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В обзорной статье представлены данные о внеклеточных везикулах (extracellular vesicles – EV), пред-
ставляющих собой бислойные фосфолипидные мембранные структуры, выделяемые разными ти-
пами клеток, содержащие белки, липиды и нуклеиновые кислоты. Рассматриваются особенности
их строения, биогенеза, механизмы взаимодействия с клеткой-реципиентом. Рассмотрены свой-
ства внеклеточных везикул эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и их роль в регуляции процес-
сов развития. Особое внимание уделено везикулам индуцированных плюрипотентных стволовых
клеток (ИПСК), их роли в подержании плюрипотентности, а также свойствам везикул клеток, по-
лученных в ходе направленной дифференцировки ИПСК.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы, плюрипотентные стволовые клетки, паракринные регуля-
торы, репарация
DOI: 10.31857/S0475145021030071

ВВЕДЕНИЕ
Одним из направлений биологии развития яв-

ляется изучение механизмов клеточной диффе-
ренцировки на разных этапах онтогенеза, прежде
всего в эмбриогенезе.

В настоящее время хорошо изучена роль ство-
ловых клеток и компонентов микроокружения в
процессе восстановления тканей (Sun et al., 2018;
Terashvili, Bosnjak, 2019; Yang et al., 2020 и др.).
Считается, что стволовые клетки обеспечивают
репарационные процессы за счет их способности
дифференцироваться под действием микроокру-
жения и замещать утраченную (поврежденную)
ткань. Однако, все больше исследований свиде-
тельствуют в пользу того, что помимо прямой
дифференцировки стволовые клетки могут регу-
лировать репаративный процесс посредством па-
ракринной секреции, выступая специфическими
регуляторами дифференцировок (Madrigal et al.,
2014; Konala et al., 2016). Компоненты секреции
клеток, в том числе везикулярный компонент, опо-
средуют межклеточную коммуникацию, регулируя
морфофункциональное состояние ткани и органа.

Хорошо изучена роль везикул, выделяемых
клетками в постнатальный период, в механизмах
паракринной регуляции процессов репарации
(Rani et al., 2015; Alcayaga-Miranda et al., 2016). Од-

нако, роль внеклеточных везикул в процессах
раннего развития, поддержании плюрипотентно-
сти и дифференцировке плюрипотентных клеток
изучена недостаточно.

Актуальным является изучение роли внекле-
точных везикул, являющихся компонентами ре-
гуляторной системы плюрипотентных стволовых
клеток, в обеспечении межклеточной коммуни-
кации в развитии.

В данном обзоре проведен анализ данных ли-
тературы, касающихся не только структуры и
свойств внеклеточных везикул плюрипотентных
стволовых клеток, но и их регуляторных свойств в
раннем эмбриогенезе и при моделировании диф-
ференцировки клеток в системе in vitro. Проведено
сопоставление свойств внеклеточных везикул эм-
бриональных стволовых клеток (ЭСК) и клеток с
индуцированной плюрипотентностью (ИПСК),
рассмотрены свойства везикул ИПСК с учетом их
онтогенетического происхождения.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ:
ИСТОРИЯ, СТРУКТУРА, БИОГЕНЕЗ
И ИХ РЕГУЛЯТОРНЫЕ СВОЙСТВА

Первые сведения о везикулярных частицах по-
явились в 1960-х годах. Вульф c коллегами (Wolf

УДК 574:577
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et al., 1967) показали, что плазма крови, освобож-
денная от интактных тромбоцитов, содержит мель-
чайшие частицы, которые могут быть отделены по-
средством ультрацентрифугирования. Оказалось,
что диаметр этих частиц, которые исследователи
назвали “тромбоцитарная пыль”, составляет около
20–50 нм. Большая часть этого материала богата
фосфолипидами и обладает коагулянтными свой-
ствами, напоминающими свойства тромбоцитар-
ного фактора 3 (тромбоцитарный тромбопластин).
Интересно, что образовавшийся в результате уль-
трацентрифугирования супернатант, освобожден-
ный от этих частиц, демонстрирует дефицит актив-
ности тромбоцитарного фактора 3. Основываясь
на этих данных, авторы сделали предположение,
что именно наличие данных частиц позволяет су-
дить об “активации” тромбоцитов, т.е. о приобре-
тении ими свойств, характеризующих их физио-
логическую активность.

Примерно в то же время стали появляться ра-
боты (Anderson, 1969), в которых было показано на-
личие мелких частиц – микровезикул в хрящевой
матрице эпифизарной пластинки верхней части
большеберцовой кости мыши. Предполагалось, что
данные везикулы происходят из хондроцитов и мо-
гут играть определенную роль в инициировании
кальцификации в эпифизе кости.

В начале 70-х годов ХХ века в ряде работ впер-
вые был показан перенос мембранных компонен-
тов между клетками (Michalke, Loewenstein, 1971;
Espey, Stutts, 1972).

В середине 70-х годов ХХ века из плазмы крови
теленка были выделены микровезикулы, размер
которых так же лежал в пределах от 30 до 60 нм
(Dalton, 1975). Несмотря на то, что о существова-
нии внеклеточных везикул известно достаточно
давно, общий термин “внеклеточные везикулы”
был предложен только в 2011 году (Gyorgy et al.,
2011). В эту категорию попадают все мембрано-
ограниченные внеклеточные структуры. В насто-
ящее время собирательный термин “внеклеточ-
ная везикула” употребляется как синоним “мем-
бранной везикулы” (обозначение, которое было
ранее предложено для всех клеточных везикул).

В зависимости от происхождения и состава
внеклеточные везикулы могут быть разделены на
три больших класса: экзосомы (Exo), микровези-
кулы (MV), апоптотические тельца (AB), а также
другие подмножества внеклеточных везикул (ВВ)
(Raposo, Stahl, 2019) (табл. 1). Разделение на экзо-
сомы и микровезикулы достаточно условно, по-
тому что антигенный состав у них может быть
смешанным, а разделение по размеру не является
дискретным (Пантелеев и др., 2017). Следует учи-
тывать, что большинство исследователей включа-
ет в понятие ВВ только экзосомы и микровезику-
лы, т.к. апоптотические тельца значительно отли-

чаются от них по биохимическому составу и
биологической активности.

В настоящее время известны различные меха-
низмы биогенеза внеклеточных везикул, корре-
лирующие с их типом (рис. 1). Так, например, из-
вестно, что микровезикулы и апоптотические
тельца секретируются путем прямого наружного
выпячивания клеточной мембраны (Latifkar et al.,
2019). Клеточная активация или апоптоз приво-
дит к увеличению притока ионов кальция, кото-
рый запускает протеазы, такие как кальпаин или
гельзолин. Эти активированные протеазы в свою
очередь оказывают влияние на белки цитоскеле-
та. Фактор ARF-6 (ADP-ribosylation factor 6) ини-
циирует сигнальный каскад, в конечном итоге,
активирующий сигнальный путь Rho-ассоцииро-
ванной протеинкиназы (ROCK). Это приводит к
активации киназы легкой цепи миозина (MLC), в
результате чего происходит ремоделирование ци-
тоскелета, направленное на инициацию высво-
бождения микровезикул и апоптотических телец.
Инициирование апоптоза активирует апоптоти-
ческие ферменты, известные как каспазы. Каспа-
за-3 активирует ROCK или р21-активированную
киназу (РАК2), которые регулируют процессы ре-
моделирования цитоскелета также посредством
фосфорилирования MLC, что приводит к выделе-
нию апоптотических телец (Muhsin-Sharafaldine,
McLellan, 2018).

Формирование экзосом связано с биогенезом
эндосом и напрямую зависит от формирования
интралюминальных везикул в поздней эндосоме
(мультивезикулярном тельце) (Huatari, Helenius,
2011; Тамкович и др., 2016; Muhsin-Sharafaldine,
McLellan, 2018; Zhang et al., 2019). Согласно об-
щим представлениям, на первом этапе в результа-
те инвагинации участков плазматической мем-
браны клетки, содержащей убиквитилированные
поверхностные рецепторы, происходит форми-
рование ранних эндосом. Причем общее распре-
деление ранних эндосом в клетке зависит от типа
клеток. Далее происходит созревание ранних эн-
досом и формирование поздней эндосомы (муль-
тивезикулярного тельца), заполненной интралю-
минальными везикулами, которые в конечном
счете и представляют собой будущие экзосомы
(Kowal et al., 2014). Считается, что формирование
интралюминальных везикул начинается еще в
ранней эндосоме. В зависимости от типа клеток в
составе одного мультивезикулярного тельца может
быть несколько таких везикул. Большая часть ин-
тралюминальных везикул высвобождается в меж-
клеточное пространство при слиянии мультивези-
кулярного тельца с плазматической мембраной
клетки. Молекулярные механизмы формирования
интралюминальных везикул достаточно хорошо
изучены в настоящее время. Биогенез интралюми-
нального комплекса везикул связан в первую оче-
редь с эндосомальным комплексом сортировки
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ESCRT (endosomal sorting complexes required for
transport), который состоит примерно из двадца-
ти белков и которые собраны в четыре комплекса
(ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III) и ря-
дом вспомогательных белков, таких как, напри-
мер, ААА-type ATP-ase VPS4, VTA1 и Alix (Henne
et al., 2011; Colombo et al., 2013), липидов (церами-
ды), тетраспанина и т.д.

Однако, помимо данного пути биогенеза ин-
тралюминального комплекса везикул и образова-
ния мультивезикулярного тельца существуют не-
зависимые от ESCRT механизмы биогенеза экзо-
сом. Они обеспечены, прежде всего, такими
компонентами, как липиды, тетраспанины и бел-
ки теплового шока (Theos et al., 2006; Airola et al.,
2013; Kowal et al., 2014; Zhang et al., 2019).

На этапе формирования мультивезикулярное
тельце может либо деградировать, образуя эндо-
лизосому, либо непосредственно слиться с плаз-
матической мембраной клетки, обеспечив тем са-
мым секрецию своего содержимого – интралю-

минального комплекса везикул (экзосом) – в
межклеточное пространство.

Важная роль в обеспечении регуляции биогене-
за экзосом принадлежит семейству Rab ГТФ-аз.
Известно, что на мембране формирующихся ран-
них эндосом, образуются домены, содержащие
Rab4, Rab5, Rab11. Причем Rab5 является одним из
главных регуляторных компонентов, обеспечива-
ющих созревание эндосом (Huotari, Helenius, 2011;
Kowal et al., 2014). В транспорт мультивезикуляр-
ных частиц к плазматической мембране и в секре-
цию экзосом также вовлечены несколько Rab-бел-
ков (например, Rab11, Rab27А, Rab27В и Rab35)
(Jae et al., 2015; Yang et al., 2019; Mughees et al.,
2020) Предполагается, что эти белки могут дей-
ствовать на различные мультивезикулярные тель-
ца (Zhang et al., 2019).

Слияние мультивезикулярных телец с плаз-
матической мембраной приводит к высвобожде-
нию в межклеточное пространство интралюми-
нальных везикул в виде экзосом. Это является
заключительным и ключевым этапом секреции

Таблица 1. Основные характеристики различных типов внеклеточных мембранных везикул (по Cufaro et al., 2019
с дополнениями)

* Показано в ряде работ (Guescini et al., 2010; Thakur et al., 2014; Kalra et al., 2016 и др.).

Экзосомы Микровезикулы Апоптотические 
тельца Большие онкосомы

Размер (диаметр) 30–100 нм 100–1000 нм 1–5 мкм 1–10 мкм

Концентрация 1.10–1.21 г/мл – 1.16–1.28 г/мл –

Морфология Чашеобразная Различные формы Гетерогенная Большой размер – 
различные формы

Липидный состав Xолестерол, цера-
мид, сфингомиелин, 
низкое содержание 
фосфатидил-
серина, липидные 
рафты

Высокое содержание 
фосфатидил-
серина, холестерол

Высокое содержание 
фосфатидил-
серина

Высокое содержание 
фосфатидил-
серина, холестерол

Белковые маркеры Alix, CD63, CD9, 
CD81

Селектины, инте-
грины, CD40, мат-
риксная металло-
протеиназа

Гистоны ARF6, CK18, 
GAPDH, матрикс-
ная металло-
протеиназа, ком-
плекс онкогенных 
белков

Происхождение Поздние эндосомы, 
(мультивезикуляр-
ные тельца)

Плазматическая 
мембрана

– Плазматическая 
мембрана

Способ внеклеточ-
ного высвобождения

Экзоцитоз мульти-
везикулярного 
тельца

(Блеббинг/баддинг) Блеббинг Баддинг

Состав Белки, микроРНК, 
ДНК*, мРНК

Белки, микроРНК, 
ДНК, мРНК

Белки, ДНК, 
микроРНК, мРНК

Белки, микроРНК, 
мРНК, ДНК



160

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 3  2021

СУПРУНЕНКО и др.

экзосом. Основная роль в регуляции данного
этапа принадлежит белкам семейства SNARE
(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion factor at-
tachment protein receptor proteins), которые непо-
средственно вовлечены в процесс экзоцитоза
(Yang et al., 2019).

Экзосомы представляют собой бислойные
структуры из мембранных липидов, секретируе-
мые практически всеми типам клеток организма,
включая как стволовые, так и уже дифференци-
рованные клетки. Размер экзосом варьирует от 20
до 100 нм. Состав экзосом зависит от типа клеток
и условий микроокружения. Экзосомы содержат
различные белки, липиды и нуклеиновые кисло-
ты. Следует отметить, что компоненты экзосом
очень разнообразны и их набор зависит от типа
клеток, которые секретируют эти экзосомы. Из-
вестно, что в состав экзосом могут входить 4400
различных белков, 194 липидов, 1639 мРНК и по-
рядка 764 микроРНК (Zhang et al., 2019). Такое
многообразие компонентов, несомненно, свиде-
тельствует о структурной сложности экзосом и их
потенциальном функциональном разнообразии.

Обычно экзосомальные белки представлены
тетраспанинами (CD9, CD63, CD81, CD82), ин-
тегринами, белками теплового шока (HSP70 и
HSP90), специфическими белками, вовлеченны-

ми в формирование и секрецию экзосом (ESCRT-
комплекс), белками клеточной адгезии (интегри-
ны, лактадгерин, ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1)), белками, определяющими биогенез
мультивезикулярных телец (Tsg101, Alix, Vps, Rab –
ГТФ-азы), белками, ассоциированными с мем-
бранным транспортом; белками цитоскелета, сиг-
нальными белками и т.д. Некоторые белки экзо-
сом эволюционно консервативны, например,
тетра-спанины, Alix и Tsg101. Ряд других белков
характеризует принадлежность экзосом к опреде-
ленному типу клеток, например, CD80 и CD86,
которые присущи дендритным клеткам (Alcaya-
ga-Miranda et al., 2016; Rashed et al., 2017).

Состав липидов экзосом в основном представ-
лен липидами плазматической мембраны, таки-
ми как фосфатидилэтаноламин, фосфатидилхо-
лин, фосфатидилсерин, сфингомиелин и фосфа-
тидилинозитол. Однако, следует отметить, что
их соотношение в мембранах экзосом отличает-
ся от такового в мембранах секретирующих их
клеток (Тамкович и др., 2016). Также авторы от-
мечают, что повышенное содержание сфинго-
миелина и фосфатидилинозита определяет по-
вышенную устойчивость мембран экзосом, обес-
печивая защиту их от лизиса (деградации) во
внеклеточной среде, в том числе в биологических
жидкостях.

Рис. 1. Формирование различных типов внеклеточных везикул (по материалам статей Muhsin-Sharafaldine, McLellan,
2018; Yang et al., 2019). ARF-6 – АДФ-рибозилирующий фактор-6; ROCK – Rho-ассоциированная протеинкиназа;
MLC – легкая цепь миозина; р21-киназа (PAK2) – серин/треонин протеинкиназа; LIMK1 – LIM-киназа 1; ESCRT –
комплекс эндосомальной сортировки; SNARE – Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion factor attachment protein re-
ceptor proteins.
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Липиды определяют морфологические и функ-
циональные особенности экзосом, такие как жест-
кость экзосомы или особенности крепления на
внешней стороне мембраны белковых молекул,
обеспечивающих слияние экзосомы с плазмати-
ческой мембраной клетки.

Помимо различных типов белков и липидов эк-
зосомы включают в себя различные типы РНК:
информационную РНК (messenger RNA (mRNA)),
кольцевые РНК (circular RNA), некодирующие
РНК (IncRNA) и различные микроРНК (Coumans
et al., 2017; Li et al., 2018). МикроРНК, как известно,
способны регулировать экспрессию генов на пост-
транскрипционном уровне путем ингибирования
трансляции их мРНК-мишеней (таргетных мРНК)
или индукции их деградации (Sayed, Abdellatif,
2011). В настоящее время известно, что экспрес-
сия более 60% генов человека регулируются мик-
роРНК. Поэтому анализ микроРНК, входящих в
состав экзосом, дает наиболее полную информа-
цию о статусе продуцирующих их клеток.

Экзосомы являются носителями связанных с
мембраной сигнальных белков, включая лиганды
рецептора Notch (Sheldon et al., 2010) и секретиру-
емые белки семейств Wnt и Hedgehog (HH) (Vyas
et al., 2014; McGough, Vincent, 2016). Ряд авторов
полагает, что сигнальные белки Wnt и НН могут
либо располагаться в липидном бислое, либо свя-
зываться с мембраной экзосомы другими белками.
Таким образом, в норме (при нормальном разви-
тии) экзосомы могут обеспечивать работу трех ос-
новных сигнальных путей: Wnt, HH и Notch. При
развитии патологических процессов в организме
спектр сигнальных путей может быть изменен.

Экзосомы играют важную роль в межклеточ-
ной коммуникации, активно взаимодействуя с
окружающими клетками, причем выявлено не-
сколько механизмов такого взаимодействия. Ре-
гуляторная роль везикул может обеспечиваться
переносом их содержимого в клетку-реципиент
за счет эндоцитоза или прямого слияния мембра-
ны везикулы с мембраной клетки-реципиента. В
настоящее время известны клатрин-опосредован-
ный эндоцитоз, а также клатрин-независимые пу-
ти слияния с мембраной (опосредованное кавео-
лином поглощение, макропиноцитоз, фагоцитоз и
опосредованная липидным плотом интернализа-
ция) (Jeske et al., 2020). Кроме того, обеспечение ре-
гуляторной роли везикул может осуществляться за
счет связи экзосомы с поверхностным рецептором
клетки-реципиента. Это вызывает запуск соответ-
ствующего регуляторного каскада в клетке-реципи-
енте без проникновения везикулы в клетку. И, нако-
нец, следует отметить возможность переноса специ-
фических рецепторов на клеточную мембрану
клетки-реципиента, что изменяет рецепторную спе-
цифичность последней (Zhang et al., 2019).

Наличие такого числа способов (путей), обес-
печивающих взаимодействие везикул с клетками,
несомненно свидетельствует об активной роли са-
мих клеток в поглощении везикул. Встает вопрос:
насколько компетентны окружающие клетки к
восприятию данных регуляторов? Возможно, на-
личие определенной степени компетенции окружа-
ющих клеток формирует и поддерживает функцио-
нал ниши. Известны случаи полной индифферент-
ности определенных типов клеток к регуляторному
потенциалу внеклеточных везикул – например,
клетки эндотелия в составе гематоэнцефалическо-
го барьера способны осуществлять лишь трансци-
тоз внеклеточных везикул (Jeske et al., 2020).

РЕГУЛЯТОРНЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 

ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 
В РАННЕМ ЭМБРИОГЕНЕЗЕ

Изучение регуляторного потенциала плюри-
потентных стволовых клеток является не только
одной из фундаментальных задач биологии раз-
вития и клеточной биологии, но и представляет
потенциальный практический интерес.

При изучении предимплантационных стадий
развития бластоцисты и ранних фаз имплантации
(на моделях in vitro) обнаружено, что везикулы
ЭСК поддерживают дифференциальное регули-
рование клеточной активности: с одной стороны,
они участвуют в поддержании плюрипотентного
состояния клеток ВКМ, а с другой, способны ре-
гулировать функциональное состояние клеток
трофобласта, влияя на их подвижность (регули-
руя, таким образом, процесс имплантации) (Batt-
aglia et al., 2019). Авторы показали наличие в поло-
сти развивающейся бластоцисты человека экзосом
и мелких микровезикул. Это является свидетель-
ством активной клеточной коммуникации, обес-
печивающей взаимодействие ВКМ и трофобласта.
В ходе анализа состава жидкости, полученной из
полости бластоцист, авторами были выделены
около 89 микроРНК, 80% из которых находились
в составе внеклеточных везикул (преимуще-
ственно экзосом). Среди них можно указать
miR-302a, miR-302b, miR-302c и miR-367-3p,
кластер miR-302/367, miR-371a, miR-372, miR-373,
семейство miR-290/miR-371, miR-17, miR-19a,
miR-19b, miR20a и miR-92a (члены семейства
miR17-92a-1, известного как ОнкоМикроРНК),
miR-20b, miR-106a и т.д. Таким образом, в соста-
ве внеклеточных везикул, выделенных из жидко-
сти полости бластоцисты, были обнаружены раз-
личные микроРНК, необходимые как для поддер-
жания плюрипотентного состояния клеток ВКМ,
так и усиливающие подвижность клеток трофобла-
ста, тем самым способствуя процессу импланта-
ции (Battaglia et al., 2019). Кроме этого, в составе
везикул были обнаружены функциональные мо-
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лекулы, обеспечивающие ремоделирование мат-
рикса. Биоинформационный анализ выделенных
микроРНК с помощью баз данных KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) показал, что
данные микроРНК регулируют такие важные
сигнальные пути как сигнальный путь поддержа-
ния плюрипотентности стволовых клеток, Hippo,
МАРК, TGF-β и Wnt. Кроме того, они регулиру-
ют клеточный цикл (точки перехода G1/S и G2/M),
процессы апоптоза, структуру щелевых контак-
тов, состояние внеклеточного матрикса (взаимо-
действие белков внеклеточного матрикса с ре-
цепторами клеток) и некоторые другие процессы
(Battaglia et al., 2019). Интересно, что часть мик-
роРНК, содержащихся в полости бластоцисты, в
том числе и экзосомальные микроРНК, присут-
ствуют уже в гаметах, причем преимущественно в
ооцитах. Однако многие микроРНК впервые син-
тезируются клетками эмбриона (микроРНК-302а,
микроРНК-302b, микроРНК-302с, микроРНК-
367-3р и др.). Именно они являются ключевыми
микроРНК, обеспечивающими поддержание плю-
рипотентности стволовых клеток (Battaglia et al.,
2019).

In vitro, на линии клеток HTR8/SVneo, являю-
щейся наиболее точной моделью трофобласта,
показано, что при культивировании данных кле-
ток в присутствии внеклеточных везикул ЭСК
происходит повышение подвижности клеток тро-
фобласта (Desrochers et al., 2016). Причиной этого
является опосредованное фосфорилирование двух
киназ: МАРК сигнального пути JNK (c-Jun N-ter-
minal kinases) и FAK (focal adhesion kinase) (P-FAK).
Фосфорилирование обеспечивается взаимодей-
ствием фибронектина и ламинина (ассоцииро-
ванных с внеклеточными везикулами), с соот-
ветствующими интегринами клеток трофобласта
(фибронектин взаимодействует с α5β1-интегри-
ном, а ламинин – с соответствующим рецепто-
ром). В настоящее время хорошо известно, что
при активации FAK увеличивается адгезионная
способность клеток трофобласта, необходимая
для процесса имплантации (Greening et al., 2016;
Kurian et al., 2019).

Помимо регуляции подвижности клеток тро-
фобласта, везикулы ЭСК обеспечивают поддер-
жание плюрипотентного состояния клетками
эпибласта, предотвращая тем самым их прежде-
временную дифференцировку (Hur et al., 2020).
Показано, что добавление везикул, полученных в
ходе культивирования ЭСК, в среду культивиро-
вания бластоцист мыши, приводит к сохранению
плюрипотентности части клеток эпибласта на
фоне начавшейся дифференцировки ВКМ в бла-
стоцистах контрольных групп (Hur et al., 2020).
Встает закономерный вопрос: каким образом ве-
зикулы, добавленные в среду инкубации и поддер-
живающие плюрипотентность, оказывают влия-
ние на клетки ВКМ? Логично предположить, что

везикулы попадают в клетки ВКМ с использовани-
ем механизма трансцитоза. Такой механизм пока-
зан для клеток эндотелия в составе гематоэнцефа-
лического барьера (Jeske et al., 2020). В этом случае
клетки трофобласта должны обладать избиратель-
ной чувствительностью к везикулам, обеспечиваю-
щим поддержание плюрипотентности, трансдуци-
руя сигнал к клеткам ВКМ. Кроме того, следует
допустить, что разный ответ клеток ВКМ и тро-
фобласта связан с различными механизмами реа-
лизации ответа клеток на действие везикул.

Внутриклеточные механизмы реализации ре-
гуляторных воздействий, направленных на под-
держание плюрипотентного состояния, в настоя-
щее время еще недостаточно изучены. С одной
стороны, в литературе есть данные, свидетель-
ствующие о возможности эпигенетических регу-
ляций посредством внеклеточных везикул ЭСК.
Так было показано, что при культивировании
ЭСК мыши в среде, не содержащей ингибиторов
GSK3b и MEK1/2 (т.е. при индукции клеток ЭСК
к дифференцировке), добавление в среду культи-
вирования везикул ЭСК приводило к возврату ча-
сти клеток в плюрипотентное состояние. Это со-
провождалось снижением уровня триметилиро-
вания лизина 27 в гистоне Н3 (H3K27me3) и
повышением уровня экспрессии ключевых марке-
ров плюрипотентности Oct 3/4, Nanog. Причем ав-
торы отмечают, что больший эффект достигался
при совместном использовании экзосом и микро-
везикул (Hur et al., 2020).

C другой стороны, внеклеточные везикулы мо-
гут способствовать поддержанию плюрипотентно-
го состояния путем модуляции взаимодействия
компонентов внеклеточного матрикса c интегри-
нами, находящимися на поверхности самих ЭСК,
включая модуляцию классического пути регуля-
ции интегрины/FAK (focal adhesion kinase) (Hur
et al., 2020). Каким образом внеклеточные вези-
кулы активируют FAK? Было показано, что фиб-
ронектин, ассоциированный с внеклеточными
везикулами (экзосомами и микровезикулами) яв-
ляется ключевым регулятором, обеспечивающим
поддержание плюрипотентного состояния ство-
ловыми клетками (Hur et al., 2020). Фибронектин
внеклеточных везикул способен взаимодейство-
вать с интегринами, ассоциированными с мем-
бранами стволовых клеток, и, тем самым, стиму-
лировать активацию FAK, поддерживая плюри-
потентное состояние данных клеток.

Заслуживает внимания тот факт, что суще-
ствуют различные механизмы регуляции поддер-
жания плюрипотентного состояния клетками че-
ловека. Известно, что в ЭСК человека фокальные
контакты не образуются, и при этом активен сиг-
нальный путь FAK (Vitillo et al., 2016). У этих кле-
ток FAK обнаруживается на мембране и в цито-
плазме, а активность дефосфорилированной FAK
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относительно высока в ядре (Villa-Diaz et al.,
2016). Это оказывает влияние на поддержание
плюрипотентного состояния ЭСК человека (Vitil-
lo, Kimber, 2017). Учитывая некоторые общие чер-
ты ESC и опухолевых клеток, можно предполо-
жить, что FAK выполняет у них сходные функции
(Ho et al., 2012). Nanog связывает промотор FAK,
способствуя повышению его активности, а FAK,
в свою очередь, фосфорилирует Nanog, дозозави-
симо повышая его активность, что способствует
поддержанию плюрипотентности ЭСК.

Следует отметить, что наличие ядерной FAK
не характерно для дифференцированных клеток.
Возможно, наличие неканонического (ядерного)
пути регуляции FAK и определяет механизм воз-
действия внеклеточных везикул, связанный с
поддержанием плюрипотентного состояния кле-
ток ЭСК.

В настоящее время имеются неоднозначные
данные по поводу участия пути FAK в регуляции
самообновления и поддержания плюрипотентно-
сти стволовых клеток. Ряд авторов указывает на
то, что компоненты внеклеточного матрикса (ла-
минин, фибронектин и витронектин), взаимо-
действуя с определенными типами интегринов на
поверхности стволовых клеток человека, способ-
ны запускать механизмы обеспечения поддержа-
ния плюрипотентного состояния данных клеток
(Braam et al., 2008; Rodin et al., 2010; Vitillo et al.,
2016). Показано, что ассоциация киназ (FAK) с
интегринами определяет жизнеспособность ЭСК
человека, сохранение их недифференцированно-
го состояния. Длительное ингибирование данной
киназы или снижение уровня экспрессии коди-
рующего ее гена приводит к дифференцировке
ЭСК (Vitillo et al., 2016). Результаты других работ,
проведенных на стволовых клетках мыши, свиде-
тельствуют об обратном (Hayashi et al., 2007; Toya
et al., 2015). Кроме того, авторы указывают, что
именно тип белков внеклеточного матрикса опре-
деляет функциональное состояние стволовых кле-
ток: если фибронектин и ламинин способствуют
активации FAK и Akt, вызывая дифференцировку
плюрипотентных клеток, то коллаген, наоборот,
способствует поддержанию плюрипотентного со-
стояния (Hayashi et al., 2007).

Интересным является то, что различие в ре-
зультате работы данного пути регуляции (поддер-
жание самообновления или дифференцировка)
определяется состоянием (типом) плюрипотент-
ных стволовых клеток. Хорошо известно о суще-
ствовании двух состояний плюрипотентности у
мыши – Naïve и Primed. Плюрипотентные клетки
в состоянии Naïve могут быть получены из ВКМ
предимплантационных бластоцист, а в состоянии
Primed – из эпибласта постимплантационных
бластоцист. Плюрипотентные клетки в состоя-
нии Naïve и Primed отличаются по цитоморфоло-

гическим характеристикам, профилю экспрессии
генов и другим параметрам (Brons et al., 2007; Te-
sar et al., 2007; Chen, Lai, 2015). Последние работы
(Dodsworth et al., 2020) показали, что плюрипо-
тентные клетки человека в состоянии Naïve и
Primed различаются по профилю экспрессии
микроРНК. Так, при анализе микроРНК в плю-
рипотентных клетках человека, было показано,
что Naïve состояние характеризуется наличием
таких микроРНК как miR-143-3p и miR-22-3p, а
miR-363-5p, семейство miR-17 (miR-18b-3p, -20b-
5p, -20b-3p, -106a-5p), а семейство miR-302 ха-
рактеризуют Primed состояния. Для Naïve состоя-
ния клеток человека характерен достаточно высо-
кий уровень экспрессии miR-371-373, являющейся
гомологом miR-290 мыши, также наиболее высоко
экспрессируемых микроРНК в Naïve плюрипо-
тентных клетках мыши. Таким образом, профиль
экспрессии микроРНК обусловлен состоянием
клеток, а не видовыми различиями. Это лишний
раз подчеркивает важность оценки паттерна мик-
роРНК как характеристического для определения
функционального состояния клетки.

РЕГУЛЯТОРНЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 

ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 
ПРИ РЕПАРАЦИИ ТКАНЕЙ

Влияние везикул ЭСК на поддержание плюри-
потентного состояния клеток было косвенно по-
казано на моделях конкретных линий дифферен-
цировок.

Так, еще в начале XXI века было исследовано
влияние внеклеточных везикул, полученных в хо-
де культивирования ЭСК мыши (линия ES-D3),
на линию гематопоэтических стволовых клеток
(Ratajczak et al., 2006). Было показано, что в опре-
деленной концентрации внеклеточные везикулы
ЭСК способны повышать жизнеспособность
стволовых гемопоэтических клеток, усиливать их
пролиферацию, а также повышать уровень экс-
прессии генов – маркеров плюрипотентности
(Oct-4, Nanog и Rex-1) и ранних маркеров гемо-
поэтических стволовых клеток (Scl, HoxB4 и
GATA 2). Аналогичные данные были получены и
в более поздних работах, при изучении влияния
внеклеточных везикул ЭСК мыши на прогени-
торные клетки сетчатки – мюллеровские клетки.
Было показано, что внеклеточные везикулы спо-
собны переносить специфические мРНК в клет-
ки-мишени и стимулировать в них не только экс-
прессию генов-маркеров плюрипотентности, но
и генов, специфичных для ранних стадий разви-
тия сетчатки, вызывая дедифференцировку дан-
ных прогениторных клеток, возобновление кле-
точного цикла с последующей дифференциров-
кой разных типов клеток сетчатки (амакриновые,
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ганглиозные клетки, а также палочковых рецеп-
торов) (Farber, Katsman, 2016).

Очевидно, регуляторный потенциал внекле-
точных везикул плюрипотентных клеток не огра-
ничен регуляцией дедифференцировок клеток-
реципиентов в процессах тканевой репарации.
Достаточно много исследований указывает на то,
что внеклеточные везикулы ЭСК влияют на про-
лиферацию клеток и обладают антиапоптотиче-
ским эффектом. Так, интересные данные были
получены при изучении влияния внеклеточных
везикул ЭСК на процесс заживления раны у ста-
реющих мышей. Оказалось, что экзосомы ЭСК
вызывают восстановление у пожилых мышей
следующих функций эндотелиальных клеток,
нарушенных при старении: пролиферативной
активности, миграции и формирования сосуди-
стых трубок в месте раны (Chen et al., 2019). Кро-
ме этого, экзосомы могут снижать окислитель-
ный стресс, повышая активность эндогенной
антиоксидантной системы. Восстановление воз-
растной ангиогенной дисфункции авторы дан-
ного исследования связывают с наличием в эк-
зосомах микроРНК-200А. Оказалось, что именно
микроРНК-200А выступает ключевым регулято-
ром сигнального пути KEAP 1 – Nrf2 (Kelch-like
ECH-associated protein 1 – nuclear factor erythroid 2 –
related factor 2), контролирующего экспрессию
ряда генов, кодирующих антиоксидантные фер-
менты, например, гемоксигеназу 1 (НО-1). Пока-
зано, что микроРНК-200А, содержащаяся в экзо-
сомах ЭСК, снижает уровень экспрессии KEAP 1,
способствуя активации Nrf2 (негативная регуля-
ция). Такая активация Nrf2 приводит, в конечном
итоге, к торможению старения (Chen et al., 2019).

Разработка методов получения индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК)
путем генетического репрограммирования сома-
тических клеток постнатального организма, по-
ставила вопрос о степени идентичности ИПСК и
ЭСК. Этот вопрос особенно актуален, так как
клетки с индуцированной плюрипотентностью в
настоящее время используются не только как мо-
дель для изучения направленной дифференци-
ровки клеток, но и в регенеративной биомедици-
не. Следует учитывать онтогенетическое проис-
хождение плюрипотентных клеток.

В ряде работ было показано, что профиль эк-
зосом ИПСК определяется тем типом клеток, из
которых в результате репрограммирования был
получен данный тип ИПСК. Например, было
отмечено, что экзосомы ИПСК, которые были
получены из кардиальных фибробластов, содер-
жали в том числе и ряд функциональных кар-
диопротекторных микроРНК (микроРНК-21 и
микроРНК-210) (Wang et al., 2015; Jung et al., 2017;
Jeske et al., 2020). Эти свойства ИПСК, несомнен-
но, следует учитывать при использовании раз-

личных типов ИПСК и их внеклеточных везикул,
для получения заданных клеточных дифференци-
ровок.

В некоторых работах указывается на то, что да-
леко не все типы функциональных регуляторов,
имеющихся в самой клетке, будут присутствовать
во внеклеточных везикулах. При молекулярно-
генетическом анализе (секвенирование и ПЦР в
реальном времени) ИПСК, полученных путем
репрограммирования фибробластов мыши, было
показано наличие 282 различных микроРНК, в то
время как в везикулах ИПСК было представлено
только 199 (Adamiak et al., 2018). Анализ показал
наличие микроРНК, регулирующих поддержание
плюрипотентного состояния (miR-290-295 семей-
ства), miR-19b, miR-20a, miR-126-3p, miR-130a-3p,
miR-210-3p, а также онко-микроРНК семейства
miR-17-92 не только в самих ИПСК, но и в соста-
ве внеклеточных везикул. Данные микроРНК во-
влечены в регуляцию ангиогенеза, клеточного
цикла и процессов старения (Mendell, 2008; Gru-
ber et al., 2014). Однако, для ряда микроРНК бы-
ла показана дифференциальная экспрессия: та-
кие микроРНК, как, например, let-7, miR-145,
miR-302a-5p были преимущественно представле-
ны во внеклеточных везикулах. Данные мик-
роРНК регулируют клеточную пролиферацию,
апоптоз и поддержание плюрипотентного состо-
яния и самообновление (Cordes et al., 2009). Вы-
явлено сходство сигнальных путей, посредством
которых обеспечивается регуляторная активность
внеклеточных везикул ЭСК и ИПСК в клетках-ре-
ципиентах. Это, например, Wnt, PI3K-Akt и MAPK
сигнальные пути, которые регулируют актив-
ность элементов цитоскелета (актинового цито-
скелета), фокальные контакты и процессы взаи-
модействия белков внеклеточного матрикса с их
рецепторами (Adamiak et al., 2018).

На нескольких регенерационных моделях по-
казано, что внеклеточные везикулы ИПСК спо-
собствуют восстановлению целостности ткани. В
основе данного положительного эффекта лежат
такие процессы, как регуляция пролиферации
клеток, миграция клеток, снижение уровня апо-
птоза, ремоделирование внеклеточного матрик-
са и т.д. In vitro показано, что экзосомы ИПСК
способствовали восстановлению жизнеспособ-
ности эндотелиальных клеток пуповины челове-
ка (HUVECs) и способствовали формированию в
культуре капилляро-подобных структур, после
того, как данные клетки находились в условия ги-
пергликемии (повышенное содержание глюкозы
в среде культивирования (33 мM)) (Ding et al.,
2018).

На моделях повреждения печени (индуциро-
ванный CCl4 фиброз печени мыши; перевязка
желчного протока) было показано, что внекле-
точные везикулы ИПСК в значительной степени
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способствуют снижению фибротизации ткани пе-
чени, снижая пролиферацию и активацию звездча-
тых клеток печени (клеток Ито) (Povero et al., 2019).
Об этом свидетельствовало снижение уровня экс-
прессии ряда про-фибротических маркеров: α-
гладкомышечного актина, коллагена Iα1, фибро-
нектина и тканевого ингибитора металлопротеина-
зы-1 (TIMP-1). Кроме этого, анализ транскриптома
показал, что у активированных клеток Ито под дей-
ствием внеклеточных везикул ИПСК происходит
изменение уровня экспрессии примерно 300 ге-
нов (60 генов снижает уровень экспрессии, а 235
генов – повышает). В составе внеклеточных вези-
кул ИПСК были также выявлены некоторые мик-
роРНК (микроРНК-10b-5p, микроРНК-302-3p и
микроРНК-92b-3p), обладающих потенциальны-
ми антифибротическими свойствами. Следует
отметить, что уровень данных микроРНК был до-
статочно высок

На моделях старения кожи in vitro (фотостаре-
ние (уф-облучение 315 нм) и естественное старе-
ние (культивирование более 30 пассажей)) было
показано, что экзосомы ИПСК снижают в фиброб-
ластах кожи уровень экспрессии ассоциированной
со старением β-галактозидазы и матриксной метал-
лопротеиназы 1/3, стимулируют пролиферацию и
миграцию фибробластов, а также восстанавливают
экспрессию коллагена 1 типа, заметно пониженную
при старении (Oh et al., 2018; Jeske et al., 2020).

In vivo, на модели реперфузированного ин-
фаркта миокарда у мышей, было проведено срав-
нение результатов применения внеклеточных ве-
зикул ИПСК и самих ИПСК для репарации повре-
ждений сердечно-сосудистой системы (Adamiak
et al., 2018). Было показано, что применение вне-
клеточных везикул ИПСК и самих ИПСК приво-
дит к улучшению функции левого желудочка. Од-
нако, применение экзосом приводило к более пол-
ному восстановлению функций левого желудочка
сердца, чем трансплантация самих ИПСК. In vitro
экзосомы ИПСК стимулируют ангиогенез и спо-
собствуют миграции эндотелиальных клеток. Кро-
ме того, в данной работе было продемонстрировано
важное преимущество применения внеклеточных
везикул ИПСК по сравнению с самими ИПСК: при
трансплантации ИПСК наблюдали образование
тератом.

В настоящее время широко изучается возмож-
ность изменения регуляторных возможностей па-
ракринного компонента плюрипотентных клеток
в процессе направленной дифференцировки.

Так, известно, что при терапии инфаркта мио-
карда внеклеточные везикулы, полученные от
дифференцированных из ИПСК кардиомиоци-
тов, обладают более высокой способностью сти-
мулировать регенерацию, чем сами ИПСК. Вези-
кулы способствуют восстановлению сердечной
ткани после инфаркта посредством регуляции

аутофагии в кардиомиоцитах в условиях гипо-
ксии (Santoso et al., 2020).

На модели ишемии конечности мыши было
показано, что экзосомы эндотелиальных клеток-
производных ИПСК способствуют репарации со-
судистой системы за счет стимуляции ангиогене-
за. Было показано, что при направленной диффе-
ренцировке эндотелиальных клеток из ИПСК, в
них в значительной степени возрастает уровень
микроРНК-199b-5р. Эта микроРНК – один из
ключевых регуляторов ангиогенеза, оказываю-
щих стимулирующее действие на данный про-
цесс. Функциональная роль этой микроРНК со-
стоит в Jagged-1-зависимой регуляции VEGFR2.
In vitro было показано, что экзосомы эндотели-
альных клеток, производных ИПСК, усиливают
пролиферацию, миграцию и формирование эн-
дотелиальных сосудистых трубок в культуре
HUVECs (Ye et al., 2019).

Кроме того, было показано стимулирующее
воздействие везикул, полученных от дифференци-
рованных из ИПСК нейронов, на клетки первич-
ной культуры гранулярных клеток зубчатой изви-
лины головного мозга человека: происходило уси-
ление пролиферации клеток и наблюдалась их
нейральная дифференцировка (Sharma et al., 2019).

Направление дифференцировки ИПСК опре-
деляет регуляторные свойства их везикул. Так,
были сопоставлены результаты действия на кор-
тикальные сфероиды везикул клеток-производ-
ных ИПСК и клеток, полученных в результате
нейральной и мезодермальной (кардиомиоцитар-
ной) дифференцировок этих ИПСК (Marzano et al.,
2019). Оказалось, что везикулы, полученные от
недифференцированных ИПСК, способствовали
значительному усилению пролиферации клеток
сфероида (оценивалось число клеток, включив-
ших метку BrdU). Такой эффект отсутствовал при
использовании в эксперименте везикул, получен-
ных от клеток обеих линий дифференцировки.
Везикулы клеток, полученных в ходе нейральной
дифференцировки (т.е. нейральных стволовых
клеток), способствовали интенсивному росту ак-
сонов у клеток кортикальных сфероидов (оцени-
валось по наличию βIII-tubulin положительных
клеток). Такого эффекта не наблюдалось при ис-
пользовании внеклеточных везикул, полученных
от недифференцированных ИПСК или клеток ли-
нии мезодермального направления дифференци-
ровки. Таким образом, специфика действия вези-
кул проявляется только в процессе дифференци-
ровки ИПСК. При этом параллельно снижается
регуляционная активность везикул, обеспечиваю-
щая общие функции клеток, такие как пролифе-
ративная активность. Так, в популяции плюрипо-
тентных клеток основная роль везикул – поддер-
жание плюрипотентного состояния. В то же время,
с началом клеточных дифференцировок основной
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функцией везикул становится регуляция последо-
вательных этапов дифференцировки клеток.

Таким образом, изучение паракринного вези-
кулярного компонента плюрипотентных стволо-
вых клеток даст возможность более полно судить
о механизмах клеточных регуляций в раннем раз-
витии и в регенерационных процессах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Внеклеточные везикулы, как один из компо-

нентов паракринной секреции клеток, обеспечи-
вают межклеточную коммуникацию. Благодаря
наличию в них факторов, регулирующих функ-
ции клеток, они обеспечивают поддержание го-
меостаза ткани или усиливают направленные из-
менения клеток в ходе онтогенетических и реге-
нерационных процессов. Конкретный набор этих
факторов зависит от состояния клеток – проду-
центов везикул. Внеклеточные везикулы плюри-
потентных стволовых клеток, благодаря наличию
в них мРНК ряда транскрипционных факторов,
поддерживают определенную степень дедиффе-
ренцировки клеток. Поскольку везикулы содер-
жат белки – компоненты основных сигнальных
путей, они также способны регулировать специ-
фические дифференцировки клеток-реципиен-
тов. Например, они могут регулировать ангиогенез
за счет компонентов Notch-сигналинга (McGough,
Vincent, 2016). Кроме того, везикулы могут регули-
ровать дифференцировку клеток на посттран-
скрипционном уровне, поскольку содержат мик-
роРНК. Следует учитывать, что показана опреде-
ленная рецепторная специфичность везикул для
компетентных клеток. Это способствует повы-
шению специфики регуляторного потенциала
везикул.

К настоящему времени накоплены некоторые
данные о роли внеклеточных везикул плюрипо-
тентных стволовых клеток в регуляции раннего
развития млекопитающих, в том числе, человека.
Эти данные свидетельствуют о становлении диф-
ференциальной регуляторной специфичности
везикул еще в предимплантационный период. С
одной стороны, внеклеточные везикулы способны
обеспечивать поддержание плюрипотентного со-
стояния клеток. С другой стороны, они регулируют
функционирование клеток эмбриона (например,
подвижность клеток трофобласта при импланта-
ции). Такая специфика регуляционных возможно-
стей сохраняется в ходе дальнейших дифференци-
ровок. Об этом свидетельствуют данные, получен-
ные на разных экспериментальных моделях
in vitro и in vivo. Важно, что регуляторная актив-
ность везикул, связанная с поддержанием плюри-
потентности стволовых клеток, постепенно сни-
жается, но не утрачивается полностью. В то же
время регуляторная активность везикул, связан-
ная с направленной дифференцировкой плюри-

потентных стволовых клеток, постепенно повы-
шается. Выявленные особенности регуляторных
возможностей разных внеклеточных везикул (ве-
зикул плюрипотентных клеток и везикул клеток-
производных плюрипотентных клеток), могут
служить основой для разработки методов их диф-
ференциального использования для репараций
тканей.

Следует учитывать, что регуляция пролифера-
тивной активности клеток везикулами плюрипо-
тентных клеток может осуществляться благодаря
наличию в них микроРНК, обеспечивающих кон-
троль этапов клеточного цикла. С этим может быть
связано проявление онкогенного потенциала вези-
кул плюрипотентных стволовых клеток. Тем не
менее, данные литературы указывают на то, что
внеклеточные везикулы обладают более низкой
иммуногенностью и меньшей вероятностью ин-
дукции опухолей, чем сами стволовые клетки (Ta-
heri et al., 2019).

Регуляторные возможности внеклеточных ве-
зикул плюрипотентных стволовых клеток могут
различаться в связи с разным онтогенетическим
происхождением самих клеток (ЭСК и ИПСК), а
также в связи с типом клеток, из которых были
получены ИПСК в результате репрограммирова-
ния. Мы полагаем, что у клеток с индуцированной
плюрипотентностью может проявляться гистоти-
пическая память, определяющая специфичность
их внеклеточных везикул. Для плюрипотентных
стволовых клеток разных клеточных типов уже вы-
явлены важные закономерности дифференциаль-
ной регуляторной активности внеклеточных ве-
зикул. Эти данные могут служить основой для
разработки способов повышения адресности воз-
действий, направленных на стимуляцию репара-
ции тканей.

Таким образом, при анализе направленной диф-
ференцировки плюрипотентных стволовых клеток,
необходимо учитывать характеристики регулятор-
ных возможностей везикулярной паракринной
компоненты. На ряде моделей показано, что ис-
пользование внеклеточных везикул плюрипотент-
ных стволовых клеток предпочтительнее использо-
вания самих плюрипотентными клеток. Это поз-
воляет рассматривать внеклеточные везикулы
как альтернативу клеточной трансплантации для
репарации тканей.
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The review article presents data on extracellular vesicles (EV), the bilayer phospholipid membrane structures
secreted by different types of cells, containing proteins, lipids and nucleic acids. We examine the features of
their structure, biogenesis, mechanisms of interaction with the recipient cell, etc. The properties of extracellular
vesicles of embryonic stem cells (ESCs) and their role in the regulation of developmental processes are considered.
Particular attention is paid to the vesicles of induced pluripotent stem cells (iPSCs), their role in maintaining plu-
ripotency, as well as the specificity of cell vesicles obtained during directed iPSC differentiation.
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Позвоночные, часто рассматриваемые как наиболее сложно организованные представители живот-
ного мира, обладают целым рядом уникальных морфологических особенностей, обеспечивших их
эволюционную устойчивость и успех. Согласно наиболее распространенной точке зрения, генети-
ческой основой этих инноваций были полногеномные дупликации, произошедшие на ранних эта-
пах эволюции позвоночных. Одним из результатов таких дупликаций стало возникновение допол-
нительных копий регуляторных генов. Будучи выведенными из-под сдерживающего давления есте-
ственного отбора, эти копии получили возможность относительно свободно модифицировать свою
структуру и функции, оказывая влияние на индивидуальное развитие и строение организмов. След-
ствием таких древних геномных дупликаций является, например, то, что около 35% генов человека
представлены, как минимум, двумя гомологичными копиями. Идея о дупликациях генома на ранних
этапах эволюции позвоночных была впервые выдвинута в 1970 г., однако, вопросы о количестве раун-
дов прошедших дупликаций, их масштабе (полногеномные или локальные) и о том, на каком этапе
эволюции они происходили, активно обсуждаются до сих пор. В последние годы (2018–2020 гг.) бла-
годаря бурному развитию методов обработки больших объемов данных, получаемых в результате вы-
сокопроизводительного секвенирования геномов представителей разных групп позвоночных и их
ближайших родственников, бесчерепных и оболочников, был проведен целый ряд широкоформат-
ных сравнительных исследований, направленных на выявление групп синтении в геномах разных
эволюционных линий и реконструкцию предковых хромосом. В результате были предложены не-
сколько моделей, описывающих возможные базовые сценарии геномных дупликаций в ранней эво-
люции позвоночных. Параллельно активно проводятся лабораторные исследования, ориентирован-
ные на детальное изучение особенностей экспрессии и функциональных свойств отдельных семейств
регуляторных генов у разных групп позвоночных. И здесь открылось много новой информации о пред-
ставителях эволюционно древних животных, которые еще совсем недавно не входили в число тради-
ционных лабораторных объектов (круглоротые, хрящевые рыбы, хрящевые ганоиды). В нашей обзор-
ной статье мы делаем попытку рассмотреть и осмыслить современные представления о механизмах и
эволюционных последствиях геномных дупликаций, а также соотнести свежие данные, получен-
ные в ходе лабораторных исследований, с предлагаемыми на сегодняшний день моделями форми-
рования генотипа позвоночных.

Ключевые слова: геномные дупликации, позвоночные, аллоплоидия, автоплоидия, субфункциона-
лизация, неофункционализация, круглоротые, миноги, осетровые, костистые рыбы, Hox, Noggin,
Pax, ParaHox, WGD, FoxP, CRD
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ВВЕДЕНИЕ
Разнообразие жизненных форм и высокий

уровень приспособленности живых организмов к
особенностям среды обитания являются резуль-
татом эволюционных преобразований их геномов
и механизмов индивидуального развития. В осно-
ве адаптации к внешним условиям и освоения но-

вых экологических ниш лежит приобретение ор-
ганизмами новых признаков. Вопросы появления
этих признаков, их закрепления и последующих
преобразований являются одними из центральных
в эволюционной биологии (Moriyama, Koshiba-
Takeushi, 2018). Геномные дупликации могут вы-
ступать в качестве фундамента, обеспечивающего
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появление нового генетического материала, своего
рода поставщиком “генетического сырья”, при
переработке которого, в ходе последующих эво-
люционных изменений под воздействием есте-
ственного отбора, происходит развитие и услож-
нение геномов организмов как на структурном,
так и на регуляторном уровнях.

Предположение о том, что полногеномные ду-
пликации (ПГД) могут являться двигателем эво-
люционного прогресса, впервые было высказано
в 1970 г. американским исследователем японско-
го происхождения Сусуму Оно (Susumo Ohno) в
ставшей впоследствии классической монографии
“Эволюция путем дупликации генов” (Evolution
by Genes Duplications, Ohno, 1970).

Полногеномные дупликации, как отражено
уже в самом их названии, в отличие от локальных
удвоений отдельных генов или более протяжен-
ных фрагментов генома, приводят к полиплои-
дии – появлению в организме двойного набора
всех хромосом. Такие дупликации могут проис-
ходить вследствие нарушений редукции в мейозе
или за счет митотических удвоений в родитель-
ских половых клетках или на ранних этапах раз-
вития зародыша (Van de Peer, 2009, 2017; Moriya-
ma, Koshiba-Takeushi, 2018). С точки зрения эво-
люционных перспектив удвоившихся генов
(подробно спектр возможных сценариев мы рас-
смотрим ниже), важным результатом ПГД явля-
ется то, что они приводят к удвоению не только
белок-кодирующих последовательностей (экзома
организма), но и к дупликации некодирующих
участков генома, содержащих регуляторные по-
следовательности.

После ПГД полиплоидия, как правило, элими-
нируется, за счет того, что рано или поздно парные
хромосомы накапливают критическую массу изме-
нений, не позволяющую им оставаться квадрива-
лентными в ходе мейоза (MacKintosh, Ferrier, 2018).
В итоге, когда восстанавливается исходная пар-
ность всех имеющихся хромосом, их носитель
вновь становится диплоидным, то есть происхо-
дит его ре-диплоидизация. И, хотя организмы,
прошедшие ре-диплоидизацию, больше не явля-
ются полиплоидными, они, как правило, сохра-
няют признаки своего полиплоидного прошлого,
одним из которых являются дуплицированные
копии отдельных генов.

ПОЛНОГЕНОМНЫЕ ДУПЛИКАЦИИ
В ЖИВОЙ ПРИРОДЕ – РЕДКО, НО МЕТКО

Полногеномных дупликаций, последствия ко-
торых закрепились и сохранились на эволюцион-
ном пути, произошло, по оценкам исследовате-
лей, не так много, и чаще они происходили у рас-
тений, чем у животных (MacKintosh, Ferrier,
2018). В качестве возможной причины этой раз-

ницы рассматривается нарушение механизма
формирования половой принадлежности у дву-
полых животных в случае их полиплоидизации
(Mable, 2004; Orr, 1990). Также отмечается, что
оплодотворение одной яйцеклетки двумя сперма-
тозоидами или мейотические нарушения имеют,
как правило, летальные последствия у млекопита-
ющих и птиц (Sahoo et al., 2017; Forstmeier et al.,
2010). Подробнее современные взгляды на пробле-
му геномных дупликаций у позвоночных мы рас-
смотрим ниже, здесь лишь отметим, что большин-
ство исследователей сходится во мнении, что на
ранних этапах эволюции позвоночных (около
500–600 млн лет назад) произошли одна или две
ПГД, а позже дополнительные дупликации про-
исходили у рыб: у осетровых, у общего предка ко-
стистых рыб, а в последующем и у отдельных
представителей этой группы (Meyer et al., 2005;
Dehal, Boore, 2005; Du et al., 2020).

Среди представителей беспозвоночных на се-
годняшний день две геномные дупликации опи-
саны у паукообразных и одна у коловраток (Flot
et al., 2013; Nossa et al., 2014; Kenny et al., 2016;
Schwager, 2017).

Для одноклеточных эукариот отмечается, что
современные диплоидные пивные дрожжи Sac-
charomyces cerevisiae, а также представители пяти
близких к ним родов произошли после дуплика-
ции генома их общего предка около 100 млн лет
назад (Scannell, 2007).

У цветковых растений обнаружены следы че-
тырех ПГД, произошедших ориентировочно 150–
200 млн лет назад (Soltis et al., 2008, 2009).

У грибов есть свидетельства только одной ПГД
(Scannell et al., 2007).

Очевидно, что сведения о дупликациях будут
дополняться, но и имеющиеся данные показыва-
ют, что ПГД происходили в разные исторические
периоды в самых разных группах живых организ-
мов. С учетом рассматриваемых временных мас-
штабов приходится признать, что успешные ПГД
на эволюционном пути случались достаточно
редко – это единичные события на горизонтах в
десятки и сотни миллионов лет.

Бросается в глаза, что оставившие свой след
ПГД происходили в таких эволюционно успеш-
ных и экологически разнообразных линиях как
позвоночные животные и цветковые растения
(Jaillon et al., 2004; Meyer et al., 2005; Dehal, Boore,
2005; Tang et al., 2008; Putnam et al., 2008; Moriyama,
Koshiba-Takeushi, 2018). Возможно, что бурное
эволюционное развитие и возможность освоения
широкого спектра экологических ниш представи-
телями этих групп во многом были обеспечены
именно дупликациями геномов, произошедшими
у их предков.
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Макинтош и Ферье делают попытку выявле-
ния и описания общих черт успешных ПГД
(MacKintosh, Ferrier, 2018).

Авторы отмечают, что большинство, если не
все, хорошо описанные ПГД были аллоплоидны-
ми событиями (объединением в одном организме
геномов разных видов), однако ПГД у костистых
рыб и последующая дополнительная дупликация
у лососевых описаны как автоплоидные (удвое-
ние собственного генома вида) (Martin, Holland,
2014; Christensen, Davidson, 2017; MacKintosh, Fer-
rier, 2018). Возможно, имеющиеся существенные
различия в родительских хромосомах при алло-
плоидизации способствуют скорейшему восста-
новлению диплоидного статуса потомков – ре-ди-
плоидизации. При автоплоидизации возврат к ди-
плоидности имеет более растянутый во времени,
градиентный характер (Otto, 2007).

Ван де Пеером отмечено, что между дуплика-
цией и последующим всплеском видового разно-
образия часто присутствует временной лаг и эти
события, как правило, сопряжены с существен-
ными изменениями условий окружающей среды
и климата. Это позволяет предположить, что по-
липлоидные организмы, как растения, так и жи-
вотные могут быть более устойчивы в стрессо-
вые периоды (рис. 1, Van de Peer et al., 2017). Не-
которые ПГД у покрытосеменных датированы
границей мелового периода и палеогена (так на-
зываемое, мел-палеогеновое вымирание около

66 млн лет назад), а дупликация у лососевых, про-
изошедшая 88 млн лет назад, впоследствии при-
вела к развитию способности этих рыб мигриро-
вать между пресными и морскими водами после
похолодания на границе эоцена и олигоцена
(Vanneste et al., 2014; Macqueen, Johnston, 2014).

Оценить точное число генов, кодирующих
белки даже при наличии качественно отсеквени-
рованного генома сложно. Это связано с трудно-
стями распознавания генов, кодирующих корот-
кие пептидные последовательности, выявления
нефункциональных псевдогенов и сборки участ-
ков хромосом, содержащих повторы и дуплика-
ции (Holland et al., 2016). Даже у эволюционно
близких видов количество предполагаемых генов
может различаться: согласно данным NCBI, акту-
альный список белок-кодирующих генов у чело-
века Homo sapiens насчитывает 19116 генов, у мыши
Mus musculus – 23051 ген, а в целом у позвоночных
число генов оценивается в диапазоне от 16 до
26 тысяч (Holland et al., 2016; Piovestan et al., 2019;
http://www.informatics.jax.org/mgihome/homepag-
es/stats/all_stats.shtml). При рассмотрении более
далеких групп разброс еще больше возрастает: у
оболочника Ciona intestinalis – 13648 генов; у дро-
зофилы Drosophila melanogaster – 13919; у немато-
ды Сaenorhabditis elegans – 20269.

Наблюдаемое у организма количество генов
представляет собой точку динамического равно-
весия между непрерывными процессами их появ-

Рис. 1. Полногеномные дупликации могут влиять на устойчивость и жизнеспособность видов в периоды стрессовых
изменений окружающих условий (по Van de Peer et al., 2017).
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ления и исчезновения. К сегодняшнему дню опи-
саны возможности появления новых генов вслед-
ствие полногеномных, хромосомных, тандемных,
локальных дупликаций, ретропозиций и комбина-
ции копирования экзонов с последующим de novo
включением некодирующих последовательностей
в сочетании с мобильными элементами (Holland
et al., 2016). Исследования показывают, что менее
1% генов человека произошли в результате ретро-
транспозиции (Pan, Zhang, 2009; Ciomborowska
et al., 2013).

ПГД, как правило, сопровождаются последу-
ющей масштабной утратой генов, по отдельным
оценкам достигающей 85% дуплицированных ко-
пий (Brunet et al., 2006). В то же время сама по се-
бе “столь удручающая” статистика “выживаемо-
сти” генов после ПГД не свидетельствует о незна-
чительности вклада этих дупликаций в судьбу
организмов. Детальное сопоставление показыва-
ет, что в среднем у позвоночных, прошедших че-
рез ПГД, обнаруживается большее число генов,
чем у их ближайших беспозвоночных родствен-
ников, и это обогащение функционально не равно-
мерно. Оказывается, что по сравнению с ланцетни-
ком Branchiostoma floridae, геном позвоночных обо-
гащен генами транскрипционных факторов и
генами, вовлеченными в развитие нервной систе-
мы (Putnam et al., 2008). Таким образом, даже ес-
ли дупликации и последующая редукция не приво-
дят к кратному возрастанию общего числа генов,
эти события могут обогащать отдельные подмно-
жества генов участвующих в развитии определен-
ных структур и особенностей организмов (Brunet
et al., 2006).

Предполагается, что основной вклад в увели-
чение разброса между группами по числу генов
вносят локальные дупликации. Описан целый
ряд случаев увеличения числа генов у отдельных
животных, связанный с особенностями их струк-
туры, физиологии и поведенческими паттернами.
Например, у пчел Apis mellifera увеличено количе-
ство генов обонятельных рецепторов (Robertson,

Wanner, 2006), у стрекоз – генов опсина, связан-
ных с остротой зрения (Futahashi et al., 2015), у
устриц Crassostrea gigas – генов, кодирующих бел-
ки теплового шока и экспрессирующихся во вре-
мя стресса при отливах (Zhang et al., 2012). Среди
головоногих моллюсков у осьминога Octopus bi-
maculoides обнаружена экспансия генов, кодиру-
ющих протокадгерины и генов, кодирующих
транскрипционные факторы C2H2, участвующие
в нейральном развитии (Albertin et al., 2015).

ГЕНЫ НА РАСПУТЬЕ – ЕСТЬ ЛИ ЖИЗНЬ 
ПОСЛЕ ДУПЛИКАЦИЙ?

Каждое генетическое изменение, на своем пу-
ти от появления к эволюционному сохранению
проходит три основных этапа: 1) происхождение
(появление мутации), 2) фаза фиксации, когда
изменение распространяется в популяции, и
3) фаза сохранения, когда фиксированное изме-
нение сохраняется и поддерживается в популя-
ции. Особенностью дупликаций в рамках этой
траектории является возможность возникнове-
ния генетических различий между двумя появив-
шимися копиями, что может привести к сохране-
нию их обеих. И, судя по всему, как раз эта фаза
установления различий между копиями является
определяющей для их дальнейшей эволюцион-
ной траектории или, как говорят, “судьбонос-
ной” (от английского “fate-determining stage”)
(рис. 2, Innan, Kondrashov, 2010).

Копии генов, появившиеся в результате ПГД,
были названы онологами, в честь японского ис-
следователя Сусумо Оно.

В своей классической модели, положившей
начало теоретическому обсуждению проблемы
дупликации генов, С. Оно предположил, что
наиболее вероятный постдупликационный сце-
нарий – потеря функциональности одной из до-
черних копий за ненадобностью, или нефункци-
онализация (Ohno, 1970). Сразу после ПГД до-
черние аллели предкового гена идентичны, а

Рис. 2. Схема появления и фиксации дуплицированных генов в популяции (по Innan, Kondrashov, 2010).
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значит функционально избыточны, поскольку
для поддержания функции материнского гена до-
статочно и одной копии. В силу этого, давление
естественного отбора на поддержание обеих ко-
пий оказывается низким (Nei, 1969; Ohno, 1970).
Исходя из предположения, что вредные мутации
случаются гораздо чаще полезных (ломать – не
строить!), они неизбежно будут накапливаться в
кодирующей области одного из дубликатов и ра-
но или поздно приведут к потере ее функцио-
нальности. В результате функциональный в про-
шлом ген становится псевдогеном, поэтому этот
процесс также называют псевдогенизацией (рис. 3,
Moriyama, Koshiba-Takeushi, 2018). Ряд экспери-
ментальных исследований действительно под-
твердил, что нефункционализация является наи-
более распространенным сценарием эволюции
дуплицированных генов (Kimura, King, 1979; Li,
1980; Stoltzfus, 1999; Jaillon et al., 2004; Woods et al.,
2005; Brunet et al., 2006). Исследования семейств
генов после геномной дупликации костистых рыб
(ПГДКР – полногеномная дупликация кости-
стых рыб, “калька” с принятой англоязычной аб-
бревиатуры “TS-WGD” – Teleostei-specific Whole
Genome Duplication) свидетельствуют о сохране-
нии у рыб Danio rerio около 20% дуплицированных
генов, что рассматривается в качестве максималь-
ной (!) оценки степени сохранности дуплициро-

ванных генов после этой полногеномной дуплика-
ции (Postlethwait et al., 2000, 2004; Woods et al., 2005).

В то же время, С. Оно предположил, что в ред-
ких случаях накопленные дополнительные заме-
ны могут быть полезными и приводить к обрете-
нию новой функции гена, которая будет поддер-
живаться отбором.

В предложенной модели, однако, не вполне
ясно, каким образом естественный отбор может
различать новую и исходную копии генов, а ведь
для них предполагается разная скорость измене-
ний: быстрое накопление мутаций в свободном
от давления отбора “дубликате” и стабильность в
“оригинале”, продолжающем выполнять мате-
ринскую функцию под давлением отбора (Innan,
Kondrashov, 2010).

Для разрешения этого противоречия, в русле
развития идей С. Оно, Форс c коллегами предло-
жили модель, получившую название дупликация-
вырождение-дополнение (DDC от Duplication–
Degeneration–Complementation) (Force et al., 1999).
Поскольку, как правило, гены выполняют не од-
ну, а несколько функций, которые при этом мо-
гут по-разному проявляться в различных типах
клеток на разных стадиях, эти функции или обла-
сти активности предкового гена могут быть поде-
лены между его дочерними копиями (Glasauer,

Рис. 3. Варианты эволюционных траекторий дуплицированных генов (по Moriyama, Koshiba-Takeushi, 2018).
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Neuhauss, 2014). Согласно предложенной модели,
мутации могут накапливаться в обеих дочерних
(или по отношению друг к другу – сестринских)
копиях, снижая их функциональную эффектив-
ность. В результате каждая из копий поотдельно-
сти оказывается недостаточной для выполнения
функции материнского гена и тогда сохранение
обоих паралогов может поддерживаться отбором
(Force et al., 1999; Lynch, Force, 2000; Lynch et al.,
2001). Такое разделение труда между сестрински-
ми копиями может быть связано с изменениями в
регуляторных участках и в этом случае оно будет
отражаться в изменениях паттернов экспрессии и
разделении области экспрессии материнского ге-
на между дочерними копиями. Это называют ре-
гуляторной субфункционализацией (рис. 3, Joyner
et al., 1987; Woolfe, Elgar, 2007). Примером, иллю-
стрирующим такой сценарий, может служить
экспрессия двух паралогов гена Engrailed1 – En1a
и En1b у рыбы D. rerio. Ген En1a экспрессируется
в зачатках грудных плавников, в то время как
En1b – в нейронах заднего и спинного мозга
(Force et al., 1999). При этом единственный ген
En1 обнаруженный у мышей экспрессируется как
в зачатках передних конечностей, так и в области
заднего и спинного мозга (Joyner, Martin, 1987;
Davis et al., 1991). Если мутационные изменения
происходят в белок-кодирующей последователь-
ности гена, они могут привести к распределению
между дочерними копиями функциональных
свойств предкового гена (рис. 3, Innan, Kondrashov,
2010).

Еще один из возможных путей субфункциона-
лизации был предложен Хьюзом в 1994 г., а позже
назван Де Марэ и Раушером “уходом от адаптивно-
го конфликта” (EAC – Escape from Adaptive Con-
trol) (Hughes, 1994; DesMarais, Rausher 2008). Эта
модель рассматривает ситуацию, когда ген имеет
две функции, которые конкурируют между собой
и, в силу этого не могут быть одновременно опти-
мизированы (улучшение одной из функций при-
водит к ухудшению другой). В этом случае дупли-
кация снимает имеющиеся ограничения и каж-
дый из паралогов получает возможность
специализироваться на одной из функций пред-
кового гена, развивая и оптимизируя именно ее.
Предполагается, что такой механизм скорее мо-
жет реализовываться для генов, которые не явля-
ются критически важными для выживания, но
могут повышать приспособленность организма
(Sikosek et al., 2012). Изначально эта модель была
предложена в качестве теоретической, однако
впоследствии был описан ряд примеров ее реали-
зации в природе (DesMarais, Rausher, 2008; Deng
et al., 2010; Huang et al., 2012; Glasauer, Neuhauss,
2014).

Возможность обретения геном новой функции
после дупликации, или неофункционализации,
впервые так же была высказана С. Оно (Ohno,

1970). Этот механизм еще называют моделью “му-
тации при нефункциональности” (MDN-mutation
during non-functionality) (Hughes, 1994; Conant,
Wolfe, 2008). Название отражает основную идею –
один из паралогов продолжает поддерживать
функции предкового гена, в то время как второй,
будучи свободным от функциональных обяза-
тельств, может свободно меняться. В данном слу-
чае, в отличие от описанных выше моделей, пред-
полагается появление в мутирующем паралоге
“полезной” мутации, придающей ему возмож-
ность выполнения новой функции (рис. 3). По-
скольку такие мутации происходят редко, этот
сценарий считается маловероятным по сравне-
нию с не- или субфункционализацией (Glasauer,
Neuhauss, 2014). В то же время, поскольку в дан-
ном случае происходит появление новой функ-
ции, именно этот сценарий рассматривается как
потенциальный механизм появления новых при-
знаков в эволюции.

Как и в случае субфункционализации, мута-
ция может происходить в регуляторой (чаще)
или кодирующей (реже) последовательностях
(Braasch et al., 2006; Douard et al., 2008; Kassahn
et al., 2009). Показано, что изменения паттернов
экспрессии вследствие мутаций в регуляторной
области могут приводить к морфологическим из-
менениям на эволюционном пути (Guerreiro
et al., 2013; Vuolo et al., 2016; Moriyama, Koshiba-
Takeushi, 2018).

Другим механизмом, обеспечивающим сохра-
нение обоих паралогов может быть так называе-
мый “эффект дозировки”. Если возрастание уров-
ня экспрессии гена выгодно, его дупликация будет
поддерживаться естественным отбором. Считает-
ся, что эта модель применима к трем группам ге-
нов. В первую очередь – к генам, участвующим в
обеспечении взаимодействия организма с внеш-
ней средой, генам, регулирующим ответ на стрес-
сы, генам, выполняющим сенсорные и транс-
портные функции и к генам, связанным с метабо-
лизмом (Kondrashov et al., 2002). Во вторую
очередь – к генам, эффективность которых зави-
сит от концентрации (Kondrashov et al., 2004;
Veitia et al., 2005). И, наконец, к генам, которые
всегда нужны в клетке в больших количествах,
например, кодирующих рибосомные белки и ги-
стоны (Kondrashov et al., 2002; Sugino, 2006).

Согласно гипотезе генного баланса, в регуля-
торных сетях и каскадах важно сохранение опре-
деленного соотношения уровней экспрессии
участвующих в них генов. Необходимость соблю-
дения этого условия может приводить к сценари-
ям, в которых после дупликаций все гены опреде-
ленного сигнального каскада остаются дуплициро-
ванными для поддержания его функционирования
(Conant, Wolfe, 2007). Поскольку ПГД приводят к
удвоению всего генома, сами по себе они не приво-
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дят к концентрационным дисбалансам, в то время
как дупликации отдельных генов могут имею-
щийся баланс нарушать. В подтверждение этой
идеи и у растений, и у животных было показано,
что паралоги генов, функционально тесно свя-
занных между собой, например, генов, участвую-
щих в транскрипционных и сигнальных каскадах,
или кодирующих белки, активно включенные в
межбелковые взаимодействия, имеют тенденцию
к сохранению дуплицированных копий после
ПГД, но не после локальных дупликаций (Blomme
et al., 2006; Freeling, 2008; Hufton et al., 2009).

Приходится отметить, что иногда идентифи-
кация дуплицированных генов может быть за-
труднена в силу характера и масштаба произо-
шедших в них изменений. Согласно базовой мо-
дели, появившиеся в результате дупликации два
сестринских аллеля будут равноудалены от пред-
кового гена и оба будут ортологами недуплициро-
ванных генов других групп (Sharman, 1999; Holland,
1999). В ходе эволюции дуплицированные гены бу-
дут меняться, накапливая изменения, уникальные
для каждой из копий. Если скорость изменчивости
обоих генов сопоставима (абсолютно идентичной
она в любом случае не будет), можно говорить о
симметричной дивергенции. Подобная картина
наблюдается, например, для четырех кластеров
Hox-генов млекопитающих, ортологичных един-
ственному Hox-кластеру ланцетника и сопоста-
вимо равноудаленных от него. Вдобавок все они
унаследовали от предковых генов общие черты
экспрессии в центральной нервной системе, до-
полняемые различающимися паттернами в дру-
гих тканях – соматической и висцеральной мезо-
дерме (Holland et al., 2016). Аналогично, три гена
Cdx шпорцевой лягушки Xenopus tropicalis ортоло-
гичные единственному Cdx гену ланцетника,
имеют общие с ним функциональные черты (Faas,
Isaaks, 2009). Однако, кроме подобной симмет-
ричной дивергенции может наблюдаться и край-
не неравномерное накопление изменений у до-
черних копий, когда один из аллелей изменяется
быстрее другого, и в этом случае говорят об асси-
метричной дивергенции. Примеры такого сцена-
рия после ПГД также были описаны у позвоноч-
ных. Было показано, что ген Crx является ортоло-
гом генов Otx1 и Otx2 млекопитающих. Это
удалось установить путем сопоставления распо-
ложения трех генов в хромосомах, при том, что по
характеру экспрессии ген Crx, экспрессирую-
щийся в глазной сетчатке, отличается как от Otx1
и Otx2, так и от ортологов у беспозвоночных – Otx
ланцетника и otd дрозофилы (Plouhinec et al.,
2003). Похожая ситуация описана и для гена Pax6,
который активно изучался у позвоночных и бес-
позвоночных в качестве одного из ключевых ран-
них регуляторов нормального развития зритель-
ных структур (Quiring et al., 1994). Как и в случае с
генами Otx, только сравнительно недавно, благо-

даря анализу хромосомного расположения было
установлено, что ген Pax4 является паралогом ге-
на Pax6. За время своей эволюции, в отличие от
Pax6, последовательность и регуляторная область
гена Pax4, участвующего в развитии печени у по-
звоночных, сильно изменились (Matsushita et al.,
1998). Изменения нуклеотидной последователь-
ности Pax4 настолько существенные, что при фи-
логенетическом анализе для него не обнаруживается
гомологов у беспозвоночных и на филогенетиче-
ском дереве формально он выглядит как новый
ген позвоночных, хотя в действительности явля-
ется паралогом Pax6 (Holland et al., 2016).

ПОЗВОНОЧНЫЕ –
ТРИУМФ ИННОВАТОРОВ

Эволюционным инновациям трудно дать стро-
гое определение, но, как правило, под ними подра-
зумевают качественно новые адаптивные особен-
ности организмов. Зачастую они представлют со-
бой основу, на базе которой могут развиваться
последующие эволюционные изменения. Так, раз-
витие зрительной системы, появление цветка или
возможности полета, открыли перед их носителя-
ми возможности освоения новых экологических
ниш. При этом, как отмечал еще в 1905 г. один из
пионеров исследований полиплоидии генетик
Хьюго де Фриз “естественный отбор может объяс-
нить выживание наиболее приспособленных, но он
не может объяснить появление наиболее приспо-
собленных” (de Vries, 1905). Последующее развитие
биологии показало, что все фенотипические инно-
вации в итоге имеют молекулярную основу. Они
являются результатом генетических изменений,
влияющих на биологическую функцию и регуля-
цию активности как отдельных биологических
макромолекул, так и на образуемых этими макро-
молекулами сетей взаимодействия (Wagner, 2011).

План строения позвоночных можно рассмат-
ривать как цельную мозаику, состоящую из фи-
логенетически взаимосвязанных составляющих.
Одни могут быть прослежены на глубину общего
предка позвоночных или даже всех вторичноро-
тых, и послужили основой для формирования ха-
рактерных черт современных групп (York, McCauley,
2020). Другие не имеют очевидных предшествен-
ников у вымерших или ныне живущих представи-
телей беспозвоночных (Lowe et al., 2015; Satoh,
2016).

Список морфологических особенностей по-
звоночных внушителен и среди наиболее обще-
признанных нужно упомянуть: развитый голов-
ной мозг, состоящий из трех основных отделов,
включая уникальный для позвоночных конечный
мозг, сложно устроенную периферическую нерв-
ную систему с парными сенсорными органами,
внутреннее ухо с вестибулярным аппаратом и по-
лукруглыми каналами, мышечный дыхательный
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аппарат, череп, сформированный хрящевой и/или
костной тканью; наджаберную, поджаберную и
глазную мускулатуры; многокамерное сердце с
сердечной мускулатурой; глоточные артерии с
эндотелием; сегментированную систему почеч-
ной фильтрации (Janvier, 2003; Gee, 2018; York,
McCauley, 2020).

Одной из ярких особенностей позвоночных
является то, что многие их морфологические ин-
новации развиваются при непосредственном
участии одной популяции эмбриональных кле-
ток – клеток нервного гребня (КНГ) (Sauka-
Spengler et al., 2007; Hall, 2008; Trainor, 2013).
Иногда эту клеточную популяцию даже называ-
ют четвертым зародышевым листком, по аналогии
и в дополнение к трем классическим типами заро-
дышевых тканей – эктодерме, мезодерме и эндо-
дерме.

Нервный гребень уникален для позвоночных,
и он представляет собой популяцию мигрирую-
щих стволовых клеток, дающих начало множе-
ству внешне разнородных структур и черт, во
многом и определяющих строение и облик позво-
ночных. В числе производных нервного гребня
можно назвать значительную часть перифериче-
ской нервной системы, пигментные клетки, эле-
менты сердца и зубов, а также, так называемую,
“новую голову” позвоночных – хрящевые и кост-
ные структуры формирующие черепно-лицевой
скелет (Gans, Northcutt, 1983; Northcutt, 2005;
Green et al., 2015). У челюстноротых скелет голо-
вы дополняется челюстными структурами, несу-
щими ряды зубов (Northcutt, 1983; Kuratani, 2004;
Northcutt, 2005; Gans, Green et al., 2015; Brazeau,
Friedman, 2015; Miyashita, 2016).

Все эти инновации, включающие развитие
нервной и сенсорной, дыхательной и кровенос-
ной систем, скелета и мускулатуры позволили
ранним позвоночным перейти к более активным
образу жизни и питания и, в итоге, освоить новые
места обитания и экологические ниши (York,
McCauley, 2020). Ряд исследований показывает,
что и в наши дни КНГ продолжают участвовать в
непрерывной морфологической эволюции совре-
менных видов, например, у домашних животных
(Wilkins et al., 2014; Prescott et al., 2015; Sánchez-
Villagra et al., 2016). Это свидетельствует о том, что
КНГ не только участвуют в формировании мно-
гих уже состоявшихся структур позвоночных, но
и остаются источником развития новых призна-
ков и особенностей животных (York, McCauley,
2020).

Значительная часть наших знаний об эмбрио-
нальном развитии позвоночных получена в рабо-
те с традиционными модельными объектами, та-
кими как зародыши мышей, кур, рыб, шпорце-
вых лягушек (Gilbert, 2006).

Достоинствами этих объектов являются: воз-
можность получения живых зародышей для прове-
дения экспериментов практически в любое время
года, возможность создания генетических линий,
возможность применения имеющихся лаборатор-
ных методик и подходов, детально разработанные
протоколы для работы и содержания как эмбрио-
нов, так и взрослых особей в лабораторных услови-
ях, качественно отсеквенированные и проанали-
зированные геномы и транскриптомы. Эти осо-
бенности, безусловно, играют важную роль для
успешного проведения функциональных экспе-
риментов. В то же время, для исследования эво-
люционной истории позвоночных особую цен-
ность приобретают исследования так называемых
“немодельных” объектов. Не обладая набором
качеств, делающих их удобными для комфортной
лабораторной работы, эти животные, однако, за-
нимают важные филогенетические узлы на эво-
люционном пути позвоночных, что объясняет
возрастающий в последние годы интерес к их ис-
следованиям. К таким объектам можно отнести
представителей хрящевых и лучеперых рыб, а так-
же бесчелюстных (Dahn et al., 2007; Ota, Kuratani,
2007; Oisi et al., 2007, 2013; Green, Bronner, 2014;
Braasch et al., 2015; McCauley et al., 2015; Pasquier
et al., 2017). Исследования хрящевых рыб могут
помочь ответить на вопросы появления и эволю-
ции кожного скелета и появления парных плавни-
ков. Архаичные представители лучеперых, такие
как осетровые рыбы и панцирная щука – вопросы
трансформации плавников в конечности и эволю-
ции сенсорных органов (York, McCauley, 2020). В
своей монографии С. Оно отдельно акцентировал
контринтуитивный тезис о том, что структуры
более эволюционно продвинутых животных, как
правило, берут свое начало от базовых, а не от
продвинутых представителей предковой группы.
В связи с этим, автор предлагает понимать тер-
мин “примитивный” как “незафиксированный и
обобщенный”, а “продвинутый” – как “специа-
лизированный” (Ohno, 1970).

В рамках исследований истории и механизмов
формирования генотипа позвоночных путем ге-
номных дупликаций упомянутые представители
рыб интересны тем, что у осетровых обнаружена
полиплоидия, а панцирная щука, напротив, отде-
лилась от общего ствола современных костистых
рыб до произошедшей у предка этой группы ПГД
(Sacerdot et al., 2018; Du et al., 2020).

Круглоротые, в контексте исследования во-
просов ранней эволюционной истории позво-
ночных, заслуживают отдельного рассмотрения.

КРУГЛОРОТЫЕ – ТЕНИ
ЗАБЫТЫХ ПРЕДКОВ

В силу своего филогенетического положения,
круглоротые, отделившиеся от общего ствола на
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самых ранних этапах эволюции позвоночных яв-
ляются очень удачным модельным объектом для
исследования происхождения позвоночных и их
уникальных особенностей (Shimeld, Donoghue,
2012). Современные круглоротые включают в се-
бя миног и миксин, значительно отличающихся
между собой по внешнему виду и образу жизни
(Bayramov, 2018). В связи с этим, филогенетиче-
ское родство между миногами, миксинами и че-
люстноротыми долгое время оставалось предме-
том дискуссий. Одна гипотеза предполагала, что
сестринскими группами являются миноги и че-
люстноротые, а миксины рассматривались в каче-
стве внешней группы (парафилетическое проис-
хождение круглоротых). Ей противостоял взгляд на
круглоротых, как на единую группу монофилети-
ческого происхождения, в полном составе сест-
ринскую челюстноротым (Janvier, 1996; Heimberg
et al., 2010). В последнее время более уверенное
подтверждение получила вторая гипотеза об эво-
люционном единстве современных круглоротых,
произошедших от разнообразной группы бесче-
люстных рыб – одних из первых представителей
позвоночных, появившихся около 500 млн лет
назад (Janvier, 2015; Onimaru, Kuraku, 2018; York,
McCauley, 2020). К сожалению, миноги и миксины
являются единственными ныне живущими пред-
ставителями этой группы, а остальные бесчелюст-
ные, как и переходные формы от бесчелюстных к
челюстноротым, вымерли около 300 млн лет назад
(Donoghue, Purnell, 2005; Donoghue, Keating, 2014).
Являясь сестринской для челюстноротых груп-
пой, современные круглоторые занимают важное
филогенетическое положение, позволяя путем
сравнительного анализа их строения со строени-
ем челюстноротых реконструировать черты об-
щего предка позвоночных. При том, что с эволю-
ционной точки зрения, миноги и миксины в рав-
ной степени интересны для исследования базовых
черт позвоночных, в лабораторных условиях мино-
ги, при всех имеющихся технических ограничени-
ях, все же имеют существенное преимущество пе-
ред миксинами. Взрослые особи миксин труднодо-
ступны, поскольку живут и нерестятся на больших
глубинах, зародыши развиваются несколько меся-
цев и для содержания этих животных требуются
специальные лабораторные условия (Ota et al.,
2007; Kuratani, Ota, 2008; Shimeld, Donoghue,
2012). Работа Оты и коллег, описывающая разви-
тие нервного гребня у миксины – пиявкорота
Бургера Eptatretus burgeri, опубликованная в 2007 г.,
стала первым исследованием развития миксин за
более чем 100 лет (Ota et al., 2007). Миноги же яв-
ляются наиболее доступными для исследований
представителей круглоротых (Bayramov et al., 2018).

Попытки реконструкции облика и строения
общего предка позвоночных неизбежно сталки-
ваются с рядом трудностей, таких как отсутствие
надежных внешних групп для современных по-

звоночных и недостаток информации о филоге-
нетически важных древних представителях круг-
лоротых, в силу своего строения плохо сохраняю-
щихся в палеонтологической летописи (Onimaru,
Kuraku, 2018).

Ближайшими родственниками позвоночных
являются бесчерепные (ланцетники) и оболочни-
ки (асцидии), которые по своему строению сильно
отличаются от позвоночных. Внутри эволюцион-
ной линии позвоночных круглоротые традицион-
но рассматриваются в качестве внешней группы по
отношению к челюстноротым, однако нельзя ис-
ключаться, что отдельные морфологические осо-
бенности их современных представителей – миног
и миксин – имеют вторичное происхождение. Эти
обстоятельства снижают надежность применения
традиционных филогенетических методов, осно-
ванных на анализе синапоморфий (общих призна-
ков предковой и дочерних групп) и придерживаю-
щихся принципа максимальной парсимонии
(экономности числа событий).

Масштабная работа Кураку и коллег, включав-
шая анализ 55 семейств генов позвоночных, как и
ряд последующих исследований, свидетельство-
вали в пользу гипотезы о двух общих для всех по-
звоночных раундах полногеномной дупликации
их общего предка (Kuraku et al., 2009; Lagman
et al., 2013; Campanini et al., 2015; Gutierrez-Mazariegos
et al., 2016). В то же время, при работе с бесче-
люстными, исследователи неизбежно обращали
внимание, что при анализе филогении и построе-
нии филогенетических деревьев, гены бесчелюст-
ных зачастую уверенней группируются друг с дру-
гом, чем с ортологами челюстноротых. При этом
общее число генов у бесчелюстных и челюстноро-
тых часто совпадает (Qui et al., 2011). Для понима-
ния этого феномена был проведен анализ гомео-
боксных генов Emx, для которых была ранее уста-
новлена дупликация в линии миног (Tank et al.,
2009). Было показано, что столь часто наблюдае-
мая кластеризация множественных миножьих ге-
нов может быть связана со вторичными измене-
ниями их последовательностей, происходящими
независимо у разных паралогов (Noro et al., 2015).
Эта особенность генов миног даже получила на-
звание “миножий диалект” (Manousaki et al., 2011;
Smith et al., 2013).

Для реконструкции предкового фенотипа по-
звоночных был предолжен подход, основанный на
установлении паттернов экспрессии генов до пол-
ногеномных дупликаций – метод хронологической
реконструкции функции онологов (CHROF от
chronological reconstruction of ohnolog functions)
(Onimaru, Kuraku, 2018). Этот подход позволяет
восстановить паттерн экспрессии предкового ге-
на опираясь на паттерны его дочерних генов, про-
шедших путь субфункционализации. Предпола-
гается, что регуляторная субфункционализация
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онологов после ПГД отражается в сходстве паттер-
нов их экспрессии. В основе субфункционализа-
ции, согласно упоминавшейся выше модели ду-
пликации-вырождения-дополнения, лежат ком-
плементарные изменения регуляторных элементов
онологов. На основе анализа паттернов онологов
реконструируется эволюционный путь их паттер-
нов и паттерн предкового гена. Если наблюдается
сходство экспрессии онологов в определенной
морфологической структуре у нескольких совре-
менных видов, история этой структуры может
быть прослежена до этапа, предшествующего по-
явлению современных онологов в результате
ПГД. Примером подобной реконструкции может
выступать анализ паттернов экспрессии генов
Pax2, Pax5 и Pax8, появившихся в результате двух
раундов ПГД (Kozmik, 1999; Bassham et al., 2008;
Goode, Elgar, 2009). У мышей эти гены экспрес-
сируются на границе среднего и заднего мозга, а
Pax2 и Pax8 также экспрессируются в пронефро-
се. У миног наблюдается экспресия Pax2 в тех же
структурах (McCauley, Bronner-Fraser, 2002), что
позволяет предположить наличие у предкового
позвоночного наличие структур гомологичных
границе среднего и заднего отделов мозга и про-
нефроса, с экспрессией в них гомолога Pax2/5/8.
В поддержку этой гипотезы говорит то, что экс-
прессия гена Pax2/5/8 у ланцетника имеет сход-
ства с экспрессией гомологов у позвоночных
(Holland, 2013). Такой же подход был применен к
анализу экспрессии генов Tbx5 и Tbx4 в передних
и задних парных конечностях позвоночных регу-
лируемых специфическими для каждого вида ко-
нечности энхансерами (Menke et al., 2008; Min-
guillon et al., 2012; Adachi et al., 2016). Предполага-
ется, что предковый ген Tbx4/5 экспрессировался
в единственной паре конечностей предкового по-
звоночного, а после дупликации произошла суб-
функционализация дочерних генов со специали-
зацией каждого из них на экспрессии в отдельной
паре конечностей. Остается, правда, открытым
вопрос являлась ли эта субфункционализация
причиной или следствием появления у потомков
двух пар конечностей (Ruvinsky, Gibson-Brown,
2000). К сожалению, палеонтологические иссле-
дования ранних позвоночных метасприггины
Metaspriggina walcotti и хайкоуихтиса Haikouichthis
ercaicunensis, живших до разделения бесчелюст-
ных и челюстноротых пока не обнаружили у них
следов парных конечностей (Shu et al., 1999; Shu
et al., 2003; Zhang, Hou, 2004; Morris et al., 2014).
В то же время у ряда ранних представителей бес-
челюстных, таких как Euphaneropidae, анаспиды
Anaspida, телодонты Thelodonti и щитковые Os-
tracodermi описаны парные плавники, хотя их го-
мология с конечностями челюстноротых небес-
спорна, и является предметом дискуссий (Ruvin-
sky, Gibson-Brown, 2000; Coates et al., 2003; Sansom
et al., 2010, 2013).

Уязвимостью предложенного подхода являет-
ся принимаемое в нем допущение, что субфунк-
ционализация является более распространенным
явлением, чем неофункционализация, по край-
ней мере, предложенный алгоритм позволяет ре-
конструировать предковые паттерны только в
этом случае. Также при отождествлении морфо-
логической эволюции с изменениями паттернов
экспрессии генов не учитывается возможность
того, что новая структура может появиться не
вследствие появления новых, а путем перерас-
пределения активности уже имевшихся у орга-
низма генов, их функционального переключе-
ния. В целом авторы предлагаемого подхода вы-
ражают надежду, что его применение позволит
найти эволюционные корни многих уникальных
структур позвоночных у ранних представителей
группы (Onimaru, Kuraku, 2018).

HOX-ГЕНЫ – НА ПЛЕЧАХ ГИГАНТОВ

Исторически, импульсом к появлению гипо-
тезы о полногеномных дупликациях у позвоноч-
ных во многом послужило описание и исследова-
ние Hoх-генов, которые представляют собой се-
мейство высококонсервативных гомеобоксных
генов обнаруженных в геномах многих групп жи-
вотных. Они кодируют транскрипционные фак-
торы, участвующие в дифференцировке вдоль пе-
редне-задней оси тела (Graham et al., 1989; Carroll,
1995). В геноме Hoх-гены сгруппированы в кла-
стеры. У млекопитающих описано четыре пара-
логичных Hox-кластера, которые возникли в ре-
зультате дупликаций от общего предкового кла-
стера на ранних этапах эволюции позвоночных
(рис. 4, Duboule, Dolle, 1989; Pascual-Anaya et al.,
2013; Parker, Krumlauf, 2017). В отдельных линиях
позвоночных можно наблюдать как дополнитель-
ные дупликации, так и частичные утраты Hox-ге-
нов (Kuraku, Meyer, 2009; Pascual-Anaya et al., 2013).
На основе сходства последовательностей и поло-
жения в кластерах Hox-гены позвоночных подраз-
деляются на 14 групп паралогов (ГП) (Krumlauf,
1994). Яркой особенностью Hox-кластеров позво-
ночных является их коллинеарность – в ходе онто-
генеза пространственно-временная экспрессия
Hox-генов вдоль передне-задней оси коррелирует
с их расположением в кластере. При этом ориен-
тация (расположение 5' и 3' концов) у всех генов в
кластере совпадает. Первыми экспрессируются
антериорные гены, относящиеся к ГП1 и распо-
ложенные на 3' конце кластера, то есть коллине-
арность носит как временной, так и простран-
ственный характер (Duboule, Dolle, 1989; Kmita,
Duboule, 2003; Duboule, 2007). Это проявляется в
наблюдаемом наборе экспрессионных доменов
Hox-генов, иногда называемой Hox-кодом, кото-
рый отражает особенности стратификации раз-
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ных тканей зародыша вдоль передне-задней оси
тела (Mallo et al., 2010).

Hox-гены связаны с модуляцией регуляторных
сигналов в заднем отделе мозга и клетках нервно-
го гребня. Задний мозг позвоночных имеет выра-
женную сегментную структуру, включающую 7–8
ромбомеров и влияющую на дифференцировку
черепно-лицевых структур через КНГ, мигриру-
ющие из нервной трубки в жаберные дуги. Как
показали функциональные исследования у раз-
ных групп челюстноротых, роль Hox-генов в раз-
витии заднего мозга и КНГ, по-видимому, явля-
ется высококонсервативной и может быть просле-
жена по меньшей до уровня общего предка группы
(Parker et al., 2019a). Столь древнее происхождение
подтверждается и консервативностью регулятор-
ных элементов – Hox-энхансеров, определяющих
пространственную сегментацию экспрессии и Hox-
чувствительных энхансерных элементов, относя-
щимся к регулируемым ими генам-мишеням (Kim
et al., 2000; McEwen et al., 2009; Ravi et al., 2009;
Parker et al., 2011, 2014b; Parker, Krumlauf, 2017).

Анализ геномов двух видов миног – морской
миноги (Petromyzon marinus) и тихоокеанской ми-
ноги (Lethenteron camtschaticum) показал наличие
у них шести Hox-кластеров (в полтора раза боль-
ше, чем у челюстноротых!), что свидетельствует о

дополнительных дупликациях у миног (рис. 4,
Kuraku, Kuratani, 2006; Mehta et al., 2013; Pascual-
Anaya et al., 2018; Smith et al., 2018). При этом по-
теря части Hox-генов в кластерах уменьшила ко-
личественную разницу между миногами и че-
люстноротыми – у миног обнаружено 42 Hox-ге-
на, а у мышей 39 – разница отнюдь не в полтора
раза (рис. 4). В наиболее антериорных ГП1–4, ко-
торые и связаны с экспрессией в заднем мозге и
КНГ, в силу чего приковывают к себе максималь-
ноое внимание исследователей, у миног описано
14 генов, а у мышей – 12 (Parker et al., 2019a). Про-
веденный недавно анализ генома и транскрипто-
ма миксины Eptatretus burgeri обнаружил у этого
вида 40 Hox-генов, предположительно распреде-
ленных по 6 кластерам (Pascual-Anaya et al., 2018).
Сравнение их с Hox-кластерами миног выявило
ряд общих черт. Каждый вид имеет одинаковое
количество Hox-паралогов в ГП1–4, и это указы-
вает, на то, что, вероятно, разделение Hox-класте-
ров бесчелюстных произошло до дивергенции
миног и миксин – более 400 миллионов лет назад
(Kuraku, Kuratani, 2006).

Хотя шесть Hox-кластеров круглоротых не по-
лучается однозначно филогенетически соотнести
с четырьмя кластерами челюстноротых (Pascual-
Anaya et al., 2018), это не свидетельствует одно-

Рис. 4. Кластеры Hox-генов, обнаруженные у ланцетника, миног и млекопитающих (по Parker et al., 2019a).
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значно об их независимом происхождении. Про-
изошедшее после предковой дупликации быстрое
разделение групп с последующей их дивергенци-
ей в том числе и по нуклеотидным/аминокислот-
ным предпочтениям могут существенно ослабить
возможность их уверенного филогенетического
объединения на основе доступных сегодня алго-
ритмов (Qiu et al., 2011). В свою очередь, рекон-
струкции, основанные на сопоставлении порядка
генов в хромосомах у разных групп позвоночных,
соответствуют модели, в которой у общего предка
круглоротых и челюстных было четыре Hox-кла-
стера (Smith et al., 2018).

Анализ экспрессии Hox-генов миног выявил у
них много общих черт с Hox-генами челюстноро-
тых, прежде всего касающихся экспрессии в ром-
бомерах заднего мозга и клетках нервного гребня
(Parker et al., 2019a). Отличия наблюдались в де-
талях поздней экспрессии в области заднего
мозга, эндостиле и мезодерме первой жаберной
дуги. Сопоставление характера экспрессии и
кластерной организации Hox-генов у миног и
челюстноротых позволяет заключить, что пред-
ковые функции Hox-генов в этих группах во
многом сохраняются, но по-разному распреде-
ляются между дочерними кластерами. Другими
словами, Hox-кластеры миног и челюстноротых,
имея общее происхождение, прошли на своем
эволюционном пути разные варианты субфунк-
ционализации.

У беспозвоночных хордовых – ланцетников и
оболочников – также наблюдается коллинеар-
ность единственных Hox-кластеров вдоль перед-
не-задней нейральной оси, хотя, у этих групп не
обнаруживается характерной для позвоночных
сегментации ромбомеров и клеток нервного греб-
ня (Parker, 2019b).

ПОЛНОГЕНОМНЫЕ ДУПЛИКАЦИИ
У ПОЗВОНОЧНЫХ – ОДНА ХОРОШО,

А ДВЕ ЛУЧШЕ

Основные предполагаемые сценарии полноге-
номных дупликаций у позвоночных во многом
опираются на присутствие одного кластера Hox-
генов у их ближайших родственников – ланцет-
ников и оболочников, и разное количество кла-
стеров в двух рано разделившихся ветвях позво-
ночных – бесчелюстных (шесть Hox-кластеров) и
челюстных (четыре Hox-кластера). Исходя из та-
кого количества Hox-кластеров понятно, что в ис-
тории позвоночных имели место как минимум два
раунда дупликаций, а у бесчелюстных, судя по все-
му, и больше. Исследователи, как правило, сходят-
ся во мнении, что один раунд произошел на уровне
общего предка позвоночных (Holland, Ocampo Da-
za, 2018). А вот по поводу второго раунда (и возмож-
ных дополнительных) – ведутся дискуссии.

Первой была выдвинута гипотеза о двух раун-
дах у общего предка позвоночных до разделения
линий бесчелюстных и челюстноротых (Mehta
et al., 2013), а основанием для последующих пере-
смотров и дискуссий во многом стал проведен-
ный подробный анализ секвенирования полного
генома морской миноги.

Получение полноценного сиквенса генома
миноги оказалось непростой задачей. Дело в том,
что одной из особенностей миног, наряду со спо-
собностью функциональной регенерации спин-
ного мозга даже во взрослом состоянии, эволю-
ционно независимого развития адаптивного им-
мунитета и ряда других, является физическая
плановая перестройка генома на ранних стадиях
развития (PGR от Programmed Genome Rear-
rangement). Эта геномная перестройка состоит в
редукции примерно 20% генома (около 0.5 млрд
оснований из 2.3 млрд оснований всего генома)
(Smith et al., 2018). Начинается она на седьмом
клеточном делении и длится около трех суток, по-
сле чего только геномы клеток зародышевой ли-
нии несут полный геном, а соматические клетки –
редуцированный. Очевидно, что полный геном-
ный сиквенс в таком случае можно получить
только путем анализа геномов клеток зародыше-
вой линии, что было сделано в 2018 г. (Smith et al.,
2018). Проведение предварительного картирова-
ния распределения контигов по супер-скэффол-
дам (super-scaffolds – собранные после секвени-
рования геномные протяженные фрагменты, со-
держащие в среднем около 10–20 млн оснований,
которые в дальнейшем предполагается объеди-
нять в хромосомы) позволило сопоставить распо-
ложение генов у миног и некоторых челюстноро-
тых. Благодаря развитию алгоритмов обработки
больших массивов данных, в основе этого сопо-
ставления лежало уже выявление не отдельных
генов-ортологов, а целых групп ортологии между
разными геномами.

Сопоставление генома морской миноги с ге-
номами курицы и панцирной щуки (представи-
тель костных ганоидов, у которых, в отличие от
более эволюционно продвинутых костистых рыб,
не было дополнительной дупликации) позволил
выдвинуть гипотезу об одном раунде ПГД у обще-
го предка позвоночных, с предшествующими им
локальными дупликациями отдельных участков и
последующими дополнительными дупликация-
ми хромосом у бесчелюстных (рис. 5, Smith et al.,
2015, 2018). Это предположение основано на том,
что больше половины (6 из 11) миножьих ортоло-
гических групп соответствуют двум куриным хро-
мосомам. Еще две группы не находят четкой го-
мологии. Оставшиеся три группы имеют гомоло-
гию с четырьмя хромосомами. Что, казалось бы,
свидетельствует в пользу двух общих раундов у
птиц и миног, причем, эти хромосомы несут как
раз хорошо охарактеризованные гены – одна Hox



182

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 3  2021

БАЙРАМОВ и др.

и MHC, вторая – ParaHox и NPYR, третья – RAR и
ALDH1. Однако Смит и коллеги предполагают,
что такая картина могла возникнуть в результате
трех независимых хромосомных дупликаций,
предшествовавших ПГД. Таким образом, соглас-
но предлагаемой модели, до разделения бесче-
люстных и челюстноротых у их общего предка
сначала произошли отдельные дупликации трех
хромосом, а затем одна полногеномная дуплика-
ция (рис. 5, Smith et al., 2018). Хотя, авторы пол-
ностью не исключают вероятности того, что ны-
нешний кариотип миног и челюстноротых мог
сформироваться в результате двух раундов полно-
геномной дупликации с последующей элимина-
цией значительного числа хромосом, они оцени-
вают такой сценарий как менее вероятный.

Авторы полагают, что у миног есть определен-
ные биологические особенности, которые могут
способствовать фиксации хромосомных дуплика-
ций в этой группе. Кариотип миног (основным
объектом Смита и коллег является морская минога
Petromyzon marinus) состоит примерно из 100 хро-
мосом, среди которых много, так называемых,
малых хромосом, дупликация которых будет за-
трагивать меньшее число генов, и с большей ве-
роятностью пройдет успешно для организма, чем
аналогичная дупликация крупных хромосом у че-
ловека. Проведенное в 2020 г. секвенирование ге-
нома “дальневосточной ручьевой” миноги Le-
thenteron reissneri выявило у этого вида 72 хромо-
сомы (Zhu et al., 2020). С другой стороны, миноги
могут быть очень плодовиты (продуктивность сам-
ки морской миноги может достигать 300000 икри-
нок), в силу чего носитель одной мутации может
распространить ее на большое число потомков в
популяции (Smith et al., 2015, 2018). Причем, есть

основания полагать, что эти характеристики бы-
ли присущи миногам на протяжении сотен мил-
лионов лет их эволюционной истории, в силу че-
го они представляют собой очень релевантную
модель исследования особенностей предковых
форм позвоночных, вполне вероятно обладавших
высокой плодовитостью и большим числом ма-
лых хромосом (Smith et al., 2018).

Первые попытки реконструкции предкового
кариотипа были проведены Накатани и коллега-
ми в 2007 г., когда исследователи выделили в ге-
номе человека консервативные для позвоночных
группы связанных генов (Nakatani et al., 2007).
Сравнение этих групп с группами других позво-
ночных (рыб) и оболочников позволило выделить
онологи и предположить наличие у предковых
позвоночных от 10 до 13 хромосом. По мере на-
копления данных секвенирования представите-
лей разных групп позвоночных возросли возмож-
ности их широкоформатного сравнения и более
тонких реконструкций. В 2018 г. Сасердот с кол-
легами при помощи разработанного ими алгоритма
AGORA (Algorithm for Gene order Reconstruction in
Ancestors) на основе анализа 61 генома современ-
ных позвоночных провели реконструкцию пред-
кового генома амниот – организмов с ориенти-
ровочным возрастом 326 млн лет. Выборка
включала 40 видов млекопитающих, 3 вида птиц,
2 рептилии, 1 амфибию, 8 костистых рыб, кисте-
перую рыбу, 2 представителей оболочников, нема-
тоду и дрозофилу (Sacerdot et al., 2018). В результате
в предковом геноме амниот предположили нали-
чие 19786 генов. Были определены предполагаемые
пары онологов и выявлены 51 протяженная пред-
ковая область (CAR – Contiguous Ancestral Re-
gions) – фрагменты генома, содержащие более

Рис. 5. Схемы рассмотренных моделей геномных дупликаций на ранних этапах развития позвоночных. ПГД – полно-
геномные дупликации, ЛД – локальные дупликации.
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50 генов каждый и по размеру соответствующие
хромосомам. Полученные фрагменты группиру-
ются в 17 тетрад (17 групп по 4 CAR), что наиболее
вероятно соответствует двум раундам полноге-
номных дупликаций. Причем, выявленные авто-
рами 17 тетрад соответствуют 17 предковым связ-
кам (CLG – Chordate Linkage Group) выявленным
ранее при сравнении синтении генов в хромосо-
мах человека и скэффолдах генома ланцетника
(Putnam et al., 2008). Количественное отклонение
от точного ожидаемого числа хромосом, кратного
четырем может быть объяснено исчезновением
отдельных хромосом или объединением двух хро-
мосом в одну. Эти явления можно было бы про-
следить путем анализа геномов внешних групп, но
в случае позвоночных геномы ланцетников и обо-
лочников для этих целей, к сожалению, не подхо-
дят, поскольку оболочники существенно диверги-
ровали от своего предкового состояния, а у ланцет-
ников геном слишком фрагментирован. Оба этих
обстоятельства затрудняют установление хромо-
сомной гомологии. В рамках своей модели Сасер-
дот и коллеги предполагают наличие у предковых
позвоночных 17 хромосом, которые при первом
раунде дупликации дали начало 34 хромосомам. В
дальнейшем произошло 7 объединений хромосом
и общее их число редуцировалось до 27, которые
во втором раунде, произошедшем до разделения
линий бесчелюстных и челюстноротых удвоились
с образованием 54 хромосом, часть из которых
впоследствии также объединялись. Не исключая
теоретические вероятности и других сценариев,
полемизируя со Смитом и коллегами, авторы по-
лагают, что сравнение генома миног с реконстру-
ированным геномом предка амниот дает более
корректные результаты, чем сопоставление с от-
дельными представителями челюстноротых. В
рамках предложенного Сасердот и коллегами
анализа группы ортологов в супер-скэффолдах
миног в большинстве случаев соответствуют че-
тырем хромосомам у предка амниот (в отличие от
модели Смита и коллег, в которой доминировало
соотношение 1 : 2), что поддерживает гипотезу о
двух общих раундах полногеномной дупликации
до разделения бесчелюстных и челюстноротых
(рис. 5).

Еще одна модель геномной дупликации у по-
звоночных была предложена Симаковым и кол-
легами в 2020 г. В ней, с учетом обновленных дан-
ных, авторы рассматривают ланцетника как наи-
более близкую к предковым позвоночным
группу. Построение модели опирается на те же 17
выявленных консервативных от ланцетника до
человека связок (CLG). Авторы предлагают рас-
сматривать синтению групп генов без учета по-
рядка генов в них, который, по их мнению, мог
сравнительно легко меняться в ходе эволюции
(Simakov et al., 2020). Кариотип ланцетника со-
стоит из 19 хромосом, которые, как предполагает-

ся, произошли от 17 предковых CLG, претерпев
некоторые локальные преобразования. Часть
хромосом позвоночных, в свою очередь, также
произошли от одного CLG, а некоторые – в ре-
зультате слияния двух или трех CLG с последую-
щими изменениями. Малые хромосомы миног,
панцирной щуки и курицы размером менее
15 млн пар оснований считаются потомками од-
ной из CLG (Simakov et al., 2020). Согласно пред-
ложенной модели, 10 из 17 CLG представлены в
виде тетрад у челюстноротых, а остальные – в ви-
де триплетов. Это свидетельствует в пользу двух
раундов дупликаций с последующей утратой ча-
сти хромосом. Анализ слияния хромосом челюст-
норотых показывает, что большинство этих со-
бытий произошло между первым и вторым раун-
дами дупликаций. В то же время, у круглоротых
последствий этих слияний не наблюдается и хро-
мосомы миног, судя по всему, напрямую произо-
шли от одиночных CLG. На основе этих данных
авторы выдвигают гипотезу об одном раунде ПГД
до разделения бесчелюстных и челюстноротых, с
последующим вторым раундом в линии челюст-
норотых (рис. 5, Simakov et al., 2020).

В отличие от более ранних моделей, в которых
оба раунда ПГД предполагали автотетраплоиди-
зацию (удвоение диплоидного генома одного ор-
ганизма) (Furlong, Holland, 2002) или, напротив,
аллотетраплоидизацию (слияние двух диплоид-
ных геномов разных организмов) (Spring, 1997), в
Симаков и коллеги предполагают, что первый ра-
унд был автотетраплоидизацией, а второй – алло-
тетраплоидизацией. У миног, после отделения от
общего ствола позвоночных, в модели предпола-
гаются дополнительные независимые дуплика-
ции.

А ЧТО НА ЭТО СКАЖУТ ГЕНЫ?
Описанные модели, разработанные в послед-

ние годы, опираются на широкоформатный ана-
лиз данных высокопроизводительного секвени-
рования, объем которых существенно растет в по-
следнее время. Преимуществом такого подхода,
безусловно, является масштаб взгляда на проблему
в силу количества анализируемой информации. В
то же время, для выявления функциональных ос-
нов появления и развития отдельных структур в
эволюции и онтогенезе позвоночных, ведутся ис-
следования отдельных семейств регуляторных ге-
нов и видится важным сопоставление получаемых
лабораторных данных с выдвигаемыми гипотеза-
ми. В рамках уточнения количества и времени пол-
ногеномных дупликаций в ранней эволюции по-
звоночных интересен обзор данных по сравни-
тельному анализу ортологов регуляторных генов
в линиях бесчелюстных и челюстноротых. Благо-
даря секвенированию генома морской миноги, в
последние годы повышается и уровень лабора-
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торных исследований отдельных семейств генов у
этой группы. Рассмотрим поподробней некото-
рые примеры.

При исследовании геноархитектуры конечно-
го мозга миног, в его дорсальной части была об-
наружена экспрессия генов Pax6 (Murakami et al.,
2001) и Emx (Tank et al., 2009), а в вентральной –
генов Dlx (Miojin et al., 2001; Murakami et al., 2001;
Neidert et al., 2002). Обнаружение зон экспрессии
Pax6 и Dlx и стало на ранних этапах исследований
основным свидетельcтвом наличия у миног струк-
тур, гомологичных конечному мозгу челюстноро-
тых. Впоследствии, у миног были обнаружены три
ортолога гена Pax6. Все они экспрессируются в
формирующихся глазных структурах и мозге, что
соответствует экспрессии гена Pax6 у челюстно-
ротых, у которых этот ген является ключевым ре-
гулятором развития глаз и ЦНС (Osumi et al.,
2008; Klimova, Kozmik, 2014). При этом паттерн
экспрессии генов Pax6 миног в других структурах
различается, что может служить примером про-
странственной субфункционализации. Экспрес-
сия Pax6α обнаруживается в печени, указывая на
то, что у предков позвоночных ген Pax6, по всей
видимости, участвовал в формировании этого ор-
гана (Ravi et al., 2019). Анализ синтении (набора
соседних генов) показал, что Pax6α имеет общие
соседние гены (Eif3m и Caluα на 5' конце и Elp4 на
3' конце) с геном Pax6.1 челюстноротых и геном
PAX6 человека, что указывает на их ортологию.
Локус миножего Pax6β содержит гены Caluβ и
Fbxo47, которые также обнаруживаются в окруже-
нии гена Pax6.2 у некоторых представителей че-
люстноротых. Третий ген Pax6 миног, Pax6γ, не
обнаруживает синтении с Pax генами челюстно-
ротых. Обнаружение у миног трех ортологов гена
Pax6, очевидно, указывает как минимум на два
раунда дупликаций, приведших к их появлению.
Поскольку только два из них имеют синтению с
генами Pax6 челюстноротых, авторы заключают,
что их данные вполне могут соответствовать ги-
потезе Смита и коллег об одном общем раунде
полногеномной дупликации для бесчелюстных и
челюстноротых, а третий ортолог Pax6 появился у
миног в результате локальной дупликации (Ravi
et al., 2019). В то же время, как уже упоминалось
выше, исследования геномного расположения и
особенностей экспрессии показали, что гены
Pax4 и Pax6 челюстноротых являются онологами,
произошедшими в результате ПГД и последую-
щей асимметричной дивергенции (Manousaki
et al., 2011). Показано, что их экспрессия наблю-
дается в печени, сетчатке и шишковидной желе-
зе, что указывает на общность происхождения ре-
гуляторных элементов. Есть и отличия, в частно-
сти, Pax4 не экспрессируется в центральной
нервной системе, включая глаза и обонятельные
плакоды. Анализ аминокислотных последователь-
ностей показал, что Pax4 претерпел более глубокие

изменения своей структуры, что и позволяет гово-
рить об асимметричной дивергенции онологов
(Manousaki et al., 2011; Holland et al., 2016). В соче-
тании с данными по генам Pax6 у миног (ортологи
Pax4 у них пока не описаны), на наш взгляд, в
этом случае можно говорить о двух раундах ду-
пликаций в истории Pax генов – в результате пер-
вого произошло разделение линий Pax4 и Pax6, а
в результате второго – Pax6α и Pax6β. Такой сце-
нарий вполне соответствует модели двух раундов
ПГД до разделения бесчелюстных и челюстно-
ротых.

Еще одним примером выступает описание и
исследование у миног и челюстноротых генов се-
мейства Noggin, которые являются важными регу-
ляторами раннего развития структур переднего
мозга позвоночных. Noggin стал первым извест-
ным фактором, в норме секретирующимся в об-
ласти Шпеманновского организатора, для кото-
рого была показана способность вызывать фор-
мирование дополнительных осей тела в случаях
его экспериментальной эктопической экспрес-
сии на вентральной стороне зародыша амфибий
(Dale, Slack, 1987; Smith, Harland, 1992; Lamb
et al., 1993; Smith et al., 1993; Slack, Tannahill, 1993).
Впоследствии были описаны два гомолога гена
Noggin – Noggin2 и Noggin4 (Fletcher et al., 2004;
Eroshkin et al., 2006). Долгое время считалось, что
основной (по сути – единственной описанной)
функцией Noggin1 в развитии позвоночных явля-
ется подавление сигнального каскада BMP (bone
morphogenetic proteins) – группы ростовых факто-
ров из суперсемейства TGF-beta. Модуляция ак-
тивности BMP каскада является необходимым
условием для формирования нервной ткани и
дифференцировки дорсальной мезодермы (Xan-
thos et al., 2002; Moreau, Leclerc, 2004). При иссле-
довании гена Noggin2 было показано, что он обла-
дает способностью подавлять не только BMP, но
также и Nodal/Activin и Wnt/beta-cathenin сиг-
нальные каскады, играющих ключевые роли в
клеточной дифференцировке и развитии голов-
ных структур позвоночных. Оверэкспрессия мРНК
Noggin2 в зародышах X. laevis приводит к формиро-
ванию дополнительного комплекса осевых струк-
тур, в которых наблюдается экспрессия передне-
головных генов (Bayramov et al., 2011). У челюст-
ных, за исключением костистых рыб, было
описано 3 гена семейства Noggin – Noggin1, Nog-
gin2 и Noggin4. У миног были обнаружены 4 гена
(NogginA, NogginB, NogginC и NogginD) (Ermakova
et al., 2020, 2021). Гены NogginA, NogginB, NogginC
продемонстрировали сходство аминокислотных
последовательностей и синтению с генами Noggin1,
Noggin2 челюстноротых, а ген NogginD – с геном
Noggin4. Оказалось, что гены NogginB и Noggin2
имеют сходный специфический паттерн экспрес-
сии в области конечного мозга (рис. 6а). Ген Nog-
gin2 позвночных уже был описан ранее в качестве
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важного регулятора формирования переднего-
ловных структур у амфибий (Bayramov et al.,
2011). Экспрессия NogginA в нервной системе и
мезодермальных структурах, в свою очередь, похо-
жа на экспрессию Noggin1, а экспрессия NogginC
имеет общие черты как с экспрессией Noggin1, так и
Noggin2. Диффузный характер экспрессии NogginD
сходен с экспрессией Noggin4 челюстноротых.
Функциональный анализ способности генов Noggin
миног индуцировать формирование дополнитель-
ного комплекса осевых структур подтвердил эти
гомологии (рис. 6б). В совокупности, если исклю-
чить возможность независимого появления столь
сходных характеристик генов семейства Noggin у
бесчелюстных и челюстноротых, можно заклю-
чить, что к моменту разделения их линий у их об-
щего предка уже присутствовали как минимум
три разных гена Noggin. Поскольку у ближайших
родственников позвоночных, ланцетников и ас-
цидий, описано по одному гену Noggin, появление
трех копий предполагает, как минимум, два раунда
дупликаций. В связи с этим, исходя из совокупно-
го анализа структуры, экспрессии и функциональ-
ных свойств генов Noggin можно говорить о двух
раундах дупликаций предкового генома, произо-
шедших в период между появлением общего пред-
ка позвоночных и дивергенцией линий бесчелюст-
ных и челюстноротых. Приходится признать, что
на данном этапе у нас нет возможности уверенно
установить были эти дупликации полногеномны-
ми или дупликациями крупных фрагментов гено-
ма. В этом случае эволюционная история генов
Noggin может описываться как моделью Смита и
коллег, так и модель Сасердот и коллег (рис. 6в).

Модель Симакова и коллег, предполагающая
один общий раунд дупликации у предковых по-
звоночных, может описать появление имеющих-
ся Noggin генов при принятии одного из допуще-
ний: 1) исходно у позвоночных было два предко-
вых гена Noggin (в этом случае, очевидно,
NogginA/B/C/1/2 и NogginD/4) или 2) независимой
дивергенции NogginA/B/C и Noggin1/2 у миног и
челюстноротых. Контраргументы в первом слу-
чае – один Noggin ген у ланцетников и оболочни-
ков, а во втором – попарное сходство паттернов
экспрессии NogginA и Noggin1 с одной стороны и
NogginB и Noggin2 с другой. Безусловно, полно-
стью исключить вероятность реализации таких
сценариев невозможно, но они кажутся менее ве-
роятными и требующими больших допущений,
чем упомянутые выше два раунда предковой ду-
пликации (Ermakova et al., 2020).

Похожую картину продемонстрировало иссле-
дование генов семейства CRD (corticotropin-re-
leasing hormone) (Cardoso et al., 2020). Ранее у че-
люстноротых было описано пять генов этого се-
мейства (CRH1/CRH2/UCN1 и UCN2/UCN3),
произошедших от двух предковых генов в резуль-
тате двух раундов дупликаций с последующими

частичными редукциями (Cardoso et al., 2016). У
миног также были обнаружены пять генов этого
семейства, которые при филогенетическом ана-
лизе последовательностей не продемонстрирова-
ли прямой 1 : 1 ортологии с генами челюстноро-
тых. При построении филогенетических дере-
вьев три миножьих гена группируются с генами
CRH1/CRH2/UCN1, а два других – с генами
UCN2/CN3 челюстноротых (полагаем, как и в
случае генов Noggin, это можно назвать “облач-
ной ортологией”). Это позволяет предположить
происхождение CRH генов миног от тех же двух
предковых генов, что и CRH генов челюстноро-
тых, а отсутствие прямой ортологии объяснить
упоминавшимся выше “миножьим диалектом”.
Проведенный анализ окружающих генов пока-
зал, что некоторые из них представлены у миног
четырьмя копиями (тетрадами). Наиболее про-
стым объяснением такого распределения CRH ге-
нов у миног является предположение о том, что в
своей эволюции они прошли те же два раунда ду-
пликаций, что и гены челюстноротых, что соот-
ветстувет двухраундовым моделям дупликации у
предка позвоночных (Cardoso et al., 2020).

Гены, входящие в подсемейство FoxP, играют
важную роль в развитии и поддержании многих
структур и функциональных систем организма –
легких, сердца, ЦНС, иммунной системы (Song
et al., 2016). Белки FoxP содержат в своей структу-
ре три важных домена – цинковый палец, лейци-
новую молнию и ДНК-связывающий forkhead-
домен, характерный для всех Fox белков (Taka-
hashi et al., 2009). У ланцетников и оболочников
описано по одному гену FoxP, в то время как у
большинства позвоночных – четыре (FoxP1–4)
(Takahashi et al., 2009; Santos et al., 2011), хотя есть
и исключения. Так, у птиц отсутствует FoxP3, а у
костистых рыб, вследствие дополнительного ра-
унда полногеномной дупликации, напротив, ко-
личество генов семейства увеличено (Yang et al.,
2010; Andersen et al., 2012; Song et al., 2013). У мле-
копитающих FoxP гены располагаются в парало-
гичных хромосомах, что свидетельствует об их
происхождении в результате крупномасштабных
дупликаций (Dehal, Boore, 2005). Вполне орга-
ничной в таком контексте выглядит гипотеза о
двух раундах полногеномной дупликации. Под-
тверждением этой гипотезы стало описание че-
тырех FoxP генов у миног (Song et al., 2016). При-
чем, аналогичная картина была описана и для
других генов, связанных с FoxP как расположени-
ем в хромосомах, так, судя по всему, и функцио-
нально – генами семейств MIT, mGluR и PLXNA
(Song et al., 2016).

Гены ParaHox представляют собой кластер
древних регуляторных гомеобоксных генов, эволю-
ционно родственных с Hox-генами (Zhang et al.,
2017). Кластер ParaHox включает три семейства
транскрипционных факторов – Gsx (у человека –
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Рис. 6. а, б – ген NogginB речной миноги Lampetra fluviatilis экспрессируется в зачатке переднего мозга и может инду-
цировать формирование дополнительного комплекса осевых структур у зародышей шпорцевой лягушки Xenopus laevis
(консерватизм экспрессии и функциональных свойств). as – anterior intraencephalic sulcus; ch – optic chiasma; di – di-
encephalon; hb – habenula; hpt – hypothalamus; mes – mesencephalon; pg – pineal gland; tel – telencephalon. в – предпо-
лагаемая схема появления генов семейства Noggin в эволюции позвоночных (по Ermakova et al., 2020).
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GSH), Pdx (синонимы Xlox, Ipf1), и Cdx, участвую-
щих в развитии нервной и пищеварительной си-
стем (Valerius et al., 1995). У ланцетника описан
один ParaHox кластер, включающий все три гена.
У позвоночных ParaHox гены распределены по
четырем и более локусам, каждый из которых да-
леко не всегда содержит полный набор из генов.
К примеру, у человека кластер в 13-ой хромосоме
содержит все три гена (GSX1, PDX1, CDX2), а
остальные три локуса – лишь по одному гену –
GSH2 в 4-ой хромосоме, CDX1 в 5-ой хромосоме и
CDX4 в X хромосоме. Анализ дупликаций генов,
окружающих ParaHox кластеры в четырех хромо-
сомах человека, свидетельствует о появлении
этих кластеров в результате двух раундов ПГД
(Polard, Holland, 2000). Для уточнения ранних
этапов эволюции ParaHox генов, внимание ис-
следователей традиционно обратилось к кругло-
ротым, как эволюционно древней группе. Анализ
геномных и транскриптомных сиквенсов показал
наличие у миног пяти ParaHox генов, организован-
ных в два кластера Gsxα-Pdxα-Cdxα и Gsxβ-Cdxβ.
Филогенетический анализ, как это часто случает-
ся при анализе генов миног, оказался не очень
информативным для поиска прямой ортологии с
генами челюстноротых, поскольку гены миног, в
силу особенностей состава (уже неоднократно
упоминавшийся ранее “миножий диалект”) уве-
ренней кластеризуются друг с другом, чем с орто-
логами в других группах. Подобный эффект неод-
нократно наблюдался и при анализах других се-
мейств генов – Hox, KCNA, p53 (Qiu et al., 2011;
Mehta et al., 2013; Coffill et al., 2016). Поскольку у
миног описано 6 кластеров Hox-генов, вероятно,
дупликации, приведшие к их появлению, не за-
тронули ParaHox гены, свидетельствуя о локаль-
ности этих дупликаций. Альтернативным сцена-
рием для ParaHox генов является общая c Hox’ами
дупликация с последующей утратой дуплициро-
вавшихся кластеров и редукцией их количества
до двух (Zhang et al., 2017). В поддержку такого
сценария выступает обнаруженние у тихоокеан-
ской миноги (L. camtshchaticum) гомологов генов,
соседствующих с ParaHox кластерами у челюст-
норотых. Гены Pdgfra и Kit связаны с ParaHox B-
кластером, а Pdgfrb и Csf1r – c C-кластером. И ес-
ли ген Kit у миног связан с b-кластером ParaHox
генов, то Csf1r расположен отдельно, в участке ге-
нома, не несущем ParaHox гены. Два гена Pdgfr
миног также не соседствуют с ParaHox кластера-
ми. Присутствие в геноме миног четырех генов-
соседей может свидетельствовать о том, что в
прошлом ParaHox кластеров также было больше,
но часть из них была утрачена (Zhang et al., 2017).
Это допущение позволяет соотнести имеющиеся
у современных миног два кластера ParaHox генов
с гипотезой о двух раундах полногеномных ду-
пликаций у предков позвоночных.

ДУПЛИКАЦИИ У РЫБ – ОТ ЧАСТНОГО
К ОБЩЕМУ

Кроме описанных выше ПГД на ранних этапах
эволюции позвоночных, внесших вклад в форми-
рование генома всех представителей этого подти-
па, свидетельства более поздних дупликаций бы-
ли обнаружены и в отдельных эволюционных ли-
ниях позвоночных. Очевидно, что исследование
особенностей и значения таких дупликаций по
сравнительно “горячим следам”, может дать уни-
кальную информацию о базовых механизмах и
вкладе полногеномных дупликаций в эволюци-
онную историю живых организмов в целом.

Наиболее описанными такими событиями на
сегодяшний день являются дупликации у осетро-
вых рыб, дупликации у предка костистых рыб, а
также дополнительные раунды дупликаций у от-
дельных представителей этого класса – лососе-
вых и карповых рыб (Brunet et al., 2006; Glasauer,
Neuhauss, 2014; Du et al., 2020).

Осетровые рыбы, хрящевые ганоиды, отдели-
лись от общего эволюционного ствола позвоноч-
ных около 345 млн лет назад, вскоре после рас-
хождения линий лучеперых и двоякодышащих
рыб. Осетровых отличает низкая скорость эволю-
ционных изменений, а раннее развитие икры
внешне больше похоже на развитие икры амфи-
бий, чем рыб, что свидетельствует об их архаич-
ности. Особенностью кариотипа осетровых явля-
ется наблюдаемая у них полиплоидия, с числом
хромосом от 120 до 360–380 у разных видов
(Havelka et al., 2013). Такая склонность к полипло-
идизации может объясняться, хотя бы отчасти,
тем, что анализ генома не выявил у представите-
лей осетровых (стерляди) выраженных половых
хромосом, наличие которых, как указывалось ра-
нее, может служить ограничителем дупликацион-
ных изменений (Du et al., 2020). Исследователи
склоняются к тому, что полиплоидия осетров но-
сит автоплоидный характер. При этом, неожи-
данным оказался очень высокий процент сохра-
нения генов после дупликаций – в среднем около
70%, а для отдельных групп генов, таких как гены
глутаматных рецепторов – до 88.5%. Восемь кла-
стеров Hox-генов у стерляди насчитывают 88 генов.
При этом отмечается, что, в отличие от костистых
рыб, утрата генов у осетров как правило происхо-
дит вследствии утраты крупных участков генома –
плеча хромосомы или даже хромосомы целиком
без заметных перестроек в геноме, вследствие чего
хромосомы осетров в основном имеют дискретно
диплоидный или тетраплоидный статус.

Первые гипотезы о дополнительной дуплика-
ции у костистых рыб были выдвинуты для объяс-
нения обнаружения у представителей этой груп-
пы двух ортологов многих генов наземных позво-
ночных, хотя масштабы этой дупликации не были
очевидны изначально (Wittbrodt et al., 1998; Taylor
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et al., 2001). У рыбы Danio rerio, а впоследствии и у
эволюционно наиболее ранних представителей
групп Elopomorpha и Osteoglossomorpha, были опи-
саны 7 кластеров Hox-генов (Amores et al., 1998;
Prince et al., 1998; Chambers et al., 2009; Guo et al.,
2009; Henkel et al., 2012). Открытие двойного на-
бора Hox-генов у ранних представителей кости-
стых рыб стало свидетельством дупликации у пред-
ка группы, подтвержденного впоследствии резуль-
татами полногеномного секвенирования многих ее
представителей (Glasauer, Neuhauss, 2014).

Дополнительные дупликации геномов проис-
ходили позже и у отдельных представителей ко-
стистых рыб. На сегодняшний день описаны ду-
пликации у предков лососевых и карповых рыб
(Alexandrou et al., 2013; Zhang et al., 2013) и, не ис-
ключено, что это число будет расти.

Однозначно судить о вкладе полногеномной
дупликации в развитие костистых рыб сложно, но
можно отметить, что эта группа, представители
которой освоили самые разнообразные места
обитания и экологические ниши, на сегодняш-
ний день включает в себя примерно половину
всех описанных видов позвоночных (около 32000
из 64000–68000) (Glasauer, Neuhauss, 2014; Ravi
et al., 2018). Такая статистика, вкупе с общим раз-
нообразием позвоночных позволяет отметить
корреляцию предковых геномных дупликаций с
последующим морфологическим разнообразием
и эволюционными успехами группы, хотя меха-
низмы влияния дупликаций на эти процессы еще
только предстоит изучить (Ravi et al., 2018).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подытоживая рассмотренные в обзоре модели
и примеры, можно отметить, что, несмотря на все
ограничения и сложности однозначного решения
вопроса о количестве и времени раундов полно-
геномных дупликаций на ранних этапах эволю-
ции позвоночных, и неизбежных допущениях
принимаемых в каждом из рассматриваемых сце-
нариев, “классическая” модель, предполагающая
два раунда полногеномных дупликаций у общего
предка всей группы не теряет своей актуальности
и выглядит убедительно во многих случаях.

Беспрецедентные прорывы последних лет в
повышении доступности методов высокопроиз-
водительного секвенирования и обработки боль-
ших объемов получаемой информации, в сочета-
нии с возрастающим интересом исследователей к
не вполне традиционным, но крайне важным с
филогенетической точки зрения модельным объ-
ектам, позволяют уже в ближайшей перспективе
рассчитывать на существенное сокращение числа
“белых пятен” в нашем понимании фундаменталь-
ных основ эволюционной истории позвоночных.
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Vertebrates, often considered as the most sophisticatedly organized animals, have a number of unique mor-
phological features that ensured their evolutionary stability and success. According to the most common view,
the genetic basis of these innovations was the whole genome duplications that occurred in the early stages of
vertebrate evolution. One of the important results of such duplications was the emergence of additional copies
of regulatory genes. Having been removed from the constraining pressure of natural selection, these copies
were able to modify their structure and functions, which then resulted in various modifications of embryonic
development and structure of the definitive organisms. For example, due to such ancient genomic duplica-
tions about 35% of human genes are represented by at least two homologous copies. The idea suggesting ge-
nome duplications at the early stages of vertebrate evolution was first put forward in 1970s, however, questions
about their number, scale (whole-genome or local) and timing in the evolution are still actively discussed. In
recent years (2018–2020), due to the rapid development of methods for processing of big data of high-
throughput genome sequencing in different lineages of vertebrates and their closest relatives, cephalochor-
dates and tunicates, a number of comparative studies aimed at identifying groups of syntheny in genomes of
different evolutionary lines and reconstruction of ancestral vertebrates chromosomes were obtained. As a re-
sult, several models describing possible scenarios of genome duplications in early vertebrate evolution have
been proposed. At the same time, laboratory studies, focused on a detailed study of the expression and func-
tional properties of individual families of regulatory genes in different groups of vertebrates, are being actively
carried out. As a result, a lot of new information was collected about the molecular mechanisms of the em-
bryonic development in such hitherto poorly studied representatives of the evolutionarily ancient vertebrates
branches as cyclostomes, cartilaginous fish and sturgeons. In this review, we try to consider modern concepts
of the mechanisms and consequences of ancient genomic duplications with recent experimental data and cur-
rently proposed models of vertebrate genome evolution.

Keywords: genome duplications, vertebrates, alloploidy, autoploidy, subfunctionalization, neofunctionaliza-
tion, cyclostomes, lampreys, sturgeons, bony fishes, Hox, Noggin, Pax, ParaHox, WGD, FoxP, CRD
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Церебральные органоиды – это трехмерные клеточные культуры, формирующиеся из специфич-
ных для мозга типов клеток, возникающих из эмбриональных или плюрипотентных стволовых кле-
ток. Органоиды дают возможность изучения ранних этапов развития мозга и заболеваний централь-
ной нервной системы. Однако моделирование органоидов связано с рядом пока нерешенных задач.
Методики получения органоидов включают сложный процесс культивирования клеток, требую-
щий специальных сред, ростовых факторов, и зачастую, использование биореактора. Даже в стан-
дартизованных условиях формируются структуры различные по морфологии: от неорганизованных
клеточных агрегатов, до структурированных мини мозгов, которые и отбираются для изучения. По
естественным причинам органоиды, выращенные in vitro не имеют кровоснабжения, что ограничи-
вает их развитие. Мы попытались получить церебральные агрегаты, подобные органоидам, в моде-
ли in vivo, где обеспечивается рост сосудов и кровоснабжение ткани, для чего трансплантировали
суспензию клеток из неокортекса эмбриона мыши в боковые желудочки мозга взрослых мышей.
Поэтому, средой для культивирования служила спинномозговая жидкость, а биореактором – боко-
вые желудочки мозга, где она циркулирует. Результаты показали, что неокортекс от Э14.5 является
подходящим источником стволовых/прогениторных клеток, которые самоорганизуются в трехмер-
ные агрегаты и васкуляризуются in vivo. Агрегаты состояли из центрального слоя зрелых нейронов,
свободной от клеток маргинальной зоны и пограничной глиальной мембраны, что имело сходство
с церебральными органоидами. Таким образом, для получения васкуляризованных клеточных агре-
гатов, напоминающих церебральные органоиды, могут быть использованы боковые желудочки
мозга взрослой мыши.

Ключевые слова: церебральные органоиды, неокортекс, трансплантация, GFP, иммуногистохимия,
ОТ-ПЦР
DOI: 10.31857/S047514502103006X

ВВЕДЕНИЕ
Изучение развития мозга в нормальных и па-

тологических состояниях проводится главным
образом на лабораторных грызунах, но, когда
речь заходит о мозге человека, превращается в
очень сложную задачу, поскольку эксперименты
in vivo проводить невозможно. Частично этот ба-
рьер можно преодолеть, используя иммунодефи-
цитных животных для трансплантации нейральных
клеток человека, которые достаточно длительное
время могут развиваться в мозге реципиента, что
позволяет исследовать их дифференцировку (Han
et al., 2013; Mansour et al., 2018). Множество работ по
развитию мозга млекопитающих проводится на ад-
гезивных культурах in vitro (Koo et al., 2019). Одна-
ко при 2D культивировании не формируются
трехмерная организация нервных и глиальных

клеток и специфические пространственные меж-
клеточные взаимодействия характерные для раз-
вивающегося мозга (Pacitti et al., 2019). Не так дав-
но была продемонстрирована возможность со-
здания трехмерных органоидов in vitro (Watanabe
et al., 2005; см. обзор Sukhinich, Aleksandrova, 2020).
Церебральные органоиды представляют собой са-
моорганизующиеся клеточные трехмерные агрега-
ты, состоящие из специфичных для мозга типов
клеток, возникших из эмбриональных или плюри-
потентных стволовых клеток (Qian et al., 2019). В
органоидах воспроизводятся морфо-генетические
процессы ранних этапов развития, в том числе
специфическая миграция клеток и цитоархитек-
тоника эмбрионального мозга (Eiraku et al., 2011;
Mariani et al., 2012; Todd et al., 2013). Модель орга-
ноида также оказалась успешной для изучения ряда

УДК 576.08

МЕХАНИЗМЫ ПРОЛИФЕРАЦИИ
И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК



196

ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 3  2021

СУХИНИЧ и др.

заболеваний центральной нервной системы, среди
них, например, микроцефалия (Lancaster et al.,
2013) и даже болезнь Альцгеймера (Gonzalez et al.,
2018). Однако, несмотря на широкий интерес к
моделированию органоидов, технология их вос-
производства связана с рядом пока не решенных
задач. Первое, это сложный, многоэтапный про-
цесс культивирования клеток, в результате кото-
рого только некоторые органоиды приобретают
характерную гистотипическую организацию, и
второе, отсутствие в органоидах васкуляризации
и некоторых типов клеток, специфичных для
мозга, что ограничивает его рост. Интересным
подходом может быть выращивание органоидов в
“естественной среде микроокружения”, а имен-
но, в полостях желудочков мозга эксперимен-
тальных животных in vivo. В этой модели можно
избежать необходимости в специальных пита-
тельных средах, так как они заменяются спинно-
мозговой жидкостью, которая является биологи-
чески активной средой (Rahimi, Woehrer, 2017),
оказывает важное регулирующее влияние на проге-
ниторные клетки в процессе нейрогенеза коры го-
ловного мозга (Lehtinen et al., 2011), кроме того воз-
можно использовать уже коммитированные типы
клеток. Целью настоящего исследования было изу-
чение способности к самоорганизации в трехмер-
ные агрегаты, подобные органоидам, транспланти-
рованных стволовых и прогениторных клеток эм-
брионального неокортекса при их развитии в
ликворе желудочков мозга взрослой мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные

Трансгенных гетерозиготных мышей линии
C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J (Jackson Labora-
tories, Bar Harbor, ME) и мышей линии C57Bl/6
использовали для получения датированной бере-
менности и трансплантации. Утро, когда была
обнаружена вагинальная пробка, было отмечено
как Э0.5. На сроках развития Э14.5 (n = 4) и Э19.5
(n = 4) из эмбрионов трансгенных мышей EGFP
выделяли ткань фронтальной части неокортекса.

ОТ-ПЦР
Выделение РНК проводили согласно протоко-

лу к коммерческому набору компании “Qiagen”
RNeasy Kit (Qiagen, #74004) с использованием
“Qiagen” DNase Kit (Qiagen, #79254) для удаления
остатков геномной ДНК. Лизис образцов неокор-
текса проводили без предварительной гомогени-
зации органа. Для получения первой цепи кДНК
на матрице выделенной РНК использовали ком-
мерческий набор компании “Евроген” MMLV RT
kit (Evrogen, #SK021). Ввиду разного расположе-
ния на транскрипте мишений амплификации для
синтеза кДНК использовали смесь случайных де-

кануклеотидных праймеров и олиго(dT) прайме-
ра в соотношении 1 : 1 (праймеры включены в на-
бор MMLV RT kit). Для одной реакции брали
1 мкг РНК. Для проведения ОТ-ПЦР в реальном
времени были подобраны праймеры с помощью
онлайн ресурса NCBIPrimer-BLAST (табл. 1). Пре-
имущественно подбирали праймеры к последова-
тельностям, лежащим на стыке экзонов для избе-
жания амплификации геномной ДНК. ПЦР в ре-
альном времени проводили с использованием
амплификатора CFX96 Touch (Bio-Rad). Для
ОТ-ПЦР использовали готовую коммерческую
смесь qPCRmix-HSSYBR компании “Евроген” (Ev-
rogen, #PK147L). Оценку экспрессии проводили
по методу 2ΔСt, где в качестве контрольного об-
разца использовалась культура иммортализиро-
ванных мышиных фибробластов 3T3-NIH. Нор-
мализацию результатов проводили по экспрессии
генов домашнего хозяйства GAPDH и ACTB.
Значения 2ΔCt использованы для расчета измене-
ния уровня экспрессии изучаемых генов: R = 2–∆Сt,
для удобства построения графиков полученные
данные были представлены в формате Log10(R).

Трансплантация

При приготовлении суспензии клеток для
трансплантации ткань неокортекса, полученную
от мышей Э14.5 (число эмбрионов, n = 4), диссо-
циировали с использованием раствора Аккутазы
(Sigma-Aldrich, США) и промывали в растворе
Хэнкса (Gibco). Объем каждого трансплантата
составлял 1.5 мкл и содержал 300000 клеток.
Взрослых мышей C57Bl/6 (n = 9) анестезировали
изофлураном. Операционная поверхность была
выбрита, кожа между ушами разрезана, кости чере-
па истончены. Суспензию фронтального неокор-
текса вводили стереотаксически шприцем Гамиль-
тона. Инъекции выполнялись в следующих коор-
динатах относительно Брегмы: +0.3 мм (антерио-
постериально), 1 мм (латерально), 1.5 мм (дорсо-
вентрально). Иммуносупрессия не проводилась.

Приготовление срезов

На 5-й, 30-й и 90-й дни после трансплантации
выполняли транскардиальную перфузию с ис-
пользованием фосфатно-солевого буфера (Phos-
phate buffered saline, PBS) и 4% параформальдеги-
да. Каждый мозг был извлечен из черепа и инку-
бирован в течение ночи в том же фиксаторе.
Затем мозг промывали в PBS и переносили в 30%
сахарозу на PBS. Коронарные срезы получали с по-
мощью криостата (Leica CM1900), толщина срезов
составляла 40 мкм. Тот же протокол был использо-
ван для мозга эмбрионов мыши Э14.5. Срезы хра-
нили в растворе криопротектора при –20°C.
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Иммуногистохимия

Предметные стекла со срезами инкубировали
в течение одного часа при комнатной температу-
ре в блокирующем растворе: смеси 5% нормаль-
ной козьей сыворотки (Sigma-Aldrich), 0.3% Tri-
ton X-100 (Triton) и 0.01 M PBS (pH 7.4). После это-
го инкубировали в течение ночи при 4°C в смеси
блокирующего раствора и первичных антител. Бы-
ли использованы следующие антитела: кроличьи
антитела против NeuN (Abcam, ab104225, 1 : 500);
кроличьи антитела против GFAP (Abcam, ab7260,
1 : 800); куриные антитела против GFP (Molecu-
larProbes, A-11122, 1 : 500), кроличьи антитела
против Sox2 (Abcam, ab92494, 1 : 500); кроличьи
антитела против DCX (Abcam, ab18723, 1 : 800);
кроличьи антитела против Pax6 (Abcam, ab195045,
1 : 500); кроличьи антитела против beta-III tubulin
(Abcam, ab18207, 1: 500); кроличьи антитела про-
тив Synaptophysin (Abcam, ab32127, 1 : 600). Затем
срезы промывали и инкубировали в течение 2 ч в
смеси 0.3% Triton X-100 (Triton), 0.01 M PBS
(pH 7.4) и следующих вторичных антител: козьи
антитела против IgY цыпленка (Abcam, ab150169,
AlexaFluor488, 1 : 600), и козьи антитела против
IgG кролика (Abcam, ab150080, AlexaFluor 594,
1 : 600). Для визуализации сосудов срезы окра-
шивали лектином (Lycopersicon Esculentum) ме-
ченым флуорохромом DyLight® 594 (Vector Labo-
ratories, DL-1177-1). Затем срезы промывали в PBS

и ядра окрашивали раствором DAPI (2 мкг/мл,
Sigma, D9542). Гистологические изображения по-
лучали с помощью флуоресцентного микроскопа
BZ-9000E (Keyence, Япония).

Статистический анализ
ОТ-ПЦР в реальном времени для каждого об-

разца проводился в 4 технических повторах. Для
оценки различий между паттернами экспрессии в
клетках Э14.5 и Э19.5 использовали критерий
Уилкоксона–Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика клеток

эмбрионального неокортекса
Для выбора наиболее подходящего материала

для трансплантации было проведено исследова-
ние неокортекса эмбрионов двух стадий развития
Э14.5 и Э19.5. Метод количественного ОТ-ПЦР в
реальном времени показал, что на стадии Э19.5
происходит статистически значимое снижение
маркеров стволовых клеток Sox2 и тенденция к сни-
жению Nes (nestin). При этом происходит статисти-
чески значимое повышение экспресии NeuN и Syp
(synaptophysin) по сравнению с Э14.5, что свиде-
тельствует о процессах дифференцировки в ней-
роны. Наиболее важным показателем является

Таблица 1. Праймеры, использованные для ОТ-ПЦР в реальном времени

Ген Последовательность, 5'–3'

GAPDH Fv: TGCACCACCAACTGCTTAGC
Rv: GGCATGGACTGTGGTCATGAG

ACTB Fv: CCCTGAACCCTAAGGCCAAC
Rv: ATGGCTACGTACATGGCTGG

DCX Fv: CCCCATGTGTGTGAGGTGTT
Rv: GCTCTTTGGCTGCCCAGTAT

GFAP Fv: TGAATCGCTGGAGGAGGAGA
Rv: GCCACTGCCTCGTATTGAGT

NES Fv: GGCTGTATTCCCCTCCATCG
Rv: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

NEUN Fv: GGATTCGGGTTCGTAACTTTC
Rv: GGCGTGACCATCTTCTTGTT

PAX6 Fv: ACCCAAGAGCAGATTGAGGC
Rv: TTGGCTGCTAGTCTTTCCCG

SOX2 Fv: TGCGCGCTCTGCACAT
Rv: GAAGCGTGTACTTATCCTTCTTCA

SYP Fv: CCAATCAGATGTAATCTGGTCAGT
Rv: AGGCCTTCTCTTGAGCTCTT

TUBB3 Fv: CAGCGGCAACTATGTAGGGG
Rv: CCAGGTTCCAAGTCCACCAG
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изменение экспрессии мРНК гена астроцитов –
GFAP, который на Э14.5 в нейрогенной фазе
дифференцировки вообще не экспрессировался,
а на Э19.5, в глиогенной фазе, показывает высо-
кий уровень (рис. 1). Стоит отметить, что на обо-
их сроках наблюдается стабильная экспрессия
маркера недифференцированных нейронов: Dсx
(doublecortin) и Tubb3 (beta-III tubulin). Для под-
тверждения малодифференцированного статуса
неокортекса Э14.5 было проведено иммуногисто-
химическое исследование (ИГХ) с использовани-
ем нейрональных маркеров (рис. 2). Результаты
ИГХ анализа показали, что клетки с маркерами
нейральных стволовых клеток (НСК) Pax6 и Sox2
распределены строго в V-SVZ (вентрикулярно-
субвентрикулярная зона) и отсутствуют в других
слоях коры. Мигрирующие нейробласты, экс-
прессирующие DСX, занимают промежуточную
зону коры мозга. В зоне кортикальной пластинки
располагаются нейробласты, экспрессирующие
маркер ранних нейронов beta-III tubulin. За пре-
делами V-SVZ все нейроны экспрессируют мар-
кер синаптических контактов synaptophysin, по-
скольку синаптические везикулы уже присут-
ствуют в растущих аксонах и их окончаниях,
несмотря на то, что стабильных синапсов на этой
стадии развития еще нет. Ядерный маркер зрелых
нейронов NeuN экспрессируется в клетках на

очень низком уровне, что, свидетельствует о ма-
лом числе дифференцированных нейронов. Та-
ким образом, низкий уровень дифференцировки
клеток эмбрионального неокортекса Э14.5, а так-
же отсутствие в нем астроцитов делает его более
подходящим материалом для трансплантации по
сравнению с неокортексом стадии Э19.5.

Клетки эмбрионального неокортекса формируют 
трехмерные агрегаты после трансплантации

в желудочек мозга мышей

На момент трансплантации клетки в суспен-
зии были ошарены, располагались единично или
образовывали небольшие агрегаты. После транс-
плантации суспензии охарактеризованных кле-
ток эмбрионального неокортекса мыши (стадия
Э14.5) в желудочек мозга взрослых мышей мор-
фологическое исследование проводили через 5,
30, 90 сут после операции. Через 5 сут было пока-
зано присутствие трансплантата в желудочке моз-
га взрослых мышей (рис. 3). Однако на таком ран-
нем сроке трансплантаты были еще плохо интегри-
рованы в ткань, что приводило к “выпадению”
ряда трансплантатов при работе со свободноплава-
ющими срезами. Тем не менее, удалось показать,
что пересаженные клетки располагаются именно в
боковом желудочке мозга, они не “вымываются”

Рис. 1. Сравнение экспрессии нейральных маркеров в клетках мозга эмбрионов мыши на стадиях Э14.5 и Э19.5. На
стадии Э19.5 клетки становятся более зрелыми и начинается глиогенез. Данные отображены в формате Log10(R), где
R = 2–2ΔСt. * – p < 0.05 по критерию Уилкоксона–Манна–Уитни, разница в экспрессии статистически значима.
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спиномозговой жидкостью, и уже формируют
объемный трансплантат, в котором клетки распо-
ложены хаотично. ИГХ анализ позволил обнару-
жить, что на данном сроке клетки трансплантата
имеют положительную реакцию к DCX, что ука-
зывает на процессы миграции клеток внутри кле-
точного агрегата.

К 30 сут после операции трансплантаты значи-
тельно увеличивались в размере, и мигрирующие
DCX+ клетки уже не выявлялись. Несмотря на ин-
дивидуальные различия в размерах, трансплантаты
уже имели четкую цитоархитектонику. В централь-
ной части трансплантата группировались зрелые
нейроны, положительные к маркеру NeuN (рис. 4),
в то время как по периферии была определена
маргинальная зона без NeuN+ нейронов, подоб-
ная первому слою коры мозга. На этом сроке ис-
следования положительные к GFAP астроциты
были равномерно распределены по трансплан-
тату (рис. 5). Морфологически было выявлено
врастание сосудов в трансплантат.

На 90 сут трансплантаты были хорошо разви-
ты. Положительных к DCX+ нейробластов в них
выявлено не было, что свидетельствовало о завер-
шении миграции клеток и процессов дифферен-
цировки. Дифференцированные NeuN+ нейроны
распределялись в центральной части трансплан-
тата. Они располагались менее плотно в центре и
плотнее на периферии центральной области. По
размерам ядер клеток можно предположить, что

крупные нейроны, находящиеся на периферии
центральной области являются нейронами V–VI
слоя коры, которые формируются в первую оче-
редь. На периферии трансплантата была выявле-
на зона без NeuN+ клеток, соответствующая пер-
вому слою коры (рис. 6). Окрашивание на мар-
кер синаптических контактов synaptophysin
было достаточно равномерно по ткани транс-
плантата (рис. 7). Также равномерно по транс-
плантату были распределены Sox2+ клетки (рис. 8).
Распределение астроцитов (GFAP+) имело харак-
терный паттерн: равномерное распределение по
трансплантату и формирование зоны погранич-
ной глиальной мембраны (glia limitans) на грани-
це между трансплантатом и желудочком мозга ре-
ципиента. Формирования рубца на месте контак-
та трансплантата и реципиента не выявлялось
(рис. 9). Помимо структурной организации, была
выявлена обширная васкуляризация трансплан-
тата кровеносными сосудами со стороны мозга
реципиента (рис. 10). Одновременно было обна-
ружено, что в области контакта трансплантата с
субвентрикулярной зоной взрослого мозга идет
миграция DCX+ клеток, причем вдоль сосудов.
Можно предположить, что это недифференциро-
ванные нейроны, возникшие из собственных эн-
догенных стволовых клеток реципиента (рис. 11).
Миграции клеток из трансплантата в ткань мозга
реципиента не было выявлено ни на одном сроке
наблюдения. Наличие цитоархитектоники и отсут-
ствие миграции в ткань мозга реципиента указыва-

Рис. 2. Иммуногистохимическое исследование неокортекса эмбриона мыши стадии Э14.5. Незрелые нейроны (Beta-
IIItubulin+) находятся в кортикальной пластинке. Нейробласты DCX+ занимают интермедиальную зону, в их аксонах
выявляется синаптофизин (Synaptophysin). Нейральные стволовые клетки (Sox2+, Pax6+) выявляются только в вен-
трикулярной и субвентрикулярной зоне. Зрелые нейроны (NeuN+) находятся в кортикальной пластинке. LV – лате-
ральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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ет на то, что полученные трансплантаты представ-
ляют собой структуры напоминающие органоиды.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы пытались смоделиро-
вать адекватные условия для выращивания цере-
бральных 3D агрегатов, используя трансплантацию
стволовых и прогениторых клеток эмбрионального
неокортекса мышей в латеральные желудочки моз-
га взрослых мышей, где циркулирует биологически
активная спинномозговая жидкость и возможно
кровоснабжение со стороны мозга реципиента (Le-
htinen et al., 2011; Rahimi, Woehrer, 2017). Следует за-
метить, что полости боковых желудочков мозга,
благодаря их микроокружению, неоднократно
использовали для трансплантации разных типов
нейральных и ненейральных клеток. Каждая на-
учная группа ставила конкретную задачу в связи с
тем, что или клетки плохо растут в паренхиме,
или из-за необходимости попадания продуктов
синтеза клеток непосредственно в спинномозго-
вую жидкость (Freed et al., 1990; Zheng et al., 2006;
Henzi et al., 2018; Barati et al., 2019). В нашу задачу
входила отработка модели для изучения самоор-
ганизации и васкуляризации неокортикальных
клеток, выделенных из эмбрионального мозга и
культивированных в латеральном желудочке
взрослых мышей. Для трансплантации были вы-
браны клетки неокортекса эмбрионов GFP мы-

шей Э14.5, которые находятся на стадии нейроно-
генеза и, в отличие от некоммитированных эмбри-
ональных и индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток не могут формировать тератомы
(Gutierrez-Aranda et al., 2010). Используя ОТ-ПЦР в
реальном времени мы определили состояние диф-
ференцировки клеток в неокортексе эмбрионов
стадий Э14.5 и Э19.5. По экспрессии мРНК генов
стволовых клеток Pax6, Sox2, Nes; малодиффе-
ренцированных нейронов Dсx, Tubb3; дифферен-
цированных нейронов NeuN; астроцитов GFAP и
синаптофизина Syp (начинает экспрессироваться
в недифференцированных нейронах) было пока-
зано, что предпочтительнее для трансплантации
клетки коры Э14.5. В них высокой уровень экс-
прессии маркеров стволовых клеток, отсутствуют
дифференцированные нейроны и нет глиальных
клеток. Результаты ОТ-ПЦР мы подтвердили им-
муногистохимическим анализом срезов, где была
получена картина распределения разных типов
клеток по слоям в неокортексе Э14.5 эмбрионов,
что в целом соответствовало ранее проведенными
исследованиями (Englund et al., 2005; Hori et al.,
2014; Lodato, Arlotta, 2015; Güven et al., 2019). Сле-
дующим шагом в разработке технологии получе-
ния церебральных 3D агрегатов in vivo была непо-
средственно трансплантация клеток эмбриональ-
ного неокортекса мышей в желудочек мозга
взрослых мышей. Выделенные фронтальные от-
делы неокортекса Э14.5 использовали для приго-

Рис. 3. Трансплантат клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) через 5 сут после пересадки в желудочек
мозга мыши. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток трансплантата к маркеру нейробластов DCX.
Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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товления суспензии, в процессе обработки клет-
ки теряли контакты и ошаривались. В результате
полученная суспензия состояла из небольших аг-
регатов и отдельных округлых клеток не имею-
щих отростков. Нам удалось обнаружить, что уже
через 5 сут после операции, в полости латерально-
го желудочка формируется клеточный агрегат, в
котором выявляются мигрирующие нейробласты.
К 30 сут трансплантат состоял из зрелых нейронов
и астроцитов. Нами было установлено, что для
успешного развития 3D кортикальных агрегатов в
желудочках мозга необходим длительный срок, в
нашем эксперименте 90 сут. Согласно данным
литературы для развития церебральных органои-
дов в системе in vitro также требуется длительный
срок, около 60 сут (Eiraku et al., 2008; Fan et al.,
2019), а при трансплантации стволовых клеток в
желудочек мозга молодых крыс, рост трансплан-
тата заканчивается через 60 дней (Pothayee et al.,
2018). В нашем эксперименте было установлено,
что к 90 сут в клетках 3D церебрального трансплан-
тата экспрессируется маркер зрелых нейронов
NeuN+. Цитоархитектоника трансплантата выгля-
дела следующим образом: дифференцированные
нейроны располагались только в центральной ча-
сти трансплантата, на периферии выявлялась зона
без клеток, что напоминало маргинальную зону
или первый слой неокортекса. Судя по литератур-
ным источникам (Pothayee et al., 2018), данный

факт ранее не наблюдался в трансплантатах, по-
лученных из кортикальных НСК. На периферии
трансплантата формировалась зона пограничной
мембраны, которая, как и в нормальном мозге,
была сформирована GFAP+ астроцитами. Погра-
ничная мембрана трансплантата во многих местах
соприкасалась с эпендимой стенки желудочка, од-
нако, глиального рубца между тканями донора и ре-
ципиента не возникало, что констатировали и
другие исследователи (Pothayee et al., 2018). Мы
наблюдали описанное другими авторами про-
никновение DCX+ клеток реципиента в ткань
трансплантата (Pothayee et al., 2018), но не выяви-
ли миграции GFP клеток из трансплантата в
ткань реципиента, также описанную этими авто-
рами. В трансплантатах были выявлены клетки,
экспрессирующие Sox2. Согласно данным лите-
ратуры Sox2 обычно считают маркером нервных
стволовых клеток, которые распределяются в раз-
ных областях эмбрионального и взрослого мозга.
Однако, его экспрессия также была описана и в
дифференцированных нейронах в различных об-
ластях нервной системы (особенно в таламусе,
стриатуме, неокортексе) (Ferri et al., 2004). Кроме
того, есть данные об экспрессии Sox2 в отдельных
астроцитах (Cahoy et al., 2008). Таким образом,
обнаруженная нами в некоторых клетках транс-
плантатов экспрессия Sox2 не может достоверно
говорить от том, что в нем присутствуют стволо-

Рис. 4. Структура трансплантата из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента
(30 сут). Положительная иммуногистохимическая реакция клеток к маркеру зрелых нейронов NeuN. Плотное скоп-
ление клеток в центральной области, на периферии образуется маргинальная зона. Трансплантат выделен пунктиром.
LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 5. Структура трансплантата из клеток неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента (30 сут). GFAP+

астроциты распределены равномерно по трансплантату. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желу-
дочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 6. Структура трансплантата из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) через 90 сут после пересадки в же-
лудочек мозга мыши. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток трансплантата к маркеру зрелых нейронов
NeuN. Нейроны занимают центральную область, по периферии образуется маргинальная зона. В трансплантате видны со-
суды (отмечены стрелками). Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 7. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента через
90 сут после операции. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток трансплантата к Synaptophysin (Syp).
В ткани четко выражены сосуды (отмечены стрелками). Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудо-
чек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 8. Структура трансплантата в желудочке мозга реципиента через 90 суток после операции. Положительная имму-
ногистохимическая реакция клеток трансплантата к Sox2. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желу-
дочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 9. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) через 90 сут после операции в желудочке
мозга реципиента. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток к маркеру астроцитов GFAP. На границе
трансплантата клетки образуют пограничную глиальную мембрану (glia limitans). Между тканями трансплантата и ре-
ципиента глиального рубца не образуется. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштаб-
ный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 10. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента через
90 сут после операции. Васкуляризация трансплантата, выявленная с помощью лектина с флуоресцентной меткой.
Сосуды отмечены стрелками. Масштабный отрезок: 40 мкм.
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вые клетки, а требует дальнейшего исследования.
В нашем исследовании маркер синаптических
визикул синаптофизин был выявлен в трансплан-

тате. По данным Pothayee et al. (2018), в подобных
трансплантатах наличие зрелых синапсов на
клетках выявляется с помощью электронной
микроскопии. В дополнение к архитектониче-
ской организации 3D церебральных агрегатов,
мы также обнаружили их васкуляризацию со сто-
роны мозга реципиента. Мы морфологически
выявляли сосуды в 30 суточных трансплантатах,
а по данным Потаи (Pothayee et al., 2018) васку-
ляризация начинается на 6–8 сут. Интересно,
что согласно литературным данным, церебраль-
ные органоиды, полученные in vitro и трансплан-
тированные в паренхиму мозга грызунов также
васкуляризируются (Mansour et al., 2018). Прово-
дя сравнение между нашей работой и работами
Потаи и Мансур (Pothayee et al., 2018; Mansour et al.,
2018) необходимо обратить внимание на различие
задач и результатов. Они изучили кооперацию
между подсаженными клетками и мозгом реци-
пиента, взаимный рост волокон, миграцию клеток
и васкуляризацию. В то время как мы показали
возможность самоорганизации суспензирован-
ных клеток неокортекса в 3D структуры, напоми-
нающие кортикальные церебральные органоиды
(рис. 12). Использование маркеров для специфи-
ческих нейронов слоев неокортекса позволит в
дальнейшем точнее определить их структуру.
Кроме того, эту модель можно использовать для
изучения развития клеток человека, при условии
работы с иммунодефицитными мышами.

Рис. 11. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента через
90 сут после операции. Миграция DCX+ клеток субвентрикулярной зоны реципиента в трансплантат вдоль врастаю-
щих сосудов. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.

MergeDAPI
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Рис. 12. Самоорганизация суспензированных клеток
эмбрионального неокортекса в 3D структуры, напо-
минающие кортикальные церебральные органоиды,
после трансплантации в желудочек мозга. LV – лате-
ральный желудочек.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование церебральных органоидов имеет

большое значение для фундаментальной науки и
медицины. В настоящей работе представлен аль-
тернативный экспериментальный подход к созда-
нию 3D агрегатов, подобных церебральным орга-
ноидам. Использовано культивирование неокорти-
кальных стволовых и малодифференцированных
клеток в полостях желудочка мозга эксперимен-
тальных животных in vivo без специальных пита-
тельных сред, которые заменяются спинномозго-
вой жидкостью. Формирование 3D агрегатов с
выраженной цитоархитектоникой происходит в
течение 90 дней. Характерной особенностью этих
структур является их высокая степень васкуляри-
зации, которая отличает их от органоидов, со-
зданных in vitro. Таким образом, желудочки мозга
мыши могут служить инкубатором для развития
васкуляризованных трехмерных церебральных
структур, напоминающих органоиды.
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Development of 3D Cerebral Aggregates in the Brain Ventricles of Adult Mice
K. K. Sukhinich1, *, K. M. Shakirova2, E. B. Dashinimaev1, 2, and M. A. Aleksandrova1

1Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
2Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: sukhinichkirill@gmail.com

The cerebral organoids are three-dimensional cell cultures formed from brain-specific cell types arising from
embryonic or pluripotent stem cells. Organoids provide an opportunity to study the early stages of brain de-
velopment and diseases of the central nervous system. However, the modeling of organoids is associated with
a number of unsolved problems. Organoid production techniques involve a complex cell culture process that
requires special media, growth factors, and often the use of a bioreactor. Even under standardized conditions,
structures of different morphology are formed: from disorganized cell aggregates to structured mini-brains,
which are selected for study. For natural reasons, organoids grown in vitro do not have a blood supply, which
limits their development. We tried to obtain cerebral aggregates similar to organoids in an in vivo model,
where vascular growth and tissue blood supply are provided, for which we transplanted a cell suspension from
the mouse embryonic neocortex into the lateral ventricles of the brain of adult mice. Therefore, the medium
for cultivation was the cerebrospinal f luid, and the lateral ventricles of the brain, where it circulates, served as
a bioreactor. The results showed that the neocortex from E14.5 is a suitable source of stem/progenitor cells
that self-assemble into three-dimensional aggregates and vascularized in vivo. The aggregates consisted of a
central layer of mature neurons, the marginal zone free of cells and a glia limitans, which resembled cerebral
organoids. Thus, the lateral ventricles of the adult mouse brain can be used to obtain vascularized cell aggre-
gates resembling cerebral organoids.

Keywords: cerebral organoids, neocortex, transplantation, GFP, immunohistochemistry, RT-PCR
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Изучены локализация и распределение микроглиоцитов в эмбриональном спинном мозге (СМ)
крысы в период формирования предшественников двигательных нейронов. Для идентификации
клеток микроглии применяли антитела к белку Iba-1. Для исследования динамики развития клеток
эмбрионального СМ использовали следующие иммуногистохимические маркеры: виментин (мар-
кер клеток радиальной глии), даблкортин (маркер нейробластов) и синаптофизин (маркер синап-
тических везикул). Показано, что предшественники микроглии проникают в дорзальную часть
спинного мозга на 12 сут эмбрионального развития, а в области формирующихся мотонейронов об-
наруживаются на 14-е сутки. Установлено, что эмбриональные микроглиоциты находятся в тесных
взаимоотношениях с отростками радиальной глии и отростками нейробластов передних рогов. Ис-
следование динамики развития эмбрионального СМ крысы и сопоставление процессов его гисто-
генеза с локализацией и морфологическими изменениями эмбриональной микроглии указывает на
ее участие в синаптогенезе и в дифференцировке мотонейронов (нейроногенезе).

Ключевые слова: спинной мозг крысы, эмбриогенез, микроглиоциты, белок Iba-1, даблкортин, си-
наптофизин, виментин, иммуногистохимия
DOI: 10.31857/S0475145021030046

ВВЕДЕНИЕ
Микроглиоциты являются автономной само-

обновляющейся популяцией фагоцитирующих
клеток ЦНС, осуществляющих непрерывный
контроль внеклеточной среды как при физиоло-
гических, так и при патологических состояниях.
Согласно современным представлениям, мик-
роглиоциты происходят из эритромиелоидных
клеток-предшественников желточного мешка,
проникающих в ЦНС на ранних этапах пренаталь-
ного развития и способных сохраняться в постна-
тальном периоде. После формирования гематоэн-
цефалического барьера, популяция микроглии
поддерживается путем пролиферации (Tseng et al.,
1982; Ginhoux et al., 2010; Коржевский и др., 2012).
Большинство исследований, посвященных про-
исхождению микроглиоцитов было выполнено на
мышах и рыбках данио. Значительно меньше ин-
формации о ранней колонизации клетками микро-
глии нервной системы крыс (Tseng et al., 1982; Wang
et al., 1996). Показано, что в физиологических усло-
виях микроглия присутствует в ЦНС в неактиви-

рованной (разветвленной) форме. Разветвленные
микроглиальные клетки способны реагировать
на возникающие изменения гомеостаза ЦНС,
вступая в процесс активации, что сопровождается
разнообразными морфофункциональными изме-
нениями. Известно, что микроглия зрелой ЦНС
осуществляет защиту от повреждающих агентов
путем фагоцитоза, презентации антигенов и сек-
реции про- и противовоспалительных цитоки-
нов; осуществляет реорганизацию нейронных це-
пей путем непосредственного взаимодействия с
синапсами, их элиминации и модулирования ак-
тивности нейронов; выполняет нейропротектор-
ную функцию, стимулирует рост аксонов, спо-
собствуют выживанию и дифференцировке пред-
шественников олигодендроцитов (Tremblay et al.,
2010; Tay et al., 2017; Li et al., 2020). В многочис-
ленных исследованиях изучается участие этих
клеток в патогенезе нейродегенеративных заболе-
ваний (рассеянный склероз, болезнь Альцгеймера
и др.), их реакция на инфекционные поражения
нервной системы и травмы головного и спинного
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мозга (Колос, Коржевский, 2020). Большое внима-
ние в научной литературе уделяется микрогли-
альным клеткам как регуляторам развития голов-
ного мозга в норме и при повреждающих воздей-
ствиях в пренатальном и раннем постнатальном
периодах (Pont-Lezica et al., 2011, 2014; Michell-
Robinson et al., 2015; Lenz, Nelson, 2018; Sufieva
et al., 2020). Развитие микроглии, как первого
представителя глиальных клеток в нервной труб-
ке, происходит в непосредственной близости от
дифференцирующихся нейронов, астроцитов и
олигодендроцитов. Астроциты и олигодендроци-
ты появляются в развивающемся спинном мозге
(СМ) на более поздних стадиях пренатального раз-
вития (Chaboub, Deneen, 2012; Tien et al., 2012; Chen
et al., 2017). Это свидетельствует о важной роли мик-
роглиоцитов при развитии нервной системы. До
сих пор остается много неизученных вопросов, ка-
сающихся участия микроглии в процессах гисто-
генеза СМ и в поддержании его гомеостаза.
Функции, выполняемые предшественниками
микроглиоцитов на разных этапах пренатально-
го развития, а также особенности заселения раз-
вивающегося СМ микроглиальными клетками
остаются неясными. Исследования, касающиеся
изучения микроглии в эмбриональном спинном
мозге млекопитающих, немногочисленны и вы-
полнены на эмбрионах мышей и птиц (Calderó
et al., 2009; Rigato et al., 2011).

Цель настоящего исследования состояла в изу-
чении распределения микроглиальных клеток в
спинном мозге крысы в период эмбрионального
и раннего постнатального развития.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящем исследовании изучен формирую-

щийся СМ крыс, начиная с 11 сут эмбрионально-
го развития, то есть с момента закрытия нервной
трубки (Altman, Bayer, 2001), до рождения. Работа
выполнена на эмбрионах крыс Вистар 11–19 сут
развития (Е11–Е19, n = 30) и новорожденных
крысах (Р1, n = 3). Работа с животными проводилась
в соответствии с “Правилами проведения работ с
использованием экспериментальных живот-
ных” и с соблюдением Европейской конвенции
о защите позвоночных животных, используемых
для экспериментов или в иных научных целях
(1986 г.). Исследование одобрено этическим ко-
митетом ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/19 от
25 апреля 2019). У эмбрионов и новорожденных
крыс выделяли фрагменты СМ в области шейно-
го отдела на уровне 3–5 сегмента. Материал фик-
сировали в цинк-этанол-формальдегиде (Kor-
zhevskii et al., 2015) в течение суток, обезвоживали
в спиртах возрастающей концентрации и ксило-
ле, заливали в парафин. Изготавливали серийные
срезы толщиной 5 мкм. Для выявления клеток
микроглии применяли поликлональные козьи

антитела к кальций-связывающему белку Iba-1
(ionized calcium-binding adapter molecule 1) (разве-
дение 1 : 200, AbCam, Великобритания). Белок
Iba-1 является маркером микроглиоцитов нерв-
ной системы и других фагоцитирующих клеток и
позволяет идентифицировать эти клетки как во
взрослом организме (Колос, Коржевский, 2020;
Streit et al., 2014; Kongsui et al., 2014), так и в эм-
бриогенезе (Rigato et al., 2011; Ueno et al., 2013;
Marsters et al., 2020). Перед проведением иммуно-
гистохимической реакции на Iba-1 производили
тепловое демаскирование антигена. Блокировку
эндогенной пероксидазы и неспецифических
сайтов связывания антигена, а также выявление
связавшихся первичных антител проводили с ис-
пользованием реагентов из набора Anti-Goat
HRP-DAB Cell & Tissue Staining Kit (кат. № S008,
R&D Systems, США). Продукт иммуногистохи-
мической реакции выявляли с применением
3,3'-диаминобензидина (DАВ+, K3468, Agilent,
США). Часть препаратов окрашивали толуиди-
новым синим по Нисслю. Для маркирования
формирующихся синаптических контактов в вен-
тральной части СМ эмбрионов крыс и новорож-
денных животных проводили иммуногистохими-
ческое выявление синаптофизина – гликопротеи-
на мелких пресинаптических пузырьков нервных
клеток (Колос и др., 2015) с применением кроли-
чьих поликлональных первичных антител (MON-
RTU1195, Monosan, Нидерланды). В качестве
вторичных антител применяли реагенты из на-
бора Reveal Polyvalent HRP/DAB Detection Sys-
tem kit (SpringBioscience, США). Продукт имму-
ногистохимической реакции выявляли с приме-
нением 3,3'-диаминобензидина (DАВ+, K3468,
Agilent, США). Полученные препараты анализи-
ровали с использованием светового микроскопа
Leica DM750 (Германия), изображения получали
с применением фотокамеры ICC50 (Leica, Герма-
ния). Обработку изображений производили с по-
мощью программного обеспечения LAS EZ (Lei-
ca, Германия).

Для флуоресцентной микроскопии с целью
выявления Iba1-содержащих клеток в качестве
вторичных реагентов применяли биотинилиро-
ванные антитела против иммуноглобулинов козы
из набора R&D Systems (CTS008, R&D Systems,
США), а также конъюгат стрептавидина с флуо-
рохромом Cy2 (#016-220-084, Jackson ImmunoRe-
search, США). Для идентификации радиальной
глии в формирующемся СМ эмбрионов крыс
применяли моноклональные антитела к вимен-
тину (Клон V-9, M0725, Agilent, США) и вторич-
ные антитела, конъюгированные с тетраметилро-
даминизотиоцианатом (TRITC) (Agilent, США).
Нейриты дифференцирующихся нейронов пе-
редних рогов СМ эмбрионов крыс выявляли с по-
мощью поликлональных кроличьих антител к
даблкортину (DCX) (ab18723, Abcam, Великобри-
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тания, разведение 1 : 500) и вторичных антител,
конъюгированных с тетраметилродаминизотио-
цианатом (TRITC) (Agilent, США). Препараты
анализировали с применением конфокального ла-
зерного микроскопа LSM 800 (Zeiss, Германия).
Для возбуждения флуоресценции Cy2 применяли
лазер 488 нм, для TRITC – 561 нм. Анализ изобра-
жений проводили с использованием программы
ZEN 2012 (Zeiss, Германия).

С целью оценки специфичности взаимодей-
ствия антител с тканевыми антигенами и для вы-
явления возможного неспецифического окраши-
вания для каждой иммуногистохимической реак-
ции проводили отрицательный и положительный
контроль. Вместо первичных антител на срезы на-
носили разбавитель для антител (S0809) (Dako,
Дания). В качестве положительного контроля
были использованы микроглиоциты на срезах
СМ взрослых животных.

Для оценки изменений количества микро-
глиоцитов в изучаемой области производили под-
счет числа Iba-1-иммунопозитивных клеток, со-
держащих ядро в плоскости среза, на единицу
площади (1 мм2) базальной пластинки спинного
мозга эмбрионов и вентральной части СМ ново-
рожденных крыс.

Измерение площади изучаемой области осу-
ществляли с использованием программы ImageJ
(NIH, США). Данные гистограммы приведены
как среднее значение в группе со стандартной
ошибкой. Статистический анализ различий между
группами проводили с использованием непарамет-
рического критерия Краскела–Уоллиса (непара-
метрический дисперсионный анализ) с последую-
щим проведением попарных сравнений с помощью
критерия Манна–Уитни при p < 0.05.

Структурные особенности Iba-1-содержащих
клеток определяли с учетом их топографии в пре-

делах вентральной части (эпендимный, мантий-
ный и маргинальный слои базальной пластинки)
формирующегося спинного мозга крыс. На рис. 1
приведены схемы поперечных срезов СМ крыс на
разных сроках развития с указанием зон, назва-
ния которых используются авторами настоящего
исследования для обозначения локализации Iba-
1-иммунопозитивных клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На поперечных гистологических срезах эмбрио-

нального СМ отмечено несколько зон концентра-
ции Iba-1-иммунопозитивных клеток в разных его
частях. В настоящей работе основное внимание
уделяли вентральной части формирующегося СМ,
поскольку именно здесь закладываются основные
нейроны, обеспечивающие двигательные функции.

Установлено, что на Е11 в нервной трубке, ко-
торая представлена псевдомногослойным нейро-
эпителием, Iba-1-иммунопозитивные (Iba1+)
клетки отсутствуют. На следующие сутки разви-
тия (Е12) единичные иммунопозитивные клетки
начинают проникать в формирующийся спинной
мозг крысы, преимущественно в дорзальной части.

Начиная с Е13, в вентральной части развива-
ющегося СМ эмбрионов крыс можно идентифи-
цировать слой округлых нейробластов в зоне диф-
ференцирующихся клеток, дающих начало серому
веществу передних рогов СМ. Среди них присут-
ствуют единичные клетки, ориентированные ме-
диолатерально и имеющие отросток, направлен-
ный к наружной поверхности СМ, в последствии
формирующие передний корешок СМ. На этом
сроке нами не было отмечено присутствие Iba-1-
иммунопозитивных клеток среди нейробластов
развивающихся передних рогов. Крайне редко
были отмечены единичные Iba1+ клетки в эпен-
димной зоне.

Рис. 1. Схемы поперечных срезов шейного отдела СМ крыс на Е13–14, Е16–18 и Р1. I – алярная пластинка; II – ба-
зальная пластинка; 1 – формирующийся центральный канал; 2 – эпендимный слой; 3 – мантийный слой; 4 – марги-
нальный слой; 5 – донная пластинка; 6 – передняя белая спайка; 7 – передняя срединная щель; 8 – серое вещество
передних рогов СМ; 9 – белое вещество передних рогов СМ.
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На Е14 в СМ эмбрионов крыс идентифициру-
ются три концентрических слоя: эпендимный,
мантийный и маргинальный. Мантийный слой
базальной пластинки в вентро-латеральной части
представлен округлыми клетками, некоторые из
которых имеют длинные отростки, проходящие к
периферии развивающегося СМ и формирующие
презумптивные передние корешки СМ. Также в
этой зоне идентифицируются дорзо-вентрально
ориентированные комиссуральные вставочные
нейробласты. Iba1+ клетки в вентральной части
мантийного слоя немногочислены, чаще распола-
гаются на границе между мантийным и маргиналь-
ным слоями. Такие иммунопозитивные клетки
имеют веретеновидное или округлое тело с одним
или двумя отростками. Единичные амебоидные
клетки присутствуют в области формирующихся
мотонейронов.

На 15 сут в мантийном слое базальной пла-
стинки идентифицируются дорзо-вентрально
ориентированные комиссуральные нейробласты,
кластеры молодых мотонейронов и окружающие
их вставочные нейробласты. Клетки донной пла-
стинки имеют отростки, которые достигают ба-
зальной мембраны СМ и в последствии формиру-
ют вентральную срединную щель. В мантийном
слое базальной пластинки на Е15 выявлены круп-
ные амебоидные Iba1+ клетки нередко образую-
щие группы (рис. 2а; рис. 5б). Кроме того, на этом
сроке также были отмечены амебоидные имму-
нопозитивные клетки в области, прилежащей к
формирующейся передней белой спайке: неболь-
шие скопления Iba1+ клеток локализуются меж-

ду донной пластинкой и мантийной зоной ба-
зальной пластинки. Отдельные амебоидные Iba-1+
клетки этой зоны ориентированы горизонтально,
они повторяют направление аксонов, формирую-
щих переднюю белую спайку. Среди отростков
клеток донной пластинки, образующих срединную
борозду СМ, иммунопозитивных клеток не обна-
ружено. В маргинальном слое базальной пластин-
ки идентифицируются иммунопозитивные клетки
веретеновидной и амебиодной формы без отрост-
ков. Такие клетки часто ориентированы вдоль во-
локон маргинального слоя.

Отдельные Iba-1-иммунопозитивные клетки
прилежат к Vim-содержащим отросткам радиаль-
ной глии. Также выявлены единичные амебоид-
ные клетки, ориентированные медиолатерально
на границе маргинальной и мантийной зоны ба-
зальной пластинки, перпендикулярно по отноше-
нию к виментин-содержащим отросткам (рис. 2б).

В вентральной части спинного мозга эмбрионов
крыс Е16–17 определяются области формирования
интернейронов и изолированные формирующиеся
двигательные ядра. На Е16–17 в мантийной зоне
базальной пластинки (формирующееся серое ве-
щество передних рогов СМ) амебоидные иммуно-
позитивные клетки преобладают в области форми-
рующихся двигательных ядер СМ. Однако отдель-
ные Iba1+ клетки с амебоидной морфологией
присутствуют и среди развивающихся интернейро-
нов. На этом сроке также были выявлены единич-
ные амебоидные иммунопозитивные клетки в об-
ласти формирующейся передней белой спайки.

Рис. 2. Iba-1-иммунопозитивные клетки формирующегося спинного мозга эмбриона крысы на 15 сутки развития.
Стрелка – апоптозное тельце. Иммуногистохимическая реакция на белок Iba-1, докраска толуидиновым синим (а);
иммунофлуоресцентная реакция на белок Iba-1 (Cy2 – зеленое окрашивание) и виментин (TRITC – красное окраши-
вание); конфокальная лазерная микроскопия (б). Масштаб 20 мкм (а), 50 мкм (б).

(а) (б)
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Также в этот период развития в маргинальном
слое базальной пластинки идентифицированы
Iba1-содержащие амебоидные клетки, находящи-
еся в непосредственной близости к DCX-имму-
нопозитивным волокнам и, вероятно, взаимо-
действующие с ними (рис. 3а), а также Iba-1-им-
мунопозитивные клетки веретеновидной формы,
ориентированные вдоль Vim-иммунопозитивных
отростков радиальной глии (рис. 3б). Отдельные
Iba-1+ клетки окружают Vim-содержащие струк-
туры, расположенные непосредственно под обо-
лочками СМ – субпиальные ножки радиальной
глии.

Спинной мозг эмбрионов 18 сут развития име-
ет ряд отличий по сравнению с предыдущими
сроками. Редуцируется эпендимный слой, пре-
зумптивный центральный канал становится уже,
в мантийном слое можно видеть области форми-
рования дорзальных и вентральных рогов, рас-
ширился маргинальный слой, вентральная и дор-
зальная срединные борозды становятся более за-
метными.

На Е18 в формирующемся сером веществе пе-
редних рогов СМ иммунопозитивные клетки рас-
пределены достаточно равномерно как в области
формирующихся двигательных ядер, так и среди
молодых интернейронов. Отдельные Iba1-содер-
жащие клетки имеют округлое тело и несколько
тонких разветвленных отростков (рис. 4а). Одна-
ко большая часть Iba1-содержащих клеток имеет
неправильную форму с утолщенными маловетвя-
щимися отростками.

Иммунопозитивные клетки в области форми-
рующейся передней белой спайки на Е18 имеют
морфологические признаки рамифицированных
микроглиоцитов. Их тонкие длинные отростки
нередко ориентированы вдоль волокон, располо-
женных под донной пластинкой и формирующих
белую спайку и вдоль отростков клеток донной
пластинки, формирующих срединную борозду
(рис. 4б).

Через сутки (Е19) эпендимный слой СМ кры-
сы уменьшается, центральный канал сужается,
расширяется область формирующегося серого
вещества и белого вещества СМ, вентральная и
дорзальная борозды, которые делят белое веще-
ство углубляются. На Е19 в формирующемся се-
ром веществе передних рогов СМ гипертрофиро-
ванные (рис. 5г) и амебоидные микроглиоциты
выявлены преимущественно среди молодых ин-
тернейронов, редкие из них присутствуют в обла-
сти формирующихся двигательных ядер. В фор-
мирующемся белом веществе передних рогов СМ
также выявлены Iba1-иммунопозитивные клет-
ки. Это мелкие клетки неправильной формы или
веретеновидные клетки, ориентированные вдоль
волокон, проходящих через белое вещество.

Спинной мозг новорожденной крысы отлича-
ется от эмбрионального увеличенными размерами
белого и серого вещества. В первые сутки после
рождения (Р1) в спинном мозге крыс присутствует
большое количество Iba-содержащих клеток. В се-
ром веществе вентральных рогов СМ, иммунопо-
зитивные клетки распределены равномерно и име-

Рис. 3. Iba-1-иммунопозитивные клетки вблизи отростков молодых нейронов (а) и отростков радиальной глии (б) в
СМ крысы на 16 сут эмбрионального развития. Двойная иммуноцитохимическая реакция на белок Iba-1 (Cy2 – зеле-
ное окрашивание) и даблкортин (TRITC – красное окрашивание) (а); двойная иммуноцитохимическая реакция на бе-
лок Iba-1 (Cy2 – зеленое окрашивание) и виментин (TRITC – красное окрашивание) (б). Конфокальная лазерная
микроскопия. Масштаб 20 мкм.

(а) (б)
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ют неправильную форму с утолщенными маловет-
вящимися отростками (рис. 5е) или имеющие
толстые короткие отростки (гипертрофирован-
ные и кустистые микроглиоциты). Единичные
клетки имеют длинные тонкие разветвленные от-
ростки. Иммунопозитивные клетки передней бе-
лой спайки имеют округлые тела и ветвящиеся
отростки, ориентированные вдоль аксонов ко-
миссуральных нейронов или нервных волокон,
образующих срединную борозду. Однако микро-
глиоциты этой зоны по морфологическим при-
знакам отличаются от рамифицированной мик-
роглии взрослых животных, среди них преобла-
дают гипертрофированные клетки.

С применением метода иммуногистохимиче-
ского выявления синаптофизина было показано,
что начиная с 15 сут эмбрионального развития в
формирующихся передних рогах СМ крыс иден-
тифицируются иммунопозитивные отростки
нейробластов (рис. 5а). К 19 суткам развития им-
мунореактивность проявляют синаптоподобные
округлые структуры, расположенные на поверх-
ности нейробластов и их отростков (рис. 5в). В
передних рогах спинного мозга новорожденных
крыс реакция на синаптофизин позволила вы-
явить большое количество синаптических буто-
нов вокруг тел нейронов и их отростков (рис. 5д).

При проведении отрицательного контроля
для иммуногистохимических реакции для всех
используемых в исследовании антител на препа-
ратах окрашивания выявлено не было. При про-
ведении положительного контроля иммунореак-
тивность отмечена в микроглиоцитах СМ. Неспе-

цифицеского окрашивания и автофлуоресценции
не наблюдалось.

Количественный анализ показал, что с момен-
та входа первых микроглиоцитов в вентральную
часть СМ (Е14) до рождения плотность распреде-
ления клеток микроглии увеличивается более чем
в 5 раз (р < 0.05) (рис. 6). Установлено, что наи-
большее изменение количества клеток наблюда-
ется в ранний период эмбриогенеза – между Е14
и Е15. Число микроглиоцитов на единицу площа-
ди базальной пластинки СМ в этот период воз-
растает в три раза (р < 0.05) (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние годы многочисленные исследова-

ния доказывают значимую роль клеток микро-
глии в развитии ЦНС (Ueno et al., 2013; Pont-Lezi-
ca et al., 2014; Reemst et al., 2016). Однако распре-
деление микроглиоцитов в развивающемся СМ и
их функциональное значение на разных этапах
эмбриогенеза не ясно до сих пор. Проведенное в
настоящей работе сопоставление процессов, про-
исходящих в развивающемся СМ, с распределе-
нием и локализацией микроглицитов позволило
предположить участие этих клеток, как первых
активно функционирующих глиоцитов, в прена-
тальном нейроно- и глиогенезе.

Показано, что в эмбриональном СМ микрогли-
альные клетки, не обладают длинными отростка-
ми, а имеют амебоидную, кустистую или гипертро-
фированную форму вплоть до позднего пренаталь-
ного и раннего постнатального периода. То есть,
по морфологичесским признакам эмбриональная

Рис. 4. Iba-1-иммунопозитивные клетки формирующегося серого вещества передних рогов спинного мозга крысы (а)
и зоны формирующейся передней белой спайки (б) на 18 сутки эмбрионального развития. Иммуногистохимическая
реакция на белок Iba-1. Масштаб 20 мкм.

(а) (б)
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Рис. 5. Синаптофизин-иммунопозитивные структуры и микроглиоциты в спинном мозге крыс на 15 сут (а, б), 19 сут
(в, г) эмбрионального развития и после рождения (д, е). Иммуногистохимические реакции на синаптофизин (а, в, д)
и белок Iba-1 (б, г, е). Масштаб 50 мкм (а, б); 20 мкм (в, г, д, е).

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)
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микроглия близка к активированному типу мик-
роглиоцитов взрослого спинного мозга (Колос,
Коржевский, 2020). Однако недавние исследова-
ния демонстрируют, что развивающаяся микро-
глия не вступает в классический процесс актива-
ции, в противоположность микроглии взрослых
животных, которая активируется в ответ на вос-
паление или нейродегенерацию. Эмбриональная
микроглия фенотипически значительно отлича-
ется от активированной микроглии взрослых жи-
вотных (Bennett et al., 2016). Также ряд исследо-
ваний демонстрирует более высокую скорость
миграции эмбриональных микроглиоцитов по
сравнению с активированными клетками взрос-
лой ЦНС (Stence et al., 2001; Swinnen et al., 2013).
Вероятно, форма клеток, лишенных длинных раз-
ветвленных отростков, позволяет поддерживать
высокую мобильность микроглиоцитов и обеспе-
чивать миграцию и колонизацию различных обла-
стей развивающегося СМ. Таким образом, эмбрио-
нальная микроглия обладает уникальными свой-
ствами, отличающими ее от “активированных” и
“покоящихся” микроглиоцитов ЦНС взрослых жи-
вотных.

Нами отмечено, что на поздних сроках эм-
бриогенеза и в раннем постнатальном периоде,
наряду с гипертрофированным, кустистым и аме-
биодными клетками микроглии, в передних рогах
СМ крыс появляются первые клетки с длинными
тонкими ветвящимися отростками (после Е18).
Можно предположить, что такие морфологиче-
ские изменения связаны с переходом клеток от
высокой мобильности к стационарному состоя-
нию с преобладанием контролирующих функций
с целью выявления отклонений гомеостаза, кон-
троля функционирования нейронных сетей и си-
наптического ремоделирования.

Настоящее исследование эмбриональной мик-
роглии на разных сроках формирования спинного
мозга показало, что ее локализация изменяется в
разные периоды развития. Динамика распределе-
ния микроглиальных клеток может быть связана с
гистогенетическими процессами, происходящими
в развивающемся СМ, такими как пролиферация,
программируемая клеточная гибель, миграция и
дифференцировка, синаптогенез, развитие и реор-
ганизация нейронных цепей.

Микроглиоциты являются резидентными мак-
рофагами ЦНС и способны к фагоцитозу. Возмож-
но, одна из их функций в эмбриогенезе связана с
апоптозом нейробластов. В ходе настоящего ис-
следования в базальной пластинке эмбриональ-
ного СМ были обнаружены единичные апоптоз-
ные тельца. Основываясь на литературных данных
можно предположить, что идентифицированная
нами амебоидная микроглия, присутствующая в
области формирующихся мотонейронов, начи-
ная с Е15 может принимать активное участие в их
программируемой клеточной гибели, происходя-
щей в вентральной части эмбрионального СМ в
этот период.

Нами отмечено, что проникновение ранней
микроглии в мантийный слой базальной пла-
стинки (будущее серое вещество передних рогов
СМ) совпадает с важной стадией развития СМ, во
время которой нейронные сети становятся функ-
циональными и начинается синаптогенез. По ли-
тературным данным известно, что синаптогенез в
вентральной части СМ крыс начинается с Е13.5
(Vaughan, Grieshaber, 1973; Prasad et al., 2008). Со-
гласно данным авторов, на Е13.5 и Е14.5 в вен-
тральной части СМ крысы идентифицируются
единичные аксосоматические синаптические кон-
такты, содержащие немногочисленные синаптиче-
ские пузырьки (по 3–4 в бутоне). Позднее, в период
появления первых рефлексов (Е 15.5 и 16.5) коли-
чество бутонов увеличивается, число синаптиче-
ских пузырьков в зоне пресинаптической мем-
браны также возрастает (Vaughan, Grieshaber,
1973). Пик синаптогенеза в СМ наблюдается в пе-
риод Е16–17 (May, Biscoe, 1975). По нашим дан-
ным синаптофизин, являющийся белком синап-
тических везикул (Колос и др., 2015), начиная с
Е15, идентифицируется в отростках развиваю-
щихся двигательных, вставочных и комиссураль-
ных нейронов, что свидетельствует о начале его
активной транспортировки от тела нервных кле-
ток к незрелым синаптическим контактам в обла-
сти передних рогов СМ. Синаптофизин участвует
в регуляции функционирования синапсов, вклю-
чая такие процессы как экзоцитоз, биогенез и эн-
доцитоз везикул (Kwon, Chapman, 2011). Синап-
тофизин-содержащие синаптоподобные округ-
лые структуры вблизи тел молодых нейронов и их
отростков идентифицированы нами, начиная с

Рис. 6. Динамика изменения количества Iba-1-иммуно-
позитивных клеток в вентральной области СМ крыс на
разных сроках развития. * – рЕ14 и Е15 < 0.05; ** –
рЕ14 и Р1 < 0.05; рЕ15 и Е16–17; Е16–17 и Е18–19; Е18–19 и Р1 > 0.1.
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Е19, в период активного функционирования ней-
ронных цепей.

В настоящем исследовании Iba-1-иммунопо-
зитивные клетки в области формирующихся пе-
редних рогов впервые обнаружены, начиная с
Е14, в период начала образования первых незре-
лых синаптических контактов в вентральной ча-
сти формирующегося СМ. Во время наиболее ак-
тивного синаптогенеза (Е16–17) популяция мик-
роглиоцитов в этой области увеличивается. Это
может быть связано с участием эмбриональных
микроглиоцитов в процессе образования, устра-
нения избыточных и ремоделирования синапти-
ческих контактов.

После рождения в СМ крыс продолжается ак-
тивный синаптогенез и развитие нейронных се-
тей. В передних рогах СМ новорожденных жи-
вотных идентифицируется большое количество
округлых синаптофизин-иммунопозитивных си-
наптических бутонов на телах и отростках нейро-
нов. По нашим данным в этот период в вентраль-
ной части СМ популяция микроглиоцитов доста-
точно многочисленна, что связано с активным
синаптогенезом, происходящим в этой области.
Как известно, в развивающейся ЦНС нейронная
сеть не обладает точностью и структурированно-
стью, характерной для зрелой нервной системы
(Hua, Smith, 2004). Количество образовавшихся
синапсов избыточно. В процессе синаптического
прунинга большое количество контактов удаля-
ются, оставшиеся же поддерживаются, созревают
и контролируются. Считается, что основными
клетками-модуляторами синаптической обрезки
в процессе развития ЦНС являются микроглио-
циты (Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2010; Scha-
fer et al., 2012). Имея достаточную степень ветв-
ления отростков, микроглия в постнатальном
периоде способствует созреванию синаптиче-
ских контактов (Mosser et al., 2017), контролиру-
ет их функциональное состояние и потенциаль-
но способствует устранению нефункциональ-
ных соединений (Wake et al., 2009; Kim et al.,
2017; Filipello et al., 2018).

В настоящем исследовании было отмечено
увеличение количества Iba1-иммунопозитивных
клеток в маргинальном слое базальной пластин-
ки СМ, начиная с 15 сут эмбрионального разви-
тия крыс. С применением метода двойного имму-
нофлуоресцентного окрашивания установлено,
что микроглиоциты этой области СМ располага-
ются в непосредственной близости от DCX-со-
держащих аксонов молодых мотонейронов, про-
ходящих через белое вещество передних рогов и
формирующих презумптивные передние кореш-
ки СМ. Такое взаимодействие может свидетель-
ствовать о влиянии эмбриональных микроглио-
цитов на рост нейритов. Существуют косвенные
доказательства того, что микроглиоциты способ-

ны оказывать влияние на рост аксонов (блокиро-
вать или стимулировать) и изменять направление
их роста. Предполагается, что в развивающейся
ЦНС, особенно в белом веществе, они способ-
ствуют росту аксонов и, возможно, направляют
нейриты путем синтеза тромбоспондина, IGF1,
NT3 и направляющих молекул, таких как Slit, Ne-
trin; а также ингибируют рост, синтезируя RGMa
(Chamak et al., 1994; Wehrle et al., 2005; Hata
et al., 2006; Ueno et al., 2013; Reemst et al., 2016).
Однако детали таких взаимодействий остаются
неизученными до настоящего времени. Также не
известно, происходят ли такие процессы во время
нормального развития ЦНС или лишь при повре-
ждении.

В настоящем исследовании отмечено, что на
ранних стадиях развития (начиная с Е15) Iba-1-
иммунопозитивные клетки накапливаются в об-
ласти формирования передней белой спайки. Эта
структура (commissura alba anterior) представляет
собой пучок нервных волокон комиссуральных
интернейронов, обеспечивающих связь с нейро-
нами на контралатеральной стороне спинного
мозга. Возможно, выявленные в данной области
микроглиальные клетки могут оказывать влия-
ние, совместно с клетками донной пластинки, на
прохождение нейритами срединной линии СМ. В
исследованиях, проведенных in vitro, продемон-
стрированно, что микроглия принимает активное
участие в росте нейритов путем экспрессии BDNF,
секреции плазминогена и тромбоспондина
(Nagata et al., 1993; Chamak et al., 1994; Yang et al.,
2012). Считается, что микроглия, локализованная
в области формирующихся трактов белого веще-
ства в различных отделах головного мозга, способ-
ствует росту аксонов, формирует путь роста пучка
отростков нейронов путем фагоцитоза избыточных
клеток и отростков, устраняя гибнущие аксоны.
Также можно предположить, что микроглиоциты
формирующейся зоны передней белой спайки
участвуют в контроле процесса формирования пуч-
ка нервных волокон из отдельных аксонов (фасци-
куляции аксонов). В пользу этого предположения
свидетельствуют результаты исследований Понт-
Лезика с соавт. (2014). На модели системного пре-
натального воспаления и с истощением популяции
микроглиоцитов авторами было продемонстриро-
вано, что изменение активности микроглии мозо-
листого тела привело к дефасцикуляции дорсаль-
ных каллозальных аксонов (Pont-Lezica et al., 2014).

С применением двойного маркирования нами
показано, что в формирующемся белом вещества
передних рогов СМ крыс часть Iba-1-содержащих
клеток, преимущественно веретеновидной фор-
мы, располагаются в непосредственно близости от
тонких Vim-иммунопозитивных отростков ради-
альной глии, а также в контакте с субпиальными
ножками радиальной глии, образующими погра-
ничную глиальную мембрану. Взаимодействие
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микроглиоцитов с радиальной глией было отмече-
но ранее в формирующейся сетчатке глаза (San-
chez-Lopez et al., 2004) и в развивающемся спинном
мозге мышей (Rezaie, Male, 1999; Rigato et al., 2011).
Такое расположение может свидетельствовать о
радиальной миграции развивающихся микроглио-
цитов по отросткам радиальной глии. Кроме того,
по литературным данным известно, что микро-
глиоциты, продуцируя оксид азота (NO), способны
регулировать переход от нейроногенеза к глиоге-
незу и способствовать созреванию астроглии
(Béchade et al., 2011). Для понимания взаимодей-
ствия этих двух глиальных популяций в эмбрио-
генезе требуются дополнительные исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании показано, что пер-
вые клетки ранней микроглии обнаруживаются в
дорзальной части СМ на 12 сут пренатального
развития. В вентральной части эмбрионального
СМ единичные микроглиоциты появляются на
14 сут, в период формирования DCX-содержа-
щих нейробластов. Скопления микроглиоцитов в
этой области наблюдаются, начиная с 15 сут, в пе-
риод накопления синаптофизина и активного
функционирования нейронных цепей. В даль-
нейшем в вентральной части СМ постоянно при-
сутствуют группы клеток микроглии, вероятно,
осуществляющие регуляцию процесса синапто-
генеза, роста отростков дифференцирующихся
нейронов и функционирования нейронных це-
пей. Установлено, что в период с момента появ-
ления первых клеток микроглии в вентральной
части эмбрионального СМ до рождения количе-
ство микроглиоцитов увеличивается более чем в
5 раз. Причем наибольший рост числа микро-
глиоцитов в вентральной части СМ наблюдается в
ранний период эмбриогенеза – между 14 и 15 сут.
Отмечено, что микроглиоциты передних рогов
спинного мозга в процессе развития претерпева-
ют морфологические изменения: от круглых аме-
боидных клеток в раннем эмбриогенезе до отрост-
чатых микроглтоцитов на поздних сроках эмбри-
генеза и в постнатальном периоде. Установлено,
что клетки эмбриональной микроглии СМ нахо-
дятся в тесных взаимоотношениях не только с от-
ростками DCХ-иммунопозитивных нейробла-
стов, но и с радиальными глиоцитами. Это свиде-
тельствует о том, что микроглиоциты, как первые
дифференцированные клетки СМ, обладающие
значительным регуляторным потенциалом, ока-
зывают влияние как на нейроногенез, так и на
глиогенез.
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Developmental Changes of Spinal Cord Microglia Indicate
its Participation in the Regulation of Neuronogenesis and Synaptogenesis

E. A. Kolos1, * and D. E. Korzhevskii1

1Institute of Experimental Medicine, ul. Acad. Pavlova, 12, St. Petersburg, 197376 Russisa
*e-mail: koloselena1984@yandex.ru

In the present study, the localization and distribution of microglia in the rat embryonic spinal cord (SC)
during motor neuron precursors formation were studied. Anti-Iba1 antibody was used to identify microglia.
The following immunohistochemical markers were used to study the dynamics of the embryonic SС cells de-
velopment: vimentin (a marker of radial glia), doublecortin (a neuroblasts marker) and synaptophysin (a
marker of synaptic vesicles). It was shown that microglia precursors penetrate into the dorsal part of the de-
veloping spinal cord at day 12 of gestation and are identified in the developing motor neurons region at em-
bryonic day 14. It was found that the cells of embryonic microglia are in close relationship with the processes
of the radial glia and the processes of the anterior horns neuroblasts. Comparison of the spinal cord histogen-
esis processes with the localization and morphological changes of embryonic microglia indicates its partici-
pation in synaptogenesis and differentiation of motor neurons (neuronogenesis).

Keywords: rat spinal cord, embryogenesis, microglia, Iba-1, doublecortin, synaptophysin, vimentin, immu-
nohistochemistry
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Изучен механизм участия генов Msx1 и Pax9 в развитии зубов у мыши. Данные микрочипов
GSE32321, которые содержали образцы орального эпителия (Epi) и зубных мезенхимальных клеток
(Mes) мышей, экспрессирующих Msx1 и Pax9 и нокаутных по данным генам, были использованы
для идентификации дифференциально экспрессируемых генов (DEGs). Затем наиболее значимые
генные модули были исследованы в группах Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax с помощью ана-
лиза взвешенных сетей ко-экспрессии генов (WGCNA). Анализ базы данных Gene Ontology (GO) и
скрининг генов-центральных узлов регуляторной сети были выполнены на модулях с наибольшей
релевантностью. Всего выявлено 1467, 986, 1212, и 1293 DEGs соответственно в группах Epi-Msx,
Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax. Были идентифицированы четыре ассоциированных генных модуля.
Применение метода анализа обогащения по функциональной принадлежности (база данных GO)
позволило показать, что эти гены оказывают негативное регуляторное воздействие на пролифера-
цию клеток, клеточную адгезию, развитие кровеносных сосудов и морфогенез кровеносных сосу-
дов. В качестве основных генов определены IDH3A, SSPN, F13A1 и CBLN1, уровень экспрессии ко-
торых варьировал в разные моменты времени. Более того, показано, что IDH3A и CBLN1 вовлечены
в окислительно-восстановительные метаболические процессы с участием коэнзимов, а также в
межклеточную адгезию. Мы предполагаем, что Msx1 и Pax9 являются ключевыми, но не единствен-
ными регуляторами процесса формирования зубов у мышей. В этот процесс также могут быть во-
влечены гены IDH3A, SSPN, F13A1 и CBLN1.

Ключевые слова: Msx1, Pax9, механизмы развития зубов, WGCNA
DOI: 10.31857/S0475145021030083

ВВЕДЕНИЕ
Развитие зубов, начиная с пролиферации и

дифференцировки клеток и до формирования зу-
ба на макроморфологическом уровне, регулиру-
ется серией точно скоординированных сигналов
(Jheon et al., 2013; Li et al., 2013). Развитие зубов
млекопитающих происходит в результате взаи-
модействия клеток эпителия эктодермы челю-
сти (Epi) и клеток одонтогенной мезенхимы
(Mes), производных нервного гребня (Thesleff,

2003). Важную роль в регуляции морфогенеза и
взаимного расположения зубов играют взаимо-
действия между эпителием зачатка зуба и клетка-
ми одонтогенной мезенхимы, формирование эк-
тодермального эпителия челюсти, дифференци-
альная экспрессия генов в мезенхимальных
клетках, а также локальные сигналы, регулирую-
щие морфогенетические движения клеток зачатка
зуба (Bei, 2009; Jussila, Thesleff, 2012). Исследова-
ния молекулярных механизмов развития диспла-

УДК 576.08:578.23
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зии зубов у мышей подтвердили, что формирова-
ние зубов строго контролируется генетически. На
сегодняшний день известно не менее 200 генов,
которые детерминируют расположение, количе-
ство, размер и форму каждого зуба (Thesleff, 1998;
Arte, 2001).

Мутантная форма Paired Box Gene 9 (Pax9) вы-
явлена в локусе 14q12-13 генома, длина мРНК
этого гена составляет 1630 п.о. Гомозиготные мы-
ши с дефицитом Pax9 умирают вскоре после рож-
дения (Peters et al., 1998). У таких мышей наблю-
дается полная потеря зубов и дефекты развития,
такие как расщелина верхнего неба и деформация
хрящевых структур. Эмбриональное развитие зу-
бов при нокауте Pax9 оказывается заблокировано
на стадии почки. Это указывает на то, что Pax9
необходим для развития зубов на более поздних
стадиях, чем стадия почки (Peters et al., 1998). От-
сутствие Msx1 приводило к краниофациальным
дефектам развития, включая расщелину неба, на-
рушение развития резцов, недоразвитие альвео-
лярной кости нижней челюсти и окончание эм-
брионального развития зубов на стадии почки
(Satokata, Maas, 1994). На основании этих данных
можно сделать вывод о том, что Pax9 и Msx1 игра-
ют важную роль в регуляции развитии зубов, од-
нако механизм их действия неизвестен.

Метод анализа взвешенных сетей ко-экспрес-
сии (Weighted gene co-expression network analysis,
WGNCA) – это мощный метод системной биоло-
гии для анализа молекулярных механизмов регу-
ляции развития и взаимодействий компонентов
генетических регуляторных сетей (Langfelder,
Horvath, 2008). Этот метод позволяет выделить
модули ко-экспрессирующихся генов на основе
матрицы попарных корреляций между экспрес-
сией генов, а затем идентифицировать клиниче-
ски значимые модули, выявить ключевые регуля-
торные гены в сигнальном пути и оценить внут-
римодульные связи и роли генов (Oldham et al.,
2008). Благодаря использованию метода WGNCA,
Канг и соавторы (Kang et al., 2016) успешно иден-
тифицировали гены TMEM229A, LEPREL1, and
GAD1 как узловые гены (hub-гены), продукты ко-
торых необходимы для онтогенетического пере-
хода от молочных к постоянным зубам. Они сде-
лали вывод о ключевой роли в регуляции этого
процесса следующих модулей: кальциевого сиг-
нального пути (calcium signaling pathway), взаимо-
действий рецепторных белков клетки с внекле-
точным матриксом (ECM-receptor interactions) и
нейроактивных взаимодействий лиганд-рецептор
(neuroactive ligand-receptor interactions). Другой кол-
лектив авторов (Jia et al., 2016), используя WGNCA,
показали, что hsa-miR-376a-2, hsa-miR-376a-1, hsa-
miR-15a и hsa-miR-424 могут быть ассоциированы
с болезнью Альцгеймера. Использование метода
WGCNA в комбинации с данными по генетиче-
ским маркерам позволило идентифицировать USIF

и EADs3 как гены, участвующие в возникновении
семейной комплексной гиперлипидемии (Plaisier
et al., 2009).

Ранее О’Коннелл и соавторы (O’Connell et al.,
2012) применили подход системной биологии для
реконструкции развития зуба как сложного орга-
на, состоящего из нескольких тканей. Авторы ис-
пользовали данные, полученные с помощью мик-
рочипов (GEO accession: GSE32321), анализ про-
филя экспрессии для генома в целом, данные из
литературы, интегративный биоинформатический
анализ и генетические модели in vivo. В результате
были выявлены ключевые взаимодействия между
эпителиальным и мезенхимальным компартмента-
ми формирующегося зуба, основанные на обрат-
ной связи между сигнальными путями Wnt и Bmp.

В настоящем исследовании мы использовали
данные GSE32321 из базы данных Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) и применили метод WGNCA
для всестороннего изучения механизма взаимодей-
ствия Pax9 и Msx1 в процессе развития зубов. Цель
нашего исследования была следующая: выявить, с
использованием различных биоинформатических
методов анализа, возможные механизмы взаимо-
действия Pax9 и Msx1 в развитии зубов мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение данных

Данные микрочипов GSE32321 (O’Connell et al.,
2012), были загружены из GEO (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/). Данные представляли собой
105 связанных образцов эпителия ротовой поло-
сти и дентальных мезенхимальных клеток мыши,
собранных на E10.0, E11, E11.5, E12.0, E12.5,
E13.0, E13.5, и E14.5 дни развития. Мы сконцен-
трировались на роли Msx1 и Pax9 в развитии зубов
мыши на E13.5 день онтогенеза. Были проведены
следующие сравнения: эпителий, Msx1 wildtype
(n = 3) vs. knockout (n = 3); мезенхима, Msx1 wild-
type (n = 3) vs. knockout (n = 3); эпителий Pax9
wildtype (n = 3) vs. knockout (n = 3); мезенхима,
Pax9 wildtype (n = 3) vs. knockout (n = 3). Кроме то-
го, образцы, собранные на других стадиях разви-
тия, использовались для проведения анализа ди-
намики экспрессии ключевых генов (табл. 1).

Предварительная обработка данных

Файлы аннотаций зондов использовались для
сопоставления зондов с соответствующими гена-
ми. Те зонды, для которых было выявлено более
одного гена, были отброшены, но за начальное
значение экспрессии гена, соответствующего не-
скольким зондам, было взято среднее значение
по всем соответствующим зондам. Чтобы при-
близить смещенное распределение данных к нор-
мальному, данные были log2-трансформирова-
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ны, а затем нормализованы методом среднеквад-
ратичной нормализации (Troyanskaya et al., 2001;
Fujita et al., 2006).

Скрининг дифференциально
экспрессирующихся генов (DEGs)

Пакет limma (Gentleman et al., 2006) в R 3.1.3
был использован для определения дифференци-
ально экспрессирующихся генов и соответствую-
щих уровней значимости (p-value) в группах срав-
нения: эпителий, Msx1 wildtype vs. knockout; ме-
зенхима, Msx1 wildtype vs. knockout; эпителий
Pax9 wildtype vs. knockout; мезенхима, Pax9 wild-
type vs. knockout. Метод Benjamini–Hochberg (BH)
(Benjamini, Hochberg, 1995) использовался для
оценки уровня ложноположительных результа-
тов (false discovery rate, FDR) (Benjamini, 2010) и
поправки на множественное тестирование.

Гены с FDR <0.05 и |lgFC| > 1 считались диф-
ференциально экспрессирующимися.

С помощью R-пакета pheatmap для генов, диф-
ференциально экспрессирующихся в группах Epi-
Msx, Epi-Pax, Mes-Msx, и Mes-Pax, был проведен
иерархический кластеринг (Szekely, Rizzo, 2005;
Press et al., 2007) и построены тепловые карты на
основе Евклидовых расстояний (Deza, Deza, 2009).

Построение сети ко-экспрессии и идентификация 
клинически значимых модулей

Пакет R программы WGCNA (https://labs.genetics.
ucla.edu/horvath/CoexpressionNetwork/Rpackages/
WGCNA/) был использован для построения сети
ко-экспрессии для дифференциально экспресси-
рующихся генов в 4 группах. Сначала была ис-
пользована функция WGCNA pickSoftThreshold
для вычисления мягкого порогового значения β
с учетом критерия безмасштабности сети. Затем
была построена взвешенная матрица смежности
по формуле amn = |cmn|β (cmn = корреляция Пирсо-
на для гена m и гена n; amn = значение функции
смежности для пары генов m и n, параметр сход-
ства). Затем матрица смежности была заменена
на матрицу топологического сходства (TOM). То-
пологическое перекрытие проведено с учетом
степени несходства. Для идентификации модулей
генов использовался гибридный метод динамиче-
ского обрезания дендрограммы. Минимальный
размер для полученных дендрограмм составлял 30.

Идентификация клинически значимых модулей

Для того, чтобы определить, какие модули
имеют отношение к развитию зубов, был исполь-
зован T test для определения уровня значимости
(P-value) для мРНК-кандидатов в группах Epi-
Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax. Значимость

для каждого гена (GS) определялась как lg10 от
P-value. В качестве значения модуля (MS) ис-
пользовали среднее значение GS данного модуля.
Как правило, модуль с самым высоким значением
MS оценивался как связанный с заболеванием, а
наиболее релевантный в отношении заболевания
модуль в 4 группах был построен при помощи
программы Cytoscape 2.8.2 (Smoot et al., 2010).

Анализ функционального обогащения

Гены, входящие в генетическую регуляторную
сеть, были сопоставлены с функциональными уз-
лами в GO, а для анализа биологических процес-
сов использовался програмный пакет GOstat
(Falcon and Gentleman, 2006). P-value < 0.05 был
принят как пороговое значение.

Поиск узловых (hub) генов и горизонтальное 
сравнение значений экспрессии hub-генов

Степень связности узла – это количество меж-
генных связей, сходящихся в нем (Estrada, 2006).
Узлы с более высокой степенью связности игра-
ют значительную роль в построенной сети (Jeong
et al., 2001) и рассматриваются в качестве hub-ге-
нов. При подсчете степеней узлов были выбраны
hub-гены из сетей Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и

Таблица 1. Информационная таблица GSE32321

Мезенхима Эпителий

E10 2 2
E10_Bmp4 3 –
E10_FGF8 3 –
E10-Gsk3b 3 –
E10-SSH 3 –
E11 2 2
E11.5 3 3
E12 3 3
E12.5 3 3
E13 5 5
E13_Bmp4 – 3
E13_FGF8 – 3
E13-Gsk3b – 3
E13-SSH – 3
E13.5 3 3
E13.5_Msx1_null 3 3
E13.5_wildtype_Msx1_Epi_1 3 3
E13.5_Pax9_null_Epi_1 3 3
E13.5_wildtpye_Pax9_Epi1 3 3
E14 – 2
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Mes-Pax соответственно. Кроме того, значения
экспрессии hub-генов выбирались и сравнивались в
разных временных точках. Анализ обогащения GO
для 10 ведущих hub-генов также проводился с ис-
пользованием GOstat (Falcon, Gentleman, 2006) с
P-value < 0.05 в качестве порогового значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Скрининг дифференциально

экспрессирующихся генов
В результате скрининга в общей сложности

1467 дифференциально экспрессирующихся ге-
нов (DEGs) были обнаружены в группе Epi-Msx,
986 DEGs – в Epi-Pax, 1212 – в Mes-Msx, и 1293 –
в Mes-Pax. Иерархическая кластеризация DEGs в
четырех группах показана на рис. 1. Значения экс-
прессии DEGs значительно различались между
контрольными и нокаутными образцами в каждой
группе. Поэтому все образцы были надежно диф-
ференцированы на основании экспрессии DEGs.

Построение сети ко-экспрессии
и идентификация ее ключевых модулей

Для того, чтобы проверить, содержались ли в
образцах “выпадающие” значения, были проана-
лизированы графики кластеризации DEGs в груп-
пах Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax (рис. 2).
Анализ показал, что образцы всех четырех групп
не содержали существенных “выбросов”. В целях
соответствия требованию безмасштабности сети,
было проанализировано значение “мягкого” по-
рога β. Значение β при достижении R2 0.9 состав-
ляло 16 для Epi-Msx, 14 – для Epi-Pax, 18 – для
Mes-Msx и 16 – для Mes-Pax (рис. 3).

В соответствии с кластеризацией после динами-
ческого обрезания дендрограммы, высоко коррели-

рованные гены были сгруппированы в модули.
Всего в Epi-Msx было 6 модулей, в Epi-Pax – 5, в
Mes-Msx – 6, в Mes-Pax – 8 (табл. 2). Кроме того,
количество генов, соответствующих собствен-
ным цветовым модулям, несколько отличалось
друг от друга (рис. 4).

Далее был проведен анализ модулей, которые
наиболее значимо ассоциировались с клиниче-
скими признаками, и, следовательно, имели био-
логическое значение. Группы Epi-Msx, Epi-Pax,
Mes-Msx и Mes-Pax содержали многочисленные
модули генов, которые были достоверно связаны
с заболеваниями. Кроме того, было установлено,
что коричневый (рис. 5а), коричневый (рис. 5б),
синий (рис. 5в) и коричневый модули (рис. 5г) яв-
ляются наиболее релевантными модулями генов,
имеют наибольшую значимость (с коэффициентом
корреляции >0.9) в группах Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-
Msx и Mes-Pax соответственно (табл. 3). Модули,
обладающие высокой ассоциативностью с опре-
деленными клиническими признаками в различ-
ных группах, показаны в ко-экспрессионной сети
(рис. 6).

GO-анализ обогащения

Основные DEGs в ключевых модулях были
проанализированы с помощью анализа оверпред-
ставленных терминов GO. В частности, в “корич-
невом” модуле группы Epi-Msx было выявлено
обогащение термина “отрицательная регуляция
пролиферации клеток” (GO:0008285). В “корич-
невом” модуле группы Epi-Pax был обогащен тер-
мин “цитозоль” (GO:0005829). В “синем” модуле
группы Mex-Msx был в значительной степени обо-
гащен термин “клеточная адгезия” (GO:0007155).
В “коричневом” модуле группы Mex-Pax были
достоверно обогащены термины “клеточная ад-
гезия” (GO:0007155), “развитие кровеносных со-

Таблица 2. Количество модулей и количество генов в четырех выделенных группах

№ модуля Черный Синий Коричневый Зеленый Серый Красный Бирюзовый Желтый

EPI-13.5-Msx 6 – 237 198 79 265 – 588 100
EPI-13.5-Pax 5 – 206 157 – 205 – 295 123
MES-13.5-Msx 6 – 173 84 58 221 – 615 61
MES-13.5-Pax 8 54 308 152 61 192 58 406 62

Таблица 3. Коэффициенты корреляции между каждым цветовым модулем и заболеваниями в четырех исследо-
ванных группах

№ модуля Черный Синий Коричневый Зеленый Серый Красный Бирюзовый Желтый

EPI-13.5-Msx 6 – 0.86 0.92 0.71 0.28 – 0.78 0.8
EPI-13.5-Pax 5 – 0.87 0.91 – 0.3 – 0.9 0.82
MES-13.5-Msx 6 – 0.93 0.79 0.8 0.25 – 0.9 0.81
MES-13.5-Pax 8 0.81 0.89 0.92 0.82 0.27 0.63 0.83 0.71
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судов” (GO:0001568) и “морфогенез кровенос-
ных сосудов” (GO:0048514) (рис. 7).

Уровни экспрессии hub-генов
на различных стадиях развития зубов t

На основе сети, показанной на рис. 6, были
выявлены hub-гены с наиболее высокой степе-
нью достоверности. Такими hub-генами в сетях
Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и Mes-Pax групп бы-
ли, соответственно, каталитическая субъедини-
ца 3-альфа (IDH3A) изоцитрат-дегидрогеназы

(NAD(+)), саркоспан (SSPN), альфа цепь коагу-
ляционного фактора XIII (F13A1) и предшествен-
ник Cerebellin 1 (CBLN1). На рис. 8 показаны
уровни экспрессии вышеупомянутых hub-генов
на разных стадиях развития зуба. Экспрессия гена
IDH3 была самой высокой на начальной стадии
Е10, но постепенно снижалась с течением време-
ни и снова увеличивалась со стадии Е11.5. Экс-
прессия гена F13A1 поднялась до самого высоко-
го уровня на стадии E11, затем постепенно снижа-
лась и достигла самого низкого уровня на стадии
E13. На стадии Е13.5 экспрессия гена F13A1 вне-

Рис. 1. Цветовая карта значений экспрессии генов в группах: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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запно значительно увеличилась. Экспрессия гена
SSPN была самой высокой на начальной стадии
E11 по сравнению с другими временными точка-
ми. С течением времени экспрессия постепенно
снижалась, а затем усиливалась, начиная со ста-
дии Е12.5. После этого уровень экспрессии вы-
равнивался, оставаясь в пределах небольшого диа-
пазона изменений. Показатели экспрессии гена
CBLN1 медленно снижались со стадии Е10–Е11.5 и
внезапно резко возросли на стадии Е12, после че-
го тенденция к быстрому росту продолжилась до

конца изученного временного интервала. Кроме
того, был проведен анализ оверпредставленных
терминов GO для 10 ведущих hub-генов (рис. 9).
Было обнаружено, что в hub-узлах группы Epi-Msx
обогащены такие ключевые функции как “окисли-
тельно-восстановительный метаболический про-
цесс коферментов” (GO:0006733). Примечательно,
что ген IDH3A также был вовлечен в реализацию
этих функций. Для hub-узлов в группе Epi-Pax бы-
ла в основном характерна “клеточная адгезия через
молекулы адгезии, ассоциированные с цитоплазма-

Рис. 2. Анализ кластеризации генов по группам: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax. Красным
выделены образцы от нокаутных особей, черным – норма, контрольные образцы.
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тической мембраной” (GO:0098742). Hub-узлы в
группе Mex-Msx были значительно обогащены тер-
мином “дифференцировка шванновских клеток”
(GO:0014037), а в группе Mex-Pax – термином
“клеточная адгезия через молекулы адгезии, ас-
социированные с цитоплазматической мембра-
ной” (GO:0098742), как и hub-узел CBLN1. В то
же время SSPN и F13A1 не получили какого-либо
обогащения ни по одной из функций.

ОБСУЖДЕНИЕ

Зубы млекопитающих формируются в процес-
се органогенеза, основанного на саморегулирую-
щихся взаимодействиях между эпителием и мезен-
химой (Saxen, Thesleff, 1998). У мышей наблюдает-
ся несколько стадий развития зуба. Во-первых, на

месте будущего зуба формируется эпителиальная
плакода (локальное утолщение эпителия челюст-
ной эктодермы) (день E11.5). Затем утолщенный
зубной эпителий начинает вторгаться в лежа-
щую под ним одонтогенную мезенхиму, которая
затем конденсируется вокруг него (день Е12).
Этот процесс приводит к формированию почки
зуба (день Е13). Недавние исследования показа-
ли, что диффундирующие факторы роста могут
служить сигнальными молекулами, обеспечива-
ющими взаимодействие эпителия и мезенхи-
мальных клеток в органогенезе зуба, а также в ак-
тивацию или ингибирование экспрессии генов,
связанных с развитием зуба. В процессе развития
зуба транскрипционный фактор Msx в основном
играет роль медиатора передачи сигнала (Chen
et al., 1996). Кроме того, Pax9, который непрерывно

Рис. 3. Определение мягкого порогового значения для взвешенного анализа генетической регуляторной сети ко-экс-
прессии для групп: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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Рис. 4. Кластерная дендрограмма (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) – Mes-Pax.
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экспрессируется в одонтогенной мезенхиме, явля-
ется важным регулятором морфогенеза именно ме-
зенхимальной, а не эпителиальной ткани зуба.
Этот ген может быть использован в качестве мар-
кера одонтогенной мезенхимы. Пониженная экс-
прессия Pax9 может привести к апоптозу зачатка
зуба. Более того, экспрессия Pax9 также позволя-
ет мезенхимальному зачатку на стадии почки зуба
приобрести способность индуцировать эктопиче-
ский эпителий к формированию зуба (Tucker et al.,
1998).

При сравнении профилей экспрессии генов
Msx1 и Pax9, были показаны значительные разли-
чия между образцами дикого типа и нокаут-об-
разцами эпителия и мезенхимы. Таким образом,
мы подтвердили, что Msx1 и Pax9 играют важную
роль в развитии зуба. Анализ оверпредставленных
терминов GO позволил установить, что DEGs

участвуют в негативной регуляции клеточной про-
лиферации, адгезии клеток, развитии кровеносных
сосудов и морфогенезе кровеносных сосудов.
Hub-генами групп Epi-Msx, Epi-Pax, Mes-Msx и
Mes-Pax были, соответственно, IDH3A, SSPN,
F13A1 и CBLN1. При сравнении экспрессии этих
генов в каждой временной точке можно убедить-
ся, что средние значения экспрессии IDH3A,
F13A1, SSPN и CBLN1 в разных временных точках
были разными. Кроме того, IDH3A был значи-
тельно обогащен термином GO, связанным с ме-
таболическим процессом окисления кофермента,
а CBLN1 – термином GO, связанным с клеточной
адгезией.

Сравнение профиля экспрессии генов здоро-
вых и патологических тканей десны выявило 61
группу дифференциально экспрессирующихся ге-
нов (TOP 2). Гены этих групп негативным образом

Рис. 6. Сети ко-экспрессии: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx, (г) – Mes-Pax. Розовым и красным обозначе-
ны узлы с повышенным уровнем экспрессии, зеленым и желтым – узлы со сниженной экспрессией. Красные и зеленые
узлы являются hub-узлами, которые имеют более высокий ранг в сети и являются предметом данного исследования.
Размер круга соответствует уровню узла в сети. Линиями обозначены взаимодействия между узлами.
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регулируют клеточную пролиферацию (Demmer
et al., 2008). Аналогичным образом, негативная ре-
гуляция клеточной пролиферация достоверно кор-
релировала с процессами развития зубов в группе
Epi-Msx. Предыдущее исследование выявило из-
менения ранней экспрессии генов в клетках пуль-
пы зуба человека (HDPC), обработанных димета-
крилатом триэтиленгликоля (TEGDMA) (исполь-
зовалась концентрация с низкой токсичностью).
Кластерный анализ обогащения групп GO выявил,
что DEGs были связаны с адгезией клеток, разви-

тием кровеносных сосудов и морфогенезом кро-
веносных сосудов (Cho et al., 2014). Это объясня-
ется тем, что изменения в тканях пульпы влияют
на рост зубов. Аналогичным образом, анализ обо-
гащения терминами GO для группы Mes-Pax по-
казал связь с клеточной адгезией, морфогенезом
кровеносных сосудов, развитием кровеносных
сосудов. Анализ обогащения для группы Mes-Msx
выявил связь с адгезией клеток. По результатам
этих исследований, регуляция развития зубов мо-
жет быть связана с негативной регуляцией кле-
точной пролиферации, адгезии клеток, развития
кровеносных сосудов и морфогенеза кровенос-
ных сосудов.

CBLN1 (cerebellin 1 precursor) является одним
из компонентов генетической регуляторной сети
гена TP63. Он участвует в регуляции одонтогенеза
и ранних стадий развития зуба через модуляцию
клеточной адгезии, клеточной сигнализации и
эпителиально-мезенхимных взаимодействий (Ro-
stampour, 2018). Предыдущие исследования пока-
зали, что CBLN1 необходим для регуляции разви-
тия первичного тройничного нерва на ранней ста-
дии формирования зуба. Нерв мог достигать
эпителиальных клеток зуба примерно на E10 день,
и аксон начинал расти до зуба на стадии прораста-
ния (Lumsden, 1988; Kettunen et al., 2005). CBLN1
был охарактеризован в этом исследовании как
hub-ген и участник ко-экспрессионной сети. Бы-
ло показано, что уровень экспрессии гена CBLN1
был максимален в начале стадии Е10. Примеча-

Рис. 7. Gene Ontology (GO) анализ обогащения для модулей групп (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax, (в) – Mes-Msx , (г) –
Mes-Pax.
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тельно, что CBLN1 был значительно обогащен
GO термином “адгезия клеток”. Действительно,
взаимодействия клетка-клетка и клетка-внекле-
точный матрикс играют ключевую роль в модуля-
ции пластичности/жесткости определенных участ-
ков эмалевого органа, что влияет на морфогенез зу-
ба (Lesot, Brook, 2009). Основываясь на наших
результатах, можно предположить, что в случае
снижения уровня экспрессии Msx1 и Pax9, CBLN1
может играть важную роль на стадии развития зу-
ба Е10 посредством регуляции адгезии клеток.

Кроме того, показано, что коэнзим Q10
(rCoQ10) оказывает ранозаживляющее действие
на мягкие ткани после удаления зуба у крыс путем
регуляции окислительного стресса и эффектив-
ности работы митохондрий (Yoneda et al., 2014).
Эти данные позволяют предположить, что в раз-
витии зуба может быть задействован процесс мета-
болизма этого коэнзима. В данном исследовании
функция IDH3A оказалась значительно обогащена
именно для процесса метаболизма данного кофер-
мента. Это позволяет предположить, что IDH3A
может быть вовлечен в развитие зуба при снижении
регуляции Msx1 и Pax9 путем участия в метаболи-
ческом процессе кофермента. У мышей-мутантов
по IDH3A была исследована роль IDH3 в развитии
дегенеративного фенотипа сетчатки, но данных
об изменении фенотипа зубов у этих мышей нет
(Findlay et al., 2018). В настоящее время практиче-
ски не имеется данных о роли IDH3A, SSPN, F13A1

в развитии зубов. Однако на основании наших
данных может быть сделано предположение, что
IDH3A, SSPN, F13A1 действительно могут прини-
мать участие в регуляции развития зубов.

Вместе с тем, профиль экспрессии CBLN1,
IDH3A, SSPN и F13A1 не был проверен с исполь-
зованием таких экспериментальных подходов,
как количественный ПЦР анализ, иммуногисто-
химия или гибридизация in situ. Более того, взаи-
модействия между Msx1 и IDH3A или SSPN, а так-
же Pax9 и F13A1 или CBLN1 не были доказаны в
исследованиях in vivo или in vitro. Наконец, потен-
циальная роль IDH3A, F13A1, SSPN и CBLN1 в
развитии зуба была показана с помощью биоин-
форматических методов, но не была эксперимен-
тально установлена. Для подтверждения наших ре-
зультатов необходимы дальнейшие исследования.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Отсутствует.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит описания выпол-
ненных автором исследований с участием людей или
использованием животных в качестве объектов.

Рис. 9. Gene Ontology (GO) анализ обогащения для 10 наивысших hub-узлов в группах: (а) – Epi-Msx, (б) – Epi-Pax,
(в) – Mes-Msx, (г) – Mes-Pax.
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The Mechanism of Msx1 and Pax9 Implication in Tooth Development Based
on the Weighted Gene Co-Expression Network Analysis
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The mechanism of involvement of Msx1 and Pax9 in tooth development in mice was studied. The microarray
data GSE32321 which contained the Msx1 and Pax9 wildtype and knockout samples from mice oral epithe-
lium (Epi) and dental mesenchymal (Mes) cells were used to identify the differentially expressed genes
(DEGs). Then the highest associated gene modules were explored in an Epi-Msx group, an Epi-Pax group,
a Mes-Msx group, and a Mes-Pax group by weighted gene co-expression network analysis (WGCNA). Gene
Ontology (GO) database analysis and hub genes screening were performed on the modules with the highest
relevance. A total of 1467, 986, 1212, and 1293 DEGs were identified in Epi-Msx group, Epi-Pax group, Mes-Msx
group, and Mes-Pax group, respectively. Four highest associated gene modules were identified. GO enrichment
analysis showed that these genes were enriched in the following terms: negatively regulated cell proliferation, cell
adhesion, blood vessel development and blood vessel morphogenesis nvolved in tooth development. The hub
genes were IDH3A, SSPN, F13A1 and CBLN1; their gene expression values varied at different time points during
tooth development. Moreover, IDH3A and CBLN1 were significantly enriched in oxidoreduction coenzyme
metabolic process and cell-cell adhesion terms. Msx1 and Pax9 play an important role in tooth development
in mice. These genes are probably associated with IDH3A, SSPN, F13A1 and CBLN1.

Keyword: Msx1, Pax9, tooth development, WGCNA
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ОЛЬГА ГЕОРГИЕВНА СТРОЕВА (1925–2021)
DOI: 10.31857/S0475145021030095

5 января 2021 г. на 96-м году ушла из жизни
Ольга Георгиевна Строева – доктор биологиче-
ских наук, профессор, выдающийся ученый, спе-
циалист в области биологии развития, создатель
научного направления в области сравнительных
экспериментальных исследований развития глаза
позвоночных. Более 20 лет О.Г. Строева заведова-
ла Лабораторией клеточной дифференцировки
Института биологии развития им. Н.К. Кольцова
РАН (ИБР РАН). Известность в нашей стране и
за рубежом Ольге Георгиевне принесли пионер-
ские экспериментальные исследования раннего
развития глаза млекопитающих, ретинального
пигментного эпителия (РПЭ), изучение морфоге-
нетической роли внутриглазного давления в раз-
витии глаза. По инициативе Ольги Георгиевны и в
тесном сотрудничестве с медиками было создано
новое офтальмологическое лекарственное сред-
ство, внедренное в медицинскую практику.

В 1946 году еще студенткой 3 курса Биологиче-
ского факультета МГУ имени М.В. Ломоносова
по рекомендации Л.В. Крушинского она начала
работать под руководством Г.В. Лопашова в Ла-
боратории механики развития им. Д.П. Филатова
Института цитологии, гистологии и эмбриологии
АН СССР (впоследствии ИБР РАН). С лета 1947
по весну 1949 года она выполняла дипломную ра-

боту по теме соотношения развития плавников и
тела у личинок амфибий, исследуя роль мезенхи-
мально-эпителиального взаимоотношения в де-
терминации развивающихся органов в эмбрио-
нальном развитии. В 1949 году Ольга Георгиевна
защитила дипломную работу и поступила в аспи-
рантуру кафедры эмбриологии биофака МГУ (за-
ведующий кафедрой В.В. Попов), продолжая вести
работу на базе Лаборатории механики развития им.
Д.П. Филатова под руководством Г.В. Лопашова.
В 1951 году она защитила кандидатскую диссерта-
цию “Экспериментальное исследование причин-
ных связей в развитии плавников и конечностей у
личинок амфибий”, после чего была зачислена на
должность младшего научного сотрудника в Ин-
ститут морфологии животных АН СССР, из кото-
рого впоследствии выделился Институт биологии
развития им. Н.К. Кольцова РАН. В стенах ин-
ститута Ольга Георгиевна проработала 70 лет.

Под руководством Г.В. Лопашова Ольга Геор-
гиевна участвовала в решении проблемы преодо-
ления трансплантационной несовместимости, а
также в разработке методических подходов к изу-
чению механизмов регенерации сетчатки млеко-
питающих. В этот период происходило совершен-
ствование Ольги Георгиевны как талантливого и
изобретательного экспериментатора.

Период совместной работы с Г.В. Лопашовым
был отмечен крупными обобщающими публика-
циями: обзор в Advances in Morphogenesis (Lopashov,
Stroeva, 1960), статья в Journal of Embryology and Ex-
perimental Morphology (1960) и монография “Разви-
тие глаза в свете экспериментальных исследова-
ний” (Лопашов, Строева, 1963), переведенная в
1964 году в Израиле на английский язык (G.V. Lo-
pashov, O.G. Stroeva. Development of the eye: exper-
imental studies. 1964. Israel Program for Scientific
Translation, Jerusalem). Результаты исследований
были доложены Ольгой Георгиевной на Между-
народной эмбриологической конференции в Па-
риже (1959).

В те же годы Ольга Георгиевна совместно с
Л.А. Никитиной и Т.А. Детлаф работала по теме
пересадки ядер у бесхвостых амфибий для исследо-
вания ядерно-плазменных взаимодействий в раз-
витии. С этой целью в неоплодотворенную энукле-
ированную яйцеклетку пересаживали ядра клеток
на стадии бластулы, разных стадий гаструлы и ядра
соматических клеток. Результаты были представ-
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лены на Международной эмбриологической кон-
ференции в Хельсинки (1963) и в отечественных и
зарубежных публикациях.

В самостоятельных экспериментальных ис-
следованиях Ольгу Георгиевну интересовала про-
блема трансдифференцировки клеток РПЭ крыс
в сетчатку в период эмбрионального развития. С
самого ли начала РПЭ детерминирован как та-
ковой, или на ранних стадиях он способен пре-
вращаться в сетчатку как у бесхвостых амфибий?
Этот вопрос исследовался в условиях культиви-
рования зачатков глаз в органной культуре с ис-
пользованием в качестве культуральной среды
жидкости передней камеры глаза взрослых крыс.
Результаты многочисленных экспериментов, про-
веденных Ольгой Георгиевной по пересадке глаз-
ных зачатков на стадиях глазного пузыря и глазно-
го бокала, были обобщены в ее докторской дис-
сертации, защищенной в1968 году.

В своей работе Ольга Георгиевна впервые по-
казала, что на стадиях эмбрионального развития
крыс (до 17-го дня) РПЭ способен претерпевать
ретинальную дифференцировку в пределах слоя
РПЭ, что дифференцировка радужки и цилиар-
ного тела в краевых зонах глазного бокала зависит
от индуцирующего влияния эпителия хрустали-
ка, а сосудистая оболочка – от влияния РПЭ. По-
сле 17-го эмбрионального дня превращения РПЭ
в сетчатку не происходит. Этот результат оказался
важным для объяснения врожденных аномалий
глаза человека, таких как типичная и атипичная
колобомы. В 1971 году по материалам диссертации
была опубликована монография “Морфогенез и
врожденные аномалии глаза млекопитающих”.

В дальнейшем моделью исследований Ольги
Георгиевны стал РПЭ серых крыс (СК) в пре- и
постнатальном развитии и эмбрионов птиц, на ко-
тором исследовали соотношение процессов проли-
ферации и меланотической дифференцировки в
становлении функций РПЭ. Показано, что у тепло-
кровных животных дифференцировка РПЭ опре-
деляется фактором натяжения. Формирование же
сосудистой оболочки из окружающей мезенхимы
зависит от нормальной дифференцировки РПЭ.

В экспериментах под руководством и при уча-
стии Ольги Георгиевны было показано, что у но-
ворожденных СК в РПЭ в результате пролифера-
тивной активности происходит преобразование
популяции исходно одноядерных клеток в попу-
ляцию двуядерных. К моменту открытия век дву-
ядерные клетки в центральной зоне РПЭ достига-
ют 80%. Двуядерными клетки РПЭ становятся в
результате митоза, не завершающегося цитотоми-
ей. При этом клетки РПЭ способны совмещать

клеточную пролиферацию и специфическую диф-
ференцировку (меланизацию). Было показано, что
степень меланизации клеток РПЭ коррелирует с
пиком G2-фазных клеток (3-и сутки после рожде-
ния), когда клетки РПЭ наиболее восприимчивы
к меланотропным гормонам, и именно на этот
период приходится пик меланотропных гормо-
нов в крови СК. Таким образом, впервые была
обоснована зависимость меланотической диффе-
ренцировки РПЭ СК от меланотропной активно-
сти передней доли гипофиза, которая, в свою оче-
редь, регулируется серотонином. Было также обна-
ружено, что у крыс РПЭ обладает способностью к
фагоцитозу мембранных дисков наружных сегмен-
тов фоторецепторных клеток сетчатки задолго до
формирования этих сегментов в нормальном раз-
витии.

Работы Ольги Георгиевны пользуются призна-
нием в нашей стране и в мировой науке. В 2003 г.
Ольге Георгиевне (совместно с д.б.н. В.И. Миташо-
вым) была присуждена Премия имени А.О. Кова-
левского за цикл работ “Исследование механизмов
дифференцировки и трансдифференцировки кле-
ток в сравнительном ряду позвоночных”. В 2020 г.
Ольге Георгиевне была вручена ведомственная на-
града Минобрнауки России – почетное звание
“Почетный работник науки и высоких техноло-
гий Российской Федерации”.

Немалое место в жизни Ольги Георгиевны за-
нимала научно-организационная деятельность.
Она была членом редколлегии журналов “Онто-
генез” и “Архив анатомии, гистологии и эмбрио-
логии”, организатором и докладчиком ряда науч-
ных конференций и школ по биологии развития,
читала лекции на кафедре эмбриологии МГУ, в
Тбилисском Государственном университете, на
кафедре цитологии ЛГУ, в Институте глазных бо-
лезней им. Гельмгольца. Ольга Георгиевна являлась
составителем или ответственным редактором книг
о замечательных ученых школы Николая Констан-
тиновича Кольцова – И.А. Рапопорте и Б.Л. Астау-
рове. Перу Ольги Георгиевны принадлежит более
трех сотен научных публикаций, две монографии, а
также ряд патентов и изобретений.

Ольга Георгиевна Строева осознавала великую
силу нравственных традиций и являла собой об-
разец бескомпромиссного служения интересам
науки. Светлая память об Ольге Георгиевне на-
всегда останется в нашей памяти.

А.В. Васильев, И.С. Захаров,
М.В. Угрюмов, И.Г. Панова

pinag@mail.ru




