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менее, остается необходимость проведения кон-
трольных экспериментов с использованием кон-
струкций VinTSΔС и CCadTSΔС, в которых FRET
не изменяется под действием механических сил.

5. Эксперименты на ранних эмбрионах курицы
Помимо шпорцевой лягушки, мы предприня-

ли попытку провести эксперименты на других
модельных организмах. Для этого мы экспресси-
ровали механосенсор VinTS в эмбрионах курицы
с помощью стандартного метода электропорации
плазмиды.

Данный метод привел к мозаичной экспрес-
сии целевого гена в эмбриональных тканях. При
этом в пределах одной клетки нами наблюдалась
неравномерность в распределении напряжений:
механическое напряжение на клеточной мембра-
не детектировалось в 4–5 раз выше, чем в цито-
плазме. Однако, разницы в степени напряжения
между различными регионами зародыша мы не
наблюдали. Таким образом, к сожалению, ис-
пользуя данную методику, сделать какие-то опре-

деленные выводы о механических напряжениях в
эмбрионах курицы невозможно (см. рис. 5). Мы
можем предположить, что создание трансгенной
линии, равномерно экспрессирующей данный
механосенсор, способно прояснить данный во-
прос. Однако, ввиду трудоемкости, это выходит
за рамки настоящей работы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Основные подходы, используемые нами в на-

стоящей работе – использование флуоресцент-
ных сенсоров для механобиологического иссле-
дования эмбриональных процессов – является
новаторским, и в мировой практике не использо-
валось. Однако, за время работы была опублико-
вана статья (Yamashita et al., 2016).

В целом, в данной статье были использованы
подходы и методы, сходные с нашими: экспрес-
сия в эмбрионах Xenopus генетически кодируемо-
го флуоресцентного механосенсора на основе
FRET-пары, цейтраферная фотосъемка с после-
дующей компьютерной обработкой изображе-

Рис. 5. Экспрессия механосенсора VinTS в куриных эмбрионах. Верхний ряд – фотограция в обычном свете, нижний –
флуоресценция в зеленом канале (mVenus). Хорошо виден мозаичный характер экспрессии в отдельных клетках.
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ний. Хотя есть и некоторые отличия: данными ав-
торами был использован актинин вместо винку-
лина и С-кадгерина, другая FRET-пара (EGFP и
mCherry, а не mTFP1.0 и mVenus, как в настоящей
работе), а также большое количество инъециро-
ванной мРНК (1 нг на эмбрион, в отличие от 10 пг
на эмбрион у нас).

В целом данная статья подтверждает основные
методы, использованные в настоящей работе.
Так, например, важным является правомерность
оценки FRET по соотношению интенсивностей
флуоресценции донора и акцептора. Результаты
такой оценки в целом совпадают с результатами
более сложных измерений, см. (Grashoff et al.,
2010). Это позволяет, во-первых, не производить
трудоемких экспериментальных манипуляций
(таких, как выжигание FRET-донора с использова-
нием конфокального микроскопа, что практически
неосуществимо на целом зародыше), и, во-вторых,
избежать сложных математических расчетов.

Результаты работы (Yamashita et al., 2016) су-
щественно отличаются от наших. В данной статье
авторы сообщают о различиях между нейральной
и не-нейральной эктодермой, т.е. в медиолате-
ральном направлении, с высоким уровнем напря-
жений в нейральной эктодерме и низким уровнем
в не-нейральной, тогда как в наших эксперимен-
тах выявлен антерио-постериорный градиент на-
пряжений с максимумом в постериорной части
эмбриона. Такая разница может быть обусловле-
на двумя факторами. Во-первых, использован-
ный ими сенсор сконструирован на основе акти-
нина, тогда как в нашей работе были использова-
ны сенсоры на основе винкулина и кадгерина.
Как отмечается в данной статье, использованный
ими сенсор измеряет внутриклеточное напряже-
ние, тогда как винкулиновый и кадгериновый
сенсоры детектируют, соответственно, напряже-
ние между цитоскелетом и интегринами и между
соседними клетками. Во-вторых, значительную
погрешность может вносить большое количество
инъецируемой мРНК (примерно в 100 раз боль-
ше, чем в наших экспериментах), что может при-
вести к небольшому проценту встраивания меха-
носенсора в цитоскелет. Косвенно об этом свиде-
тельствует и наблюдаемая авторами небольшая
степень различия напряжений в нейральной и не-
нейральной эктодерме.

Кроме того, наши данные об антерио-постери-
орном градиенте напряжений хорошо согласуются
с результатами, полученными с помощью микро-
хирургических методов. Так, показано наличие
значительных напряжений в задних отделах эм-
бриона и отсутствие таковых в передних (Belouss-
ov, 2008). Аномалии, вызванные механической ре-
лаксацией эмбрионов, включают в себя, в том чис-
ле, аномалии передне-задней разметки зародыша,

вплоть до полной неразличимости переднего и
заднего конца эмбриона (Beloussov et al., 1990).

Что касается механосенсора на основе кадге-
ринов, то в литературе известны примеры при-
менения таких сенсоров на культурах клеток
(Borghi et al., 2012; Conway et al., 2013). Соответ-
ственно, влияние экспрессии механосенсоров
как таковых на эмбриональное развитие не было
изучено. Результаты настоящей работы показы-
вают, что экспрессия CCadTS способна негатив-
но повлиять на межклеточные взаимодействия в
эмбрионе. Можно предположить, что CCadTS мо-
жет работать как доминантно-негативная форма
кадгерина, тем более, что некоторые доминантно-
негативные формы кадгеринов описаны в литера-
туре (Vizirianakis et al., 2002; Dong et al., 2007). Та-
ким образом, при выборе или конструировании
механосенсора необходимо учитывать его возмож-
ное влияние на процессы эмбриогенеза в целом и
на межклеточные взаимодействия в частности.

Таким образом, можно сделать следующие вы-
воды:

Разработанные методы – микроинъекции не-
большого количества синтетической мРНК меха-
носенсоров, цейтраферная съемка, а также визуа-
лизация и полуколичественная оценка FRET по
соотношению флуоресценции донора и акцепто-
ра – хорошо зарекомендовали себя для ранних
эмбрионов Xenopus.

Полученные на эмбрионах Xenopus результаты
хорошо согласуются с результатами, полученны-
ми принципиально другими методами.

Не все флуоресцентные механосенсорами яв-
ляются нейтральными. Так, встраивание сенсор-
ного модуля в C-кадгерин негативно влияет на
межклеточные взаимодействия и приводит к на-
рушению нормального эмбриогенеза.

Потверждена простота использования ранних
эмбрионов Xenopus в качестве модельного объек-
та. В то же время, другие модели, в частности, ку-
риные эмбрионы, требуют иных подходов.

Таким образом, нами подтверждена перспек-
тивность использования генетически кодируе-
мых флуоресцентных механосенсоров для изуче-
ния механических напряжений в эмбрионах.
В дальнейшем нами предполагается осуществить
более детальные исследования в этой области.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
(грант № 15-04-06310). Работы по клонированию
плазмидных конструкций были выполнены за
счет гранта Российского научного фонда (проект
№ 14-50-00131).
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Lately, the growing body of quantitative data has provided evidence of the importance of mechanical forces
in embryogenesis. The study of spatial and temporal distribution of mechanical tension in the course of em-



370

ОНТОГЕНЕЗ  том 49  № 6  2018

ЕРОШКИН и др.

bryogenesis is one of the most important problems of modern developmental biology. Development of genet-
ically encoded fluorescent mechanosensors allowed their application in an intravital study of mechanical ten-
sion in developing embryos via noninvasive techniques. The possibility of applying f luorescent mechanosen-
sors based on vinculin and C-cadherin to visualize mechanical tension in tissues of Gallus and Xenopus
embryos was studied. The methods to express and detect these proteins, as well as process the resulting imag-
es, were elaborated. The best results were obtained using Xenopus embryos and the vinculin-based mechano-
sensor.

Keywords: Xenopus, Gallus, embryogenesis, mechani?al tension, mechanosensors


