-

îíà. Âî âðåìåííûõ êëàññàõ 4-6 ìàêñèìóì ýêñïðåññèè ad ñìåùàåòñÿ ê 75%

ÄÝ, �îðìèðóÿ ìîíîòîííûé ïîñòåðèîðíî�àíòåðèîðíûé ãðàäèåíò. Ê êîíöó

öèêëà 14À, âî âðåìåííûõ êëàññàõ 7 è 8, ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè

ñóæàåòñÿ äî ïîëîñû â ðàéîíå 75�90% ÄÝ (�èñ. 8B,N), (Surkova et al., 2008a).
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�èñ. 9: Âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà.

Êàðòèíû ýêñïðåññèè bd è ad ïîêàçàíû íà (A) äëÿ òðåõ ýìáðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê

âðåìåííîìó êëàññó 2 è ìå÷åíûõ íà ýêñïðåññèþ îáîèõ ãåíîâ. Íà ïàíåëÿõ B, D è F ïîêàçà-

íû íåñêîëüêî íàèáîëåå ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé ðàííèõ êàðòèí ýêñïðåññèè Kr, eve è

h â èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíàõ èç âðåìåííûõ êëàññîâ 1, 3 è 4 ñîîòâåòñòâåííî. Ýêñïðåñ-

ñèÿ Kr âî âðåìåííîì êëàññå 6 (C), à òàêæå eve (E) è h (G) âî âðåìåííîì êëàññå 7 ïîêàçàíà

äëÿ ñëó÷àéíûõ âûáîðîê èç 13, 12 è 16 èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ ñîîòâåòñòâåííî.
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3.3 �åíû gap

Â îòëè÷èå îò ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ gap çíà÷èòåëüíî èçìå-

íåíà ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni, ïîýòîìó â äàííîì ðàçäåëå îïèñàíèå êîëè-

÷åñòâåííîé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ïðèâîäèòñÿ îòäåëüíî äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà è íóëü-ìóòàíòîâ. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿåò òåðìèíàëüíûé ãåí tll, êîí-

òðîëèðóþùèé �îðìèðîâàíèå òåðìèíàëüíûõ îáëàñòåé ýìáðèîíà äðîçî�èëû

(Streker et al., 1986, Streker et al, 1988, Mahoney and Lengyel, 1987). Îí

íå ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêèì ãåíîì gap, îäíàêî ðåãóëèðóåò ãåíû gap, pair-rule,

à òàêæå ãîìåîçèñíûå ãåíû (Reinitz and Levine, 1990, Mahoney and Lengyel,

1987), íî ñàì íå ðåãóëèðóåòñÿ èìè (Bronner and Jakle, 1991). Ïîýòîìó åãî

ýêñïðåññèÿ ó ìóòàíòîâ ïî Kr è kni íå èçìåíåíà îòíîñèòåëüíî òàêîâîé ó ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà.

3.3.1 knirps

Ýêñïðåññèÿ kni ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåñ-

ñèè kni âïåðâûå îáíàðóæèâàåòñÿ â ðàéîíå 60�75% ÄÝ. Â íà÷àëå öèêëà 14À

kni ýêñïðåññèðóåòñÿ â âèäå øèðîêîé ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè â ïðåçóìïòèâ-

íîé áðþøíîé ÷àñòè ýìáðèîíà, à òàêæå â àíòåðèîðíî�âåíòðàëüíîé îáëàñòè

(Rothe et al., 1989, Rothe et al., 1994). (�èñ. 8D è �èñ. 10), (Surkova et al.,

2008a).

Ìàêñèìóì ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè kni ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òè-

ïà âî âðåìåííîé ãðóïïå 2 èìååò ïðîñòðàíñòâåííîå ïîëîæåíèå 64.5% ÄÝ, à

âî âðåìåííîé ãðóïïå 4 � 62.9% ÄÝ (Òàáë. 1). Ôîðìà ýòîé îáëàñòè ïðàêòè÷å-

ñêè íå èçìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå öèêëà 14À. Óðîâåíü ýêñïðåññèè â ïîñòåðèîðíîé

îáëàñòè kni äîñòèãàåò ìàêñèìóìà âî âðåìåííîì êëàññå 5 (�èñ. 12B).

Ýêñïðåññèÿ kni â àíòåðèîðíîé îáëàñòè íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì Ä�Â ñè-

ñòåìû, ïîýòîìó íåäîñòàòî÷íî äîñòîâåðíî ïðåäñòàâëåíà íà îäíîìåðíûõ èí-

òåãðèðîâàííûõ ïàòòåðíàõ ýêñïðåññèè. Îäíàêî î÷åâèäíî, ÷òî â ðàííåì öèêëå

14À ýòà àíòåðèîðíàÿ îáëàñòü ðàñïîëîæåíà â ðàéîíå 0�20% ÄÝ (�èñ. 8D,

??), (Surkova et al., 2008a).
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�èñ. 10: Êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà â

ïðåçóìïòèâíîé ãîëîâíîé îáëàñòè. (A) Êîëîêàëèçàöèÿ îäíîìåðíûõ êàðòèí

ýêñïðåññèè h, gt, slp, kni, Kr è tll â ïðåçóìïòèâíîì ãîëîâíîì îòäåëå äðîçî-

�èëû âî âðåìåííîì êëàññå 8. (B) Äâóìåðíûå èíòåãðèðîâàííûå ïàòòåðíû gt

(êðàñíûé), h (çåëåíûé) and kni (ñèíèé) â èñêóññòâåííî ðåêîíñòðóèðîâàííîì

ýìáðèîíå (Kozlov et al., 2002). Ïðèáëèçèòåëüíîå ïîëîæåíèå ïðåçóìïòèâíîé

ãîëîâíîé áîðîçäû (f) ïîêàçàíî áåëîé ïóíêòèðíîé ëèíèåé (Surkova et al.,

2008a).

Ýêñïðåññèÿ kni ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr. Èçìåíåííàÿ ýêñïðåññèÿ kni

ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî Kr. Ó òàêèõ ýì-

áðèîíîâ óðîâåíü ýêñïðåññèè kni êðàéíå íèçîê â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À.

Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü, ñîñòàâëÿþùèé âñåãî 1/10 íàáëþäàåìîãî ó ýìáðèî-

íîâ äèêîãî òèïà, âûÿâëÿåòñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 5 (�èñ. 11B). Â äàëüíåé-

øåì óðîâåíü ýêñïðåññèè åùå áîëüøå ñíèæàåòñÿ, äîñòèãàÿ ïî÷òè �îíîâîãî

óðîâíÿ ïåðåä ãàñòðóëÿöèåé (�èñ. 11C,F). Ïàäåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ãå-

íîâ â êîíöå öèêëà 14À ÿâëÿåòñÿ îáùåé ÷åðòîé ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ gap êàê

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, òàê è ó ìóòàíòîâ (�èñ. 12), îäíàêî ýêñïðåññèÿ

kni äåìîíñòðèðóåò, ÷òî ïîäîáíîå ÿâëåíèå íàáëþäàåòñÿ äàæå â òåõ ñëó÷àÿõ,
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�èñ. 11: Âðåìåííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè kni ó ýìáðèîíîâ Kr� è ýêñïðåññèè gt ó ýìáðèî-

íîâ Kr� è Kr;kni� â ñðàâíåíèè ñ òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (wild type). Èíòåãðèðî-

âàííûå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè kni (A-C) è gt (H-K) ïîêàçàíû äëÿ îáîçíà÷åííûõ âðåìåííûõ

êëàññîâ (Ò) öèêëà 14À. ×åòûðå îáëàñòè ýêñïðåññèè gt îòìå÷åíû íà ïàíåëè (K). Íà ïàíå-

ëÿõ (D-G) è (L-O) ïîêàçàíû òèïè÷íûå êîí�îêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ýìáðèîíîâ, ìå÷åíûõ

íà ýêñïðåññèþ kni è gt ñîîòâåòñòâåííî (Surkova et al., 2013).

êîãäà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà î÷åíü íèçêèé. Ó ýìáðèîíîâ Kr� ïèê îáëà-

ñòè ýêñïðåññèè kni ðàñïîëîæåí ïðèìåðíî íà 3% ÄÝ áëèæå ê àíòåðèîðíîìó

êîíöó ýìáðèîíà, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Òàêàÿ ðàçíèöà À�Ï ïîçèöèé

íàáëþäàåòñÿ êàê â íà÷àëå, òàê è â êîíöå öèêëà 14À (Òàáë. 1).

Àíòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè kni ó ýìáðèîíîâ Kr� íåñêîëüêî çàíè-

æåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, íî ðåçêîãî ïàäåíèÿ

óðîâíÿ ýêñïðåññèè, êàê â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè, íå íàáëþäàåòñÿ, ÷òî îñîáåí-

íî î÷åâèäíî â êîíöå öèêëà 14À (�èñ. 11C,F), (Surkova et al., 2013, Surkova

et al., 2008a).

3.3.2 giant

Ýêñïðåññèÿ gt ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Â ðàáîòå Ýëäîí è Ïèððîòòà

(Eldon and Pirrotta, 1991) ñîîáùàåòñÿ, ÷òî áåëîê Gt ó ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà âïåðâûå ïîÿâëÿåòñÿ â êîíöå öèêëà äðîáëåíèÿ 12, îäíàêî â èññëåäóåìîì
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íàáîðå äàííûõ ýêñïðåññèÿ gt â ýòîò ïåðèîä íå áûëà îáíàðóæåíà. Â öèêëå

13 ó áîëüøèíñòâà ýìáðèîíîâ î÷åâèäíî íàëè÷èå äâóõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè:

àíòåðèîðíîé îò 22 äî 37% ÄÝ, è ïîñòåðèîðíîé îò 75 äî 90% ÄÝ (�èñ. 8E).

Âî âðåìåííîì êëàññå 1 öèêëà 14À �îðìà ýòèõ îáëàñòåé íå ìåíÿåòñÿ, îäíàêî

óðîâåíü ýêñïðåññèè óâåëè÷èâàåòñÿ â äâà ðàçà.

Â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà îáíàðóæèâàåòñÿ çíà-

÷èòåëüíîå ñóæåíèå çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt (Òàáë. 2), ïðîèñõîäÿùåå

èç-çà òîãî, ÷òî ïðîñòðàíñòâåííûé ñäâèã åãî ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû ïðåâîñ-

õîäèò ñäâèã àíòåðèîðíîé ãðàíèöû (Surkova et al., 2008a). Ýêñïðåññèÿ gt â

ýòîé îáëàñòè äîñòèãàåò ìàêñèìóìà âî âðåìåííîì êëàññå 5 è â äàëüíåéøåì

óáûâàåò (�èñ. 12C).

Îáë.ýêñïð./ Gt ant Hb ant Kr ent

Âðåì. WT Kr� Kr;kni� WT Kr� kni� Kr;kni� WT kni�

ãðóïïà

2 38 36.5 - 46.3 44.6 44.7 44.3 52.1 52.0

4 37.8 37.3 37.6 46.9 45.7 45.9 45.8 50.2 49.0

Îáë.ýêñïð./ Kni post Gt post Hb post

Âðåì. WT Kr� WT Kr� Kr;kni� WT Kr� kni� Kr;kni�

ãðóïïà

2 64.5 61.3 74.6 69 - 86.5 83.5 85.3 -

4 62.9 60 71 61.6 61.9 84.3 80.4 83.1 81.9

Òàáëèöà 1: Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ À�Ï ïîçèöèé îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó

ýìáðèîíîâ Kr�, kni� è Kr;kni� âî âðåìåííûõ ãðóïïàõ 2 è 4 â ñðàâíåíèè ñ òà-

êîâûìè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (WT). Ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû äëÿ çàäíèõ

ãðàíèö àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè gt è hb, à òàêæå ìàêñèìóìîâ âñåõ

îñòàëüíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè. Ñîêðàùåíèÿ �ant�, �ent� è �post� îáîçíà÷à-

þò àíòðèîðíûå, öåíòðàëüíûå è ïîñòåðèîðíûå îáëàñòè ýêñïðåññèè (Surkova

et al., 2013).

Ýêñïðåññèÿ gt â àíòåðèîðíîé îáëàñòè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà çíà÷è-

òåëüíî áîëåå äèíàìè÷íà, ÷åì â ïîñòåðèîðíîé. Âî âðåìåííûõ êëàññàõ 2 è 3

ýòà îáëàñòü ñòàíîâèòñÿ àñèììåòðè÷íîé (�èñ. 8E) è ýòà àñèììåòðèÿ ñîïðî-

âîæäàåòñÿ èñ÷åçíîâåíèåì âåíòðàëüíîé ýêñïðåññèè â ïåðåäíåé ÷àñòè. Âî âðå-

ìåííîì êëàññå 4 íà÷èíàåò �îðìèðîâàòüñÿ íîâàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè (äîìåí

2 íà �èñ. 8E) íà ïåðåäíåé ãðàíèöå èñõîäíîé îáëàñòè (äîìåíà 3) ñ äîðñàëü-

55



íîé ñòîðîíû ïðèìåðíî â ðàéîíå 18% ÄÝ.

Â ýòîò ïåðèîä ýêñïðåññèÿ gt â ïåðåäíåé îáëàñòè êðàéíå âàðèàáåëüíà. Ýòà

âàðèàáåëüíîñòü âûðàæàåòñÿ â ñóùåñòâåííîì ðàçáðîñå óðîâíåé ýêñïðåññèè

ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ (íå ïîêàçàíî). �àçäåëåíèå ïåðåäíåé îáëàñòè

ýêñïðåññèè ïðîèñõîäèò ìåäëåííî è íàáëþäàåòñÿ ó 10, 61 è 94% ýìáðèîíîâ

èç âðåìåííûõ êëàññîâ 4, 5 è 6, ñîîòâåòñòâåííî (Surkova et al., 2008a).

�îëîâíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè (äîìåí 1), ðàñïîëîæåííàÿ â ðàéîíå îáðà-

çîâàíèÿ áóäóùèõ ãîëîâíûõ ñòðóêòóð, ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà íà÷èíàåò

�îðìèðîâàòüñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 5. Ýòà îáëàñòü îáíàðóæåíà ó 10, 47 è

87% ýìáðèîíîâ âðåìåííûõ êëàññîâ 5, 6 è 7, ñîîòâåòñòâåííî. Å¼ ýêñïðåññèÿ

äîñòèãàåò ìàêñèìóìà âî âðåìåííîì êëàññå 8, â ýòî âðåìÿ îíà ðàñïîëîæåíà

â ðàéîíå îò 3 äî 9% ÄÝ (�èñ. 8F, 10).

Ýêñïðåññèÿ gt ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è Kr;kni. Íàèáîëåå ïîðàçèòåëü-

íîé ÷åðòîé ýêñïðåññèè gt ó ýìáðèîíîâ Kr� ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûé ñäâèã

çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè ê ïîçèöèè îáëàñòè

ýêñïðåññèè kni, íàìíîãî ïðåâîñõîäÿùèé ñäâèã ýòîé îáëàñòè gt ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà (�èñ. 11H�K, 22C, ñì. íèæå). È ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è ó

äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni ýòà îáëàñòü øèðå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà,

íî îíà òàê æå ñóæàåòñÿ â õîäå öèêëà 14À (Òàáë. 2). Áîëåå òîãî, óðîâåíü

ýêñïðåññèè â ýòîé îáëàñòè çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ó äèêîãî òèïà (�èñ. 11H�

K,N,O). Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 50% îò òàêîâîãî ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ åùå áîëüøå ñíèæàåòñÿ íà÷è-

íàÿ ñ âðåìåííîãî êëàññà 4. Ê íà÷àëó ãàñòðóëÿöèè ïîñòåðèîðíàÿ ýêñïðåññèÿ

gt ïàäàåò äî óðîâíÿ, íàáëþäàåìîãî â íà÷àëå öèêëà 14À, è â ýòî âðåìÿ åå

óðîâåíü òàê æå íèçîê, êàê ó ïîñòîðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè kni (�èñ. 11,

12B,C), (Surkova et al., 2013).

Ýêñïðåññèÿ gt â àíòåðèîðíîé îáëàñòè ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è Kr;kni ìå-

íåå èíòåíñèâíà, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, îñîáåííî â ðàííåì è ïîçäíåì

öèêëå 14À (�èñ. 11).

Èíòåðåñíûì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ýòà îáëàñòü íå ðàñøèðÿåòñÿ â ïîñòåðèîð-
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�èñ. 12: Âðåìåííàÿ äèíàìèêà óñðåäíåííûõ çíà÷åíèé ìàêñèìàëüíûõ óðîâíåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (wild type) è íóëü-ìóòàíòîâ

ïî ãåíàì Kr è kni â öèêëå 14À. Àíòåðèîðíûå, öåíòðàëüíûå è ïîñòåðèîðíûå

îáëàñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ îáîçíà÷åíû, ñîîòâåòñòâåííî, êàê �ant�, �ent� è

�post� (Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013).

íîì íàïðàâëåíèè ó ýìáðèîíîâ Kr�, êàê ñîîáùàëîñü ðàíåe (Kraut and Levine,

1991a,b) (ñì. Îáçîð ëèòåðàòóðû). Íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî êàê ó ýìáðèîíîâ

Kr�, òàê è ó ýìáðèîíîâ Kr;kni� À�Ï ïîçèöèÿ ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû àíòå-

ðèîðíîé îáëàñòè gt ïî÷òè íå èçìåíåíà îòíîñèòåëüíî òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà (�èñ. 11 è Òàáë. 1), (Surkova et al., 2013).

Èíòåãðèðîâàííûé ïàòòåðí ýêñïðåññèè gt ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî Kr âî

âðåìåííûõ êëàññàõ 4�7 ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàåò  òàêîâûì ó äâîéíûõ ìóòàí-

òîâ ïî Kr;kni. Åäèíñòâåííûì íåáîëüøèì ðàçëè÷èåì ÿâëÿåòñÿ �îðìà âòîðîé

àíòåðèîðíîé îáëàñòè (�èñ. 11I,J). Ýòî, ñêîðåå âñåãî, ñâÿçàíî ñ íåáîëüøîé

âàðèàáåëüíîñòüþ Ä�Â îðèåíòàöèè ýìáðèîíîâ, âûáèðàåìûõ äëÿ ñêàíèðîâà-

íèÿ íà êîí�îêàëüíîì ìèêðîñêîïå, ò.ê. ýêñïðåññèÿ â ýòîé îáëàñòè ìåíÿåòñÿ
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â Ä�Â íàïðàâëåíèè.

3.3.3 Kr�uppel

Ýêñïðåññèÿ Kr ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Â öèêëå äðîáëåíèÿ 12 ó

äâóõ èç âîñüìè ýìáðèîíîâ, ìå÷åíûõ íà ýêñïðåññèþ Kr, îáíàðóæåí íèçêèé

óðîâåíü ýêñïðåññèè â ðàéîíå 35-70% ÄÝ. Â öèêëå 13 ýêñïðåññèÿ Kr íàáëþ-

äàëàñü óæå ó âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ (�èñ. 8C).

Â öèêëå 14À Kr ýêñïðåññèðóåòñÿ â âèäå îáëàñòè, èìåþùåé ãðàíèöû ïðè-

ìåðíî îò 44 äî 62.5% ÄÝ âî âðåìåííîì êëàññå 1, è îò 43 äî 57% ÄÝ âî âðå-

ìåííîì êëàññå 8 (�èñ. 8C). Ýêñïðåññèÿ â ýòîé öåíòðàëüíîé îáëàñòè êðàéíå

âàðèàáåëüíà â ïåðèîä åå èíòåíñèâíîãî ðîñòà â öèêëå 13 è íà÷àëå öèêëà 14À,

íî ñî âðåìåíåì ýòà âàðèàáåëüíîñòü ñóùåñòâåííî óìåíüøàåòñÿ (�èñ. 9B,C),

(Surkova et al., 2008a).

Óðîâåíü ýêñïðåññèè Kr âîçðàñòàåò äî âðåìåííîãî êëàññà 6 è ïîñëå ýòîãî

óáûâàåò (�èñ. 12E).

Âî âðåìåííûõ êëàññàõ 3�5 â àíòåðèîðíî-äîðñàëüíîì (ãîëîâíîì) ðàéîíå

ïîÿâëÿåòñÿ âòîðàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè Kr (Jaob et al., 1991). Îíà îáíàðóæè-

âàåòñÿ â ðàéîíå 7�16% ÄÝ ó 13, 56 è 80% âñåõ ýìáðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ

ê âðåìåííûì êëàññàì 3, 4 è 5, ñîîòâåòñòâåííî (�èñ. 10 è 8C). Íà÷èíàÿ ñ

âðåìåííîãî êëàññà 6 ýòà îáëàñòü îáíàðóæèâàåòñÿ ó âñåõ ýìáðèîíîâ íàøåãî

íàáîðà äàííûõ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè Kr â ýòîé îáëàñòè íàìíîãî íèæå, ÷åì

â öåíòðàëüíîé.

Âî âðåìåííîì êëàññå 7 íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè Kr ïîÿâëÿåòñÿ â ïî-

ñòåðèîðíîé îáëàñòè ïðèìåðíî â ðàéîíå 92�97% ÄÝ (�èñ. 8C). Ýêñïðåññèÿ

Kr â ýòîé îáëàñòè ðàíåå áûëà îïèñàíà íà óðîâíå ì�ÍÊ (Knipple et al., 1985).

Ýêñïðåññèÿ Kr ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni. Ôîðìà è À�Ï ïîçèöèÿ öåí-

òðàëüíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè Kr ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni ïî÷òè òàêèå æå

êàê ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 13A,B è Òàáë. 1), ýòî ïðîòèâîðå÷èò ðà-

íåå îïóáëèêîâàííûì äàííûì î ïîñòåðèîðíîì ðàñøèðåíèè ýòîé îáëàñòè ó

ýìáðèîíîâ kni� (Jakle et al., 1986, Gaul and Jakle, 1987) (ñì. Îáçîð ëè-
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òåðàòóðû). Ñîâïàäåíèå ïîçèöèé îáëàñòè ýêñïðåññèè Kr ó íóëü-ìóòàíòîâ è

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ïîêàçàíî íà ðèñóíêå 13B (Surkova et al., 2013).

Âî âðåìåííîì êëàññå 7 óðîâåíü ýêñïðåññèè Kr ó ìóòàíòîâ ïî kni ñíèæåí

äî 75% îò òàêîâîãî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 13A). Ýòî ñíèæåíèå

íàèáîëåå î÷åâèäíî â ðàííèõ è ïîçäíèõ âðåìåííûõ êëàññàõ.
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�èñ. 13: Âðåìåííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè Kr è hb ó ìóòàíòîâ â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíà-

ìè äèêîãî òèïà (wild type). Èíòåãðèðîâàííûå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè Kr (A) è hb (E�H)

ïîêàçàíû äëÿ îáîçíà÷åííûõ âðåìåííûõ êëàññîâ (Ò) öèêëà 14À. (B) Èíòåíñèâíîñòü �ëó-

îðåñöåíöèè ïàòòåðíîâ Kr ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è kni�, ïîêàçàííûõ íà ïàíåëè (A),

íîðìèðîâàíà íà ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü (ÈÔ, íîðì) äëÿ âîçìîæíîñòè ñðàâíåíèÿ À�Ï

ïîçèöèé îáëàñòåé. Íà (C,D) è (I�L) ïîêàçàíû òèïè÷íûå êîí�îêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ýì-

áðèîíîâ, ìå÷åíûõ íà ýêñïðåññèþ Kr è hb ñîîòâåòñòâåííî. (M) Äå�åêòû �îðìèðîâàíèÿ

ïîëîñû PS4 hb (Wu et al., 2001) ó ýìáðèîíîâ Kr� è Kr;kni� â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè

kni� è ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà. Óñðåäíåííàÿ àíòåðèîðíàÿ ýêñïðåññèÿ hb âî âðåìåííîì

êëàññå 7 íîðìèðîâàíà íà ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè. �àéîí ïîëîñû PS4 îáâåäåí

ðàìêîé. (N) Ïîñòåðèîðíàÿ ýêñïðåññèÿ hb âî âðåìåííîì êëàññå 6 íîðìèðîâàíà íà ìàê-

ñèìàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè, ÷òîáû ïîêàçàòü, ÷òî àíòåðèîðíàÿ ãðàíèöà ýòîé îáëàñòè

ñòàíîâèòñÿ ïîëîãîé ó ìóòàíòîâ Kr;kni. Ïîëîãàÿ àíòåðèîðíàÿ ãðàíèöà è ëîêàëèçîâàííûé

ðàéîí ðåïðåññèè ïîêàçàíû, ñîîòâåòñòâåííî, ãîðèçîíòàëüíîé è âåðòèêàëüíîé ñòðåëêàìè.
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3.3.4 hunhbak

Ýêñïðåññèÿ hb ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Â öèêëàõ äðîáëåíèÿ 10

è 11 áåëîê Hb �îðìèðóåò íèçêèé ãðàäèåíò ñ ìàêñèìóìîì â ïåðåäíåé ÷à-

ñòè ýìáðèîíà (íå ïîêàçàíî). Â öèêëå 12 óðîâåíü ýêñïðåññèè âîçðàñòàåò, è

ê íà÷àëó öèêëà 14À ãðàäèåíò Hb ñòàíîâèòñÿ ìåíåå ïîëîãèì è àíòåðèîð-

íàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè hb îòäåëÿåòñÿ îò ïåðåäíåãî ïîëþñà ýìáðèîíà. Âî

âðåìåííîì êëàññå 2 àíòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè hb ïðèîáðåòàåò áîëåå

îêðóãëóþ �îðìó (�èñ. 8G).

Â äàëüíåéøåì, âî âðåìåííûõ êëàññàõ 3�4 îíà ñòàíîâèòñÿ ïëîñêîé â âåðõ-

íåé ÷àñòè, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì óãëà íàêëîíà çàäíåé ãðàíèöû

(�èñ. 8G). Â ýòî âðåìÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè hb äîñòèãàåò ìàêñèìóìà (�èñ.

12A). Ê êîíöó öèêëà 14À óðîâåíü ýêñïðåññèè hb â ïåðåäíåé îáëàñòè ïîíèæà-

åòñÿ, è î÷åâèäíî ïîÿâëåíèå íåñêîëüêèõ äîïîëíèòåëüíûõ îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè: îäíîé íå÷åòêî îáîçíà÷åííîé îáëàñòè â ðàéîíå 15�30% ÄÝ è äâóõ ïèêîâ

â îáëàñòÿõ 32�35% ÄÝ è 41�44% ÄÝ (�èñ. 8H). Ïîñëåäíèé èçâåñòåí êàê

�ïîëîñà ïàðàñåãìåíòà 4� (PS4 stripe) (Wu et al., 2001).

Ôîðìèðîâàíèå çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb íà÷èíàåòñÿ â öèêëå 13. Âî

âðåìåííîì êëàññå 2 îíà íà÷èíàåò îòäåëÿòüñÿ îò çàäíåãî ïîëþñà ýìáðèîíà,

è ïðèìåðíî ó ïîëîâèíû ýìáðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê ýòîìó âðåìåííîìó

êëàññó, hb îáðàçóåò êîëîêîëîáðàçíóþ îáëàñòü ýêñïðåññèè ñ ìàêñèìóìîì â

87�88% ÄÝ (�èñ. 8G). Âî âðåìåííîì êëàññå 3 îíà ïîëíîñòüþ îòäåëÿåòñÿ îò

çàäíåãî ïîëþñà ýìáðèîíà è èìååò øèðèíó 12.2 % ÄÝ ñ ìàêñèìóìîì â 86.5

% ÄÝ. Ê êîíöó öèêëà 14À çàäíÿÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè hb ñóæàåòñÿ äî 10.2

% ÄÝ è ñìåùàåòñÿ â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè ê 84.3 % ÄÝ (Òàáë. 1 è 2).

Â îòëè÷èå îò ïåðåäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè, óðîâåíü ýêñïðåññèè â çàäíåé

îáëàñòè ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ äî âðåìåííîãî êëàññà 7 è ïîíèæàåòñÿ

òîëüêî â êîíöå öèêëà 14À (�èñ. 12D), (Surkova et al., 2008a).
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Îáë.ýêñïð./ Gt

WT

Gt

Kr�

Gt

Kr;kni�

Hb

WT

Hb

Kr�

Hb

Kr;Kni�

Âðåì.ãðóïïà

2 12.0 16.9 - 12.2 12.9 -

4 9.4 14.0 14.7 10.2 10.9 14.9

Òàáëèöà 2: Âðåìåííûå èçìåíåíèÿ â øèðèíå ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ gt è hb ó ýìáðèîíîâKr� èKr;kni� â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî

òèïà (WT) äëÿ âðåìåííûõ ãðóïï 2 è 4 (Surkova et al., 2013).

Ýêñïðåññèÿ hb ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr, kni è Kr;kni. Êàê è â ñëó÷àå

ýêñïðåññèè Kr ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni, ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî Kr, kni è

Kr;kni, ïîçèöèÿ àíòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb íå ìåíÿåòñÿ â ñðàâíåíèè

ñ äèêèì òèïîì (Òàáë. 1). Ýòî, âìåñòå ñ îïèñàííûìè âûøå ðåçóëüòàòàìè

îá îòñóòñòâèè ïîñòåðèîðíîãî ðàñøèðåíèÿ àíòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè

gt ó ìóòàíòîâ, ïîêàçûâàåò, ÷òî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïîçèöèé àíòåðèîðíûõ è

öåíòðàëüíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè áîëåå óñòîé÷èâû ê âëèÿíèþ ìóòàöèé, ÷åì

ïðåäïîëàãàëîñü ðàíåå (Surkova et al., 2013).

Êàê óïîìèíàëîñü ðàíåå, �îðìèðîâàíèå ïîëîñû ïàðàñåãìåíòà 4 (PS4) ÿâ-

ëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé àíòåðèîðíîé ýêñïðåññèè hb â êîíöå öèêëà 14À.

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ó áîëüøåé ÷àñòè ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî Kr è Kr;kni,

â ïîçäíåì öèêëå 14À ýòà ïîëîñà îòñóòñòâóåò è ¾âåðõíÿÿ¿ ÷àñòü îáëàñòè ýêñ-

ïðåññèè hb áîëåå ñãëàæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì (�èñ. 13M). Ýòî

ïîäòâåðæäàåò áîëåå ðàííèå íàáëþäåíèÿ, ÷òî ìóòàöèÿ â ãåíå Kr âëèÿåò íà

�îðìèðîâàíèå ïîëîñû PS4 (Hulskamp et al., 1994, Wu et al., 1998) (ñì. Îá-

çîð ëèòåðàòóðû). Îäíàêî àíàëèç ýêñïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ

ïîêàçûâàåò, ÷òî ó ìóòàíòîâ ýòà ïîëîñà �îðìèðóåòñÿ íàìíîãî ðàíüøå, ÷åì

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, âî âðåìåííûõ êëàññàõ 2�3, à ê êîíöó öèêëà 14À

óáûâàåò.

Óðîâåíü ýêñïðåññèè hb â àíòåðèîðíîé îáëàñòè ó íóëü-ìóòàíòîâ íèæå,

÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Ñàìûé íèçêèé óðîâåíü îáíàðóæèâàåòñÿ ó

ìóòàíòîâ ïî kni è äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni (�èñ. 13E-H). Ó ìóòàíòîâ ïî

kni àíòåðèîðíàÿ îáëàñòü áûñòðî ðàñòåò äî âðåìåííîãî êëàññà 5, à çàòåì
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óáûâàåò äî óðîâíÿ, îáíàðóæèâàåìîãî â íà÷àëå öèêëà 14À. Ó ìóòàíòîâ ïî Kr

óðîâåíü àíòåðèîðíîãî Hb â öåëîì èìååò òàêóþ æå âðåìåííóþ äèíàìèêó, êàê

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, òîëüêî åãî óáûâàíèå â êîíöå öèêëà 14À âûðàæåíî

ñèëüíåå (�èñ. 12A).

Ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè hb ó ýìáðèîíîâ kni��îðìèðóåòñÿ òîëü-

êî âî âðåìåííîì êëàññå 3, ïðèìåðíî íà 13 ìèíóò ïîçæå, ÷åì ó ìóòàíòîâ ïî

Kr è ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Íåñìîòðÿ íà ïîçäíåå ïîÿâëåíèå, ó ìóòàíòîâ

è ïî kni, è ïî Kr ýòà îáëàñòü ïåðåñòàåò ðàñòè èëè íà÷èíàåò óáûâàòü íà÷è-

íàÿ ñ ñåðåäèíû öèêëà 14À, ò.å. ðàíüøå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ.

12D). Ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni óðîâåíü ïîñòåðèîðíîé ýêñïðåññèè hb òàê

æå íèçîê, êàê ó ìóòàíòîâ ïî kni (�èñ. 13F,G). È ó ìóòàíòîâ ïî Kr, è ó

ìóòàíòîâ ïî kni ìàêñèìóì ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb ðàñïîëîæåí

ïðèìåðíî íà 3% ÄÝ áëèæå ê ïåðåäíåìó êîíöó ýìáðèîíà, ÷åì ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà (Òàáë. 1). Ó ìóòàíòîâ ïî Kr ðàçìåð ýòîé ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè

òàêîé æå êàê ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà êàê â ðàííåì, òàê è â ïîçäíåì öèêëå

14À (Òàáë. 2).

Íàïðîòèâ, ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè

hb íà 4% ÄÝ øèðå, ò.ê. å¼ àíòåðèîðíàÿ ãðàíèöà, â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà è îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ, îáðàçóåò ïîëîãèé ãðàäèåíò (Òàáë. 2 è

�èñ. 13N), (Surkova et al., 2013).

3.3.5 tailless

Ýêñïðåññèÿ tll ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Ìû âïåðâûå îáíàðóæèâàåì

ýêñïðåññèþ tll â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè â öèêëå äðîáëåíèÿ 13, îäíàêî ïîÿâëå-

íèå ïåðåäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè íàáëþäàåòñÿ òîëüêî âî âðåìåííîì êëàññå

1 öèêëà 14À (�èñ. 8I).

Â õîäå âðåìåííûõ êëàññîâ 1 è 2 óðîâåíü è àíòåðèîðíîé è ïîñòåðèîðíîé

ýêñïðåññèè tll ðåçêî óâåëè÷èâàåòñÿ. Ïîñëå ýòîãî ýêñïðåññèÿ â ïåðåäíåé îá-

ëàñòè îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé äî êîíöà öèêëà 14À, ñ ïàäåíèåì âî âðåìåííîì

êëàññå 8. Ýêñïðåññèÿ â çàäíåé îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ áîëåå èíòåíñèâíîé, íî å¼
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äèíàìèêà ñëåäóåò òîé æå òåíäåíöèè. Ñ öèêëà 13 ïî âðåìåííîé êëàññ 3 óðî-

âåíü ýêñïðåññèè â çàäíåé îáëàñòè âîçðàñòàåò ïî÷òè â ïÿòü ðàç, à ïîñëå ýòîãî

îñòàåòñÿ íà îäíîì è òîì æå óðîâíå äî âðåìåííîãî êëàññà 7, à çàòåì ðåçêî

ñíèæàåòñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 8 (�èñ. 8I, 12F), (Surkova et al., 2008a).

Ìàêñèìóìû àíòåðèîðíîé è ïîñòåðèîðíîé îáëàñòåé ýêñïðåññèè tll èìåþò

À�Ï êîîðäèíàòû, ñîîòâåòñòâåííî, 16 è 92% ÄÝ, êîòîðûå ïðàêòè÷åñêè íå

ìåíÿþòñÿ ñî âðåìåíåì.

3.4 �åíû pair-rule

Äèíàìèêà ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule ãîðàçäî áîëåå ñëîæíàÿ, ÷åì ó ìà-

òåðèíñêèõ ãðàäèåíòîâ è ãåíîâ gap, ò.ê. ýòè ãåíû èìåþò áîëüøåå êîëè÷åñòâî

îáëàñòåé ýêñïðåññèè. Ýòè îáëàñòè, èëè ïîëîñû, èìåþò ñëîæíóþ äèíàìèêó

èçìåíåíèÿ âî âðåìåíè è õàðàêòåð ýòèõ èçìåíåíèé ÿâëÿåòñÿ ðàçíûì ó ðàçíûõ

ãåíîâ pair-rule.

Â ýòîì ðàçäåëå äëÿ êàæäîãî ãåíà ïîêàçàíû ïðèìåðû èçîáðàæåíèé êàð-

òèí ýêñïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ, à òàêæå äèíàìèêà èçìåíåíèÿ

èíòåãðèðîâàííîãî ïàòòåðíà âî âðåìåíè ïàðàëëåëüíî ñ âàðèàáåëüíîñòüþ îä-

íîìåðíûõ êàðòèí ýêñïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ òîãî æå âðåìåí-

íîãî êëàññà.

Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíóþ âàðèàáåëüíîñòü õàðàêòåðà �îðìèðîâàíèÿ ïî-

ëîñ ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule, â öåëîì, îáðàçîâàíèå ïîëîñ ïðîèñõîäèò òðå-

ìÿ ñïîñîáàìè (�èñ. 14). Ïåðâûé ñïîñîá - ýòî äåëåíèå, êîãäà �îðìèðîâàíèå

íîâûõ ïîëîñ ïðîèñõîäèò ïóòåì ðàçäåëåíèÿ ðàíåå ñóùåñòâóþùåé îáëàñòè

ýêñïðåññèè (�èñ. 14À). Ê ïðèìåðó, òàêèì îáðàçîì ïðîèñõîäèò �îðìèðîâà-

íèå ïîëîñ 5 è 6 ãåíà eve. Âòîðîé ñïîñîá - êîãäà íîâàÿ ïîëîñà �îðìèðóåòñÿ

íà ãðàíèöå ðàíåå îáðàçîâàííîé ïîëîñû, êàê â ñëó÷àå ñ 4-é ïîëîñîé h (�èñ.

14B). Òðåòèé ñïîñîá - ýòî îáðàçîâàíèå ïîëîñû de novo, ïðèìåðîì êîòîðîãî

ìîæåò ñëóæèòü îáðàçîâàíèå ïîëîñû 7 odd â çàäíåé ÷àñòè ýìáðèîíà, íåïî-

ñðåäñòâåííî çà îáëàñòüþ, ãäå óæå ðàíåå ñ�îðìèðîâàëèñü ïîëîñû 1�6 (�èñ.

14C). Ýòà êëàññè�èêàöèÿ áóäåò â äàëüíåéøåì èñïîëüçîâàíà ïðè îïèñàíèè
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êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule (Surkova et al., 2008a).
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�èñ. 14: Òðè òèïà �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule: (A) äåëå-

íèå, (B) �îðìèðîâàíèå íà ãðàíèöå, (C) îáðàçîâàíèå de novo. Ñåðûìè ïðÿ-

ìîóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû îáëàñòè, ãäå �îðìèðóåòñÿ íîâàÿ ïîëîñà.

3.4.1 even skipped

Ýêñïðåññèÿ eve â ýìáðèîíàõ äèêîãî òèïà

Âïåðâûå ìû îáíàðóæèâàåì áåëîê Eve â öèêëå äåëåíèÿ 12, ýòî ñîãëàñóåò-

ñÿ ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè äàííûìè (Frash et al., 1987). Îäíàêî Ìàí�ðåä

Ôðàø è äð. ïîêàçûâàëè, ÷òî Eve â ýòî ïåðèîä èìååò ðàâíîìåðíîå ðàñïðå-

äåëåíèå âíóòðè ýìáðèîíà. Ïîñëå óäàëåíèÿ �îíà íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî â

ðàííèõ ýìáðèîíàõ eve ýêñïðåññèðóåòñÿ â âèäå øèðîêîé îáëàñòè îò 28 äî

52% ÄÝ ñ ìàêñèìóìîì ïðèìåðíî â 40% ÄÝ (�èñ. 15A). Ïîäîáíàÿ �îðìà

êàðòèíû ýêñïðåññèè, â öåëîì, ñîõðàíÿåòñÿ â öèêëå 13 è âðåìåííîì êëàññå 1

öèêëà 14À, îäíàêî êîíöåíòðàöèÿ Eve ñî âðåìåíåì âîçðàñòàåò (�èñ. 15A).

Âî âðåìåííîì êëàññå 2 íà èíòåãðèðîâàííîì ïàòòåðíå eve îáíàðóæèâàþò-

ñÿ 3 îòäåëüíûå îáëàñòè ýêñïðåññèè (�èñ. 15B). Ïðè ýòîì îáëàñòü 2, êîòîðàÿ

âî âðåìåííûõ êëàññàõ 2�3 äåëèòñÿ íà ïîëîñû 4, 5 è 6, íàèáîëåå âàðèàáåëüíà

ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ (�èñ. 9D). Â ñëó÷àå ãåíîâ gap, âàðèàáåëü-

íîñòü ïàòòåðíîâ â ïðîöåññå èõ �îðìèðîâàíèÿ ïî áîëüøåé ÷àñòè êàñàåòñÿ

âàðèàáåëüíîñòè óðîâíåé ýêñïðåññèè (�èñ. 9B), â òî âðåìÿ, êàê ó êàðòèí

ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule íàáëþäàåòñÿ òàêæå ñèëüíûé ðàçáðîñ ïðîñòðàí-

ñòâåííîé �îðìû ïàòòåðíîâ (Surkova et al., 2008a).

Ó âñåõ ýìáðèîíîâ èç âðåìåííîãî êëàññà 2 ïðèñóòñòâîâàëà ïîëîñà 1, ó 54%

ýìáðèîíîâ áûëè îáíàðóæåíû ïðèçíàêè ïîëîñû 2, ó 34% áûëà îáíàðóæåíà
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ïîëîñà 3, ó 27% - ïîëîñà 4, â òî âðåìÿ, êàê ïîëîñû 5 è 6 áûëè îáíàðóæåíû

ìåíåå, ÷åì ó 6% ýìáðèîíîâ èç âðåìåííîãî êëàññà 2 (�èñ. 18).

Âî âðåìåííîì êëàññå 3 ïðîèñõîäèò èíòåíñèâíîå �îðìèðîâàíèå ïîëîñ,

óæå ïðèñóòñòâóþò 6 ÿðêî âûðàæåííûõ ïèêîâ ýêñïðåññèè (�èñ. 15B). Ïî-

ëîñû 5 è 6 åùå íå äî êîíöà ðàçäåëåíû è íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííàÿ âàðèà-

áåëüíîñòü ìåæäó èíäèâèäóàëüíûìè êàðòèíàìè ýêñïðåññèè (�èñ. 9D).

Íà÷èíàÿ ñ âðåìåííîãî öèêëà 5 ïîëîñû ýêñïðåññèè eve ïðèîáðåòàþò áî-

ëåå ÷åòêóþ �îðìó è â ðåçóëüòàòå îáðàçóåòñÿ êëàññè÷åñêèé ïàòòåðí èç ñåìè

ïîëîñ (�èñ. 15C), õîòÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîëîñ 5 è 6 îñòàåòñÿ íèæå, ÷åì

ó äðóãèõ ïîëîñ âïëîòü äî âðåìåííîãî êëàññà 7 (�èñ. 19A).

Â ïîçäíèõ âðåìåííûõ êëàññàõ âàðèàáåëüíîñòü �îðìû ïàòòåðíîâ ó èí-

äèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ íàìíîãî ñíèæàåòñÿ (�èñ. 9E), Íà ðèñóíêå 15C

âèäíî, ÷òî ïîëîñû â çàäíåé ÷àñòè ýìáðèîíà ñî âðåìåíåì ñìåùàþòñÿ â À�Ï

íàïðàâëåíèè (Surkova et al., 2006a). Ñ ïðèáëèæåíèåì íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè

óðîâåíü ýêñïðåññèè â ïîëîñàõ eve ïåðåñòàåò óâåëè÷èâàòüñÿ, à ó íåêîòîðûõ

ïîëîñ (íàïðèìåð, ïîëîñû 2) óìåíüøàåòñÿ (�èñ. 19A, 15C).

Âî âðåìåííîì êëàññå 8 íåêîòîðûå ïîëîñû eve ñòàíîâÿòñÿ àñèììåòðè÷-

íûìè, ïðè ýòîì çàäíÿÿ ÷àñòü ïîëîñ áîëåå ïîëîãàÿ, ÷åì ïåðåäíÿÿ. Ýòî ïðåä-

çíàìåíóåò �îðìèðîâàíèå ïîçäíèõ óçêèõ ïîëîñ eve ñ ìàêñèìóìàìè â àíòåðè-

îðíîé ÷àñòè êàæäîãî ïðåçóìïòèâíîãî ïàðàñåãìåíòà, íàáëþäàåìûõ â íà÷àëå

ãàñòðóëÿöèè (Fujioka et al., 1995, Jaynes and Fujioka, 2004). Íàøè èçìåðåíèÿ

ïîêàçûâàþò, ÷òî â êîíöå öèêëà 14À ýòà àñèììåòðèÿ ñèëüíåå âûðàæåíà â

çàäíåé ÷àñòè ýìáðèîíà (Òàáë. 3), (Surkova et al., 2008a).

Ïîëîñà 1 2 3 4 5 6 7

Ñòåïåíü

àñèììåòðèè

1.2 1.2 1.1 1.2 1.3 1.4 1.8

Òàáëèöà 3: Ñòåïåíü àñèììåòðèè ïîëîñ eve âî âðåìåííîì êëàññå 8 ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà. Êàæäîå çíà÷åíèå ðàâíÿåòñÿ ðàññòîÿíèþ ìåæäó ïèêîì

ïîëîñû è ïîñòåðèîðíûì ìèíèìóìîì, ïîäåëåííîå íà ðàññòîÿíèå ìåæäó ïè-

êîì è àíòåðèîðíûì ìèíèìóìîì.

Ýêñïðåññèÿ eve ó íóëü-ìóòàíòîâ
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�èñ. 15: Âðåìåííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Îäíî-

ìåðíûå èíòåãðèðîâàííûå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè eve (A�C), ftz (D�F), h (G�I), run (J�L),

odd (M�O), prd (P,Q) è slp (R�S) ïîêàçàíû äëÿ öèêëîâ äåëåíèÿ ÿäåð (yles 12-13) è

âðåìåííûõ êëàññîâ (time lasses) öèêëà 14À. Öè�ðàìè íà (B) è (D) îòìå÷åíû òðè âðå-

ìåííûõ îáëàñòè ýêñïðåññèè ñîîòâåòñòâåííî eve è ftz âî âðåìåííîì êëàññå 2. Òèïè÷íûå

êîí�îêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ, ïðè-

íàäëåæàùèõ âðåìåííûì êëàññàì 3 (T3) è 8 (T8) ïîêàçàíû íà ïàíåëÿõ T-Z1. Ýêñïðåññèÿ

ðàçíûõ ãåíîâ â îäíîì è òîì æå èíäèâèäóàëüíîì ýìáðèîíå ïîêàçàíà ðàçíûìè öâåòàìè,

îáîçíà÷åííûìè â ïîäïèñè íà êàæäîé ïàíåëè (Surkova et al., 2008a).

Ëîêàëèçîâàííîå âëèÿíèå íóëü-ìóòàöèè ïî kni. Â öåëîì, èçìåíåíèÿ

â êàðòèíå ýêñïðåññèè eve, âíîñèìûå íóëü-ìóòàöèåé â ãåíå gap kni, èìåþò

ëîêàëüíûé õàðàêòåð è îãðàíè÷åíû îáëàñòüþ, â êîòîðîé ó äèêîãî òèïà �îð-

ìèðóþòñÿ ïîëîñû 4�6 (¾îáëàñòü 4-6¿). Ýòà îáëàñòü ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò

òåððèòîðèè, êîíòðîëèðóåìîé ãåíîì kni, êîòîðûé óñòàíàâëèâàåò âíóòðåííèå

ãðàíèöû ïîëîñ 4 è 6 ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè è âíóòðåííèå ãðàíèöû ïî-

ëîñ 3 è 7 ïðè êðàéíå íèçêîé êîíöåíòðàöèè (Clyde et al., 2003). Èíòåðåñíûì

ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî âíóòðåííèå ãðàíèöû ïîëîñ 3 è 7 ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni âñå

ðàâíî �îðìèðóþòñÿ, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî Kni ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò (�èñ.
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5A2-D2), (Surkova et al., 2013).

Ó ìóòàíòîâ ïî kni �îðìèðîâàíèå ïîëîñ eve çíà÷èòåëüíî çàäåðæèâàåòñÿ

ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà è íà÷èíàåòñÿ òîëüêî âî âðåìåííûõ

êëàññàõ 3�4 (�èñ. 5W1-Z1). Âî âðåìåííîì êëàññå 5 �îðìèðóþòñÿ ïîëîñû 1�

3 è 7, íî ìèíèìóìû ýêñïðåññèè ìåæäó ïîëîñàìè âûðàæåíû ìåíüøå, ÷åì ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Ïîëîñû 4�6 ñëèòû âìåñòå, íî óðîâåíü ýêñïðåññèè â

ýòîé îáëàñòè îñòàåòñÿ âûñîêèì (�èñ. 5A2). Ïîëîñà 7 äèíàìè÷åñêè ñäâèãàåòñÿ

ñî âðåìåíåì â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (ñì.

ñëåäóþùóþ ãëàâó).

Ïîñëå âðåìåííîãî êëàññà 5, êîãäà âñå ïîëîñû ñ�îðìèðîâàíû, �îðìà ïàò-

òåðíà eve îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçìåííîé. Åäèíñòâåííîé äèíàìè÷åñêè ìå-

íÿþùåéñÿ âî âðåìåíè ÷åðòîé ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè â îáëàñòè 4�6

ïåðåä ãàñòðóëÿöèåé (�èñ. 5S1-V1,A2-D2).

Íåëîêàëèçîâàííîå âëèÿíèå íóëü-ìóòàöèè ïî Kr. Ó ýìáðèîíîâ, ìó-

òàíòíûõ ïî Kr, 7�ìè ïîëîñíûé ïàòòåðí eve ñóùåñòâåííî èçìåíåí (Frash

and Levine, 1987, Warrior and Levine, 1990, Kraut and Levine, 1991a), ïîìèìî

ýòîãî, îí õàðàêòåðèçóåòñÿ ñëîæíûì äèíàìè÷åñêèì ðàçâèòèåì âî âðåìåíè,

êàê ïîêàçàíî íèæå.

Â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ãäå ðàííèé ïàòòåðí eve îáðàçóåò

À�Ï ãðàäèåíò ñ ìàêñèìóìîì â ïîçèöèè áóäóùåé ïîëîñû 1, ó ìóòàíòîâ ïî

Kr âî âðåìåííîì êëàññå 1 ýòîò ïàòòåðí èìååò áîëåå êðóòóþ ïîñòåðèîðíóþ

ãðàíèöó (�èñ. 5Y,G1). Êàê ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ïîëîñà 7 �îðìèðóåòñÿ

âî âðåìåííîì êëàññå 2 è ñäâèãàåòñÿ íà ñóùåñòâåííîå ðàññòîÿíèå â àíòåðè-

îðíîì íàïðàâëåíèè â òå÷åíèå öèêëà 14À. Ýòî ïðèâîäèò ê ñæàòèþ ïàòòåðíà

eve ñ òå÷åíèåì âðåìåíè (�èñ. 16H), (Surkova et al., 2013).

Ôîðìà ïîëîñ 1 è 7 íå ìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À. Îñòàëüíûå

ïîëîñû 2�6 îáúåäèíåíû â äâå áîëüøèå îáëàñòè ýêñïðåññèè, ¾îáëàñòü 2�3¿ è

¾îáëàñòü 4�6¿ (�èñ. 5J1-L1). Âî âðåìåííîì êëàññå 4 ýòè îáëàñòè íà÷èíàþò

äåëèòüñÿ à ïîòîì ðàñòè, ïðè ýòîì îñòàâàÿñü ñëèòûìè ó îñíîâàíèÿ.

Â ýòî âðåìÿ ìû íàáëþäàåì, ÷òî òåððèòîðèÿ ïàòòåðíà eve, çàòðîíóòàÿ
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ìóòàöèåé â ãåíå Kr, èìååò ïðîòÿæåííîñòü ñ 37 ïî 74% ÄÝ (�èñ. 5J1) è

çàõâàòûâàåò ïîëîñû 2�6. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî Kr óñòàíàâëèâàåò âíóòðåííèå

ãðàíèöû ïîëîñ 2 è 5 (Small at al., 1991, Stanojevi et al., 1991, Fujioka et al.,

1999). Ýòî ïðåäïîëàãàåò, ÷òî ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ ïàòòåðíà eve ó íóëü-

ìóòàíòîâ ïî Kr ïî áîëüøåé ÷àñòè îïðåäåëÿþòñÿ èçìåíåííîé ýêñïðåññèåé

äðóãèõ ãåíîâ, à èìåííî, gt è kni ó ýòèõ ìóòàíòîâ (ñì. âûøå).

Âî âðåìåííûõ êëàññàõ 5 è 6 ðàçäåëåíèå îáëàñòè 4�6 íàèáîëåå âûðàæåíî â

âåíòðàëüíîé ÷àñòè ýìáðèîíà, òîãäà êàê ïîëîñû îñòàþòñÿ ñëèòûìè äîðñàëü-

íî è ëàòåðàëüíî (�èñ. 5C1,D1). Èíòåãðèðîâàííûå ïàòòåðíû ïîêàçûâàþò,

÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè eve âûøå â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè êàæäîé èç øèðîêèõ

îáëàñòåé (2�3 è 4�6) (�èñ. 5K1,L1).

Âî âðåìåííûõ êëàññàõ 7 è 8 àíòåðèîðíàÿ ÷àñòü îáëàñòè 4�6 ïîñòåïåííî

èñ÷åçàåò, à ïîñòåðèîðíàÿ ðàñòåò è ñóæàåòñÿ. Ê êîíöó öèêëà 14À ó ìóòàíòîâ

ïî Kr ïîëîñû 2 è 3 ðàçäåëÿþòñÿ ïóòåì �îðìèðîâàíèÿ ìèíèìóìà ýêñïðåññèè

â ëàòåðàëüíî�âåíòðàëüíîé ÷àñòè ýìáðèîíà (�èñ. 5F1,N1).

Ýêñïðåññèÿ ó ãåòåðîçèãîò: äèíàìè÷åñêàÿ òðàíñ�îðìàöèÿ �îðìû

ïàòòåðíîâ îò ìóòàíòíîé ê äèêîìó òèïó. Ýìáðèîíû, ãåòåðîçèãîòíûå

ïî ãåíàì ñåãìåíòàöèè, ÿâëÿþòñÿ âàæíûì ìàòåðèàëîì äëÿ èçó÷åíèÿ âàðèà-

áåëüíîñòè è êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ. Óìåíüøåíèå äîçû ãåíà â äâà ðàçà ïðè-

âîäèò ïî÷òè ê òàêîìó æå ñíèæåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà (�èñ. 16A). Îä-

íàêî ýòîò èçìåíåííûé ìîëåêóëÿðíûé �åíîòèï, êàê ïðàâèëî, íå ïðèâîäèò

ê èçìåíåíèþ â êóòèêóëÿðíîì �åíîòèïå ëè÷èíîê. �åí Kr ïðåäñòàâëÿåò îñî-

áûé èíòåðåñ, ò.ê. êàíàëèçàöèÿ ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr íåïîëíàÿ, ò.ê. ó ëè÷èíîê

Kr+/Kr� íàáëþäàþòñÿ íåçíà÷èòåëüíûå, íî ëåãêî îáíàðóæèâàåìûå êóòèêó-

ëÿðíûå äå�åêòû (Wieshaus et al., 1984). Ïî ýòèì ïðè÷èíàì áûë ïðîèçâåäåí

àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ãåòåðîçèãîò Kr+/Kr� è kni+/kni�.

Íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî â öåëîì �îðìà è ðàçìåð ðàííåãî ïàòòåðíà eve

ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr ñõîäíû ñ òàêîâûìè ó íóëü-ìóòàíòîâ, òîãäà êàê ïîçä-

íèå ïàòòåðíû eve áîëåå ñõîäíû ñ ïàòòåðíàìè äèêîãî òèïà. Êàê è â ñëó÷àå

ãîìîçèãîòíûõ ìóòàíòîâ ïî Kr, ó Kr+/Kr� ãåòåðîçèãîò, ïðèíàäëåæàùèõ ê
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âðåìåííîìó êëàññó 3, îáëàñòü ñëèòûõ ïîëîñ 4�6 è ïîëîñà 7 èìåþò çàíè-

æåííóþ ýêñïðåññèþ è ñäâèíóòû ê ïåðåäíåìó êîíöó ýìáðèîíà (�èñ. 16B).

Îäíàêî â ñåðåäèíå öèêëà 14À âñå ñåìü ïîëîñ îòäåëÿþòñÿ äðóã îò äðóãà,

õîòÿ ïîëîñû 3�5 âñå åùå áîëåå íèçêèå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Ê êîí-

öó öèêëà 14À ýêñïðåññèÿ âî âñåõ ïîëîñàõ äîñòèãàåò âûñîêîãî óðîâíÿ, õîòÿ

ïîëîñû 3�5, ðàñïîëîæåííûå â çàíèæåííîé öåíòðàëüíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè

Kr, îñòàþòñÿ áîëåå óçêèìè (�èñ. 16C).

Ìû íå îáíàðóæèëè ðàñøèðåíèÿ ïîëîñû 2 eve, î êîòîðîì ñîîáùàëîñü â

áîëåå ðàííèõ ðàáîòàõ (Warrior and Levine 1990) (ñì. Îáçîð ëèòåðàòóðû). Íà

ðèñóíêå 16D ïîêàçàíî, ÷òî øèðèíà ýòîé ïîëîñû òàêàÿ æå, êàê ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà.

Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr �îðìèðîâàíèå ïîëîñ

eve ñîïðîâîæäàåòñÿ äèíàìè÷åñêèì ñæàòèåì ïàòòåðíà ýêñïðåññèè (�èñ. 16H).

Ó ãåòåðîçèãîò â ðàííåì öèêëå 14À ïàòòåðí eve ñæàò, êàê â ñëó÷àå íóëü-

ìóòàíòîâ, íî ê íà÷àëó ãàñòðóëÿöèè îí èìååò ïî÷òè òàêóþ æå øèðèíó, êàê

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà.

Ó ãåòåðîçèãîò ïî kni ïîëîñà 5 eve ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò äî âðåìåííîãî

êëàññà 5, íî íà÷èíàÿ ñ ýòîãî ìîìåíòà è äî ãàñòðóëÿöèè îíà ïðàêòè÷åñêè

äîñòèãàåò óðîâíÿ, íàáëþäàåìîãî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 17). Òåì íå

ìåíåå, ýòà ïîëîñà îñòàåòñÿ óæå ÷åì îñòàëüíûå ïîëîñû, àíàëîãè÷íî ïîëîñàì

3�5 ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr (�èñ. 16F,17D). Òàêèì îáðàçîì, ó ãåòåðîçèãîò ïî

kni äå�åêòû ïàòòåðíà eve áîëåå ëîêàëèçîâàíû, ÷åì ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr.

Ýòî â êàêîé-òî ìåðå ñõîäíî ñ âëèÿíèåì íóëü-ìóòàöèé â ãåíàõ Kr è kni íà

ýêñïðåññèþ eve.

3.4.2 fushi tarazu

Âïåðâûå ýêñïðåññèÿ ftz îáíàðóæèâàåòñÿ â öèêëå 13. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî

ïðèñóòñòâóåò ñóùåñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü èíäèâèäóàëüíûõ ïàòòåðíîâ, â

ñðåäíåì, íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè îáíàðóæèâàåòñÿ â ïðåäåëàõ îáëàñòè,

ðàñïîëîæåííîé ïðèìåðíî îò 32 äî 78% ÄÝ. Íåñòàáèëüíûé õàðàêòåð ýêñ-
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�èñ. 16: Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ó ãåòåðîçèãîò Kr+/Kr� (�het�). (A) Èíòåãðèðîâàííûé ïàò-

òåðí ýêñïðåññèè Kr ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (wild type) è ãåòåðîçèãîò èç âðåìåííîãî

êëàññà 6. (B�D) Ñðàâíåíèå ýêñïðåññèè eve ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, Kr+/Kr� è Kr�. (E)

Äèíàìèêà ýêñïðåññèè eve ó ãåòåðîçèãîò. (F,G) Òèïè÷íûå êîí�îêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ

ýêñïðåññèè eve ó èíäèâèäóàëüíûõ ãåòåðîçèãîòíûõ ýìáðèîíîâ è ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

(H) Äèíàìè÷åñêèå èçìåíåíèÿ øèðèíû ïàòòåðíà eve ó ýìáðèîíîâ Kr+/Kr� è Kr� â öèêëå

14À. Øèðèíà ïàòòåðíà ðàññ÷èòûâàëàñü êàê ðàçíîñòü ìåæäó ñðåäíèìè À�Ï ïîçèöèÿìè

ìàêñèìóìîâ ïîëîñ 7 è 1 (% ÄÝ).

ïðåññèè ñîõðàíÿåòñÿ äî âðåìåííîãî êëàññà 1. Ó íåêîòîðûõ ýìáðèîíîâ îáíà-

ðóæèâàþòñÿ äâå îáëàñòè ýêñïðåññèè, îäíà â ðàéîíå îò 43 äî 52% ÄÝ, äðóãàÿ

� îò 64 äî 77% ÄÝ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ftz â ýòî âðåìÿ ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî

ïÿòóþ ÷àñòü òîãî, êîòîðûé íàáëþäàåòñÿ â êîíöå öèêëà 14À ïåðåä íà÷àëîì

ãàñòðóëÿöèè (�èñ. 15D,F).

Â õîäå âðåìåííîãî êëàññà 2 îáíàðóæèâàþòñÿ òðè áîëüøèå îáëàñòè ýêñ-

ïðåññèè, ýòî íàèáîëåå äèíàìè÷íûé ïåðèîä ýêñïðåññèè ftz. Èç ïåðâîé îáëàñòè
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�èñ. 17: Ýêñïðåññèÿ eve ó ýìáðèîíîâ, ãåòåðîçèãîòíûõ ïî kni (�het�). Îäíîìåðíûå êàðòè-

íû ýêñïðåññèè ó äâóõ èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê âðåìåííûì êëàññàì

5 è 7 ïîêàçûâàþò ïîçäíåå ïîÿâëåíèå (À), íî áûñòðûé ðîñò (B) ïîëîñû 5. (C,D) Êîí�î-

êàëüíûå èçîáðàæåíèÿ ýêñïðåññèè eve ó ýìáðèîíà äèêîãî òèïà (wt) èç âðåìåííîãî êëàññà

7 è ýìáðèîíà, ãåòåðîçèãîòíîãî ïî kni, ïîêàçàííîãî íà ðèñóíêå (B).

�îðìèðóþòñÿ ïîëîñû 1,2 è 3, èç îáëàñòè 2 � ïîëîñà 5, à èç îáëàñòè ñ î÷åíü

íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè â çàäíåé ÷àñòè ýìáðèîíà (îáëàñòè 3) â äàëüíåé-

øåì îáðàçóþòñÿ ïîëîñû 6 è 7 (�èñ. 15D). Âî âðåìåííîì êëàññå 2 îáëàñòü 2

ñ�îðìèðîâàíà ó âñåõ ýìáðèîíîâ, ó 88% ýìáðèîíîâ åñòü ïîëîñà 1, à ïîëîñû

2 è 3 (â îáëàñòè 1) ðàçäåëèëèñü ó 62% âñåõ ýìáðèîíîâ. Íàáëþäàåòñÿ ñèëü-

íàÿ âàðèàáåëüíîñòü ïàòòåðíîâ ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ - ó íåêîòîðûõ

ñ�îðìèðîâàíû òîëüêî ïîëîñû 1 è 5, íî åñòü è ýìáðèîíû, ó êîòîðûõ óæå

ðàçëè÷èìû âñå ïîëîñû, çà èñêëþ÷åíèåì 6 è 7 (�èñ. 18).

Âî âðåìåííîì êëàññå 3 ïîëîñû ftz ïðèîáðåòàþò áîëåå ÷åòêóþ �îðìó è

âàðèàáåëüíîñòü ìåæäó èíäèâèäóàëüíûìè ïàòòåðíàìè óìåíüøàåòñÿ (�èñ.

15D). Ó âñåõ ýìáðèîíîâ ýòîãî âðåìåííîãî êëàññà åñòü ïîëîñû 1, 2, 3 è 5,

íî â îñòàëüíûõ îáëàñòÿõ ýêñïðåññèÿ äîñòàòî÷íî ñëàáàÿ. Ïîëîñà 4 îáíàðó-

æåíà ó 19% ýìáðèîíîâ, â òî âðåìÿ êàê ïîëîñû 6 è 7 ðàçäåëÿþòñÿ òîëüêî â

4.8% ñëó÷àåâ. Îäíàêî óæå âî âðåìåííîì êëàññå 4 ïîëîñà 4 ñ�îðìèðîâàíà ó

80% âñåõ ýìáðèîíîâ, à ðàçäåëåíèå ïîëîñ 6 è 7 ïðîèñõîäèò ïðèìåðíî ó 50%

âñåõ ïàòòåðíîâ (�èñ. 18).

Âî âðåìåííîì êëàññå 5 óæå ÷åòêî ðàçëè÷èìû 7 ïîëîñ ftz (�èñ. 15E). Â

ýòîò ïåðèîä óðîâåíü ýêñïðåññèè ftz â îáëàñòè ïîëîñ 6 è 7 íàìíîãî âûøå, ÷åì
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ó ïîëîñû 4. Ïîëîñà 4 îñòàåòñÿ ñàìîé íèçêîé âïëîòü äî âðåìåííîãî êëàññà 7.

Âî âðåìåííîì êëàññå 7 âñå ïîëîñû ýêñïðåññèè ftz ïîëíîñòüþ �îðìèðóþòñÿ è

èìåþò ïðèìåðíî îäèíàêîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè (�èñ. 15F, 19C), (Surkova

et al., 2008a).

Â çàêëþ÷åíèå õî÷åòñÿ îòìåòèòü ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â �îðìèðîâà-

íèè ïàòòåðíîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ eve è ftz, êîòîðûå âûðàæàþòñÿ â ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòè è âðåìåíè �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ, à òàêæå õàðàêòåðå èõ ðîñòà. Ýòî

íàáëþäåíèå èìååò âàæíîå çíà÷åíèå, òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî èìåííî óðîâíè

îòíîñèòåëüíûõ êîíöåíòðàöèé ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè eve è ftz â öèêëå 14À

îïðåäåëÿþò ïîçèöèè ãðàíèö áóäóùèõ ïàðàñåãìåíòîâ (Fujioka et al., 1995,

Hughes and Krause, 2001, Fujioka et al., 2002).

3.4.3 hairy

Áåëîê H íå îáíàðóæèâàåòñÿ äî íà÷àëà öèêëà 14À, íî äàæå âî âðåìåííîì

êëàññå 1 ýòîãî öèêëà ýêñïðåññèÿ h î÷åíü íèçêàÿ è íå íàìíîãî ïðåâûøàåò

�îí (�èñ. 15G). Ïîñëå âðåìåííîãî êëàññà 1 ýêñïðåññèÿ ðåçêî âîçðàñòàåò è âî

âðåìåííîì êëàññå 2 ïîëîñû 1 è 2, à òàêæå îáëàñòü, èç êîòîðîé â äàëüíåéøåì

�îðìèðóåòñÿ ïîëîñà 3, ïîÿâëÿþòñÿ ó áîëüøèíñòâà ýìáðèîíîâ (�èñ. 18).

Óðîâåíü ýêñïðåññèè ïåðâûõ òðåõ ïîëîñ îñòàåòñÿ íàìíîãî âûøå, ÷åì ó

äðóãèõ ïîëîñ h âïëîòü äî âðåìåííîãî êëàññà 7 (�èñ. 19B). Àíòåðîäîðñàëü-

íûé äîìåí h, íàçûâàåìûé òàêæå �íóëåâîé ïîëîñîé�, òàêæå îáðàçóåòñÿ âî

âðåìåííîì êëàññå 2 (Lardelli and Ish-Horowiz, 1993). Ýòà îáëàñòü ýêñïðåñ-

ñèè èìååò çàâèñèìîñòü îò Ä�Â ñèñòåìû è íà îäíîìåðíîì èíòåãðèðîâàííîì

ïàòòåðíå ðàñïîëîæåíà â ðàéîíå îò 0 äî 10% ÄÝ (�èñ. 15G-I).

Âî âðåìåííîì êëàññå 3 íà÷èíàåòñÿ �îðìèðîâàíèå ïîëîñû 4 íà ãðàíèöå

áóäóùåé ïîëîñû 3. Â ýòîò âðåìåííîé ïåðèîä äåëåíèå ýòèõ ïîëîñ î÷åâèäíî ó

16% âñåõ ýìáðèîíîâ. Ïîìèìî ýòîãî, ó áîëüøèíñòâà ýìáðèîíîâ â ýòî âðåìÿ

åñòü ïîëîñû 5, 6 è 7 (�èñ. 18).

Âî âðåìåííîì êëàññå 4 âñå ïîëîñû ýêñïðåññèè h óæå ïîÿâèëèñü, îäíàêî

ïîëîñà 4 åùå î÷åíü íèçêàÿ (�èñ. 15H). Àíàëèç èíäèâèäóàëüíûõ ïàòòåðíîâ
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�èñ. 18: Ñêîðîñòü �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule âî âðå-

ìåííûõ êëàññàõ (time lass) 2, 3 è 4. Äëÿ êàæäîãî ãåíà è âðåìåííîãî êëàññà

ïîêàçàíà ãèñòîãðàììà, äåìîíñòðèðóþùàÿ ïðîöåíò ýìáðèîíîâ, ó êîòîðûõ ýòà

ïîëîñà ñ�îðìèðîâàëàñü. Êàæäûé ñòîëáåö ãèñòîãðàììû îáîçíà÷àåò îïðåäå-

ëåííóþ ïîëîñó ýêñïðåññèè.

ïîêàçûâàåò, ÷òî è ïîëîñà 4, è ïîëîñà 3, èç êîòîðîé îíà ñ�îðìèðîâàëàñü,

êðàéíå âàðèàáåëüíû ïî �îðìå. Êðîìå òîãî, óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîëîñ 5, 6

è 7 òîæå êðàéíå âàðèàáåëåí (�èñ. 9F), (Surkova et al., 2008a).

Âî âðåìåííîì êëàññå 7 ïàòòåðí h ïîëíîñòüþ �îðìèðóåòñÿ, è ê ýòîìó

ïåðèîäó âàðèàáåëüíîñòü óðîâíÿ ýêñïðåññèè âíóòðè ïîëîñ ðåçêî ñíèæàåòñÿ

(�èñ. 15I, 9G). Âî âðåìåííîì êëàññå 8 óðîâåíü ýêñïðåññèè h âî âñåõ ïîëîñàõ

íà÷èíàåò ñíèæàòüñÿ. Ó ïîëîñû 2 ýòî ñíèæåíèå îñîáåííî ñóùåñòâåííî, è ó

íåêîòîðûõ ýìáðèîíîâ â êîíöå öèêëà 14À ýòà ïîëîñà ñòàíîâèòñÿ íàìíîãî
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íèæå ïîëîñ 1 è 3 (�èñ. 19B).

B CA

И
Ф

Временной класс

полоса 1
полоса 2
полоса 3
полоса 4
полоса 5
полоса 6
полоса 7

полоса 1
полоса 2
полоса 3
полоса 4
полоса 5
полоса 6
полоса 7

полоса 1
полоса 2
полоса 3
полоса 4
полоса 5
полоса 6
полоса 7

240

4 5 7 8 3 4 5 6 7 8 3 4 6 7 83

220

200
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80

60
6 5

�èñ. 19: Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ïîëîñ ãåíîâ pair-rule âî

âðåìåíè. (A) eve, (B) h, (C) ftz; êàæäàÿ êðèâàÿ ñîîòâåòñòâóåò èíäèâèäóàëü-

íîé ïîëîñå ýêñïðåññèè, îáîçíà÷åííîé íà ðèñóíêå.

3.4.4 runt

Âî âðåìåííîì êëàññå 1 öèêëà 14À run ýêñïðåññèðóåòñÿ â âèäå îäíîé øè-

ðîêîé ñèììåòðè÷íîé îáëàñòè ñ ìàêñèìóìîì, ðàñïîëîæåííûì â 50-60% ÄÝ

(�èñ. 15J). Âî âðåìåííîì êëàññå 2 �îðìèðóåòñÿ ïîëîñà 1 â ðàéîíå 30-37%

ÄÝ.

Âðåìåííîé êëàññ 3 õàðàêòåðèçóåòñÿ î÷åíü áûñòðûì ïåðåõîäîì îò ýêñ-

ïðåññèè run â âèäå øèðîêîé îáëàñòè ê �îðìèðîâàíèþ ïîëîñ ýêñïðåññèè.

Øèðîêàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè ðàçäåëÿåòñÿ íà ÷åòûðå ÷àñòè, à èìåííî, ïî-

ëîñû 2, 3, 4+5 è 6. Ó 11% âñåõ ýìáðèîíîâ ïîëîñû 4 è 5 â ýòîò ïåðèîä óæå

ðàçäåëåíû (�èñ. 18). Óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîëîñ 1, 3 è 6 âûøå, ÷åì ó äðóãèõ

ïîëîñ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé ÷åðòîé ïàòòåðíà run âïëîòü äî âðåìåííîãî

êëàññà 6 (�èñ. 15J,K), (Surkova et al., 2008a).

Âî âðåìåííîì êëàññå 4 ïîëîñà 7 �îðìèðóåòñÿ de novo ïðèìåðíî ó 36%

ïàòòåðíîâ, à ðàçäåëåíèå ïîëîñ 4 è 5 î÷åâèäíî ó 50% èíäèâèäóàëüíûõ ýì-

áðèîíîâ (�èñ. 18). Âî âðåìåííîì êëàññå 6 óðîâåíü ýêñïðåññèè run â ðàçíûõ

ïîëîñàõ íà÷èíàåò âûðàâíèâàòüñÿ (�èñ. 15L), íî ñîõðàíÿåòñÿ ñóùåñòâåííàÿ

âàðèàáåëüíîñòü óðîâíÿ ýêñïðåññèè â îáëàñòè ïîëîñû 7. Â êîíöå öèêëà 14À

çàìåòíî, ÷òî ýòà ïîëîñà ñòàíîâèòñÿ øèðå îñòàëüíûõ ïîëîñ è ïðèîáðåòàåò

àñèììåòðè÷íîñòü (�èñ. 15L).

Ïîÿâëåíèå âòîðè÷íûõ ïîëîñ ýêñïðåññèè run ïåðåä ãàñòðóëÿöèåé (â ïðî-

ìåæóòêàõ ìåæäó ïåðâè÷íûìè ïîëîñàìè pair-rule) îïèñàíî íà óðîâíå ì�ÍÊ
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(Gergen and Butler, 1988), îäíàêî ìû íå îáíàðóæèëè èõ íà óðîâíå áåëêà â

ýòîò ïåðèîä âðåìåíè (�èñ. 15L).

3.4.5 odd skipped

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ðàíåå ñîîáùàëîñü, ÷òî ì�ÍÊ odd íå ïîÿâëÿþòñÿ äî

îêîí÷àíèÿ öèêëà 13, ìû îáíàðóæèëè áåëîê Odd ó íåñêîëüêèõ ýìáðèîíîâ

öèêëà 12 è ó âñåõ ýìáðèîíîâ öèêëà 13. Â ýòè ïåðèîäû odd ýêñïðåññèðóåòñÿ

â âèäå øèðîêîé îáëàñòè, ðàñïîëîæåííîé â ðàéîíå ïðèìåðíî îò 35 äî 78%

ÄÝ. Âî âðåìåííîì êëàññå 1 ýêñïðåññèÿ odd ëîêàëèçîâàíà â äâóõ îáëàñòÿõ �

â ðàéîíå 34�47% ÄÝ è 58�74% ÄÝ, èç êîòîðûõ â äàëüíåéøåì îáðàçóþòñÿ,

ñîîòâåòñòâåííî, ïîëîñû 1+3 è 5+6 (�èñ. 15M).

Âî âðåìåííîì êëàññå 2 ïîëîñà 1 ñ�îðìèðîâàíà ó âñåõ ýìáðèîíîâ, à ïîëî-

ñà 3 îáíàðóæèâàåòñÿ ó ïðèìåðíî 67% âñåõ ïàòòåðíîâ (�èñ. 18). Âî âðåìåí-

íîì êëàññå 3 íà÷èíàåòñÿ �îðìèðîâàíèå ïîëîñû 2 íà çàäíåé ãðàíèöå ïîëîñû

1. Âî âðåìåííîì êëàññå 4 ïîëîñà 4 íà÷èíàåò �îðìèðîâàòüñÿ òåì æå ñïîñî-

áîì ïðèìåðíî ó 33% èíäèâèäóàëüíûõ ïàòòåðíîâ. Ïîëîñà 2 ïðèñóòñòâóåò ó

âñåõ ýìáðèîíîâ, íî èìååò íèçêóþ èíòåíñèâíîñòü (�èñ. 15M, 18), (Surkova et

al., 2008a).

Âî âðåìåííîì êëàññå 5 ïðèìåðíî ó 11% èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ âñå

åùå íåò ïîëîñû 4. Â ýòîò ïåðèîä íà÷èíàåò �îðìèðîâàòüñÿ ïîëîñà 7, ýêñ-

ïðåññèÿ â îáëàñòè ýòîé ïîëîñû î÷åíü íèçêàÿ è îíà íàáëþäàåòñÿ ïðèìåðíî â

6% èíäèâèäóàëüíûõ ïàòòåðíîâ (�èñ. 15N).

Âî âðåìåííîì êëàññå 7 ýêñïðåññèÿ â ðàéîíå ïîëîñû 7 âîçðàñòàåò â íåñêîëü-

êî ðàç, îäíàêî âñå ðàâíî îñòàåòñÿ íèæå, ÷åì ó äðóãèõ ïîëîñ (�èñ. 15O).

Ê òîìó æå, âî âðåìåííîì êëàññå 7 ïîëîñû odd ñèëüíî ñóæàþòñÿ è ìåæ-

äó ïîëîñàìè îáíàðóæèâàåòñÿ î÷åíü íèçêàÿ è âàðèàáåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ. Ýòî

ïåðâûé ïðèçíàê ïîÿâëåíèÿ âîñüìè âòîðè÷íûõ ïîëîñ odd. Â òå÷åíèå âðåìåí-

íîãî êëàññà 8 ýòè âòîðè÷íûå ïîëîñû �îðìèðóþòñÿ ìåæäó ïåðâè÷íûìè â

ïåðåäíå�çàäíåì íàïðàâëåíèè (�èñ. 15O,Y).

Íà÷èíàÿ ñ âðåìåííîãî êëàññà 6 îáíàðóæèâàåòñÿ ïåðåäíÿÿ îáëàñòü ýêñ-
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ïðåññèè odd, êîòîðûé �îðìèðóåò óçêóþ ïîëîñó, îïîÿñûâàþùóþ ïåðåäíèå

20% âåíòðàëüíîé ÷àñòè ýìáðèîíà (�èñ. 15O,Y). Âî âðåìåííîì êëàññå 8 íà

çàäíåé ãðàíèöå ïåðåäíåãî äîìåíà îáðàçóåòñÿ óçêàÿ ïîëîñà, íàõîäÿùàÿñÿ ïîä

êîíòðîëåì À�Ï ñèñòåìû è îïîÿñûâàþùàÿ ýìáðèîí â ðàéîíå �îðìèðîâàíèÿ

áóäóùåé ãîëîâíîé áîðîçäû (�èñ. 15Y). Õàðàêòåð ýêñïðåññèè odd â ïåðåä-

íåé ÷àñòè ýìáðèîíà íåêîòîðûì îáðàçîì ñõîæ ñ ýêñïðåññèåé kni â ýòîé æå

îáëàñòè (�èñ. 8P).

3.4.6 paired

Âïåðâûå íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè prd îáíàðóæåí íàìè ó íåñêîëüêèõ

ýìáðèîíîâ öèêëà äåëåíèÿ 13, ýòî ñîîòâåòñòâóåò ðàíåå îïóáëèêîâàííûì äàí-

íûì (Gutjahr et al., 1993). Âî âðåìåííîì êëàññå 1 øèðîêàÿ àíòåðèîðíàÿ îá-

ëàñòü ýêñïðåññèè îáíàðóæèâàåòñÿ â ðàéîíå 20-35% ÄÝ. Èíòåíñèâíîñòü ýêñ-

ïðåññèè â ýòîé îáëàñòè óâåëè÷èâàåòñÿ è îíà ñóæàåòñÿ äî âðåìåííîãî êëàññà

4, êîãäà íà åå çàäíåé ãðàíèöå íà÷èíàåòñÿ �îðìèðîâàíèå íîâîé ïîëîñû (�èñ.

15P).

Âî âðåìåííîì êëàññå 5 êàðòèíà ýêñïðåññèè prd ïðåòåðïåâàåò ñóùåñòâåí-

íûå èçìåíåíèÿ. Ó áîëüøèíñòâà ýìáðèîíîâ íà çàäíåé ãðàíèöå ïîëîñû 1 �îð-

ìèðóåòñÿ ïîëîñà 2 è ïîëîñû 3�7 íà÷èíàþò ïðàêòè÷åñêè îäíîâðåìåííî �îð-

ìèðîâàòüñÿ de novo.

Âî âðåìåííîì êëàññå 6 ó 2-õ èç 11-òè èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ ìû

îáíàðóæèëè �îðìèðîâàíèå íîâîé ïîëîñû (1.1) íà ïåðåäíåé ãðàíèöå ïîëîñû

2, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ óæå âòîðè÷íîé ïîëîñîé, îáðàçóþùåéñÿ ìåæäó ïåðâè÷-

íûìè ïîëîñàìè pair-rule (�èñ. 15Q). Â ýòîò ïåðèîä îñòàëüíûå âòîðè÷íûå

ïîëîñû òàêæå íà÷èíàþò îáðàçîâûâàòüñÿ íà ïåðåäíèõ ãðàíèöàõ âñåõ ïåð-

âè÷íûõ ïîëîñ, çà èñêëþ÷åíèåì ïîëîñû 1. Âî âðåìåííîì êëàññå 8 óðîâåíü

ýêñïðåññèè ó ïåðâè÷íûõ ïîëîñ âûðàâíèâàåòñÿ, à èíòåíñèâíîñòü âòîðè÷íûõ

ïîëîñ è ïîëîñû 8 óâåëè÷èâàåòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïàòòåðí ýêñïðåññèè prd óíèêàëåí ñðåäè âñåõ îñòàëüíûõ

ãåíîâ pair-rule â òîì ïëàíå, ÷òî øåñòü âòîðè÷íûõ ïîëîñ îáðàçóþòñÿ íà ïå-
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ðåäíèõ ãðàíèöàõ ïåðâè÷íûõ ïîëîñ (Surkova et al., 2008a).

3.4.7 sloppy-paired

Ýêñïðåññèÿ slp â ýìáðèîíàõ äèêîãî òèïà âïåðâûå îáíàðóæèâàåòñÿ â öèê-

ëå äåëåíèÿ 12, â ýòîò ïåðèîä íàìè çà�èêñèðîâàíà ýêñïðåññèÿ â àíòåðèîðíîé

îáëàñòè ( 20% ÄÝ) ó 3-õ èç 12-òè ýìáðèîíîâ. Â öèêëå 13 è âðåìåííûõ êëàññàõ

1 è 2 ýòà àíòåðèîðíàÿ îáëàñòü (0) îòäåëÿåòñÿ îò ïåðåäíåãî ïîëþñà ýìáðèîíà,

ñóæàåòñÿ è ðàñòåò (�èñ. 15R). Âî âðåìåííîì êëàññå 3 ó íåêîòîðûõ ýìáðèî-

íîâ îíà íà÷èíàåò äåëèòüñÿ, ýòî ïðîäîëæàåòñÿ âî âðåìåííûõ êëàññàõ 4 è 5,

è çàêàí÷èâàåòñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 6. Øèðèíà îòäåëèâøåéñÿ ïîëîñû (1)

ïðèìåðíî â äâà ðàçà ìåíüøå øèðèíû îáëàñòè 0 (�èñ. 15R,S).

Îñòàëüíûå ïîëîñû slp, ðàñïîëîæåííûå áîëåå ïîñòåðèîðíî ïî îòíîøåíèþ

ê ïîëîñå 1, íà÷èíàþò �îðìèðîâàòüñÿ de novo è òàêæå ÿâëÿþòñÿ óçêèìè.

Âî âðåìåííîì êëàññå 7 ó áîëüøèíñòâà ýìáðèîíîâ óæå ïðèñóòñòâóþò 6 ïî-

ëîñ pair-rule. Ïåðâûìè �îðìèðóþòñÿ áîëåå àíòåðèîðíûå ïîëîñû, à èìåííî,

1, 2, 3 (�èñ. 15S). Äîïîëíèòåëüíûå âòîðè÷íûå ïîëîñû íà÷èíàþò ïîÿâëÿòü-

ñÿ ìåæäó ïåðâè÷íûìè ïîëîñàìè pair-rule, è �îðìèðîâàíèå ýòèõ âòîðè÷íûõ

ïîëîñ ïðîèñõîäèò ïàðàëëåëüíî ñ �îðìèðîâàíèåì áîëåå ïîñòåðèîðíûõ ïî-

ëîñ pair-rule, êîòîðûå îáðàçóþòñÿ ïîçæå â ïîñòåðèîðíîì êîíöå ýìáðèîíà. Ê

ìîìåíòó íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè óðîâåíü ýêñïðåññèè â ïîëîñå 0 ñíèæàåòñÿ è ê

âðåìåííîìó êëàññó 8 îíà ñòàíîâèòñÿ íèæå âñåõ îñòàëüíûõ ïîëîñ. Âçàèìíîå

ðàñïîëîæåíèå ïîëîñ 0 è 1 slp ñ àíòåðèîðíûìè îáëàñòÿìè ýêñïðåññèè äðóãèõ

ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ïîêàçàíî íà �èñ. 10.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî slp èìååò ýêñïðåññèþ, ñõîäíóþ ñ

ãåíàìè gap, â öèêëå 12�âðåìåííîì êëàññå 4 öèêëà 14À, ýêñïðåññèþ pair-rule

âî âðåìåííûõ êëàññàõ 4�7, à ýêñïðåññèþ, ñõîäíóþ ñ ãåíàìè segment-polarity,

� âî âðåìåííîì êëàññå 8. Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà ïðèíàäëåæíîñòü slp

ê ãåíàì pair-rule, ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà íè â îäèí èç ïåðèîäîâ âðåìåíè íå

ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêîé ýêïðåññèåé pair-rule. Ïîëîñû pair-rule �îðìèðóþòñÿ

íà÷èíàÿ ñ àíòåðèîðíîãî êîíöà ýìáðèîíà è èõ óðîâåíü íå âûðàâíèâàåòñÿ ñ
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ïîëîñàìè, �îðìèðóþùèìèñÿ íà ïîñòåðèîðíîì êîíöå. Áîëåå òîãî, âòîðè÷íûå

ïîëîñû (segment-polarity) íà÷èíàþò îáðàçîâûâàòüñÿ ðàíüøå, ÷åì çàêàí÷è-

âàåòñÿ �îðìèðîâàíèå ïåðâè÷íûõ ïîëîñ (pair-rule) (Surkova et al., 2008a).

3.5 Çàêëþ÷åíèå ïî ãëàâå 3

3.5.1 Êîëè÷åñòâåííàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè

Â äàííîé ãëàâå ïðåäñòàâëåíà âïåðâûå ïðîèçâåäåííàÿ äåòàëüíàÿ õàðàêòå-

ðèñòèêà ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòîâ

ïî ãåíàì gap. Â ðàíåå îïóáëèêîâàííûõ ðàáîòàõ ñîäåðæàëàñü ðàçðîçíåííàÿ

èí�îðìàöèÿ îá ýêñïðåññèè îòäåëüíûõ ãåíîâ, ïî áîëüøåé ÷àñòè îñíîâàííàÿ

íà âèçóàëüíîé îöåíêå èçîáðàæåíèé íà îïðåäåëåííîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ.

Â ýòîé ðàáîòå ïðîäåëàí êîìïëåêñíûé àíàëèç êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ

ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ, èçâëå÷åííûõ èç èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ

êîí�îêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Äàííûå èìåþò âðåìåííîé ðàçðåøåíèå îò 6.5 äî

13 ìèíóò ðàçâèòèÿ è ïîëó÷åíû äëÿ êàæäîãî ÿäðà ýìáðèîíà (ñì. ãëàâó 2),

ò.å. èìåþò ïðîñòðàíñòâåííîå ðàçðåøåíèå â îäíî ÿäðî. Ñïåöèàëüíûé ñïîñîá

íàñòðîéêè ìèêðîñêîïà íà ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè êàæäîãî ãåíà

ïîçâîëèë âïåðâûå îöåíèòü äèíàìèêó óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèî-

íîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ. Ïîìèìî ýòîãî, â êàðòèíàõ ýêñïðåññèè îöå-

íèâàëèñü òèï, âðåìÿ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü �îðìèðîâàíèÿ íîâûõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè, à òàêæå À�Ï ïîçèöèè îáëàñòåé ýêñïðåññèè.

Äèíàìèêà ýêñïðåññèè ðàññìàòðèâàëàñü íà îñíîâå óñðåäíåííûõ, èëè èí-

òåãðèðîâàííûõ, êàðòèí ýêñïðåññèè, è ïàðàëëåëüíî ñ ýòèì äëÿ êàæäîãî âðå-

ìåííîãî êëàññà àíàëèçèðîâàëàñü ýêñïðåññèÿ ó âñåõ èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðè-

îíîâ. Îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî ñâîéñòâàì êàðòèí ýêñïðåññèè, ðàíåå íå îïè-

ñàííûì â ëèòåðàòóðå, è ïîçâîëÿþùèì ñäåëàòü íîâûå âûâîäû î âîçìîæíûõ

ðåãóëÿòîðíûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ â ðàññìàòðèâàåìîé ñèñòåìå ãåíîâ.

Ê ïðèìåðó, äî íåäàâíåãî âðåìåíè ñ÷èòàëîñü, ÷òî ìóòàöèÿ â ãåíå Kr ïðè-

âîäèò ê ñìåùåíèþ ïîñòåðèîðíûõ ãðàíèö àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè

hb è gt â íàïðàâëåíèè çàäíåãî êîíöà ýìáðèîíà, ò.å. ê òåððèòîðèè îòñóòñòâó-
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þùåãî Kr. Àíàëîãè÷íî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáëàñòü ýêñïðåññèè Kr ñìåùàåòñÿ

ïîñòåðèîðíî ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni (Jakle et al., 1986, Warrior and Levine

1990, Hulskamp et al., 1994, Kraut and Levine, 1991a,b, Gaul and Jakle, 1987).

Îäíàêî ïåðâûå æå ïîëó÷åííûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ìóòà-

öèÿ â ãåíå Kr íå ìåíÿåò ïîçèöèè àíòåðèîðíîé îáëàñòè hb (Houhmandzadeh

et al., 2002. Â íàøåé ðàáîòå ýòîò ðåçóëüòàò ïîäòâåðäèëñÿ, è ïîìèìî ýòîãî

áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíòåðèîðíûé gt è Kr òàêæå íå ìåíÿþò ñâîèõ ïîçèöèé

ó ìóòàíòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà. Ýòî äåìîíñòðèðóåò,

÷òî ïðîñòðàíñòâåííîå ïîëîæåíèå îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó àíòåðèîðíîé ÷àñòè

ýìáðèîíà áîëåå óñòîé÷èâî ê äåéñòâèþ ìóòàöèé, ÷åì ñ÷èòàëîñü ðàíåå. Òà-

êèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ìîæåò ñíÿòü ìíîãèå

èçâåñòíûå ïðîòèâîðå÷èÿ, âîçíèêàþùèå ïðè èíòåðïðåòàöèè äàííûõ ïî ìó-

òàíòàì â ãåíàõ ñåãìåíòàöèè (ñì. ãëàâó 1).

Â äàííîé ðàáîòå âïåðâûå äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàíà ýêñïðåññèÿ íà óðîâíå

áåëêà òàêèõ ãåíîâ pair-rule, êàê odd, run è slp äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà.

Ýòî ïîçâîëèëî ñðàâíèòü âðåìåííóþ äèíàìèêó �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ ó ýòèõ

ãåíîâ ñ äðóãèìè ãåíàìè pair-rule, à òàêæå ïðîâåñòè äåòàëüíûé àíàëèç ïîçè-

öèîííûõ ñäâèãîâ è ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè îáëàñòåé ýêñïðåññèè,

ïðåäñòàâëåííûé â ãëàâàõ 4 è 5.

Äåòàëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule prd è slp ïîêàçàë, ÷òî õà-

ðàêòåð èõ ýêñïðåññèè èìååò ïðèíöèïèàëüíîå îòëè÷èå îò îñòàëüíûõ ãåíîâ

pair-rule è çàêëþ÷àåòñÿ â �îðìèðîâàíèè �âòîðè÷íûõ� ïîëîñ ìåæäó �ïåð-

âè÷íûìè� ïîëîñàìè pair-rule â õîäå öèêëå 14À. Ïîäîáíîå ÿâëåíèå òàêæå

íàáëþäàåòñÿ ó ïàòòåðíà ãåíà odd âî âòîðîé ïîëîâèíå öèêëà 14À. Ýòî îò-

ðàæàåò ðîëü ýòèõ ãåíîâ â ðåãóëÿòîðíîì êàñêàäå, îïðåäåëÿþùåì ïîçèöèè

ïîëîñ segment-polarity � îíè ðåãóëèðóþòñÿ äðóãèìè ãåíàìè pair-rule è ïðè

ýòîì íàïðÿìóþ âëèÿþò íà ýêñïðåññèþ ãåíà en (Jaynes and Fujioka, 2004).

Ïîìèìî ýòîãî �îðìèðîâàíèå ïîëîñ prd è slp, à òàêæå âòîðè÷íûõ ïîëîñ odd,

ïðîèñõîäèò â ïðåäíå � çàäíåì íàïðàâëåíèè, ò.å. áîëåå àíòåðèîðíûå ïîëî-

ñû �îðìèðóþòñÿ ðàíüøå. Àíàëîãè÷íûé �âðåìåííîé ãðàäèåíò� õàðàêòåðåí è

äëÿ �îðìèðîâàíèÿ ðàííèõ ïîëîñ en, ðåãóëèðóåìîãî ýòèìè ãåíàìè (Karr et
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al., 1989).

3.5.2 Îñîáåííîñòè ýêñïðåññèè eve ó íóëü-ìóòàíòîâ è ãåòåðîçèãîò

â ñðàâíåíèè ñ òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíó kni íàèáîëåå ñóùå-

ñòâåííûå äèíàìè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïàòòåðíà ýêñïðåññèè eve ïðîèñõîäÿò âî

âðåìÿ �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ.

Íàïðîòèâ, ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr, ýêñïðåññèÿ eve äèíàìè÷å-

ñêè ìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À. Áîëåå òîãî, ó ýòèõ ìóòàíòîâ ñóùå-

ñòâåííûå èçìåíåíèÿ çàòðàãèâàþò ïðàêòè÷åñêè âåñü ïàòòåðí eve, à èìåííî,

ïîëîñû ñî 2 ïî 6. Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà Kr óñòàíàâëèâàåò çàäíþþ ãðà-

íèöó ïîëîñû 2 è ïåðåäíþþ ãðàíèöó ïîëîñû 5 (Small at al., 1991, Stanojevi

et al., 1991, Fujioka et al., 1999). Ïîýòîìó î÷åâèäíî, ÷òî íàðóøåíèå �îð-

ìèðîâàíèÿ ïîëîñû 6 îïðåäåëÿåòñÿ èçìåíåííîé ýêñïðåññèåé äðóãèõ ãåíîâ ó

íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr, à èìåííî, gt è kni (�èñ. 11). Äåéñòâèòåëüíî, ñíèæåíèå

ýêñïðåññèè gt ïî÷òè â äâà ðàçà (�èñ. 12C) ìîæåò ïðèâîäèòü ê ñëèÿíèþ ïî-

ëîñ 5 è 6, êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ ó ãåòåðîçèãîò ïî gt (íå ïîêàçàíî). Ïîìèìî

ýòîãî, ñóùåñòâåííî çàíèæåííûé óðîâåíü kni äîëæåí äîïîëíèòåëüíî âëèÿòü

íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ïîëîñû 5, êàê ó ýìáðèîíîâ, ãåòåðîçèãîòíûõ ïî ýòî-

ìó ãåíó (�èñ. 17). Ýòè èçìåíåíèÿ, ñîâìåñòíî ñ âëèÿíèåì ìóòàöèè ïî Kr íà

àíòåðèîðíóþ ãðàíèöó ïîëîñû 5 (Fujioka et al., 1999) ìîãóò áûòü ïðè÷èíîé

íàáëþäàåìîãî �îðìèðîâàíèÿ ñëèòûõ ïîëîñ 4�6 (�èñ. 5K1-N1).

Èíòåðåñíûì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â êîíöå öèêëà 14À ïðîñòðàíñòâåííàÿ ïîçè-

öèÿ îáëàñòè ýêñïðåññèè 4�6 ñîâïàäàåò ñ ïîçèöèÿìè ñîâìåùåííûõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè gt è kni (�èñ. 20), ÷òî ïðåäïîëàãàåò ñõîäíûå ìåõàíèçìû óñòàíîâ-

ëåíèÿ ãðàíèö ýòèõ òðåõ îáëàñòåé. Â ñàìîì äåëå, ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

âíåøíèå ãðàíèöû îáëàñòåé 4 è 6, òàê æå, êàê è ãðàíèöû îáëàñòè ýêñïðåñ-

ñèè kni, óñòàíàâëèâàþòñÿ Hb (Clyde et al., 2003). Áîëåå òîãî, íåäàâíî áûëî

ïîêàçàíî, ÷òî Hb îòâå÷àåò çà ñäâèã ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt ê

ïîçèöèè kni ó ìóòàíòîâ ïî Kr (Kozlov et al., 2012).
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Ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni ïàòòåðí eve çàòðîíóò â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòå-

ïåíè è èçìåíåíèÿ âûðàæàþòñÿ òîëüêî â îòñóòñòâèè ïîëîñ 4�6. Â îòëè÷èè

îò ìóòàíòîâ ïî Kr, ýòà òåððèòîðèÿ êàê ðàç ìåíüøå òîé, êîòîðóþ äîëæíà

çàòðàãèâàòü ìóòàöèÿ ïî kni, òàê êàê ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà Kni óñòàíàâ-

ëèâàåò âíóòðåííèå ãðàíèöû ïîëîñ 3�7 ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè è ïîëîñ 4�6

ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (Clyde et al., 2003). Èíòåðåñíî, ÷òî ó ìóòàíòîâ

âíóòðåííèå ãðàíèöû ïîëîñ 3 è 7, òåì íå ìåíåå, �îðìèðóþòñÿ (�èñ. 5A2-D2),

(Small at al., 1996). Ýòî íå ìîæåò ïîëíîñòüþ îáúÿñíÿòüñÿ ðåïðåññèåé ñî ñòî-

ðîíû ãåíîâ pair-rule â êîíöå öèêëà 14À, ò.ê. ìû îáíàðóæèâàåì ïîëîñó 3 eve

â ðàííèõ âðåìåííûõ êëàññàõ 3 è 4 (�èñ. 5Y1,Z1).

Ïîñòåðèîðíàÿ ãðàíèöà ïîëîñû 3 óñòàíàâëèâàåòñÿ êðàéíå íèçêèìè êîí-

öåíòðàöèÿìè Kni è òðåáóåò âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýíõàíñåðà 3+7 ê ýòî-

ìó òðàíñêðèïöèîííîìó �àêòîðó. Äåéñòâèòåëüíî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îí ñî-

äåðæèò ìíîãî ñàéòîâ ïðèñîåäèíåíèÿ Kni (Stru� et al., 2011). Ìåõàíèçì ðå-

ïðåññèè áëèæíåãî äåéñòâèÿ, ïðîèñõîäÿùåé ïîä âëèÿíèåì Kni, â íàñòîÿùåå

âðåìÿ èíòåíñèâíî èçó÷àåòñÿ. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî Kni îñóùåñòâëÿåò

ëîêàëüíûå èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ïëîòíîñòè è àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ â ýíõàí-

ñåðàõ eve (Li and Arnosti, 2011). Ïàðàäîêñàëüíî, ÷òî ïðè ýòîì çàäåéñòâîâàí

êî�àêòîð Grouho, êîòîðûé îáû÷íî ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ìåõàíèçìà ðåïðåññèè

íå áëèæíåãî, à äàëüíåãî äåéñòâèÿ (Payankaulam and Arnosti, 2009, Martinez

and Arnosti, 2008). Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìà �îðìèðîâà-

íèÿ âíóòðåííèõ ãðàíèö ïîëîñ 3 è 7 ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni, íåîáõîäèìî

äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ðåïðåññèè áëèæíåãî äåéñòâèÿ, êîòîðàÿ

îïðåäåëÿåòñÿ äåéñòâèåì äðóãèõ ãåíîâ gap.

Ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr è kni ïàòòåðí eve èçìåíåí â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé

ñòåïåíè, ÷åì ó íóëü-ìóòàíòîâ, òåì íå ìåíåå, ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr èçìåíåí-

íàÿ òåððèòîðèÿ eve øèðå, ÷åì ó ãåòåðîçèãîò ïî kni (�èñ. 16 è 17). Áîëåå

òîãî, íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî â öåëîì �îðìà è ðàçìåð ðàííåãî ïàòòåðíà eve

ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr ñõîäíû ñ òàêîâûìè ó íóëü-ìóòàíòîâ, òîãäà êàê ïîçäíèå

ïàòòåðíû eve áîëåå ñõîäíû ñ ïàòòåðíàìè äèêîãî òèïà. Íà �óíêöèîíàëüíîì

óðîâíå ýòî ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü ñîáîé òèï êàíàëèçàöèè, ïðè êîòîðîì ïðî-
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�èñ. 20: Èíòåãðèðîâàííûå êàðòèíû ýêñïðåññèè eve â îáëàñòè ïîëîñ 4�6 (ñè-

íèé öâåò) è ïîñòåðèîðíûå îáëàñòè ýêñïðåññèè gt è kni (êðàñíûé è çåëåíûé

öâåò) ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr âî âðåìåííîì êëàññå 7. Â êîíöå öèêëà 14À

ïîçèöèè ýòèõ òðåõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ñîâïàäàþò.

èñõîäèò êîððåêöèÿ ìóòàíòíîãî �åíîòèïà. Ýòî ÿâëåíèå ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ

òåì, ÷òî êðàéíå íèçêèå êîíöåíòðàöèè Kr â ðàííèé ïåðèîä ðàçâèòèÿ ñïîñîá-

íû �îðìèðîâàòü òîëüêî ïàòòåðí eve, ñõîäíûé ñ ìóòàíòíûì. Îäíàêî ïîñëå-

äóþùåå ïîâûøåíèå óðîâíÿ Kr ïðèáëèçèòåëüíî äî ïîëîâèíû îò íàáëþäàå-

ìîãî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 16A), óæå îêàçûâàåòñÿ äîñòàòî÷íûì

äëÿ �îðìèðîâàíèÿ ïàòòåðíà, ñîñòîÿùåãî èç 7-ìè ïîëîñ, è, òàêèì îáðàçîì,

îáåñïå÷èâàåò âûæèâàåìîñòü ãåòåðîçèãîò (Frash and Levine, 1987).

Ìû òàêæå îáíàðóæèëè íîâûå çàêîíîìåðíîñòè �îðìèðîâàíèÿ ïîñòåðèîð-

íîé ãðàíèöû ïîëîñû 2 eve ó ãåòåðîçèãîò ïî Kr. �àíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòà

ãðàíèöà óñòàíàâëèâàåòñÿ ðåïðåññèðóþùèì âîçäåéñòâèåì Kr â çàâèñèìîñòè

îò åãî êîíöåíòðàöèè è ïîíèæåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýòîãî òðàíñêðèïöèîííîãî

�àêòîðà ó ãåòåðîçèãîò ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ çàäíåé ãðàíèöû ýòîé ïîëîñû

â ïîñòðèîðíîì íàïðàâëåíèè, ïðèâîäÿ ê åå ðàñøèðåíèþ (Warrior and Levine

1990). Ó íóëü-ìóòàíòîâ ýòî ïðèâîäèò ê ïîëíîìó ñëèÿíèþ ïîëîñ 2 è 3 (Frash

and Levine, 1987, Warrior and Levine, 1990). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ïîçäíåì öèê-

ëå 14À ó ýìáðèîíîâ Kr+/Kr� øèðèíà ïîëîñû 2 íå èçìåíåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ

òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 16D). Áîëåå òîãî, ó ýìáðèîíîâ Kr�

ýòîãî æå âîçðàñòà ñëèòûå ïîëîñû 2 è 3 ðàçäåëÿþòñÿ (�èñ. 5N1). Âîçìîæíî,
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àâòîðû ïðåäûäóùèõ ïóáëèêàöèé ðàññìàòðèâàëè áîëåå ðàííèå êàðòèíû ýêñ-

ïðåññèè, èëè àíàëèçèðîâàâøèåñÿ èçîáðàæåíèÿ íå ïîçâîëÿëè òî÷íî îïðåäå-

ëèòü ïîçèöèè ïîëîñ. Â ëþáîì ñëó÷àå, ýòè ðåçóëüòàòû â î÷åðåäíîé ðàç ïîä-

òâåðæäàþò íåîáõîäèìîñòü äàííûõ âûñîêîãî ïðîñòðàíñòâåííî�âðåìåííîãî

ðàçðåøåíèÿ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïðîöåññîâ ðàçâèòèÿ.

3.5.3 Äèíàìè÷åñêîå óìåíüøåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòîâ

Â äàííîé ãëàâå ïîêàçàíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà óðîâíè ýêñïðåñ-

ñèè êàê ãåíîâ gap, òàê è ãåíîâ pair-rule, èìåþò ñâîéñòâî ñíèæàòüñÿ â êîíöå

öèêëà 14À (�èñ. 12 è 19). Äëÿ ãåíîâ gap ýòî ñíèæåíèå íà÷èíàåòñÿ ðàíüøå

(�èñ. 12). Ïîäîáíîå ÿâëåíèå ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ïàäåíèåì óðîâíÿ ãðàäèåí-

òîâ Bd è Cad, ÿâëÿþùèõñÿ àêòèâàòîðàìè ãåíîâ gap è pair-rule (�èñ. 8A,B).

Îäíàêî ýêñïðåññèÿ ãåíîâ gap ó ìóòàíòîâ îáíàðóæèëà ãîðàçäî áîëåå èí-

òåðåñíûå ñâîéñòâà. Óðîâíè ýêñïðåññèè ïî÷òè âî âñåõ îáëàñòÿõ ãåíîâ gap

íèæå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Èç âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ñàìûé íèçêèé óðîâåíü îáíàðóæåí â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè kni

(�èñ. 12B and 11A-C). Íî äàæå ïðè î÷åíü íèçêîì óðîâíå ýêñïðåññèè ó íóëü-

ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap íàáëþäàåòñÿ åãî äàëüíåéøåå ñíèæåíèå â êîíöå öèêëà

14À, ÷òî ñõîäíî ñ àíàëîãè÷íûì ÿâëåíèåì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 12).

Ñíèæåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî äðóãèì ãå-

íàì gap ÿâëÿåòñÿ íåîáû÷íûì ÿâëåíèåì. Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî êàê ýêñ-

ïåðèìåíòàëüíûõ, òàê è òåîðåòè÷åñêèõ äîêàçàòåëüñòâ òîãî, ÷òî ðåãóëÿöèÿ

â ñèñòåìå ãåíîâ gap îñíîâàíà íà ðåïðåññèðóþùèõ âçàèìîäåéñòâèÿõ ìåæäó

ýòèìè ãåíàìè (Jaeger, 2011). Òàêèì îáðàçîì, èíàêòèâàöèÿ ãåíà gap äîëæíî

ïðèâîäèòü ê ïîâûøåíèþ, à íå ê ïîíèæåíèþ ýêñïðåññèè äðóãèõ ãåíîâ.

Â ïóáëèêàöèè Ïàíêðàòö è äð. áûëî ïðåäëîæåíî, ÷òî ñóùåñòâåííîå ñíè-

æåíèå óðîâíÿ ì�ÍÊ kni ó ìóòàíòîâ ïî Kr ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì òîãî ÷òî

Kr ÿâëÿåòñÿ àêòèâàòîðîì kni (Pankratz et al., 1989). Îäíàêî áîëåå ïîçäíåå

èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî ýêñïðåññèÿ kni âîññòàíàâëèâàåòñÿ äî íîðìàëü-
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íîãî óðîâíÿ ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;gt (Capovilla et al., 1992). Ýòî ðåçóëüòàò

ïðåäïîëàãàåò, ÷òî Kr âëèÿåò íà kni íå íàïðÿìóþ, à ïóòåì ðåïðåññèðóþùå-

ãî âîçäåéñòâèÿ íà gt, òåì ñàìûì ïðåäîòâðàùàÿ åãî ñäâèã ê ïîçèöèè kni è

ðåïðåññèþ ýòîãî ãåíà. Îïèñàííûå â ýòîé ãëàâå äàííûå íå ïîëíîñòüþ ïîä-

òâåðæäàþò ìåõàíèçì ñíèæåíèÿ kni çà ñ÷åò ðåïðåññèè gt, òàê êàê ó ìóòàíòîâ

ïî Kr óðîâåíü ïîñòåðèîðíîé ýêñïðåññèè kni î÷åíü íèçêèé ñ ñàìîãî íà÷àëà

öèêëà 14À, è òåì ñàìûì, îáùåå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè kni íå êîððåëèðîâàííî

ñî ñäâèãîì gt íà íà òåððèòîðèþ îáëàñòè ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà (�èñ. 12B è

22C).

Îäíàêî ýòîò ñäâèã ìîæåò îáúÿñíÿòü ñíèæåíèå óðîâíÿ ñàìîãî ïîñòåðè-

îðíîãî gt, òàê êàê îí ñäâèãàåòñÿ ê ïîçèöèè, ñîîòâåòñòâóþùåé áîëåå íèçêîé

êîíöåíòðàöèè åãî ïîçèòèâíîãî ðåãóëÿòîðà Cad (Rivera-Pomar et al., 1995),

÷òî ïîäòâåäèëè ðåçóëüòàòû ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ (Kozlov et al.,

2012). Òåì íå ìåíåå, ó ìóòàíòîâ ïî kni À-Ï ïîçèöèÿ ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè

ýêñïðåññèè gt íå èçìåíåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì, îäíàêî óðîâåíü

ýêñïðåññèè gt òàêæå ñóùåñòâåííî çàíèæåí (Kraut and Levine, 1991a). Òàêèì

îáðàçîì, ÿâëåíèå ñíèæåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó ìóòàíòîâ èìå-

åò ñèñòåìíûé õàðàêòåð è ïîä÷åðêèâàåò íåîáõîäèìîñòü èíòàêòíîé ñèñòåìû

âçàèìîäåéñòâèé äëÿ ïîääåðæàíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap.
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4 �ËÀÂÀ 4. Äèíàìè÷åñêèå ñäâèãè ïîçèöèé

îáëàñòåé ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ

ó ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ â ñðàâíåíèè ñ

ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà

�àíåå áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà áîëüøèíñòâî îáëà-

ñòåé ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ äèíàìè÷åñêè ñäâèãàþòñÿ â õîäå ðàçâè-

òèÿ ýìáðèîíà (Jaeger et al., 2004a, Surkova et al., 2008a, Ñàìñîíîâà, 2008). Òà-

êèì îáðàçîì, ìîæíî ãîâîðèòü íå î ïàññèâíîì ñ÷èòûâàíèè ïîçèöèîííîé èí-

�îðìàöèè, çàëîæåííîé â ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðàäèåíòàõ, à î åå äèíàìè÷å-

ñêîé èíòåðïðåòàöèè ãåíàìè-ìèøåíÿìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñäâèãè îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà íå çàâèñÿò îò ìîð�îëîãè-

÷åñêèõ ïåðåìåùåíèé ÿäåð áëàñòîäåðìû (Surkova et al., 2008a) (ò.í. "ìîð�î-

ëîãè÷åñêîãî ïîòîêà") (Keranen et al., 2006), è îáóñëîâëåíû ðåïðåññèâíûìè

âçàèìîäåéñòâèÿìè ìåæäó çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè (Jaeger et al., 2004a).

Ñëåäîâàëî îæèäàòü, ÷òî íóëü-ìóòàöèè â ãåíàõ gap, ÿâëÿþùèõñÿ âàæíåé-

øèìè ðåãóëÿòîðàìè ïðîöåññà äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ, îêàæóò âëèÿíèå íà

õàðàêòåð èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè.

Â äàííîé ãëàâå ìû ïðîâîäèì ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîçèöèîííîé äèíà-

ìèêè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ

â öèêëå 14À ñ îñîáûì àêöåíòîì íà ïîçèöèè îáëàñòåé ýêñïðåññèè, èõ ñäâèãè

è øèðèíó.

Äëÿ ïðàâèëüíîé îöåíêè èçìåíåíèé â ïîçèöèÿõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ìû

ïðèâîäèì âåëè÷èíû, ñ êîòîðûìè ìîæíî ñîïîñòàâëÿòü ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâ-

ëåííûå â ýòîì ðàçäåëå. Ê êîíöó öèêëà 14À øèðèíà îáëàñòåé ýêñïðåññèè

ãåíîâ gap ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 10% ÄÝ, à øèðè-

íà ïîëîñ ñ�îðìèðîâàííîãî ïàòòåðíà ãåíà pair-rule ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíà

3% ÄÝ. Ïðàâèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ pair-rule íåîáõîäèìà äëÿ êîððåêòíîé

èíèöèàöèè ïîëîñ ãåíîâ segment-polarity en è wg øèðèíîé ïðèìåðíî ðàâíîé

1% ÄÝ, êîòîðûå äåòåðìèíèðóþò ïîçèöèè áóäóùèõ ãðàíèö ïàðàñåãìåíòîâ

(DiNardo and O'Farrell, 1987, Ingham et al., 1988). Â ÷àñòíîñòè, ýêñïðåññèÿ
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en èíèöèèðóåòñÿ íà àíòåðèîðíûõ ãðàíèöàõ ïîëîñ eve è ftz. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî

äàæå íåçíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå ïîçèöèè îáëàñòè ýêñïðåññèè ìîæåò èìåòü

ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ïðîöåññ ñåãìåíòàöèè òåëà äðîçî�èëû.

4.1 Ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãå-

íîâ gap

Ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap áîëüøèíñòâî îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè ìåíÿåò ïîçèöèè â òå÷åíèå öèêëà 14À (�èñ. 22). Ñäâèãè ïî-

ñòåðèîðíûõ îáëàñòåé kni, gt è hb ó íóëü-ìóòàíòîâ ÿâëÿþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè

çíà÷èìûìè (Òàáë. 4) è íàïðàâëåíû îò ïîñòåðèîðíîãî ê àíòåðèîðíîìó êîíöó

ýìáðèîíà, àíàëîãè÷íî òàêîâûì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 21).

Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ïîñòåðèîðíûå îáëàñòè ýêñïðåññèè kni è hb ñäâè-

ãàþòñÿ ïðèìåðíî íà 2% ÄÝ. Ó ìóòàíòîâ ïî Kr ñäâèã îáëàñòè kni íåìíîãî

ìåíüøå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, à ñäâèã îáëàñòè hb � íåìíîãî áîëüøå

(Òàáë. 4 è �èñ. 22A,B) (Surkova et al., 2013).

Îáë.ýêñïð./ Kni post Gt post Hb post

Âðåì.ãðóïïû 1-4 1-4 2-4

�åíîòèï wild

type

Kr� wild

type

Kr� wild

type

Kr� kni�

Ñäâèã 2.4

(N=122)

1.8

(N=54)

8.4

(N=147)

13.3

(N=106)

2.2

(N=159)

3.1

(N=78)

2.2

(N=54)

Îáë.ýêñïð./ Eve 7

Âðåì.ãðóïïû 2-4

�åíîòèï wild type Kr+/Kr� Kr� kni�

Ñäâèã 4.5 (N=579) 2.8 (N=76) 6.0 (N=113) 6.7 (N=56)

Òàáëèöà 4: Ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (wild type) è íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni, à òàêæå ãå-

òåðîçèãîò Kr+/Kr�. Ñäâèãè ðàññ÷èòàíû äëÿ ìàêñèìóìîâ îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè. Çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ îáîçíà÷àþò äâèæåíèå â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè.

Äëÿ êàæäîé îáëàñòè ýêñïðåññèè ïîêàçàí ðàçìåð âûáîðêè N .

Êàê ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, òàê è ó ìóòàíòîâ ïî Kr, íàèáîëåå ñóùå-

ñòâåííî ñäâèãàåòñÿ ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè gt, ïðè ýòîì å¼ ñäâèã

ó ìóòàíòîâ íàìíîãî áîëüøå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 21). Â öèê-

ëå 14À ïèê gt ñäâèãàåòñÿ íà 8.4% ÄÝ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è íà 13.3%
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�èñ. 21: Ïðîñòðàíñòâåííûé ñäâèã çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè ãåíà gt âî âðå-

ìåííûõ êëàññàõ Ò2�Ò8 ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (A) è ýìáðèîíîâ, íóëü-

ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr (B). Îáùèé ñäâèã ìàêñèìóìà ýòîé îáëàñòè íà (A) è

(B) ïîêàçàí ÷åðíûìè ñòðåëêàìè. Äëÿ óäîáñòâà ñðàâíåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííûõ

ñäâèãîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ èíòåíñèâíîñòü �ëóîðåñöåí-

öèè íîðìèðîâàíà íà ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü.

ÄÝ ó ìóòàíòîâ ïî Kr, ïðåâîñõîäÿ òàêèì îáðàçîì ñäâèã ñîñåäíèõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè kni è hb áîëåå ÷åì íà 10% ÄÝ (�èñ. 21, 22A-Ñ, Òàáë. 4). Ïðè÷åì,

ó ìóòàíòîâ ïî Kr ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü gt â õîäå ñâîåãî äâèæåíèÿ â àíòå-

ðèîðíîì íàïðàâëåíèè ïåðåêðûâàåòñÿ ñ ñîñåäíåé îáëàñòüþ ýêñïðåññèè kni. Â

ðåçóëüòàòå, ê êîíöó öèêëà 14À ïîçèöèè ïèêîâ ýêñïðåññèè gt è kni ñîâïàäàþò

(�èñ. 22C,F è Òàáë. 1).

Áîëåå ïîäðîáíîå ðàññìîòðåíèå äâèæåíèÿ ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåñ-

ñèè gt ïîêàçûâàåò, ÷òî ýòîò ñäâèã èìååò ðàçíóþ âðåìåííóþ äèíàìèêó ó ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòîâ. Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ýòà îáëàñòü ýêñ-

ïðåññèè ñäâèãàåòñÿ íà 4.8% ÄÝ âî âðåìåííûõ ãðóïïàõ 1�2 è â äàëüíåéøåì
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ïî÷òè íå äâèæåòñÿ. Ó ìóòàíòîâ ïî Kr ñóùåñòâåííîå äâèæåíèå ïîñòåðèîð-

íîé îáëàñòè gt íàáëþäàåòñÿ â òå÷åíèå áîëåå äëèòåëüíîãî ïåðèîäà âðåìåíè.

Â íà÷àëå è ñåðåäèíå öèêëà 14À gt ñäâèãàåòñÿ, ñîîòâåòñòâåííî, íà 5 è 5.9%

ÄÝ, íî âî âðåìåííîé ãðóïïå 4 ïåðåä ãàñòðóëÿöèåé å¼ äâèæåíèå çàìåäëÿåòñÿ

(Òàáë. 5). Ýòî ïðîèñõîäèò â òî âðåìÿ, êîãäà îáëàñòü gt äîñòèãàåò ïîçèöèè

îáëàñòè kni (�èñ. 22Ñ) (Surkova et al., 2013).

Âðåì.ãðóïïû Ñäâèã Gt post

wild type Kr�

1�2 4.8 5.9

2�3 1.0 5.0

3�4 1.7 2.4

Òàáëèöà 5: Ñðàâíåíèå ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñ-

ïðåññèè gt â òðåõ âðåìåííûõ ãðóïïàõ öèêëà 14À ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

(wild type) è íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr. Çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ ðàññ÷èòûâàëèñü êàê

ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ïîçèöèé â ñîñåäíèõ âðåìåííûõ ãðóï-

ïàõ. Âñå ñäâèãè ÿâëÿþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè (p<0.05).

�ðàíèöû îáëàñòåé ýêñïðåññèè â öåëîì äåìîíñòðèðóþò àíàëîãè÷íóþ âðå-

ìåííóþ äèíàìèêó, îäíàêî ñäâèã àíòåðèîðíîé ãðàíèöû îáû÷íî ìåíüøå, ÷åì

ñäâèã ìàêñèìóìà è ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû. ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ïîäîá-

íàÿ À�Ï àñèììåòðèÿ â äâèæåíèè ãðàíèö îáëàñòåé ýêñïðåññèè ïðèâîäèò ê

ñæàòèþ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ñî âðåìåíåì (Surkova et al., 2008a). Â õîäå öèê-

ëà 14À îáëàñòè ýêñïðåññèè ñóæàþòñÿ (�èñ. 21A), ïðè÷åì ïîäîáíîå ñóæåíèå

íàèáîëåå î÷åâèäíî â ðàííèõ âðåìåííûõ êëàññàõ, â òî âðåìÿ, êîãäà ïðîèñõî-

äèò áûñòðîå óâåëè÷åíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ (�èñ. 12).

Òàáëèöà 2 ïîêàçûâàåò, ÷òî ó ìóòàíòîâ ïî Kr ïîñòåðèîðíûå îáëàñòè ýêñ-

ïðåññèè gt è hb òàêæå ñóæàþòñÿ ñî âðåìåíåì. Ïðè ýòîì îáëàñòü ýêñïðåñèè

gt ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïðèìåðíî íà 5% ÄÝ øèðå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äè-

êîãî òèïà êàê â ðàííèå, òàê è â ïîçäíèå âðåìåíà, à øèðèíà ïîñòåðèîðíîé

îáëàñòè hb ïðèìåðíî îäèíàêîâà ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ó îäèíî÷íûõ

ìóòàíòîâ. Ê ïîçäíåìó öèêëó 14À ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni íàáëþäàåòñÿ

òàêîé æå ñäâèã çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt, êàê ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî

Kr, è èç òàáëèöû 2 âèäíî, ÷òî øèðèíà ýòîé îáëàñòè ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ íå
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îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé ó ýìáðèîíîâ Kr�. Íàïðîòèâ, ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü

ýêñïðåññèè hb ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ øèðå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è

íóëü-ìóòàíòíûõ ïî Kr. Ýòî ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò �îðìèðîâàíèÿ áîëåå ïîëî-

ãîé àíòåðèîðíîé ãðàíèöû (�èñ. 13N), õîòÿ ïîçèöèÿ ìàêñèìóìà hb ïðè ýòîì

îñòàåòñÿ íåèçìåííîé (Òàáë. 1). Ñ ïîìîùüþ ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ

áûëî ïðåäñêàçàíî, ÷òî ïîçèöèîíèðîâàíèå àíòåðèîðíîé ãðàíèöû ïîñòåðèîð-

íîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb îñóùåñòâëÿåòñÿ ðåïðåññèåé äâóõ ãåíîâ - Kr è kni

(Kozlov et al., 2012). Òàêèì îáðàçîì, àíòåðèîðíîå ñìåùåíèå ãðàíèöû hb, íà-

áëþäàåìîå ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni, ïîäòâåðæäàåò äàííîå ïðåäñêàçàíèå.

Â îòëè÷èå îò ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap, íè îäíà èç

àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé íå ìåíÿåò ñâîåé À�Ï ïîçèöèè ñî âðåìåíåì íè ó ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà, íè ó ìóòàíòîâ ïî Kr, ò.ê. âñå ñäâèãè, ïðåäñòàâëåííûå

â òàáëèöå 6 íå ÿâëÿþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè.

Îáë.ýêñïð./ Eve 1 (2-4) Gt ant (2-4) Hb ant (2-4)

(Âðåì.ãðóïïà)

�åíîòèï WT Kr� WT Kr� WT Kr�

Ñäâèã 0.4

N=584

0.9*

N=113

0.3 *

N=142

�0.8*

N=82

�0.7*

N=141

�1.1*

N=78

Òàáëèöà 6: Ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (WT) è ìóòàíòîâ ïî Kr. Çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ ðàññ÷è-

òàíû äëÿ çàäíèõ ãðàíèö àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè Gt è Hb è ìàêñè-

ìóìà ïîëîñû 1 Eve. Ïîëîæèòåëüíûå çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ îáîçíà÷àþò äâèæåíèå

â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè, îòðèöàòåëüíûå � â ïîñòåðèîðíîì. Çâåçäî÷êà-

ìè îáîçíà÷åíû çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ, íå ÿâëÿþùèõñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè

ïðè p<0.05. Äëÿ êàæäîé îáëàñòè ýêñïðåññèè ïîêàçàí ðàçìåð âûáîðêè N .

4.2 Ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè ïîëîñ ýêñïðåññèè ãåíîâ

pair-rule

Äëÿ áîëüøèíñòâà ïîëîñ ãåíîâ pair-rule ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ñâîé-

ñòâåííû ñóùåñòâåííûå ñäâèãè ïîëîñ ýêñïðåññèè. Ïðè ýòîì ðàíåå áûëè âû-

ÿâëåíû äâà òèïà ñäâèãîâ: âî-ïåðâûõ, ïîñòåðèîðíûå ïîëîñû ñäâèãàþòñÿ â

àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè àíàëîãè÷íî ïîñòåðèîðíûì îáëàñòÿì ýêñïðåññèè
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�èñ. 22: Ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ

â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà (wild type). (A,B) Çíà÷åíèÿ ïðîñòðàíñòâåííûõ

ñäâèãîâ çàäíèõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (A) è ìóòàíòîâ ïî Kr (B)

ïîêàçàíû äëÿ âðåìåííûõ ãðóïï 1�4 (äëÿ ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé kni è gt) è 2�4 (äëÿ

ïîëîñû 7 eve (str 7) è ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè hb). Ñäâèãè ðàññ÷èòàíû äëÿ ìàêñèìóìîâ

îáëàñòåé ýêñïðåññèè, çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ îòðàæàþò äâèæåíèå â àíòåðèîðíîì íàïðàâëå-

íèè. Âñå çíà÷åíèÿ ÿâëÿþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè p<0.05. �àçìåðû âûáîðîê

äëÿ êàæäîé îáëàñòè ýêñïðåññèè ïîêàçàíû â Òàáë. 4. (C) Ïðîñòðàíñòâåííûå ñäâèãè ïî-

ñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè kni è gt ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî Kr, â öèêëå 14A

â ñðàâíåíèè ñ òàêîâûìè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (wt). Ïîãðåøíîñòü ïîêàçûâàåò SD

ñðåäíèõ ïîçèöèé îáëàñòåé ýêñïðåññèè â êàæäîé âðåìåííîé ãðóïïå. (D-G) Ñîâìåùåííûå

èíòåãðèðîâàííûå ïàòòåðíû ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (D), kni� (E),

Kr� (F) è Kr;kni� (G) èç âðåìåííîãî êëàññà 7, ïîêàçûâàþùèå ïîçèöèè îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè â ïîçäíåì öèêëå 14À. Ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ íà (E) îáîçíà÷àåò îáëàñòü ýêñïðåññèè gt ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ò.ê. ó ìóòàíòîâ ïî kni åå ïîçèöèÿ íå èçìåíåíà (Mohler et al., 1989,

Eldon and Pirrotta, 1991). Âåðòèêàëüíûìè öâåòíûìè ïîëîñêàìè îáîçíà÷åíû ïîçèöèè îá-

ëàñòåé ýêñïðåññèè Kr è kni ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ãäå èõ ýêñïðåññèÿ ïðèñóòñòâóåò

(ñâåòëûì öâåòîì íà D), è ó ìóòàíòîâ, ãäå îíà îòñóòñòâóåò (òåìíûì öâåòîì íà E-G).

ãåíîâ gap. Âî-âòîðûõ, �îðìèðîâàíèå íîâûõ ïîëîñ âíóòðè ïàòòåðíà ïðèâî-

äèò ê ñäâèãàì ñîñåäíèõ ïîëîñ (Surkova et al., 2008a).

Ïîëîñà 7 eve ñäâèãàåòñÿ íà 4.5, 6 and 6.7% ÄÝ â àíòåðèîðíîì íàïðàâ-

ëåíèè, ñîîòâåòñòâåííî, ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è

kni. Êàê ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, òàê è ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr ýòîò ñäâèã

áîëüøå, ÷åì ñäâèãè ïîñòåðèîíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè kni è hb, íî ìåíüøå

ñäâèãà gt. Íàïðîòèâ, ó ýìáðèîíîâ, ãåòåðîçèãîòíûõ ïî Kr, ïîëîñà 7 eve ñìå-
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�èñ. 23: Äèíàìè÷åñêèé ñäâèã çàäíåé ãðàíèöû ïàòòåðíà eve îòíîñèòåëüíî

çàäíåé ãðàíèöû ïàòòåðíà ftz îáåñïå÷èâàåò êîìïëåìåíòàðíîñòü êàðòèí ýêñ-

ïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â ïåðèîä äåòåðìèíàöèè ïàðàñåãìåíòîâ. Êàðòèíû ýêñ-

ïðåññèè eve (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ) è ftz (ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ) äëÿ ðàííåãî (À,

Ñ) è ïîçäíåãî (B, D) êëàññà 14À äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (WT) è íóëü-

ìóòàíòîâ ïî ãåíó Kr.

ùàåòñÿ ëèøü íà 2.8% ÄÝ (Òàáë. 4). Ýòîò ñäâèã â äâà ðàçà ìåíüøå, ÷åì ó

íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è íå ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîìó ñóæåíèþ âñåãî ïàò-

òåðíà eve â õîäå öèêëà 14À (�èñ. 16H) (Surkova et al., 2013).

�àíåå äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà áûëà âûÿâëåíà èíòåðåñíàÿ çàêîíîìåð-

íîñòü: êîìïëåìåíòàðíîñòü ïàòòåðíîâ ãåíîâ eve è ftz, îòíîñèòåëüíûå óðîâíè

ýêñïðåññèè êîòîðûõ â öèêëå 14À îïðåäåëÿþò îòíîñèòåëüíóþ øèðèíó áó-

äóùèõ ïàðàñåãìåíòîâ, óñòàíàâëèâàåòñÿ äèíàìè÷åñêè. Ýòî ïðîèñõîäèò ïî-

ñðåäñòâîì ïðîñòðàíñòâåííîãî ñäâèãà ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû ïàòòåðíà eve

îòíîñèòåëüíî ãðàíèöû ïàòòåðíà ftz, ïîçèöèÿ êîòîðîé ñóùåñòâåííî íå ìå-

íÿåòñÿ ñî âðåìåíåì (�èñ. 23A,B), (Surkova et al., 2008a). Ó ýìáðèîíîâ Kr�

êàðòèíû ýêñïðåññèè eve è ftz çíà÷èòåëüíî èçìåíåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðè-

îíàìè äèêîãî òèïà, îäíàêî êîìïëåìåíòàðíîñòü ïàòòåðíîâ óñòàíàâëèâàåòñÿ

àíàëîãè÷íûì îáðàçîì (�èñ. 23C,D).

Äðóãèå àáäîìèíàëüíûå ïîëîñû eve ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà òàêæå ñäâè-

ãàþòñÿ â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè, íî â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì
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ïîëîñà 7. Ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr íåáîëüøèå ñäâèãè ïîëîñ âíóòðè ïàòòåðíà

ñâÿçàíû ñî ñëîæíîé ýâîëþöèåé ïàòòåðíà â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À (�èñ.

5G1-N1).

Êàê è â ñëó÷àå àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap, ñäâèãè àíòå-

ðèîðíûõ ïîëîñ eve ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni íå ÿâëÿþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè

çíà÷èìûìè (Surkova et al., 2013).

4.3 Çàêëþ÷åíèå ïî ãëàâå 4

Â äàííîé ãëàâå áûë ïðåäñòàâëåí àíàëèç äèíàìè÷åñêèõ èçìåíåíèé ïðî-

ñòðàíñòâåííîé ëîêàëèçàöèè îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äðîçî-

�èëû, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap, â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà.

�àíåå áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà îáëàñòè ýêñïðåññèè

çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ äèíàìè÷åñêè ñäâèãàþòñÿ ïîñëå èçíà÷àëüíîãî îïðåäåëå-

íèÿ èõ ïîçèöèé ïîðîãîâûìè êîíöåíòðàöèÿìè ìàòåðèíñêèõ ãðàäèåíòîâ, è

ýòè ñäâèãè íå çàâèñÿò îò ìîð�îëîãè÷åñêèõ ïåðåìåùåíèé ÿäåð áëàñòîäåðìû

(Surkova et al., 2008a). Ñ ïîìîùüþ ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ áûëî

ïîêàçàíî, ÷òî ñäâèãè ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap â àíòå-

ðèîðíîì íàïðàâëåíèè îáóñëîâëåíû òåì, ÷òî ãåíû, ýêñïðåññèðóþùèåñÿ áîëåå

ïîñòåðèîðíî, ðåïðåññèðóþò ãåíû, ýêñïðåññèðóþùèåñÿ áîëåå àíòåðèîðíî, íî

íå íàîáîðîò (Jaeger et al., 2004a).

Âàæíî áûëî èññëåäîâàòü, êàêèì îáðàçîì îñóùåñòâëÿåòñÿ èíòåðïðåòàöèÿ

ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè ïðè íàðóøåíèè íîðìàëüíîãî ïðîöåññà ñåãìåíòà-

öèè. Íóëü-ìóòàöèè â ãåíàõ gap ïðèâîäÿò ê äåëåöèè áîëüøèõ ó÷àñòêîâ òå-

ëà, ñîñòîÿùèõ èç íåñêîëüêèõ ñìåæíûõ ñåãìåíòîâ. Â ðàííåì ýìáðèîíå, íà

ñòàäèè áëàñòîäåðìû, ýêñïðåññèÿ çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ó òàêèõ íóëü-ìóòàíòîâ

ñóùåñòâåííî èçìåíåíà, ÷òî îòðàæàåò êëþ÷åâóþ ðîëü ãåíîâ gap â ðåãóëÿöèè

ïðîöåññà äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ.

Âûÿâëåíî, ÷òî ïðîñòðàíñòâåííàÿ äèíàìèêà ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ó

ìóòàíòîâ ñõîäíà ïî òðåì âàæíûì àñïåêòàì. Âî-ïåðâûõ, îáëàñòè ýêñïðåññèè

â àíòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà ïðàêòè÷åñêè íå ñäâèãàþòñÿ ñî âðåìåíåì, è
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ñäâèãè, â îñíîâíîì, ïðîèñõîäÿò â ïîñòåðèîíîé ÷àñòè. Âî-âòîðûõ, ïîñòåðèîð-

íûå îáëàñòè ýêñïðåññèè äâèæóòñÿ â àíòåðèîðíîì íàïðàâëåíèè. Â-òðåòüèõ,

ñäâèãè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è îäèíî÷íûõ íóëü-ìóòàíòîâ ïðèâîäÿò ê

ñóæåíèþ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ çà ñ÷åò áîëåå ñóùåñòâåííîãî ñäâèãà ïî-

ñòåðèîðíîé ãðàíèöû îáëàñòè ýêñïðåññèè. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç äàííûõ

ïîêàçàë, ÷òî â öåëîì çíà÷åíèÿ ñäâèãîâ ó ìóòàíòîâ áîëüøå, íî ýòè çíà÷åíèÿ

ñèëüíî âàðüèðóþò â çàâèñèìîñòè îò ðàññìàòðèâàåìîé îáëàñòè ýêñïðåññèè

(Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013).

Íàèáîëåå ñóùåñòâåííûé ïðîñòðàíñòâåííûé ñäâèã, êàê ó ýìáðèîíîâ äèêî-

ãî òèïà, òàê è ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è Kr;kni ñâîéñòâåíåí îáëàñòè ýêñïðåñ-

ñèè gt (�èñ. 21). Ïðè÷åì ó ìóòàíòîâ ïî Kr ýòà îáëàñòü ñìåùàåòñÿ íàñòîëüêî,

÷òî ïîëíîñòüþ ïåðåêðûâàåòñÿ ñ ñîñåäíåé îáëàñòüþ ýêñïðåññèè kni, çàíèìàÿ

òó æå ñàìóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ïîçèöèþ (�èñ. 22).

Cõîäñòâî ëîêàëèçàöèè è íàïðàâëåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ îáëà-

ñòåé ýêñïðåññèè, à òàêæå òî, ÷òî ýòè ñäâèãè ïðèâîäÿò ê ñæàòèþ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè è ó íóëü-ìóòàíòîâ è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ïîäðàçóìåâàåò

ñõîäíûå ðåãóëÿòîðíûå ìåõàíèçìû, îïðåäåëÿþùèå ýòè ñäâèãè. Äåéñòâèòåëü-

íî, ñ ïîìîùüþ ìàòåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñäâèã

îáëàñòè ýêñïðåññèè gt ó íóëü-ìóòàíòîâ ïîKr, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà,

ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ðåïðåññèè ñî ñòîðîíû ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè

hb (Kozlov et al., 2012). Ýòî ìîæåò ñëóæèòü ÷àñòè÷íûì ïîäòâåðæäåíèåì

ãèïîòåçû, ÷òî ó íóëü-ìóòàíòîâ, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ñäâèãè îá-

ëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîèñõîäÿò çà ñ÷åò ðåïðåññèè ñî ñòîðîíû ñîñåäíèõ

îáëàñòåé ýêñïðåññèè, ëîêàëèçîâàííûõ áîëåå ïîñòåðèîðíî.

Àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ ó íóëü�ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap òàêæå

ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó ýòèõ ýìáðèîíîâ, íàèáîëåå ñèëüíàÿ ðåïðåñ-

ñèÿ ñâîéñòâåííà äëÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap, íå ãðàíè÷àùèõ äðóã ñ

äðóãîì, òàê æå, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Jaeger et al., 2004b). Ó íóëü-

ìóòàíòîâ ïî Kr äâèæåíèå ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt çàìåäëÿåòñÿ

â òî âðåìÿ, êîãäà îíà äîñòèãàåò ïîçèöèè îáëàñòè kni (Òàáë. 5 è �èñ. 22C).

Òàêèì îáðàçîì, ïåðåä íà÷àëîì ãàñòðóëÿöèè îáà ãåíà (kni è gt) íà÷èíàþò
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ýêñïðåññèðîâàòüñÿ â îáëàñòÿõ, íå ãðàíè÷àùèõ ñ àíòåðèîðíîé îáëàñòüþ ýêñ-

ïðåññèè hb, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ñèëüíóþ ðåïðåññèþ ìåæäó hb è ýòèìè äâóìÿ

ãåíàìè. Ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni, ãäå ïðèñóòñòâóåò îáëàñòü ýêñïðåññèè Kr,

ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü gt, íàïðîòèâ, íå ñìåùàåòñÿ íà òåððèòîðèþ îòñóòñòâó-

þùåé îáëàñòè ýêñïðåññèè kni è íå çàíèìàåò ñîñåäíåå ïîëîæåíèå ñ îáëàñòüþ

Kr. Ïðè ýòîì ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni ñäâèã gt ïðîèñõîäèò àíàëîãè÷íî

íàáëþäàåìîìó ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî Kr. Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî ïðåä-

ïîëîæèòü, ÷òî ó ìóòàíòîâ ïî kni èìåííî ðåïðåññèÿ Kr íå ïîçâîëÿåò îáëàñòè

ýêñïðåññèè gt ñäâèãàòüñÿ ê ïîçèöèè îáëàñòè kni (�èñ. 22E) (Surkova et al.,

2013).

Ïîñòåðèîðíûå îáëàñòè ýêñïðåññèè kni è hb, à òàêæå ïîëîñà 7 eve ñäâèãà-

þòñÿ â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ïîñòåðèîðíàÿ îáëàñòü gt (�èñ. 22A,B è Òàáë.

4). Ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â çíà÷åíèÿõ ñäâèãîâ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó ìó-

òàíòîâ, îïèñàííûõ â ýòîé ãëàâå, êîíòðàñòèðóþò ñ õàðàêòåðîì ñäâèãîâ ó

íóëü-ìóòàíòîâ ïî òåðìèíàëüíîìó ãåíó gap tll. Ó ýìáðèîíîâ tll� îáëàñòè ýêñ-

ïðåññèè ñäâèãàþòñÿ ñèëüíåå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, íî ïðàêòè÷åñêè

àíàëîãè÷íûì îáðàçîì äëÿ âñåõ èññëåäóåìûõ îáëàñòåé (Janssens et. al, 2013).

Òàêîå ðàçëè÷èå ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî Kr è kni âõîäÿò â ñîñòàâ ðåãó-

ëÿòîðíûõ êîíòóðîâ ñ îáðàòíîé ñâÿçüþ (Jaeger et al., 2004a,b, Manu et al.,

2009a), à tll íå ðåãóëèðóåòñÿ äðóãèìè ãåíàìè gap (Bronner and Jakle, 1991,

Bronner and Jakle, 1996). Áîëåå òîãî, ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ïîñòåðèîðíàÿ

îáëàñòü tll íå ñäâèãàåòñÿ ñî âðåìåíåì, ò.å. äåìîíñòðèðóåò ïðèíöèïèàëüíîå

îòëè÷èå îò îñòàëüíûõ çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ íå â òåðìè-

íàëüíûõ îáëàñòÿõ ýìáðèîíà, à â ïðåçóìïòèâíîé îáëàñòè òåëà äðîçî�èëû.

Îáëàñòè ýêñïðåññèè, ðàñïîëîæåííûå â àíòåðèîðíîé îáëàñòè (áåç ó÷åòà

ãîëîâíîãî îòäåëà) â îñíîâíîì, íå ñäâèãàþòñÿ ñî âðåìåíåì êàê ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà, òàê è ó ìóòàíòîâ (Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013).

Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿþò îáëàñòè, ñäâèãàþùèåñÿ ïî ïðè÷èíå �îðìèðîâàíèÿ

ðÿäîì íîâîé îáëàñòè ýêñïðåññèè. Ýòèìè æå ïðè÷èíàìè îáóñëîâëåíû ñäâèãè

ïîëîñ âíóòðè ïàòòåðíîâ ãåíîâ pair-rule â õîäå öèêëà 14À. Îäíàêî ó ãåíîâ

pair-rule, òàê æå, êàê è ó ãåíîâ gap, íàèáîëüøèå ñìåùåíèÿ íàáëþäàþòñÿ â
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ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà (Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013).

Ïîäîáíàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ íåñòàáèëüíîñòü ïîñòåðèîðíîé ýêñïðåñèè îò-

ðàæàåòñÿ è â óâåëè÷åíèè ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè ó îäèíî÷íûõ íóëü-

ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap. Ýòî ÿâëåíèå è åãî âîçìîæíûå ïðè÷èíû îáñóæäàþòñÿ

â ñëåäóþùåé ãëàâå.
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5 �ËÀÂÀ 5. Âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè

Â äàííîé ãëàâå ïîäðîáíî ðàññìîòðåíà âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ

ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì

gap. Âàðèàáåëüíîñòü èçó÷àëè, àíàëèçèðóÿ 1) óðîâíè ýêñïðåññèè ãåíîâ; 2)

õàðàêòåð �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè; 3) ïðîñòðàíñòâåííîå ïîëîæå-

íèå îáëàñòåé ýêñïðåññèè.

5.1 Âàðèàáåëüíîñòü óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà

Âûÿâëåíî, ÷òî â öèêëå 13 � íà÷àëå öèêëà 14A ó èíäèâèäóàëüíûõ ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü óðîâíåé

ýêñïðåññèè êàê ãåíîâ gap, òàê è ãåíîâ pair-rule. Äëÿ áîëüøèíñòâà îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ gap óâåëè÷åíèå âàðèàáåëüíîñòè íå ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì

èõ �îðìû, êîòîðàÿ îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ (�èñ. 9B).

Íàïðîòèâ, âàðèàáåëüíîñòü óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule ìàêñèìàëüíà

âî âðåìÿ îáðàçîâàíèÿ ïîëîñ, êîãäà îáíàðóæèâàåòñÿ øèðîêîå ðàçíîîáðàçèå

�îðì ïàòòåðíîâ, íàáëþäàåìûõ ó ðàçíûõ ýìáðèîíîâ îäíîãî âîçðàñòà (�èñ.

9D,F).

Îäíàêî âûñîêèé óðîâåíü ðàííåé âàðèàáåëüíîñòè êàê ãåíîâ gap, òàê è

pair-rule (�èñ. 9B,D,F) ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ ê êîíöó öèêëà 14À (�èñ.

9C,E,G).

5.2 Âàðèàáåëüíîñòü âðåìåíè �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

Ïîëó÷åííûé áîëüøîé îáúåì äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ïîçâîëèë íàì îïðåäåëèòü âàðèàáåëüíîñòü âðåìåíè

�îðìèðîâàíèÿ êàæäîé îáëàñòè ýêñïðåññèè ñ ðàçðåøåíèåì, ðàâíûì îäíîìó
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âðåìåííîìó êëàññó, ò.å. ïðèìåðíî 6 ìèíóò ðàçâèòèÿ. Ìû àíàëèçèðîâàëè,

íàñêîëüêî áûñòðî �îðìèðóåòñÿ êàæäàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè ó 100% ýìáðè-

îíîâ. Êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule èìåþò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ÷åðò,

ïîçâîëÿþùèõ ïðîâåñòè ïîäîáíûé àíàëèç.

�åçóëüòàòû àíàëèçà âðåìåíè �îðìèðîâàíèÿ êàæäîé ïîëîñû ïðåäñòàâëå-

íû íà ðèñóíêàõ 24E,F è 18. Ê ïðèìåðó, âðåìåííàÿ òî÷íîñòü �îðìèðîâàíèÿ

ïîëîñû 1 run ñîñòàâëÿåò ìåíåå 6-òè ìèíóò, ò.ê. ýòà ïîëîñà íà÷èíàåò �îðìè-

ðîâàòüñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 1, à ê âðåìåííîìó êëàññó 2 óæå ñ�îðìèðîâà-

íà ó 100% âñåõ ýìáðèîíîâ (�èñ. 24E). �åçêèé êîíòðàñò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé

�îðìèðîâàíèå ïîëîñû 4 ftz, ïðîäîëæàþùååñÿ 24 ìèíóòû ðàçâèòèÿ. Ýòà ïî-

ëîñà íà÷èíàåò �îðìèðîâàòüñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 1 è ïîÿâëÿåòñÿ ó âñåõ

ýìáðèîíîâ ëèøü âî âðåìåííîì êëàññå 5. Ýòè äâå ïîëîñû ïðåäñòàâëÿþò ñî-

áîé ïðèìåðû ÷åðò ñ íàèáîëüøåé âàðèàáåëüíîñòüþ âðåìåíè �îðìèðîâàíèÿ

(�èñ. 24E). Â öåëîì, êàæäàÿ ïîëîñà �îðìèðóåòñÿ ñ îïðåäåëåííîé âðåìåí-

íîé òî÷íîñòüþ, òàêèì îáðàçîì, âðåìåííàÿ òî÷íîñòü �îðìèðîâàíèÿ ðàçíàÿ

äëÿ ðàçíûõ ïîëîñ îäíîãî ãåíà pair-rule (�èñ. 18) (Surkova et al., 2008a).

Õàðàêòåð âàðèàáåëüíîñòè âðåìåíè �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè

ãåíîâ gap îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî ó ïîëîñ ãåíîâ pair-rule. Â ñåðåäèíå öèê-

ëà 14À ïðèñóòñòâóåò ñóùåñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ïîÿâëåíèÿ àíòåðèîðíûõ

îáëàñòåé Kr è gt. Ìû îáíàðóæèëè àíòåðèîðíóþ îáëàñòü ýêñïðåññèè Kr (�èñ.

10) ó 13%, 56% è 80% ýìáðèîíîâ, ñîîòâåòñòâåííî, èç âðåìåííûõ êëàññîâ 3, 4

è 5; îáëàñòü 1 gt ó 10%, 47%, è 87% ýìáðèîíîâ èç âðåìåííûõ êëàññîâ 5, 6 è

7, à òàêæå îáëàñòü 2 gt ó 10%, 61% ó 94% ýìáðèîíîâ èç âðåìåííûõ êëàññîâ

4, 5 è 6 (�èñ. 24F). Òàêèì îáðàçîì, âàðèàáåëüíîñòü âðåìåíè �îðìèðîâàíèÿ

ýòèõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè âî âñåõ ñëó÷àÿõ ñîñòàâëÿåò îêîëî 24 ìèíóò ðàçâè-

òèÿ, îäíàêî íà÷àëî ýòîãî ïåðèîäà âàðüèðóåòñÿ îò îáëàñòè ê îáëàñòè (�èñ.

24F). Êðîìå òîãî, ñêîðîñòü �îðìèðîâàíèÿ ýòèõ îáëàñòåé áîëåå ðàâíîìåð-

íà âî âðåìåíè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëîñîé 4 ftz, êîòîðàÿ òîæå �îðìèðóåòñÿ â

òå÷åíèå 24 ìèíóò ðàçâèòèÿ (�èñ. 24E).
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�èñ. 24: Âàðèàáåëüíîñòü À�Ï ïîçèöèé, âðåìåíè, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è òèïà �îðìèðî-

âàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. (A). Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëü-

íîñòü îáëàñòåé ýêñïðåññèè bd, ad è kni â öèêëå 14À. Íà ðèñóíêå ïîêàçàíû 26 ýìáðèîíîâ,

ìå÷åíûõ íà ýêñïðåññèþ bd è ad, è 18 ýìáðèîíîâ, ìå÷åíûõ íà ýêñïðåññèþ kni. Ïîêàçàíà

ïîñòåðèîðíàÿ ÷àñòü ïàòòåðíà kni íà À�Ï ó÷àñòêå 35�100% ÄÝ äëÿ âðåìåííîãî êëàññà

8. Ïîêàçàíû ïîðîãîâûå âåëè÷èíû, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçíûì çíà÷åíèÿì â ïðîöåíòàõ îò

ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè. (B). Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü èíäèâèäóàëü-

íûõ êàðòèí ýêñïðåññèè eve â öèêëå 13 è âðåìåííîì êëàññå 7 öèêëà 14À. Âàðèàáåëüíîñòü

ïîçèöèè çàäíåé ãðàíèöû ðàííåé êàðòèíû ýêñïðåññèè eve ïîêàçàíà áåëîé ñòðåëêîé. ×åð-

íûìè ñòðåëêàìè ïîêàçàí óðîâåíü âàðèàáåëüíîñòè ïîëîñ eve ñ�îðìèðîâàííûõ íà ìåñòå

ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû ðàííåãî ïàòòåðíà eve. (C,D). Êàðòèíû ýêñïðåññèè ftz ó äâóõ ýì-

áðèîíîâ èç âðåìåííîãî êëàññà 3, äåìîíñòðèðóþùèå âàðèàáåëüíîñòü ñïîñîáà �îðìèðîâà-

íèÿ ïîëîñû 3, îòìå÷åííîé êðàñíûì ïðÿìîóãîëüíèêîì. (E,F). Âðåìåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü

�îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ ãåíîâ pair-rule (E) è îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap (F), îáîçíà÷åí-

íûõ íà ðèñóíêå. Äëÿ êàæäîãî âðåìåííîãî êëàññà ïîêàçàí ïðîöåíò ýìáðèîíîâ, ó êîòîðûõ

ïîÿâèëàñü îáîçíà÷åííàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè. (G�I). Âàðèàáåëüíîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

�îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíà ftz âî âðåìåííûõ êëàññàõ 2 (G), 3 (H), è

4 (I). Êàæäûé ñòîëáåö ãèñòîãðàììû îáîçíà÷àåò ïðîöåíò ýìáðèîíîâ, â êîòîðîì ñ�îðìè-

ðîâàëàñü îáîçíà÷åííàÿ ïîëîñà.

5.3 Âàðèàáåëüíîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è òèïà �îð-

ìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó ýìáðèîíîâ äèêî-

ãî òèïà

Ó ãåíîâ pair-rule ïîëîñû ýêñïðåññèè íå �îðìèðóþòñÿ â �èêñèðîâàííîé

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïðåêðàñíîé èëëþñòðàöèåé ïîäîáíîãî ÿâëåíèÿ ìîæåò

ñëóæèòü ïàòòåðí ftz. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ïîëîñà 5 âñåãäà �îðìèðóåòñÿ ïåð-
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âîé, ñëåäóþùåé ñ�îðìèðîâàííîé ïîëîñîé ìîæåò áûòü êàê ïîëîñà 1, òàê è

ïîëîñà 2. Ïîëîñà 3 ìîæåò �îðìèðîâàòüñÿ êàê äî, òàê è ïîñëå ïîëîñû 6, à

ïîñëåäíåé ñ�îðìèðîâàííîé ïîëîñîé â ïàòòåðíå ìîæåò áûòü êàê ïîëîñà 4,

òàê è ïîëîñà 7 (�èñ. 24G�I).

Ïðè ýòîì, óðîâåíü âðåìåííîãî ðàçðåøåíèÿ íàøåãî íàáîðà äàííûõ ïîç-

âîëèë îáíàðóæèòü åùå îäèí èñòî÷íèê âàðèàáåëüíîñòè �îðìèðîâàíèÿ ïàò-

òåðíà pair-rule. Îäíà è òà æå ïîëîñà ìîæåò �îðìèðîâàòüñÿ áîëåå ÷åì îäíèì

ñïîñîáîì. Íàïðèìåð, ïîëîñà 3 ftz ìîæåò îáðàçîâûâàòüñÿ ëèáî äåëåíèåì, ëè-

áî �îðìèðîâàòüñÿ íà ãðàíèöå ïîëîñû 2 (�èñ. 24C,D).

5.4 Âàðèàáåëüíîñòü �îðìû êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíà eve

ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî Kr

Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, �îðìà ïàòòåðíà ãåíà eve ó ýìáðèîíîâ äèêî-

ãî òèïà ñèëüíî âàðèàáåëüíà âî âðåìÿ �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ âî âðåìåííûõ

êëàññàõ 2 è 3, è ýòà âàðèàáåëüíîñòü óìåíüøàåòñÿ ñî âðåìåíåì (�èñ. 9D,E),

(Surkova et al., 2008a).

Â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ýìáðèîíîâ kni�, ó ýìáðèîíîâ,

ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr, óñðåäíåííûé ïàòòåðí eve ìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî

öèêëà 14À, ïðè ýòîì îäíè ïîëîñû ðàçäåëÿþòñÿ, à äðóãèå ñëèâàþòñÿ (�èñ.

5G1-N1). Ìû ðåøèëè ïðîâåðèòü, äî êàêîé ñòåïåíè ýòà ñëîæíàÿ äèíàìèêà

îòðàæàåòñÿ íà óðîâíå âàðèàáåëüíîñòè �îðìû ïàòòåðíà ìåæäó èíäèâèäó-

àëüíûìè ýìáðèîíàìè. Ó áîëüøèíñòâà ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî Kr, ïîëîñû

eve íà÷èíàþò �îðìèðîâàòüñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 4, ò.å. ïîçæå, ÷åì ó ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 5B1,J1). Íà ðèñóíêå 25A�D ïîêàçàíû ÷åòûðå

ïàòòåðíà ýêñïðåññèè eve ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ èç âðåìåííîãî êëàññà

4. Âûñîêèé óðîâåíü âàðèàáåëüíîñòè î÷åâèäåí, â îñíîâíîì, äëÿ ïîëîñ, ïîÿâ-

ëÿþùèõñÿ â îáëàñòÿõ 2�3 è 4�6. Òàêèì îáðàçîì, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà, �îðìà ïàòòåðíîâ pair-rule â íàèáîëüøåé ñòåïåíè âàðüèðóåò ìåæäó

èíäèâèäóàëüíûìè ýìáðèîíàìè â ïåðèîä �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ. Âàðèàáåëü-

íîñòü ðàííåé ýêñïðåññèè ftz ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr èìååò òå æå çàêîíîìåð-
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íîñòè. Áîëåå òîãî, ðàííèå ïàòòåðíû eve è ftz âàðüèðóþò íåçàâèñèìî äðóã îò

äðóãà (�èñ. 25I).

Íà ðèñóíêå 25E-H ïîêàçàíû ÷åòûðå ïàòòåðíà eve ó ýìáðèîíîâ Kr�, ïðè-

íàäëåæàùèõ âðåìåííîìó êëàññó 8. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî â ïîçäíåì öèêëå 14À

ïàòòåðí eve ó òàêèõ ýìáðèîíîâ âñå åùå äèíàìè÷åñêè ìåíÿåòñÿ (êàê îïèñàíî

â ãëàâå 2), åãî âàðèàáåëüíîñòü çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì âî âðåìåííîì êëàññå

4 (�èñ. 25A-D). Ïðè ýòîì â îáëàñòè 4�6 âàðèàáåëüíîñòü �îðìû ïàòòåð-

íîâ óìåíüøàåòñÿ ñî âðåìåíåì, îäíàêî â îáëàñòè 2�3 ïàòòåðíû eve îñòàþòñÿ

âûñîêîâàðèàáåëüíûìè.

Áîëåå òîãî, ïîçäíèå ïàòòåðíû eve è ftz ó ýìáðèîíîâ Kr�, êàê ó ýìáðè-

îíîâ äèêîãî òèïà, ñòàíîâÿòñÿ ñòðîãî êîìïëåìåíòàðíûìè, çà èñêëþ÷åíèåì

�íåñòàáèëüíîé� îáëàñòè 2�3. Íà ðèñóíêå 25J,K ïîêàçàíû äâà ýìáðèîíà èç

ïîçäíåãî êëàññà 14À ñî ñõîäíîé �îðìîé ïàòòåðíîâ eve â îáëàñòè 2�3, íî

ñèëüíî ðàçëè÷àþùèìèñÿ ïàòòåðíàìè ftz â ýòîé îáëàñòè. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ó

ïîçäíèõ ýìáðèîíîâ Kr� â àíòåðèîðíîé ÷àñòè ïàòòåðíîâ êîíöåíòðàöèè Eve

è Ftz ìîãóò âàðüèðîâàòü íåçàâèñèìî äðóã îò äðóãà, ÷òî îáû÷íî ñâîéñòâåííî

òîëüêî äëÿ ðàííèõ ýìáðèîíîâ (�èñ. 25I).

5.5 Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà

Èçó÷åíèå ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòà-

öèè â ïîñëåäíèå ãîäû âûçûâàåò îñîáûé èíòåðåñ. �àíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà âûñîêàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ïîðî-

ãîâîé êîíöåíòðàöèè ìàòåðèíñêîãî ãðàäèåíòà Bd, îáóñëàâëèâàþùåé �îð-

ìèðîâàíèå ãðàíèöû àíòåðèîðíîé îáëàñòè ãåíà hb, ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ

íà óðîâíå ýêñïðåññèè hb (Houhmandzadeh et al., 2002). Îäíàêî â äðóãèõ

ðàáîòàõ óòâåðæäàëîñü îáðàòíîå � ÷òî bd ýêñïðåññèðóåòñÿ ñ âûñîêîé ïðî-

ñòðàíñòâåííîé òî÷íîñòüþ (Crauk and Dostatni, 2005, Gregor et al., 2007a).

Ìû îöåíèâàëè ïðîñòðàíñòâåííóþ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåã-

ìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ïóòåì àíàëèçà õàðàêòåð-
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�èñ. 25: Êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè eve è ftz ó èíäèâèäóàëüíûõ

ýìáðèîíîâ Kr�. (A�H) Êàðòèíû ýêñïðåññèè eve âî âðåìåííûõ êëàññàõ 4 (A�

D) è 8 (E�H). Êàðòèíû ýêñïðåññèè ïðîñòðàíñòâåííî ðåãèñòðèðîâàíû äëÿ

ëó÷øåé âèçóàëèçàöèè âàðèàáåëüíîñòè óðîâíÿ ýêñïðåññèè îòäåëüíûõ ïîëîñ.

Ïîëîñû 2�3 îñòàþòñÿ âàðèàáåëüíûìè â ïîçäíåì öèêëå 14À. (I�K) Ñîâìå-

ùåííûå êàðòèíû ýêñïðåññèè eve è ftz ó ýìáðèîíà èç âðåìåííîãî êëàññà 3

(I) è äâóõ ýìáðèîíîâ èç âðåìåííîãî êëàññà 8 ñî ñõîäíîé ýêñïðåññèåé eve â

îáëàñòè 2�3, íî ðàçëè÷àþùåéñÿ ýêñïðåññèåé ftz â ýòîé îáëàñòè (îáîçíà÷åíî

ïóíêòèðíîé ðàìêîé).

íûõ ÷åðò êàðòèí ýêñïðåññèè (ñì. ãëàâó 2). Áîëüøèå âûáîðêè äàííûõ äëÿ

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ïîçâîëèëè íàì àíàëèçèðîâàòü óðîâíè âàðèàáåëüíî-

ñòè â êàæäîì èç 8-ìè âðåìåííûõ êëàññîâ öèêëà 14À. Äàííûå äëÿ ìóòàíò-

íûõ ýìáðèîíîâ, à òàêæå èõ ñðàâíåíèå ñ òàêîâûìè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà,

ïðèâåäåíû äëÿ 4-õ âðåìåííûõ ãðóïï.
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�åí/Âðåìÿ

ðàçâèòèÿ

bd/C13 hb/C13 Kr/C13

(N=80) (N=25) (N=20)

À�Ï ïîçèöèÿ 70% 50% 24% 12% Ï Ïèê

SD 3.1 4.4 4.0 3.8 2.3 2.5

�åí/Âðåìÿ

ðàçâèòèÿ

eve/C13 eve/T1 eve/T2

(N=75) (N=78) (N=63)

À�Ï ïîçèöèÿ A Ïèê Ï A Ïèê Ï A Ïèê

SD 2.4 2.4 3.7 2.0 2.2 3.4 1.4 1.6

Òàáëèöà 7: Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü êàðòèí ýêñïðåññèè bd, hb, Kr

è eve ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà â öèêëå 13 (Ñ13) è ðàííèõ âðåìåííûõ êëàññàõ

(Ò1, Ò2) öèêëà 14A. �À�Ï ïîçèöèÿ� îáîçíà÷àåò ïîçèöèè õàðàêòåðíûõ ÷åðò

êàðòèíû ýêñïðåññèè êàæäîãî ãåíà. Õàðàêòåðíûìè ÷åðòàìè bd ÿâëÿþòñÿ ïî-

çèöèè òî÷åê äëÿ ÷åòûðåõ îáîçíà÷åííûõ ïîðîãîâûõ óðîâíåé ýêñïðåññèè. Äëÿ

îáëàñòåé ýêñïðåññèè äðóãèõ ãåíîâ �Ïèê� îáîçíà÷àåò ïîçèöèþ ìàêñèìàëüíîé

ýêñïðåññèè, à �A� è �Ï� - ïîçèöèè àíòåðèîðíîé è ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû. SD-

ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, N - ðàçìåð âûáîðêè.

�åí bd (N=170) ad (N=78)

À-Ï ïîçèöèÿ 70 % 50 % 24 % 12 % 24 % 12 %

SD 3.5 4.4 5.6 5.8 6.6 4.4

Òàáëèöà 8: Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ãðàäèåíòîâ Bd è Cad â öèê-

ëå 14À ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Ïîêàçàíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD)

ïîçèöèé òî÷åê â ÷åòûðåõ îáîçíà÷åííûõ ïîðîãîâûõ óðîâíåé ýêñïðåññèè. N -

ðàçìåð âûáîðêè.

Äëÿ êàðòèí ýêñïðåññèè bd ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ ìû âûäåëèëè

À�Ï ïîçèöèè òî÷åê, ãäå êîíöåíòðàöèÿ Bd ñîñòàâëÿëà, ñîîòâåòñòâåííî, 70%,

50%, 24% è 12% îò ìàêñèìàëüíîé. Â öèêëå äðîáëåíèÿ 14À, ñòàíäàðòíûå îò-

êëîíåíèÿ ýòèõ ïîçèöèé èìåþò çíà÷åíèÿ îò 3 äî 6% ÄÝ, ïðè ýòîì áîëüøèå

çíà÷åíèÿ ñîîòâåòñòâóþò áîëåå íèçêèì óðîâíÿì ýêñïðåññèè (Òàáë. 8 è �èñ.

24A). Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü òî÷åê, â êîòîðûõ óðîâåíü ýêñïðåñ-

ñèè bd ñîñòàâëÿë 70% è 50% îò ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ, ïðèìåðíî îäèíàêîâà

â öèêëàõ 13 è 14À è ñîñòàâëÿåò 4.4 % ÄÝ äëÿ ïîçèöèè 50% îò ìàêñèìóìà.

Îäíàêî äëÿ áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé Âñd íàáëþäàåòñÿ íåêîòîðîå óâåëè-

÷åíèå çíà÷åíèé ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé îò öèêëà 13 ó öèêëó 14À (Òàáë. 7
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è 8) (Surkova et al., 2008a).

Âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ad çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé ó bd.

Â çàäíåé ÷àñòè ýìáðèîíà, ãäå óðîâåíü ýêñïðåññèè âûñîêèé, ýêñïðåññèÿ ad íå

ìîæåò áûòü îõàðàêòåðèçîâàíà êàê ãðàäèåíò. Ïîçèöèîííàÿ âàðèàáåëüíîñòü

ýêñïðåññèè ad èìååò, â öåëîì, òàêîé æå âûñîêèé óðîâåíü, êàê è ó bd, îäíà-

êî â îòëè÷èå îò bd, âàðèàáåëüíîñòü ad ñíèæàåòñÿ ñ óìåíüøåíèåì óðîâíÿ

ýêñïðåññèè (Òàáë. 8 è �èñ. 24A).

Äëÿ îöåíêè ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ

ãåíîâ-ìèøåíåé Bd ìû èçìåðèëè ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ ïîçèöèé ïèêîâ

ýêñïðåññèè Kr è eve, à òàêæå ãðàíèö îáëàñòåé ýêñïðåññèè eve è hb â öèêëå

äðîáëåíèÿ 13 (Òàáë. 7). Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ðàçäåëèëèñü íà äâà êëàññà.

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ïîçèöèé ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû îáëàñòè ýêñïðåñ-

ñèè eve â öèêëå 13 áûëî íàñòîëüêî æå âûñîêèì, êàê è ó ãðàäèåíòà Bd â

ýòîé ÷àñòè ýìáðèîíà (SD= 3.7% ÄÝ). Íàïðîòèâ, âàðèàáåëüíîñòü ïîçèöèé

ìàêñèìóìà è àíòåðèîðíîé ãðàíèöû ðàííåãî ïàòòåðíà eve, à òàêæå ïîñòåðè-

îðíîé ãðàíèöû àíòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb è ìàêñèìóìà Kr áûëà

çíà÷èòåëüíî íèæå (SD=2.3�2.5% ÄÝ) (Òàáë. 7 è �èñ. 24B). Òàêèì îáðàçîì,

äëÿ âñåõ õàðàêòåðíûõ ÷åðò êàðòèí ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ, êðîìå

ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöû eve, íàáëþäàåòñÿ áîëåå íèçêèé óðîâåíü ïîçèöèîííîé

âàðèàáåëüíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ íàáëþäàåìûì ó ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ, ÿâëÿþ-

ùèõñÿ èõ ïðÿìûìè ðåãóëÿòîðàìè (Surkova et al., 2008a).
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Îáë. Gt(ant) P Hb(ant) P Kni(post) M

�åíî-

òèï WT Kr� Kr;kni� WT kni� Kr� Kr;kni� WT Kr�

�ð.1 1.6

N=39

- - 1.8

N=33

2.2

N=9

2.0

N=15

- 1.3

N=29

0.8

N=8

�ð.2 1.5

N=37

1.7

N=17

2.2

N=17

1.7

N=41

1.2

N=14

1.7

N=25

1.9

N=17

1.0

N=25

1.4

N=12

�ð.4 1.1

N=32

1.5

N=26

1.9

N=12

1.0

N=39

1.1

N=23

2.4

N=27

2.0

N=11

1.0

N=33

1.0

N=11

Îáë.ýêñïð. Gt(post) M Hb(post) M

�åíîòèï WT Kr� Kr;kni� WT Kr� kni� Kr;kni�

�ð.1 2.8

N=38

4.6

N=25

- - - - -

�ð.2 1.3

N=39

2.0

N=17

4.2

N=17

1.4

N=25

2.1

N=25

2.8

N=14

2.9

N=17

�ð.4 1.2

N=29

1.7

N=27

2.9

N=12

1.0

N=36

2.4

N=27

2.1

N=23

3.3

N=11

Òàáëèöà 9: Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (WT) è íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr,kni è Kr;kni. Ïðèâå-

äåíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ À�Ï ïîçèöèé ñëåäóþùèõ õàðàêòåðíûõ ÷åðò

îáëàñòåé ýêñïðåññèè: �Gt(ant) P� è `Hb(ant) P� îáîçíà÷àåò ïîñòåðèîðíûå

ãðàíèöû àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè gt è hb, �Kni(post) M�,�Gt(post)

M�,�Hb(post) M� � ñîîòâåòñòâåííî, ìàêñèìóìû ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñ-

ïðåññèè kni, gt è hb. �ð. 1,2 è 4 � ðàññìàòðèâàåìûå âðåìåííûå ãðóïïû. N -

ðàçìåð âûáîðêè (Surkova et al., 2013).

�åíîòèï wild type Kr+/Kr� Kr� kni�

Âðåì. 2 4 2 4 2 4 2 4

ãðóïïà

Ïîëîñà 3 1.2

N=176

1.2

N=168

1.3

N=10

1.6

N=26

1.8

(N=22)

1.3

N=32

1.7

(N=13)

1.5

(N=25)

Ïîëîñà 7 1.7

N=172

1.6

N=168

2.8

N=17

1.7

N=26

3.0

N=36

2.8

N=35

3.0

N=9

3.0

N=25

Òàáëèöà 10: Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ìàêñèìóìîâ ïîëîñ eve ó ýì-

áðèîíîâ äèêîãî òèïà (wild type) è íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni, à òàêæå ãåòå-

ðîçèãîò Kr+/Kr�. Ïîêàçàíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ À�Ï ïîçèöèé ìàêñè-

ìóìîâ ïîëîñ 3 è 7 eve âî âðåìåííûõ ãðóïïàõ 2 and 4, N - ðàçìåð âûáîðêè

(Surkova et al., 2013)

.
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Время развития

6

5

4

2

1

3

C13 t1 t2 t3 t4 t5

�èñ. 26: Äèíàìè÷åñêîå ñíèæåíèå âûñîêîãî óðîâíÿ ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè ìàòå-

ðèíñêèõ ãðàäèåíòîâ íà óðîâíå ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà.

Ìû ðàññìàòðèâàåì ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD) À�Ï ïîçèöèé çàäíåé ãðàíèöû àíòåðè-

îðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb, ìàêñèìóìà öåíòðàëüíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè Kr, à òàêæå

çàäíåé ãðàíèöû ðàííåé îáëàñòè ýêñïðåññèè eve, êîòîðàÿ â äàëüíåéøåì ñîîòâåòñòâóåò

ïîçèöèè ïîëîñû 3 eve. Èçìåíåíèÿ ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè ýòèõ îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè âî âðåìåíè ñðàâíèâàþòñÿ ñ óðîâíåì ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ïîçèöèè 12%

ïîðîãà ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ãðàäèåíòà áåëêà Bd. Âñå ïåðå÷èñëåííûå ÷åðòû çà-

íèìàþò ïðèáëèçèòåëüíî îäíó è òó æå ïîçèöèþ âäîëü À�Ï îñè ýìáðèîíà (45-55% ÄÝ).

Â öèêëå 14À âàðèàáåëüíîñòü Bd ïîêàçàíà òîëüêî äëÿ âðåìåííîãî êëàññà 1, ò.ê. îíà â

äàëüíåéøåì îñòàåòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî íà òàêîì æå óðîâíå (Surkova et al., 2008a)

.

Â õîäå äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà óðîâåíü ïîçèöèîí-

íîé îøèáêè ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ïðîäîëæàåò óìåíüøàòüñÿ âïëîòü

äî âðåìåííûõ êëàññîâ 2�3 öèêëà 14À (Òàáë. 7 è 9). Â òàáëèöå 9 ïðèâåäåíû

çíà÷åíèÿ ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè õàðàêòåðíûõ ÷åðò îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ gap â öèêëå 14À. Âèäíî, ÷òî â íà÷àëå öèêëà 14À óðîâåíü âàðè-

àáåëüíîñòè ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt ñîñòàâëÿåò 2.8 % ÄÝ, íî

ñíèæàåòñÿ â 2 ðàçà âî âðåìåííîé ãðóïïå 2, ñîñòàâëÿÿ 1.3 % ÄÝ. Â ñåðåäèíå

è êîíöå öèêëà 14À óðîâåíü âàðèàáåëüíîñòè èìååò íèçêèå çíà÷åíèÿ äëÿ âñåõ

ðàññìàòðèâàåìûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap (Òàáë. 9), (Surkova et al.,

2008a).

Âàðèàáåëüíîñòü ïîëîñû 3 eve, �îðìèðóþùåéñÿ â ïîçèöèè, ñîîòâåòñòâó-

þùåé ïîñòåðèîðíîé ãðàíèöå ðàííåãî ïàòòåðíà, óæå âî âðåìåííîì êëàññå 2

ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 1 % ÄÝ � òåì ñàìûì, âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè eve
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â ýòîé À�Ï ïîçèöèè ñî âðåìåíåì ñíèæàåòñÿ áîëåå ÷åì â 3 ðàçà (�èñ. 26).

Óðîâåíü ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè eve, êàê è òàêîâîé ó ãå-

íîâ gap, íå ìåíÿåòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî íà÷èíàÿ ñ ñåðåäèíû öèêëà 14À

(Ñóðêîâà è äð. 2008a, Surkova et al., 2008a). Â òàáëèöå 10 ïðèâåäåíû çíà÷å-

íèÿ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé äëÿ ìàêñèìóìîâ ïîëîñ 3 è 7 eve âî âðåìåííûõ

ãðóïïàõ 2 è 4.

Ïîçèöèîíèðîâàíèå ïîëîñ ýêñïðåññèè îñòàëüíûõ ðàññìîòðåííûõ ãåíîâ pair-

rule (ftz, h, run è odd) â ñåðåäèíå öèêëà 14À òàêæå äîñòèãàåò òî÷íîñòè â 1%

ÄÝ (Òàáë. 11). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ìû âèäèì íåêîòîðîå óâåëè÷åíèå ïîçè-

öèîííîé îøèáêè íà êðàÿõ ýìáðèîíà, îäíàêî ýòî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî

íåêîòîðîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé âàðèàáåëüíîñòüþ, ñâÿçàííîé ñ Ä�Â îðèåíòà-

öèåé ýìáðèîíîâ íà ïðåïàðàòàõ (Surkova et al., 2008a).

�åí/Ïîëîñà 1 2 3 4 5 6 7

ftz (N=28) 1.4 1.1 1.0 1.1 1.3 1.7 1.8

h (N=19) 1.3 1.2 1.1 0.8 0.9 0.9 1.6

run (N=7) 0.7 0.8 0.6 1.0 0.9 1.1 1.6

odd (N=16) 1.0 1.3 1.0 0.7 0.9 1.9 �

Òàáëèöà 11: Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ïîëîñ ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-

rule ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà âî âðåìåííîì êëàññå T5. Ïîêàçàíû ñòàí-

äàðòíûå îòêëîíåíèÿ À�Ï ïîçèöèé ìàêñèìóìîâ ïîëîñ, N � ðàçìåð âûáîðêè

(Surkova et al., 2008a).

5.6 Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãå-

íîâ ó ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap

Íèæå áóäåò ïîêàçàíî, êàê ìóòàöèè â ãåíàõ Kr è kni âëèÿþò íà ïðîñòðàí-

ñòâåííóþ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè äðóãèõ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè. Êàê áûëî

ïîêàçàíî â ïðåäûäóùåì ðàçäåëå, ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà âûñîêèé óðîâåíü

ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ bd è ad äèíà-

ìè÷åñêè óìåíüøàåòñÿ íà óðîâíå ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ (Surkova et

al., 2008a, Ñóðêîâà è äð. 2008a).

Óðîâåíü ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè

106



çèãîòè÷åñêîãî ãåíà gt ñóùåñòâåííî ìåíÿåòÿ ñî âðåìåíåì êàê ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà, òàê è ó ìóòàíòîâ ïî Kr. Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà óðîâåíü

ðàííåé âàðèàáåëüíîñòè, ðàâíûé 2.8 % ÄÝ, ê ìîìåíòó ãàñòðóëÿöèè ïàäàåò

äî 1.2 % ÄÝ. Ó ìóòàíòîâ ïî Kr ìû íàáëþäàåì ïîõîæóþ òåíäåíöèþ, íî

ðàííÿÿ âàðèàáåëüíîñòü gt èìååò êðàéíå âûñîêèé óðîâåíü (SD = 4.6 % ÄÝ),

ñðàâíèìûé ñ òàêîâûì ó ãåíîâ ìàòåðèíñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ bd è ad (Òàáë.

9 è 8), (Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013). Îäíàêî ê êîíöó öèê-

ëà 14À ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ñíèæàåòñÿ äî 1.7% ÄÝ, è, â ñîîòâåòñòâèè

ñ ðåçóëüòàòàìè F-òåñòà, åãî çíà÷åíèå ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî íå îòëè÷àåò-

ñÿ îò íàáëþäàåìîãî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà â äàííûé ìîìåíò âðåìåíè.

Ïðè÷åì, òàêîå ñíèæåíèå ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè âî âðåìåíè êîð-

ðåëèðîâàííî ñî ñäâèãîì îáëàñòè Gt áîëåå ÷åì íà 13% ÄÝ â àíòåðèîðíîì

íàïðàâëåíèè (Òàáë. 9, �èñ. 22C) è 28).

Ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ ïî Kr;kni óðîâåíü ïîçèöèîííîé îøèáêè ïîñòåðèîð-

íîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt ÿâëÿåòñÿ î÷åíü âûñîêèì, íî, â îòëè÷èå îò òàêîâîãî

ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî Kr, îí íå ñíèæàåòñÿ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè (Òàáë.

9).

Ïîçèöèîííàÿ âàðèàáåëüíîñòü çàäíåé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb ó ìóòàíòíûõ

ýìáðèîíîâ â ïåðâîé ïîëîâèíå öèêëà 14À â 2�3 ðàçà âûøå, ÷åì ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà (Òàáë. 9). Èíòåðåñíî, ÷òî ýòîò óðîâåíü íå ñíèæàåòñÿ ñî âðå-

ìåíåì êàê ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî Kr è kni, òàê è ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ

Kr;kni.

Êàê è â ñëó÷àå ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb, ó îäèíî÷íûõ ìóòàí-

òîâ ïîçèöèîííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ïîëîñû 7 Eve îñòàåòñÿ âûñîêîé â òå÷åíèå

âñåãî öèêëà 14À (Òàáë. 10) è ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîé

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Surkova et al., 2013). Îäíàêî â îòëè÷èå îò íóëü-

ìóòàíòîâ, ó Kr+/Kr� ãåòåðîçèãîò âàðèàáåëüíîñòü ïîëîñû 7 Eve óìåíüøà-

åòñÿ ê êîíöó öèêëà 14A (Òàáë. 10). Ýòî ñíèæåíèå ïðîèñõîäèò ïàðàëëåëüíî

ñ èçìåíåíèåì �îðìû ïàòòåðíà eve îò ìóòàíòíîé ê ïðèáëèæåííîé ê äèêîìó

òèïó (ñì. âûøå, �èñ. 16).

Ïîëîñû Eve, ðàñïîëîæåííûå áîëåå àíòåðèîðíî, íå îáíàðóæèâàþò âûñî-
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êîé ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè âî âñåõ ãåíîòèïàõ, êàê ïîêàçàíî â

òàáëèöå 10 íà ïðèìåðå ïîëîñû 3.
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�èñ. 27: Çàâèñèìîñòü óðîâíÿ ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè îò À�Ï ïîçèöèé îá-

ëàñòåé ýêñïðåññèè ó îäèíî÷íûõ íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni. Âàðèàáåëüíîñòü ïîçèöèé

îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni ïîêàçàíà äëÿ âðåìåííîé ãðóïïû

4. Çíà÷åíèÿ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé (SD) ñîîòâåòñòâóþò õàðàêòåðíûì ÷åðòàì îáëàñòåé

ýêñïðåññèè ãåíîâ, ïîêàçàííûõ â òàáëèöàõ 9 è 10. Çàäíÿÿ ãðàíèöà àíòåðèîðíîãî äîìåíà

Hb ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr èìååò âûñîêèé óðîâåíü ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè ðàâíûé

2.4% ÄÝ, íî îí çäåñü íå âèçóàëèçèðîâàí, ò.ê., ïî âñåé âèäèìîñòè, îáóñëîâëåí äå�åêòîì

�îðìèðîâàíèÿ ïîëîñû PS4 ó ýòèõ ìóòàíòîâ (ñì. �èñ. 13M).

Ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü àíòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt è

ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè kni ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr (Òàáë. 9), à òàêæå öåí-

òðàëüíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè Kr ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni, òîæå èìååò íèç-

êèé óðîâåíü, ñðàâíèìûé ñ òàêîâûì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà. Àíòåðèîð-

íàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè hb ó ýìáðèîíîâ Kr� è kni� èìååò âûñîêèé óðîâåíü

âàðèàáåëüíîñòè âî âðåìåííîé ãðóïïå 1, íî ó ýìáðèîíîâ kni� ýòîò óðîâåíü

óìåíüøàåòñÿ â äâà ðàçà â áîëåå ïîçäíåì öèêëå 14À, è â ýòî âðåìÿ íå èìååò

ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîãî îòëè÷èÿ îò òàêîâîãî ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Òàáë.

9). Îäíàêî îáíàðóæèëîñü, ÷òî ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr ïðîñòðàíñòâåííàÿ âà-

ðèàáåëüíîñòü àíòåðèîðíîé îáëàñòè hb óâåëè÷èâàåòñÿ â êîíöå öèêëà 14À.

(Òàáë. 9). Ýòî ïðåäïîëîæèòåëüíî ñâÿçàíî ñ äå�åêòîì ïîñòåðèîðíîé ãðàíè-

öû ïîëîñû PS4 hb, íàáëþäàåìîãî ó ýòèõ ìóòàíòîâ (�èñ. 13M). Îòñóòñòâèå

óâåëè÷åíèÿ âàðèàáåëüíîñòè àíòåðèîðíîé îáëàñòè hb â êîíöå öèêëà 14À ó

íóëü-ìóòàíòîâ ïî kni ïîäòâåðæäàåò ýòó ãèïîòåçó (Surkova et al., 2013).
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�èñ. 28: Çàâèñèìîñòü ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè îò À�Ï ïîçèöèé îá-

ëàñòåé ýêñïðåññèè ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ. (A-B) Çàäíèå îáëàñòè ýêñïðåññèè

kni, gt è hb ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr ïîêàçàíû äëÿ (A) âðåìåííîãî êëàññà 1

è (B) âðåìåííîãî êëàññà 8. Ýêñïðåññèÿ âî âñåõ îáëàñòÿõ íîðìèðîâàíà íà

ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü. Ïóíêòèðíûìè ãîðèçîíòàëüíûìè ëèíèÿìè îáîçíà-

÷åí ðàçáðîñ ïîçèöèé ãðàíèö îáëàñòåé ýêñïðåññèè â À-Ï íàïðàâëåíèè. Âà-

ðèàáåëüíîñòü ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt óìåíüøàåòñÿ ïî ìåðå å¼

ñäâèãà ê ïîçèöèè îáëàñòè ýêñïðåññèè kni ïåðåä ãàñòðóëÿöèåé (Surkova et al.,

2013).

Ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni ïîçèöèîííàÿ îøèáêà àíòåðèîðíûõ îáëàñòåé

ýêñïðåññèè gt è hb, óâåëè÷åíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà, è

ïðè ýòîì åå óðîâåíü íå ñíèæàåòñÿ ñî âðåìåíåì � òàê æå, êàê è â ïîñòå-

ðèîðíûõ îáëàñòÿõ ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ (Òàáë. 9). Âî âðåìåííîé ãðóïïå 4

óðîâíè âàðèàáåëüíîñòè ïîçèöèé îáëàñòåé ýêñïðåññèè ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ è

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ðàçëè÷àþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî (Surkova et al.,

2013).
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5.7 Çàêëþ÷åíèå ïî ãëàâå 5

Â äàííîé ãëàâå áûëà ïîäðîáíî ðàññìîòðåíà âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè

ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçíûì óðîâíÿì ýòîãî ðåãóëÿòîðíî-

ãî êàñêàäà. Èññëåäîâàíèå áûëî ïðîâåäåíî êàê äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà,

òàê è äëÿ íóëü-ìóòàíòîâ è ãåòåðîçèãîò ïî ãåíàì gap. Ïîñëåäíåå ïîçâîëè-

ëî âûÿñíèòü, íàñêîëüêî âàðèàáåëüíîñòü �åíîòèïîâ ëè÷èíîê, íàáëþäàåìàÿ

ó ìóòàíòîâ, ïðîÿâëÿåòñÿ íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå â ðàííåì ýìáðèîíàëüíîì

ðàçâèòèè â ïåðèîä äåòåðìèíàöèè ñåãìåíòîâ.

Â ðåçóëüòàòå, ïîêàçàíî, ÷òî âñå òèïû âàðèàáåëüíîñòè, ïðèñóùèå êàðòè-

íàì ýêñïðåññèè ãåíîâ äèêîãî òèïà, äèíàìè÷åñêè ñíèæàþòñÿ ê íà÷àëó ãàñòðó-

ëÿöèè � âðåìåíè äåòåðìèíàöèè ïàðàñåãìåíòîâ. Îäíàêî ó íóëü-ìóòàíòîâ â

ýòî âðåìÿ íàáëþäàëàñü ïîâûøåííàÿ ïðîñòðàíñòâåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýêñ-

ïðåññèè, à òàêæå âàðèàáåëüíîñòü îòíîñèòåëüíûõ óðîâíåé ýêñïðåññèè eve è

ftz, îïðåäåëÿþùèõ îòíîñèòåëüíóþ øèðèíó ÷åòíûõ è íå÷åòíûõ ïàðàñåãìåí-

òîâ.

Íèæå äàííûå âûâîäû áóäóò ðàññìîòðåíû ïîäðîáíåå â êîíòåêñòå êîí-

öåïöèè êàíàëèçàöèè Óîääèíãòîíà, à òàêæå ñîâðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î

ìåõàíèçìàõ ðåãóëÿöèè ñåãìåíòàöèè ó íàñåêîìûõ.

5.7.1 Äèíàìè÷åñêîå óìåíüøåíèå âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ãå-

íîâ ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ

Â ãëàâå 5 ïîêàçàíî, ÷òî ðàííèå êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà èëëþñòðèðóþò ñîáîé ðàçíîîáðàçèå âîçìîæíûõ òðàåêòîðèé ðàç-

âèòèÿ. Ýòî ÷åòêî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî íà ïðèìåðå ðàííèõ ïàòòåðíîâ pair-

rule, ãäå ïîëîñû ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ â ðàçíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â ðàç-

íîå âðåìÿ è ðàçíûìè ñïîñîáàìè (�èñ. 9D,F, 18). Òàêàÿ âàðèàáåëüíîñòü

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðàçèòåëüíûé êîíòðàñò ñ íèçêîâàðèàáåëüíûìè ïàòòåð-

íàìè, íàáëþäàåìûìè ó ýìáðèîíîâ â êîíöå öèêëà 14À è ñîñòîÿùèìè èç 7-ìè

ïîëîñ ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâîé �îðìû (�èñ. 9E,G), (Ñóðêîâà è äð. 2008b,

Surkova et al., 2008a, Ñóðêîâà è äð. 2011).
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Ýòè ðåçóëüòàòû ìîãóò ñëóæèòü èëëþñòðàöèåé �åíîìåíà êàíàëèçàöèè,

ïðåäëîæåííîãî Ê. Óîääèíãòîíîì (Waddington, 1942) (ñì. Îáçîð ëèòåðàòó-

ðû), äåìîíñòðèðóÿ, ÷òî äåòåðìèíàöèÿ ñåãìåíòîâ íà ñòàäèè áëàñòîäåðìû íå

îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî �èêñèðîâàííîìó ïóòè, ò.å. ïî îäíîé òðàåêòîðèè ðàçâè-

òèÿ. Íàïðîòèâ, ñóùåñòâóåò öåëûé ðÿä òðàåêòîðèé, ñîâìåñòèìûõ ñ æèçíå-

ñïîñîáíîñòüþ, êîòîðûå ñõîäÿòñÿ ê ìîìåíòó íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè.

Èññëåäîâàíèå ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ïîçâîëÿåò

ñäåëàòü àíàëîãè÷íûå çàêëþ÷åíèÿ. Ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà âûñîêèé óðî-

âåíü ïîçèöèîííîé âàðèàáåëüíîñòè, ñâîéñòâåííûé ìàòåðèíñêèì ãðàäèåíòàì,

äèíàìè÷åñêè óìåíüøàåòñÿ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ íà óðîâíå ýêñïðåññèè çèãî-

òè÷åñêèõ ãåíîâ-ìèøåíåé (�èñ. 26). Î÷åâèäíî, ÷òî ÷àñòè÷íîå ñíèæåíèå ïîçè-

öèîííîé âàðèàáåëüíîñòè, ñâîéñòâåííîé ãðàäèåíòó Bd, óæå ïðîèñõîäèò íà

óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ê öèêëó äåëåíèÿ 13. Óìåíüøåíèå âàðèàáåëü-

íîñòè ïðîäîëæàåòñÿ âî âðåìåííîì êëàññå 1, è çàâåðøàåòñÿ âî âðåìåííîì

êëàññå 2. Íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule ñíèæåíèå âàðèàáåëüíîñòè íà-

÷èíàåòñÿ ïîçæå, íî ïðîèñõîäèò áûñòðåå: âî âðåìåííîì êëàññå 1 âàðèàáåëü-

íîñòü ýêñïðåññèè eve ñðàâíèìà ñ òàêîâîé ó bd, íî ê âðåìåííîìó êëàññó 3 åå

óðîâåíü ñðàâíèì ñ íàáëþäàåìûì ó ãåíîâ gap (Surkova et al., 2008a, Ñóðêîâà

è äð. 2008b), (�èñ. 26).

5.7.2 Ïîâûøåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè

ó ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà ñâîéñòâåííû ðàçíûå �îðìû âàðèàáåëüíîñòè, áó�åðèçàöèÿ âàðèàáåëü-

íîñòè â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ïðèâîäèò ê �îðìèðîâàíèþ óñòîé÷èâûõ �åíî-

òèïîâ ëè÷èíîê. Â îòëè÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ó ýìáðèîíîâ, íóëü-

ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì Kr è kni íàáëþäàþòñÿ ïðîñòðàíñòâåííî ëîêàëèçîâàí-

íûå äå�åêòû êóòèêóëû ëè÷èíêè, êîòîðûå â ñëó÷àå ýìáðèîíîâ Kr� ñóùå-

ñòâåííî âàðüèðóþòñÿ îò ýìáðèîíà ê ýìáðèîíó (Nusslein-Volhard andWieshaus,

1980, Wieshaus et al., 1984) (�èñ. 2B). Òàêèì îáðàçîì, èçó÷åíèå ðàçíûõ âè-

111



äîâ âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýòèõ ìóòàíòîâ ïîçâîëÿ-

åò ïðåäïîëîæèòü, êàêîé èç íèõ îòâåòñòâåíåí çà âàðèàáåëüíîñòü �åíîòèïîâ

ëè÷èíîê.

Êàê áûëî ïîêàçàíî â ãëàâå 3, ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr ïàòòåðí ýêñïðåññèè

ãåíà eve ïðåòåðïåâàåò ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À,

ïðè ýòîì êàêèå-òî ïîëîñû ðàçäåëÿþòñÿ, à êàêèå-òî ñëèâàþòñÿ. Ìû èçó÷è-

ëè, â êàêîé ñòåïåíè ýòà äèíàìèêà ñêàçûâàåòñÿ íà âàðèàáåëüíîñòè �îðìû

ïàòòåðíîâ.

Êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ó ýìáðèîíîâ Kr� �îðìà ïàòòåðíîâ ýêñ-

ïðåññèè eve ñóùåñòâåííî âàðüèðóåò ìåæäó èíäèâèäóàëüíûìè ýìáðèîíàìè

â ïåðèîä �îðìèðîâàíèÿ ïîëîñ. Ýòî íàáëþäàåòñÿ êàê â îáëàñòè 2�3, òàê è â

îáëàñòè 4�6 (�èñ. 25A-D). Îäíàêî ê ìîìåíòó ãàñòðóëÿöèè âàðèàáåëüíîñòü â

îáëàñòè 4�6 çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ, òîãäà êàê îáëàñòü 2�3 âñå åùå îñòàåòñÿ

âàðèàáåëüíîé (�èñ. 25E-H). Áîëåå òîãî, ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ Kr�

ïîçäíèå ïàòòåðíû eve è ftz â ýòîé îáëàñòè íå ÿâëÿþòñÿ êîïëåìåíòàðíûìè è

óðîâíè èõ ýêñïðåññèè âàðüèðóþò íåçàâèñèìî äðóã îò äðóãà (�èñ. 25J,K), ÷òî

îáû÷íî ñâîéñòâåííî äëÿ ðàííèõ ïàòòåðíîâ ýòèõ ãåíîâ (�èñ. 25I), (Surkova

et al., 2013).

Èç ðàíåå îïóáëèêîâàííûõ ðàáîò õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äèêî-

ãî òèïà îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ýêñïðåññèè eve è ftz äî îêîí÷àíèÿ �îðìèðî-

âàíèÿ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí â öèêëå 14À îïðåäåëÿþò îòíîñèòåëüíûå ðàçìåðû

íå÷åòíûõ è ÷åòíûõ ïàðàñåãìåíòîâ (Fujioka et al., 1995, Hughes and Krause,

2001, Fujioka et al., 2002). Ýòî îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ðåãóëÿöèè ãåíà segment-

polarity en ïîñðåäñòâîì ïðîìåæóòî÷íûõ ðåãóëÿòîðîâ, âêëþ÷àþùèõ odd, slp

è prd (Jaynes and Fujioka, 2004, Swantek and Gergen, 2004). Îäíàêî äåòà-

ëè ìåõàíèçìà, ëåæàùåãî â îñíîâå âêëþ÷åíèÿ ãåíîâ segment-polarity ãåíàìè

pair-rule, äî êîíöà íå èññëåäîâàíû.

Íà îñíîâå ðåçóëüòàòîâ, îïèñàííûõ â ýòîé ãëàâå, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,

÷òî âàðèàáåëüíîñòü îòíîñèòåëüíûõ óðîâíåé Eve è Ftz â ðàéîíå 40�55 %

ÄÝ, íàáëþäàåìàÿ â òå÷åíèå öèêëà 14À (�èñ. 25), ìîæåò âëèÿòü íà òî÷-

íîñòü äåòåðìèíàöèè ãðàíèö ïàðàñåãìåíòîâ. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå íàõîäèòñÿ
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â ñîîòâåòñòâèè ñ òåì, ÷òî âàðèàáåëüíîñòü �åíîòèïîâ ëè÷èíîê, îáíàðóæèâà-

åìàÿ ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr, ïîâûøåíà èìåííî â àíòåðèîðíîé ÷àñòè èçìå-

íåííîé êóòèêóëû. Òàêèì îáðàçîì, âûñîêîâàðèàáåëüíàÿ îáëàñòü ýêñïðåññèè,

âêëþ÷àþùàÿ ïîëîñû 2 è 3, ïðåäïîëîæèòåëüíî, äàåò íà÷àëî âàðèàáåëüíûì

ñòðóêòóðàì, ðàñïîëîæåííûì àíòåðèîðíî, è õàðàêòåðèçóåìûì â ëèòåðàòó-

ðå êàê 6-é àáäîìèíàëüíûé ñåãìåíò (À6) (Nusslein-Volhard and Wieshaus,

1980, Wieshaus et al., 1984, Ingham et al., 1986), (�èñ. 2B). Ïîñòåðèîðíàÿ

÷àñòü èçìåíåííîé êóòèêóëû, èìåþùàÿ çíà÷èòåëüíî ìåíüøóþ �åíîòèïè÷å-

ñêóþ âàðèàáåëüíîñòü, à òàêæå íîðìàëüíûé, íî óâåëè÷åííûé ñåãìåíò À7 ìî-

ãóò ñîîòâåòñòâîâàòü îáëàñòè 4�6, âàðèàáåëüíîñòü êîòîðîé êàíàëèçèðóåòñÿ ê

ãàñòðóëÿöèè.

Íåñìîòðÿ íà îïèñàííûé âûøå ý��åêò, îïðåäåëÿåìûé âàðèàáåëüíîñòüþ

óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ â àíòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà, ïðîñòðàíñòâåííàÿ

âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ÷åòêî ïîêàçàëà îò-

ñóòñòâèå êàíàëèçàöèè â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà (Òàáë. 9 è 10, �èñ.

27), (Surkova et al., 2013).

Ýòî ïîâûøåíèå âàðèàáåëüíîñòè òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèÿìè â

çèãîòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè, ïðîÿâëÿþùåéñÿ ó ìóòàíòîâ ïî Kr â ñèëüíî çàíè-

æåííîé ïîñòåðèîðíîé ýêñïðåññèè kni è áîëüøèì ñäâèãîì ïîñòåðèîðíîé îá-

ëàñòè ýêñïðåññèè gt (�èñ. 11). Íåëîêàëüíàÿ ïðèðîäà ýòèõ ý��åêòîâ ïîçâî-

ëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îíè ÿâëÿþòñÿ ïðîèçâîäíûìè îáùåé ðåãóëÿòîðíîé

ñòðóêòóðû ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè áëàñòîäåðìû. Ýòî ïîäòâåðæäàåò òîò �àêò,

÷òî ïîçèöèîííàÿ âàðèàáåëüíîñòü óâåëè÷åíà íå òîëüêî ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî

Kr è kni, íî è ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî òåðìèíàëüíîìó ãåíó gap tll (Janssens et.

al, 2013).

Ýòî ÿâëåíèå ìîæåò áûòü èíòåðïðåòèðîâàíî ñ ýâîëþöèîííîé òî÷êè çðå-

íèÿ. Êàê è ó äðóãèõ íàñåêîìûõ, èìåþùèõ òèï ðàçâèòèÿ ñ äëèííîé çàðîäû-

øåâîé ïîëîñêîé, ïðåäêàìè äðîçî�èëû ÿâëÿþòñÿ íàñåêîìûå ñ êîðîòêîé çàðî-

äûøåâîé ïîëîñêîé, ó êîòîðûõ äåòåðìèíàöèÿ ñåãìåíòîâ íå ïðîèñõîäèò îäíî-

âðåìåííî, à ñåãìåíòû äîáàâëÿþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî ê ïîñòåðèîðíîìó êîíöó

ýìáðèîíà ïîñëå ãàñòðóëÿöèè (Damen, 2007). Ó ïîçâîíî÷íûõ ýòîò ïðîöåññ ðå-
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ãóëèðóåòñÿ ìåõàíèçìîì, õàðàêòåðèçóåìûì îñöèëëèðóþùåé ýêñïðåññèåé ãå-

íîâ. Íåäàâíî öèêëè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ pair-rule odd (T-odd) è eve (T-

eve) áûëà îáíàðóæåíà â ïîñòåðèîðíîé çîíå ðîñòà æóêà Tribolium astaneum,

èìåþùåãî òèï ðàçâèòèÿ ñ êîðîòêîé çàðîäûøåâîé ïîëîñêîé (Sarrazin et al.,

2012, El-Sherif et al., 2012). Áîëåå òîãî, âîëíû ýêñïðåññèè T-eve, ðàñïðî-

ñòðàíÿþùèåñÿ îò ïîñòåðèîðíîãî ïîëþñà, áûëè îáíàðóæåíû äàæå íà ñòàäèè

áëàñòîäåðìû (El-Sherif et al., 2012). Ýòè ðåçóëüòàòû íàõîäÿòñÿ â ñîîòâåò-

ñòâèè ñ ãèïîòåçîé î òîì, ÷òî �óíêöèÿ ãåíîâ pair-rule áûëà íàñëåäñòâåííî

ñâÿçàíà ñ ÷àñàìè ñåãìåíòàöèè, à âïîñëåäñòâèè â õîäå ýâîëþöèè ñ�îðìè-

ðîâàëñÿ ìåõàíèçì ðåãóëÿöèè ãåíàìè gap, ëåæàùèé â îñíîâå ñåãìåíòàöèè ó

äðîçî�èëû (Peel and Akam, 2003). Òàêèì îáðàçîì, íàñëåäñòâåííî îïðåäå-

ëåííàÿ íåñòàáèëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè

ýìáðèîíà äðîçî�èëû ìîæåò îïðåäåëÿòü ïîâûøåííóþ âàðèàáåëüíîñòü ýêñ-

ïðåññèè ãåíîâ ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap.

Â îòëè÷èå îò îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap, ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ

Kr;kni ïîçèöèîííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîé êàê

äëÿ àíòåðèîðíûõ, òàê è äëÿ ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè, è åå óðî-

âåíü íå óìåíüøàåòñÿ ñî âðåìåíåì. Òàêèì îáðàçîì. ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî

åñëè ïðîäóêòû äâóõ ãåíîâ gap óäàëÿþòñÿ èç ðåãóëÿòîðíîé ñèñòåìû ñåãìåí-

òàöèè, ïðîñòðàíñòâåííàÿ òî÷íîñòü ýêñïðåññèè òåðÿåòñÿ âäîëü âñåé À�Ï îñè

ýìáðèîíà (Surkova et al., 2013).
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ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Â íàñòîÿùåé äèññåðòàöèîííîé ðàáîòå âïåðâûå ïðîâåäåí êîìïëåêñíûé

àíàëèç êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðè-

îíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap Kr è kni, â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêî-

ãî òèïà. Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåíà êîëè÷åñòâåííàÿ õàðàêòåðèñòèêà îñ-

íîâíûõ äåòåðìèíàíò ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ ñåãìåíòàöèè ó äðîçî�èëû.

Îñîáîå âíèìàíèå óäåëåíî ïðèìåíåíèþ òî÷íûõ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ê èñ-

ñëåäîâàíèþ òàêèõ âàæíûõ áèîëîãè÷åñêèõ âîïðîñîâ, êàê âëèÿíèå ìóòàöèé

íà õàðàêòåð èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè â ðàííåì ýìáðèîíå,

à òàêæå âàðèàáåëüíîñòè è êàíàëèçàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Ïåðâûé ýòàï ðàáîòû çàêëþ÷àëñÿ â îïèñàíèè êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ

ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíûõ ñ

âðåìåííûì ðàçðåøåíèåì â 6.5 ìèíóò ðàçâèòèÿ è ïðîñòðàíñòâåííûì ðàç-

ðåøåíèåì â 1 ÿäðî ýìáðèîíà (Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013).

Îïóáëèêîâàííûå ðàíåå äàííûå, â îñíîâíîì, èìåëè êà÷åñòâåííûé õàðàêòåð,

ò.å. áûëè îñíîâàíû íà âèçóàëüíîì àíàëèçå èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè.

Ýòàïû ïîëó÷åíèÿ è îáðàáîòêè êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ îïèñàíû â ãëàâå 2

�Ìàòåðèàëû è Ìåòîäû�. Äëÿ ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ áûëà ïðîèçâåäåíà ìîäè-

�èêàöèÿ ìåòîäîâ ïîñòðîåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííî�âðåìåííîãî íàáîðà äàííûõ

ýêñïðåññèè ãåíîâ â ÷àñòè ðåãèñòðàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ.

Íà îñíîâå êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàíà äèíàìèêà

ýêñïðåññèè 14-òè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Surkova et

al., 2008a) è 5-òè ãåíîâ ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr è kni, äâîéíûõ ìóòàíòîâ

Kr;kni, à òàêæå, ãåòåðîçèãîò Kr+/Kr� è kni+/kni� (Surkova et al., 2013).

Íèæå ïðèâåäåíû íåñêîëüêî ïðèìåðîâ íîâûõ ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ íà

îñíîâå àíàëèçà êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ. �åçóëüòàòû àíàëèçà èçëîæåíû â

ãëàâå 3.

Â äàííîé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî â êîíöå öèêëà äðîáëåíèÿ 14À óðîâíè ýêñ-

ïðåññèè ãåíîâ gap ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà óáûâàþò, ÷òî ïðåäïîëîæèòåëüíî

ñâÿçàíî ñ óáûâàíèåì ìàòåðèíñêèõ ãðàäèåíòîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ïîëîæèòåëüíû-
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ìè ðåãóëÿòîðàìè ýòèõ ãåíîâ. Îäíàêî áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó íóëü-ìóòàíòîâ

ïî ãåíàì Kr è kni ïðîèñõîäèò îáùåå ñíèæåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap,

ïðè÷åì â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (�èñ. 12) (Surkova

et al., 2008a, Surkova et al., 2013). Ýòîò ðåçóëüòàò ÿâëÿåòñÿ íåîæèäàííûì,

òàê êàê ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî äîêàçàòåëüñòâ, ÷òî â îñíîâå âçàèìîäåéñòâèé

ìåæäó ãåíàìè gap ëåæèò âçàèìíàÿ ðåïðåññèÿ (Jaeger, 2011). �åçóëüòàòû èñ-

ñëåäîâàíèé in silio äàëè îáúÿñíåíèå ýòîìó �àêòó â îòíîøåíèè íåêîòîðûõ

ïîñòåðèîðíûõ îáëàñòåé ýêñïðåññèè. Ñîãëàñíî ýòèì ðåçóëüòàòàì, ñíèæåíèå

óðîâíÿ ýêñïðåññèè â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè gt ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíó Kr

çàâèñèò îò å¼ ñìåùåíèÿ â ðàéîí áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé àêòèâàòîðà Cad

(�èñ. 8B). Ïðè ýòîì À�Ï ïîçèöèÿ îáëàñòè gt ñîâìåùàåòñÿ ñ ïîçèöèåé ïîñòå-

ðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè kni è ðåïðåññèðóåò ýêñïðåññèþ â ýòîé îáëàñòè,

÷òî è âûçûâàåò ðåçêîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè kni (�èñ. 22C,F) (Kozlov

et al., 2012, Êîçëîâ, 2012). Òåì íå ìåíåå, ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíó kni À-Ï

ïîçèöèÿ ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè gt íå ñìåùåíà â ñòîðîíó íèçêèõ

êîíöåíòàöèé Cad, îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåññèè gt ó ýòèõ ìóòàíòîâ ñóùåñòâåí-

íî çàíèæåí � êàê è ó ýìáðèîíîâ Kr� (Kraut and Levine, 1991a). Òàêèì îá-

ðàçîì, ÿâëåíèå ñíèæåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó ìóòàíòîâ èìååò

ñèñòåìíûé õàðàêòåð è ïîä÷åðêèâàåò íåîáõîäèìîñòü èíòàêòíîé ñèñòåìû âçà-

èìîäåéñòâèé äëÿ ïîääåðæàíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ gap (Surkova et al.,

2013).

Ê ñóùåñòâåííûì çàêîíîìåðíîñòÿì, âûÿâëåííûì â äàííîé ðàáîòå ñ ïî-

ìîùüþ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ, òàêæå ïðèíàäëåæèò âïåðâûå äåòàëüíî ðàñ-

ñìîòðåííàÿ âðåìåííàÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè ãåíà eve ó ãåòåðîçèãîò Kr+/Kr�

. Ïîêàçàíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàííèì âðåìåííûì êëàññàì

öèêëà 14À, �îðìà ïàòòåðíîâ eve áëèçêà ê òàêîâîé ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr,

íî êàê ê êîíöó öèêëà 14À �îðìà ïàòòåðíîâ ñòàíîâèòñÿ áëèçêîé ê òàêîâîé

ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà (Surkova et al., 2013). Ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà, ÷òî

äàííîå ÿâëåíèå ìîæåò èëëþñòðèðîâàòü ïîíÿòèå êàíàëèçàöèè, ââåäåííîå Ê.

Óîääèíãòîíîì (Waddington, 1942), ïðè êîòîðîì â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ïðî-

èñõîäèò êîððåêöèÿ ìóòàíòíîãî �åíîòèïà. Ýòî ÿâëåíèå ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ
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òåì, ÷òî êðàéíå íèçêèå êîíöåíòðàöèè Kr â ðàííèé ïåðèîä âðåìåíè ñïîñîáíû

�îðìèðîâàòü òîëüêî ïàòòåðí eve, ñõîäíûé ñ ìóòàíòíûì. Îäíàêî ïîñëåäó-

þùåå ïîâûøåíèå óðîâíÿ Kr ïðèáëèçèòåëüíî äî 1/2 îò ïðèñóòñòâóþùåãî â

äèêîì òèïå, îêàçûâàåòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ �îðìèðîâàíèÿ ïàòòåðíà, ñîñòîÿ-

ùåãî èç 7-ìè ïîëîñ. è îáåñïå÷èâàÿ òàêèì îáðàçîì âûæèâàåìîñòü ãåòåðîçèãîò

(Frash and Levine, 1987).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå, ðåçóëüòàòû êîòîðîãî èçëîæåíû â ãëàâå 4, áûë ïðî-

èçâåäåí àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé äèíàìèêè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó

ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì Kr è kni, â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî

òèïà. �àíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ýìáðèîíàõ äðîçî�èëû äèêîãî òèïà ïîçè-

öèîííàÿ èí�îðìàöèÿ óñòàíàâëèâàåòñÿ äèíàìè÷åñêè, ò.å. ìàòåðèíñêèå ìîð-

�îãåíåòè÷åñêèå ãðàäèåíòû îáëàäàþò ñêîðåå èíñòðóêòèðóþùåé, ÷åì îïðåäå-

ëÿþùåé ðîëüþ â óñòàíîâëåíèè ïîçèöèîííîé èí�îðìàöèè â ýìáðèîíå. Ýòî

âûðàæàåòñÿ â òîì, ÷òî îáëàñòè ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ñóùåñòâåí-

íî ñäâèãàþòñÿ ïîñëå èçíà÷àëüíîãî îïðåäåëåíèÿ èõ ïîçèöèé ìàòåðèíñêèìè

ãðàäèåíòàìè (Jaeger et al., 2004a, Ñàìñîíîâà, 2008, Surkova et al., 2008a).

Â äàííîé ðàáîòå áûë ðàññìîòðåí õàðàêòåð èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé

èí�îðìàöèè ó ýìáðèîíîâ, íåñóùèõ íóëü-ìóòàöèè â ãåíàõ gap, êîòîðûå ÿâ-

ëÿþòñÿ âàæíåéøèìè çèãîòè÷åñêèìè ðåãóëÿòîðàìè ïðîöåññà äåòåðìèíàöèè

ñåãìåíòîâ. �àññìàòðèâàåìûå ìóòàöèè ïðèâîäÿò ê ñóùåñòâåííûì äå�åêòàì

ðàçâèòèÿ, à èìåííî, ê äåëåöèè ó ìóòàíòíûõ ëè÷èíîê ïðîòÿæåííûõ ó÷àñò-

êîâ, âêëþ÷àþùèõ íåñêîëüêî ñìåæíûõ ñåãìåíòîâ. Â ýìáðèîíàõ íà ñòàäèè

áëàñòîäåðìû îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè ãåíîâ gap âûðàæàåòñÿ â ñóùåñòâåííîì

èçìåíåíèè õàðàêòåðà ýêñïðåññèè äðóãèõ çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ. Öåëüþ äàííîãî

ýòàïà ðàáîòû áûëî âûÿâèòü, êàê óñòàíàâëèâàåòñÿ ïîçèöèîííàÿ èí�îðìàöèÿ

â ýìáðèîíå ïðè íàëè÷èè ñòîëü ñóùåñòâåííûõ äå�åêòîâ ñåãìåíòàöèè. Ñëåäî-

âàëî îæèäàòü, ÷òî õàðàêòåð ñäâèãîâ îáëàñòåé ýêñïðåññèè áóäåò ñóùåñòâåííî

èçìåíåí â ñðàâíåíèè ñ ýìáðèîíàìè äèêîãî òèïà.

Òåì íå ìåíåå áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ó íóëü-ìóòàíòîâ ïî Kr, kni, è äâîéíûõ

ìóòàíòîâ Kr;kni, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ñäâèãè íàèáîëåå âûðàæå-

íû â ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýìáðèîíà, íàïðàâëåíû ê àíòåðèîðíîìó êîíöó
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ýìáðèîíà, è ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïðèâîäÿò ê ñóæåíèþ îáëàñòåé ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ ñî âðåìåíåì (Surkova et al., 2013). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó

íóëü-ìóòàíòîâ ïîçèöèîííàÿ èí�îðìàöèÿ óñòàíàâëèâàåòñÿ ïóòåì äåéñòâèÿ

ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ, ñõîäíûõ ñ âûÿâëåííûìè ðàíåå äëÿ ýìáðèîíîâ

äèêîãî òèïà, ó êîòîðûõ ñäâèãè îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãåíîâ â àíòåðèîðíîì

íàïðàâëåíèè ïðîèñõîäÿò çà ñ÷åò ðåïðåññèè ñî ñòîðîíû ñîñåäíèõ îáëàñòåé,

ðàñïîëîæåííûõ áîëåå ïîñòåðèîðíî (Jaeger et al., 2004a). Ýòà ãèïîòåçà íàøëà

÷àñòè÷íîå ïîäòâåðæäåíèå â èññëåäîâàíèÿõ, îñóùåñòâëåííûõ ñ ïîìîùüþ ìà-

òåìàòè÷åñêîãî ìîäåëèðîâàíèÿ, ãäå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâåííûé ñäâèã

ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè gt ó ýìáðèîíîâ Kr� ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ðåïðåññèè ñî

ñòîðîíû ïîñòåðèîðíîé îáëàñòè ýêñïðåññèè hb (Kozlov et al., 2012).

Àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâèãîâ ó íóëü�ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap òàêæå

ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ó ýòèõ ýìáðèîíîâ, êàê è ó ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà, íàèáîëåå ñèëüíàÿ ðåïðåññèÿ ñâîéñòâåííà äëÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè ãå-

íîâ gap, íå ãðàíè÷àùèõ äðóã ñ äðóãîì (Jaeger et al., 2004b, Surkova et al.,

2013).

Â öåëîì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî äëÿ ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ, òàê æå, êàê

è äëÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ñâîéñòâåíåí äèíàìè÷åñêèé õàðàêòåð èíòåð-

ïðåòàöèè ãåíàìè-ìèøåíÿìè ïðîñòðàíñòâåííîé èí�îðìàöèè, çàëîæåííîé â

ìîð�îãåíåòè÷åñêèõ ãðàäèåíòàõ. Òàêèì îáðàçîì, õàðàêòåð ïîçèöèîíèðîâà-

íèÿ â äàííîé ñèñòåìå áëèæå ê êîíöåïöèè ìîð�îãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ ñ åãî

ðåãóëÿòîðíûìè ñâîéñòâàìè, ÷åì ê òåîðèè ñòàòè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ïîçè-

öèîííîé èí�îðìàöèè Ë. Âîëïåðòà (Wolpert, 1969).

Íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå ðàáîòû áûëî ïðîèçâåäåíî èññëåäîâàíèå âàðè-

àáåëüíîñòè ýêñïðåññèè íà ðàçíûõ óðîâíÿõ äåéñòâèÿ ðåãóëÿòîðíîãî êàñêà-

äà ãåíîâ ñåãìåíòàöèè. Âûñîêîòî÷íûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåí-

òàöèè ïîçâîëèëè ïðîâåðèòü êîíöåïöèþ êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ Ê. Óîääèíã-

òîíà î òîì, ÷òî îðãàíèçìû äèêîãî òèïà, â îòëè÷èå îò ìóòàíòîâ, îáëàäàþò

ñïîñîáíîñòüþ ïîäàâëÿòü íà óðîâíå �åíîòèïà êàê ãåíåòè÷åñêóþ âàðèàáåëü-

íîñòü, òàê è âàðèàáåëüíîñòü, îáóñëîâëåííóþ âëèÿíèåì îêðóæàþùåé ñðåäû

(Waddington, 1942, Surkova et al., 2008a, Surkova et al., 2013). �åçóëüòàòû
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ýòîé ÷àñòè ðàáîòû èçëîæåíû â ãëàâå 5.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà äðîçî�èëû äèêîãî òè-

ïà ïðîèñõîäèò äèíàìè÷åñêîå óìåíüøåíèå âñåõ âèäîâ âàðèàáåëüíîñòè, ñâîé-

ñòâåííîé ñèñòåìå ãåíîâ ñåãìåíòàöèè (Ñóðêîâà è äð. 2008b, Surkova et al.,

2008a, Ñóðêîâà è äð. 2011). Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ,

ëåæàùèõ â îñíîâå êàñêàäà ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè, õàðàêòåðèçóåò-

ñÿ âûñîêèì óðîâíåì ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè (Houhmandzadeh et

al., 2002, Surkova et al., 2008a, Ñóðêîâà è äð., 2011). Òåì íå ìåíåå ýòà âà-

ðèàáåëüíîñòü çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ íà óðîâíå ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ

ãåíîâ-ìèøåíåé, ïðè÷åì, ýòî ñíèæåíèå ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííî, è ê êîíöó

öèêëà äðîáëåíèÿ 14À âñå ãåíû gap è pair-rule ýêñïðåññèðóþòñÿ ñ âûñîêîé

ïðîñòðàíñòâåííîé òî÷íîñòüþ (Surkova et al., 2008a, Ñóðêîâà è äð. 2008b,

Manu et al., 2009b, Ñóðêîâà è äð. 2011). Ñ ïîìîùüþ ìàòåìàòè÷åñêîãî ìî-

äåëèðîâàíèÿ â ðàáîòå Ìàíó è äð. áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îñíîâå ìåõàíèç-

ìà óìåíüøåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ gap ó

ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ëåæàò êðîññ-ðåãóëÿòîðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó

ýòèìè ãåíàìè (Manu et al., 2009a).

Òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà ê ìîìåíòó íà÷àëà ãà-

ñòðóëÿöèè ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå íå òîëüêî ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíî-

ñòè ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ, íî òàêæå è âàðèàáåëüíîñòè óðîâíåé ýêñ-

ïðåññèè, âðåìåíè, òèïà è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñ-

ïðåññèè. Â êîíòåêñòå êîíöåïöèè êàíàëèçàöèè Óîääèíãòîíà ýòî ìîæåò ïî-

êàçûâàòü, ÷òî â ñèñòåìå ñåãìåíòàöèè íå ñóùåñòâóåò �èêñèðîâàííîãî ïóòè

ðàçâèòèÿ, à åñòü öåëûé ðÿä òðàåêòîðèé ðàçâèòèÿ, ñîâìåñòèìûõ ñ æèçíåñïî-

ñîáíîñòüþ, êîòîðûå ñõîäÿòñÿ ê ìîìåíòó íà÷àëà ãàñòðóëÿöèè (Surkova et al.,

2008a, Ñóðêîâà è äð., 2011).

Êàíàëèçàöèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ýìáðèîíîâ äèêîãî

òèïà ïðèâîäèò ê �îðìèðîâàíèþ óñòîé÷èâûõ �åíîòèïîâ ëè÷èíîê. Â îòëè-

÷èå îò ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ó ýìáðèîíîâ, íóëü-ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì gap

Kr è kni, íàáëþäàþòñÿ ïðîñòðàíñòâåííî ëîêàëèçîâàííûå äå�åêòû êóòèêó-

ëû ëè÷èíêè, êîòîðûå â ñëó÷àå ýìáðèîíîâ Kr� ñóùåñòâåííî âàðüèðóþò îò
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ýìáðèîíà ê ýìáðèîíó (Nusslein-Volhard and Wieshaus, 1980, Wieshaus et

al., 1984), (�èñ. 2Â). Òàêèì îáðàçîì, èçó÷åíèå ðàçíûõ �îðì âàðèàáåëüíî-

ñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap ïîçâîëÿåò âû-

ÿâèòü, êàêèå èç íèõ ìîãóò îïðåäåëÿòü âàðèàáåëüíîñòü �åíîòèïîâ ëè÷èíîê.

Â äàííîé ðàáîòå âûÿâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ, ìóòàíòíûõ ïî ãåíó Kr, íàáëþ-

äàåòñÿ âàðèàáåëüíîñòü îòíîñèòåëüíûõ êîíöåíòðàöèé ïðîäóêòîâ ãåíîâ eve è

ftz â îáëàñòè ïîëîñ 2 è 3, êîòîðàÿ íå ñíèæàåòñÿ â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À

(Surkova et al., 2013). Ýòîò ðåçóëüòàò ÿâëÿåòñÿ âàæíûì, òàê êàê èçâåñòíî,

÷òî ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà èìåííî îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ýêñïðåññèè eve

è ftz îïðåäåëÿþò îòíîñèòåëüíûå ðàçìåðû íå÷åòíûõ è ÷åòíûõ ïàðàñåãìåíòîâ

(Fujioka et al., 1995, Hughes and Krause, 2001, Fujioka et al., 2002). Â ðàáîòå

ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà, ÷òî èìåííî âàðèàáåëüíîñòü îòíîñèòåëüíûõ óðîâíåé

Eve è Ftz â îáëàñòè ïîëîñ 2 è 3 ìîæåò îïðåäåëÿòü âàðèàáåëüíîñòü �åíî-

òèïîâ ìóòàíòíûõ ëè÷èíîê, òàê êàê òåððèòîðèàëüíî ñîâïàäàåò ñ îáëàñòüþ

âàðèàáåëüíûõ êóòèêóëÿðíûõ �åíîòèïîâ (Nusslein-Volhard and Wieshaus,

1980, Wieshaus et al., 1984, Ingham et al., 1986), (�èñ. 2B è 25).

Òåì íå ìåíåå, èññëåäîâàíèå ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåñ-

ñèè ãåíîâ ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî Kr è kni ïîêàçàëî, ÷òî ó ýòèõ ýìáðè-

îíîâ âàðèàáåëüíîñòü ïîçèöèé îáëàñòåé ýêñïðåññèè ïîâûøåíà â ïîñòåðèîð-

íîé ÷àñòè ýìáðèîíà (Surkova et al., 2013). Ïðåäëîæåíà ãèïîòåçà, ïîçâîëÿ-

þùàÿ èíòåðïðåòèðîâàòü îòñóòñòâèå êàíàëèçàöèè â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýì-

áðèîíà ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap ñ ýâîëþöèîííîé òî÷êè çðåíèÿ.

Îíà îñíîâàíà íà íåäàâíèõ èññëåäîâàíèÿõ õàðàêòåðà ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-

rule ó æóêà Tribolium astaneum, ïðèíàäëåæàùåãî ê íàñåêîìûì, èìåþùèì

òèï ðàçâèòèÿ ñ êîðîòêîé çàðîäûøåâîé ïîëîñêîé, è ÿâëÿþùèìèñÿ ïðåäêà-

ìè äðîçî�èëû. Ýòè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â ïîñòåðèîðíîé çîíå ðîñòà

Tribolium astaneum ýêñïðåññèÿ ãåíîâ odd (T-odd) è eve (T-eve) èìååò öèê-

ëè÷åñêèé õàðàêòåð, ÷òî àíàëîãè÷íî îñöèëëèðóþùåé ýêñïðåññèè ãåíîâ, ëå-

æàùåé â îñíîâå ñåãìåíòàöèè ó ïîçâîíî÷íûõ (Sarrazin et al., 2012, El-Sherif

et al., 2012). Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåííàÿ âàðèàáåëüíîñòü ýêñïðåññèè ãåíîâ

ó îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ïðîÿâëåíèåì íàñëåä-
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ñòâåííî äåòåðìèíèðîâàííîé íåñòàáèëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè

â ïîñòåðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà.

Â îòëè÷èå îò îäèíî÷íûõ ìóòàíòîâ ïî ãåíàì gap, ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ

Kr;kni ïðîñòðàíñòâåííàÿ òî÷íîñòü ýêñïðåññèè òåðÿåòñÿ âäîëü âñåé À�Ï îñè

ýìáðèîíà (Surkova et al., 2013).

�åçóëüòàòû, èçëîæåííûå â ãëàâå 5, íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîäòâåð-

æäàþò êîíöåïöèþ êàíàëèçàöèè ðàçâèòèÿ Ê. Óîääèíãòîíà, â îñíîâå êîòîðîé

ëåæèò èäåÿ î ïîäàâëåíèè âàðèàáåëüíîñòè ó îðãàíèçìîâ äèêîãî òèïà, íî íå

ó ìóòàíòíûõ (Waddington, 1942).

Ïðåäñòàâëåííûå â ãëàâàõ 2�5 ðåçóëüòàòû ïîëíîñòüþ îáîñíîâûâàþò îñ-

íîâíûå ïîëîæåíèÿ è âûâîäû, ñ�îðìóëèðîâàííûå â äàííîé äèññåðòàöèè. �å-

çóëüòàòû ðàáîòû îïóáëèêîâàíû â 14-òè ñòàòüÿõ â ðåöåíçèðóåìûõ íàó÷íûõ

èçäàíèÿõ.
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ÂÛÂÎÄÛ

1. Îïðåäåëåíî, ÷òî íóëü�ìóòàöèè â ãåíàõ gap, ïðèâîäÿùèå ê ñóùåñòâåí-

íûì èçìåíåíèÿì ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè â ýìáðèîíå äðîçî�è-

ëû, íå ìåíÿþò íàïðàâëåíèå è ëîêàëèçàöèþ ïðîñòðàíñòâåííûõ ñäâè-

ãîâ îáëàñòåé ýêñïðåññèè çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ. Ýòî ïðåäïîëàãàåò äåé-

ñòâèå ñõîäíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ èíòåðïðåòàöèè ïîçèöèîííîé

èí�îðìàöèè çèãîòè÷åñêèìè ãåíàìè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà è ìó-

òàíòíûõ;

2. Âûÿâëåíî, ÷òî óðîâíè ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ gap ó ýìáðèîíîâ, íóëü-

ìóòàíòíûõ ïî ãåíàì Kr, kni è ó äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni, ñóùåñòâåííî

çàíèæåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè ó ýìáðèîíîâ äèêîãî òèïà, ÷òî íå

ñîãëàñóåòñÿ ñ ðîëüþ ýòèõ ãåíîâ êàê ðåïðåññîðîâ òðàíñêðèïöèè;

3. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà äðîçî�èëû äèêîãî

òèïà ïðîèñõîäèò äèíàìè÷åñêîå óìåíüøåíèå âñåõ âèäîâ âàðèàáåëüíî-

ñòè ýêñïðåññèè, ñâîéñòâåííîé ñèñòåìå ãåíîâ ñåãìåíòàöèè. Ýòî âêëþ÷à-

åò óìåíüøåíèå âàðèàáåëüíîñòè óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ, âðåìåíè è

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè �îðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ýêñïðåññèè, à òàêæå ïðî-

ñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè îáëàñòåé ýêñïðåññèè;

4. Âûÿâëåíî, ÷òî ó ýìáðèîíîâ äðîçî�èëû, íóëü-ìóòàíòíûõ ïî ãåíó gap

Kr, îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ýêñïðåññèè ãåíîâ pair-rule eve è ftz, êîòîðûå

îïðåäåëÿþò îòíîñèòåëüíûå ðàçìåðû íå÷åòíûõ è ÷åòíûõ ïàðàñåãìåí-

òîâ, îñòàþòñÿ âàðèàáåëüíûìè â òå÷åíèå âñåãî öèêëà 14À â îáëàñòè

ïîëîñ 2�3, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ëîêàëèçàöèè âàðèàáåëüíûõ äå�åêòîâ êó-

òèêóë ó ëè÷èíîê Kr�;

5. Îïðåäåëåíî, ÷òî ó îäèíî÷íûõ íóëü-ìóòàíòîâ ïî ãåíàì Kr è kni âû-

ñîêèé óðîâåíü ïðîñòðàíñòâåííîé âàðèàáåëüíîñòè ýêñïðåññèè çèãîòè-

÷åñêèõ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ íå ñíèæàåòñÿ â ïîñòå-

ðèîðíîé ÷àñòè ýìáðèîíà äðîçî�èëû, à äâîéíûõ ìóòàíòîâ Kr;kni � âî
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âñåì ýìáðèîíå. Âûâîäû 3�5 ñëóæàò ïîäòâåðæäåíèåì êîíöåïöèè êà-

íàëèçàöèè ðàçâèòèÿ Ê. Óîääèíãòîíà, â îñíîâå êîòîðîé ëåæèò èäåÿ î

ïîäàâëåíèè âàðèàáåëüíîñòè ó îðãàíèçìîâ äèêîãî òèïà, íî íå ó ìóòàíò-

íûõ.
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