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áèîòåõíîëîãèè. Ïðåäëîæåí ñïîñîá ïðîèçâîäñòâà è
ñáîðà ãàìåò ïòèö. Ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò
ïîëó÷åíèå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îò
ïòèö âèäîâ-äîíîðîâ è èõ ââåäåíèå âèäó-ðåöèïèåíòó
ïòèöû in ovo. Ïðè ýòîì. âèä-ðåöèïèåíò ïòèö
îòëè÷àåòñ  îò âèäà-äîíîðà. Äàëåå èíêóáèðóþò âèä-

ðåöèïèåíò äî âûëóïëåíè , âûðàùèâàþò äî ïîëîâîé
çðåëîñòè è ïðîâîä ò ñáîð ãàìåò âèäà-äîíîðà ó
âèäà-ðåöèïèåíòà. Ñïîñîá ïîçâîë åò óñêîðèòü
ïîëó÷åíèå ñïåðìàòîçîèäîâ ó ìåäëåííî
âçðîñëåþùèõ ïòèö è óìåíüøèòü çàòðàòû íà
ïîääåðæàíèå ñòàä ïðîèçâîäèòåëåé. Èçîáðåòåíèå
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â ïòèöåâîäñòâå. 10 ç.ï.
ô-ëû, 1 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology and poultry keeping, in

particular, production and collection of bird's gametes.
SUBSTANCE: method involves obtaining embryo

stem cells from donor-kind birds and introducing
stem cells in-ovo to recipient-kind birds, with
recipient-kind birds differing from donor-kind
birds; incubating recipient-kind cells to pecking

stage; growing to sexual maturity phase and
collecting gametes of donor-kind birds from
recipient-kind birds.

EFFECT: intensified production of spermatozoa
of slowly growing-up birds and reduced expenses
for keeping of producing male flock.
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Îáëàñòü èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  ñïîñîáîâ ïåðåíîñà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

ïòèöàì äë  ïðîäóöèðîâàíè  ó íèõ ãàìåò. Ïîäîáíûå ñïîñîáû ïðèìåíèìû äë  îõðàíû
âûìèðàþùèõ âèäîâ ïòèö, äë  ñîêðàùåíè  âðåìåíè, íåîáõîäèìîãî äë  ïîëó÷åíè 
ñïåðìàòîçîèäîâ îò ìåäëåííî âçðîñëåþùèõ ïòèö, òàêèõ, êàê èíäåéêè, óìåíüøåíè  çàòðàò íà
ïîääåðæàíèå ñòàä ïðîèçâîäèòåëåé è èçìåíåíè  ñîîòíîøåíè  ïîëîâ â ñòàäàõ ïîòîìêîâ (ò.å.
óâåëè÷åíè  ýôôåêòèâíîñòè ïðîèçâîäñòâà).

Ïðåäïîñûëêè äàííîãî èçîáðåòåíè 
Âîçìîæíîñòü áîëåå ëåãêîãî ïîëó÷åíè  ãàìåò îïðåäåëåííûõ âèäîâ ïòèö áûëà áû

èñêëþ÷èòåëüíî ïîëåçíà äë  âåòåðèíàðèè ïòèö è â ïòèöåâîä÷åñêèõ õîç éñòâàõ. Äë 
âûìèðàþùèõ âèäîâ, òàêèõ, êàê àìåðèêàíñêèé æóðàâëü, áóäåò êðàéíå ïîëåçíî èìåòü ãîòîâûé
çàïàñ ìóæñêèõ ñïåðìàòîçîèäîâ. Äë  êîììåð÷åñêîé ïòèöû, òàêîé, êàê èíäåéêà, áûëî áû
æåëàòåëüíî áîëåå áûñòðîå è ýêîíîìè÷íîå ïîëó÷åíèå ìóæñêèõ ñïåðìàòîçîèäîâ. Äë 
ïðîèçâîäñòâà ì ñà æåëàòåëüíî èìåòü ñïîñîáû èçìåíåíè  ñîîòíîøåíè  ïîëîâ ïòèö â ñòàäå.
Òàêèì îáðàçîì, åñòü íåîáõîäèìîñòü â íîâûõ ñïîñîáàõ ïîëó÷åíè  ñïåðìàòîçîèäîâ ïòèö.

Õèìåðàìè íàçûâàþò îðãàíèçìû, ñîñòî ùèå èç êëåòîê, ïîëó÷åííûõ áîëåå èç ÷åì îäíîé
çèãîòû. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå õèìåðû áûëè èñïîëüçîâàíû äë  èçó÷åíè  âçàèìîäåéñòâè 
ìåæäó êëåòêàìè è àíàëèçà ïîòîìêîâ êëåòîê â ïðîöåññå ðàçâèòè  (À.McLaren, Mammalian
Chimeras. Cambridge University Press, Cambridge (1976)). Êîãäà õèìåðû ïîëó÷àþò,
èñïîëüçó  ìàòåðèàë, ïîëó÷åííûé îò î÷åíü ðàííèõ ýìáðèîíîâ, ðàçâèâàþòñ  îðãàíèçìû,
ñîäåðæàùèå ïîëíóþ ñìåñü ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé. Åñëè íà÷àëüíûé ìàòåðèàë âêëþ÷àåò
êëåòêè ðàííåãî çàðîäûøà èëè èõ ïðåäøåñòâåííèêè, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ýòîãî îñîáè
áóäóò ïðîèçâîäèòü ãàìåòû ñ ãåíîòèïàìè êàê äîíîðà, òàê è ðåöèïèåíòà. Ê òîìó æå õèìåðû
ìîãóò áûòü âíóòðèâèäîâûìè, ò.å. ìåæäó çèãîòàìè òîãî æå âèäà, èëè ìåæâèäîâûìè, ò.å.
ìåæäó äâóì  ðàçíûìè âèäàìè.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ïòèö, êàê è êëåòêè çàðîäûøà äðóãèõ
ïîçâîíî÷íûõ,  âë þòñ  âíåãîíàäíûìè ïî ïðîèñõîæäåíèþ è äîëæíû ïðåòåðïåòü ñëîæíîå
ïóòåøåñòâèå äë  òîãî, ÷òîáû äîñòè÷ü ãîíàäû. Ïåðåíîñ áëàñòîäåðìàëüíûõ êëåòîê è
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îáðàçîâûâàë çàðîäûøåâûå õèìåðû ïòèö.

Reynaud (J. Embryol. Exp. Morphol. 21:485-507 (1969)), ïèîíåð â ïîëó÷åíèè
çàðîäûøåâûõ õèìåð ïòèö, ñîîáùàë î ïîëó÷åíèè çàðîäûøåâûõ õèìåð èíäåéêà-êóðèöà
ïîñðåäñòâîì âíóòðèñîñóäèñòîãî ïåðåíîñà ðàçäåëåííûõ êëåòîê ñåðïîâèäíîãî òåëà
çàðîäûøà â ïðåäâàðèòåëüíî ñòåðèëèçîâàííûé ýìáðèîí öûïëåíêà (âûïîëíåíî ïîñðåäñòâîì
âîçäåéñòâè  íà ñåðïîâèäíîå òåëî ðåöèïèåíòà óëüòðàôèîëåòîì). ÝÑÊ, ïîëó÷åííûå
ìåõàíè÷åñêèì ðàçúåäèíåíèåì ýíäîäåðìû ñåðïîâèäíîãî òåëà çàðîäûøà (ñòàäè  5), áûëè
èíúåêöèðîâàíû â êðîâåíîñíûå ñîñóäû ýìáðèîíà öûïëåíêà (3-5 äíåé èíêóáàöèè). Ïåðåä
èíúåêöèåé ýìáðèîíû ðåöèïèåíòà áûëè ñòåðèëèçîâàíû íà ñòàäèè 8-10 (Í&Í)
óëüòðàôèîëåòîâûì èçëó÷åíèåì; îäíàêî ñòåðèëèçàöè  íå áûëà çàâåðøåíà. ÝÑÊ èíäåéêè â
ýìáðèîíå öûïëåíêà îïðåäåë ëè èñêëþ÷èòåëüíî íà îñíîâå ñîîòíîøåíè  èõ íóêëåîïëàçìû.
Òàêîé ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè áûë ñëîæíûì è òîíêèì è íå ìîã áûòü èñïîëüçîâàí äë 
àêòèâíî äåë ùèõñ  ÝÑÊ èíäåéêè, òàê êàê äåë ùèåñ  ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè äàâàëè
àáåððàíòíîå íóêëåîïëàçìàòè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå. Â ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíè õ
ïåðåíåñåííûì ÝÑÊ ïîçâîë ëè ñîçðåâàòü â ãîíàäàõ õîç èíà, è î÷åâèäíî, îíè ìîãëè äàòü
íà÷àëî ãàìåòàì, íî îíè áûëè íåïðèìåíèìû äë  îïëîäîòâîðåíè  (Wilhelm Roux Arch. Dev.
Bio. 179:85-110(1976)). Ýòè ñïåðìàòîçîèäû áûëè íåñïîñîáíû îïëîäîòâîð òü èíäþøà÷üè
 éöà. Îíè îïëîäîòâîð ëè êóðèíûå  éöà, íî íîðìàëüíîãî ðàçâèòè  íå ïðîèñõîäèëî.
Êóðèíûå ñïåðìàòîçîèäû áûëè ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü  éöà, ïîëó÷åííûå îò ñàìîê
ìåæâèäîâûõ õèìåð, íî îíè íå âûçûâàëè ðàçâèòèå ýìáðèîíà. Êîãäà  éöà îïëîäîòâîð ëè
ñïåðìàòîçîèäàìè èíäþêà, îíè ðàçâèâàëèñü â íåíîðìàëüíûå ýìáðèîíû, êîòîðûå íå æèëè
äîëüøå ñòàäèè 38 (Í&Í). Reynaud èñïîëüçîâàë ìîðôîëîãèþ êàê åäèíñòâåííóþ
îòëè÷èòåëüíóþ õàðàêòåðèñòèêó â ïîïûòêå ðàçëè÷èòü çàðîäûøåâûå êëåòêè èíäþêà îò
ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê öûïëåíêà. Îäíà òîëüêî ìîðôîëîãè  íåäîñòàòî÷íà äë  îïðåäåëåíè 
õèìåð è äîëæíà áûòü äîïîëíåíà äðóãèìè ìàðêåðàìè. Êðîìå ýòîãî, ñîãëàñíî Aig-Gill è
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Simkiss (Brit. Poul. Sci. 32:427-438 (1991)), ïðèñóòñòâèå ãàìåò èíäþêà íå áûëî
ïîêàçàíî â ïðîáíûõ ñïàðèâàíè õ. Òàêèì îáðàçîì, îñòàëàñü ïîòðåáíîñòü â íîâûõ ñïîñîáàõ
ïîëó÷åíè  è ïåðåíîñà ãàìåò ïòèö.

Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè 
Ñïîñîá ïðîèçâîäñòâà è ñáîðà ñïåðìû ïòèö âêëþ÷àåò ñòàäèè: ïîëó÷åíè  ýìáðèîíàëüíûõ

ñòâîëîâûõ êëåòîê îò ïòèö âèäà-äîíîðà; ââåäåíè  ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïòèöàì
âèäà-ðåöèïèåíòà in ovo; èíêóáèðîâàíè  ïòèöû âèäà-ðåöèïèåíòà äî âûëóïëåíè ; è çàòåì
ñáîðà ñïåðìû âèäà äîíîðà îò âèäà ðåöèïèåíòà. Íàïðèìåð, âèäîì-äîíîðîì ìîæåò áûòü
àìåðèêàíñêèé æóðàâëü, à ðåöèïèåíòîì ìîæåò áûòü êàíàäñêèé æóðàâëü. Â äðóãîì ïðèìåðå
âèäîì äîíîðîì ìîæåò áûòü èíäþê, à âèäîì-ðåöèïèåíòîì ìîæåò áûòü êóðèöà.

Ó ïòèö, â îòëè÷èè îò ìëåêîïèòàþùèõ, ñàìåö  âë åòñ  ãîìîãàìåòíûì ïîëîì (ZZ) à ñàìêà
 âë åòñ  ãåòåðîãàìåòíûì ïîëîì (Zw). Ïîýòîìó ó ïòèö ñàìêà îïðåäåë åò ïîë ïîòîìñòâà,
ïîñêîëüêó îíà ïðîäóöèðóåò  éöà, íåñóùèå Z èëè w õðîìîñîìû. Òàêèì îáðàçîì, êàê
ïîêàçàíî íèæå, ïðè ïåðåíîñå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñàìöà ýìáðèîíó-õîç èíó
ñàìêè, ïðîöåíò ïðîäóöèðóåìûõ ýòèì õîç èíîì  èö, íåñóùèõ Z-õðîìîñîìó, óâåëè÷èâàåòñ ,
êàê óâåëè÷èâàåòñ  è ïðîöåíò ïîòîìêîâ-ñàìöîâ. Óâåëè÷åíèå ïðîöåíòà ïîòîìêîâ ìóæñêîãî
ïîëà â ñòàäàõ áðîéëåðîâ  âë åòñ  ýêîíîìè÷åñêè æåëàòåëüíûì áëàãîäàð 
ñîîòâåòñòâóþùåìó óâåëè÷åíèþ ñîîòíîøåíè  êîíâåðñèè ïèùè è áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòè
ïðîäóêöèè ì ñà, äîñòèãàåìîé òàêèì îáðàçîì.

Òàêèì îáðàçîì, âòîðûì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñïîñîá óâåëè÷åíè 
÷èñëà ïòèö-ñàìöîâ, âûâåäåííûõ èç ìàññû  èö, âêëþ÷àþùèé ñòàäèè: ââåäåíè  ñàìêå ïòèöû
in ovo ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ñàìöà (ZZ); èíêóáèðîâàíè  ñàìêè-ïòèöû äî
âûëóïëåíè ; âûðàùèâàíèå ñàìêè-ïòèöû äî ïîëîâîé çðåëîñòè; è çàòåì ðàçìíîæåíèå äë 
ïîëó÷åíè  ìàññû ôåðòèëüíûõ ïòè÷üèõ  èö (ñ ñîîòíîøåíèåì ñàìöû/ñàìêè â  éöàõ,
ïîëó÷åííûõ îò ýòîé ïòèöû, áîëüøèì, ÷åì â ñëó÷àå, êîãäà ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
ñàìöà íå ââîäèëè ñàìêå ïòèöû in ovo). Â òèïè÷íîì ñëó÷àå äàëåå ýòîò ñïîñîá âêëþ÷àåò
ñòàäèþ èíêóáèðîâàíè  ìàññû ïòè÷üèõ  èö äî âûëóïëåíè  (ñ ñîîòíîøåíèåì ñàìöû/ñàìêè,
ïîëó÷åííûõ âî âñåé ìàññå  èö, áîëüøèì, ÷åì â ñëó÷àå, êîãäà ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ñàìöà íå ââîäèëè ñàìêå ïòèöû in ovo). Ñàìêà ïòèöû ìîæåò áûòü ëþáîãî
ïîäõîä ùåãî âèäà, òàêîãî, êàê êóðèöà èëè èíäåéêà, è ââîäèìûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ïðåäïî÷òèòåëüíî îò òîãî æå âèäà, ÷òî è ñàìêà, êîòîðîé èõ ââîä ò.

Âûøåóïîì íóòûå è äðóãèå îáúåêòû è àñïåêòû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äåòàëüíî
îáú ñí þòñ  â îïèñàíèè, ïðèâåäåííîì íèæå.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  äàííîãî èçîáðåòåíè 
Òåðìèíû "ïòèöà" èëè "âèä ïòèö" èñïîëüçîâàíû çäåñü â îòíîøåíèè ê ëþáîìó âèäó ïòèö,

âêëþ÷à  êóðèöó, èíäåéêó, óòêó, ãóñåé, ïåðåïåëà, ôàçàíà, ñòðàóñà, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ 
èìè. Ëþáîé èç ìíîãî÷èñëåííûõ äðóãèõ âèäîâ ïòèö ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë 
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â ÷àñòíîñòè, êîãäà îíî èñïîëüçóåòñ  äë  îõðàíû
âûìèðàþùèõ âèäîâ, òàêèõ, êàê àìåðèêàíñêèé æóðàâëü (ãäå âèäîì-ðåöèïèåíòîì áûë áû
êàíàäñêèé æóðàâëü).

Òåðìèí " éöî" èñïîëüçóåòñ  ïî îòíîøåíèþ ê ïòè÷üèì  éöàì, ñîäåðæàùèì æèâûå
ýìáðèîíû ïòèö.

Òåðìèí "ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè" èëè "ÝÑÊ", èñïîëüçóåòñ  ïî îòíîøåíèþ ê
íàèáîëåå äèôôåðåíöèðîâàííîé äèïëîèäíîé ëèíèè êëåòîê ýìáðèîíà, êîòîðûå, â êîíå÷íîì
èòîãå, ðàçîâüþòñ  â ãàïëîèäíûå ãàìåòû (êàê ñïåðìó, òàê è  éöåêëåòêè).

Òåðìèí "àíòèòåëî SSEA-1" îòíîñèòñ  ê àíòèòåëó, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîíîêëîíàëüíîìó
àíòèòåëó, êîòîðîå ñïåöèôè÷åñêè ñâ çàíî ñî ñòàäèîñïåöèôè÷åñêèì ýìáðèîíàëüíûì
àíòèãåíîì-1 (SSEA-1; (M.Buehr Exp. Cell. Res. 232:194-207 (1997)). SSEA-1  âë åòñ 
óãëåâîäíûì ýïèòîïîì, äåòåðìèíèðîâàííûì ñâ çüþ ãàëàêòîçà β1→4 ôðóêòîçà α1→3N
àöåòèëãëþêîçàêèí (Í.Gooi et al.., Nature 292, 156-158 (1981)). Ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî íà SSEA-1 ðàçâèâàëè ïîñðåäñòâîì ñëè íè  êëåòîê ìèåëîìû ìûøè ñ êëåòêàìè
ñåëåçåíêè ìûøè, êîòîðà  áûëà èììóíèçèðîâàíà êëåòêàìè òåðàòîêàðöèíîìû F9 (D.Solter
and B.Knowles, Proc. Natl. Acad. Scl. USA, 75, 5565-5569 (1978)). Àíòèòåëî SSEA-1
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èçâåñòíî êàê èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ìàðêåð çàðîäûøåâûõ êëåòîê ïòèö (L.Karagenc et al.,
Dev. Genet. 19, 290-301 (1996)). Â ÷àñòíîñòè, ïðåäïî÷òèòåëåí êëîí ÌÑ 480, êîòîðûé
ìîæåò áûòü ïîëó÷åí â Developmental Studies Hybridoma Bank, óíèâåðñèòåò Àéîâà, ãîðîä
Àéîâà, Àéîâà, ÑØÀ.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìîæíî ïîëó÷àòü è ðåöåïòóèðîâàòü äë  ïðîâåäåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïî ëþáîé ïîäõîä ùåé ñïîñîáèêå, ñîõðàí òü, çàìîðàæèâàòü,
êóëüòóðèðîâàòü è òîìó ïîäîáíîå ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì, åñëè íåîáõîäèìî. Íàïðèìåð,
ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìîæíî îòáèðàòü ó ýìáðèíîíîâ-äîíîðîâ íà
ñîîòâåòñòâóþùåé ýìáðèîíàëüíîé ñòàäèè (ñì., íàïðèìåð (V.Hamburger and H.L.Hamilton, A
series of Normal Stages in. the Development of the Chick, Journal of Morphology, 68,
49-42 (1951) (Ýòè ñòàäèè îòíîñ òñ  ê Í&Í ñòàäè ì â íåì) ñòàäèè 4 èëè ýìáðèîíàëüíîé
ñòàäèè ñåðïîâèäíîãî òåëà, äî ñòàäèè 30, ñ êëåòêàìè îòîáðàííûìè èç êðîâè èëè ãîíàä íà
áîëåå ïîçäíèõ ñòàäè õ). Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ, ïî
ðàçìåðó âäâîå áîëüøå ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê è èõ ëåãêî îòëè÷èòü è îòäåëèòü íà îñíîâå
ðàçìåðà. Ìóæñêèå (èëè ãîìîãàìåòíûå) ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ZZ) ìîæíî
îòëè÷èòü îò ãåòåðîãàìåòíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Zw) ëþáûì ïîäõîä ùèì
ñïîñîáîì, òàêèì, êàê ñáîð ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê îò êîíêðåòíîãî äîíîðà è òèïèçàöè 
äðóãèõ êëåòîê îò ýòîãî äîíîðà, ñîáðàííûõ êëåòîê òîãî æå õðîìîñîìíîãî òèïà, êàê
òèïèçèðîâàííûõ êëåòîê. Êëåòêè ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû äë  ââåäåíè  æèâîòíûì
ïîñðåäñòâîì ðàçäåëåíè  êëåòîê (ò.å. ìåõàíè÷åñêîãî ðàçäåëåíè ) è òîíêîãî ïðèìåøèâàíè 
êëåòîê ê ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìîìó íîñèòåëþ (íàïðèìåð, ôîñôàòíûé áóôåð, ñîëåâîé
ðàñòâîð). Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè -ïðåèìóùåñòâåííî ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ãîíàä èëè ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè êðîâè ("ãîíàä" èëè "êðîâè" ïî
îòíîøåíèþ ê èõ òêàíè èëè ïðîèñõîæäåíèþ â èñõîäíîì ýìáðèîíàëüíîì äîíîðå), íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ãîíàä. Ââîäèìûå ýìáðèîíàëüíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè ìîãóò áûòü ãåòåðîãàìåòíûìè (Zw) èëè ãîìîãàìåòíûìè (ZZ) â çàâèñèìîñòè
îò êîíêðåòíîãî îáúåêòà ââåäåíè . ÝÑÊ ïðåäïî÷òèòåëüíî ââîäèòü â ôèçèîëîãè÷åñêè
ïðèåìëåìîì íîñèòåëå, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðè ðÍ îò ïðèìåðíî îò 6 äî 8 èëè 8,5; â
ïîäõîä ùåì êîëè÷åñòâå äë  äîñòèæåíè  æåëàåìîãî ýôôåêòà (íàïðèìåð îò 100 äî 1000
ÝÑÊ íà ýìáðèîí). ÝÑÊ ìîæíî ââîäèòü áåç äðóãèõ èíãðåäèåíòîâ èëè êëåòîê, èëè äðóãèå
êëåòêè èëè èíãðåäèåíòû ìîãóò ââîäèòüñ  âìåñòå ñ ÝÑÊ.

Ââåäåíèå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê æèâîòíîìó-ðåöèïèåíòó in ovo ìîæåò
ïðîâîäèòüñ  â ëþáîå ïîäõîä ùåå âðåì , êîãäà ÝÑÊ âñå åùå ìîãóò ìèãðèðîâàòü â
ðàçâèâàþùèåñ  ãîíàäû. Â öåëîì ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ââåäåíèå îñóùåñòâë ëîñü ñî
ñòàäèè 13 èëè 14 äî ñòàäèè 18 (Í&Í) ðàçâèòè  ýìáðèîíà, è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íà
ñòàäèè 15. Äë  öûïëåíêà, òàêèì îáðàçîì, âðåìåíåì ââåäåíè   âë þòñ  äíè 1, 2, 3 èëè 4
ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòè , íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî äíè îò 2 äî 2,5. Îáû÷íî ââåäåíèå
îñóùåñòâë þò ïîñðåäñòâîì èíúåêöèè â êàêóþ-ëèáî öåëåâóþ îáëàñòü, òàêóþ, êàê îáëàñòü,
îïðåäåëåííóþ àìíèîíîì (âêëþ÷à  ýìáðèîí), æåëòî÷íûé ìåøîê è ò.ï. Èíúåêöè 
íåïîñðåäñòâåííî â ýìáðèîí (âêëþ÷à  ñòåíêó òåëà ýìáðèîíà) ïðåäïî÷òèòåëüíà,
âíóòðèñîñóäèñòà  èëè âíóòðèöåëîìè÷åñêà  èíúåêöè  â ýìáðèîí îñîáåííî
ïðåäïî÷òèòåëüíà. Ñïîñîáû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü îñóùåñòâëåíû ñ èëè áåç
ïðåäâàðèòåëüíîé ñòåðèëèçàöèè ïòèöû-ðåöèïèåíòà in ovo. ("ñòåðèëèçàöè " çíà÷èò
ïðèâåäåíèå ê ñîñòî íèþ, ïðè êîòîðîì ïðîäóêöè  ãàìåò ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíà). Ïðè
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  äàííîãî èçîáðåòåíè  ýìáðèîíàëüíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè ââîä ò ðåöèïèåíòó in ovo, áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ñòåðèëèçàöèè. Êîãäà
ãàìåòû äîíîðà ñîáèðàþò îò òàêîãî ðåöèïèåíòà, èõ ìîæíî ñîáèðàòü â ñìåñè ñ ãàìåòàìè
äîíîðà è èñïîëüçîâàòü â âèäå ïîäîáíîé ñìåñè èëè ñìåñè, îáðàáîòàííîé äë  óâåëè÷åíè  â
íåé äîëè ãàìåò äîíîðà.

Ââåäåíèå ÝÑÊ ìîæíî ïðîèçâîäèòü ïîñðåäñòâîì ââåäåíè  ÝÑÊ êàê òàêîâûõ èëè
ïîñðåäñòâîì ââåäåíè  êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö, êîòîðûå ðàçâèâàþòñ  â ÝÑÊ óæå â ñóáúåêòå
(â îñîáåííîñòè, êîãäà èçîáðåòåíèå ïðèìåí åòñ  äë  òîãî, ÷òîáû èçìåíèòü ñîîòíîøåíèå
ïîëîâ â ïîòîìñòâå). Íàïðèìåð, ââåäåíèå ìîæåò ïðîèçâîäèòüñ  ïîñðåäñòâîì èíúåêöèè
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ïòèöå áëàñòîäåðìàëüíûõ êëåòîê, êîãäà áëàñòîäåðìàëüíûå êëåòêè äèôôåðåíöèðóþòñ  â
ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè â ïòèöå in vivo.

Êîãäà ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè èñïîëüçóþò äë  ïîëó÷åíè  è ñáîðà ãàìåò ïòèö
(ñïåðìó,  éöåêëåòêè), ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ââîä ò in ovo âèäó-ðåöèïèåíòó,
îòëè÷íîìó îò âèäà-äîíîðà, îò êîòîðîãî áûëè ïîëó÷åíû ÝÑÊ. Ðåöèïèåíòà çàòåì èíêóáèðóþò
äî âûëóïëåíè  è âûðàùèâàþò äî ïîëîâîé çðåëîñòè, è ñîáèðàþò ñïåðìàòîçîèäû èëè
 éöåêëåòêè âèäà äîíîðà, âñå â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáèêàìè. Íàïðèìåð, â
ñëó÷àå âûìèðàþùèõ âèäîâ, âèäîì-äîíîðîì ìîæåò áûòü àìåðèêàíñêèé æóðàâëü, à âèäîì-
ðåöèïèåíòîì ìîæåò áûòü êàíàäñêèé æóðàâëü. Â äðóãîì ïðèìåðå, êàñàþùåìñ 
êîììåð÷åñêîãî ïðîèçâîäñòâà ïòèöû, âèäîì-äîíîðîì ìîæåò áûòü èíäåéêà, à âèäîì
ðåöèïèåíòîì ìîæåò áûòü êóðèöà.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè äë  óâåëè÷åíè  ÷èñëà èëè ñîîòíîøåíè  ïòèö-ñàìöîâ, âûâîä ùèõñ 
èç ãðóïïû  èö, äàííîå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò ââåäåíèå ñàìêå ïòèöû in ovo ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ñàìöà. Ïîë ïòèöû in ovo ìîæåò áûòü îïðåäåëåí ïðåäâàðèòåëüíî èëè
îïðåäåëåí ïîñëå âûëóïëåíè . Ïòèöó çàòåì èíêóáèðóþò äî âûëóïëåíè , ïðè íåîáõîäèìîñòè
îïðåäåë þò ïîë ïòèöû, âûðàùèâàþò äî ïîëîâîé çðåëîñòè è ðàçìíîæàþò, ñêðåùèâà  ñ
ïîäõîä ùèì ñàìöîì-ïðîèçâîäèòåëåì â ñîîòâåòñòâèè ñ èçâåñòíûìè ñïîñîáèêàìè. Âñþ
ìàññó ôåðòèëüíûõ  èö, îòëîæåííûõ ýòîé ïòèöåé, çàòåì ñîáèðàþò è îáû÷íûì ñïîñîáîì
èíêóáèðóþò äî âûëóïëåíè , è ïîëó÷èâøèõñ  ïòèö âûðàùèâàþò â òå÷åíèå, êàê ìèíèìóì,
äâóõ èëè òðåõ íåäåëü. Ñîîòíîøåíèå ñàìöîâ ê ñàìêàì ó  èö (èëè ïòèö) ïðîèçâåäåííûõ
äàííîé ñàìêè áîëüøå, ÷åì ïîëó÷åííîå â îòñóòñòâèè ââåäåíè  ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ñàìöà ýòîé ñàìêå in ovo. Ïîäîáíûå ñïîñîáû îáû÷íî èñïîëüçóþò äë  âèäîâ ïòèö,
êîòîðûå âûðàùèâàþò äë  ïðîèçâîäñòâà ì ñà, òàêèõ, êàê êóðû, èíäåéêè, óòêè è ò.ï.

Ââåäåíèå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê in ovo ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  ïî ëþáîé
ïîäõîä ùåé ìåòîäèêå êàê âðó÷íóþ, òàê è àâòîìàòè÷åñêèì ñïîñîáîì. Ïðåäïî÷òèòåëüíà
èíúåêöè . Ìåõàíèçì ââåäåíè  in ovo íå  âë åòñ  êðèòè÷íûì, íî ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû
ñïîñîá íå ïîâðåæäàë ÷ðåçìåðíî òêàíè è îðãàíû ýìáðèîíà èëè ýêñòðàýìáðèîíàëüíûå
îáîëî÷êè, îêðóæàþùèå åãî, òàê, ÷òîáû äàííà  îáðàáîòêà íå óìåíüøàëà ÷ðåçìåðíî
êîëè÷åñòâî âûëóïèâøèõñ  ïòåíöîâ. Øïðèö äë  ïîäêîæíûõ èíúåêöèé, ïîäõîä ùèé äë  èãë
ïðèìåðíî îò íîìåðà 18 äî íîìåðà 26 óäîáåí äë  ýòîé öåëè. Â çàâèñèìîñòè îò òî÷íîé
ñòàäèè ðàçâèòè  è ïîëîæåíè  ýìáðèîíà, èãëà äëèííîé â îäèí äþéì ìîæåò äîñòàòü êàê
æèäêîñòü íàä ïòåíöîì, òàê è ñàìîãî ïòåíöà. Ïðåäâàðèòåëüíîå îòâåðñòèå ìîæåò áûòü
ïðîáèòî èëè ïðîñâåðëåíî â ñêîðëóïå äî ââåäåíè  èãëû, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü ïîâðåæäåíèå
èëè çàòóïëåíèå èãëû. Åñëè íóæíî,  éöî ìîæíî çàïå÷àòàòü ìàòåðèàëîì, â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè íåïðîíèöàåìûì äë  áàêòåðèé, òàêèì, êàê âîñê èëè ïîäîáíûì, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü
ïîñëåäóþùåå ïðîíèêíîâåíèå íåæåëàòåëüíûõ áàêòåðèé. Ïðåäñòàâë åòñ , ÷òî
âûñîêîñêîðîñòíà  èíúåêöèîííà  ñèñòåìà äë  ýìáðèîíîâ ïòèö áóäåò îñîáåííî óäîáíà äë 
ïðèìåíåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ìíîãî÷èñëåííûå óñòðîéñòâà ïîäîáíîãî ðîäà
äîñòóïíû, îáðàçöîì ìîæåò ñëóæèòü ñèñòåìà EMBREX INVOJECT (îïèñàííà  â ïàòåíòàõ
ÑØÀ ¹¹4681063 è 4903625 Hebrank) è ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹4040388, 4469047 è 4593646
Miller. Îòêðûòè  âñåõ ïàòåíòîâ ÑØÀ öèòèðîâàííûõ çäåñü, âêëþ÷åíî ñþäà âî âñåé ïîëíîòå
ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Âñå ïîäîáíûå óñòðîéñòâà, áóäó÷è àäàïòèðîâàííûìè äë  ïðàêòèêè ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò èíúåêòîð, ñîäåðæàùèé ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, ðåöåïòóèðîâàííûå, êàê çäåñü îáñóæäàëîñü, ïðè ýòîì èíúåêòîð, ðàñïîëîæåííûé
òàê, ÷òîáû äåëàòü èíúåêöèè â  éöî, ïåðåìåùàåìîå àïïàðàòîì ñ ñîîòâåòñòâóþùèì
ïîëîæåíèåì  éöà, êàê îáñóæäàëîñü âûøå. Êðîìå òîãî, èíúåöèðóþùåå óñòðîéñòâî ìîæåò
áûòü ñíàáæåíî çàïå÷àòûâàþùèì óñòðîéñòâîì, ÷òîáû çàïå÷àòûâàòü îòâåðñòè  â  éöå ïîñëå
èíúåêöèè.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îïèñàíî áîëåå ïîäðîáíî â ïîñëåäóþùèõ íå èñ÷åðïûâàþùèõ
Ïðèìåðàõ.

Ïðèìåðû 1-8
Ìàòåðèàë è ñïîñîáû.
ÏÐÈÌÅÐ 1

Ñòðàíèöà: 6

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 294 099 C2

Âûäåëåíèå è âåðèôèêàöè  ïëàçìèäû.
Òðàíñôîðìèðîâàííûå DH5 àëüôà-êëåòêè, ïîëó÷åííûå äð. Ì.Ìàöêå, áûëè íàíåñåíû íà

ëàáîðàòîðíûå ÷àøêè, ñîäåðæàùèå àíòèáèîòèêè àìïèöèëëèí (20 ìêã/ë) + ìåòèöèëëèí (80
ìêã/ë) è îñòàâëåíû ðàñòè íà íî÷ü ïðè 37°Ñ. Øåñòü èíäèâèäóàëüíûõ êîëîíèé áûëè îòîáðàíû
è âûðàùèâàëèñü â òå÷åíèå íî÷è â 10 ìë ëàáîðàòîðíûõ ÷àøêàõ, ñîäåðæàùèõ
âûøåóêàçàííûå àíòèáèîòèêè. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ èçîëèðîâàëè èç 6 ðàçíûõ êîëîíèé,
èñïîëüçó  ïîäãîòîâèòåëüíûé ìèíè-ïðîòîêîë Qiagen. Äë  òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü
èäåíòè÷íîñòü ýòîé ïëàçìèäû, íåðàñùåïëåííûå ïëàçìèäû, ëèíåàðèçîâàííà  ïëàçìèäà
(EcoR 1) è ðåçóëüòàò äâîéíîãî ðàñùåïëåíè  (EcoR I + Hind III), áûëè îòäåëåíû íà 2%
àãàðîçíîì ãåëå. Äâå èç øåñòè êîëîíèé, ñîäåðæàùèå âñòàâêó, áûëè âïîñëåäñòâèè
èñïîëüçîâàíû äë  êðóïíîìàñøòàáíîé èçîë öèè ïëàçìèäû (Qiagen). Íåïåðåâàðåííà 
ðîäèòåëüñêà  ïëàçìèäà (ðuñ18), íåðàñùåïëåííûå ðåêîìáèíàíòíûå ïëàçìèäû,
ëèíåàðèçîâàííà  ïëàýìèäà (EcoR I/ Hind III/ BamH I) è äâàæäû ïåðåâàðåííà  ïëàçìèäà
(EcoR I + Hind III è EcoR I + BamH I) áûëè îòäåëåíû íà 2% ãåëå äë  ïîäòâåðæäåíè 
èäåíòè÷íîñòè èçîëèðîâàííûõ ïëàçìèä.

ÏÐÈÌÅÐ 2.
Ìå÷åíèå îáðàçöà ÒÌ1 ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ.
Áûëà ñèíòåçèðîâàíà ïàðà ïðàéìåðîâ íà îñíîâå èõ ñïîñîáíîñòè àìïëèôèöèðîâàòü

âñòàâêó â ìóëüòèêëîíèðóþöèéñ  ñàéò ðîäèòåëüñêîé ïëàçìèäû ðèñ 18. Îíè ïðåäñòàâë ëè
ñîáîé Ì13 puc - îáðàòíûé = 5' ÀÀÖ ÀÃÖ ÒÀÒ ÃÀÖ UAT è Ì13 puc - ïð ìîé - 5' ÃÒÀ ÀÀÀ ÖÃÀ
ÖÃÃ ÖÖÀ ÃÒ. Îïòèìèçèðîâàííà  ÏÖÐ ñìåñü ñîñòî ëà èç 3 ìÌ MgCl2 â Taq áóôåðå (Idaho
Tech); 0,5 ìêÌ êàæäîãî ïðàéìåðà, 50 íã ÄÍÊ (ÒÌ1) êîëüöåâîé äåíàòóðèðîâàííîé ïëàçìèäû,
5 åäèíèö Taq ïîëèìåðàçû (Promega), 10 ìêë ÏÖÐ ìåò ùåé (dig-labeling) ñìåñè
(Boehringer, Mannheim). Îáúåì ðåàêöèîííîé ñìåñè äîâîäèòñ  äî 100 ìêë ñòåðèëüíîé
âîäîé, ïîäãîòîâêà ÏÖÐ ñîñòîèò èç íà÷àëüíîé äåíàòóðàöèè ïðè 96°Ñ â òå÷åíèå 5 ìèíóò, ñ
ïîñëåäóþùèìè 30 öèêëàìè, ñîñòî ùèìè èç äåíàòóðàöèè (94°Ñ) â òå÷åíèå 45 ñåêóíä,
âîññòàíîâëåíè  (50°Ñ) â òå÷åíèå 55 ñåêóíä, è ïîñëåäóþùåãî óäëèíåíè  ïðè 72°Ñ â
òå÷åíèå 60 ñåêóíä. ÏÖÐ ïðîâîäèëè â "Mini Cycler", ìîäåëü ÐÒÑ 150 (MJ Research Inc.,
Massachusetts). Ïîñëå àìïëèôèêàöèè âåñü îáðàçåö áûë ïîäâåðãíóò ýëåêòðîôîðåçó â 2%
ãåëå. Ìå÷åíóþ âñòàâêó ýëþèðîâàëè èç ãåë , èñïîëüçó  Qia íàáîð áûñòðåé ýêñòðàêöèè ãåë 
(Qiagen) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöè ìè ïðîèçâîäèòåë . Îáðàçåö ñîõðàí ëè ïðè -20°Ñ è
èñïîëüçîâàëè äë  in situ äîò-áëîò ãèáðèäèçàöèè. Ïåðåä õðàíåíèåì îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî
ïîëó÷åííîé DIG-ìå÷åííîé ÄÍÊ â ñîîòâåòñòâèè ñ ñèñòåìíûì ðóêîâîäñòâîì Genius äë 
ãèáðèäèçàöèè íà ôèëüòðå (Boehringer, Mannheim).

ÏÐÈÌÅÐ 3
Äîò-áëîò ãèáðèäèçàöè 
Äë  ïðîâåðêè òî÷íîñòè, ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè-âñòàâêè ÒÌ1 ñåðèéíîå

ðàçâåäåíèå ÄÍÊ ñàìöà è ñàìêè èíäåéêè (0-50 íã), ÄÍÊ ñàìöà è ñàìêè êóðèöû (0-2 ìêã) è
ðîäèòåëüñêîé ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé âñòàâêó ÒÌ1 (10 íã - 1 ïã) äåíàòóðèðîâàëè è
íàíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ áóìàãó. Ï òíî íàãðåâàëè ïðè 80°Ñ â òå÷åíèå ÷àñà è çàòåì
èñïîëüçîâàëè äë  ãèáðèäèçàöèè. Ïðåäâàðèòåëüíóþ ãèáðèäèçàöèþ è ãèáðèäèçàöèþ
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîöåäóðû Ýíãëåðà-Áëþìà [Anal Biochem. 210:235-244
(1993)). Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 68°Ñ; èñïîëüçîâàëè ïðîáó ñ
êîíöåíòðàöèåé 2,2 íã öÄÍÊ â ïðîáå íà ìë.

Ïîñëå ãèáðèäèçàöèè è òùàòåëüíîé îòìûâêè ï òíî ïîìåùàëè â ïðîìûâî÷íûé áóôåð (0,1
Ì ìàëåèíîâîé êèñëîòû; 0,15 Ì NaCl pH 7,5). Ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â áëîêèðóþùåì
ðàñòâîðå (ïðîìûâî÷íûé áóôåð + 3% Tween 20) â òå÷åíèå 30 ìèíóò è çàòåì ïîìåùàëè â
áëîêèðóþùèé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé êîíüþãàò àíòèäèãîêñèãåíèí àëêàëèíôîñôàòàçû íà
ïîë÷àñà. Ìåìáðàíó çàòåì äâàæäû ïðîìûâàëè â ïðîìûâî÷íîì áóôåðå è çàòåì
èíêóáèðîâàëè â èíäèêàòîðíîì ðàñòâîðå (0,1 Ì Tris HCl; 0,1 Ì NaCl; 50 ìÌ MgCl2; pH 9,5).
Â ôèíàëå ãèáðèäû ðåãèñòðèðîâàëè, èñïîëüçó  õåìîëþìèíåñöåíòíûé ñóáñòðàò COP-STAR
(èç Boehringer-Mannheim, Ãåðìàíè ). Ï òíà ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêè
â òå÷åíèå íå ìåíåå 5 ìèíóò.

Ñòðàíèöà: 7

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 294 099 C2

ÏÐÈÌÅÐ 4
Ïîëó÷åíèå ìåæâèäîâûõ èíäåéêà-êóðèöà ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäûøåâûõ õèìåð.
Îïëîäîòâîðåííûå  éöà èíäåéêè èíêóáèðîâàëè ïðè 38,5°Ñ â òå÷åíèå 8-8,5 äíåé (ñòàäè 

27-28 Í&Í). Ýìáðèîíû ïðåïàðèðîâàëè äë  ïîëó÷åíè  ãîíàä. Ãîíàäû ñîáèðàëè â DMEM è
10% FBS è äèñïåðãèðîâàëè, ïðîïóñêà  èõ ÷åðåç èãëó ¹30. Êëåòêè êóëüòóðèðîâàëè â DMEM
10% FBS äî ñîåäèíåíè  (3-5 [d] äíåé?). Ñòðîìàëüíûå êëåòêè äèñïåðãèðîâàëèñü è
îáðàçîâûâàëè ñëèòíûé ñëîé, â òî âðåì  êàê ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè ñâîáîäíî
ïðèêðåïë ëèñü ê ñòðîìàëüíûì êëåòêàì. Ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè îñòîðîæíî ñîáèðàëè
ïèïåòêîé è ïîäñ÷èòûâàëè. Ïðèáëèçèòåëüíî 150-300 êëåòîê â 2-5 ìêë ñðåäû ââîäèëè â
ñèíóñ òåðìèíàëèñ 60 èëè 72-÷àñîâûõ ýìáðèîíîâ êóðèöû. Çàòåì ýìáðèîíû èíêóáèðîâàëè â
100 ìì ÷àøêàõ Ïåòðè èëè â èõ ñîáñòâåííîé ñêîðëóïå ïðè 38,5°Ñ â òå÷åíèå 2-5 äíåé.
Ïîñëå èíêóáàöèè ÄÍÊ âûäåë ëè èç ýìáðèîíà (n=18) è èñïîëüçîâàëè äë  äîò-áëîò àíàëèçà ñ
dig-ìå÷åííûì îáðàçöîì ÒÌ1.

Ïðèìåð 5
Ãèáðèäèçàöè  in situ.
Ãèáðèäèçàöèþ in situ ïðîâîäêîé íà ïàðàôèíîâûõ ñðåçàõ è êðèîñðåçàõ. Ýòà ïðîöåäóðà

îñíîâàíà íà ïðîòîêîëå Ðîëèãõåäà è Ëèíäáåðãà (ñì. J. Rolighead, Direction of HPV II
DNA in paraffin embedded laryngeal tissue with DIG-labeled DNA probe. Ir. Non-
radioactive In Situ Hybridization Application Manual Boenringer Mannheim Second
Edition, pp 122-125 (1996)) ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöè ìè.

Èçãîòîâëåíèå ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ: Ãîíàäû èçâëåêàþò èç ýìáðèîíîâ èíäåéêè (9-é äåíü)
è ýìáðèîíîâ êóðèöû íà ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòàäè õ, ôèêñèðóþò â òå÷åíèå íî÷è â 4%
ôîðìàëüäåãèäå ïðè 4°C. Ãîíàäû ïðîìûâàþò â PBS òðè ðàçà, âñåãî 90 ìèíóò. Çàòåì èõ
îáåçâîæèâàþò, çàëèâàþò â ïàðàôèí è äåëàþò ñðåçû (10 ìêì). Ñðåçû ðàçìåùàþò íà ñòåêëàõ
Probe-On Plustm (Fisher Scientific). Ñðåçû íàãðåâàþò ïðè 60°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò, óäàë þò
ïàðàôèí â êñèëîëå è ðåãèäðàòèðóþò â ãðàäèåíòå ýòàíîëà 99% - âîäà. Ñðåçû îáðàáàòûâàþò
ïðîòåèíàçîé Ê (50 ìêã/ìë è 100 ìêã/ìë) â TES (50 ìÌ Tris HCl ðÍ 7,4; 10 ìÌ EDTA è 10
ìÌ NaCl) â òå÷åíèå îò 12 äî 25 ìèíóò ïðè 37°Ñ è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Èçãîòîâëåíèå êðèîñðåçîâ: Îáëàñòü òóëîâèùà 8,5 äíåâíîãî ýìáðèîíà èíäåéêè ôèêñèðóþò
â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ â 4% ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â PBS. Áûëè ïðîòåñòèðîâàíû
ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè ïðîòåèíàçû Ê â TES îò 0 äî 45 ìêã/ìë â òå÷åíèå 10, 15 è 20
ìèíóò ïðè 37°Ñ. Îïòèìàëüíûìè óñëîâè ìè äë  ïðîòåîëèòè÷åñêîé îáðàáîòêîé
ýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé îêàçàëîñü: 1,25 ìêã/ìë ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 15 ìèíóò.

Ïðèãîòîâëåíèå êîêòåéë  ïðîáû è ñëåïîãî [êîíòðîëüíîãî] êîêòåéë : Êîêòåéëü ïðîáû
ñîñòî ë èç 10 ìêë 50 × ðàñòâîðà Äåíäõàðòà, 50 ìêë äåêñòðàí ñóëüôàòà (50%), 10 ìêë ÄÍÊ
ñïåðìû ëîñîñ  (9,4 ìã/ìë), 100 ìêë 2Ñ XSSC, 500 íã ÒÌ1 îáðàçöà, ìå÷åííîãî
äèãîêñèãåíèíîì, è äîâåäåí äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äî êîíå÷íîãî îáúåìà 250 ìêë. Â êîíöå
â êîêòåéëü áûëî äîáàâëåíî 250 ìêë ôîðìàìèäà. Ñëåïîé êîêòåéëü ñîäåðæàë âñå
âûøåóêàçàííûå êîìïîíåíòû, çà èñêëþ÷åíèåì ìå÷åííîé ÒÌ1 ïðîáû. Êîêòåéëü áûë ñìåøàí
ïîñðåäñòâîì òóðáóëèçàöèè [vortexing] è ñîõðàí ëñ  ïðè -20°Ñ.

Ãèáðèäèçàöè : Ïîñëå ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíè  êàê ïàðàôèíîâûå, òàê è
êðèîñðåçû ôèêñèðîâàëè â 0,4% ïàðàôîðìàëüäåãèäå â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè 4°Ñ. Çàòåì
ñðåçû ïðîìûâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå (5 ìèíóò) è âûñóøèâàëè íà âîçäóõå. Çàòåì 10
èëè 15 ìêë êîêòåéë  ïðîáû èëè ñëåïîãî êîêòåéë  (íåãàòèâíûé êîíòðîëü) áûëè äîáàâëåíû â
êàæäûé ñðåç. Ïåðåä äåíàòóðàöèåé ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå 6 ìèíóò ñðåçû áûëè íàêðûòû
ïîêðûòûìè ñèëèêîíîì ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè. Ñëàéäû áûëè çàòåì ïîìåùåíû íà ìèíóòó íà
ëåä è ïîñòàâëåíû âî âëàæíóþ êàìåðó íà 16-20 ÷àñîâ ïðè 42°Ñ. Òùàòåëüíà  îòìûâêà è
ðåãèñòðàöè  ãèáðèäà áûëè ïîäîáíû òåì, êîòîðûå îïèñàíû ó Ðîëèãõåäà è Ëèíäáåðãà (ñì.
âûøå), êðîìå ãîòîâîãî ñóáñòðàòà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû NBT/BCIP (Amresco), êîòîðûé
èñïîëüçîâàëè äë  ðåãèñòðàöèè ãèáðèäîâ. Ïîñëå ðåãèñòðàöèè ïðåïàðàòû ïûëè îêðàøåíû
âîäíûì ýîçèíîì íà íåñêîëüêî ñåêóíä è ïðîìûòû. Îáðàçöû ìîíòèðîâàëè â âîäíîé ñðåäå,
ïðèãîòîâëåííîé èç 10 ã æåëàòèíà, ðàñòâîðåííîãî â 60 ìë âîäû ïðè 70-80°Ñ, â êîòîðóþ
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äîáàâëåíû 70 ìë ãëèöåðèíà è 1 ìë ôåíîëà.
Ïðèìåð 6.
Ïîëó÷åíèå ìåæâèäîâûõ ýìáðèîíàëüíûõ õèìåð Êóðèöà - Èíäåéêà.
Ýìáðèîíû êóð ïîðîäû Barred Rock èíêóáèðîâàëè äî ñòàäèè 23-25 (Í&Í). Ãåíèòàëüíûå

ãðåáíè äåñ òè ýìáðèîíîâ âìåñòå ñ íåêîòîðûìè ïðèëåãàþùèìè òêàí ìè áûëè ïîìåùåíû â
DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10% FBS, ãëóòàìèíà, àíòèáèîòè÷åñêîãî è ïðîòèâîãðèáêîâîãî
ðàñòâîðà. Èõ çàòåì äâàæäû îòìûëè â PBS è èíêóáèðîâàëè â 0,02 EDTA ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå
ï òíàäöàòè ìèíóò. Äîáàâë ëè ñâåæóþ ñðåäó è ãðåáíè ðàçäåë ëè ñ ïîìîùüþ èãë. Âñþ
êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ñîáèðàëè â 15 ìë ïðîáèðêó è ïîçâîëèëè êîìî÷êàì îñåäàòü â òå÷åíèå
ïàðû ìèíóò. Ñóñïåíçèþ êëåòîê ñîáèðàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 îá/ìèí â òå÷åíèå 5
ìèí. Ñðåäó óäàë ëè è æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îïðåäåë ëè, èñïîëüçó  [trypan blue]
èñêëþ÷åíèå. Îòáèðàëè àëèêâîòû êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè è îêðàøèâàëè ïðè ïîìîùè àíòèòåëà
SSEA-1, ÷òîáû îïðåäåëèòü ÷èñëî ââåäåííûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê. Ïðèáëèçèòåëüíî 5 ìêë
ñóñïåíçèè êëåòîê, ñîäåðæàùåé 25-30 ÝÑÊ (ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ÝÑÊ â êëåòî÷íîé
ñóñïåíçèè ñîñòàâë ëî ïðèáëèçèòåëüíî 3,2%; ââîäèëè â êðîâåíîñíûé ñîñóä êàæäîãî
ýìáðèîíà èíäåéêè Íèêîëàñà (n=10) íà ñòàäè õ ðàçâèòè  13-14 (Í&Í). Ýìáðèîíû
èíêóáèðîâàëè â ñòåêë ííûõ ÷àøêàõ, çàêðûòûõ ïëàñòèêîâîé ïëåíêîé ïðè 37,5°Ñ äî ñòàäèé
21-25. Âñþ îáëàñòü òóëîâèùà ýìáðèîíîâ-ðåöèïèåíòîâ ôèêñèðîâàëè â 4%
ïàðàôîðìàëüäåãèäå â òå÷åíèå íî÷è, òðèæäû ïðîìûâàëè â ÐÁÇ âñåãî â òå÷åíèå 90 ìèíóò,
ïîìåùàëè â æåëàòèí/ñàõàðîçó, çàìîðàæèâàëè è äåëàëè ñðåçû. Òàê êàê ÝÑÊ ãîíàä èíäåéêè
SSEA-1 íåãàòèâíû, à ÝÑÊ ãîíàä êóðèöû SSEA-1 ïîçèòèâíû, àíòèòåëî ïðîòèâ SSEA-1 ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  îïðåäåëåíè  ïåðåíîñà äîíîðñêèõ ÝÑÊ êóðèöû â ýìáðèîíàëüíûå
çàðîäûøåâûå õèìåðû.

ÏÐÈÌÅÐ 7. Ïîëó÷åíèå ìåæâèäîâûõ èíäåéêà-êóðèöà ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäûøåâûõ
õèìåð.

Îïëîäîòâîðåííûå  éöà èíäåéêè èíêóáèðîâàëè ïðè 38,5°Ñ â òå÷åíèå 8 8,5 äíåé (ñòàäè 
27-28 Í&H). Ýìáðèîíû ïðåïàðèðîâàëè äë  ïîëó÷åíè  ãîíàä. Èõ ïîìåùàëè â PBS è
èíêóáèðîâàëè â 0,02% EDTA ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Äîáàâë ëè ñâåæóþ ñðåäó è
ãðåáíè îñòîðîæíî ðàçäåë ëè ñ ïîìîùüþ èãë. Ñîáèðàëè âñþ ñóñïåíçèþ êëåòîê è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèíóò. Ñðåäó óäàë ëè è îïðåäåë ëè
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê. Âñþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ïðèãîòàâëèâàëè ïðè 37°Ñ â DMEM + 10%
FBS â òå÷åíèå 6-7 ÷àñîâ. Ïîñëå êóëüòóðèðîâàíè  íåïðèêðåïëåííûå êëåòêè áûëè îñòîðîæíî
ñîáðàíû è öåíòðèôóãèðîâàíû. Çàòåì 2-3 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé ïðèìåðíî
150 ÝÑÊ, ââîäèëè â êðîâåíîñíûå ñîñóäû ýìáðèîíàì êóð íà 14 ñòàäèè (Í&Í). Çàòåì  éöà-
ðåöèïèåíòû çàïå÷àòûâàëè è èíêóáèðîâàëè ïðè 37,5°Ñ. Ýìáðèîíû ðåöèïèåíòû ñîáèðàëè íà
ðàçíûõ ñòàäè õ èíêóáàöèè îò ñòàäèè 19 äî ñòàäèè 25. Ýìáðèîíû ïðîìûâàëè â PBS äâàæäû;
îáùåå âðåì  âàðüèðîâàëî â çàâèñèìîñòè îò òîëùèíû ýìáðèîíà. Ýìáðèîíîâ îïóñêàëè â
50% ýòàíîë è ïîìåùàëè â ïàðàôèí. Ñî ñðåçîâ óäàë ëè ïàðàôèí, ðåãèäðàòèðîâàëè è
ïðîìûâàëè â PBS.

Êîíòðîëåì äë  ñïîñîáèêè äâîéíîãî îêðàøèâàíè  (ñì. íèæå)  âë ëèñü ïîïåðå÷íûå ñðåçû
äâóõ ýìáðèîíîâ êóðèöû ñòàäèè 26 è äâóõ ýìáðèîíîâ èíäåéêè ñòàäèè 24. Ñîðîê äâà ñðåçà
ãåíèòàëüíîé îáëàñòè öûïëåíêà è âñå ñåðèéíûå ñðåçû ãåíèòàëüíîé îáëàñòè èíäåéêè áûëè
îêðàøåíû.

Âñåãî èç 8 êóðèíûõ ýìáðèîíîâ-ðåöèïèåíòîâ áûëè ñäåëàíû ñåðèè ñðåçîâ. Ï òü èç âîñüìè
ýìáðèîíîâ áûëè çàôèêñèðîâàíû íà ñòàäè õ 19 è 20. Äâà ýìáðèîíà áûëè çàôèêñèðîâàíû íà
ñòàäèè 22 è 23. Ïîñëåäíèé ýìáðèîí áûë çàôèêñèðîâàí íà ñòàäèè 25. Áîëüøèíñòâî ñðåçîâ
ñòàäèé 19 è 20 èñïîëüçîâàëè äë  äâîéíîãî îêðàøèâàíè . Òîëüêî êàæäûé âòîðîé ñðåç
ýìáðèîíîâ ñòàäèè 22, 23 è 25 èñïîëüçîâàëè äë  äâîéíîãî îêðàøèâàíè .

Ïðèìåð 8.
Äâîéíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëîì SSEA-1 è êðàñèòåëåì PAS. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå

èññëåäîâàíè  ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ÀÂÑ-ÀÐ (Vector Laboratories,
Burlingame, California). Ñðåçû òðèæäû ïðîìûâàëè â PBS, âñåãî â òå÷åíèå 30 ìèíóò.
Çàòåì èõ áëîêèðîâàëè â 1,5% êîçüåé ñûâîðîòêå â PBS â òå÷åíèå 20 ìèíóò äë  óíè÷òîæåíè 
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íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè . Çàòåì ñðåçû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå ÷àñà ñ ïåðâè÷íûì
ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì íà SSEA-1 (êëîí ÌÑ 480, ïîëó÷åííûé â Developmental Studies
Hybridoma Bank, óíèâåðñèòåò Àéîâà, ãîðîä Àéîâà, Àéîâà). Ïîñëå ïðîìûâêè â PBS ñðåçû
ýìáðèîíîâ èíêóáèðîâàëè ñ áèîòèíèëèðîâàííûì âòîðè÷íûì àíòèòåëîì (30 ìèíóò), çàòåì
ïðîìûâàëè â PBS è èíêóáèðîâàëè â ðåàêòèâå Vectastain ABC-AP (30 ìèíóò). Ïîñëå
ôèíàëüíîé ïðîìûâêè â PBS îíè áûëè îêðàøåíû â ñóáñòðàòå ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû
NBT/BCIP (Amresco, Ñîëîí, Îãàéî) â òå÷åíèå 20 ìèíóò.

Ñëåäó  ïðîöåññó èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíè , ñðåçû ïðîìûâàëè
âîäîïðîâîäíîé âîäîé è ïîìåùàëè â ïåðéîäíóþ êèñëîòó íà 6 ìèíóò. Çàòåì ñðåçû
ïðîìûâàëè â âîäå â òå÷åíèå 10 ìèíóò è îêðàøèâàëè ðåàêòèâîì Chiff â òå÷åíèå 15 ìèíóò.
Ïîñëå ïðîìûâêè â âîäîïðîâîäíîé âîäå ñðåçû ìîíòèðîâàëè â âîäíîé ñðåäå.

ÏÐÈÌÅÐÛ 9-15
Ðåçóëüòàòû.
Ìàöêå è äð. (Chromosoma 102: 9-14 (1992)) îõàðàêòåðèçîâàë ïîâòîð þùóþñ 

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, îáîãàùåííóþ íà ìèêðîõðîìîñîìàõ èíäåéêè. Îíà îáðàçîâàíà
ïîâòîð þùèìñ  ýëåìåíòîì èç 41 íóêëåîòèäíîé ïàðû, ïðåäñòàâëåííûì â 5% ãåíîìà
(ïðèáëèçèòåëüíî 2,2×106 êîïèé â äèïëîèäíîì ãåíîìå êëåòêè). Òàêèì îáðàçîì, äàííóþ
âèäîñïåöèôè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè â ÄÍÊ-ÄÍÊ ãèáðèäèçàöèè, ÷òîáû
ïðîâåðèòü, ìîæíî ëè èñïîëüçîâàòü ýòî äë  èäåíòèôèêàöèè ÄÍÊ èíäåéêè â ýìáðèîíàõ êóð.

ÏÐÈÌÅÐ 9.
Âûäåëåíèå è âåðèôèêàöè  ïëàçìèäû.
Àíàëèç ãåëåâîãî ýëåêòðîôîðåçà ïîêàçàë, ÷òî ðîäèòåëüñêà  ïëàçìèäà  puc 18 ñîñòàâë ëà

2,69 òïí, â òî âðåì , êàê ëèíåàðèçîâàííà  ðåêîìáèíàíòíà  ïëàçìèäà, ïîëó÷åííà  îò äð.
Ìàöêå, ñîñòàâë ëà ïðèìåðíî 2,8 òïí â äëèíó. Äâîéíîå ðàñùåïëåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èç
êîëîíèé ¹2 è 5 âûäåëèëî âñòàâêó ïðèáëèçèòåëüíî â 0,15-0,17 òïí. Ýòî ïîäòâåðäèëî, ÷òî
ïðèñëàííûå íàì òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè DH5 ñîäåðæàëè ñîîòâåòñòâóþùóþ
ðåêñìáèíàíòíóþ ïëàçìèäó. Ïëàçìèäà ñîäåðæàëà ôðàãìåíò ÒÌ1 (149 ïí), ñîñòî ùèé èç
òðåõ êîïèé ñïåöèôè÷åñêîãî äë  èíäåéêè ïîâòîðà â 41 ïí.

ÏÐÈÌÅÐ 10
ÏÖÐ ìå÷åíüå îáðàçöà ÒÌ1.
ÏÖÐ àìïëèôèêàöè  öèðêóë ðíîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ íóêëåîòêäàìè, ìå÷åííûìè

äèãîêñèãåíèíîì, ïðèâåëî ê ïîëó÷åíèþ àìïëèôèöèðîçàííîãî ïðîäóêòà ïðèìåðíî 0,19-0,20
òïí. Óâåëè÷åíèå â ðàçìåðàõ ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñî âñòàâêîé (0,15-0,17
òïí) ïðîèçîøëî, âåðî òíî, ïî ïðè÷èíå âêëþ÷åíè  ìíîæåñòâåííûõ DIG-ìå÷åííûõ
íóêëåîòèäîâ. ÏÖÐ ìå÷åííûé îáðàçåö èñïîëüçîâàëè çàòåì êàê äë  ýêñïåðèìåíòîâ ïî äîò-
áëîò ãèáðèäèçàöèè, òàê è äë  ÄÍÊ-ÄÊÊ In situ ãèáðèäèçàöèè.

ÏÐÈÌÅÐ 11
Äîò-áëîò ãèáðèäèçàöè .
Ðåçóëüòàòû äîò-áëîò ãèáðèäèçàöèè (äàííûå íå ïîêàçàíû) ïîêàçàëè îäèíàêîâóþ

èíòåíñèâíîñòü ñâ çè ïðîáû êàê ñ îáðàçöàìè ÄÍÊ èíäåéêè ñàìöà, òàê è ñàìêè. Ýòèì
ïîäòâåðæäàåòñ  òî, ÷òî äàííà  ïðîáà íå  âë åòñ  ñïåöèôè÷åñêîé äë  ïîëà. Ãèáðèäèçàöèþ
äåëàëè íà ñåðèéíûõ ðàçâåäåíè õ ÄÍÊ èíäåéêè îò 500 íã äî 0 íã ÄÍÊ èíäåéêè. Â îáðàçöå
çàðåãèñòðèðîâàíî âñåãî 0,30 íã ÄÍÊ èíäåéêè. Ãèáðèäèçàöè  ñ 0-2 ìêã ÄÍÊ êóðèöû, êàê
ñàìöà, òàê è ñàìêè, ïîäòâåðäèëî, ÷òî îáðàçåö áûë âèäîñïåöèôè÷åñêèì è íå ñâ çûâàëñ  ñ
ÄÍÊ êóðèöû. Ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ èíäåéêè (10 íã - 0 íã) ñìåøèâàëè ñ 0-2 ìêã ÄÍÊ
êóðèöû. Ãèáðèäèçàöè  â ýòîé ñìåñè ÄÍÊ ïîêàçàëà, ÷òî òîëüêî 1,25 íã ÄÍÊ èíäåéêè ìîãëî
áûòü îòìå÷åíî â 1 ìêã ÄÍÊ êóðèöû.

Ïðèìåð 12
Ïîëó÷åíèå ìåæâèäîâûõ èíäåéêà-êóðèöà ýìáðèîíàëüíûõ germline õèìåð.
Ìåæâèäîâûå ýìáðèîíàëüíûå çàðîäûøåâûå õèìåðû èíäåéêà-êóðèöà íå áûëè íàéäåíû

ïðè èñïîëüçîâàíèè âûøåóêàçàííîãî ïðîòîêîëà äîò-áëîò ãèáðèäèçàöèè. Ïðè÷èíîé ýòîãî
ìîãëî áûòü ñóùåñòâîâàíèå âíóòðåííåãî áèîëîãè÷åñêîãî áàðüåðà, êîòîðûé ìîã áû
ïðåäîòâðàùàòü ìèãðàöèþ ÝÑÊ ãîíàä èíäåéêè â ãîíàäû êóðèöû. Ýòî ìîãëî áûòü òàêæå èç-çà
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òåõíè÷åñêèõ ïðîáëåì, ò.å. ïðîöåäóðà (äîò-áëîò ãèáðèäèçàöè ) íå áûëà äîñòàòî÷íî
÷óâñòâèòåëüíà äë  ðåãèñòðàöèè íåñêîëüêèõ äîíîðñêèõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê â ãîíàäàõ
öûïëåíêà. Ïîñëåäí   ïðè÷èíà âûãë äèò áîëåå ïðàâäîïîäîáíîé; èñõîä  èç ýòîãî áûëà
ñäåëàíà ïîïûòêà ñîçäàòü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíóþ ñïîñîáèêó ò.å. ñïîñîáèêó in situ
ãèáðèäèçàöèè äë  ëîêàëèçàöèè ÝÑÊ äîíîðà â ðåöèïèåíòå.

ÏÐÈÌÅÐ 13
Àíàëèç in situ ãèáðèäèçàöèè íà ñðåçàõ èíäåéêè.
Òåîðåòè÷åñêè ìàðêåðíà  ñèñòåìà in situ áûëà áû ïîäõîä ùèì ìàðêåðîì äë 

èäåíòèôèêàöèè êëåòîê äîíîðà (èíäåéêè) â õèìåðå. Ïîñêîëüêó ìàðêåð íàõîäèòñ  âíóòðè
 äåð, îí óíèâåðñàëåí, íå ïðîíèêàåò â äðóãèå êëåòêè è íå âîçäåéñòâóåò íà ðàçâèòèå
ýìáðèîíà ðåöèïèåíòà. Â íàñòî ùåì èññëåäîâàíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÒÌ1 èçáèðàòåëüíî
ñâ çûâàëàñü ñ ÄÍÊ â  äðàõ êëåòîê èíäåéêè (äàííûå íå ïîêàçàíû). Íèêàêèõ ïîçèòèâíûõ
ñèãíàëîâ íå áûëî îòìå÷åíî â êëåòêàõ êóðèöû (äàííûå íå ïîêàçàíû) èëè ñðåçàõ,
èíêóáèðîâàííûõ ñî ñëåïûì êîêòåéëåì (äàííûå íå ïîêàçàíû), ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
îáðàçåö áûë âèäîñïåöèôè÷íûì, áåç íåñïåöèôè÷åñêèõ ñèãíàëîâ. Â èäåàëå, â
ïîëîæèòåëüíîì êîíòðîëå íà ñðåçàõ ýìáðèîíîâ èíäåéêè âñå  äðà äîëæíû áûëè áû
îêðàñèòüñ  ïîëîæèòåëüíî. Îäíàêî òîëüêî íåáîëüøîé ïðîöåíò êëåòîê îêðàñèëñ 
ïîëîæèòåëüíî (äàííûå íå ïîêàçàíû). Êðîìå òîãî, áûëà ðàçíèöà â èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà
ìåæäó ðàçíûìè ïîïóë öè ìè êëåòîê íà îäíîì è òîì æå ñðåçå, ïðè îäèíàêîâûõ óñëîâè õ
ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè. Ýòèì ïîêàçàíî, ÷òî äàííà  ñïîñîáèêà ìîæåò äàâàòü ëîæíûå
îòðèöàòåëüíûå ðåçóëüòàòû. Óìåíüøåíè  ïðîöåíòà ëîæíûõ íåãàòèâíûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî
äîñòè÷ü, îñëàáèâ ñòðîãîñòü óñëîâèé. Îäíàêî ýòî ìîæåò òàêæå ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ
ëîæíûõ ïîçèòèâíûõ ðåçóëüòàòîâ. Â ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäûøåâûõ õèìåðàõ êëåòêè äîíîðà
ñîñòàâë ëè áû î÷åíü ìàëåíüêèé ïðîöåíò îò âñåãî ýìáðèîíàëüíîãî ñðåçà èëè êëåòîê. Ê
òîìó æå, äàííà  ìàðêåðíà  ñèñòåìà îïðåäåë åò ëèøü ìåíüøèíñòâî ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
èíäåéêè. Òàêèì îáðàçîì, in situ ãèáðèäèçàöè  ñ ÒÌ1 ïðîáîé íå áóäåò ýôôåêòèâíûì
ñïîñîáîì îïðåäåëåíè  õèìåð.

ÏÐÈÌÅÐ 14
Îïðåäåëåíèå ìåæâèäîâûõ ýìáðèîíàëüíûõ õèìåð êóðèöà-èíäåéêà ñ èñïîëüçîâàíèåì

îêðàøèâàíè  SSEA-1.
Äë  òîãî ÷òîáû óáåäèòüñ  â îòñóòñòâèè òåõíè÷åñêèõ ïðîáëåì, ñâ çàííûõ ñ ñïîñîáèêîé,

ìåæâèäîâûå êóðèöà-èíäåéêà çàðîäûøåâûå õèìåðû ïîëó÷àëè ïîñðåäñòâîì
âíóòðèñîñóäèñòîãî ïåðåíîñà ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ãîíàä êóðèöû. Ïîñêîëüêó ñóùåñòâóåò
âèäîâîå ðàçëè÷èå â ýêñïðåññèè SSEA-1 àíòèãåíà íà ÝÑÊ ãîíàä êóðèöû è èíäåéêè,
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî àíòèòåëî SSEA-1 ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  èäåíòèôèêàöèè
ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäûøåâûõ õèìåð êóðèöà-èíäåéêà. Èç ï òè âûæèâøèõ ýìáðèîíîâ ÷åòûðå
áûëè ïîðåçàíû íà êðèîñðåçû. Â îäíîì èç 4-õ ýìáðèîíîâ â äîðñàëüíîì ìåçåíòåðèè
ýìáðèîíà èíäåéêè áûëî îáíàðóæåíî 19 SSEA-1 ïîçèòèâíûõ êëåòîê (äàííûå íå ïîêàçàíû),
åùå 4 êóðèíûå çàðîäûøåâûå êëåòêè, ìå÷åííûå SSEA-1, áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû â
ãåíèòàëüíîì ãðåáíå èíäåéêè (äàííûå íå ïîêàçàíû). Âî âòîðîì ýìáðèîíå äâå SSEA-1
ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû â îêðåñòíîñò õ ãîíàä. Â äâóõ îñòàâøèõñ 
ýìáðèîíàõ äîíîðñêèå ÝÑÊ íå áûëè îòìå÷åíû.

Íà îñíîâå ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ÝÑÊ ãîíàä êóðèíûõ ýìáðèîíîâ,
íà÷èíà  ñ 5 äí  (ñòàäè , íà êîòîðîé ÝÑÊ  âë þòñ  SSSA-1 ïîëîæèòåëüíûìè), ïðè
âíóòðèñîñóäèñòîì ââåäåíèè â ýìáðèîí èíäåéêè íà ñòàäèè 13, ñïîñîáíû ê ìèãðàöèè,
êîëîíèçàöèè ãîíàä è äàþò íà÷àëî çàðîäûøåâûì õèìåðàì. Òàêèì îáðàçîì, îêàçàëîñü, ÷òî
õåìîàòòðàêòàíò, âûðàáàòûâàåìûé ãîíàäàìè èíäåéêè, íå  âë åòñ  âèäîñïåöèôè÷íûì.
Òàêæå åùå ðàç ïîäòâåðæäåíî, ÷òî ÝÑÊ ãîíàä êóðèöû ñîõðàí þò ñâîþ ñïîñîáíîñòü ê
ìèãðàöèè äàæå ïîñëå òîãî, êàê îíè êîëîíèçèðîâàëè ãîíàäû. Íèçêà  ýôôåêòèâíîñòü
çàðîäûøåâûõ õèìåð â äàííîì èññëåäîâàíèè ìîæåò îáú ñí òüñ  áîëåå ìàëûì ÷èñëîì ÝÑÊ
äîíîðà âî ââîäèìîé ñóñïåíçèè êëåòîê.

Ïðèìåð 15
Èäåíòèôèêàöè  ìåæâèäîâûõ ýìáðèîíàëüíûõ õèìåð èíäåéêà-êóðèöà ñ èñïîëüçîâàíèåì
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îêðàøèâàíè  SSEA-1 è PAS.
Ïðåäûäóùåå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî ðàçëè÷èå â ýêñïðåññèè SSEA-1 ó ÝÑÊ èíäåéêè è

êóðèöû. Ýòè àíòèãåííûå âàðèàöèè, ñâ çàííûå ñî ñòàíäàðòíûì PAS òåñòîì, ïîòåíöèàëüíî
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  èäåíòèôèêàöèè çàðîäûøåâûõ õèìåð èíäåéêà-êóðèöà.
Èññëåäîâàíè  äâàæäû îêðàøåííûõ ñðåçîâ ýìáðèîíà êóðèöû ïîäòâåðäèëè, ÷òî ÝÑÊ êóðèöû
ïîëîæèòåëüíû êàê ê PAS, òàê è ê SSEA-1 (äàííûå íå ïîêàçàíû). Íà êîíòðîëüíûõ ñðåçàõ
ýìáðèîíà êóðèöû íå áûëî íàéäåíî PAS ïîëîæèòåëüíûõ è SSEA-1 îòðèöàòåëüíûõ
ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê. Äâîéíîå îêðàøèâàíèå 24 ñòàäèè èíäåéêè ïîñðåäñòâîì PAS è
SSEA-1 ïîäòâåðäèëî, ÷òî ÝÑÊ èíäåéêè, ìèãðèðóþùèå ÷åðåç äîðñàëüíûé ìåçåíòåðèé è
êîëîíèçèðóþùèå ãîíàäû, PAS ïîëîæèòåëüíû è íå ýêñïðåññèðóþò SSEA-1 ýïèòîï (äàííûå
íå ïîêàçàíû). Òàêèì îáðàçîì, äâîéíîå îêðàøèâàíèå ýìáðèîíîâ êóðèöû è èíäåéêè
óñòàíîâèëî, ÷òî ñïîñîáèêà äâîéíîãî îêðàøèâàíè  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà êàê ìàðêåð äë 
èäåíòèôèêàöèè ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê èíäåéêè â ãîíàäàõ êóðèöû. Ïðè èñïîëüçîâàíèè
àíòèòåëà SSEA-1 âìåñòå ñî ñòàíäàðòíûì êðàñèòåëåì PAS çàðîäûøåâûå õèìåðû áûëè
çàôèêñèðîâàíû â ÷åòûðåõ èç âîñüìè êóðèíûõ ýìáðèîíîâ-ðåöèïèåíòîâ (Òàáë.1).
Ïðèáëèçèòåëüíî ÷åðåç 24 ÷àñà ïîñëå èíúåêöèè ÝÑÊ èíäåéêè â êðîâåíîñíûå ñîñóäû
ýìáðèîíà êóðèöû SSEA-1 îòðèöàòåëüíûå è PAS ïîëîæèòåëüíûå ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè
èíäåéêè áûëè îáíàðóæåíû â ýìáðèîíàõ êóðèöû. ÝÑÊ èíäåéêè áûëè çàôèêñèðîâàíû âìåñòå
ñ ÝÑÊ êóðèöû â óòîëùåííîì öåëîìè÷åñêîì ýïèòåëèè (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ýòîò ýïèòåëèé
íàõîäèëñ  ìåæäó öåëîìè÷åñêèì óãëîì è ìåçîíåôðîñîì, â îáëàñòè áóäóùèõ ãîíàä. Ó áîëåå
ñòàðøèõ ýìáðèîíîâ (ñòàäè  22 è 23) ÝÑÊ äîíîðà-èíäåéêè áûëè îòìå÷åíû ó îáîèõ
ýìáðèîíàõ-ðåöèïèåíòàõ êóðèöû. Íåêîòîðûå çàðîäûøåâûå êëåòêè áûëè ðàñïîëîæåíû â
äîðñàëüíîì ìåçåíòåðèè (äàííûå íå ïîêàçàíû), äðóãèå ìèãðèðîâàëè äàëüøå è
êîëîíèçèðîâàëè ãîíàäû öûïëåíêà (äàííûå íå ïîêàçàíû). Àíàëèç ïîòåíöèàëüíûõ õèìåð ïðè
ïîìîùè ñïîñîáèêè äâîéíîãî îêðàøèâàíè  ïîäòâåðäèë, ÷òî ÝÑÊ ãîíàä èíäåéêè ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äë  ïîëó÷åíè  ìåæâèäîâûõ õèìåð.

Òàáëèöà 1
Ïðîäóêöè  ýìáðèîíàëüíûõ çàðîäûøåâûõ õèìåð èíäåéêà-êóðèöà.

Ñòàäè  ×èñëî ýìáðèîíîâ, ïîðåçàííûõ íà ñðåçû ×èñëî çàðîäûøåâûõ õèìåð

19/20 5 2/5

22/23 2 2/2

25 1 0/1

Õîò  ÄÍÊ-ÄÍÊ ãèáðèäèçàöè  è áûëà âèäîñïåöèôè÷íîé, ýòà ñïîñîáèêà îêàçàëàñü
íåñïîñîáíà âû âë òü õèìåðû. Ñïîñîá äîò-áëîò ãèáðèäèçàöèè áûë íåäîñòàòî÷íî
÷óâñòâèòåëåí, ÷òîáû âû âë òü ÝÑÊ äîíîðà, òîãäà êàê ñïîñîá ãèáðèäèçàöèè in situ èìååò
âûñîêèé ïðîöåíò ëîæíûõ îòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ, ñâ çàííûé ñ ñïîñîáèêîé. Ñïîñîá
äâîéíîãî îêðàøèâàíè   âë åòñ  óñïåøíûì ñïîñîáîì èäåíòèôèêàöèè õèìåð èíäåéêà-
êóðèöà. Íà îñíîâå ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ âûøå, ÝÑÊ ãîíàä êóðèöû èëè èíäåéêè ïðè
âíóòðèñîñóäèñòîì ââåäåíèè ñïîñîáíû ìèãðèðîâàòü â ãîíàäû è äàâàòü íà÷àëî
çàðîäûøåâûì õèìåðàì. Òàêèì îáðàçîì, îêàçàëîñü, ÷òî õåìîàòòðàêòàíò, âûðàáàòûâàåìûé
ãîíàäàìè ïòèö, íå  âë åòñ  âèäîñïåöèôè÷íûì. Ýòî òàêæå äîêàçûâàåò, ÷òî ÝÑÊ ãîíàä
ñîõðàí þò ñâîþ ñïîñîáíîñòü ìèãðèðîâàòü äàæå ïîñëå òîãî, êàê îíè êîëîíèçèðîâàëè
ãîíàäû.

Ïîëó÷åíèå õèìåð èíäåéêà-êóðèöà èìååò øèðîêîå ïðèìåíåíèå. Ïåðåíîñ ÝÑÊ ñàìöà
èíäåéêè ïðèãîäåí äë  ñïåðìàòîãåíåçà èíäåéêè â ãîíàäàõ êóðèöû. Ýòî ìîæåò óñêîðèòü
ñïåðìàòîãåíåç, ïîñêîëüêó âðåì , íåîáõîäèìîå äë  ïîëó÷åíè  ñïåðìû ó êóð - 18 íåäåëü,
ïî ñðàâíåíèþ ñ 30-32 íåäåë ìè ó èíäååê. Âîçìîæíîñòü êóëüòóðèðîâàòü ÝÑÊ è ïîëó÷àòü
çàðîäûøåâûå õèìåðû ìîæåò óìåíüøèòü ÷èñëî âûñîêîêà÷åñòâåííûõ ïðîèçâîäèòåëåé,
êîòîðûå â íàñòî ùåå âðåì  íåîáõîäèìû äë  ïîëó÷åíè  ïîòîìñòâà. Âîçìîæíîñòü
ïîëó÷åíè  èíäþøà÷üåé ñïåðìû îò ìåíüøèõ ïî ðàçìåðó è áîëåå äåøåâûõ ïòèö òàêæå
âûãîäíî äë  ïòèöåâîäñòâà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå õèìåðû òàêæå ìîãóò äàòü ìîäåëü èññëåäîâàíè  âçàèìîäåéñòâè 
ìåæäó çàðîäûøåâûìè è ñîìàòè÷åñêèìè êëåòêàìè ðàçíûõ ãåíîòèïîâ, íà îñíîâàíèè ÷åãî
ñòàíîâèòñ  âîçìîæíûì óçíàòü, ïîëó÷àþò ëè ïðè ýòîì ñîñåäíèå êëåòêè êàêèå-ëèáî
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õàðàêòåðèñòèêè ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê. Ýòà ñïîñîáèêà ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíà äë 
ïåðåíîñà ÝÑÊ îò ïîðîä ñ íèçêîé ïëîäîâèòîñòüþ ê áîëåå ïëîäîâèòûì ïòèöàì è äë 
ñîõðàíåíè  ÝÑÊ â ñëó÷àå íåîæèäàííîé ãèáåëè èëè áîëåçíè èëè â ñëó÷àå âèäîâ ïòèö,
âûìèðàþùèõ ïðè åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ ñïàðèâàíè  (A.Tajima et al. Theriogenology 40:
509-519 (1993)).

Ïðåäøåñòâóþùåå  âë åòñ  èëëþñòðàöèåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  è íå äîëæíî
èñòîëêîâûâàòüñ  êàê åãî îãðàíè÷åíèå. Äàííîå èçîáðåòåíèå îïðåäåë åòñ 
íèæåñëåäóþùèìè ïóíêòàìè è ýêâèâàëåíòíûìè ïîëîæåíè ìè, âêëþ÷åííûìè â íèõ.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïðîèçâîäñòâà è ñáîðà ãàìåò ïòèö, ïðåäóñìàòðèâàþùèé ñòàäèè: ïîëó÷åíè 

ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îò ïòèö âèäîâ-äîíîðîâ; ââåäåíè  óêàçàííûõ
ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê âèäó-ðåöèïèåíòó ïòèöû in ovo, ãäå óêàçàííûé âèä-
ðåöèïèåíò îòëè÷åí îò óêàçàííîãî âèäà-äîíîðà; èíêóáèðîâàíèå óêàçàííîãî âèäà ðåöèïèåíòà
äî âûëóïëåíè ; âûðàùèâàíèå óêàçàííîãî ðåöèïèåíòà äî ïîëîâîé çðåëîñòè; ñ ïîñëåäóþùèì
ñáîðîì ãàìåò óêàçàííîãî âèäà-äîíîðà ó óêàçàííîãî âèäà-ðåöèïèåíòà.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûì âèäîì-äîíîðîì  âë åòñ  àìåðèêàíñêèé æóðàâëü.
3. Ñïîñîá ïî ï.2, ãäå óêàçàííûì âèäîì-ðåöèïèåíòîì  âë åòñ  êàíàäñêèé æóðàâëü.
4. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûì âèäîì-äîíîðîì  âë åòñ  èíäåéêà.
5. Ñïîñîá ïî ï.4, ãäå óêàçàííûì âèäîì ðåöèïèåíòîì  âë åòñ  êóðèöà.
6. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  ñòàäè  ââåäåíè  îñóùåñòâë åòñ  èíúåêöèåé.
7. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè âûáèðàþò èç ãðóïïû,

ñîñòî ùåé èç ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ãîíàä è ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
êðîâè.

8. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  ñòàäè  ââåäåíè  îñóùåñòâë åòñ  íà ñòàäè õ ñ 13 ïî
18 ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòè .

9. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè íåñóò ïàðó õðîìîñîì
(Z), îïðåäåë þùèõ ïîë ñàìöà.

10. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè íåñóò õðîìîñîìó
(w), îïðåäåë þùóþ ïîë ñàìêè.

11. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  ñòàäè  ââåäåíè  ïðîèçâîäèòñ  áåç ïðåäâàðèòåëüíîé
ñòåðèëèçàöèè óêàçàííîé ïòèöû in ovo.
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