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Белок дрозофилы Gaga является фактором эпигенетической регуляции транскрипции большой группы
генов, контролирующих процессы развития. В данной статье показана роль Gaga-фактора в миграции
клеток зародышевой линии и его влияние на формирование гонад в эмбриогенезе дрозофилы. Мутации
в гене Trl, кодирующем Gaga-фактор, приводят к преждевременному запуску программы активной ми-
грации и перемещению примордиальных клеток вглубь эмбриона до начала гаструляции. Зародышевые
клетки, рано отделившиеся от общей группы, мигрируют эктопически, дезориентируются и не участвуют
в формировании гонад. Характер экспрессии гена Trl указывает на его активность в эпителиальных клет-
ках эмбриональной бластодермы, часть из которых контактирует с примордиальными клетками. Таким
образом, Gaga-фактор влияет на миграцию этих клеток опосредовано через их соматическое окружение.
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ВВЕДЕНИЕ

Миграция примордиальных зародышевых кле-
ток (ПЗК) является важным этапом гонадогенеза
и нормального развития предшественников по-
ловых клеток. ПЗК, или первичные половые
клетки, образуются на заднем полюсе эмбриона в
области локализации материнской зародышевой
плазмы. После спецификации и нескольких ми-
тотических делений эти клетки отделяются от эм-
брионального синцития и начинают перемещать-
ся во внутреннюю область зародыша (Dansereau,
Lasko, 2008; Richardson, Lehmann, 2010). Мигра-
цию ПЗК можно разделить на две фазы: пассив-
ную и активную. Пассивная миграция является
следствием морфогенетических событий во вре-
мя гаструляции: зародышевые клетки переносят-
ся в карман средней кишки за счет инвагинации
клеточного слоя будущей эндодермы. Активная
миграция происходит внутри эмбриона за счет
способности самих ПЗК двигаться автономно.
Они формируют структуры, подобные псевдопо-
диям, проходят через стенку первичной кишки,
перемещаются между клетками эндодермы, раз-
деляются на две группы и объединяются с мезо-
дермальными клетками (соматическими предше-
ственниками гонад). Таким образом, в результате
благополучной миграции ПЗК формируются за-
чаточные гонады, располагающиеся по обе сто-

роны от вентральной борозды в пятом брюшном
сегменте эмбриона (Dansereau, Lasko, 2008; Rich-
ardson, Lehmann, 2010, Jemc, 2011).

Молекулярно-генетическая природа процес-
сов миграции клеток зародышевого пути доста-
точно эволюционно консервативна и имеет вы-
сокую гомологию в разных клеточных типах, ор-
ганах и тканях, а также во многих аспектах
воспроизводит особенности движения клеток
иммунной системы и метастазирующих опухо-
лей. Данное обстоятельство объясняет интерес к
этой теме исследования и подтверждает ее акту-
альность (Tarbashevich, Raz, 2010).

В представленной работе мы впервые показали
связь миграции ПЗК с белком дрозофилы GAGA,
который является фактором эпигенетической ре-
гуляции транскрипции большой группы генов.
GAGA-фактор кодируется геном Trithorax-like
(Trl), который относится к группе trithorax, по-
скольку участвует в активации экспрессии гомео-
зисных генов (Farkas et al., 1994). Помимо гомео-
зисных генов была показана роль GAGA-фактора
в регуляции генов теплового шока, домашнего
хозяйства и др. Реализация регуляторной актив-
ности белка осуществляется через его связывание
с (GA)n богатыми последовательностями, распо-
ложенными в промоторных районах его генов-
мишеней (Granok et al., 1995; Wilkins, Lis, 1997).
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Trl экспрессируется в различных органах и тканях
на всех стадиях онтогенеза дрозофилы и, таким об-
разом, вовлечен в широкий спектр процессов раз-
вития. Он необходим для эмбриогенеза, оогенеза,
развития глаза и крыла, формирования дорзаль-
ных выростов эмбриона (Bhat et al., 1996; Ogienko
et al., 2006, 2008; Dos-Santos et al., 2008; Омелина
и др., 2011; Bayarmagnai et al., 2012).

В своей предыдущей работе мы показали, что
GAGA-фактор принимает участие в развитии
клеток зародышевого пути (КЗП) самцов дрозо-
филы, а снижение экспрессии гена у мутантов Trl
приводит к нарушению миграции и частичной
потере этих клеток в эмбриогенезе (Dorogova
et al., 2014). Однако не были исследованы причи-
ны и характер нарушений миграции КЗП и, та-
ким образом, осталось неизвестным, в каких про-
цессах непосредственно участвует белок GAGA.
В данной работе мы установили, что мутации в
гене Trl приводят к ранней активизации програм-
мы миграции и преждевременному перемеще-
нию ПЗК внутрь эмбриона. Клетки, рано отделив-
шиеся от общей группы, мигрируют эктопически,
дезориентируются и не участвуют в формирова-
нии гонад. Мы также показали, что на этой ста-
дии эмбриогенеза ген Trl экспрессируется не в
КЗП, а в окружающих эмбрион эпителиальных
клетках, которые в примордиальной области кон-
тактируют с зародышевыми клетками и способны
оказывать влияние на их развитие.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе были использованы первичные анти-

тела: rabbit anti-β-galactosidase (разведение 1 : 500,
“Molecular probe”), mouse anti-Fasciclin3 (разве-
дение 1 : 80, HDSB) и mouse anti-Vasa (разведение
1 : 30, HDSB); вторичные антитела: goat anti-
mouse “Alexa 488” (разведение 1 : 400, “Molecular
probe”), anti-rabbit “Alexa 568” (разведение 1 : 300,
“Molecular probe”).

Выделение, фиксация и окраска эмбрионов
антителами производилась согласно методике,
описанной ранее (Dorogova et al., 2014). После ин-
кубации с антителами препараты окрашивали
раствором DAPI (2 мг/мл в 1× PBS, pH 7.4) 5 мин
и заключали в Mowiol, содержащий 10% DABCO.

Анализ и фотографирование препаратов про-
изводили с помощью микроскопа AxioImager Z1 с
приставкой ApoTome (Zeiss, Germany) и фотока-
меры AxioCam MR (Zeiss, Germany).

В экспериментах использовались следующие
линии D. melanogaster. Мутация TrlR85 – нуль-ал-
лель гена, любезно предоставлена Ф. Каршем
(Женевский университет, Швейцария) (Farkas
et al., 1994). Гипоморфные мутации Tr362 и Trl(ex)15,
нарушающие 5'-область гена, получены авторами
в ИЦиГ СО РАН. Мутация Trl362 обусловлена
встройкой p{lacW} транспозона в 5'-область гена,

а Trl(ex)15 представляет собой делецию 1.5 т.п.н. в
5'-области гена. Обе эти мутации являются силь-
ными гипоморфными аллелями и значительно
снижают экспрессию гена Trl (Огиенко и др.,
2006; Dorogova et al., 2014). Oregon R – дикий тип,
из фонда лаборатории ИЦиГ СО РАН. Все скре-
щивания проводили на стандартной среде при
температуре 25°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В данном исследовании были проанализиро-

ваны гетерозиготные эмбрионы TrlR85/Trl(ex)15 и
TrlR85/Trl362. Ранее было показано, что такие ал-
лельные комбинации приводят к недостатку кле-
ток зародышевого пути в семенниках имаго. Од-
ной из причин этого феномена была потеря при-
мордиальных клеток в процессе эмбриогенеза
(Dorogova et al., 2014). Чтобы определить, какие
клеточные события, связанные с ранними стади-
ями развития гонад, при этом нарушаются, мы
проследили судьбу зародышевых клеток, начиная
с их спецификации, формирования и миграции в
область гонадной мезодермы.

Формирование и миграция клеток
зародышевой линии

Эффект Trl мутаций не проявляется на этапе
формирования ПЗК. У мутантов, как и в диком
типе, на заднем полюсе эмбриона формируется
пул зародышевых клеток. Эти клетки образуют
консолидированную группу и имеют характер-
ную сферическую морфологию (рис. 1а, 1б, 2а).

Дальнейшие стадии эмбриогенеза связаны с
началом гаструляции и инициацией миграции
ПЗК. В диком типе зародышевые клетки отделя-
ются от окружающих их соматических клеток и
перемещаются в углубление, образованное инва-
гинацией задней части первичной кишки. При
этом они сохраняют округлую форму и переме-
щаются синхронизованной группой. Морфоло-
гия и взаимное расположение этих клеток сохра-
няются на протяжении всего их пассивного пере-
носа вглубь эндодермы, в течение 5–8 стадий
эмбриогенеза (рис. 1в–1д). Видимые преобразо-
вания в КЗП происходят перед началом их актив-
ной транс-эпителиальной миграции, когда они
из области средней кишки перемещаются в на-
правлении гонадной мезодермы. КЗП обособляют-
ся друг от друга, выпускают псевдоподии и стано-
вятся амебоидными (рис. 1е, 1ж). Такая морфология
является типичной для активно мигрирующих кле-
ток и характерна для различных органов и тканей.

У Trl мутантов ПЗК приобретают характерную
морфологию мигрирующих клеток, еще находясь
на заднем полюсе эмбриона, в конце стадии 4 и
начале стадии 5. Они теряют округлую форму, поля-
ризуются и образуют цитоплазматические выросты
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Рис. 1. Основные этапы миграции ПЗК в эмбрионах дрозофилы в норме. а, б – стадия 4–5 эмбрионального развития. При-
мордиальные клетки располагаются на заднем полюсе эмбриона и имеют характерную для этой стадии сферическую форму.
г – начало стадии 6, вид с дорзальной стороны эмбриона. С началом гаструляции ПЗК пассивно погружаются в область зад-
него впячивания первичной кишки. в, д – стадия 7, латеральный вид эмбриона. ПЗК перемещаются вглубь эмбриона в карман
первичной кишки. На всех этих стадиях клетки сохраняют округлую форму. е, ж – стадия 10, дорзальный вид. Начало актив-
ной миграции ПЗК. Клетки становятся амебоидными и перемещаются через эпителий первичной кишки. з–л – ПЗК дости-
гают гонадной мезодермы и формируют зачаточные гонады. Ядра окрашены DAPI, ПЗК – VASA. Масштаб: б, г, д, ж – 25 мкм;
и, л – 100 мкм. На схеме КЗП выделены черным цветом. Схема взята из статьи: Santos A.C., Lehmann R. Germ cell specification
and migration in Drosophila and beyond. (Santos, Lehmann, 2008).
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Рис. 2. Миграция ПЗК в эмбрионах Trl мутантов. а – стадия 4–5 эмбрионального развития. ПЗК имеют аномальную
для этой стадии морфологию мигрирующих клеток. Часть из них покидают задний полюс и перемещаются вглубь эм-
бриона. б – стадия 6. Начало гаструляции и пассивного транспорта ПЗК. В отличие от нормы зародышевые клетки
формируют выросты и становятся амебоидными. в – ПЗК локализуются в области заднего впячивания первичной
кишки, однако часть из них уже начали активно перемещаться через слой будущего эпителия. г, д – эктопически рас-
положенные ПЗК на 10 (г) и 14 (д) стадиях эмбриогенеза (стрелки и зона, выделенная пунктиром). Ядра окрашены
DAPI, ПЗК – VASA. Масштаб: а–в 30 мкм; г, д – 100 мкм.
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различной формы. Часть из них до начала гаструля-
ции перемещаются через слой клеток, образующих
поверхность эмбриона (рис. 2а, 2б). Оптические сре-
зы дают возможность точно увидеть, что эти клетки
проникают именно вглубь эмбриона, где на этой ста-
дии располагаются ядра желточных клеток (рис. 2а).
Эктопическая миграция наблюдается и на более
поздних стадиях эмбриогенеза (стадии 6 и 7): часть
зародышевых клеток покидает карман первичной
кишки во время гаструляции (рис. 2в).

То есть, в отличие от дикого типа и других кон-
трольных образцов, предшественники половых
клеток Trl мутантов начинают мигрировать преж-
девременно, опережая этот процесс в норме на
несколько стадий.

Влияние нарушений миграции КЗП на формирование 
гонад и ниши стволовых клеток

На более поздних стадиях, в диком типе, заро-
дышевые клетки формируют две компактные
группы в области эмбриональной мезодермы –

кластеры генеративных клеток будущих гонад
(рис. 1з–1л). По литературным данным в среднем
12–14 КЗП участвуют в образовании каждой го-
нады (Poirié et al., 1995). Такое же число клеток
было в проанализированных нами контрольных
эмбрионах (рис. 3).

У мутантов часть зародышевых клеток не при-
нимает участие в поздних стадиях гонадогенеза.
Это связано с их ранним выделением из общей
группы и преждевременной миграцией (рис. 2г).
В зоне образования гонад у мутантов наблюдается
значительно меньше КЗП, чем в диком типе. У
наиболее сильной мутантной комбинации
TrlR85/Trl(ex)15 формируются очень мелкие гонад-
ные зачатки, содержащие 2–6 зародышевых кле-
ток. Остальные клетки локализуются хаотично в
разных областях эмбриона (рис. 2д). У TrlR85/Trl362

меньшее число клеток вовлечено в эктопическую
миграцию и формируются более полноценные
эмбриональные гонады, но так же с недостаточ-
ным количеством КЗП (рис. 3).
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У личинок Trl мутантов так же, как у эмбрио-
нов, формируются мелкие гонады: у TrlR85/Trl(ex)15 –
в 2–4 раза меньше, чем в диком типе, у TrlR85/Trl362 –
в 2–3 раза (рис. 4). Несмотря на количественный
недостаток клеток, личиночные гонады Trl му-
тантов имеют нормальную сферическую форму и

хорошо морфологически идентифицируемую зо-
ну, вокруг которой группируются стволовые за-
родышевые клетки. В личиночных яичниках эти
клетки занимают экваториальную область органа,
рядом с соматическими предшественниками кэп-
клеток и терминальных филаментов (рис. 5а). В ли-
чиночных семенниках они выявляются около об-
ласти хаба (Hab), образованной соматическими
клетками ниши (рис. 5в). В диком типе клетки
ниши плотно упакованы и ассоциированы друг с
другом. У мутантов выявляется дефицит стволо-
вых клеток, и ниша, хотя и формируется, выгля-
дит значительно разреженной (рис. 5б, 5г).

Анализ экспрессии гена Trl в эмбриогенезе
Согласно данным Modencode и Нозерн-блот-

гибридизации активность гена Trl значительно
возрастает в период 2–4 часов эмбрионального
развития, что соответствует стадии целлюляриза-
ции эмбриона (Karagodin et al., 2013). Чтобы опре-
делить, в какой области эмбриона эта активность
сосредоточена, мы проанализировали паттерн
экспрессии репортерного гена lacZ в линии, несу-
щей встройку P-элемента p{lacW} в промоторную
область гена Trl, что позволяет выявить актив-
ность гена в различных органах и тканях (Огиен-

Рис. 3. Среднее число клеток зародышевого пути в од-
ной гонаде у мутантов Trl (±SD или стандартное от-
клонение). Среднее число клеток зародышевого пути
снижено в эмбрионах Trl15/TrlR85 и Trl362/TrlR85 по
сравнению с контролем.

20 4 6 8 10 12 14
Среднее число клеток зародышевого пути

в эмбриональной гонаде

Trl(ex)15/TrlR85

Trl362/TrlR85

Oregon R

Рис. 4. Морфология и размеры гонад 3-го личиночного возраста у Trl мутантов в сравнении с диким типом (Oregon).
а–г – личиночные яичники (б) и семенники (г) у Trl85/Trl15 имеют не измененную морфологию, но значительно мень-
ше по размеру, чем в линии Oregon (а, в). Ядра окрашены DAPI (а, б). Масштаб: а, б – 20 мкм; в, г –50 мкм.
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ко и др., 2006; Wilson et al., 1989). С помощью ан-
тител к белку бета-галактозидазы было показано,
что экспрессия Trl усиливается на стадии 4–5 эм-
бриогенеза, а рисунок локализации антител соот-
ветствует нижней границе формирующегося одно-
слойного эпителия, окружающего желток (рис. 6).
В области ПЗК связывание с антителами не на-
блюдалось, что свидетельствует об отсутствии
экспрессии lacZ-репортера и активности Trl гена
в этих клетах на данной стадии эмбриогенеза.

ОБСУЖДЕНИЕ
В наших предыдущих работах было показано,

что мутантные межаллельные комбинации
TrlR85/Trl(ex)15 и TrlR85/Trl362 приводят к полной или
частичной стерильности как самцов, так и самок
дрозофилы (Ogienko et al., 2006, 2008; Dorogova
et al., 2014). У мутантных самцов формировались
мелкие семенники с редуцированным числом
клеток зародышевого пути, часть из которых те-
рялась в процессе их миграции в эмбриогенезе
(Dorogova et al., 2014). В данном исследовании мы
провели детальный цитологический скрининг
ранних этапов развития зародышевых клеток и
определили, что мутация вызывает их преждевре-
менные морфологические преобразования в ак-

тивно мигрирующие клетки и, как следствие, эк-
топическое перемещение вглубь эмбриона.

Первые признаки активной миграции у мутан-
тов наблюдаются уже на стадии клеточной бла-
стодермы. Часть ПЗК становятся амебоидными и
мигрируют через однослойный эпителий. Эта
тенденция сохраняется и в процессе их пассивно-
го переноса в кармане первичной кишки во время
гаструляции. ПЗК, которые преждевременно от-
делились от общей группы, мигрируют дезориен-
тировано и не достигают области образования го-
над, что приводит к редукции числа зародышевых
клеток у имаго.

Клеточная миграция является комплексным
процессом, в котором задействованы множе-
ственные факторы, участвующие в ее активации,
преобразованиях сигналов, адгезивных взаимо-
действиях, модуляциях мембран и цитоскелета
(Dansereau, Lasko, 2008; Tarbashevich, Raz, 2010;
Lesch, Page, 2012). Этот процесс зависит от экс-
прессии генов материнского эффекта (РНК заро-
дышевой плазмы), транскрипционной активно-
сти самих КЗП и соматических предшественни-
ков гонад, а также от состояния внеклеточного
матрикса и окружающих эпителиальных клеток
(Richardson, Lehmann, 2010). Учитывая, что белок
GAGA является фактором, регулирующим тран-

Рис. 5. Клеточная структура гонад и области расположения стволовых клеток у личинок 3-го возраста Trl мутантов и
линии Oregon. а, б – в яичниках у мутанта Trl (б) выявляется меньше стволовых зародышевых клеток (ЗК), которые
расположены в области, примыкающей к соматическим клеткам (СК). в, г – у мутанта (г) меньше стволовых клеток
вокруг зоны хаб (стрелка), чем в диком типе (в). СК и Хаб – Fas-3, КЗП – VASA. Масштаб: а, б – 50 мкм; в, г – 20 мкм.
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скрипцию, он может участвовать в активации ра-
боты некоторых генов, отвечающих за механизмы
миграции.

Известно, что инициация миграции запуска-
ется факторами Jak-Stat (Janus kinase-signal trans-
ducer and activator of transcription) сигнального пу-
ти, что приводит к активации рецептора G-белка
(GPCR), кодируемого геном trapped in endoderm 1
(tre1) (Kunwar et al., 2003, 2008; Sheng et al., 2009).
Однако продукты этих генов запасаются в заро-
дышевой плазме и становятся активными непо-
средственно в зародышевых клетках (Kunwar et al.,
2003; Dansereau, Lasko, 2008; Sheng et al., 2009),
тогда как проявление описанного мутантного фе-
нотипа совпадает со стадией активной зиготиче-
ской экспрессии гена Trl, а паттерн экспрессии
локализуется в соматических, но не в зародыше-
вых клетках. Поэтому очевидно, в данном кон-
тексте, мишенями GAGA-фактора не могут быть
гены материнского эффекта, которые активны
именно в ПЗК. Однако ген Trl активно экспрес-
сируется в эпителиальном слое и в частности, в
тех клетках, которые контактируют с примор-
диальными. Поэтому наиболее вероятно, что
аномалии в миграции ПЗК связаны с мутантным
эффектом в окружающих соматических клетках.

В ряде работ было показано, что соматическое
окружение может влиять на пространственно-
временную регуляцию миграции КЗП. Так мута-
ции в гене hopscotch, кодирующего JAK-киназу,
приводят к чрезмерной активности белка STAT
(STAT92E), что вызывает преждевременную ми-
грацию примордиальных клеток (Li et al., 2003).
При этом hopscotch экспрессируется только в со-
матических клетках эмбриона (Li et al., 2003).

Примордиальные клетки могут начать преж-
девременно активно перемещаться вглубь эмбри-
она и при нарушении целостности эпителиально-
го слоя, с котором они контактируют. Дж. Сэй-
ферт и Р. Леманн показали, что у мутантов по
гену crb, характеризующимися нарушениями в ре-
модулировании эпителия, происходит преждевре-
менная активация рецептора tre 1 в КЗП, в резуль-
тате чего запускается их собственная автономная
программа миграции (Seifert, Lehmann, 2012).

Таким образом, соматическое окружение ПЗК
может влиять на них как регуляторно, активируя
миграцию с помощью сигнальных молекул, так и
структурно, формируя субстрат для перемещения.

Учитывая эти данные, а также установленный
нами характер экспрессии гена Trl, можно пред-
положить, что GAGA-фактор влияет на мигра-

Рис. 6. Область активности гена Trl в раннем эмбриогенезе, выявленная с помощью экспрессии lacZ репортера. а – на
стадии 3 патерн экспрессии не выявляется. б – на стадии 5 выявляется значительное увеличение экспрессии в области
эпителиальных клеток. в, г – выделенный пунктиром фрагмент рисунка (б) в увеличенном виде. Транскрипционная
активность гена Trl не детектируется в КЗП. Область экспрессии Trl окрашена антителами к β-galactosidase, КЗП –
VASA. Масштаб: а, б – 50 мкм; в, г – 20 мкм.
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цию примордиальных клеток через контактирую-
щие с ними соматические клетки. Известно, что
мишенями белка являются не менее 250 генов,
регулирующих широкий спектр клеточных про-
цессов (van Steensel et al., 2003; Omelina et al.,
2011). В частности, это гены, кодирующие факторы
клеточной адгезии, межклеточных взаимодействий,
цитоскелетные и цитоскелет-связывающие белки.
Экспрессия некоторых из этих генов, вероятно,
снижается на фоне мутаций TrlR85/Trl(ex)15 и
TrlR85/Trl362, у которых, по нашим данным, детек-
тируется значительный недостаток продукта Trl.
Изменения активности генов-мишеней GAGA-
фактора у Trl мутантов может приводить к дефек-
там формирования структуры эпителиального
слоя, с которым взаимодействуют КЗП, и влиять
на их программу миграции.

Работа поддержана Базовым бюджетным про-
ектом VI.60.1.3. (№ гос. Регистрации 01201280327)
и грантами РФФИ 13-04-01013_a, 14-0400929_a.
Рис. 6
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The GAGA protein of drosophila is a factor involved in epigenetic transcription regulation of a large gene
group controlling developmental processes. In this paper, the role of GAGA factor in germ cell migration is
demonstrated as well as its effect on the gonad development in drosophila embryogenesis. Mutations in the
Trl gene, encoding GAGA factor, prematurely induces the active migration program and relocation of the pri-
mordial cells inward the embryo before the beginning of gastrulation. The germ cells that prematurely sepa-
rated from the main group migrate ectopically, lose orientation, and stay out of gonad development. Expres-
sion pattern of the Trl gene suggests its activity in epithelial cells of the embryonic blastoderm, part of which
contact primordial cells. Thus, GAGA factor influences migration of these cells in an indirect manner via
their somatic environment.

Keywords: drosophila, Trithorax-like gene, germ cells, embryogenesis, gonads, cell migration 
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