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Введение

Одним из важнейших свойств, присущих зародышу во время эмбрионального развития является способность к самоорганизации, т.е. к восстановлению нормальной, геометрически правильной и полной структуры организма, несмотря на удаление или добавление части материала зародыша. Подобные эмбриональные регуляции впервые систематически начал изучать немецкий ученый Ганс Дриш. Проводя  эксперименты на зародышах морского ежа, Дриш обнаружил, что если разрезать зародыш, состоящий из двух клеток, на две половинки, от анимального полюса до вегетативного, то из каждой половинки разовьется маленький зародыш, являющийся точной, но уменьшенной копией нормального эмбриона. Как выяснил Дриш, сначала у каждой из половинок происходит смыкание краев разреза и образование маленькой шарообразной копии зародыша на стадии бластулы, а затем в каждом маленьком зародыше развивается весь набор уменьшенных копий структур, характерных для большого зародыша. Анализируя эти результаты, Дриш пришел к выводу о том, что подобное упорядоченное развитие уменьшенных структур в половинных зародышах не может быть объяснено с точки зрения существовавших в то время научных представлений. В то время наука знала лишь один способ возникновения новой структуры – на основе некой заранее готовой матрицы, в точности повторяющей все детали возникающей структуры. А явление, которое изучал Дриш, предполагало наличие некоего механизма перерасчета позиции каждой из возникающих анатомических деталей по отношению к зародышу как целому. Действительно, клетки, в норме развивающиеся в аборальную пластинку на анимальном полюсе, после разреза и смыкания краев раны оказывались в непосредственном контакте с клетками, в норме дающими кишку. Однако аборальная пластинка и кишка половинного зародыша развивались не из этих клеток, как в исходном большом зародыше, а из клеток, оказывавшихся, соответственно, на анимальном и вегетативном полюсе маленькой бластулы. Это означает, что судьба клеток половинного зародыша определялась не положением в теле исходного эмбриона, а согласно новому распределению в маленьком зародыше, или, другими словами, не их происхождением, а их пространственным расположением в составе нового целого. Таким образом, своими опытами Дриш продемонстрировал, что развитие живых организмов невозможно полностью объяснить матричным принципом, ведь любая изначальная матрица неминуемо оказалась бы разрезанной в ходе подобного опыта. Лишь во второй половине XX века, в результате развития прикладной математики,  статистической физики и неравновесной термодинамики, стало понятно, что помимо матричного, существует еще один способ образования макроскопических систем, названный динамической самоорганизацией. 
По наличию способности к динамической самоорганизации выделяют две группы организмов: с мозаичным типом развития, у которых отсутствует динамическая самоорганизация, и регуляционным. Специально для объяснения свойств организмов с регуляционным типом развития существует термин морфогенетического поля как примерной области развития данного зачатка организма. Также иногда в понятие морфогенетического поля входит зона вектора градиента веществ, порождаемых этим зачатком. В самоорганизующихся системах изменение геометрических размеров системы не влияет на форму возникающей макроструктуры, а изменяет лишь масштаб формы (масштабная инвариантность).

Однако вплоть до недавнего времени ни для одного из известных случаев эмбриональной самоорганизации не были установлены конкретные действующие компоненты и не описан реальный механизм самоорганизации на основе их взаимодействия. Лишь сравнительно недавно в литературе появились работы, описывающие, как на основе взаимодействий между известными генами и их белковыми продуктами в зародыше могут формироваться самоорганизационные структуры, представляющие собой пространственно-неравномерные распределения концентраций определенных белков и интенсивностей генной экспрессии [2, 3]

Но, несмотря на большой прогресс науки в поиске и идентификации конкретных генов и их продуктов, ответственных за процессы развития организма, роль этих генов и их продуктов как возможных участников процессов самоорганизации в большинстве случаев остаются по-прежнему неизвестными. Отчасти это связано с тем, что, зная только основную структуру генов и свойства продуктов, трудно понять, какие из них действительно вовлечены в процесс самоорганизации. Поэтому важной задачей на данном этапе является выявление таких генов. В частности, одним из подходов к решению этой задачи может быть поиск таких генов, продукты которых проявляют свойства масштабной инвариантности, которые характерны для самоорганизующихся систем.

Как мы уже писали выше, ярким примером самоорганизации является образование уменьшенных, но полноценных эмбрионов в ответ на удаление их частей в ранних периодах развития. Механизм этого явления, как частного случая динамической самоорганизации, тщательно исследовался в течение последнего века, и в результате ученые пришли к выводу, что регенерация утраченных частей является следствием взаимодействия между двумя центрами экспрессии генов: дорсального и вентрального. Эти центры влияют друг на друга посредством различных факторов роста и их антагонистов. Дорсальный центр экспрессирует такие гены, как Chordin, Noggin, BMP2 и ADMP, а вентральный BMP4, BMP7, Sizzled, Crossveinless-2 и семейство генов Tolloid [4]. Белки дорсального и вентрального центра, взаимодействуя между собой, активируют фактор роста BMP. При этом фактор BMP подавляет экспрессию генов дорсального центра и активирует вентральный центр, позволяя им компенсировать друг друга посредством отрицательной обратной связи. Именно этот механизм позволяет эмбрионам возобновлять свой рост и перераспределять направление деления в процессе регенерации утраченных частей. По-видимому, однажды возникнув, такой механизм закрепился естественным отбором и на данный момент присутствует у всех животных, имеющих билатеральную симметрию [5]. 
Тем не менее, проводились исследования, показывающие, что возможности самоорганизации половинок эмбриона имеют некоторые пределы. Например, регенерация в полноценную особь невозможна, если эксперимент поставлен на особи, уже прошедшей этап гаструляции. Из всех таких объектов развивается лишь половина эмбриона. При разделении зародышей, находящихся на стадии 4 или 8 бластомеров, на дорсальную и вентральную части (вместе с разделением на анимальную и вегетативную в случае 8 бластомеров), большинство половинок вообще не образовывали нормального эмбриона. Это говорит о том, что, однажды лишившись дорсального или вентрального полюса, зародыш не способен построить их заново, имея в своем распоряжении другую половину. То же верно и для анимального и вегетативного полюса. То есть, чтобы выращивать таким путем полноценных эмбрионов для проведения исследований, необходимо проводить разрез сагиттально. В то же время авторы показали, что нехватка бластомеров на вегетативном полюсе эмбриона более критична для дальнейшего развития, чем их недостаток на анимальном. Отделенные от эмбриона одиночные бластомеры также не могут образовывать нормальный организм независимо от стадии, но которой они были отщеплены [6].
Ещё ни разу признаки динамической самоорганизации не были выявлены на уровне генной экспрессии. При этом подобные исследования было бы интересно проводить на как можно более ранних стадиях, когда ткани эмбриона ещё не дифференцировались. С этой точки зрения экспрессия гена Brachyury представляется одним из наиболее перспективных кандидатов для подробного изучения. Этот ген начинает экспрессироваться еще на ранних стадиях гаструляции, при этом его экспрессия является одним из непосредственных ответов клеток будущей мезодермы на индукционные сигналы от соседних клеток эндодермы. Таким образом, уровень экспрессии этого гена может быть удобным маркером, позволяющим следить за ранними стадиями процессов самоорганизации, который заключается в изменении ширины мезодермального кольца на стадии средней гаструлы (зачаток мезодермы представляет собой кольцо вокруг бластопора) в ответ на уменьшение размеров зародыша.

Для проведения исследований раннего эмбриогенеза позвоночных очень удобными объектами являются эмбрионы амфибий. Причиной тому являются их большие размеры и относительная простота в обращении. Из всех видов амфибий наиболее удобным является бесхвостое земноводное Xenopus laevis ввиду простоты содержания и способностью размножаться в любое время года в ответ на введение половых гормонов. Еще из достоинств этого земноводного стоит отметить большое число эмбрионов, которые можно получить от одной самки, а также высокая скорость развития эмбрионов. 

Есть несколько методик разделения бластомеров лягушки Xenopus laevis. Например, на ранних этапах исследования данной темы использовалась техника разделения волосом. Волосяная петля набрасывается поперек эмбриона, далее она затягивается и таким образом две половины зародыша отделяются друг от друга [7]. Через некоторое время были разработаны другие методики разделения бластомеров, такие как отделение скальпелем или стеклянной палочкой [5, 6]. В этих случаях имеется больший шанс, что обе части зародыша смогут продолжить развитие. В нашей работе мы использовали разные техники (см. Материалы и методы).
Ввиду всего вышесказанного, в своей работе мы поставили перед собой следующие задачи: 

1.  Получение уменьшенных эмбрионов Xenopus laevis;

2.  Выявление экспрессии гена Brahyury методом гибридизации in situ;

3.  Анализ изменений экспрессии гена Brahyury у экспериментальных эмбрионов.

Материалы и методы

Эмбрионов шпорцевой лягушки (Xenopus laevis) для эксперимента мы получали методом искусственного оплодотворения икры. Для получения икры мы вводили нескольким самкам в спинной лимфатический мешок хорионический гонадотропин человека. Примерно через 15 ч самки откладывали икру, которую мы переносили в чашку Петри и оплодотворяли  семенником самца, заранее удалённым хирургическим путём.    Оплодотворённую икру мы помещали в 0.1×MMR (0.1М NaCl, 2.0 мМ KCl, 1мМ  MgCl₂×6H₂O, 2мМ CaCl₂×2H₂O, 5мМ HEPES, pH 7.4) на 1 час при комнатной температуре.  Затем мы удаляли наружные оболочки эмбрионов, промывая их в водном растворе 2% L-цистеина, после чего снова помещали их в 0.1×MMR.

Далее  мы разделяли всех эмбрионов на 3 равные группы. В дальнейшем все операции с эмбрионами мы проводили в чашках Петри, залитых 2% агарозой, и содержащих 0.7×MMR. В каждой группе часть эмбрионов мы оставляли нетронутыми, в качестве контроля, и содержали их в таких же условиях, как и опытные. Инкубация до нужной стадии проходила при комнатной температуре.

Первую группу эмбрионов мы инкубировали до стадии 4 бластомеров (приложение 1 – далее прил.). После этого мы уменьшали их, разделяя пинцетами на левую и правую половинки так, чтобы в каждой половинке содержались соответствующий анимальный и вегетативный бластомер (прил. 2). При этом у каждой половины сохранялась желточная оболочка (прил. 2-4).  Однако одну из половин, как правило, из-за полученных повреждений мы исключали из эксперимента. Уменьшенных эмбрионов мы помещали в термостат при 12°C сразу после операции.

Вторую группу эмбрионов мы инкубировали до стадии 32 бластомеров, после чего уменьшали их удалением части клеток с анимальных полюсов (примерно 1/3-1/4 от общего числа клеток) с помощью тонкой иглы инсулинового шприца (прил. 7). При этом желточная оболочка остальной части каждого эмбриона оставалась целой. Уменьшенных эмбрионов мы также помещали в термостат при 12°C сразу после операции. 

Третью группу эмбрионов мы инкубировали  до стадии поздней бластулы в термостате при 12°C, после чего уменьшали их удалением части клеток анимального полюса, т.н. «анимальные шапки» с помощью микроножа (прил. 9-10). При этом, как и в предыдущем опыте, мы удаляли примерно 1/3-1/4 от общего числа клеток. Желточная оболочка остальной части эмбрионов также оставалась неповреждённой. 

После всех проведённых операций мы инкубировали всех опытных эмбрионов и контрольных к ним до стадии средней гаструлы (стадия 10.5) (прил. 3-4). После этого мы удаляли у всех эмбрионов пинцетами желточные оболочки. Далее все процедуры проводились на качалке (80 об/мин) и при комнатной температуре. Объём растворов составляет 5 мл. 

Далее мы фиксировали эмбрионов 90 мин при комнатной температуре в MEMFA (3.7% параформальдегид, 2мМ EGTA, 1мМ MgSO₄×7H2O, 0.1мМ MOPS, pH 7.4). Далее мы промывали эмбрионов 3 раза по 5 мин в PTW (1×PBS, 0.1% Tween-20), 1 раз 5 мин в растворе 75% PTW в этаноле, 1 раз 5 мин 50% этанолом, 1 раз 5 мин 75% этанолом, 4 раза 5 мин 96% этанолом, а после этого помещали их в холодильник при -20°C.

Операции проделывались нами 1 раз в неделю в течение всего периода проведения работы.

После того, как мы собрали достаточное число опытных эмбрионов, мы провели гибридизацию in situ. Все процедуры также проводились при комнатной температуре (если отдельно не указана иная температура) и на качалке (80 об/мин). Объём растворов указан для одной пробирки и если он не указан, то составляет 5 мл.

Гибридизацию in situ мы проводили в несколько этапов по протоколу [8]. 

Предгибридизация

Фиксированных эмбрионов мы промывали 3 раза по 20 мин 96% этанолом, после чего переводили в PTW, промывая 5 мин в 75% и 50% этаноле, а затем 75% PTW в этаноле. Спустя 5 мин мы добавляли к эмбрионам 1 мл раствора протеиназы К в PTW (1 мкл/ 10 мл). После этого мы промывали их раствором триэтаноламина (TEA) 2 раза по 5 минут.  После TEA мы промывали эмбрионы 12,5 мкл уксусного ангидрида 5 мин, и добавляли ещё 12, 5 мкл уксусного ангидрида на 5 мин. Далее мы промывали их 2 раза по 5 мин PTW и помещали в охлаждённый (4°C) раствор MEMFA на 20 мин. После этого ещё раз промывали эмбрионы 2 раза по 5 мин PTW. 1 мл PTW мы оставляли и добавляли 250 мкл pH-буфера (50% формамид, 5×SSC, 1 мг/мл Torula RNA, 1×раствор Дэнхардта (0.02% фиколл, 0.02% поливинилпирролидон, 0.02% BSA), 0.1% Tween-20, 0.1% CHAPS, 10мМ EDTA). Этот pH-буфер через 20 мин мы сливали и заменяли на 500 мкл нового, после чего помещали эмбрионы в шейкер на 60°C. Через час мы снова заменяли pH-буфер на 500 мкл нового и оставляли при 60°C примерно на 16 ч.
Гибридизация

Мы сливали pH-буфер и добавляли к эмбрионам раствор РНК-зонда, меченного дигоксегенином, к мРНК Brachiury в pH-буфере (1 мкг/мл), после чего оставляли эмбрионов примерно на 16 ч в шейкере при 60°C. 
Отмывка от РНК-зонда

Мы промывали эмбрионы 2 раза по 30 мин в 0.5 мл pH-буфера при 60°C, после чего промывали их 2 раза по 30 мин раствором 2×SSC (0.015M NaCl, 0.0015M NaCi×2 H₂O) при 60°C, затем 30 мин раствором 0.2×SSC при 60°C и им же ещё 30 мин, но при комнатной температуре. После этого  мы промывали эмбрионы в растворе MAB 2 раза по 5 мин. Затем мы заменяли MAB на 0,5 мл 2% раствора блокирующего реагента в MAB (100мМ малеиновая кислота, 150мМ NaCl, pH 7.5) на 1 ч. Его заменяли 0.5 мл раствора 20% сыворотки и 2% блокирующего реагента в MAB на 120 мин. Далее мы заменяли этот раствор 0.5 мл раствора 20% сыворотки, 2% блокирующего реагента и антител к дигоксегенину, конъюгированных со щелочной фосфатазой, (1:1000) в MAB при 4°C на 16 ч.

Отмывка от антител

5 раз по 70 мин мы промывали эмбрионы раствором MAB и оставляли на 16 ч при 4°C.

Проявление

Мы промывали эмбрионы 2 раза по 10 мин 3 мл буфером для щелочной фосфатазы (100мМ Tрис-HCl (pH 9.5), 50мМ MgCl₂×6H₂O, 100мМ NaCl, 0.1% Tween-20) с добавлением левамизола, после чего проявляли 4 часа в закрытой от воздействия света коробке в 0.5 мл субстрата для щелочной фосфатазы (BMP, Boehringer Mannheim Purple) с левамизолом. После проявления мы 2 раза промывали эмбрионы в 2 мл буфера для щелочной фосфатазы без левамизола  и фиксировали 60 мин в 3 мл MEMFA, после чего оставляли на ночь при 4°C.

Депигментация эмбрионов
Мы заменяли MEMFA на PBS и промывали им эмбрионы 3 раза по 10 мин, затем промывали их 50% этанолом. Далее мы добавляли раствор  10% перекиси водорода в 50% этаноле и обесцвечивали под УФ-лампой 5 часов. После этого мы промывали эмбрионы в 50% этаноле, затем 2 раза в PBS, фиксировали в MEMFA и оставляли при 4°C до фотографирования. 
После проведения гибридизации in situ зона экспрессии гена Brachyury окрасилась в синий цвет (прил. 5-6, 8, 11-12).
После фиксации мы переводили всех эмбрионов в PBS (1.7 мМ KH₂PO₄, 5.2 мМ Na₂HPO₄×7H₂O, 0.15М NaCl, pH 7.4) и в чашках с 2% агарозой фотографировали их под микроскопом с увеличением в 30 раз. У каждого эмбриона мы фотографировали общий вид сверху и вид сбоку с 4 разных положений так, чтобы все участки области экспрессии гена попали в кадр. 

После этого в программе ImageJ [9] мы измеряли диаметр (4 измерения) и ширину кольцевой области экспресии гена Brachyury (4 измерения – максимальная ширина, минимальная ширина и 2 промежуточных значения) проекций эмбрионов на фотографиях. Все измерения мы усредняли, и в итоге для каждого эмбриона нам был известен средний диаметр и средняя ширина области экспрессии Brachyury. 

Полученные данные мы в дальнейшем обрабатывали в  статистической среде R [10]. Мы построили «ящики с усами» (средняя линия – медиана, верхняя и нижняя стороны прямоугольника  –  соответственно верхние и нижние квартили, самая верхняя и самая нижняя черты - минимум и максимум измеряемого показателя) для сравнения диаметра и ширины области экспрессии и диаграммы рассеяния для выявления возможной зависимости между шириной области экспрессии и диаметром эмбрионов. Для выявления возможных достоверных отличий среднего диаметра и средней ширины области экспрессии опытных и контрольных зародышей мы проводили непараметрический тест Вилкоксона.

Результаты

Эмбрионы, уменьшенные на стадии 4 бластомеров

В этом опыте мы получили 9 опытных эмбрионов и столько же исследовали вместе с ними в качестве контроля. Столь малое число опытных эмбрионов объясняется низкой выживаемостью эмбрионов после операции. Также большинство эмбрионов, которые выжили, развивались в бесформенный, а не полноценный уменьшенный эмбрион. 

После проведённой операции эмбрионы продолжали дробиться (т.е. превращались в половину эмбриона на стадии 8 бластомеров), но несколько медленнее, чем контрольные эмбрионы. После этого они либо начинали беспорядочно дробиться и впоследствии погибали, либо дробились так же, как и контрольные, и выживали.
В итоге, средняя ширина области экспрессии Brachyury у выживших опытных эмбрионов  оказалась уменьшенной примерно в 1.5 раза по сравнению с контрольными эмбрионами, а диаметр уменьшился примерно в 1.26 раз. Заметим, что последняя величина хорошо соответствует условию данного опыта - уменьшению объема эмбриона в 2 раза (как известно, при уменьшении объема в 2 раза, диаметр шара должен уменьшиться примерно в 1.26 раза). В подтверждение реальности выявленных изменений, тест Вилкоксона показал достоверные отличия между опытными и контрольными эмбрионами в диаметре (p-value=0.0) и ширине области экспрессии Brachyury (p-value=0.0). На приведённых ниже диаграммах (рис.1, 2) это легко заметить.
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          Рисунок 1. Сравнение диаметра                                        Рисунок 2. Сравнение ширины области                        

          опытных и  контрольных эмбрионов,                               экспрессии у опытных и контрольных

          уменьшенных на стадии 4 бластомеров                           эмбрионов, уменьшенных на стадии 4                                                                                                                      

                                                                                               бластомеров

Как видно, «ящики с усами» на обеих диаграммах довольно похожи, только на первой диаграмме величины колеблются от 3 до 5.5 мм, а на второй – от 0.4 до 1.2 мм. Это может быть одним из признаков  зависимости ширины области экспрессии Brachyury от диаметра эмбриона. Мы предположили, что она прямая – т.е. чем больше диаметр эмбриона, тем шире область экспрессии.

Корреляционный тест Спирмана не показал достоверной взаимосвязи между диаметром и шириной области экспрессии Brachyury у контрольных (p-value=0.249, r=0.433) и опытных (p-value=0.177, r=0.5) эмбрионов. На представленных ниже диаграммах (рис.3, 4) также не прослеживается зависимости между диаметром и шириной области экспрессии, но это может быть связано с причинами, которые мы обсудим далее. Мы хотели узнать, можно ли по нашим данным установить существование подобной зависимости, но не ставили перед собой задачи выяснить, существует ли подобная зависимость
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          Рисунок 3. Зависимость ширины                                     Рисунок 4. Зависимость ширины                        

          области экспрессии  от диаметра                                     области экспрессии  от диаметра

          у эмбрионов, контрольных к                                             у эмбрионов, уменьшенных на стадии

          уменьшенным стадии 4 бластомеров                               4 бластомеров 

Эмбрионы, уменьшенные на стадии 32 бластомеров
В этом опыте мы получили 10 опытных эмбрионов и столько же мы исследовали в качестве контроля к этому опыту. Малое число опытных эмбрионов объясняется несовершенностью нашей методики в этом опыте, вследствие чего многие погибали.

У выживших эмбрионов края образовавшейся на месте удаленных клеток пустоты смыкались, образовывая полноценный, но несколько уменьшенный эмбрион.

У опытных эмбрионов средняя ширина области экспрессии гена Brachyury уменьшилась в 1.33 раза, а диаметр уменьшился в 1.28 раз. Результаты теста Вилкоксона подтверждают достоверные различия между опытными и контрольными эмбрионами в диаметре (p-value = 0.002) и ширине области экспрессии Brachyury (p-value = 0.032).

На диаграммах ниже (рис.5, 6) эти различия хорошо заметны.
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            Рисунок 5. Сравнение диаметра                                      Рисунок 6. Сравнение ширины области                        

            опытных и  контрольных эмбрионов,                             экспрессии у опытных и контрольных

            уменьшенных на стадии 32 бластомеров                       эмбрионов, уменьшенных на стадии 

                                                                                                        32 бластомеров

Как и в прошлом опыте, мы решили проверить, существует ли в этом случае зависимость ширины области экспрессии от диаметра эмбриона. 

Корреляционный тест Спирмана не показал достоверной взаимосвязи между диаметром и шириной области экспрессии у контрольных (p-value = 0.123, r=0.527) и опытных (p-value = 0.608, r=0.188) эмбрионов. На представленных ниже диаграммах (рис.7, 8), как и в первом опыте, не прослеживается зависимости между диаметром и шириной области экспрессии. 
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            Рисунок 7. Зависимость ширины                                   Рисунок 8. Зависимость ширины                        

            области экспрессии  от диаметра                                   области экспрессии  от диаметра

            у эмбрионов, контрольных к                                           у эмбрионов, уменьшенных на стадии

            уменьшенным на стадии 32 бластомеров                      32 бластомеров
Эмбрионы, уменьшенные на стадии поздней бластулы
В этом опыте мы исследовали 12 опытных эмбрионов и столько же контрольных к ним. На самом деле мы получили несколько больше опытных эмбрионов, но отобрали для исследования только 12, чтобы их число не сильно отличалось от числа опытных эмбрионов из предыдущих опытов. В этом опыте выживаемость эмбрионов была довольно высокой, видимо, это связано со сравнительно большой стадией развития эмбрионов. 

Как и в предыдущем опыте, края области, из которой были удалены бластомеры, начинали смыкаться, однако до стадии средней гаструлы они не успевали сомкнуться, поэтому мы фиксировали эмбрионов с небольшим отверстием на анимальном полюсе.

У опытных эмбрионов средняя ширина области экспрессии гена Brachyury  уменьшилась примерно в 1.3 раза по сравнению с контрольными эмбрионами, а диаметр практически  не уменьшился. В подтверждение этому, тест Вилкоксона не показал достоверных отличий между опытными и контрольными эмбрионами в диаметре (p-value = 0.424), но достоверные различия имеются в ширине области экспрессии гена (p-value = 0.001). 

На приведённых ниже диаграммах (рис.9, 10) это отчётливо видно.
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            Рисунок 9. Сравнение диаметра                                       Рисунок 10. Сравнение ширины области                        

            опытных и  контрольных эмбрионов,                              экспрессии у опытных и контрольных

            уменьшенных на стадии поздней                                     эмбрионов, уменьшенных на стадии поздней 

            бластулы                                                                              бластулы    

Как и в остальных опытах, мы решили проверить, можно ли выявить зависимость ширины области экспрессии от диаметра эмбриона.

Корреляционный тест Спирмана не показал достоверной взаимосвязи между диаметром и шириной области экспрессии Brachyury у контрольных (p-value = 0.045, r= 0.586) и опытных (p-value = 0.086, r= -0.515) эмбрионов. На представленной ниже диаграмме (рис.11) можно увидеть прямую зависимость ширины области экспрессии от диаметра эмбриона, но на рис.12 её уже сложно заметить. 
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          Рисунок 11. Зависимость ширины                                 Рисунок 12. Зависимость ширины                        

          области экспрессии  от диаметра                                   области экспрессии  от диаметра

          у эмбрионов, контрольных к                                           у эмбрионов, уменьшенных на стадии

          уменьшенным на стадии поздней                                   поздней бластулы
          бластулы                                                                                

Сравнение 3 опытов

Также мы решили сравнить все 3 типа опытных эмбрионов, чтобы показать различия между ними (рис.13, 14).
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            Рисунок 13. Сравнение диаметров                                 Рисунок 14. Сравнение ширины области                        

            опытных эмбрионов, где 1– уменьшенные                   экспрессии у эмбрионов, где 1 – уменьшенные

            на стадии 4 бластомеров, 2 – на стадии 32                    на стадии 4 бластомеров, 2 – на стадии 32 
            бластомеров, 3 – на стадии поздней бластулы              бластомеров, 3 – на стадии поздней бластулы                          

Из этих диаграмм можно сделать вывод, что диаметр у опытных эмбрионов изменяется только в опыте с уменьшением на стадии 4 и 32 бластомеров, а ширина области экспрессии больше всего уменьшается у эмбрионов, уменьшенных на стадии 4 бластомеров, а изменяется меньше всего у эмбрионов, уменьшенных на стадии поздней бластулы.

Обсуждение

В этой работе на уровне генной экспрессии мы показали зависимость размеров мезодермального зачатка шпорцевой лягушки от общих размеров эмбриона, которую подтверждает факт уменьшения мезодермального зачатка в ответ на уменьшение размеров эмбриона. Несмотря на это, внутри каждой группы мы не обнаружили достоверной взаимосвязи между размером мезодермального зачатка и диаметром эмбриона.

В экспериментах по микрохирургическому уменьшению 3 разными способами общих размеров эмбриона мы показали, что такие операции приводят к закономерному уменьшению области экспрессии раннего маркера мезодермы - гена Brachiury. Важной особенностью является то, что хирургическое изменение размеров эмбрионов в каждом из 3 типов экспериментов проводилось без непосредственного затрагивания той области, из которой в норме развивается мезодерма. Это обстоятельство позволяет утверждать, что механизм, ответственный за разметку границ мезодермальной области  в раннем эмбриогенезе, основан на принципах, характерных для динамических самоорганизующихся систем - далеких от состояния термодинамического равновесия многочастичных систем, поведение частиц в которых диктуется закономерностями коллективной динамики, которые, в свою очередь, зависят от макроскопических параметров, в частности, от общих размеров системы.
Изменение ширины области экспрессии гена Brachyury
В нормальном развитии ген Brachyury начинает экспрессироваться, начиная со стадии поздней бластулы, в клетках будущей мезодермы, которые на этой стадии развития расположены в кольцевой области, вдоль экватора эмбриона.  Как видно из результатов наших опытов, ширина этой кольцевой области уменьшалась у всех трёх типов оперированных эмбрионов. При этом, поскольку во всех опытах данная зона непосредственно не затрагивалась в ходе операций, можно сделать вывод, что ширина области экспрессии гена Brachyury уменьшалась  не в результате удаления части материала этой зоны, а, по-видимому, благодаря общему "перерасчету" ее границ с учетом изменения размеров эмбриона как целого. Данное обстоятельство позволяет утверждать, что в основе разметки границ области эмбриона, дифференцирующейся в мезодерму, лежит не матричный принцип, а механизм самоорганизации, основанный на коллективном взаимодействии клеток всего зародыша в целом.  Кроме того, можно сделать вывод о том, что данный механизм действует, по крайней мере, вплоть до стадии поздней бластулы - наиболее поздняя стадия, на которой мы проводили операции по уменьшению размеров эмбрионов.  Данный вывод хорошо согласуется с результатами работы, в которой было показано, что размеры некоторых органов, развивающихся из мезодермы, могут регулироваться в зависимости от размеров эмбриона вплоть до стадии гаструляции [11]. 

В нашей работе во всех трёх опытах ширина кольца экспрессии Brachyury уменьшалась по-разному. Наиболее сильные изменения наблюдались в случае удаления половины эмбриона на стадии 4 бластомеров. В то же время, удаление нескольких бластомеров, составляющих в сумме от 1/3 до 1/4 объема всего эмбриона, на близкой по времени стадии 32 бластомеров вызывало существенно меньшее изменение средней ширины кольца экспрессии.  Интересно, что удаление приблизительно такого же по объему количества материала эмбриона на значительно более поздней стадии развития (стадия поздней бластулы) приводило к примерно такому же изменению ширины экспрессионного кольца, какое наблюдалось у эмбрионов, оперированных на стадии 32 бластомеров. На основании этого можно предположить, что, по крайней мере, вплоть до стадии поздней бластулы именно общие размеры эмбриона, а не его возраст, являются основным параметром, определяющим размеры зоны экспрессии гена Brachyury, а, соответственно, и размеры мезодермального зачатка. 

В то же время, следует отметить, что последнее предположение носит предварительный характер и требует дальнейшей проверки в систематических опытах по удалению разного количества эмбрионального материала. 

Уменьшение размеров оперированных эмбрионов

Количественно точно судить об уменьшении размеров эмбрионов мы могли только в опыте, в котором на стадии 4 бластомеров удалялась ровно половина материала эмбриона. В двух же других опытах мы всякий раз удаляли не точно детерминированное количество материала, по визуальным оценкам равное 1/3-1/4 общего объема эмбриона. 

Однако, как было выяснено, измеренный таким образом диаметр не может являться надёжным показателем размера эмбриона из-за потери эмбрионами правильной округлой формы в процессе развития и фиксации (прил. 12). Так, достоверное уменьшение диаметра по сравнению с контролем было выявлено только у двух типов опытных эмбрионов: оперированных на стадии 4 и 32 бластомеров.  В то же время, диаметр эмбрионов, оперированных на стадии поздней бластулы и зафиксированных, как и во всех остальных опытах, на стадии начала гаструляции, почти не уменьшался относительно диаметра контрольных эмбрионов. Стоит заметить, что и ширина области экспрессии Brachyury у этого типа опытных эмбрионов уменьшалась минимально по сравнению с  двумя остальными опытами. Причиной этому может являться недостаток времени на регулирование своей формы, т.к. от операции до фиксации проходило примерно 2 часа. В свою очередь, из этого следует, что регуляция размеров области экспрессии гена Brachyury происходит быстрее, чем регуляция формы эмбриона и, соответственно, его диаметра


Также стоит отметить, что диаметры эмбрионов, уменьшенных на стадии 4 и 32 бластомеров, уменьшились на практически равные значения. Возможно, причиной этому является недостаточно большая выборка, и из-за этого нельзя выявить чёткого различия. При этом стоит учитывать, что диаметр, как мы уже отметили, не является надёжным показателем размера эмбриона.

Зависимость области экспрессии гена Brachyury от размера эмбриона
Принимая во внимание вышесказанное, судить о точном характере зависимости размеров области экспрессии гена Brachyury с общими размерами эмбриона можно лишь в опыте с эмбрионами, объем которых уменьшали на стадии 4 бластомеров ровно на половину. Однако статистически эту зависимость на уровне отдельных эмбрионов ни в одном из опытов выявить не удалось из-за ненадёжности диаметра как показателя размера эмбриона (видимо, для выявления подобной зависимости нужно измерять объём эмбриона), а также из-за малых размеров каждой выборки.

Как видно из полученных данных, у этих эмбрионов средняя ширина кольцевой области экспрессии Brachyury была примерно в 1.5 раза меньше контрольной. Если при этом учесть, что объем эмбриона был меньше контрольного в 2 раза, то длина окружности экспрессионного кольца должна была уменьшиться приблизительно в 1.26 раза (Vконтроля/Vопыта)1/3, а вся площадь этой кольцевой области - в 1.89 раза (1.5×1.26), т.е. тоже, как и объем всего эмбриона, уменьшиться примерно в 2 раза. 

Интересно, что эти данные хорошо согласуются с теми особенностями, которыми должен обладать предполагаемый механизм, ответственный за пространственную разметку зачатков органов и тканей эмбриона. А именно, такой механизм должен обеспечивать регуляцию объема каждого зачатка маленького эмбриона в прямой пропорциональной зависимости от его общего объема. Но, поскольку в случае мезодермального зачатка его клетки расположены на стадии поздней бластулы в два слоя вдоль поверхности эмбриона, то их общее число, а значит и объем всего зачатка, оказываются прямо пропорциональны  именно площади области экспрессии гена Brachyury. Таким образом, выявленное нами уменьшение примерно в 2 раза площади экспрессии Brachyury в ответ на двукратное уменьшение общего объема эмбриона можно считать хорошим подтверждением непосредственной связи регуляции экспрессии данного гена с механизмом, обеспечивающим пространственную разметку эмбриона. В свою очередь, это дает основание надеяться, что понять детали этого механизма можно будет, изучая молекулярные особенности пространственной  регуляции экспрессии гена Brachyury.
Выводы.
1.  Установлено, что, хотя во всех 3 типах операций непосредственно не затрагивалась область экспрессии мезодермального маркера - гена Brachyury, эти операции приводили к уменьшению размеров данной области.  Таким образом, в основе регуляции границ области, дифференцирующейся в мезодерму, т.е. области экспрессии гена Brachyury, лежит механизм самоорганизации, действующий, по крайней мере, вплоть до стадии поздней бластулы.

2.  Показано, что в опыте, где объем эмбриона был уменьшен точно в 2 раза (разделение на стадии 4 бластомеров), площадь области экспрессии гена Brachyury, а следовательно, и общий объем зачатка мезодермы, также уменьшались примерно в 2 раза. Таким образом, экспрессия  гена Brachyury может находиться под непосредственным контролем самоорганизационного механизма, обеспечивающего разметку мезодермального зачатка в раннем эмбриогенезе. 
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Приложение
Эмбрионы, уменьшенные на стадии 4 бластомеров
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                   Приложение 1. Контрольный эмбрион на стадии 4 бластомеров
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                  Приложение 2. Эмбрион, уменьшенный на стадии 4 бластомеров.

                  Отчётливо видна желточная оболочка. 
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                    Приложение 3. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы
                 перед фиксацией (стадия гаструлы). Отчётливо видна желточная оболочка
                 у опытного эмбриона
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                  Приложение 4. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы 
               перед  фиксацией   (стадия гаструлы, вид с вегетативного полюса). 

               Отчётливо видна желточная пробка у обоих эмбрионов – признак 

               гаструляции, а также желточная оболочка у опытного эмбриона
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                Приложение 5. Контрольный эмбрион после гибридизации in situ
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                   Приложение 6. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы
                после гибридизации in situ
Эмбрионы, уменьшенные на стадии 32 бластомеров
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                Приложение 7. Эмбрион, уменьшенный на стадии 32 бластомеров 
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                    Приложение 8. Опытный (слева) контрольный (справа) эмбрионы после 
                 гибридизации in situ
Эмбрионы, уменьшенные на стадии поздней бластулы
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                  Приложение 9. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы 
               после операции. Сверху показан удалённый участок
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               Приложение 10. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы 
               перед фиксацией (стадия гаструлы). Сверху показан удалённый участок
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                Приложение 11. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы 
                после гибридизации in situ
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                 Приложение 12. Опытный (слева) и контрольный (справа) эмбрионы 
                 после гибридизации in situ. Отчётливо видна деформация опытного

                 эмбриона
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