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Изучали влияние механического натяжения на дифференцировку осевых зачатков и экспрессию гена
Chordin в двойных эксплантатах (сэндвичах) эмбриональных тканей Xenopus laevis, изготовленных из
тканей ранней гаструлы в вариантах, нарушающих или не нарушающих целостность дорсомедиальной
области (ДМО). В первом варианте конвергентные движения клеток подавлялись и нормально структу-
рированные осевые органы (хорда, сомиты) почти полностью отсутствовали. Однако они возникали,
если такие эксплантаты были искусственно растянуты в вентродорсальном направлении. При этом осе-
вые органы вытягивались в направлении растяжения, то есть перпендикулярно своей нормальной ори-
ентации. Сегментированная мезодерма всегда соприкасалась с зачатками хорды. Методом гибридиза-
ции in situ показано, что область экспрессии гена Chordin также вытянута по направлению растяжения.
Методом ПЦР показано, что уровень экспрессии гена Chordin в растянутых образцах с нарушенной
структурой ДМО не отличался достоверно от такового в эксплантатах с интактной ДМО. В то же время
в нерастянутых образцах с нарушенной структурой ДМО уровень экспрессии этого гена был достоверно
выше. Полученные данные показывают, что механические натяжения и связанные с ними клеточные
движения являются необходимыми и достаточными условиями создания правильной гистологической
структуры осевых органов и регуляции экспрессии гена Chordin.
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ВВЕДЕНИЕ
Хорошо известно, что в основе гаструляцион-

ных движений и формирования передне-задней
(антерио-постериорной, АР) оси зародыша лежит
миграция клеток дорсальной области зародыша в
направлении бластопора и их латеро-медиальная
конвергенция (Keller et al., 1988, 1989). Опыты по
локальным сепаровкам тканей зародыша (Korniko-
va et al., 2009) показали, что эти движения связаны
со значительными механическими напряжения-
ми. Целью данной работы было выяснить, в ка-
кой мере правильная гистологическая структура
осевых зачатков (хорды и сомитов) и экспрессия
соответствующих генов зависит от гаструляцион-
ных движений и связанных с ними механических
напряжений (Hamilton, 1969; Pearson, 1979). Ос-
новной экспериментальный прием состоял в
конструировании таких двойных эксплантатов
(сэндвичей) презумптивных тканей осевых зачат-
ков, в которых нормальные механозависимые
клеточные движения и связанные с ними механи-
ческие напряжения были бы подавлены, но мог-
ли быть восстановлены искусственным растяже-

нием. Оказалось, что это может быть достигнуто,
если эмбриональная ткань при изготовлении
сэндвичей разрезалась по дорсо-медиальной оси.
При этом обе половинки сэндвичей располага-
лись так, что конвергентные движения клеток,
направленные к этой оси, заменялись на парал-
лельно направленные (рис. 1, III, IV). Мы обозна-
чили использованную процедуру как разрушение
дорсо-медиального аттрактора, к которому в нор-
ме стягиваются клетки дорсальной области. Такие
эксплантаты можно было искусственно растяги-
вать в вентро-дорсальном направлении (перпенди-
кулярном направлению их естественного антеро-
постериорного (АР) растяжения, рис. 1, IV), а так-
же сравнивать получаемые результаты со структу-
рой сэндвичей, в которых дорсо-медиальная об-
ласть была не затронута (рис. 1, I, II).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изготовление эксплантатов

Двойные эксплантаты (сэндвичи) изготовляли
из двух симметричных полосок эктодермы и под-
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стилающей ее презумптивной мезодермы заро-
дышей Xenopus laevis на стадии ранней гаструлы
(стадия 10–10.5: здесь и далее стадии даны по
Nieuwkoop and Faber, 1954). В первом варианте
опытов перед изготовлением полосок зародыши
разрезали по дорсо-медиальной и вентро-меди-
альной линиям (рис. 1, III). В результате дорсо-
медиальная область была рассечена пополам и
при сращивании полосок в сэндвичи латеро-ме-
диальные направления в них были ориентированы
не навстречу друг другу как в норме (рис. 1, I, II, го-
ризонтальные стрелки), а в одну и ту же сторону
(рис. 1, III, горизонтальные стрелки). Во втором ва-
рианте дорсомедиальная область была сохранена
интактной: либо сращивали полоски, изолирован-
ные двумя латеральными разрезами (рис. 1, I), ли-
бо осуществляли один разрез по вентро-медиаль-
ной линии (рис. 1, II). В этих случаях нормальная
ориентация конвергентных клеточных движений
сохранялась.

Процедура растяжения сэндвичей

Растяжение сэндвичей осуществляли посред-
ством перемещения четырех игл, введенных по-

парно в противоположные края образцов и закреп-
ленных на агарозном субстрате. Перемещение игл
производили в два этапа, через 5 и 15 мин после из-
готовления сэндвича. Растяжение проводили в дор-
со-вентральном направлении (рис. 1. IV, изогнутые
двусторонние стрелки) вплоть до достижения об-
разцами 150% их исходной длины.

Гистологическая обработка
В период времени, соответствующий достиже-

нию нормальными зародышами стадии 23, кон-
трольные и опытные образцы фиксировали в
жидкости Буэна и обрабатывали рутинными ме-
тодами для получения парафиновых срезов. Сре-
зы окрашивали гематоксилином Эрлиха.

Гибридизация in situ
Для проведения гибридизации in situ зароды-

ши фиксировали в растворе MEMFA, и хранили в
этаноле при –20°C. Процедуру гибридизации in
situ на целых зародышах проводили по стандарт-
ному протоколу (Harland, 1991). Выявление зонда
проводили с использованием конъюгированных

Рис. 1. Схемы экспериментов и внешняя морфология сэндвичей. Верхний ряд – схемы разрезов и локализация лате-
ро-медиальных движений клеток в различных вариантах сэндвичей. I – нерастянутые эксплантаты, разрезы на лате-
ральном уровне (LL); II – нерастянутые эксплантаты, разрез по вентральной линии (V); III – нерастянутые эксплан-
таты, разрезы по дорзальной и вентральной линиям (D и V); IV – растянутые эксплантаты, разрезы по дорзальной и
вентральной линиям. Снизу: схемы сэндвичей, на которых стрелки показывают направления движений клеток в сэнд-
вичах. В вариантах III, IV из-за взаимного расположения половинок сэндвичей конвергентные движения трансфор-
мируются в параллельно ориентированные. Нижний ряд – морфология сэндвичей через 8 ч инкубации.
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со щелочной фосфатазой антител к дигоксигени-
ну (Roche, Германия) и субстрата для щелочной
фосфатазы BM Purple (Roche, Германия). Препа-
раты обесцвечивали H2O2 и хранили в 96% этано-
ле при 4°С.

Определение относительных
уровней экспрессии гена Chordin

ПЦР в реальном времени проводили на автома-
тическом амплификаторе 7500 Real-Time PCR Sys-
tem (Applied Biosystems, США) с использованием
смеси qPCRmix-HS SYBR+ROX (Евроген, Рос-
сия). Расчет относительной экспрессии гена про-
водили методом ΔΔCt с учетом эффективности
ПЦР, определенной методом построения стан-
дартных кривых (Bookout et al., 2005).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Внешняя морфология сэндвичей

Как видно из рис. 1 (нижний ряд) сэндвичи,
дорсо-медиальная область которых не была по-
вреждена разрезом (варианты I, II), формировали
отчетливую продольную (AP) ось. В то же время
сэндвичи, при изготовлении которых эта область
была разрезана, в отсутствие последующего растя-
жения такую ось не восстанавливали (вариант III).
Между тем, так же изготовленные сэндвичи не
только принимали направление навязанного им
нетипичного вентро-дорсального растяжения, но
и изгибались: последнее означает, что в них воз-
никала активная сила давления, действующая в
направлении растяжения (вариант IV).

Гистологический анализ осевых структур
в различных вариантах сэндвичей

Гистологический анализ образцов, изготов-
ленных на стадии ранней гаструлы (10–11), выявил
четыре группы сэндвичей (рис. 2): 1) с недифферен-
цированной мезодермой; 2) с обособленной хор-
дой, образованной не вакуолизированными (не-
дифференцированными) клетками; 3) с хордой,
состоящей из вакуолизированных (полностью
дифференцированных) клеток; 4) с дифференци-
рованной хордой, соприкасающейся с сомитами.
Как видно из гистограммы (рис. 3), в 80% нерас-
тянутых образцов хорда и сомиты отсутствуют, а
возникающие закладки хорды сложены не до конца
дифференцированными клетками. Между тем, в
растянутых образцах процент отсутствия осевых за-
кладок вдвое меньше и хорды полностью диффе-
ренцированы.

Хорда и сомиты преимущественно колокали-
зованы (Malacinski et al., 1982; Koehl et al., 1990),
то есть соприкасаются и вытянуты в одном на-
правлении. При этом если хорда изогнута, то со-

миты располагаются со стороны ее выпуклой, то
есть наиболее растянутой стороны (рис. 2г).

Таким образом, будучи приложено на стадии
ранней гаструлы, искусственное растяжение сти-
мулирует совместное образование осевых струк-
тур (хорды и сомитов), причем осевые структуры
ориентированы по направлению дорсо-вентраль-
ного растяжения, т.е. перпендикулярно их пре-
зумптивному (АР) направлению. Это говорит о
том, что ориентация хорды и сомитов на этих ста-
диях еще не предопределена и может быть пере-
ориентирована чисто механическими воздей-
ствиями. Закладка сомитов на выпуклой (наибо-
лее растянутой) стороне хорды подтверждает
данные (Kornikova et al., 2010) о стимулирующей
роли растяжения в сомитогенезе и показывает,
что на ранних стадиях развития это растяжение
может исходить от хорды.

В связи с обнаруженным нами подавлением
формирования хорды в нерастянутых сэндвичах
со стадии 10, на которой уже хорошо выражена
экспрессия специфического маркера хорды гена
Chordin, мы решили исследовать экспрессию гена
в нашей модели методом гибридизации in situ.
Нерастянутые и растянутые образцы типа III и IV
(рис. 1) фиксировали через 4 и 16 ч инкубации и
проводили гибридизацию. Экспрессия гена Chor-
din была выявлена как в растянутых, так и в не-
растянутых эксплантатах (рис. 4). Через 4 ч инкуба-
ции метка Chordin во всех случаях была локализова-
на на исходно дорзальной стороне эксплантата. В
нерастянутых образцах такая же локализация со-
хранялась и через 16 ч, тогда как область экспрес-
сии была по-прежнему ограничена дорзальной
стороной. С другой стороны, у растянутых образ-
цов метка была вытянута в дорзо-вентральном
направлении, т.е. по направлению искусственно-
го растяжения и перпендикулярно нормальной
ориентации осевых структур. Таким образом, для
экспрессии этого гена растяжение не требуется,
но в отсутствие последнего нарушается нормаль-
ная локализация и форма области экспрессии.

Помимо этого, была проведена количествен-
ная оценка экспрессии данного гена в интактных
зародышах и экспериментальных группах мето-
дом RT-PCR. Обнаружено, что в интактных заро-
дышах пик экспрессии гена Chordin приходился
на 14 и 17 стадии нормального развития (т.е. спу-
стя 4 и 8 ч после достижения стадии 10). К 16 ча-
сам инкубации экспрессия достоверно снижалась
(рис. 5).

С другой стороны, во всех экспериментальных
группах (эксплантаты типа рис. 1, II с интактной
ДМО, типа DV– (нерастянуты) и типа DV+ (рас-
тянуты дорсо-вентрально)) пик экспрессии гена
Chordin приходился на 4 ч с момента изготовле-
ния эксплантатов и начала инкубации.
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При этом в пределах временнóго промежутка
между 4 и 16 ч инкубации уровень экспрессии в
эксплантатах с интактной ДМО и в растянутых
эксплантатах типа DV+ находился на одном
уровне, тогда как уровень экспрессии в нерастя-
нутых эксплантатах типа DV– был достоверно
выше (рис. 6а, 6в).

Изложенные выше результаты показывают, что
формирование осевых зачатков у зародышей амфи-
бий является механозависимым, но эта зависи-
мость имеет сложный характер и по-разному про-
является на разных этапах и структурных уровнях.
Яснее всего механозависимость видна на этапе ги-
стологической дифференцировки зачатка хорды:
отсутствие натяжения ее подавляет (так же как и за-
кладку мезодермальных сомитов) почти до полного
исчезновения, тогда как растяжение даже в нети-
пичном направлении восстанавливает нормальный
ход процесса. Что касается экспрессии гена Chordin,
то здесь результат на первый взгляд парадоксален: в
нерастянутых эксплантатах с подавленной диффе-

Рис. 2. Варианты гистологии сэндвичей через 16 ч инкубации. а – недифференцированная клеточная масса. б – хорда,
клетки не вакуолизированы. в – хорда из вакуолизированных клеток. г – совместная закладка хорды и сомитов.

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 3. Присутствие разных гистологических струк-
тур в нерастянутых и растянутых сэндвичах 16 ч инку-
бации, изготовленных с разрезами дорсальной обла-
сти (соответствуют рис. 1, III, IV).
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ренцировкой хорды уровень экспрессии на всех ис-
следованных сроках примерно вдвое превышает та-
ковой в нормально или искусственно растянутых
зачатках (рис. 6). По этому поводу можно высказать
следующие предположения, которые не противоре-
чат одно другому:

1) наблюдаемый в нерастянутых образцах уро-
вень экспрессии является избыточным и растя-
жение играет роль негативного регулятора, пони-
жающего экспрессию до оптимального уровня;

2) по данным Kornikova et al., (2010) в искус-
ственно изогнутых эксплантатах супрабластопо-

Рис. 4. Экспрессия гена Chordin в сэндвичах, изготовленных по типу рис. 1 III, IV. а – нерастянутые, б – растянутые,
4 ч инкубации. в – нерастянутые, г – растянутые, 16 ч инкубации.

(а) (б)

(в) (г)

VentrVentr DorsDors

Рис. 5. Динамика экспрессии Chordin в интактных зародышах на стадиях 10, 13 (+4 ч после инкубации с 10-й стадии),
17 (+8 ч) и 23 (+16 ч).
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Рис. 6. Динамика экспрессии гена Chordin в различных группах сэндвичей. Левый столбец: контроль (немедленная
фиксация всей экваториальной зоны зародыша). Три другие столбца слева направо – экспрессия в сэндвичах, из ко-
торых “VDV” соответствует рис. 1, II; “DV–” соответствует рис. 1, III и “DV+” соответствует рис. 1, IV. а – 4 ч, б – 8 ч,
в – 16 ч инкубации.
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ральной области нейральные дифференцировки
локализуются на вогнутой (сжатой) стороне, ме-
зодермальные ближе к выпуклой (наиболее рас-
тянутой) стороне, а хорда между ними, то есть в
области наименьших деформаций.

Если такая же ситуация имеет место в нор-
мальном развитии, то закладка хорды не требует
особенно сильного или долговременного растяже-
ния – она сама по мере своего формирования ста-
новится источником растяжения для окружаю-
щих ее тканей. В таком случае оптимум для ее
формирования расположен где-то между режи-
мом сильного и нулевого растяжения. Дальней-
шие исследования должны ответить на этот и дру-
гие вопросы, связанные с механической регуля-
цией морфогенеза осевых зачатков.

Работа поддержана грантом РФФИ 14-04-32085.
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Effect of mechanical stretch on the differentiation of axial anlages and Chordin gene expression was studied
in sandwich explants prepared from embryonic tissues of Xenopus laevis at the early gastrula stage in two vari-
ants: with dissected or intact dorso-medial region. In the first case, convergent cell movements were sup-
pressed and properly organized axial organs (notochord and somites) were almost completely absent. How-
ever, they developed if the explants of such type were artificially stretched in the ventro-dorsal direction. In
this case, axial organs elongated in the line of stretching, that is in the direction vertical to their normal ori-
entation. Segmented mesoderm was always in contact with the chord anlage. In situ hybridization revealed
that the area of Chordin gene expression was also extended in the direction of stretching. PCR showed that
Chordin gene expression in stretched explants with disrupted dorso-medial region was statistically at the same
level as in the explants with intact dorso-medial region. At the same time, the corresponding gene expression
in unstretched explants with disrupted dorso-medial region was statistically higher. The obtained data indi-
cate that mechanical stretch and associated cell movements are a necessary and sufficient condition for the
formation of proper histological structure of axial organs and regulation of Chordin gene expression.

Keywords: gastrulation, Xenopus, mechanical stress, early development, axial mesoderm (notochord, so-
mites), Chordin gene expression
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