ЭМБРИОЛОГИЯ 

Биология развития (эмбриология) - наука о закономерностях онтогенеза многоклеточных 

организмов, начиная с гаметогенеза и включая послезародышевое развитие. Биология развития изучает строение и функции зародышей на последовательных стадиях развития вплоть до становления взрослых форм и последующего старения организма. Развитие находится под контролем генетических факторов и факторов окружающей среды, оно регулируется на уровне целого организма, зачатков органов и тканей, на клеточном, субклеточном, а также молекулярном уровнях. 

Биология развития опирается на достижения смежных наук - цитологии, генетики, молекулярной биологии, эволюционной теории и экологии. Поэтому изложение курса "Эмбриология" дополняется необходимыми сведениями из перечисленных выше дисциплин. 

1. Предмет и история эмбриологии 

Предмет эмбриологии, ее связь с другими биологическими дисциплинами. Краткий обзор истории эмбриологии. Воззрения Гиппократа и Аристотеля. Эмбриология XVII-XVIII вв. 

Преформисты и эпигенетики. Работы К.Ф.Вольфа. Развитие эмбриологии в XIX веке. Значение работ К. Бэра. Влияние дарвинизма на эмбриологию. Сравнительно-эволюционное направление (А.О. Ковалевский, Э. Геккель, И.И. Мечников). Исторические корни экспериментальной эмбриологии, ее современные задачи. Каузально-аналитический метод, его сильные и слабые стороны. Дискуссия неопреформистов и неоэпигенетиков (В. Гис, В. Ру, Г.Дриш). Основные направления и задачи современной описательной, экспериментальной, сравнительной и теоретической эмбриологии. Ее связь с цитологией, генетикой и молекулярной биологией. 

Прикладное значение эмбриологии. 

Эмбриология — наука, изучающая индивидуальное развитие многоклеточного организма, а также закономерности изменений его морфофункционального состояния на протяжении всего онтогенеза.

Она включает в себя определенные разделы цитологии, гистологии, генетики и молекулярной биологии. Одним из начал эмбриологии, по-видимому, была акушерская практика (как одна из первых форм медицинской помощи).   Второе начало – мировоззренческое ( эмпирическое – движение от факта к факту и теоретическое – общее представление о появлении жизни, зарождении, развитии организма).  

Первые теории, послужившие в дальнейшем основой для развития науки, появились во времена античности.

 - Эмпедокл (444 до н.э.) утверждал, что человек формируется с 31 дня по 50. Он полагал, что кости есть земля и вода, сухожилия – земля и воздух и т.п. Также считал, что рождение близнецов или уродов есть результат работы воображения матери. Считал, что зародыш начинает дышать с момента рождения.

- Диоген  утверждал, что плацента – орган питания зародыша. И высказал идею о последовательном развитии структур.

- Гиппократ – первые регулярные знания в области эмбриологии. (460-370 гг. до н.э.) В основном связаны с акушерством и гинекологией. Труды «О диете», «О семени», «О природе ребенка». Он говорит о трёх неотъемлемых свойствах каждого тела – сухость, влажность, тепло. Они никогда не встречаются раздельно. Все процессы в организме Гиппократ сравнивает с процессами в неорганических телах и с трудовой деятельностью.

Он высказал идею о преформации: «Все части зародыша образуются в одно и то же время. Все члены отделяются друг от друга одновременно и таким же образом растут. Ни один не возникает раньше или позже другого, но те, которые по природе своей толще появляются прежде тонких, не будучи сформированы раньше» (Преформизм – всё определено изначально)

- Аристотель (384-322 гг. до н.э.) Положил начало общей и сравнительной эмбриологии. Труд «О возникновении животных». Он вскрывал куриные яйца, анатомировал и изучал всевозможных зародышей хладнокровных животных и млекопитающих и даже, возможно, абортивных зародышей человека. (Эпигенез - всё возникает заново) 

Аристотель:

1) Предложил классификацию животных по эмбриологическим признакам.

2) Ввел сравнительный метод изучения и заложил представления о различных путях эмбрионального развития; ему было известно яйцерождение и живорождение.

3) Установил различия между первичными и вторичными половыми признаками.

4) Отнес определение пола к ранним стадиям эмбрионального развития.

5) Выдвинул концепцию неоплодотворенного яйца как сложной машины, части которой придут в движение и станут выполнять свои функции, как только будет поднят главный рычаг.

6) Правильно истолковал функции плаценты и пуповины.

7) Связал явление регенерации с явлением эмбриогенеза.

8) Предвосхитил теорию рекапитуляции своим суждением о том, что в процессе эмбрионального развития общие признаки появляются раньше частных.

9) Предложил теорию градиентов формообразования своими наблюдениями о более быстром развитии головного конца зародыша.

10) Установил, что существующие предположения сводятся к антитезе преформация – эпигенез. Сам он настаивал на правильности второго варианта – эпигенеза.

Он также высказал идею 4х причин – материальной, действующей, формальной и финальной. В средние века превалировала четвертая, финальная причина, в силу её связи с идеей божественного начала.

Лишь Френсис Бэкон (1561-1626) доказал. Что с научной точки зрения конечная причина – ненужная концепция. До этого момента со смерти Аристотеля в эмбриологии ничего не менялось.

В 17 веке Антони Ван Левенгук изобрёл микроскоп. Описывал проникновение в матку и трубы сперматозоидов у различных живых организмов.

Полемика между  К. Вольфом (Питерская академия наук) и А. Галлером. 

Галлер стоял на стороне преформизма, а Вольф показал на примере развития кровеносной, а позже и пищеварительной систем, что сначала системы эти выглядят как листки, затем как желобки, и в конце концов превращаются в трубки. В 1776 составил труд «О формировании кишечника». Авторитет Галлера воспрепятствовал признанию правоты Вольфа, но, со временем, она была признана.

Работы эмбриологов 19 века К. Бэра и Х.Г. Пандера строились именно на признании правоты Вольфа.


К. Бэр. Один из крупнейших естествоиспытателей своего времени. Он развил учение Пндера о зародышевых листках, выделил анимальный (дающий покровы и НС) и вегетативный (дающий сосуды, мышцы, пищеварит. тракт) полюса, зародышевую хорду.

Он сделал выдающееся обобщение, определившее эмбриологию как самомстоятельную науку – сходство в развитии эмбрионов высших и низших животных. Закономерность заключалась в том, что сначала развиваются признаки, характерные для типа, затем класса и т.д.) – Закон Бэра. Он заметил, что онтогенез есть преформированный эпигенез. (Возникает заново, но в предопределенной форме)


Бишоф дал названия зародышевым листкам, сохранившиеся и сегодня (мезо-, энто- и эктодерма) Поставив в основу учение Т.Шванна о клетке. Он показал, что одноименные листки разных животных сходны по гистологическому строению.

Ч.Дарвин подогрел интерес к эмбриологии. Многие эволюционисты пытались использовать эмбриологические данные для подтверждения теории эволюции.

Эрнст Геккель сформулировал основной биогенетический закон «Развитие зародыша есть сжатое и сокращенное повторение эволюционного развития данной группы организмов. Оно тем полнее, чем более сохраняется палингенез (палингенез – признак или процесс в эмбриогенезе, повторяющий соответствующий признак или процесс филогенеза данного вида)

 Вейсман (1834-1914) использовал цитогенетический подход, в то время как до этого пользовались лишь сравнительно эволюционным и описательным. Он предложил концепцию о неравномерном делении, о выделении зародышевого пути и о неравно наследственном митозе. Основана на опытах Бовери с аскаридами. Он описывал явление деминуции хроматина (потеря части хромосом в соматических клетках).

Опыты Ру с прижиганием половины 4х клеточного зародыша. (Из половины развивалась только пол орг-ма) Однако при изоляции половинок развивались полноценные орг-мы. Опыты Ганса Дриша с гребневиками ( и прижигание, и изоляция давали уменьшение числа гребней.) Также выяснилось, что дефект, нанесенный цитоплазме незрелого яйца исправляется, а зрелого – ведет к нарушениям у зародыша. Выяснилось, что при удалении бластомеров у кольчатых червей, моллюсков развивается личинка с невосполнимыми дефектами, а у иглокожих, кишечнополостных, асцидий – нормальный зародыш. Это как бы сочетания преформизма у первых и эпигенеза у вторых.

Казуально - аналитический метод пришел на смену описательному и сравнительному. Стала формироваться экспериментальная и аналитическая эмбриология.

Сильные стороны – возможность получать принципиально новую информацию, данные.

Слабые стороны – (что будет если.. Метод основан на эксперименте, теория подгоняется под результат эксперимента. Этот метод не даёт возможности понять механизм, мы видим лишь результат действия.)

Дриш относился к неоэпигенетикам, Ру к неопреформистам.

Именно Дришу удалось установить эквипотенциальность ядер бластомеров некоторых развивающихся яиц. Он установил, что отличаются они цитоплазмой. В то же время яйца морских ежей давали абсолютно идентичные бластомеры. Дриш заключил, чот судьба бластомеров есть функция их положения в целом. (предвосхищение современных убеждений о  позиционной информации). Дриш также сделала вывод, чот проспективная потенция бластомера всегда шире его проспективного значения (может развиться больше всего разного, чем получается при нормальном развитии).


Сегодня эмбриология во многом сопряжена с генетикой, молекулярной биологией и цитологией. Использование методов этих наук позволяет глубже вникать в существующие вопросы и устанавливать ранее недоступные детали. Сегодня эмбриология во многом перешла на микроуровень. Экспериментальная эмбриология в наше время  во многом урезана в своих возможностях в связи с ограничениями, накладываемыми биоэтикой.  

2. Гаметогенез 


Формирование первичных половых клеток (гоноцитов) у различных групп животных (губки, кишечнополостные, круглые черви, ракообразные, позвоночные). 


Гоноцит, или первичная половая клетка - это эмбриональная клетка, из которой впоследствии могут образовываться половые клетки.


У всех животных, имеющих морфологически выраженные гонады, половые клетки закладываются независимо от половой железы (экстрагонадно). С момента обособления и до вселения в гонаду эти клетки и называются гоноцитами.


У некоторых животных половые клетки способны образоваваться из соматических клеток на протяжении всего онтогенеза. К таким животным относятся губки, кишечнополостные и плоские черви. У губок половые клетки образуются из амебоцитов и хоаноцитов. У кишечнополостных половые клетки образуются из интерстициальных (I-) клеток, у плоских и кольчатых червей - из необластов.


Поэтому половые клетки у них могут возникать и в случае регенерации из небольших участков тела взрослых животных при полном удалении половых желез.


У продолжительно голодающих планарий половые клетки могут дедифференцироваться и превращаться в стволовые клетки, используемые для регенерации соматических тканей.


У кольчатых червей происходит раннее обособление зачатка половых клеток, которые образуются из соматических. Таким образом, у них существуют два источника гоноцитов: раннеэмбриональный и соматический.


Согласно современным представлениям, у остальных животных зачаток гоноцитов обособляется на стадии гаструлы или нейрулы. У большинства круглых червей, членистоногих и бесхвостых амфибий половые клетки обособляются уже в процессе дробления.


Так, у двукрылых насекомых еще до начала дробления в заднем полюсе яйцеклетки находятся базофильные гранулы, состоящие из РНК и белка. Впоследствии, половые клетки обособляются именно из этого участка цитоплазмы. У дрозофилы окончательное обособление половых клеток происходит на 13-м делении дробления.


В яйцеклетке веслоногого рака циклопа присутствуют аналогичные гранулы (эктосомы). В результате делений дробления эктосомы распределяются между двумя клетками, которые и дают начало половым. Обособление половых клеток происходит на 5-м делении дробления. Еще раньше (на 4-м делении дробления) половые клетки выделяются у ветвистоусых раков, а также у некоторых выдов круглых червей.


У лошадиной аскариды, в самом начале развития, при делении соматических клеток происходит диминуция хроматина (отторжение в цитоплазму и последующая деградация части хроматина). При образовании гоноцитов диминуции не происходит. Таким образом, половые клетки обособляются от соматических, сохраняя свою тотипотентность.


У рыб гоноциты обособляются в конце гаструляции. Их источником служит первичная энтомезодерма. Возможно, в гонадах взрослых рыб присутствуют первичные половые клетки.


В яйцеклетках амфибий еще в начале периода роста ооцита на вегетативном полюсе обнаруживаются РНК-содержащие структуры, которые следует отнести к половой цитоплазме (безжетлковая цитоплазма, "зародышевая (половая) плазма"). Гоноциты у бесхвостых амфибий выделяются на стадии бластулы, среди бластомеров будущей энтодермы. На стадии поздней гаструлы клетки, содержащие половую плазму, обнаруживаются во внутренней части энтодермы и в области желточной пробки. На стадии хвостовой почки эти клетки располагаются в области дорсальной энтодермы. У молодых личинок они еще некоторое время остаются в составе энтодермы, прежде чем попадут в гонаду.


Формирование гоноцитов у хвостатых амфибий, в отличие от бесхвостых,  происходит не автономно, а под влиянием соседних эмбриональных тканей. Гоноциты возникают на стадии гаструлы или нейрулы. Они обособляются из мезодермы под воздействием энтодермы (такое воздействие осуществляется еще на стадии бластулы).


У рептилий первичные половые клетки обнаруживаются во внезародышевой энтодерме.


У птиц первичные половые клетки возникают рядом с задним концом зародыша. Затем они перемещаются вперед, в область головного серпа, все время находясь во внезародышевой области. Когда возникает внезародышевая система кровообращения, гоноциты с током крови перемещаются внутрь тела зародыша.


Половые клетки млекопитающих являются потомками эмбриональных тотипотентных клеток, присутствующих в бластодерме зародыша в период формирования первичной полоски. Затем они попадают в заднюю внезародышевую энтодерму, мигрируют в стенку кишки и в окружающую ее мезенхиму. Далее они перемещаются в дорзальный мезентерий к закладке гонады.


Итак, единственный источник половых клеток у позвоночных, членистоногих и круглых червей - это первичные гоноциты, которые обособляются на ранних стадиях развития. Однако далеко не у всех групп животных гоноциты не могут пополняться за счет соматических клеток на более поздних стадиях развития. У губок, кишечнополостных, некоторых кольчатых червей и полухордовых имеются тотипотентные стволовые клетки, которые в течение всей жизни пополняют запас половых клеток.



Возникновение половых клеток в процессе эволюции - это первая дифференцировка клеток организма. При этом половые клетки сохраняют свою тотипотентность. Такое разделение было важнейшим эволюционным событием, которое позволило перейти от одноклеточности к многоклеточности.


Миграции гоноцитов в гонаду.


Прежде всего гоноциты должны добраться до закладки гонады. Как первичные гоноциты, так и резервные клетки , типа интерстициальных способны двигаться самостоятельно, но значительную часть пусти они проходят пассивно, с током крови. Поблизости от зачатка половой железы гоноциты движутся активно.


На стадии первичных гоноцитов мужские и женские половые клетки, как правило, неотличимы. Различия появляются лишь после их проникновения в половые железы. При этом женские гоноциты заселяют кортикальную часть гонады, а мужские гоноциты - медуллярную.


Половые клетки, попавшие в зачатки гонаду и приступившие к размножению, называются гониями (сперматогонии и оогонии).


У многих животных существуют особые стволовые клетки, продуцирующие гонии в течение долгого периода времени (или даже всей жизни). Известны два типа стволовых клеток. Одни из них делятся ассиметрично, вследствие чего одна из дочерних клеток остается стволовой, а другая вступает на путь дальнейшего развития. Так, например, происходит у дрозофилы.


В других случаях (например, у круглых червей) стволовые половые клетки делятся симметрично, и судьба каждой из них определяется тем, какое положение они случайно займут в гонаде.


Оогенез, его основные периоды: размножение, рост, созревание яйцеклеток.Типы питания яйцеклеток: фагоцитарный, нутриментарный, фолликулярный. Связь яйцеклетки с питательными клетками при разных типах питания; поступающие в яйцеклетку вещества. Превителлогенез и вителлогенез. Профаза мейоза, протекающие в ней цитологические и биохимические перестройки. Амплификация генов. Синтез рРНК и мРНК. Поляризация яйцеклетки. Особенности делений созревания яйцеклетки.


Как уже было сказано, попав в гонаду, гоноциты приступают к размножению путем обычных митотических делений. На этой стадии женские половые клетки называются оогониями. Оогонии прекращают размножаться еще в эмбриональном периоде, задолго до наступления половозрелости самки. У пятимесечного плода человека имеется 6-7млн. женских половых клеток. Потом наступает их массовая гибель путем апоптоза. В результате, к моменту рождения остается около 1 млн. клеток, а к моменту половой зрелости - менее 400 000 клеток. К 50 годам у женщины остается всего около 1 000 половых клеток.


Женская половая клетка, прекратившая размножение, называется ооцит I порядка. Начинается своеобразный, свойственный только этой клетке, период роста. Он связан с поступлением в яйцеклетку питательных веществ извне и с рядом синтетических процессов в самой яйцеклетке. Увеличение яйцеклетки в период роста может быть колоссальным. Так ооциты дрозофилы за 3 дня увеличиваются в 90 000 раз. У млекопитающих ооциты увеличиваются в объеме более чем в 40 раз. Рост яйцеклетки млекопитающего может длиться десятки лет. Например у человека - до 30 лет.


Рост ооцитов принято разделять на два периода. Период малого роста (превителлогенез или цитоплазматический рост) и большого роста (вителлогенез, трофоплазматический рост). 


Для периода малого роста характерно относительно малое и пропорциональное увеличение ядра и цитоплазмы, при котором ядерно-цитоплазматическое отношение не изменяется. Весь период превителлогенеза проходит на фоне подготовки клетки к последующим делениям созревания. На этой стадии ооцит I порядка вступает в S-фазу, то есть в фазу удвоения ДНК. После этого наступает профаза 1-го деления мейоза. На этой стадии происходят коньюгация хромосом, образование синаптонемального комплекса, кроссинговер. В ядре ооцита последовательно проходят этапы лептотены, зиготены, пахитены и диплотены. На стадии диакинеза наступает стационарная фаза, при этом дальнейшее течение мейоза сильно замедляется или прекращается полностью. Этот блок мейоза продолжается до достижения особью половозрелости. Однако на этой стадии ДНК ооцита является активной. Она выполняет роль матрицы для синтеза всех видов РНК. Эти молекулы РНК, в основном, синтезируются для использования их яйцеклеткой уже после оплодотворения.


Синтез рРНК связан (28S и 18S) с явлением амплификации генов, кодирующих данные виды РНК. Амплифицированные участи обособляются в виде ядрышек, которых может быть несколько тысяч. Амплификация идет, в основном, на стадии пахитены. После созревания ооцита ядрышки входят в цитоплазму клетки и там лизируются.


Синтез 5S-рРНК и тРНК происходит без амплификации, за счет того, что кодирующие их гены многократно повторены.


Синтез мРНК связан с приобретением хромосомами ооцита структуры "ламповых щеток". При этом период "ламповых щеток" наблюдается у ооцитов с солитарным и фолликулярным типами питания. В других случаях этот период сокращен или отсутсвтует. Молекулы мРНК, запасенные для развития оплодотворенной яйцеклетки, присутствуют в цитоплазме ооцита в виде информосом - комплекса мРНК с белками.


Период большого роста характеризуется сильным ростом цитоплазматических компонентов. Ядерно-цитоплазматическое отношение при этом уменьшается. В течение данного периода в ооците I порядка откладывается желток (лат. вителлус) в виде гранул, а также другие питательные вещества: жиры и гликоген.


По количеству откладываемого желтка яйцеклетки делят на:

· полилецитальные (многожелтковые), встречаются у большинства членистоногих, рыб и птиц;

· мезолецитальные (со средним количеством желтка), встречаются у амфибий и осетровых;

· олиголецитальные (маложелтковые), встречаются у большинства червей, у моллюсков и иглокожих;

· алицетальные (безжелтковые), встречаются у млекопитающих и некоторых форм беспозвоночных.

Количество жедтка в клетке строго определено генетически и почти не зависит от условий питания самки.


По характеру расположения желтка яйцеклетки классифицируют на:

· изолецитальные (олиго- и мезолецитальные)

· телолецитальные (полилецитальные - костистые рыбы, мезолецитальные - амфибии)

· центролецитальные (полилецитальные - насекомые)


По способу образования желток делят на:

· экзогенный желток, строится на основе белка-предшественника - вителлогенина, поступающего в ооцит извне (у позвоночных он синтезируется в печени матери и находится под гормональным контролем: гипоталамус выделяет гормон люлиберин, под влиянием которого гипофиз выделяет ФСГ и ЛГ в кровь, в ответ на это клетки фолликула синтезируют эстроген, который регулирует синтез вителлогенина клетками печени как на уровне транскрипции, так и на уровне трансляции). Желточные гранулы формируются уже внитри самого ооцита. При формировании гранул желтка вителлогенин расщепляется на сильно фосфорилированный белок фосвитин, содержащий 8% фосфата, и белок липовителлин, содержащий до 20% липидов. Структурная единица желточной пластины образована одной молекулой липовителлина и двумя молекулами фосфитина.

· эндогенный желток, который синтезируется из низкомолекулярных предшественников внутри самого ооцита. Лишь немногие типы яйцеклеток развиваются исключительно за счет эндогенного желтка.


В ходе эволюции наблюдается переход от факультатиыной гипертрофии клетки-родоночальника будущего организма - к обязательной гипертрофии.


Выделяют следующие способы питания яйцеклеток:

· диффузный (фагоцитарный) описан у губок и пресноводной гидры. Растущий ооцит поглощает более мелкие клетки путем фагоцитоза. Некоторое время ядро фагоцитированных клеток может сохранять синтетическую активность, снабжая ооцит копиями мРНК. Затем поглощенные клетки гибнут путем апоптоза. Основной биохимический процесс в цитоплазме такого ооцита - синтез гидролитических ферментов для переваривания фагоцитированного материала, который откладывается в фаголизосомах. При таком типе питания не образуется настоящих желтковых гранул.

· солитарный (одиночный) типа питания встречается в том случае, когда ооцит не связан непосредственно с какими-либо другими клетками и получает все необходимые вещества из окружающей среды в низкомолекулярной форме. Данный тип питания встречается у колониальных гидроидных полипов, морских звезд, ланцетника и других видов. В данном случае, желток и все типы РНК синтезируются самим ооцитом, то есть, желток является эндогенным.

· алиментарный, то есть, осуществляемый с помощью вспомогательных клеток. Подразделяется на:

· нутриментарный тип питания появляется в различных группах червей и достигает наивысшего развития у членистоногих. В данном случае ооцит окружен специальными питающими клетками - трофоцитами, связанными с ооцитом цитоплазматическими мостиками. Трофоциты и ооциты возникают от одного и того же гнезда размножающихся оогониев. Судьба оогониальных клеток определяется количеством связей (цитоплазматических мостиков) с другими клетками. Основная функция трофоцитов - синтез рРНК, поступающей в ооцит. К синтезу желтка трофоциты отношения не имеют. Основная часть желточных белков при нутриментарном способе питания синтезируется в соматических клетках и поступает в ооцит посредством пиноцитоза.

· фолликулярный тип питания является наиболее распространенным и совершенным и встречается у ряда беспозвоночных и большинства хордовых. Особенного развития он достигает у млекопитающих. Данный тип питания связан с образованием из соматических клеток гонады одного или нескольких слоев фолликулярного эпителия, окружающего ооцит. Ооцит вместе с фолликулярным эпителием, который отделен от ооцита периооцитным пространством,  называется фолликулом. Фолликулярный тип питания может сочетаться с нутримернатным (например, у насекомых). Универсальной функцией фолликулярного эпителия является роль избирательно проницаемого барьера для белков, поступающих из кровеносных сосудов в периооцитное пространство. Благодаря этой функции вокруг оофита создается повышенная концентрация вителлогенинов, поглощаемых ооцитом путем пиноцитоза. Также, на поздних стадиях оогенеза, фолликулярные клетки могут выделять белки, идущие на построение вторичной оболочки яйцеклетки. Кроме этих функций, фолликулярные клетки могут выполнять и специфические функции: синтез рРНК (рептилии и птицы), синтез желточных белков (головоногие моллюски), синтез андрогенов и эстрогенов, находящийся под контролем гонадотропных гормонов гипофиза (позвоночные).


Фолликулярные клетки образуются из коркового слоя яичника и окружают ооцит. Образовавшиеся сферические структуры, содержащие плоские фолликулярные клетки, называются примордиальными фолликулами. Далее фолликулярные клетки становятся квадратными, и фолликул называется первичным однослойным. Однослойные фолликулы, в результате размножения фолликулярных клеток становятся многослойными. Затем фолликулярные клетки начинают выделять жидкость и постепенно резорбироваться. На их месте возникают полости (вторичный фолликул), сливающиеся в конце концов в одну. В результате образуется зрелый третичный фолликул или Граафов пузырек. Затем стенка Граафова пузырька лопается, яйцеклетка освобождается и выходит из яичника в яйцевод, окруженная слоем фолликулярных клеток (лучистый венец - corona radiata). Данный процесс называется овуляцией. После овуляции ооцит приступает к делениям созревания.


Созревание ооцита - это процесс последовательного прохождения двух делений мейоза (делений созревания). Выход из фазы диакинеза и начало собственно делений созревания приурочены к достижению самкой половозрелости и определяются половыми гормонами: гонадотропные гормоны гипофиза воздействют на фолликулярный эпителий, который в ответ выделяет прогестерон и его аналоги. Гормоны фолликулярного эпителия поступают в ооцит и стимулируют его созревание.


Из двух делений созревания первое является редукционным, при этом каждая из образовавшихся клеток приобретает половинный набор хромосом. Поскольку 1-му делению созревания предшествовала S-фаза, каждая из разошедшихся хромосом состоит из двух идентичных хроматид. Эти хроматиды и расходятся по сестринским клеткам во втором делении созревания, которое является эквационным.


Основная особенности делений созревания в ооцитах состоит в том, что эти деления резко неравномерны. Перед первым делением созревания ядро ооцита мигрирует к его поверхности. Та точка поверхности ооцита, к которой ближе всего располагается ядро, названа анимальным полюсом. Противоположная точка - вегетативный полюс. В результате первого деления созревания половина хромосомного набора выталкивается в очень маленькую клетку, которая называется первым редукционным или полярным тельцем.


Яйцевая клетка после выделения I редукционного тельца называется ооцитом II порядка. Второе деление созревания осуществляется путем выделения II редукционного тельца таких же размеров, как и I. После его выделения ооцит II порядка превращается в зрелое яйцо.


Лишь у некоторых видов (некоторые кишечнополостные, морские ежи) мейоз доходит до конца бещ участия сперматозоида, внедряющегося в яйцеклетку. У большинства животных течение мейоза останавливается на некотором этапе созревания. Возникает блок мейоза, и для дальнейшего его протекания требуется активация яйцеклетки.


Различают три типа блока мейоза:

1. Мейоз останавливается на стадии диакинеза профазы 1-го деления, т.е. участие сперматозоида необходимо для протекания обоих мейотических делений. Этот тип мейоза наблюдается у губок, некоторых представителей плоских, круглых и кольчатых червей, моллюсков. Сюда же относятся собака, лиса и лошадь.

2. Мейоз останавливается на метафазе 1-го деления созревания. Такой блок отмечен у некоторых губок, немертин, кольчатых червей, моллюсков и почти у всех насекомых.

3. Мейоз останавливается на метафазе 2-го деления созревания. Сюда относятся почти все хордовые. У летучих мышей блок мейоза происходит на анафазе 2-го деления созревания. Именно на этих стадиях происходит овуляция яйцеклетки.


Как уже говорилось, у яйцеклетки выделяются анимальный и вегетативный полюса. Эта анимально-вегетативная поляризация решающим образом ориентирует последующие морфогенетические процессы: за редкими исключениями первые две борозды делений дробления проходят по взаимно перпендикулярным анимально-вегетативным мередианам, пересекаясь на анимальном и вегетативном полюсах. У взрослых животных передне-задняя ось тела либо совпадает с анимально-вегетативной осью яйцеклетки (позвоночные), либо перпендикулярна ей (членистоногие).


Первые морфологические проявления поляризации яйцеклетки приурочены к периоду вителлогенеза: у большинства яйцеклеток желток откладывается приемущественно в вегетативном полушарии, а ядро оттесняется в анимальное полушарие. Но только во время второго деления созревания поляризация становится устойчивой и необратимой.


Материальные носители полярности яйцеклетки до сих пор полностью не выявлены, но судя по всему, они локализованы в плазматической мембране, а не в цитоплазме яйцеклетки. В последнее время были получены данные о наличии электрических полей, ориентированных от одного полюса яйцеклетки - к другому. Такие поля связаны с неравномерным распределением ионных каналов по мембране. Утверждается, что расположение насосов и ионных каналов однозначно определяет полярность яйцеклетки.


Кроме плазматической мембраны яйцо может быть окружено еще несколькими оболочками. Различают следующие оболочки:

· Первичные (желтковые), представляющие собой производные мембраны яйцеклетки. Они присущи яйцеклеткам почти всех животных (кроме губок и большинства стрекающих), но особенно хорошо развиты у позвоночных. Первичная оболочка млекопитающих называется блестящей оболочкой (zona pellucida). Первичная оболочка образована гликопротеинами, обеспечивает видовую специфичность адгезии спермия при оплодотворении. Возможно, внешняя часть данной оболочки образована выделениями фолликулярных клеток.

· Вторичные оболочки (хорион) образуются как продукт выделения фолликулярных клеток. Лучше всего выражены у насекомых. В хорионе имеется одно или несколько отверстий (микропиле), через которое сперматозоид проникает в ядро.

· Третичные оболочки выделяются железами яйцевода. Очень сильно они развиты у химеровых рыб, амфибий, рептилий и птиц. У птиц третичные оболочки представлены белком, двумя слоями подскорлуповой пергаментной оболочки и скорлупой.

При прохождении яйца по яйцеводу оно вращается. Интересно, что передне-задняя ось зародыша расположена всегда перпендикулярно направлению движения яйца по яйцеводу, а направление от хвоста зародыша к голове совпадает с направлением вращения яйца.


Характерные особенности сперматогенеза. Спермиогенез.


Мужские половые клетки, как и женские, возникают из первичных гоноцитов. При сперматогенезе непосредственными потомками гоноцитов являются стволовые сперматогенные клетки (у млекопитающих их называют сперматогониями типа А). Они присутствуют не только у зародышей, но и у половозрелых самцов. В семенниках млекопитающих они располагаются в пристеночном слое семенных канальцев. Стволовые клетки нерегулярно делятся. Некоторые из них перемещаются ближе к центру канальца, их деления становятся более регулярными (сперматогониальные деления), а после каждого деления изменяется форма и величина клеток. Такие клетки называют сперматогониями (сперматогониями типа В).


Сперматогониальные деления происходят постоянно у половозрелых самцов. Число делений сперматогония определено для каждого вида (4 для человека).


После определенного числа делений сперматогоний передвигается еще ближе к просвету канальца и вступает в профазу 1-го деления созревания. На этой стадии он называется сперматоцитом I порядка.


В результате первого деления созревания сперматоцит I порядка делится на два одинаковых сперматоцита II порядка, которые делятся на две сперматиды, в результате второго деления созревания.


Далее каждая сперматида преобразуется в сперматозоид. Этот сложный цитологический процесс, не сопровождающийся клеточными делениями, называется спермиогенезом. Процесс спермиогенеза продолжается несколько дней (у человека - 23 дня).


Как сперматогонии, так и сперматоциты и сперматиды всех исследованных видов животных связаны между собой цитоплазматическими мостиками, образуя синцитии. Этим объясняется высокая степерь синхронности делений сперматогониев и сперматоцитов. Между сперматидами по таким мостикам могут проходить мРНК.


Важное значение для сперматогенеза имеют соматические клетки, расположенные в стенках семенных канальцев -  клетки Сертоли. Клетки Сертоли снабжают сперматогониальные клетки питательными веществами и гормонами, способствуют высвобождению сперматозоидов в просвет канальцев, фагоцитируют неполноценные сперматозоиды.


Клетки Сертоли не контактируют друг с другом на уровне базальной мембраны. Их контакт находится выше, над слоем сперматогоний. У плода и новорожденных между клетками Сертоли имеются лишь щелевые контакты. На протяжении пропубертатного периода происходит образование плотных контактов.


Как уже было сказано, после прохождения делений созревания образуется сперматида, которая является идентичной сперматозоиду генетически, но не цитологически. Основные процессы, происходящие во время спермиогенеза:

· ядро сперматиды сильно уплотняется, хроматин конденсируется и становится синтетически неактивным.

· происходят перемещения органелл: аппарат Гольджи смещается на апикальный конец сперматозоида (вперед от ядра) и формирует акросому, содержащую ферменты - спермолизины; центриоли смещаются на противоположный полюс ядра.

· из дистальной центриоли начинает расти жгутик. Вокруг основания жгутика располагаются спиралевидные митохондрии. Однако, у некоторых видов животных сперматозоиды лишены жгутика (круглые черви, ракообразные).

· почти вся цитоплазма отторгается.

3. Оплодотворение 

Оплодотворение – вызываемое сперматозоидом побуждение яйца к развитию с одновременноц передачей яйцеклетке наследственного материала отца. 

Дистантные взаимодействия гамет. 

Дистантные взаимодействия – взаимодействия гамет при осеменении, осуществляющиеся до соприкосновения гамет. К ним относятся хемотаксис, стереотаксис и реотаксис.  

Реотаксис – способность сперматозоидом передвигаться против тока жидкости в половых путях самки. Стереотаксис – способность двигаться по направлению к более крупному. чем сам сперматозоид, объекту – яйцеклетке. 

К дистантным взаимодействиям можно также отнести реакцию капацитации сперматозоида, происходящую в половых путях самки. (1. Альбумины в половых путях самки связывают холестерин из мембраны сперматозоида, в результате чего уменьшается соотношение холестерин: фосфолипиды. Это приводит к дестабилизации акросомного пузырька. 2. Освобождение активных центров галактозилтрансфераз, ферментов, узнающих  N-ацетилглюкозаминовые остатки в молекуле гликопротеина, расположенного на поверхности прозрачной оболочки яйцеклетки и представляющего, по сути, рецептор сперматозоида). 

Случаи хемотаксиса. Гиногамоны, андрогамоны, спермиолизины, их роль. 

Хемотаксис – направленное движение сперматозоидов по градиенту концентрации веществ, выделяемых яйцеклеткой (аттрактантов). Хемотаксис встречается у многих групп животных, особенно беспозвоночных:  кишечнополостных, моллюсков иглокожих, полухордовых. 
Примеры: у морских ежей – хемотаксические факторы пептидной природы (Strongulocentrotus purpuratus –  10-аминокислотный сперакт, у Arabica punctulata – 14-аминоксилотный резакт).

  Термин «Гамоны» предложен в 1940 нем. учёными М. Хартманом и Р. Куном. Вещества, выделяемые женскими и мужскими гаметами, названы ими соответственно гиногамонами и андрогамонами. Гамоны найдены у некоторых растений (водоросли, грибы) и многих животных (моллюски, кольчатые черви, иглокожие, хордовые).


В женских половых продуктах животных выявлены: 1) гиногамон I, усиливающий и продлевающий подвижность сперматозоидов; антагонист андрогамона I; низкомолекулярное термостабильное вещество небелковой природы. 2) Гиногамон II (фертилизин), вызывающий агглютинацию сперматозоидов. Согласно Лилли, он является необходимым звеном при соединении сперматозоида с яйцом, однако, по современным данным, его функция заключается в элиминации значительной части сперматозоидов, приближающихся к яйцу. У морских ежей фертилизин идентичен материалу студенистой оболочки и представляет собой гликопротеид; аналогичное по своему действию вещество имеется внутри яйца у морских ежей (цитофертилизин) и костистых рыб. 3) Вещество, инактивирующее агглютинирующее начало (антифертилизин яйца); у морских ежей осаждает гель студенистой оболочки и вызывает агглютинацию яиц; антагонист гиногамона II; белок.
 

В мужских половых продуктах животных найдены: 1) андрогамон I, подавляющий подвижность сперматозоидов; антагонист гиногамона I; низкомолекулярное термостабильное вещество небелковой природы. 2) Андрогамон II (антифертилизин сперматозоида), инактивирующий агглютинирующее начало; по действию сходен с антифертилизином яйца; относительно термостабильный белок. 3) Андрогамон III, вызывающий разжижение кортикального слоя яйца; низкомолекулярное термостабильное соединение (у морских ежей, по-видимому, ненасыщенная жирная кислота). 4) Лизины сперматозоида, растворяющие яйцевые оболочки; термолабильные белки (у млекопитающих — фермент гиалуронидаза).

Т.о., гамоны действуют как хемотаксические, рецепторные и литические агенты. 

Контактные взаимодействия гамет. 

Включают реакции активации сперматозоида и яйцеклетки, процессы слияния гамет (плазмогамии и кариогамии). 

Активация спермия - акросомная реакция.

Реакция активации сперматозоида начинается при контакте его головки со студенистой оболочкой яйцеклетки. Контакт с гликопротеинами оболочки яйцеклетки вызывает открытие Ca2+ и Na + каналов. 

1)В результате поступления ионов кальция в сперматозоид происходит слияние плазмалеммы с передней частью мембраны акросомы. 

2)Раскрытие мембраны акросомы.

3)Выход протеаз из акросомы, лизис третичной (у млекопитающих – студенистой, zona pellucida) оболочки яйца. 

4)В результате поступления Na+ из внешней среды в клетку, происходит отток H+ (через 

Na+/Н+ - обменник), рН повышается и это приводит к взрывоподобному переходу G-актина в F-актин. В результате полимеризации актина задняя часть мембраны акросомы образует один (акросомная нить) или множество (акросомные микроворсинки) выростов. 

Повышение pH также приводит к активации динеиновой АТФазы в шейке сперматозоида => повышение двигательной активности жгутика. 

5) Взаимодействие биндина, встроенного в мембрану акросомной нити (бывшей внутренней мембраны акросомного пузырька) с рецептором на желточной оболочке яйцеклетки. 

6)Лизис желточной оболочки яйцеклетки, образование бугорка оплодотворения. 

У млекопитающих активация сперматозоида происходит без образования акросомного выроста. Диссоциация мембран сперматозоида и яйцеклетки происходит вдоль головки сперматозоида. Ферменты акросомы растворяют лучистый венец и сперматозоид вступает в контакт с блестящей оболочкой, которая образована белками ZP1-3.  Контакт с ZP3 – 1 часть акросомной реакции. Затем изливается фермент проакрозин, который взаимодействует с ZP2 и лизирует блестящую оболочку. Возникает контакт задней мембраны акросомы и мебраны яйца, они сливаются с формированием единой наружной мембраны, ограничивающей канал, соединяющий две клетки. 

 Активация яйцеклеток - кортикальная реакция. Ее биохимические основы. 

1)Моментом начала активации яйцеклетки считается образование бугорка оплодотворения. 

Происходит благодаря полимеризации кортикального актина. Бугорок оплодотворения формируется после рецепции биндинов рецепторами желточной оболочки яйца. 

2) Мембраны сперматозоида и яйцеклетки сливаются, образуется канал, по которому затем пройдут ядро и центриоль сперматозоида. В мембране сперматозоида, оказавшейся частью этого канала, находятся Na+ каналы, по которым натрий поступает в цитоплазму яйца. Мембранный потенциал яйцеклетки на несколько секунд меняется с -70 мВ на + 10 мВ => быстрый блок полиспермии. Это объясняется тем, что положительно заряженная мембрана яйцеклетки для сперматозоидов непроницаема (наличие потенциал-зависимых рецепторов). 

3) При контакте биндина с мембранным рецептором яйцеклетки меняется конформация G-белка. Он активирует фосфолипазу С, которая также встроена в мембрану.  Она расщепляет фосфатидил-инозитол-4,5-дифосфат(PIP2) на диацилглицерол, DAG, (он затем через протеинкиназу С стимулирует транспорт Na+ внутрь клетки, H+ - наружу, что приводит к подъему синтеза белка в цитоплазме яйцеклетки и синтез ДНК в мужском и женском ядрах) и инозитол-3-фосфат (IP3). Последний стимулирует выход Ca2+ из ЭПР. Кальций стимулирует экзоцитоз кортикальных гранул (альвеол) яйцеклетки (происходит кортикальная реакция). При этом в пространство между плазмалеммой и желточной оболочкой высвобождается ряд веществ:

1) вителлиновая деламиназа. Отделяет желточную облочку от плазмалеммы путем лизирования динеина, их соединяющего. 

2) Спермрецепторная гидролаза лизирует сайты соединения налипших сперматозоидов, очищая от них поверхность яйца.

3) Осмотически активный гликопротеид, приводяший к поступлению воды в щель между плазмалеммой и желточной оболочкой => образованию перивителлинового пространства.

4) Фактор, способствующий затвердеванию желточной оболочки (теперь она называется оболочкой оплодотворения и становится недоступной для сперматозоидов). Медленный блок полиспермии. 

5)Гиалин – структурный белок, участвующий в формировании гиалинового слоя, располагающегося у яйцеклеток некоторых видов над плазмалеммой. 

Помимо этого, увеличение концентрации Ca2+  приводит к:

· активации синтеза белка (особенно гистонов и циклинов), ДНК (совместно с DAG)

· сборке и перераспределение элементов цитоскелета, в результате чего кортикальный слой приобретает сократимость, необходимую для дробления

· активация NAD-киназы (путем изменения активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы) => образование NADP => стабилизация оболочки оплодотворения (за счет синтеза липидов)

· активация кальпина II.

Фаза зрелости яйцеклеток различных групп животных при проникновении сперматозоида. 

Мейоз завершается еще во время оогенеза у морских ежей и некоторых кишечнополостных. 

У остальных видов происходит блок мейоза, который снимается только с оплодотворением.

1) Диакинез профазы I. Губки, плоские, круглые, кольчатые черви, моллюски, щетинкочелюстные, лиса, собака и лошадь. 

2) Метафаза I - губки, немертины, кольчатые черви, моллюски, почти все насекомые. 

3) Метафаза II – почти все хордовые. (У летучих мышей – анафаза II). 

В состоянии метафазы II яйцеклетку удерживает белковый комплекс MPF, деградацию которого предотвращает циклин В. А его защищает от деградации pp39mos.  

Поведение пронуклеусов и центриолей при оплодотворении.

Ионы кальция, попавшие в цитоплазму при активации яйцеклетки, активируют протеазу кальпин II. Последний инактивирует pp39mos, запускается обратный каскад, который выводит яйцеклетку из блока мейоза. Образуется зрелый женский пронуклеус. 

При попадании в яйцеклетку сперматозоид разворачивается шейкой по ходу дальнейшего движения. Т.о., проксимальная центриоль (в яйцеклетку попадает чаще всего только она)  занимает положение перед еще компактизированным ядром. На ней происходит сборка микротрубочек, что обеспечивает движение мужского ядра. В ядре, тем временем, лизируется ядерная оболочка, что предоставляет контакт между цитоплазмой яйцеклетки и хроматином. Под действием факторов цитоплазмы происходит замена протаминов на гистоны, что приводит к деконденсации хроматина. Теперь ядро называется мужским пронуклеусом. 

Пронуклеусы сближаются, совершая «танец пронуклеусов». Сначала мужской пронуклеус движется внутрь яйца перепендикулярно поверхности – это «дорожка проникновения». Затем оба пронуклеуса движутся по «дорожке копуляции». 

Синтез ДНК в пронуклеусах. Кариогамия. 

Кариогамия – объединение хромосомных наборов пронуклеусов. Происходит только после завершения делений созревания яйцеклеткой. 

При кариогамии или незадолго перед ней происходит репликация ДНК. Каждый пронуклеус – n2c.  Кариогамия переходит непосредственно в первое деление зиготы. Центриоли веретена этого деления могут быть обе от сперматозоида, у некоторых видов – одна от матери, вторая от отца. 

У животных, сперматозоид которых проникает в зрелую яйцеклетку, после кариогамии образуется интерфазное ядро зиготы. У остальных хромосомы выстраиваются в метафазную пластинку первого деления. 

Определение пола при оплодотворении. 

Определение пола при оплодотворении осуществляется на основании тех половых хромосом, которые достались зиготе и будущему организму от яйцеклетки и сперматозоида.

В таком случае есть два варианта определения пола:

1)в диплоидном наборе XX – ж,

   XY (в редких случаях XO) – м.

То есть женский пол гомогаметен, мужской – гетерогаметен. Такое определение пола встречается у большинства млеков, амфибий, у нематод. моллюсков. иглокожих, большинства членистоногих. 

2)У других видов гетерогаметен женский пол (ZW), гомогаметен мужской (ZZ). Птицы, пресмыкающиеся, тутовый шелкопряд. 

Пол также может определяться не фактическим наличием Y-хромосомы, а соотношением X:аутосомы (у дрозофил). Чем больше Х, тем больше организм приобретает фенотип самки. Y хромосома на определение пола не влияет, но самцы без нее стерильны. 

При оплодотворении осуществляется только хромосомное определение пола, тогда как существуют еще и генный (при различных мутациях гена SRY, например – при делеции участка с ним появляются XY женщины, при переносе на X или аутосому – ХХ мужчины) и геномный механизмы (у пчел), и некоторые другие.

Ооплазматическая сегрегация в разных типах яиц, ее морфогенетическая роль. Цитологические механизмы определения сагиттальной плоскости в яйцеклетке амфибий. 

После проникновения сперматозоида начинаются процессы расслоения, отмешивания различных составных частей цитоплазмы яйцеклетки (ооплазмы) – ооплазматическая сегрегация. 

Намечается радиальная (относительно анимально-вегетативной оси) симметрия.

У амфибий желтый (где вошел сперматозоид) и серый серпы. Через их середину проходит сагиттальная плоскость симметрии.

Искусственный и естественный партеногенез. Гиногенез. Андрогенез. Теоретический интерес и практическое применение этих явлений. 

Развитие яйцеклетки без сперматозоида.

Стимулируется различными факторами: к-та/ температура и т. п. Которые  похожи на реакции активации, идущие после контакта со сперм-ом. Обычно получаются диплоидные организмы.

Гиногенез: сперматозоид активирует яйцеклетку, но его ядро не участвует.

Андрогенез – развитие на базе мужского ядра и мужского пронуклеуса.

4. Дробление 

Общая характеристика процесса дробления. Его биологический смысл. Особенности 

клеточного цикла при дроблении. 

Дробление начинается после оплодотворения и активации. Организм становится многоклеточным. Дробление – ряд непрерывно следующих друг за другом митотических делений, но рост отсутствует. Образуется полость внутри – бластоцель. Положение частей цитоплазмы не меняется, но они попадают в разные бластомеры. Ядерно-плазменное отношение в начале дробления достигает уровня, характерного для обычных соматических клеток.

Особенности клеточного  цикла: 1. синтез ДНК начинается уже в пронуклеусах (все факторы инициации синтеза и репликации (полимеразы, гистоны и др) уже есть в яйце с оогенеза). 2. Клеточные циклы укорочены за счет G1 и G2 периодов (опять же потому, что все нужные продукты есть в яйце). 3. S период укорочен за счет полирепликонности клеток  эукариот – каждый репликон может реплицироваться автономно. 

Особенности синтетических процессов при дроблении. Моменты включения материнских и отцовских генов.

Переход к дроблению осуществляется активацией МРF. (протеаза кальпин II активируется высвобожденным при оплодотворении Ca2+, инактивирует цитостатин, блокировавший деградацию циклина В -> клетка входит в цикл деления дробления). Цикл двухфазный (M и S): в М активна МРF, состоящая из циклина В и cdc2. Белки, обеспечивающие деградацию и синтез циклина, транскрибированы еще в оогенезе. После того, как запасы расходуются, начинается их синтез в бластомерах  => включаются материнские и отцовские гены, появляются G1 и G2, бластомеры начинают расти. Момент включения собственного генома связан с достижением определенного ядерно-плазменного отношения. Утрачивается синхронность делений. Регуляция цикла усложняется (циклины ABDE, киназы). Транскрибируется также новая иРНК, часть которой понадобится при гаструляции.

Пространственная организация дробления. Значение количества и распределения желтка. 

Цитотомия осуществляется с помощью двух механизмов: 1. образование кольца из сократимых микрофиламентов 2. встраивание запасенных предшественников цитоплазмы. Кольцо образуется в кортикальном слое клетки, в плоскости, перпендикулярной прямой, соединяющей клеточные центры. Процесс деления цитоплазмы начинает первый способ, а заканчивает второй. У маложелтковых клеток ярче выражен первый способ, у многожелтковых – второй.

Правила Сакса - Гертвига. 

Гертвиг: 1) ядро стремится занять центр активной цитоплазмы

2) активная ось веретена обычно совпадает с направлением наибольшей протяженности цитоплазмы, а деление обычно разделяет плазму по центру перпендикулярно длинной оси

(Сакс: 1) клетки имеют тенденцию делиться на равные дочерние

2) каждая новая борозда обычно врезается под прямым углом к предыдущей)

Принято считать, что характер дробления зависит от типа яйцеклетки.

(Классификация яйцеклеток

1. По количеству желтка

    * Полилецитальные — содержат большое количество желтка (членистоногие, рыбы, кроме осетровых, рептилии, птицы).

    * Мезолецитальные — содержат среднее количество желтка (осетровые рыбы, амфибии).

    * Олиголецитальные — содержат мало желтка (моллюски, иглокожие).

    * Алецитальные — не содержат желтка (млекопитающие, человек).

2.    По распределению желтка по объему яйца

* Телолецитальные — желток смещён к вегетативному полюсу яйцеклетки. Противоположный полюс называется анимальным. Сюда относятся некоторые полилецитальные (рыбы, кроме осетровых, рептилии, птицы) и все мезолецитальные яйца (осетровые рыбы, амфибии).

    * Гомо (изо)- лецитальные — желток распределён равномерно. Сюда относятся олиголецитальные ядра (моллюски, иглокожие, млекопитающие).

    * Центролецитальные — желток расположен в центре яйцеклетки. Сюда относятся некоторые полилецитальные яйца (членистоногие). Вместо анимального и вегетативного полюсов у этих яиц говорят о переднем и заднем полюсах. В центре яйца расположено ядро, а по периферии — ободок свободной от желтка цитоплазмы. Оба этих района — центр и периферия яйца — связаны тонкими цитоплазматическими мостиками, а всё промежуточное пространство заполнено желтком.)

Основные закономерности спирального дробления. 

Спиральное дробление – прогрессивное нарушение симметрии дробящегося яйца в результате спирального смещения завершающих деление бластомеров относительно друг друга. (характерно для первичноротых животных).

При этом типе дробления бластомеры, образовавшиеся в результате экваториальных делений, не располагаются один над другим: бластомеры верхнего ряда, как бы вклиниваются между бластомерами нижнего ряда. При спиральном дроблении веретена дроблений после третьего дробления направлены косо. Борозды дроблений проходят под углом в 45° к меридиану и экватору; следующие борозды проходят под прямым углом к предыдущим и, значит, опять-таки под углом в 45° к экватору. Такая ситуация создается благодаря тому, что в анафазе каждого деления дробления два дочерних бластомера отклоняются от оси веретена в противоположные стороны. После первых двух дроблений образуются четыре бластомера, которые называются основным квартетом и обозначаются А, В, С и D (затем – a, b, c, d итд).

Значение взаимодействия бластомеров для пространственной организации голобластического дробления. 

Закономерность голобластического дробления – перпендикулярность первых трех борозд деления.

Расположение образующихся из зиготы бластомеров в пространстве друг относительно друга послужило основанием для определения типов дробления, исходя из расположения бластомеров. Выделяют радиальное (ланцетник), спиральное (моллюски), билатеральное, или двусторонне-симметричное (круглые черви), бисимметричное, или двусимметричное (гребневики), и анархичное (плоские черви) дробления. При радиальном дроблении борозды деления (митотические веретена) ориентированы параллельно или перпендикулярно анимально-вегетативной оси яйцеклетки. Через такую бластулу проходит несколько плоскостей (осей) симметрии. Спиральное дробление отличается нарушением такого соответствия (борозды деления располагаются наклонно к анимально-вегетативной оси), и дочерние бластомеры располагаются как бы по спирали. Образующаяся при спиральном дроблении бластула (стереобластула) не имеет ни полости, ни даже одной плоскости симметрии. Билатеральное дробление характеризуется наличием в формирующейся бластуле одной оси (плоскости) симметрии. При бисимметричном дроблении формирующаяся бластула имеет две оси (плоскости) симметрии. Анархичное деление резко выделяется от описанных выше неупорядоченным расположением бластомеров и отсутствием оси (плоскости) симметрии.

Ооплазматическая сегрегация при дроблении. 

У многих беспозвоночных разные бластомеры дают начало строго определенным зачаткам. Видимо, это обусловлено ооплазматической сегрегацией при дроблении и взаимодействиями между бластомерами. 

Движения цитоплазмы хорошо заметны в тех случаях, когда разные участки цитоплазмы содержат разноцветные гранулы (желток, темный пигмент и др.). Например, у гребневиков по периферии яйцеклетки располагается зеленая цитоплазма (до стадии 8 бластомеров). После деления становятся неравномерными: крупные бластомеры отпочковывают от себя микромеры, которые целиком состоят из зеленой эктоплазмы. Микро- и макромеры резко отличаются по своей будущей судьбе и не способны ее изменить.

При спиральном дроблении (например, кольчатые черви и моллюски) на вегетативном полюсе есть полярная плазма. После 3 деления она вся попадает в один бластомер (1D, вегетативное полушарие, спинная сторона). Позже она большей частью попадает в 2d и 4d, из которых развивается большая часть эктодермы и целомическая мезодерма. Те, при удалении полярной плазмы, возникают личинки, лишенные мезодермы и некоторых эктодермальных закладок.

Регуляционные способности бластомеров у зародышей различных систематических групп (кишечнополостные, моллюски, асцидии, иглокожие, амфибии). 

?

Механизмы бластуляции. 

Бластуляция - заключительная часть периода дробления яйца многоклеточных животных, в течение которой происходит образование бластоцеля.

Бластоцель отличается по своему ионному составу от наружной среды, так как клетки стенок бластоцеля образуют между собой плотные контакты (у млек. компактизация происходит на стадии 8 бластомеров), а ионы Na и Cl в основном перекачиваются в бластоцель с помощью ионных насосов. В результате возникает повышенное осмотическое давление и вода накачивается в бластоцель.

+возможно, избыток Na может влиять на скорость клеточных циклов и стимулировать экспрессию генов в клетках.

На стадии средней бластулы происходит активация генома зародыша во всех клетках. (в основном тРНК и рРНК). Избирательная активация генов – только в гаструляции.

Типы бластул, связь их строения с морфологией дробления. 

Дробление:

1. Полное (голобластическое)

1.1. Равномерное (для олиго- и изолецитальных клеток). Объемы бластомеров одинаковы. Целобластула – однослойная бластодерма с крупным бластоцелем в центре.

1.2. Неравномерное (для мезо- и тело). Объемы бластомеров неодинаковы. Амфибластула – состоит из микро- и макромеров, бластоцель сдвинут к анимальному полюсу (к микромерам).

2. Неполное (меробластическое)

2.1. Дискоидальное (поли- и тело-). Борозды формируются вслед за делениями ядер, но разделяют только один из полюсов яйца. Дискобластула – диск бластомеров, лежащий на желтке.

2.2. Поверхностное (поли- и центро-). Поверхностный слой цитоплазмы разделяется перегородками, перпендикулярными поверхности яйца, центральная часть не делится. Перибластула – не имеет бластоцеля – внутри желток.

5. Гаструляция и формирование основных закладок органов у позвоночных животных: описание и 

результаты экспериментального анализа 

Способы гаструляции: деламинация, иммиграция, эпиболия, инвагинация и различные их 

сочетания. Типы гаструл. Способы закладки мезодермы. Осевая мезодерма и ее дальнейшая дифференцировка: боковая пластинка. 

Нейруляция у зародышей амфибий. Морфогенетические движения при гаструляции и 

нейруляции амфибий. Интеркаляция и конвергенция клеток. Карты презумптивных зачатков. Гетерономная метамерия. 

Сегментация мезодермы и генетический контроль (гомеозисные гены). 

После того, как зародыш достиг стадии бластулы, в нем начинаются интенсивные передвижения отдельных клеток и обширных участков стенки бластулы, приводящие к тому, что зародыш расчленяентся на два или три слоя, которые называются зародышевыми листками. Самый внутренний слой называется энтодермой (2), внешний - эктодермой (1). Эти листки имеются у всех животных. Лишь у губок дальнейшая судьба листков настолько необычна, что понятие экто- и энтодермы к ним не применяют. У всех животных, кроме губок и кишечнополостных, формируется еще и средний зародышевый листок - мезодерма. Процесс разделения зародыша на зародышевые листки называется гаструляцией, а сам зародыш на этой стадии - гаструлой.


Способы гаструляции разнообразны и отчасти связаны со строением бластулы.


Иммиграционный тип гаструляции встречается у кишечнополостных. Этот процесс сводится к вселению в полость бластоцеля отдельных клеток, выклинивающихся из стенки бластулы. Когда процесс происходит по всей поверхности бластулы, говорят о мультиполярной иммиграции. Чаще выселение происходит с одного определенного полюса - униполярная иммиграция. Известна также биполярная иммиграция, когда выселение идет с двух противоположных полюсов.


У кишечнополостных, где дробление заканчивается морулой без полости, наблюдается другой тип гаструляции, который получил название деламинация (расслоение). В данном случае происходит выравнивание внутренних стенок клеток наружного слоя. Далее вдоль выровненных поверхностей формируется базальная мембрана, отделяющая внешний слой эктодермы от внетренней массы клеток энтодермы. Таким образом, при деламинации клеточные перемещения практически отсутствуют.


В целом процесс гаструляции приобретает в ходе эволюции более организованных характер и осуществляется обычно путем инвагинации. В этих случаях внутрь бластоцеля входят не отдельные клетки, а клеточный пласт, не утративший эпителиальной структуры. Полость вворачивания называется гастроцелем, а ведущее в нее отверстие - бластопором (первичным ртом). Края бластопора называются его губами.


Так как при инвагинации механическая целостность стенки бластулы не нарушается, вворачивание дна бластулы должно сопровождаться смещением клеточного материала боковых стенок. Такие движения всегда происходят, и скорость их, как правило, не меньше скорости вворачивания. Движения слоя, который в данный момент еще находится на поверхности гаструлы, называют эпиболией (обрастанием).


В соответствии с тем типом движения, в результате которого образовалась гаструла, выделяют несколько типов гаструл:


1. инвагинационная [image: image20.emf]

2. иммиграционнная [image: image2.png]PO
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3. деламинационная [image: image3.png]




4. эпиболическая [image: image4.png]




Материал, оставшийся на поверхности зародыша после завершения гаструляции - эктодерма. Погрузившийся внутрь листок лишь у кишечнополостных представляет собой чистую энтодерму. У всех вышестоящих систематических групп погрузившийся внутоб материал содержит кроме энтодермы еще и материал мезодермы.


Выделяют следующие типы закладки мезодермы:

· Телобластический (А), встречается у спирально дробящихся форм. В процессе дробления обособляются две крупные клетки, расположенные в полости бластоцеля в области губ бластопора. Они дают начало всей целомической мезодерме личинки. эти бластомеры называются мезобластами или мезотелобластами. Более мелкие мезодермальные клетки отпочковываются от этих крупных бластомеров. В результате возникает пара мезодермальных полосок, которые затем подразделяются на парные сомиты. Внутри сомитов путем расхождения клеток образуются участки вторичной полости тела - целома. Способ образования полостей путем расхождения клеток называется шизоцелевым, или кавитационным. В данном случае мезодерма никак не связана с энтодермой, образующейся из других бластомеров.

· Принципиально другой - энтероцельный (Б) - способ закладки мезодермы наблюдается у иглокожих и ланцетника. В данном случае материал будущей мезодермы вворачивается вместе с энтодермой в составе гастрального впячивания, которое называется первичным кишечником или архентероном. Мезодерма выделяется из архентерона путем выпячивания его стенок и отшнуровки возникших выпячиваний.

· Если мезодерма выделяется из архентерона путем деламинации, то выделяют деламинационный (В) тип закладки мезодермы.

· иммиграционный (Г) тип выделяют в том случае, когда мезодерма отделяется от архентерона путем иммиграции. 
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После отделения мезодермы, в составе стенки архентерона остается уже только энтодермальный материал, и архентерон превращается в полость вторичной (дефинитивной) кишки.


Как и полость сомитов первичноротых, полость отшнуровавшихся мезодермальных пузырьков называется целомом.


Особый способ закладки мезодермы в ходе гаструляции описан у пресмыкающихся, птиц и млекопитающих. Он заключается в миграции клеток первичной эктодермы через утолщение - первичную полоску и последующем их погружении (инвагинации) под эктодерму. У млекопитающих это происходит путем перемещения (иммиграция) клеток в области дна амниотического пузырька (первичная эктодерма) по направлению спереди назад, к центру и вглубь в результате размножения клеток. При этом образуется первичная полоска - источник формирования мезодермы. В головном конце первичная полоска утолщается, образуя первичный, или головной узелок, откуда берет свое
начало головной отросток - хорда, являющаяся основанием для формирования осевого скелета. Клеточный материал, выселяемый из первичной полоски, располагается в виде мезодермальных крыльев парахордально. В результате зародыш приобретает трехслойное строение в виде плоского диска, состоящего из эктодермы, мезодермы и энтодермы. 


Гаструляция амфибий - комплексный процесс. Основными его компонентами принято считать эпиболию и инвагинацию, которые дополняются процессами иммиграции и деламинации. На вегетативном полюсе распологаются крупные, богатые желтком макромеры. Поэтому там не может возникнуть обширное впячивание. Но некоторые макромеры все же погружаются внутрь зародыша. Эти движения иммиграционного типа называются предгаструляционными. Они приволят к сокращению вегетативной зоны на поверхности зародыша и к увеличению анимальной зоны. Такой процесс можно рассматривать как первую фазу эпиболии.


Собственно гаструляция начинается в области серого серпа. Сначала возникает выровненная линия клеток, проходящая чуть вегетативнее границ анимального и вегетативного полушарий, а затем по этой линии образуется узкая, идущая вглубь щель - зачаток бластопора. Щелевидное впячивание углубляется, вовлекает в себя новые клетки поверхности зародыша и принимает вид серповидной бороздки. Область бороздки, расположенная непосредственно анимальнее бороздки, разывается дорсальной губой бластопора. Полость щелевидной бороздки расширяется и превращается в полость первичной кишки. Другое название этой полости - гастроцель.


Дальнейший ход гаструляции связан с подворачиванием клеточного материала через дорсаольную губу бластопора. При этом клетки анимальных районов смещаются в вегетативном направлении, и подвернувшись через ДГБ образуют дорсальную выстилку архентерона. Таким образом, клеточный состав ДГБ непрерывно обновляется. Данные движения представляют собой продолжение движения эпиболии, основой которой является интеркаляция клеток, то есть их "вставление" друг между друга. При этом происходит утрата прежних межклеточных контактов и установление новых. Выделяют два различных типа интеркаляции.


Интеркаляция первого типа называется радиальной. Она протекает с самого начала гаструляции вдоль всей крыши бластоцеля. При этом число клеточных слоев уменьшается, а общая площадь поверхности крыши бластоцеля увеличивается. При этом увеличение происходит изотропно, то есть равномерно во всех напрвлениях. Данный процесс ответственен за начальную стадию эпиболии.

[image: image6.emf]
→[image: image7.emf]

У хвостатых амфибий, где крыша бластулы состоит из одного слоя клеток, аналогом радиальной интеркаляции является радиальное уплощение клеток.


С начала видимой гаструляциии в области ДГБ начинает действовать второй типа интеркаляции - планарная конвергентная интеркаляция. При этом клетки начинают двигаться в плоскости поверхности зародыша, то есть планарно, во встречных направлениях. Такой процесс приводит к сильному неравномерному растяжению области ДГБ, которая становится спинной стороной тела будущего животного. Именно благодаря этому процессу формируется продольная ось тела позвоночных животных и весь комплкекс осевых органов
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Далее бластопор продолжает расти в стороны, охватывая вегетативную зону сначала полукольцом, а потом и полным кольцом. Заключенный внутри кольцевидного бластопора светлый вегетативный материал называется желточной пробкой. В кольцевидном бластопоре кроме дорсальной, уже различают вентральную и боковые губы.


Ввернувшийся внутрь клеточный материал постепенно оттесняет бластоцель в вентральном направлении. Это движение называют инвагинацией.


Самая ранняя стадия инвагинации связана с вознокновением колбовидных клеток с узкими апикальными "шейками" и удлиненными раздутыми телами. Впячивание бластопора закладывается благодаря активному сужению этих "шеек".


При дальшейшей инвагинации решающее значение имеют следующие поцессы:

· Клетки вершины гастрального впячивания активно ползут по стенке бластоцеля, выбрасывая длинные отростки. 

· Клетки внутренних слоев ДГБ при подворачивании резко меняют свою структуру и характер контактов: до подворачивания они представляют собой довльно плотно скрепленные столбчатые клетки эпителиального характера. В процессе подворачиваются они ошариваются  и почти не контактируют друг с другом. Клеточные слои рассыпаются на отдельные клетки. Впоследствии контакты между клетками восстанавливаются.

· По мере вворачивания дорасльная губа бластопора смещается в вегетативном направлении. Такое смещение связано с тем, что скорость эпиболии превышает скорость подворачивания клеток через ДГБ. В том же направлении, к вегетативному полюсу, удлиняется деламинационная борозда, разграничивающая ввернувшийся и неввернувшийся материал.


То, какое положение займут различные районы бластулы после завершения гаструляции и какова их окончательная судьба, можно определить, нанося на поверхность бластулы метки и прослеживая движение меток в ходе гаструляции. Результаты исследования выражают, отмечая на схеме бластулы или ранней гаструлы судьбу каждой точки. Эти схемы названы картами презумптивных зачатков. Первым такие карты составил немецкий эмбриолог В.Фохт в 20-хх годах прошлого столетия.


По Фохту (рисунок со штриховкой), перед началом гаструляции все закладки зародыша выходят на поверхность. Сразу анимальнее щелевидной борозки бластопора располагается зачаток прехордальной пластинки (9), из которой развивается выстилка ротовой полости. Анимальнее прехордальной пластинки располагается зачаток будущей хорды (1). Дорсоанимальную часть занимает презумптивная эктодерма нервной системы - нейроэктодерма (8), а ветнроанимальную часть - эктодерма покровов тела (2). Между ними располагается метериал нервных валиков (7).


Вегетативнее их располагаются последовательно: материал осевой мезодермы, идущий на образование туловищных и хвостовых сомитов(5,6), боковой пластинки (4) - несегментированная часть мезодермы, и энтодермы (3). Прехордальная пластинка, хорда, мезодерма и энтодерма погружаются внурть зародыша.


В последние годы карты презумптивных зачатков для зародышей амфибий подверглись исправлениям и дополнениям. Установлено, что у бесхвостых амфибий (в отличие от хвостатых) материалы хорды, осевой мезодермы и боковой пластинки расположены во внутренних слоях стенки зародыша и не выходят на его поверхность, которая представлена в анимальной части зародыша тонким слоем эпиэктодермы (внешней эктодермы). При инвагинации через ДГБ бластопора именно ввернувшийся материал эпиэктодермы образует выстилку гастральной полости. Этот материал называется гипохордой. Благодаря наличию гипохорды у бесхвостых амфибий материал хорды и будущих сомитов ни на одной стадии развития не граничит с гастральной полостью, поэтому в данном случае она не является архентероном.


В ходе исследований было обнаружено три независимых друг от друга источника образования кровяных клеток (на новой карте презумптивных зачатков они отмечены крестиками). Один из них расположен вентральной мезодерме. Второй располагается в области прехордальной пластинки. Третий находится в области эктодермы глотки. При чем после завершения гаструляции последние два практически полностью объединяются.
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Следует подчеркнуть, что карты презумптивных зачатков дают сведения о судьбе отдельных участков зародыша лишь в его нормальном развитии и ничего не говорят о том, может ли судьба клеток быть переопределена при их перемещении в другое положение.


Движения гаструляции у зародышей позвоночных без существенного перерыва переходят в движения, связанные с нейруляцией - закладкой центральной нервной системы. На этой стадии формируется комплекс осевых структур. Зародыш в период нейруляции называется нейрулой.


В целом эти движения состоят в конвергентном (сходящемся) смещении материала эктодермы и мезодермы к средней линии спинной стороны зародыша (вентродорсальные движения). Происходит также растяжение дорсальной эктодермы зародыша в передне-заднем направлении.


Сначала нейральная эктодерма уплощается и превращается в нервную пластинку, которая в головной части зародыша шире, чем в туловищной. Края пластинки приподнимаются и образуют нервные валики, окаймляющие пластинку. Затем поверхность нервной пластинки начинет довольно сильно сокращаться в поперечном направдении. Одновременно она начинает складываться по средней линии. Возникающее углубление нервной пластинка называется нервным желобом. Еще чуть позже края неврной пластинки смыкаются и образуется нервная трубка, полость внутри которой называют невроцелем. Передняя расширенная часть трубки превращается в головной мозг, а ее невроцель - в полость мозгового пузыря. Более узкая туловищная часть трубки превращается в спинной мозг, а его полость - в спинномозговой канал.


Само формирование нервной пластинки происходит путем кооперативной поляризации клеток дорсальной эктодермы: клетки сильно вытягиваются в апико-базальном направлении, а их апикальные стенки сокращаются. Этот процесс начинается от дорсо-медиальной линии зародыша и распространяется в стороны (латерально), что приводит к скошенности клеток в сторону дорсо-медиальной линии. Образуется клеточный веер. На этой стадии нерная пластинка почти плоская. Ее последующее скручивание вызывается спрямлением скошенных клеток.


Описанная последовательность процессов типична не только для нейруляции, но и для всех других случаев образования органов из эпителиальных пластов (формирование хрусталика, органов слуха, обоняния, желез пищеварительной системы и т.д.).


Во всех этих процессах участвует как цитоскелет, так и клеточная мембрана. При этом их активность тесно скоординирована.


После смыкания нервного желобка в нервную трубку, материал нервных валиков, расположенный сначала по периферии нервной пластинки, концентрируется вдоль средней линии зародыша, дорсальнее нервной трубки - образуется нервный гребень. Клетки нервного гребня не входят в состав ЦНС, они дают множесто производных (периферическая НС, пигментные клетки).


В начале скручивания нервной пластинки в трубку из осевой мезодермы по средней (сагиттальной) линии зародыша формируется хорда, которая располагается под туловищной частью нервной трубки. Спереди от хорды находится прехордальная пластинка.


Сразу латеральнее материала хорды располагается мезодерма будущих сомитов, которая плавно переходит в мезодерму боковой пластинки. Внутри зачатков сомитов возникает полость, переходящая в узкую щель, разделяющую боковую пластинку на два листка: париетальный (прилежит к эктодерма) и висцеральный (прилежит к энтодерме). Внутренняя полость и щель формируют вторичную полость тела - целом.


Вскоре после обособления хорды, начинается метамеризация осевой мезодермы, то есть ее разделение на парные сегменты - сомиты. Метамеризация мезодемы идет в направлении спереди назад. Механизмы метамеризации у разных позвоночных различны. У бесхвостых амфибий клетки осевой мезодермы поворачиваются на 90°, изменяя первоначальную ориентацию на продольную.


У хвостатых амфибий формирование сомитов связано с группированием мезодермальных клеток в "розетки". У зародышей птиц происходит образование веерообразных структур, сходных с розетками, которые постепенно достраиваются до полного сомита.


Фактором, влияющим на движения и изменения формы отдельных клеток при гаструляции и нейруляции, являются механические напряжения в тканях зародыша.


Они имеют два основных источника: первый - тургорное давление в бластоцеле. Оно обусловливает равномерное растяжение крыши бластоцеля. Второй источник - клеточные движения. Например, инвагинация вокруг ДГБ вызывает растяжение в этой области в передне-заднем направлении и ее сжатие в поперечном направлении. При этом возникает градиент механических напряжений с наивысшей точкой около бластопора.


Определенными методами можно составить карты механических натяжений для периодов гаструляции и нейруляции. Нарушение этих закономерных и стадиоспецифичных механических напряжений приводит к глубоким нарушениями структуры зачатков и точности их взаимного расположения.


Явление гетерономной метамерии заключается в том, что метамеры, сохраняя общий план строения, дифференцируются в различных направлениях, при этом теряют внешнее сходство (например, у членистоногих). При гомономной метамерии все метамеры, образовавшиеся в ходе сегментации развиваются одинаково. Так, например, у кольчатых червей.

Генетический контроль нейруляйции. Исследования подтвердили сходство этого этапа развитися у всех метамерно построенных животных. Были найдены и изучены высокогомологичные генетические конструкции, общие для представителей самых удаленных неродственных таксонов, с функцией которых связывают реализацию плана строения. Гены-регуляторы сегментации имеют общие черты: у всех них отмечена высокогомологичная последовательность ДНК размером в 183 пары оснований, названная гомеобоксом. Гомеобокссодержащие гены независимо от сегментации участвуют в передаче позиционной информации - информации о специфической дифференцировки клеток, соответствующей их месторасположению в организме. 60-аминокислотный полипептид, кодируемый гомеобоксом называется гомеодоменом. У беспозвоночных генам гомеобокса присвоена аббревиатура Hom, у хордовых Hox.


Гены сегментации собраны в кластер. Структура кластера и алгоритм экспрессии генов в нем преформируют структуру и план посегментного строения организма. Такое соответствие генетической и морфологической организации называется коллинеарностью.


Все гены, регулирующие сегментацию, характеризуются ранней посегментной транскрипцией, и их работа ограничена во времени и пространстве. Т.е. они активны в местах будущих сегментов и далее в самих сегментах в период раннего эмбриогенеза.


В результате сделаны следующие выводы:

· Гены гомеобокса представляют собой группу генов-регуляторов раннего эмбрионального развития, чье функционирование реализуется в определенной иерархической последовательности.

· Эволючионная история этих генов восходит к прокариотам. Их функция состоит в обеспечении клеточных ядер зародыга начальными сигналами дифференцировки.

· В ходе эволюции функции этих генов могли меняться.

· Механизмы развития эволюционно различающихся животных гораздо более универсальны, чем полагали ранее.


Обращают внимание на три параметра гена: время "включения", место локализации и значение гена в онтогенезе (оно тем больше, чем раньше гены начинают работать).


Отношения между генами укладываются в следующие рамки:

· независимое действие

· "включение - выключение" одних генов другими

· сложная иерархическая сеть отношений, в которой возможно как прямое, так и опосредованное действие одних генов на другие.


Раньше других в реализации плана строения в развитии начинают работать материнские гены. Они осуществляют переднезаднюю полярность яйца в оогенезе. Это гены bicoid, необходимые для формирования передних структур, гены oscar - для формирования задних структур и ген torso. Эти же гены влияют на сегментацию. Они создают рисунок химических различий цитоплазмы в начале дробления, который затем претворяется в саму сегментацию. Эти различия воздействуют на активность генов следующего уровня регуляции сегментации - генов GAP и Pair-rule. Гены GAP включают материнские и зиготические гены. Среди них выделяют восемь генов, экспрессирующихся в оогенезе; пять генов, экспрессирующихся после оплодотворения, из которых три собственно зиготические (hunchback - hb, Kruppel - kr, knirs - kni). Мутация любого их этих генов зачеркивает сегментацию в подконтрольном ему районе.


Гены GAP контролируют метамеризацию, осуществляемую генами Pair-rule, но влияют и на гомеотические гены (гены гомеозиса), осуществляющие индивидуальную идентификацию сегментов.


Гены Pair-rule транскрибируются на стадии синцитиальной бластулы. Большинство этих генов назодится во взаимодействии с геном fushi tarazu (ftz). Этот ген имеет гомеобокс и является геном сегментации. Его транскрипция идет на стадии бластодермы и по расположению транскрипта претворяется в паттерн из семи поперечных полос еще до формирования клеточных мембран.


Заметнее всего метамеризацию определяет ген engralaid (en), отнесенный к группе Pair-rule. Его экспрессия приводит к образованию 15 рядов клеток (парасегментов) внутри зародышевой полоски, из которой развивается большая часть зародыша. Дальнейшая метамериация выражает активность гомеотических генов - генов гомеозиса.


Таким образом, в ходе сегментации первыми нчинают действовать гены материнского эффекта, чей транскрипт накапливается в оогенезе (bicoid, oscat, torso). Следующий уровень - гены GAP и Pair-rule. Последними работают гомеотические гены (гены гомеозиса), определяющие структуру парасегментов. Активность генов предыдущего уровня определяет работу следующего.


Полагают, что эволюция хордовых шла путем дупликации генов Hox. Так, у ланцетника имеется один инсулиноподобный ген, которому гомологичны три гена у млекопитающих.


У беспозвоночных эволюция шла путем изменения гомеобокссодержащих генов посредством тандемных дупликаций.


Понятие "гомеозис" ввел У.Бетсон в 1894г. Под гомеозисом он понимал способность одних сегментов, на которые разделен организм, приобретать признаки, свойственные другим.


Сегментация характеризуется количеством сегментов и их качетсвенными особенностями. Количество сегментов определяется сегрегационными генами, мутации которых нарушают переднезаднюю полярность сегментов, вызывают их слияние, уменьшение количества сегментов и образование нежизнеспособных уродов.


Качественные особенности сегментов контролируют гомеозисные гены, которые подразделяют на два комплекса: Antennapedia-Complex (ANT-C) и Bithorax-Complex (BX-C).  ANT-C-гены контролируют развитие головных и передних грудных сегментов.


 BX-C состоит из трех субкомплексов: Ubx, контролирующего сегменты груди, и субкомплексов abdomen-A и abdomen-B, контролирующих развитие брюшных сегментов.


Для генов субкомплекса Ubx характерны три особенности:

· Они собраны в кластер в небольшом участке 3-й хромосомы. В кластер входят следующие гены: bithorax (a), (bx); contrabithorax (b), (cbx); ultrabithorax (c) (ubx); bithoraxoid (d) (bxd); postbithorax (e) (pbx).

· Для них характерен цис-транс эффект, который проявляется в зависимости действия двух мутантных генов одной особи от положения в двух родительских хромосомах. 
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· Полярность проявления означает, что аллели дикого типа, лежащие справа от мутантного локуса, инактивируются, а их рецессивная мутантная аллель обнаруживает свое действие.
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По гипотезе Э.Льюиса:

4. Сходство серии мутантов bithorax с опероном бакретий.

5. Предположение, что аллели дикого типа продуцируют морфогены, а мутанты - нет. Это означает что продукт трансляции гена подавляет потенцию развития сегмента по типу предыдущего сегмента. То есть, регуляция качественного развития метамеров гомеозисными генами состоит в том, что от предыдущего сегмента к последующему эти гены меняют формообразовательные потенции. Поэтому при мутации последующий сегмент проявляет потенции предыдущего.

6. Эмбриональная регуляция. Закон Дриша и "позиционная информация". 

Эмбриональная регуляция. Закон Дриша и "позиционная информация". 

В 1891 г. Г.Дриш открыл явление эмбриональных регуляций, отделяя друг от друга 2 бластомера яйцеклетки морского ежа. Сначала каждый из бластомеров образовывал половину бластулы, открытую с одной стороны. Затем каждая из них замыкалась в шар и из каждой получался целый зародыш. То есть некоторая часть зародыша может дать целостный организм нормальной структуры. Эмбриональная регуляция или «дришевские регуляции» - это восстановление нормальной, геометрически правильной и полной структуры организма, несмотря на удаление, добавление или перемешивание части материала зародыша. 

Из этого следует:

1. Дришевские регуляции возможны лишь при наличие мультипотентности клеток зародыша. 

2. В норме каждая часть зародыша принимает только одно значение из всего имеющегося набора потенций, т.е. детерминирует свою судьбу. 

Из наличия эмбриональных регуляций следует закон Дриша: динамика развития каждой части зародыша зависит от ее места в целостном организме. Можно нанести на зародыша координатные сетки. Меридианы идут от вегетативного к анимальному полюсу, широты – от дорсального к вентральному. Регуляция заключается в том, что клетки находящиеся  в определенном положении в такой системе координат, приобретут одно и то же значение, вне зависимости от их внутренних свойств, внешних условий или временного фактора.

Л.Вольперт предложил истолкование закона Дриша – концепцию «позиционной информации». Она состоит в том, что каждая клетка еще до видимой дифференцировки зародыша независимо от соседей получает информацию о своем положении в зародыше и затем на основании этих данных дифференцируется в том или ином направлении. Такая информация может задаваться концентрацией в данной точки некоего морфогена или соотношением концентраций нескольких морфогенов. Противоречие этой теории в том, что многие клетки обладают до определенной стадии развития зародыша мультипотентностью, ее путь дифференцировки жестко не определен,  значит морфогены должны подаваться порциями и не могут присутствовать в данной точке изначально. С точки зрения концепции ПИ невозможно объяснить некоторые дришевские регуляции (например, образование нормального зародыша из 4 бластомеров, взятых от разных зародышей).  

Концепция морфогенетических полей, напротив, утверждает, что все компоненты зародыша координируют поведение друг друга. (Каждая клетка вступает в дифференцировку на основании сигналов от ближних и дальних соседей).

К недришевским регуляциям относятся регуляции путем сортировки. При перемешивании клеток разных зародышевых листков клетки через некоторое время кооперируются таким образом, чтобы разграничить клеточную массу на однородные структуры (клетки эктодермы будут соединяться с подобными себе, мезодермальные – с мезодермальными, что приведет к образованию зародышевых листков). Явления данного типа основаны не на изменении презумптивных значений клеток согласно их новому положению, а, напротив, на сохранении каждым типом клеток исходных свойств. Такая сортировка объясняется тем, что клетки лучше контактируют с себе подобными за счет гомологичных связей, образующихся с помощью специфических молекул адгезии, различающихся у разных типов клеток. 

Эмбриональная индукция и ее этапы в раннем развитии амфибий. Индукция нейральных закладок хордомезодермой (первичная индукция по Г. Шпеману). Индукция мезодермы (П. Ньюкуп). Тангенциальная индукция. Современные представления о молекулярных механизмах индукционных процессов. 

Развитие представляет собой последовательность процессов:

1. образование переднезадней оси и радиальной симметрии на стадии оогенеза

2. формирование билатеральной симметрии вследствие поворота оплодотворения и образования серого серпа

3. закладка ньюкуповского центра организации во время дробления (стадия средней бластулы)

4. образование шпемановского индуктора (стадия поздней бластулы) 

5. индукция гаструляции и нейруляции

Эмбриональная индукция – воздействие одной части зародыша (индуктора) на другую, реагирующую часть, в результате которого последняя изменяет направление своего морфогенеза и дифференцировки. В зародышах амфибий первой по времени (стадия средней-поздней бластулы) является Ньюкуповская индукция мезодермы энтодермой. Ньюкуп удалял у зародышей тритона зону, лежащую анимальнее энтодермы, которая при нормальном развитии становится мезодермой. После удаления он сшивал зону, лежащую выше удаленной, с энтодермой (из нее в норме образуется только эктодерма). Но из прилежащих к энтодерме участков развилась мезодерма. Было показано, что ндукционное действие энтодермы обладает дорсо-вентральной специфичностью: дорсальная энтодерма индуцирует дорсальную (осевую) мезодерму, вентральная энтодерма – боковую (латеральную) пластинку и ее производные. 

Следующий этап индукционных процессов – индукция нейральной ткани из эмбриональной эктодермы под воздействием подстилающей хордомезодермы (дорсальной губы бластопора). Это был первый экспериментально обнаруженный факт индукционных взаимодействий (Г. Шпеман, Г. Мангольд, 1921), поэтому часто это явление называют первичной эмбриональной индукцией. хотя она следует за ньюкуповской. Мангольд вырезала кусочек ткани из дорсальной губы бластопора гаструлы гребенчатого тритона (Triturus cristatus) со слабопигментированным зародышем, и пересадила ее в вентральную область другой гаструлы близкого вида, тритона обыкновенного (T. vulgaris), зародыш которого характеризуется обильной пигментацией. Эта естественная разница в пигментации позволила различить в химерном зародыше ткани донора и реципиента. Клетки дорсальной губы при нормальном развитии образуют хорду и мезодермальные сомиты (миотомы). После пересадки у гаструлы-реципиента из тканей трансплантата развивалась вторая хорда и миотомы. Над ними из эктодермы реципиента возникала новая дополнительная нервная трубка. В итоге это привело к образованию осевого комплекса органов второго головастика на том же зародыше.

В ходе дальнейших экспериментов было установлено, что организатор не обязательно должен быть живыми клетками, да и прямой контакт между ним и реагирующей тканью не обязателен.  Из этого следует, что  индукция опосредуется действием каких-то химических соединений. Оказалось, что спектр в-в, обладающих таким воздействием, очень широк (ксенотрансплантанты, ткани печени и др. органов, неорг. в-ва и пр.). Встречались и случаи самоиндукции. В конце концов была выявлена белковая природа индукторов. Сочетание градиентов таких белковых факторов ведет к проявлению всего многообразия дифференцировок. 

Процессы эмбриональной индукции представляют собой каскад активации или репрессии генов продуктами экспрессии других генов. 

Около  вегетативного полюса в период оогенеза синтезируется фосфорпротеин disheveled, который перемещается на дорсальную сторону при повороте оплодотворения. По всей цитоплазме диффузно распределен β-катенин, который вскоре после оплодотворения начинает расщепляться везде, кроме дорсальной стороны, где активность расщепляющего фермента подавлена белком disheveled. β-катенин явл. фактором ньюкуповской индукции. Он связывается с промоторами некоторых генов, таких как nodal (определяет лево-правую симметрию) и siamosis. Они начинают экспрессироваться. Продукт гена siamosis, взаимодействуя с белками семейства, активируют белок goosecoid, который содержится в ядрах клеток шпемановского организатора. Т.о., ньюкуповская и шпемановская индукции – не независимые события. goosecoid активирует гены, являющиеся непосредственными факторами шпемановской индукции – chordin и noggin. Они связывают молекулы BMP, белков семейства TGF – β. Когда BMP находятся в свободном состоянии, они связываются с мембранными рецепторами клеток, что не позволяет им развиваться в нейральные или осевые структуры. Когда  BPM связан chordin и noggin, такое развитие становится возможным. 

Понятие компетенции эмбриональной закладки, ее роль в определении ответа на индукционное воздействие. 

Способность эмбриональных тканей отвечать на действие индуктора – компетенция. Она может меняться в зависимости от возраста закладки (например, в экспериментах презумптивная покровная эктодерма на стадии ранней гаструлы отвечает на действие Шпемановского организатора лучше всего, к стадии поздней гаструлы ответ исчезает). 

Реагирующие ткани могут видоизменять поступающие к ним сигналы. Это было впервые показано опытным путем в эксперименте Г.Шпемана и Шоттэ, посвященном изучению индукционных взаимодействий при образовании ротовых структур у бесхвостых и хвостатых амфибий (у хвостатых это балансеры, нитевидные выросты, у бесхвостых – роговые зубчики). Эти структуры могут возникнуть из любого участка вентральной эктодермы, если этот участок будет пересажен в ротовую область. Индуктором является стенка эмбриональной глотки. Вентральную эктодерму лягушки подсаживали в рот к тритону. Участок эктодермы лягушки под воздействием индуктора тритона построил ротовые органы лягушки. Когда тритона с лягушкой «поменяли ролями», результат оказался аналогичным – индукция глоткой лягушки вызвала в тканях тритона развитие ротовых структур именно тритона. Это означает, что ткань, подвергнутая индукции может интерпретировать сигнал. Эта способность входит в понятие компетенции. Индукторы часто являются лишь триггерами, пусковыми механизмами, для тканей, имеющих готовую систему молекулярных и надмолекулярных структур, способных осуществить сложный сигнальный каскад, необходимый для той или иной дифференцировки или перестройки. 

Однако иногда возникающие под воздействием искусственных индукторов структуры не имеют нормального строения. Значит, индукции недостаточно для правильной организации закладки. Индукторы осуществляют только эвокацию (побуждение к процессу), а индивидуация (образование пространственного порядка) осуществляется другими факторами. По одной из версий, индивидуация регулируется градиентами концентрации индукционных факторов. Соотношение концентраций нескольких факторов будет определять, какой из зачатков возникнет в каждой области. Но направление и возможность дифференцировок, структурная организация во многом также зависит от межклеточных взаимодействий, механических напряжений, геометрии клеточных групп и т.д.. 

7. Элементы сравнительной эмбриологии позвоночных 

Закон зародышевого сходства Бэра и его современная трактовка. 

Бэр продемонстрировал единство плана строения зародышей различных классов позвоночных. Это привело его к важнейшему эмпирическому обобщению - «закону зародышевого сходства» (начало XIX в). Бэр утверждал следующее: зародыши различных видов, относящихся к одному типу, более сходны между собой, нежели взрослые формы, и их видовые различия нарастают по ходу развития. Иными словами, сначала в развитии появляются черты типа, потом класса и т. д. 

В основе действия закона зародышевого сходства лежит большая жизнеспособность тех мутантов, у которых фенотипический эффект мутаций проявляется на более поздних стадиях онтогенеза; рано проявляющиеся мутации чаще приводят к нарушениям работы сложных корреляционных систем в развивающемся организме, что ведёт к гибели зародыша. Поэтому онтогенез в целом проявляет тенденцию оставаться консервативным (особенно на ранних стадиях). 3ародышевое сходство разных видов есть следствие их филогенетического родства и указывает на общность происхождения, что впервые подчеркнул Ч. Дарвин. 

Выше говорилось о ЗЗС, сформулированного Бэром на основе сопоставления хода развития различных классов позвоночных: чем раньше стадия развития, тем более сходной является структура зародышей, относящихся к различным систематическим группам. Это означает, что, по Бэру, в ходе развития нарастает дивергенция (расхождение) признаков. Оценивая сегодня этот закон следует учесть, что Бэр не был знаком с более ранними, чем нейрула, стадиями развития позвоночных. Исходя из полученных позже сведений картина рисуется иначе: как раз наиболее ранние стадии развития - дробление, гаструляция - в развитии различных классов позвоночных могут проходить совершенно по-разному: достаточно сопоставить гаструляцию у костистых рыб, амфибий и амниот. На поздних стадиях развития также, конечно, имеются существенные систематические различия: применительно к этим стадиям закон Бэра полностью сохраняет свою силу. Однако, имеется период развития, который можно назвать «узлом сходства», поскольку в этот период у всех без исключения позвоночных сходным путем развиваются сходные структуры: это период закладки осевых органов - нервной трубки, хорды, сомитов и других сопутствующих образований. Зародыши различных классов позвоночных различными путями (например, проходя или не проходя через инвагинационную гаструляцию) подходят к этому этапу, но затем проходят его весьма единообразно. Иногда данную стадию развития называют «фарингула» (от греческого pharynx - глотка).

[image: image13.emf]Такое единообразие связано с тем, что в основе нейруляции и закладок осевых органов у всех позвоночных лежит одно и то же в принципе морфогенетическое движение: передне-заднее растяжение - латеромедиальная конвергенция материала дорсальной эктодремы и мезодермы. Именно это движение, лежащее в основе формирования центральной нервной системы и сопутствующих ей двигательных и опорных органов, и определяет единый тип развития и строения всех позвоночных.

Последовательные стадии развития зародышей рыбы (Л), курицы (Б), свиньи (В), человека (Г)

Морфогенетические движения в раннем развитии костистых рыб.

Яйцеклетки с большим количеством желтка, который распределен неравномерно вдоль анимально-вегетативной оси яйца (полилецитальные, резко телолецитальные яйцеклетки), претерпевают неполное дискоидальное дробление. Так дробятся зиготы костистых рыб, рептилий и птиц. В результате такого дробления образуется зародыш - дискобластула. Дискобластула характеризуется следующими признаками:

1) форма сферическая;

2) крыша бластулы имеет вид небольшого многоклеточного диска, называемого бластодиском, или бластодермой, а дно представлено объемной массой нераздробившегося желтка;

3) между бластодиском и желтком имеется узкое пространство подзародышевая полость (щелевидная).

Дробление костистых рыб. В яйцеклетках костистых рыб после оплодотворения начинается движение цитоплазмы по направлению к анимальному полюсу, где образуется скопление свободной от желтка цитоплазмы - будущий бластодиск. Масса недробящегося желтка называется желточной клеткой. По периферии бластодиска его цитоплазма непосредственно переходит в тонкий поверхностный слой цитоплазмы желточной клетки - желточный цитоплазматический слой. Такая сегрегация цитоплазмы от остального объема яйцеклетки, занятой желтком, продолжается в течение нескольких делений дробления.

Дискоидальное дробление у костистых рыб характеризуется тем, что его первые 4-5 борозд проходят меридионально (вертикально) и под прямым углом друг к другу. Дискоидальное дробление, как и полное неравномерное дробление, полностью отвечает правилам Гертвига-Сакса.

Борозда первого деления дробления закладывается на анимальном полюсе и распространяется вертикально по направлению к вегетативному, но разделяет только цитоплазму бластодиска, так что образовавшиеся бластомеры снизу и по периферии бластодиска не отграничены от желтка. Борозда первого деления проходит поперек длинной оси бластодиска, который имеет эллипсоидную форму при взгляде со стороны анимального полюса. Борозда второго деления дробления проходит перпендикулярно первой борозде вдоль длинной оси бластодиска. Борозды третьего деления параллельны борозде первого, а борозды четвертого деления параллельны бороздам второго.

На стадии 16 бластомеров впервые появляются клетки, полностью отделенные друг от друга и от желтка, - это квартет самых центральных бластомеров. Такое полное отделение происходит в конце четвертого цикла, когда борозды деления отсекают бластодиск от центра, распространяясь к краю бластодиска. Периферические 12 бластомеров называют краевыми бластомерами. Их цитоплазма переходит непосредственно в желточный цитоплазматический слой.

Борозда пятого или шестого деления дробления проходит горизонтально (параллельно экватору яйца), в результате этого образуется второй, внутренний ярус бластомеров, называемых глубокими клетками. Из глубоких клеток образуется непосредственно зародыш костистых рыб. Каждая глубокая клетка является одной из двух дочерних клеток четырех центральных бластомеров на 32-клеточной стадии. Другие дочерние клетки остаются поверхностными. Дочерние клетки краевых бластомеров также становятся поверхностными.

В последующем появляются тангенциальные борозды, при этом направление борозд дробления подвержено большим индивидуальным колебаниям. Деления дробления становятся «метасинхронными», поскольку в ходе каждого клеточного цикла по бластодиску проходит волна митозов. Клетки на анимальном полюсе вступают в митоз первыми, краевые бластомеры последними. Зародыш на стадии 256 бластомеров представляет собой морулу, где бластомеры образуют бугристую шапочку, возвышающуюся над желтком.

После 9-11 деления клеточный цикл удлиняется, наступает десинхронизация делений, появляется подвижность глубоких бластомеров. 

Краевые бластомеры ранней бластулы имеют уникальную судьбу. Начиная с 10-го клеточного цикла, боковые мембраны этих влеток исчезают, а цитоплазма и ядра сливаются с желточным цитоплазматическим слоем желточной клетки. Так образуется желточный синцитиальный слой с одним рядом ядер в виде узкого кольца вокруг края бластодермы. После образования желточного синцитиального слоя клетки вышележащего яруса поверхностных бластомеро встановятся краевыми, но в отличие от краевых бластомеров предыдущих стадий они полностью отделены мембранами от желточной клетки. Ядра желточного синцития претерпевают 3-5 метасинхронных делений, количество рядов ядер к стадии средней бластулы возрастает. К поздней бластуле часть ядер синцития перемещается под бластодерму, образуя внутренний желточный синцитиальный слой, другая часть желточного синцития спереди от края бластодермы формирует наружный желточный синцитиальный слой. Часть ядер внутреннего слоя может образовываться за счет деления самых базальных глубоких бластомеров. Желточный синцитиальный слой непосредственно не участвует в построении тела зародыша. Это экстраэмбриональное образование, имеющее важное морфогенетическое занчение и обеспечивающее эпиболию бластодермы во время гаструляции.

Поверхностные бластомеры в процессе бластуляции образуют эпителиальный монослой бластодермы - покровный слой. Вначале поверхностные бластомеры делятся как в плоскости пласта, так и перепендикулярно ему. Планарные деления дают дочерние клетки, отсающиеся в покровном слое, а при перпендикулярном делении одна дочерняя клетка остается в покровном слое, другая же становится глубокой клеткой. По мере развития клетки покровного слоя сильно уплощаются, покровный слой становится трудно различимым. Боковые поверхности бластомеров покровного слоя образуют плотные и промежуточные контакты, которые обеспечивают изоляцию внутренней среды зародыша от окружающей среды. Краевые бластомеры покровного слоя и прилежащие к ним участки желточного синцитиального слоя соединены плотным и следующим за ним протяженным промежуточным контактом. К стадии поздней бластулы деления бластомеров покровного слоя совершаются только в плоскости пласта, а после начала эпиболии и до ее конца число клеток покровного слоя не меняется. Клетки покровного слоя не участвую в построении тела зародыша.

Таким образом, к стадии поздней бластулы в зародышах костистых рыб формируются три морфологически обособленных клеточных компартмента с разной судьбой - глубокие клетки (эпибласт), поверхностные клетки (перидерма) и желточный синцитиальный слой (перибласт). Трехслойная структура бластодермы - особенность, общая для всех костистых рыб.

Желточный синцитий играет ведущую роль в эпиболии: его край активно сокращается (благодаря эндоцитозу участков клеточных поверхностей) и подтягивает в вегетативном направлении слой поверхностных клеток, которые при этом перегруппировываются. По завершении эпиболии образуется желточный мешок, который впоследствии втягивается внутрь зародыша, входя в состав его кишечника. Однако еще много раньше (когда обрастание охватило не более половины поверхности яйцеклетки) в той части бластодиска, которая будет соответствовать дорсальной стороне зародыша, протекают основные формообразовательные процессы. Важное отличие костистых рыб от осетровых и амфибий состоит в том, что у первых отсутствует типичное гаструляционное подворачивание (инволюция). Она заменена ингрессией - вселением под поверхность бластодиска небольшой группы клеток. Основную роль в формировании осевых зачатков у костистых рыб играют уже знакомые нам по развитию амфибий движения конвергентной интеркаляции клеток к дорсальной средней линии (рис. 58, А, Б). При этом все осевые зачатки (хорда, сомиты, нервная трубка) образуются из внутренней массы бластомеров, с самого начала лежащих на разных уровнях. Это означает, что карта презумптивных зачатков у костистых рыб с самого начала является трехмерной (рис. 58, В). Клетки наружного слоя образуют лишь внешнюю часть эктодермы зародыша. Интересно, что у карпозубой рыбы нотобранха, обитающей в пересыхающих водоемах тропических стран, поверхностные бластомеры вовсе не участвуют в развитии зародыша, а образуют плотную оболочку, предохраняющую яйца от высыхания. Данное приспособление можно рассматривать.ю как аналог амниотических оболочек высших позвоночных. 

П[image: image14.emf]ри нейруляции у костистых рыб не происходит типичных для большинства зародышей позвоночных движений скручивания нервной пластинки. Вместо этого презумптивыне клетки нервной системы конвергируют к средне-дорсальной линии зародыша, одновременно с другими клетками осевых зачатков, а невроцель возникает в этой клеточной массе шизоцельным путем (т.е. путем расхождения клеток). 

Особенности закладки зародышевых листков у рептилий.

Яйца полилецитальные, телолецитальные. Дробление дискоидальное. I и II борозды ортогональны и направлены меридионально. III и IV борозды также меридиональны, но направление их относительно первых двух борозд непредсказуемо. Последующие деления дробления направлены как тангенциально, так и меридионально. Процесс дробления выраженно асинхронен. Формирование борозд в периферической части зародышевого диска сильно замедлено по сравнению с его центральной частью. В результате центр бластодиска сформирован автономными мелкими клетками из нескольких слоев, а на периферии его образуется краевой перибласт. В желточном слое, подстилающем бластодиск, формируется многоядерная структура, напоминающая перибласт рыб. Однако, в отличие от перибласта рыб, ядра этого слоя способны отделяться от желтка с частью уитоплазмы, образуя мероциты – клетки, набитые желточными гранулами, которые присоединяются к вышележащим слоям, появившимся в результате дробления. Под многослойной частью бластодиска формируется полость, получившая название подзародышевой, наполненная разжиженным желтком. Различие в цвете областей диска дало основание для выделения темной зоны – area opaca (периферическая область с краевым перибластом и клетками, прилегающими к желтку) и светлой зоны – area pellucida (центральная область диска, образоанная слоями мелких клеток с подлежащей подзародышевой полостью). Периферический перибласт продолжает отделять мероциты, которые включаются в снование зародышевого диска по его периферии. Одновременно изменяется морфология клеток, покрывающих бластодиск снаружи. Они удлиняются в направлении, перпендикулярном поверхности бластодермы, приобретая вид цилиндрического эпителия. Процесс начинается в центральных областях бластодермы и распространяется на периферию. В результате образуется структура, получившая название зародышевого, или эктодермального щитка. Клетки, отграничивающие бластодерму от подзародышевой полости, уплощаются, плотно контактируют, формируя структуру, подобную однослойному эпителию. Бластоцель представлен в виде щелевидного пространства внутри бластодиска.

[image: image15.emf]В задней части зародышевого щитка формируется клеточное скопление, называемое первичной пластинкой, а в его центре – круглое углубление, гомологичное бластопору. Бластопор ведет во впячивание, растущее вперед (рис. 66, А, Б) и затем прорывающееся в пространство между эпи- и гипобластом (рис. 66, В, Г). Впячивание называется мезодермальным мешочком, поскольку из его боковых стенок образуется мезодерма, а из верхней стенки – хорда. Как мы помним, такой же эмбриональный материал погружается в области гензеновского узелка у птиц, что и демонстрирует глубокую гомологию между развитием птиц и рептилий. С другой стороны, наличие хорошо выраженного бластопора и присутствие у большинства рептилий (ящерицы, змеи и черепахи) округлой первичной пластинки взамен вытянутой первичной полоски птиц сближают зародыши рептилий с анамниями, особенно с зародышами акуловых рыб.

Гаструляция у птиц, внезародышевая и зародышевая энтодерма у птиц. Первичная полоска и бороздка, их дифференцировка. Гомологизация с бластопором амфибий.

В начале инкубации (или насиживания) продолжается процесс гаструляции, начавшийся еще в нижних отделах половых путей курицы.

В ходе первого этапа гаструляции бластодерма разделяется на два пласта: верхний многослойный (эпибласт) и нижний однослойный (первичный гипобласт). Между ними располагается щелевидная полость – бластоцель.

С самого начала развития зародышевый диск расположен на желтке не горизонтально – один конец всегда находится выше другого. Это уже на самых ранних стадиях развития определяет положение передне-задней оси зародыша. Головной конец всегда располагается на том конце зародышевого диска, который расположен на желтке ниже. В эпибласте на заднем конце зародышевого диска образуется клеточное скопление серповидной формы – так называемый серп Коллара. Клетки серпа Коллара выселяются из эпибласта и продвигаются вперед, отодвигаю клетки первичного гипобласта к краевой области зародышевого диска, - формируется вторичный гипобласт, который при дальнейшем развитии войдет в состав внезародышевой энтодермы.

В результате сложных морфогенетических движений значительная часть клеток эпибласта концентрируется в задней области светлой зоны. Это скопление клеток получило название первичной полоски. На первом этапе гаструляции первичная полоска удлиняется в краниальном направлении за счет дальнейшей миграции клеток эпибласта к центральной оси зародыша. На конце полностью сформированной первичной полоски образуется структура примерно из 20 крупных клеток столбчатой формы – гензеновский узелок.

Второй этап гаструляции заключается в выселении клеток из первичной полоски в полость бластоцели. Миграция клеток из первичной полоски очень активна, и клетки, продолжающие мигрировать в эпибласте к центральной оси зародыша, не успевают восполнить их убыль. В результате по центральной оси первичной полоски появляется продольное углубление – первичная бороздка. При дальнейшем выселении клеток из первичной полоски ее материал расходуется и происходит регрессия первичной полоски. Длина ее уменьшается и гензеновский узелок сдвигается в каудальном напрвлении до тех пор, пока весь клеточный материал первичной полоски не будет израсходован.

Выселение клеток из первичной полоски идет через гензеновский узелок и через ее боковые стороны. Клетки, выселившиеся в полость бластоцеля через гензеновский узелок, формируют хордальный вырост. Клетки, выселяющиеся из передней части первичной полоски, присоединяются к вторичному гипобласту, формируя зародышевую (кишечную) энтодерму. В результате клетки гипобласта оказываются оттесненными на периферию зародышевого диска и участвуют только в формировании внезародышевой энтодермы (энтодермы желточного мешка). Клетки, выселяющиеся через боковые стороны первичной полоски, формируют латеральную зародышевую и латеральную внезародышевую мезодерму. При сравнении процессов гаструляции у птиц и амфибий становится очевидным, что гензеновский узелок аналогичен дорсальной губе бластопора у амфибий, а стороны первичной полоски – боковым губам бластопора.

Одновременно с процессом гаструляции увеличивается диаметр зародышевого диска за счет разрастания края эпибласта по поверхности желтка (эпиболия).

Нейруляция: закладка осевых органов.

Процесс формирования нейральных структур у птиц и других классов позвоночных во многом сходен. В ходе эмбрионального развития птиц, помимо собственно формирования тела зародыша, формируются так называемые внезародышевые органы – амнион, сероза, желточный мешок и аллантоис. Разделение зародышевых листков на собственно зародышевые и внезародышевые начинается на стадии нейрулы.

В области головного отдела зародыша в связи с его активным ростом в задне-переднем направлении образуется складка, названная туловищной, поскольку в дальнейшем она отделит туловище зародыша от желтка со всех сторон. Связь зародыша с внезародышевыми органами сохранится только в одном месте – на брюшной стороне зародыша в виде желточного стебелька. Часть туловищной складки в переднем отделе зародыша называется головной складкой, в заднем отделе – хвостовой, а в боковых отделах зародыша - боковой. Головная складка закладывается раньше остальных.

Она состоит из тонких пластов эктодермы и энтодермы. Мезодерма, движущаяся к головному отделу зародыша из области первичной бороздки к этому моменту еще не достигла области, расположенной перед головой зародыша. Важно отметить, что в ходе образования туловищной (головной) складки в головном отделе зародыша образуется полость – головная кишка, дающая начало образованию кишки у зародыша птиц. Таким же образом с помощью хвостовой складки формируется задняя кишка. Боковые складки, являясь продолжением головной складки, формируют боковые отделы кишечной трубки. Кишка у птиц с начала ее формирования полностью выстлана энтодермой.

Зародышевые листки продолжают дифференцироваться в ходе нейруляции, образуют органы осевого комплекса: нервную трубку, хорду, сомиты. Из мезодермы боковой пластинки путем расслоения образуются париетальный (наружный) и висцеральный (внутренний) листки мезодермы, между которыми располагается полость – целом.

В то же время за пределами зародыша происходит обрастание желтка внезародышевыми листками эктодермы, мезодермы и энтодермы, что в дальнейшем приводит к образованию желточного мешка. Край клеточной массы, движущийся по желтку, называется краем обрастания. Краевые клетки внезародышевой эктодермы в своем движении опережают клетки внезародышевого энтодермального слоя. От этих слоев значительно отстает слой внезародышевой мезодермы в связи с более поздним формированием его в ходе гаструляции. При этом в области area opaca образуются многочисленные скопления клеток внезародышевой мезодермы – кровяные островки. Вскоре в каждом скоплении появляется полость и они приобретаю строение пузырьков. В результате слияния пузырьков друг с другом возникают сосуды, которые, соединяясь между собой, постепенно формируют в стенке желточного мешка кровеносную систему – сосудистое поле желточного мешка.

Следует обратить внимание на то, что дифференцировка зародышевых листков в головном отделе зародыша значительно опережает дифференцировку в туловищном и хвостовом отделах. Так, смыкание нервных валиков начинается с головного отдела, а затем распространяется в заднем направлении. Так же происходит сегментация осевой мезодермы при образовании сомитов. С головного отдела начинается отделение зародыша от желтка. Это явление называют краниокаудальным градиентом развития. Он характерен для эмбрионов всех классов позвоночных животных, у птиц выражен особенно ярко, так как в период гаструляции и нейруляции тело эмбриона существенно вырастает за счет постоянного поступления мезодермальных клеток из первичной бороздки и его размеры по краниокаудальной оси значительно превышают поперечные размеры. На стадии поздней нейрулы курицы в хвостовой области зародышевого диска присутствует участок, на котором еще завершается гаструляция. В центральной части зародышевого диска расположены структуры, характерные для ранней (нервная пластинка) и средней (нервные валики) нейрулы.

Дифференцировка отделов головного мозга.

После образования в ходе гаструляции зародышевых листков начинается период органогенеза, в течение которого происходит дифференцировка эктодермы, мезодермы и энтодермы, приводящая к формированию органов и тканей зродыша.

Производные эктодермы.

Кожа и ее придатки являются производными эктодермы и мезодермы. Эмбриональная эктодерма сначала превращается в двуслойный, а затем в многослойный эпителий – кожный эпидермис. Мезодермальный слой кожи (дерма) образуется соединительнотканными клетками, происходящими из кожных листков сомитов (дерматомов). К роговым придаткам кожи относят чешуи и щитки рептилий и птиц, перья птиц, рога и волосы млекопитающих.

После завершения нейруляции, клетки нервного гребня мигрируют и дают начало таким производным эктодермы, как: черепные чувствительные ганглии и нервы, ганглии дорсальных корешков спинальных нервов, симпатическим ганглиям, шванновским клеткам, мозговому веществу надпочечников, меланоцитам. Кроме того, в головной области клетки нервного гребня мигрируют в жаберные дуги и в дальнейшем участвуют в формировании черепа и висцеральных хрящей, головной соединительной ткани.

Производные нервной трубки – центральная нервная система (головной и спинной мозг), органы чувств (нейральная часть органов зрения и слуха). Дифференцировка нервной трубки на головной и спинной мозг происходит одновременно с процессом нейруляции. Позже передний невропор закрывается, область головного мозга увеличивается в объеме и подразделяется сначала на три мозговых пузыря: prosencephalon (первичный передний мозг), mesencephalon (средний мозг), rhombencephalon (первичный задний мозг). Затем – на пять, при этом prosencephalon преобразуется в передний (telencephalon) и промежуточный мозг (diencephalon), а rhombencephalon – в задний (metencephalon) и продолговатый (myelencephalon). Mesencephalon остается без изменений. 

В дальнейшем передний мозговой пузырь (telencephalon – передний мозг) интенсивно вытягивается вперед и за счет впячивания снаружи в глубь перепонки (пограничной мембраны) разделяется на два отдела – зачатки двух полушарий мозга. При дифференцировке второго мозгового пузыря (diencephalon – промежуточный мозг) его боковые стенки выпячиваются, образую так называемые глазные пузыри – зачатки нейральный частей глаз. На дорсальной стенке начинает развиваться эпифиз, а на вентральной – гипофиз. На уровне среднего мозгового пузыря (mesencephalon – средний мозг), на стадии поворота происходит первый изгиб мозга и одновременно в его дорсальной части закладывается четверохолмие – зрительные и слуховые центры мозга. В четвертом мозговом пузыре (metencephalon – задний мозг) нижняя и боковые стенки вступают на путь развития мозжечка, а верхняя – варолиева моста. Пятый мозговой пузырь (myelencephalon – продолговатый мозг) преобразуется в это время таким образом, что боковые его стенки утолщаются в связи с дифференцировкой проводящих путей от передних отделов мозга в сторону спинного. Это приводит к растяжению дорсальной стенки, которая хорошо просвечивает на тотальных препаратах, так как данный отдел мозга находится в боковом положении.

Продолговатый мозг переходит в спинной мозг. На протяжении шейного отдела зародыша спинной мозг выравнивается в плоское положение на желточном мешке. Хорошо видны его плотные боковые стенки и узкий просвет полости сквозь тонкую дорсальную стенку. Задний невропор на протяжении третьих суток инкубации закрывается.

Производными эктодермы также являются органы чувств (зрения, обоняния и слуха). Зачатки глаз, заложившиеся в форме пузыревидных выпячиваний промежуточного мозга, увеличиваясь, соприкасаются с эктодермой головы и начинают преобразовываться в двуслойную глазную чашу. Внутренний слой чаши – зачаток сетчатки, наружный – пигментного эпителия, а ее край (место перегиба внутреннего слоя в наружный) – радужки. Глазные чаши связаны теперь с боковой стенкой промежуточного мозга, их породивший, узким глазным стебельком под некоторым углом к нему и поэтому на препаратах видны у основания переднего мозга. Покровная эктодерма в месте соприкосновения с нейральным зачатком глаза начинает инвагинировать внутрь полости глазной чаши (вторичной полости глаза), образуя хрусталиковую плакоду. Затем края хрусталиковой плакоды смыкаются, образуется пузырек – зачаток хрусталика, который отделяется от покровной эктодермы. После отделения хрусталикового пузырька эктодерма над ним просветляется и превращается в роговицу глаза. У передней границы telencephalon заметны два утолщения нейроэктодермы – зачатки обонятельных плакод. Позже отростки нервных клеток, развившихся в плакодах, будут врастать в переднюю стенку полушарий и формировать здесь центр обоняния. Орган слуха закладывается в эктодерме на уровне продолговатого мозга около его боковой стенки сначала в форме двух углублений (слуховых ямок), а затем отшнуровавшихся слуховых пузырьков.

Сегментация мезодермы и дифференцировка сомита. Развитие сердца. 

Средний зародышевый листок еще на стадии нейруляции разделяется на несколько частей, различающихся по расположению в теле зародыша и по дальнейшей судьбе:

1) Головная мезенхима; 2) Хорда; 3)Мезодерма сомитов (осевая мезодерма); 4) Промежуточная мезодерма (или ножки сомитов, или нефротом); 5) Латеральная (боковая) мезодерма (мезодерма боковой пластинки).

Головная мезенхима лежит спереди от первой пары сомитов. Головная мезодерма, в отличие от туловищной, не разделяется на дорсальную мезодерму и мезодерму боковой пластинки и состоит из рыхло лежащих мезенхимных клеток.

Материал хорды и сомитов называют дорсальной мезодермой. Хорда располагается вдоль центральной оси зародыша. При формировании позвонков клеточный материал хорды входит в состав межпозвоночных дисков. Материал дорсальной мезодермы, не вошедший в состав хорды располагется по бокам от нее в виде двух пластов, из которых образуются сомиты. Сомиты закладываются парами (с двух сторон от хорды), их формирование начинается с головной области и распространяется в каудальном направлении. У эмбриона курицы каждый сомит пердставляет собой пузырек, стенка которого состоит из эпителизированных клеток. Впоследствии сомиты дифференцируются на дерматом (дорсолатеральная часть сомита), миотом (центральная часть)и склеротом (вентромедиальная часть). Дерматом дает начало дерме кожи, миотом – мускулатуре осевого скелета, а склеротом – хрящам и костям осевого скелета. При этом первый позвонок формируется из задней половинки склеротома четвертого сомита и из передней половинки склеротома пятого, второй позвонок – из задней половинки склеротома пятого сомита и передней половинки склеротома шестого и т.д. Когда число пар сомитов достигает 8-10, передняя пара начинает рассеиваться. Ее клетки (как и клетки следующих двух пар сомитов) будут формировать мезодермальные структуры головы зародыша (оболочки мозга), участвовать в развитии мезодермальных частей органов чувств и др.

Промежуточная мезодерма сначала сегментируется, как и мезодерма сомитов, и формирует ножки сомитов. Впоследствии из промежуточной мезодермы последовательно образуются три поколения почек: пронефрос, мезонефрос и метанефрос, а также гонады. Все почки представляют собой парные образования. Пронефрос (предпочка, или головная почка) располагается в головном конце тела и у эмбрионов птиц как экскреторный орган не функционирует. Мезонефрос (первичная, или туловищная, почка) образуется каудальнее пронефроса и у птиц функционирует как выделительный орган в эмбриональный период, а потом дегенерирует. Некоторые его протоки сохраняются в составе половых органов. Метанефрос (вторичная, или тазовая, почка) возникает позже мезонефроса и каудальнее него. Он начинает функционировать в поздний эмбриональный период и существует как постоянная почка у взрослого организма. Пронефрос у зародыша курицы закладывается на стадии инкубации 36ч, а мезонефрос – примерно 55ч (стадия 29-30 сомитов).

В процессе дифференцировки промежуточной мезодермы дистальная часть ножек сомитов, начиная с краниальной области, сливается в длинный тяж. В нем возникают первичные почечные протоки (левый и правый), с которыми соединяются канальцы пронефроса, а позже – и мезонефроса. С того момента, как первичные почечные протоки соединяются с канальцами мезонефроса, их называют мезонефрическими протоками, или вольфовыми каналами. Позднее в каудальной области каждого протока, вблизи от места их впадения в клоаку, образуется дивертикул – будущий мочеточник. Он индуцирует формирование структур мезонефроса из наиболее каудальной части промежуточной мезодермы.

На ранних этапах формирования мезонефроса медиальнее вольфовых протоков формируется мюллеров проток, который не участвует в формировании выделительных органов. При дифференцировке пола по женскому типу вольфовы каналы и канальцы мезонефроса дегенерируют, а из мюллеровых протоков образуются яйцеводы. При дифференцировке пола по мужскому типу, напротив, мюллеровы протоки существуют недолгое время на начальных этапах дифференцировке почек, а потом дегенерируют, а из канальцев мезонефроса и вольфовых каналав формируются придатки семенника и семявыводящий канал.

Латеральная мезодерма не сегментируется, а разделяется на два листка – париетальную (наружную) латеральную мезодерму, прилежащую к эктодерме, и висцеральную (внутреннюю) латеральную мезодерму, прилежащую к энтодерме. Париетальная мезодерма зародышевой области участвует в формировании стенки тела цыпленка и почек конечностей. Висцеральная мезодерма дает начало мезодермальной компоненте кишечника, печени, легких и некоторых других внутренних органов зародыша. Из нее образуется также закладка сердца. Закладка зачатка сердца в виде двух эндокардиальных трубок на стадии инкубации 25-26 часов на уровне передних кишечных ворот. В процессе формирования туловищной складки и отделения тела зародыша от внезародышевой области парные закладки сердца сближаются и к 27 часу инкубации их эпимиокардиальные области объединяются вентральнее кишки зародыша. К 29 часу инкубации сливается эндокардиальная выстилка двух сердечный трубок и образуется непарная закладка сердца.

На стадии инкубации 30ч закладка сердца начинает подразделяться на отделы и изгибаться вправо. К 36-38ч сердечная трубка приобретает U-образную форму и на тотальных препаратах эмбрионов этого возраста хорошо различимы предсердие и желудочек. Во внезародышевую область от закладки сердца отходит два крупных сосуда – желточные вены от желудочка в краниальном направлении отходят два ствола вентральной аорты.

Во внезародышевой области париетальный листок латеральной мезодермы участвует в формировании амниона и серозы, а висцеральный листок – в формировании стенки желточного мешка и аллантоиса.

На стадии поворота, на уровне повернувшегося на левый бок зачатка мозга непосредственно под ним видна хорда. И ее передний конец доходит до уровня среднего мозга, что, по-видимому, способствует образованию первого мозгового изгиба. В шейном отделе зародыша хорда скрывается под нервной трубкой спинного мозга. В туловищной, а затем и в хвостовой областях зародыша, продолжается сомитогенез: от 19 пар – на стадии инкубации 48ч до 40 пар – к концу третьих суток. Сомиты видны как парные образования на протяжении плоско лежащей части зародыша, а на уровне поворота (шейный отдел) левый ряд сомитов скрывается под нервной трубкой, а правый ряд ложится над ней.

Зачаток сердца (висцеральная мезодерма) располагается в целом выше уровня поворота в форме петлеобразной изогнутой трубки. Часть зачатка сердца, образованная слиянием зачатков желточных вен, лежит глубже на желтке. Отходящие от нее вены уходят на желточный мешок: правая вена идет под головой вперед, левая – лежит под телом зародыша на уровне поворота и идет вниз, на желточный мешок и здесь разветвляется на сеть мельчайших капилляров. Часть зачатка сердца – артериальный конус – лежит выше, переходит в брюшную аорту, разветвляясь на жаберные артерии, которые сливаются под хордой в спинную аорту. Спинная аорта тянется вдоль головы и на уровне поворота раздваивается. В туловищной части обе ветви спинной аорты, перегибаясь почти под прямым углом, выходят на стенку желточного мешка. У края желточного мешка аорта разветвляется на мельчайшие капилляры. Капилляры вступают в контакт с капиллярной сеткой желточных вен. Характерной особенностью желточного кровообращения цыпленка является то, что артериальные сосуды выносят на желточный мешок из зародыша венозную кровь, а венозные капилляры собирают со стенок желточного мешка обогащенную кислородом артериальную кровь и несут ее к сердцу зародыша. Таким образом, стенка желточного мешка выполняет функцию органа дыхания.

Формирование внезародышевых органов: оболочек, желточного мешка и аллантоиса. 

Птицы, рептилии и млекопитающие относятся к группе амниот - животных, эмбриональное развитие которых протекает во внезародышевых оболочках. Всего внезародышевых оболочек (органов) четыре:

1) Амнион;

2) Хорион (сероза);

3) Желточный мешок;

4) Аллантоис.

Внезародышевые органы выполняют разные функции и различаются по тому, какие зародышевые листки участвуют в их формировании. Амнион и  хорион образуются из слоя клеток, образованно эктодермой и париетальным листком латеральной мезодермы, называемым соматоплеврой. По своему происхождению амнион и хорион являются соматоплевральными внезародышевыми оболочками. Стенка желточного мешка и аллантоис образуются в результате разрастания слоя клеток, образованного энтодермой и висцеральным листком латеральной мезодермы – спланхноплеврой. По своему происхождению желточный мешок и аллантоис являются спланхноплевральными внезародышевыми органами.

Желточный мешок выполняет функцию органа питания. Висцеральный листок мезодерме, входящий в состав стенки желточного мешка, развивает мощную систему кровесносных сосудов и капилляров, по которой питательные вещества из желточного мешка переносятся в тело зародыша. Жеоточный мешок соединяется со средней кишкой зародыша тонкой трубкой – желточным стебельком, внутри которого находится желточный проток. Однако питательные вещества через желточный проток не поступают. В утилизации желтка участвуют клетки стенки желточного мешка. Сначала энтодермальные клетки расщепляют белки желтка яйца до растворимых аминокислот, которые потом поступают в кровеносные сосуды мезодермы и с кровотоком переносятся в тело зародыша. Кроме того, желточный мешок является органом внезародышевого кроветворения. В мезодерме желточного мешка закладываются кровяные островки, которые дают первую генерацию клеток крови зародыша и являются источник стволовых кроветворных клеток. Последние мигрируют по внезародышевым кровеносным сосудам и заселяют кроветворные органы зародыша.

Амнион – внезародышевый орган,закладывается вместе с хорионом в виде складки на стенке зародышевого мешка в его головном отделе (головная амниотическая складка) в середине вторых суток инкубации. Он состоит из внезародышевой эктодермы и париетального листка внезародышевой мезодермы. Складка из этих листков с течение третьих суток инкубации нарастает на тело зародыша до уровня поворота и вдоль его тела. На третьи сутки инкубации формируется хвостовая амниотическая складка, она начинает подниматься над хвостовой частью тела зародыша, достигая примерно уровня растущей хвостовой кишки. К началу четвертых суток инкубации амниотические складки все больше нарастают над телом зародыша и покрывают его, образую сначала заметной величины отверстие, а затем смыкаются, оставляя узкое воронкообразное отверстие – сероамниотический проток.

Таким образом, над телом зародыша создается полость, которая через сероамниотический проток заполняется жидкой фракцией белка из белковой (третичной) оболочки яйца. С этого времени зародыш оказывается погруженным в жидкую среду, соответствующую водной среде  обитания низших позвоночных животных. Жидкость амниона примерно на 14-ые сутки инкубации становится дополнительным к желтку источником питания цыпленка непосредственно через формирующийся рот и желудочно-кишечный тракт.

Аллантоис формируется как дивертикул задней кишки зародыша, разрастающийся в полость экзоцелома и вытесняющий его. У птиц аллантоис представляет собой большой мешок, в котором накапливаются и хранятся до вылупления цыпленка токсические продукты метаболизма зародыша. В основном это продукты азотистого обмена, накапливающиеся в виде солей мочевой кислоты.

Хорион (сероза) образует внешнюю внезародышевую оболочку эмбриона и выполняет защитную функцию. По мере разрастания аллантоиса висцеральная мезодерма, покрывающая его снаружи, прирастает к париетальной мезодерме хориона – формируется хориоаллантоис. В хориаллантоисной оболочке из материала висцеральной мезодермы формируется большое число кровеносных сосудов, формирующих густую капиллярную сеть. Она осуществляет газообмен, то есть выполняет функцию дыхания зародыша. Хориоаллантоис обеспечивает также растворение кальция скорлупы, который необходим для остеогенеза, и его транспорт к зародышу.

Особенности биологии развития и размножения млекопитающих. Дробление, формирование бластоцисты. Внезародышевые образования, особенности их строения и функции.

Особенность эмбрионального развития млекопитающих состоит в том, что оно происходит в материнском организме и зависит от его внутренней среды. Внутренние органы половой системы самок млекопитающих состоят из двух яичников, двух яйцеводов (у человека их называют маточными, или фаллопиевыми, трубами) и матки, строение которой имеет видовую специфику. Яйцеводы представляют собой извитые полые трубки, соединенные с одной стороны с маткой, а с другой имеющие воронку, раскрытую в сторону яичника. Изнутри яйцеводы выстланы мерцательным эпителием, который создает ток жидкости в направлении от воронки яйцевода к матке. После овуляции яйцеклетка, окруженная фолликулярными клетками кумулюса, попадает в воронку яйцевода с током жидкости и оказывается в ампулярной части яйцевода, где и происходит оплодотворение. У большинства млекопитающих оно совершается на метафазе второго деления созревания. Исключение составляют лиса, собака и лошадь, у которых оплодотворение приходится на метафазу первого деления созревания. Размер доимплантационных эмбрионов млекопитающих составляет от 70 до 130-150 мкм.

Эмбрион млекопитающих от стадии зиготы и до стадии двухслойной бластоцисты свободно плавает в жидкости, которая заполняет полость яйцеводов и матки, и по мере развития спускается вниз по яйцеводу благодаря нисходящему току жидкости и перистальтическому сокращению мышечных клеток матки.

В период до начала имплантации эмбрион проходит ряд стадий развития:

1) дробление (2-16 бластомеров);

2) компактизацию (16-32 бластомеров);

3) капитацию и формирование бластоцисты (64 бластомера).

Для плацентарных млекопитающих характерно полное (голобластическое)равномерно ротационное асинхронное дробление. Асинхронность проявляется, начиная со второго деления дробления: первые два бластомера делятся не одновременно. Несмотря на это, клетки эмбрионов млекопитающих до стадии 8 бластмеров сохраняют тотипотентность, то есть способны сформировать все органы и ткани организма, если, например, эмбрион мыши на стадии двух или четырех бластмеров разделить на отдельные клетки, то из каждой может развиться нормальный эмбрион.

Другой особенностью млекопитающих является большая продолжительность первых клеточных циклов развития. Так, у мыши из 19 суток эмбрионального развития период дробления занимает три дня. Отсутствие характерных для дробления других животных укороченных клеточных циклов связано с тем, что у млекопитающих собственный геном активируется начиная со стадии двух бластомеров. Первой начинается транскрипция генов, которые кодируют белки теплового шока. Считается, что эти белки участвуют в активации генома зародыша. Далее включаются гены, кодирующие белки митотического веретена, а также гены, кодирующие ряд других белков, необходимых для клеточного деления, и гены некоторых ростовых факторов.

Со стадии 16 бластомеров эмбрион называется морулой. Вначале все клетки морулы имеют округлую форму и почти не связаны друг с другом. Такой эмбрион называют некомпактизованной морулой. На стадии 16-32 бластомеров происходит компактизация – процесс формирования специализированных контактов и более плотной упаковки клеток. Эмбрион на этой стадии состоит из двух клеточных субпопуляций с различной последующей судьбой: внутренних клеток и наружних клеток, контактирующих с внешней средой. В конце 16-клеточной стадии внешние бластомеры уплощаются и более тесно контактируют между собой. Начальный период компактизации этот процесс обратим. В среде, не содержащей Ca2+,бластомеры снова приобретают округлую форму и эмбрион декомпактизируется. Это происходит потому, что ранний этап компактизации происходит за счет появления на поверхности бластмеров увоморулина – белка из семейства кадгеринов, Ca-зависимых молекул клеточной мембраны. Молекулы увоморулина соседних клеток связываются между собой и вызывают их компактизацию. В результате всемолекулы увоморулина оказываются сконцентрированными на тех поверхностях клеток эмбриона, которые контактируют с соедними клетками. Позже между соседними клетками образуются щелевые контакты.

Увоморулин – трансмембранный белок, и его цитоплазматический участок связывается с кортикальными белками катенинами, медиаторами взаимодействия увоморулина с белками цитоскелетного комплекса. В результате происходит регионализация поверхностной мембран внешних бластомеров на апикальный (внешний) и базолатеральный (внутренний) отделы, а на их границе формируются зоны плотных контактов. Одновременно во внешних бластомерах происходит перераспределение клеточных органелл: на внешней поверхности появляются микроворсинки, элементы комплекса Гольджи и митохондрии мигрируют в апикальную (внешнюю) часть клеток, а ядра смещаются в базальную (внутреннюю) часть цитоплазмы. На этой стадии в контактных зонах внешних клеток образуются десмосомы, во внешних бластомерах – система активного транспорта ионов глюкозы и воды внутрь эмбриона, вода накапливается между клетками и образует полость. Этот процесс называется кавитацией, а эмбрион на этой стадии развития у млекопитающих называют бластоцистой.

Бластоциста мыши на стадии 3,5 суток развития состоит из 60-70 клеток и представляет собой пузырек, состоящий из стенки (трофэктодермы) полости, заполненной жидкостью, и скопления клеток на одной из сторон внутренней поверхности трофэктодермы (внутренней клеточной массы). Клетки внутренней клеточной массы (их количество – 15-20) связаны между собой только щелевыми контактами.

У бластоцисты на стадии 4,5 суток развития внутренняя клеточная масса разделяется на две клеточные линии. Клетки ВКМ, контактирующие с полостью бластоцеля, образуют гипобласт, или первичную энтодерму, а остальные становятся эпиблатстом, или первичной эктодермой. У эмбриона мыши из клеток трофэктодермы в дальнейшем формируются гигантские клетки трофобласта, а из гипобласта – часть внезародышевой энтодермы. Все остальные зародышевые и внезародышевые ткани эмбриона формируются из эпибласта.

На 5 стуки развития бластоциста мыши выходит из прозрачной оболочки и имплантируется, погружаясь в глубокую маточную крипту областью бластоцеля вперед. Клетки трофэктодермы вступают в контакт с эпителием маточной крипты и начинают разрушать ее, а в маточном эндометрии формируется ответ на инвазию эмбриона – децидуальная реакция.

Типы плацент.

Продолжением имплантации является процесс образования плаценты – плацентация. Плацента – провизорный орган, который формируется во время беременности, в ее построении участвуют как эмбриональные, так и материнские ткани. Через плаценту осуществляется связь зародыша с материнским организмом. Функции плаценты, обеспечивающие нормальное развитие зародыша, многообразны: трофика и газообмен, защитная, регуляторная, гормональная, антитоксическая и т.д. Основная функция плаценты заключается в передаче веществ, растворенных в крови матери, эмбриону и наоборот. Питательные вещества диффундируют из крови матери в кровь эмбриона, а конечные продукты обмена веществ плода диффундируют в кровь матери и выводятся ее выделительной системой. Через плаценту осуществляются газообмен: кислород поступает от матери к эмбриону, а углекислый газ – от эмбриона к матери. Кроме того, плаценты многих млекопитающих вырабатывают гормоны, которые способствуют сохранению беременности (у человека это хорионический гонадотропин). При рождении плода плацента отторгается.

У разных представителей плацентарных млекопитающих строение плаценты неодинаково. Иногда плаценты различных видов млекопитающих классифицируют по их анатомическому строению. При этом учитывается форма плаценты и расположение на ней ворсинок хориона. По этим признакам выделяют 4 вида плацент (классификация по О.Гертвигу):

1) диффузная плацента, для которой характерно образование ворсин по всей поверхности хориона;

2) Множественные плаценты – хориальные ворсины представлены группами, границами между ними являются участки гладкого хориона;

3) Зонарная плацента – ворсины хориона располагаются, как бы опоясывая плод;

4) Дискоидальная плацента – хориальные ворсины сконцентрированы в одном участке хориона; характерны для грызунов, приматов и человека.

Однако чаще при классификации плацент используют другой подход – гистологический. В основу его положена степень сближения с материнским кровеносным руслом.

Кровоток плода и кровоток матери никогда не смешиваются: их разделяет несколько слоев эмбриональной и материнской ткани, которые образуют так называемый гемоплацентарный барьер. Он обеспечивает селективный обмен растворенными веществами между системами кровообращения материнского организма и плода. Плаценты разных видов млекопитающих подразделяют на 4 типа в зависимости от количества слоев, разделяющих кровоток матери и плода:

1) Эпителиохориальные плаценты – материнские ткани не разрушаются, а ворсины хориона только прилегают к углублениям слизистой оболочки матки (свиньи, лошади и др.);

2) Синдесмохориальные плаценты – ворсины хориона разрушают эпителий матки и вторгаются в соединительную ткань слизистой оболочки матки (жвачные животные);

3) Эндотелиохориальные плаценты – ворсины контактируют с эндотелием кровеносных сосудов слизистой матки (хищники);

4) Гемохориальные плаценты – ворсины хориона соприкасаются непосредственно с материнской кровью; разветвленная сеть ворсин расположена в межворсинчатом пространстве, заполненном несвертывающейся кровью матери, то есть осуществляется наиболее совершенный контакт между плодом и материнским организмом (грызуны, насекомоядные, обезьяны и человек).

В плацентах 2-4 типов клетки трофобласта вырабатывают протеолитические ферменты, которые разрушают прилежащие маточные ткани. Глубина проникновения клеток трофобласта в глубь материнских тканей зависит от митотической и протеолитической активности клеток трофобласта, а также мигрировать в глбь материнских тканей на ранних этапах формирования плаценты.

Клетки трофобласта вырабатывают сходные с пепсином гликопротеины, характерные для беременности (PAG – Pregnancy Associated Glycoproteins). Так, например, у жвачных в клетках трофобласта экспрессируется около 100 генов, кодирующих белки этой группы, и в результате экзоцитоза везикул, содержащих PAG. По крайней мере часть этих молекул имеют высокую протеинкиназную активность и разрушает окружающие материнские клетки, а другая часть выполняет барьерную функцию, связывая белки, выделяемые материнскими клетками. Белки группы PAG вырабатываются и в трофобласте эпителиохориальной плаценты свиньи, но, по-видимому, они не экзоцитируются в количестве, достаточном для разршения окружающих материнских тканей.

В случае синдесмохориальных плацент (жвачные) клетки трофобласта не проходят глубоко в материнские ткани, так как довольно быстро устанавливают специализированные плотные контакты с окружающими материнскими клетками и теряют мобильность. Клетки трофобласта, которые мигрируют в материнские ткани, являются двух- и трехъядерными, но в формировании единого слоя синцититрофобласта, как в случае гемохориальной плаценты человека, не происходит.

В случае гемохориальных плацент у приматов и человека слой синцитиотрофобласта, обладающий высокой протеолитической и фагоцитарной активностью, разрушает не только маточный эндотелий и лежащую под ним децидуальную ткань, но и стенки кровеносных сосудов, которыми пронизан эндометрий.

В гемохориальных плацентах грызунов синцитий не формируется и все клетки трофобласта сохраняют свою индивидуальность, но для них также характерны высокий уровень протеолитической и фагоцитарной активности, а на начальных этапах формировария плаценты – активная миграция в глубь материнских тканей. В результате в обоих случаях кровь матери контактирует непосредственно с поверхностью хориона и от кровотока эмбриона ее отделяют только эмбриональные ткани.

По степени повреждения материнсаких тканей при родах все типы плацент подразделяют на отпадающие (или децидуальные) и неотпадающие.

Для свиней, лошадей, верблюдов, многих жвачных животных, лемуров и некоторых других видов плацентарных млекопитающих характерна неотпадающая плацента, состоящая только из плодных тканей. При родах ворсины хориона выходят из углублений слизистой оболочки матки, не повреждая ее, без кровотечений.

Для хищных, грызунов, насекомоядных, рукокрылых, приматов и человека характерны плаценты отпадающего (децидуального типа). В состав такой плаценты входят как плодные, так и материнские ткани. При родах происходит так называемое отторжение плаценты – вместе с ворсинами хориона отторгается и часть слизистой оболочки матки, что вызывает довольно значительное кровотечение.

В случаях формирования децидуальной плаценты маточный эндометрий реагирует на имплантацию эмбриона – в нем развивается децидуальная реакция. Клетки эндометрия, расположенные вокруг места имплантации, начинают активно делиться. Позднее плоидность децидуальных клеток увеличивается (например, у крыс – до 64С) и они приобретают способность к фагоцитозу. На ранних этапах имплантации децидуальная ткань противостоит инвазивной активности клеток трофобласта, а в процессе плацентации часть ее входит в состав плаценты.

Экспериментальные исследования по эмбриологии млекопитающих, их значение для сельского хозяйства и медицины. 

?

8. Некоторые сведения об органогенезах 

Формирование головного мозга, глаз и конечностей позвоночных. Морфогенетические 

взаимодействия между частями зачатка при развитии глаза, конечностей, желез пищеварительного тракта. Детерминация и регуляции при развитии органов. 

Вторичные эмбриональные индукции, их механизмы. 

Контактные и дистантные взаимодействия клеток. Механизмы клеточной агрегации. 

Дифференцировка нервной трубки на головной и спинной мозг происходит одновременно с процессом нейруляции.

Нервная трубка зародышей всех позвоночных  вскоре после замыкания состоит из более широкого переднего и более узкого заднего отделов. Расширенный передний отдел называют первичным мозговым пузырем (первичным головным мозгом - archencephalon)/ Первичный головной мозг открывается наружу невропором, а задний отдел посредством нервно-кишечного канала с[image: image16.emf]вязан с задним отделом гастроцеля (в области дорсальной губы бластопора). Невропор и нервно-кишечный канал впоследствии зарастают.

[image: image17.jpg]Puc. 54. [TocnenoBaTenbHbIe CTAINK PA3BUTHSA IJ1a3a 3MEGPUOHA KYPHULIbL:

A — rnasHoit myseIps (cTamus 20 coMutos); b — riasHoit Gokan (cranus 23 COMHTOB);

B — cranus 27 comuros; I'— cranust 30 comutos; 4 — ctanus 32 comutos; E — cramus

39 comMuTOB; / — CTeHKa INIa3HOTo My3bipst (A), a 3aTeM IasHoOTo 6okana (b—E); 2 —

TIPE3YMITHBHAs XPYCTAIMKOBAs 5KTOAepMA (A), XpycTanukoBasi miakona (5— I'), xpyc-

TaIMKOBBI My3bipeK ([J— E); 3 — MOKPOBHAs 3KTOEpMa; 4 — Me3eHXUMa; 5 — [a3-

HOH cTeBenek; 6 — 30Ha IIa3HOM 1ie/H; 7 — CTeHKa NPOMEXYTOYHOTO MO3ra; § — BTO-
PHYHAs MONOCTh IJ1a3a (MONOCTh CTEKIOBUIHOTO TeJa)



Нервная трубка по средней линии подстилается хордой, которая доходит до задней границы первичного головного мозга. Последний подстилается тканью, происшедшей из прехордальной пластинки. Как правило, задняя граница первичного головного мозга также отмечена резкой складкой вентральной стенки нервной трубки (вентральная мозговая складка), спереди от которой вентральная стенка первичного мозгового пузыря образует воронкообразный выступ (infundibulum), или воронку мозга. Вентральная мозговая складка и воронка формируют характерный для всех позвоночных теменной, или среднемозговой изгиб. В дальнейшем передняя часть нервной трубки дифференцируется на три мозговых пузыря: передний (prosencephalon), расположенный спереди от вентральной складки, средний (mesencephalon), находящийся над этой складкой, и задний (rhombencephalon), без резкой границы переходящий в спинной мозг. У зародышей высших позвоночных уже на стадии 3 мозговых пузырей при взгляде сверху отчетливо видны боковые выступы переднего мозгового пузыря, впоследствии дающие начало глазным зачаткам.

Позже передний мозговой пузырь подразделяется на два отдела: передний (telencephalon) и промежуточный (diencephalon) мозг. Из боковых стенок последнего в дальнейшем развиваются глазные зачатки. Средний мозговой пузырь в дальнейшем не расчленяется, а первичный задний мозговой пузырь подразделяется на задний (metencephalon) и продолговоатый (myelencephalon) мозг, переходящий без резкой границы в спинной мозг. У низших позвоночных эти отделы мозга лежат примерно в одной плоскости, а у высших головной мозг вскоре после формирования названных отделов образует новые резкие изгибы: затылочный и мостовой. Затылочный изгиб находится на месте перехода спинного мозга в продолговатый и направлен в ту же сторону, что и теменной. Мостовой изгиб располагается в области заднего мозга и назван так потому, что в вентральной стенке этого мозгового пузыря впоследствии возникает варолиев мост. Этот изгиб направлен в сторону, обратную двум другим изгибам. Все мозговые изгибы особенно хорошо выражены у высших млекопитающих и человека.

Уже на ранних стадиях развития разные отделы мозга отличаются друг от друга неравномерным утолщением стенок, что является прямым результатом интенсивности клеточного размножения в них. В области переднего мозга разрастаются переднебоковые стенки, что приводит к образованию пары выступов – зачатков полушарий головного мозга, которые особенно сильно разрастаются у высших позвоночных, где они накрывают собой все находящиеся сзади отделы мозга. вплоть до мозжечка. Неравномерное разрастание их поверхности приводит к появлению глубоких борозд. У низших позвоночных полушария переднего мозга развиты значительно слабее. Из них образуются лишь обонятельные доли мозга. 

Из боковых стенок промежуточного мозга выпячиваются зачатки глаз – глазные пузыри. Утолщения боковых стенок промежуточного мозга образуют зрительные бугры. Дно промежуточного мозга формирует глубокое выпячивание – воронку мозга. Из ее нижнего конца возникает нейральная часть гипофиза. Из стенки промежуточного мозга, расположенной сзади от воронки, образуется подбугровая область мозга – гипоталамус, а в области тонкой дорсальной стенки промежуточного мозга – эпифиз, или шишковидная железа.

В четвертом мозговом пузыре (задний мозг) нижняя и боковые стенки вступают на путь развития мозжечка, а верхняя – варолиева моста. Пятый мозговой пузырь (продолговатый мозг) преобразуется в это время таким образом, что боковые стенки его утолщаются в связи с дифференцировкой проводящих путей от передних отделов мозга к сторону спинного. это приводит к растяжению дорсальной стенки, которая хорошо просвечивает на тотальных препаратах, так как данный отдел мозга аходится в боковом положении.

Продолговатый мозг переходит в спинной мозг. На протяжении шейного отдела зародыша спинной мозг выравнивается в плоское положение на желточном мешке. У птиц задний невропор закрывается на протяжении третьих суток инкубации.

[image: image18.emf]По гистологическому строению стенка нервной трубки (нейроэпителий) относится к ложномногослойным эпителиям. Это означает, что ядра слагающих ее клеток (нейробластов) находятся на разных уровнях но все нейробласты прикреплены к внутренней поверхности нервной трубки (к поверхности невроцеля). Во время деления нейробласты округляются, и их ядра смещаются в сторону невроцеля; в промежутках между делениями нейробласты вытягиваются, а ядра смещаются в сторону наружной поверхности нервной трубки. Таким образом, ядра нейробластов совершают как бы челночные движения. На более поздних стадиях развития, перед началом дифференцировки, нейробласты отрываются от внутренней поверхности нервной трубки и выходят из нейроэпителия наружу, образуя рыхлую клеточную массу – мантийный слой. В этом случае нейробласты приобретают характерные для нервных клеток отростки – дендриты (обращенные внутрь) и аксоны (направленные наружу) и превращаются в дифференцированные и не способные к клеточным делениям нейроны. Следующие поколения нейробластов, выходящих в мантийный слой, дифференцируются в клетки нейроглии. Клетки, оставшиеся в во внутреннем (прилежащем к невроцелю) слое нервной трубки, образуют эпендимную выстилку полостей головного и спинного мозга.

Глаза позвоночных формируются из парных боковых выпячиваний зачатка промежуточного мозга. По мере развития эти выпячивания (глазные пузыри) все больше отшнуровываются от зачатка промежуточного мозга, но полностью от него не отделяются, оставаясь соединенными с ним узким каналом – глазным стебельком.

Глазные пузыри растут немного назад и кнаружи, по направлению к покровной  эктодерме, и затем соприкасаются с нею. В этом месте покровная эктодерма утолщается, образуя зачаток хрусталика – хрусталиковую плакоду. Та часть глазного пузыря, которая оказывается в контакте с хрусталиковой плакодой, начинает впячиваться, в результате чего глазной пузырь превращается в двухслойный глазной бокал. Инвагинация начинается в передненижней части пузыря, захватывая глазной пузырек. По мере углубления впячивания края глазного бокала начинают расти по направлению друг к другу, но некоторое время между ними остается щель, называемая глазной зародышевой щелью.

[image: image19.emf]Внутренний слой глазного бокала становится зачатком сетчатки, а наружный – зачатком пигментного эпителия. Край глазного бокала (место перехода наружного листка во внутренний) становится зачатком радужки и цилиарного тела. Деление клеток приводит к утолщению и увеличению площади развивающегося зачатка сетчатки. Клетки же наружного листка истончаются и уплощаются, становясь зачатком пигментного эпителия. 

Перед тем, как превратиться в функционирующую сетчатку, внутренний слой глазного бокала должен пройти несколько этапов дифференцировки. Вначале клетки этого зачатка имеют одинаковое строение, сходное со строением  клеток исходного мозгового зачатка, все они интенсивно делятся. Первыми прекращают деления и вступают на путь специфической дифференцировки глиальные элементы сетчатки, ядра которых занимают наиболее центральное положение в зачатке. Эти клетки называют мюллеровыми. Их отростки выходят на обе поверхности сетчатки и формируют ее наружную и внутреннюю пограничные мембраны. Следующими начинают дифференцировку будущие ганглиозные клетки, которые располагаются под внутренней пограничной мембраной. Аксоны ганглиозных клеток укладываются рядами вдоль внутренней поверхности сетчатки и, соединяясь в ее центре, выходят из глаза по глазной зародышевой щели, а позже, после ее замыкания – по глазному стебельку. Эти аксоны образуют зрительный нерв, подрастающий к первичному зрительному центру – крышке будущего среднего мозга.

Вслед за ганлиозными клетками дифференцируются клетки внутреннего ядерного слоя – биполяры, амакрины, горизонтальные клетки и наружного ядерного слоя.

По мере впячивания глазного бокала утолщенная часть покровного эпителия (хрусталиковая плакода) сама впячиватся в полость глазного бокала (она же – вторичная полость глаза), а затем полностью отшнуровывается от покровного эпителия. Возникает хрусталиковый пузырек – зачаток глазного  хрусталика. Клетки внутреннего, обращенного к сетчатке слоя зачатка хрусталика сильно вытягиваются и превращаются в первичные хрусталиковые волокна, а клетки внешнего слоя сохраняют высокую пролиферативную активность и другие свойства эмбрионального эпителия.

Расположенный над хрусталиком покровный эпителий тоже испытывает сложные гистологические изменения, приводящие к тому, что он истончается, теряет пигмент (просветляется) и становится эпителием роговицы. Мезенхима, подстилающая покровный эпителий, дифференцируется в строму роговицы. 

Наконец, в построении глаза участвуют и клетки эмбриональной мезенхимы, происходящие частично из мезодермы, но главным образом из нервного гребня. Эти клетки образуют сосудистую оболочку глаза – облегающие его кровеносные сосуды, а также склеру – опорную оболочку глазного яблока.

В ходе развития те части, из которых формируется глазной зачаток, вступают между собой в сложные индукционные взаимодействия. Еще в начале XX века было открыто, что у зародышей амфибий развитие хрусталика из покровной эктодермы индуцируется глазной чашей. Под влиянием пересаженной глазной чаши хрусталик может возникнуть на необычном месте, например развиться из брюшной или боковой эктодермы. Такая же индукция наблюдается при развитии глаза птиц и млекопитающих. Впрочем, у некоторых амфибий (зеленая лягушка) индуцировать развитие хрусталика глазной чашей не удалось. Однако, как показал Д.П. Филатов, это зависит не от отсутствия индуцирующих свойств у глазной чаши, а от более ранней детерминации покровной эктодермы. Действительно, у зародышей зеленой лягушки к моменту образования глазного пузыря эктодерма туловищной части зародыша уже утратила компетенцию к восприятию индукционных воздействий со стороны глаза. У этого вида амфибий индукция хрусталика происходит на более ранней стадии развития, причем индуктором служит передний конец хорды.

На более поздних стадиях развития и даже во взрослом состоянии глаз способен оказывать еще одно индукционное воздействие: он вызывает просветление покрывающей его эктодермы, превращая ее в роговицу.

Развитие и дифференцировка самого глазного зачатка (глазной чаши) в свою очередь зависит от воздействий со стороны окружения. Некоторое влияние на рост и форму глазного зачатка оказывает зачаток им же индуцированного хрусталика: удаление зачатка хрусталика ведет к прекращению роста глазного зачатка. Если же к глазному зачатку подсадить более крупный хрусталик от зародыша другого вида, то объем глазного зачатка тоже увеличивается.

Дифференцировка стенок глазной чаши в сетчатку и пигментный эпителий в значительной степени контролируется мезенхимным окружением. Та часть стенки глазного зачатка, которая (в норме или в опыте) окружена мезенхимой, дает начало пигментному эпителию; напротив, в сетчатку развивается та часть, которая лишена контактов с мезенхимой и утолщается в ходе развития.

В морфологической дифференцировке печени и поджелудочной железы немало общего: она сводится к последовательному ветвлению первоначальных зачатков — выступов кишечного эпителия — на все более тонкие выросты, вклинивающиеся в окружающую их мезенхиму. Как морфологическая, так и последующая цитологическая дифференцировка зачатков легких, печени и поджелудочной железы (как и более мелких желез пищеварительного тракта — больших слюнных желез) невозможна без взаимодействия эпителия с окружающей его мезенхимой.
j

Зачаток печени (непарный печеночный вырост) подразделяется затем на две части: переднее выпячивание, образующее собственно зачаток печени, и заднее — зачаток желчного пузыря. Выпячивание печени, имеющее вначале вид плотного тяжа, в дальнейшем многократно разветвляется на многочисленные печеночные тяжи, которые, переплетаясь друг с другом и разрастаясь, образуют железистую паренхиму. В дальнейшем между ними врастают мезенхимная ткань и кровеносные сосуды.

В ходе последующего развития дифференцируются гепатоциты с их характерной внутриклеточной структурой. Небольшая часть гепатоцитов на поздних стадиях развития становится полиплоидной (тетра- или октаплоиды).

Поджелудочная железа развивается из двух выпячиваний кишечной трубки: дорсального и возникающего несколько позже центрального. В дальнейшем благодаря повороту двенадцатиперстной кишки вокруг своей оси оба зачатка сближаются и в конце концов срастаются, открываясь в кишку единым протоком. В поджелудочной железе образуются два типа специализированных клеток: эндокринные (вырабатывающие инсулин) и экзокринные (синтезирующие липазы и амилазы). Первый тип клеток — клетки островков Лангерганса. Они развиваются из клеток эпителия кишки под индуцирующим влиянием мезодермы.

Для дифференцировки энтодермальных зачатков требуются непосредственные контакты с мезодермой, причем на ранних стадиях развития менее специфические, а для окончательной дифференцировки — более специфические контакты. Так, для формирования выроста легкого из эпителия передней кишки достаточен контакт эпителия с мезенхимой этого же зачатка. Добавление чужеродной мезенхимы может полностью изменить направление развития зачатка: под влиянием мезодермы желудка легочная энтодерма будет образовывать структуры, сходные с железами желудка, под влиянием мезодермы печени — печеночные тяжи. Для начальных стадий морфогенеза зачатка печени необходим его контакт с мезодермальными клетками зачатка сердца, а для дальнейшей биохимической дифференцировки клеток печени — контакт с собственной, печеночной мезодермой. Присутствие специфической мезодермы необходимо также для полной дифференцировки и функционирования щитовидной железы. Несколько менее специфические влияния требуются при развитии поджелудочной железы: для нормальной дифференцировки эпителия поджелудочной железы в клетки, секретирующие гормоны (в том числе инсулин), также необходим контакт с мезенхимой, но в условиях эксперимента собственная мезенхима поджелудочной железы может быть заменена чужеродной мезенхимой слюнных желез или вторичной почки.

Почти все органы и структуры позвоночных животных формируются из участков столбчатого (поляризованного) эпителия (за исключением элементов скелета и кровеносных сосудов, строящихся из мезенхимных клеток). 

По современным данным, в основе которых лежат работы американского ученого Д. Эдельмана, эпителизация мезенхимы, а также усиление контактов между эпителиальными клетками (происходящее при их поляризации) связаны с синтезом в данных клетках так называемых молекул клеточной адгезии (англ. — cell adhesion molecules, или САМ). Они представляют собой гликопротеины. Широкое распространение в зародышах и взрослых организмах имеет разновидность этих молекул, названная N-CAM. Эти молекулы определяют, в частности, адгезию нейроэпителиальных клеток зародыша друг к другу (N — от neural). У зародышей шпорцевой лягушки они появляются перед началом нейруляции, когда возрастают контактные зоны между поляризующимися клетками нервной пластинки. Присутствуют они и в других столбчатых эпителиях. Другая разновидность молекул клеточной адгезии называется L-CAM. Она выделена из печени (L — от liver — печень), но встречается и во многих типах клеток. При подавлении синтеза САМ клетки данного типа не образуют между собой контактов. Наоборот, если в мезенхимные клетки, лишенные генов L-CAM, ввести эти гены, то клетки склеиваются в плотный эпителий. Наконец, описаны так называемые Ng-CAM, ответственные за установление контактов между нейронами и клетками нейроглии.

Наличие и распределение различных видом САМ резко меняются по ходу развития зародышей. Например, в бластодерме куриного зародыша до начала гаструляции наблюдается более или менее равномерное распределение как N-CAM, так и L-CAM по всему эпибласту и гипобласту. При миграции мезодермальных клеток через первичную бороздку на их поверхности вообще не обнаруживается САМ. Вскоре, однако, на поверхности клеток презумптивной нервной системы и осевых органов обнаруживаются исключительно молекулы N-CAM, а на клетках будущей покровной эктодермы и энтодермы — исключительно L-CAM.

Сходные молекулы клеточной адгезии — кадгерины — обнаружены у зародышей млекопитающих, причем один из них (Е-кадгерин) выявляется уже на стадии зиготы. Позже в трофобласте, а также в стенке матки обнаруживается другой вид молекул — Р-кадгерин, возможно, ответственный за клеточные контакты при имплантации зародыша. Клетки нейроэктодермы утрачивают К-кадгерин, но приобретают новый — N-кадгерин. Таким образом, параллельно с морфологическими изменениями происходят сложные молекулярные перестройки клеточных поверхностей, определяющие, какие клетки будут в дальнейшем развиваться совместно, а какие — отделяться друг от друга.

Таким образом, основную роль в органогенезах играет кооперативное, согласованное поведение (поляризация, сокращение) обширных групп клеток, в ходе которого отдельные клетки перемещаются и меняют своих соседей сравнительно мало. Однако наряду с этими процессами в некоторых случаях наблюдаются весьма далекие (конечно, в масштабах зародыша) миграции

клеточных групп или одиночных клеток. На ранних стадиях развития зародышей позвоночных сюда можно отнести вентродорсальные движения мезодермы. На более поздних стадиях развития самыми активными мигрантами являются, как уже говорилось, клетки, произошедшие из нервного гребня

Существуют три гипотезы, претендующие на объяснение направленности движения клеток и роста аксонов: хемотаксическая, гальванотропическая и контактно-механическая. Согласно первой гипотезе, клетки или окончания аксонов «ощущают» градиенты концентрации определенных диффундирующих в межклеточную среду веществ и растут в сторону повышения их концентрации. Для аксонов нервных клеток к настоящему времени описан ряд таких веществ, причем некоторые действуют на относительно далеких расстояниях, а другие осуществляют более «близкое» притяжение. К первым, найденным у насекомых, относятся так называемый семафорин и особые белки — нетрин-1 и нетрин-2. В частности, клетки наиболее вентральной части эмбрионального спинного мозга выделяют нетрин-1, а более дорсально расположенные клетки — нетрин-2. К каждому из этих отделов притягиваются специфические нейроны. Примечательно, что функции нетринов изменяются, если они связываются с веществами межклеточного матрикса. Например, если нетрин-1 связывается с ламинином, входящим в состав базальных мембран, подстилающих эпителиальные слои, то он начинает отталкивать аксоны. Этот факт показывает, что химические факторы действуют в организме не сами по себе, а в зависимости от структур, с которыми они связаны

Рассмотрим другой, очень важный пример установления точных связей между окончаниями аксонов и нервными центрами. Речь пойдет о так называемой ретино-тектальной проекции — совокупности связей между окончаниями волокон зрительного нерва и строго определенными точками зрительной области среднего мозга (tectum opticum). В сетчатке развивающегося глаза формируется градиент концентрации особых рецепторных (и одновременно энзиматических) белков — рецепторов к белкам-эфринам. Концентрация эфриновых рецепторов (ЭР) выше на височной (темпоральной) стороне сетчатки, нежели на противоположной ей назальной. Аксоны, берущие начало от различных зон сетчатки, содержат ЭР в концентрациях, пропорциональных названному градиенту, так что последний по мере роста аксонов как бы «переносится» к tectum opticum. Независимо от этого, еще до установления контактов с аксонами, в tectum opticum устанавливается градиент концентрации лигандов к ЭР, то есть самих белков-эфринов. Их концентрация выше в заднем отделе tectum opticum и ниже — в переднем. Назальные аксоны с низкой концентрацией ЭР одинаково хорошо устанавливают связи со всеми областями tectum opticum, тогда как височные аксоны с высокой концентрацией ЭР — только с передней областью tectum opticum, где концентрация лигандов наименьшая. Очевидно, что такой гип связей обеспечивает одинаковую прочность контактов вдоль всей протяженности tectum opticum. Таким образом осуществляется «грубая разметка» ретино-тектальных связей. Более тонкая разметка достигается позже, когда зрительно-двигательная рефлекторная дуга начинает функционировать. В этот период действует метод «проб и ошибок»: «неправильные» контакты, которые не обеспечивают точных реакций, устраняются, а «правильные» закрепляются. Таким образом, точность не устанавливается изначально, а возрастает постепенно, с использованием целостных и вероятностных механизмов.

Определенное значение для ориентации роста аксонов и некоторых типов эмбриональных клеток могут иметь электрические поля. Установлено, что вне организма аксоны растут в сторону катода. Наличие хотя и слабых, но достаточных для ориентации аксонов электрических полей в зародышах доказано прямыми измерениями. Другие виды эмбриональных клеток (нервного гребня, миобласты, эндотелиальные) определенным образом ориентируются в электрических полях (чаще они становятся боком к вектору поля) и затем начинают двигаться к какому-либо полюсу (обычно к катоду). Тем не менее, еще не доказано, что именно гальванотропизм является решающим фактором, определяющим направление движений клеток.

Важную роль в ориентации роста аксонов и движений клеток играют механические натяжения и неоднородности субстрата. Впервые это было продемонстрировано более 70 лет тому назад австрийским эмбриологом П. Вейссом. Вейсс наблюдал, что эмбриональные фибробласты и окончания аксонов, высаженные на определенным образом растянутый субстрат (например, каплю кровяной плазмы), ориентируются и движутся вдоль линий механического натяжения; на нерастянутом субстрате они утрачивают определенную ориентацию и направление движения. Вейсс назвал данное явление «контактным ведением» (contact guidance). Оно может определяться неравномерной «концентрацией натяжений» в разных точках субстрата. Если в одних точках линии натяжений сконцентрированы вокруг одного фокуса, а в других областях они более «размазаны», то клетки движутся в область самой высокой концентрации натяжений. Такое явление названо тензотаксисом.

Многочисленные данные о влиянии неоднородностей субстрата (например, естественных или искусственных микро-бороздок) на движение клеток были получены Ю.М. Васильевым с сотр. Подобные факторы могут оказывать влияние на движения и образование скоплений клетками — производными нервного гребня. Важную роль играют также вещества внеклеточного матрикса. Если такие его компоненты, как ламинин (входящий в состав базальных мембран) и фибронектин стимулируют движения клеток нервного гребня, то коллаген II типа, откладывающийся, по данным ряда авторов, преимущественно на выпуклых поверхностях нейральных пластов, задерживает на себе эти клетки, повышая их концентрацию и способствуя образованию в этих местах хрящей черепа, слуховой и обонятельной капсул и висцерального скелета.

При обзоре развития различных органов мы отмечали наличие многочисленных индукционных взаимодействий между их частями: глазная чаша индуцирует в накрывающей ее покровной эктодерме образование сначала хрусталика, а затем роговицы; почечная лоханка (вырост вольфова протока) индуцирует образование мочевых канальцев в метанефрогенной мезенхиме и т.д. На более поздних стадиях развития многих зачатков происходят, как мы видели, эпителиально-мезенхимные взаимодействия.

В ряде случаев индукционные процессы следуют один за другим, образуя как бы цепи индукций. Например, энтодерма дорсальной стороны зародыша индуцирует из прилежащего к ней района крыши бластоцеля хордомезодерму; последняя индуцирует из покровной эктодермы центральную нервную систему, а выделившийся как ее часть промежуточный мозг — хрусталик; продолговатый мозг индуцирует слуховой пузырек, а последний — слуховую капсулу. 

Но далеко не все этапы органогенезов связаны с индукциями. Например, несмотря на многочисленные поиски, так и не обнаружен индуктор закладки парных конечностей позвоночных в их нормальном развитии, а в экспериментальных условиях в роли индуктора выступает, совершенно чужеродная закладка — слуховой пузырек.

Практически ни в одном случае структура индуцируемой закладки не задается индуктором: она зависит в первую очередь от свойств индуцируемой ткани. Индукторы, как правило, — только пусковые, или «снимающие запрет», факторы («индукция по умолчанию»).

Механизмы индукции. 

Несмотря на утверждения ряда исследователей, что индукция хрусталика глазной чашей определяется некоторым химическим фактором, выделяемым чашей, такой фактор с достоверностью не обнаружен. В случае индукции метанефрогенной мезенхимы чужеродным индуктором — нервной трубкой — показано, что для успешного результата необходимо наличие контактов между клеточными отростками индуктора и реагирующей ткани. Таким образом, в данном случае индукция осуществляется благодаря контактным межклеточным взаимодействиям.

Наиболее определенные результаты получены для мезенхимно-эпителиальных взаимодействий при развитии желез энтодермального происхождения. Здесь воздействие мезенхимы на эпителий осуществляется через посредство компонентов внеклеточного матрикса, в первую очередь коллагена, продуцируемого мезенхимными клетками. Именно выделяемый ими и подстилающий эпителий коллаген повышает пролиферативную активность эпителиальных клеток и сообщает эпителию способность ветвиться.

Возможно, что перестройки внеклеточного матрикса играют ключевую роль и в других индукционных процессах. Так, индукция мочевых канальцев в метанефрогенной мезенхиме связана с деградацией присутствующего в ней ранее коллагена II типа и с последующим синтезом другого, IV типа коллагена. Одна и та же стволовая клетка может дать начало соединительной ткани при добавлении в среду фибронектина и коллагена 1типа, хрящу — при добавлении коллагена II типа и эпителию — при добавлении коллагена IV типа. Возможно, что и индукция плакод органов чувств в покровной эктодерме связана с такими перестройками подстилающего их матрикса, в результате которых данные клетки перестают распластываться вдоль поверхности, как обычный покровный эпителий, и приобретают свойство поляризоваться.

9. Дифференциация клеток 

Дифференцировка клеток как синтез специфических белков и сборка надмолекулярных структур. Дифференцирующая роль движений внутриклеточных компонентов. Дифференцировка клеточных мембран. 

Современные представления о механизмах регуляции синтезов специфических белков. 

Возможные уровни регуляции: уровень соматических мутаций, транскрипционный, трансляционный, посттрансляционный. Что дают опыты по пересадкам клеточных ядер для суждения об уровнях регуляции? 

Дифференциальная экспрессия генов, ее основные пространственные закономерности у зародышей насекомых и позвоночных. Химические и физические регуляторы клеточной дифференцировки. 

Каждый эмбриональный зачаток дает различные типы дифференцированных клеток. По современной номенклатуре в организме высших животных и человека насчитывается около 210 различных типов дифференцированных клеток, из которых более 60% возникают из различных эмбриональных эпителиев. Однако с учетом клонов В-лимфоцитов общее количество типов дифференцированных клеток в организме высших животных и человека должно превышать миллион. 

Клеточная дифференцировка основана на синтезе специфических белков, т.е. клетки, дифференцированные в разных направлениях, отличаются друг от друга хотя бы по одному специфическому белку. Специфичность здесь понимается в совершенно определенном химическом смысле как специфичность последовательности аминокислот (первичной структуры) белковой молекулы. Обычно постулируется, что вторичная, третичная и четвертичная (если она есть) структуры белковой молекулы однозначно выводятся из первичной.

Специфичные белки иногда еще называют «белками роскоши», поскольку они требуются не для самого существования клетки, а связаны с выполнением ею определенной специализированной функции. Перечислим некоторые типы специфических белков («белков роскоши»), которые синтезируются в дифференцированных клетках: фибробласты синтезируют коллаген; клетки покровного эпителия — кератин; миобласты — миозин; фоторецепторы — опсин («зрительный белок»); эритроидные клетки (впоследствии превращающиеся в эритроциты) — гемоглобин; клетки эпителия пищеварительного тракта —- пепсин и трипсин (пищеварительные ферменты); В-лимфоциты различных клонов как уже говорилось, миллионы специфичных антител.

Синтез специфических белков далеко не исчерпывает всего, что связано с дифференцировкой. Дифференцированная клетка менее всего похожа на бесформенный мешок с белками. Еще первые гистологи и цитологи отмечали удивительно сложную структурную организацию многих дифференцированных клеток. В наибольшей мере это относится, пожалуй, к рецепторным клеткам. Сложной архитектурой обладают и другие типы клеток, например эпителиально-мышечные клетки кишечнополостных, выполняющие одновременно опорные, сократительные и иногда чувствующие функции.

Исследования недавнего времени позволили установить молекулярные и надмолекулярные основы столь сложной клеточной организации. Надмолекулярная организация клетки связана прежде всего со структурами их плазматических мембран и с элементами цитоскелета.

Основное свойство плазматических мембран дифференцированных клеток — наличие специфических мембранных рецепторов. Они представляют собой встроенные в липидный матрикс мембран молекулы гликопротеинов (комплексов белков с углеводами). На внешних, обращенных в межклеточное пространство концах рецепторов расположены строго определенные последовательности остатков углеводных молекул, изменяющих свою конформацию при связывании с эффекторами — молекулами гормонов, медиаторов, витаминов, вирусов, антигенов и других факторов, действующих извне на клетку. Эти конформационные изменения передаются по молекуле рецептора сквозь мембрану в субмембранные слои клетки, где начинаются каскады внутриклеточных реакций, осуществляющихся благодаря активации так называемых вторичных посредников— циклических нуклеотидов, звеньев инозитолфосфатной системы и др. В ряде случаев первым звеном, на которое оказывает влияние возбужденный (связанный с молекулой эффектора) внутриклеточный рецептор, является активация фермента аденилатциклазы, синтезирующего циклическую аденозинмонофосфорную кислоту (цАМФ).

Кроме специфических мембранных рецепторов в плазматическую мембрану встроены специальные «белковые машины», обеспечивающие транспорт ионов либо по градиентам их концентрации (ионные каналы), либо против градиентов (ионные помпы, или насосы). Из последних для жизнедеятельности клеток особое значение имеет Na+, К+-насос (или Na+, К+-АТФаза), откачивающий, при затрате энергии АТФ, ионы натрия и клетки во внешнюю среду, а ионы калия — внутрь клетки.

Мембранные рецепторы, ионные каналы и насосы — подвижные образования. Они могут перемещаться, концентрироваться или диспергироваться в плоскости плазматической мембраны (явление латеральной подвижности), а также выходить из плоскости мембраны, деградировать и заменяться новыми. Например, в миобластах каждую минуту деградирует и заменяется новыми молекулами примерно 1 мкм2 поверхности. Латеральная подвижность и деградация элементов плазматической мембраны связаны между собой и имеют определенную направленность: у ползущего фибробласта элементы мембраны постоянно встраиваются на переднем конце движущейся клетки, перемещаются по поверхности фибробласта назад и деградируют (интернализуются) на заднем конце клетки. Встраивание элементов мембраны связано с процессами экзоцитоза, а деградация — с процессами эндоцитоза. Надмолекулярная организация плазматической мембраны и клетки в целом имеет динамический характер.

В поддержании полярности дифференцированных клеток важную роль играют микротрубочки. При искусственном разрушении микротрубочек клетка, как правило, деполяризуется. Микротрубочки способствуют также определенному расположению в цитоплазме аппарата Гольджи и осуществляют направленный транспорт ряда белков. Микротрубочки — высоколабильные образования, способные разрушаться и вновь собираться в течение нескольких минут.

Существенную роль в поддержании характерной формы клетки, а также в передвижениях внутриклеточных органелл и мембранных пузырьков играют сократительные волоконца — микрофиламенты, состоящие из белка актина и других, связанных с ним белков (в первую очередь миозина). Микрофиламенты также способны быстро собираться, разбираться и перемещаться по клетке. Ряд сложных клеточных дифференцировок (всасывающие клетки эпителия почек и кишечника, рецепторные клетки) связан со сборкой мощных пучков актиновых микрофиламентов, образующих структурную основу микроворсинок, размеры и структура которых весьма точно регулируются. Например, в глазах головоногих моллюсков над поверхностью каждой клетки сетчатки плотно упакованы сотни тысяч микроворсинок, причем в соседних клетках ряды ворсинок взаимно перпендикулярны, что позволяет животным распознавать плоскость поляризации света. Еще более точно организованы микроворсинки на поверхности волосковых клеток внутреннего уха: в пределах каждой клетки имеются микроворсинки различной длины, расположенные в строгой последовательности. Таким образом, в ходе дифференцировки волосковой клетки должны регулироваться число, длина и расположение микроворсинок.

Особо сложные типы клеточных дифференцировок осуществляются путем координированной активности многих внутриклеточных образований — мембраны, микротрубочек (и центров их организации, связанных с центриолями), аппарата Гольджи и ряда других. Один из замечательных примеров такой цитодифференцировки — образование стрекающих клеток (нематоцист) кишечнополостных из тотипотентных интерстициальных клеток. Процесс начинается с того, что поблизости от аппарата Гольджи (вероятно, из его цистерны) формируется капсула, содержащая мелко гранулированный материал. Затем размеры капсулы увеличиваются, она удлиняется и по форме становится похожей на тыкву. Ее удлинение на этой стадии явно контролируется микротрубочками, которые образуют спиральный пучок, обволакивающий верхушку капсулы. После этого на верхушке капсулы ее внутренняя стенка начинает вворачиваться, образуя длинную свернутую нить. В непосредственном окружении нити формируется серия «шипов», образующих вооружение нематоциста; у некоторых видов нематоцист кроме шипов формируется еще и мощный стилет. Центриоль нематоцисты дает начало чувствующему волоску — книдоцилю, в основе которого лежит пучок микротрубочек. Книдоциль представляет собой механорецептор стрекательной клетки, в ответ на возбуждение которого происходит ее разрядка, представляющая собой быструю эвагинацию (выворачивание наружу) содержимого стрекательной капсулы — сначала стилета, а затем шипов и нити: «катапультирование» стилета осуществляется менее чем за 10 мс, причем за это время стилет развивает ускорение в 40 ООО g и достигает средней скорости 2 м/с. Предполагается, что движущей силой этого процесса является сброс высокого осмотического давления внутри капсулы.

Уровни регуляции клеточной дифференцировки:

1. Уровень соматических мутаций. Предположим, что в разных клетках зародыша произошли различные изменения в первичной структуре ДНК— выпадения, повторы, повороты (инверсии) или перемещения отдельных ее участков (генов). Эти изменения будут наследоваться в соматическом потомстве (клоне) данной клетки. Поэтому такие события можно назвать соматическими мутациями.

Разберем немногочисленные, но важные исключения из общего правила эквивалентности геномов соматических клеток. Одно из них — явление амплификации генов. Мы уже говорили об амплификации рибосомных генов в оогенезе многих видов животных. Установлено, что амплифицироваться могут и нерибосомные гены, например гены, кодирующие структуру белков хориона яйца у дрозофилы. Другие случаи амплификации генов в нормальном развитии неизвестны, однако амплификация описана при злокачественном росте.

Другой яркий пример клеточной дифференцировки на основе соматических мутаций — дифференцировка В-лимфоцитов, продуцирующих антитела. В эмбриональном развитии при дифференцировке клонов В-лимфоцитов в тех участках их генома, которые кодируют белки антител (иммуноглобулины), происходят перемещения (транслокации) определенных групп генов.

Иммуноглобулины состоят из так называемых легких и тяжелых аминокислотных цепей. Гены для легких цепей содержат 2вариабельных сегмента ДНК— V и J — и константный сегмент С. Сегмент V содержит около 300 различных нуклеотидных последовательностей, а сегмент J — 4-5 таких последовательностей. На нитях ДНК еще недифференцированных клеток участки V, J и С пространственно разделены. В ходе дифференцировки промежуточная ДНК элиминируется, и любая из V-последовательностей может сблизиться с любой из J- последовательностей, а их комбинация — с константным С-сегментом. Таким образом, возникает 300*5 = 1500 различных комбинаций генов. Гены для тяжелых цепей содержат вариабельные сегменты V, D и J, состоящие соответственно из 200, 10-15 и 4 последовательностей, а также константный участок С. Их комбинирование добавляет еще примерно 200*10*4 = 8000 вариантов. Произведение 1500 * 8000 = 10 млн достаточно велико, чтобы обеспечить потребности организма в различных типах антител.

Близкое к соматическим мутациям явление — инактивация одной из половых (X)-хромосом у эмбрионов самок млекопитающих (у самок мыши такая инактивация наступает на 3-6-й день эмбрионального развития). Для установления необходимого генетического баланса должна быть инактивирована одна из имеющихся Х-хромосом, причем выбор между инактивацией материнской или отцовской хромосомы осуществляется в каждой соматической клетке случайно. Инактивированная хромосома обнаруживается под микроскопом в виде плотного скопления хроматина — тельца Барра, присутствие которого используется для установления пола эмбриона.

Дифференцировка путем соматических мутаций наблюдается у фотосинтезирующих бактерий Anabaena, образующих многоклеточные колонии. Если эта бактерия живет в условиях избытка азотистых соединений, во всех клетках происходит фотосинтез, и все они похожи друг на друга. Но когда азота начинает не хватать, появляются специализированные клетки - гетероцисты, лишенные хлорофилла, но синтезирующие фермент нитрогеназу, с помощью которой атмосферный азот превращается в усвояемую форму. Оказалось, что при формировании гетероцист в них происходит перестройка ДНК, в результате которой возникает последовательность нуклеотидов, кодирующая одну из субъединиц нитрогеназы. Последнее позволяет предположить, что дифференцировка клеток путем соматических мутаций — эволюционно древний способ, который в дальнейшем ходе эволюции оказался почти полностью вытесненным другими способами, обеспечивающими большую пластичность клеточного состава организмов и легче доступных пространственно-временному управлению.

2. Уровень транскрипции. Пусть клетки обладают идентичной структурой ДНК, но в некоторых из них активны одни гены, а в других — другие. Тогда они будут осуществлять транскрипцию разных наборов мРНК и дифференцироваться в разных направлениях. В этих случаях мы будем говорить о регуляции дифференцировки на уровне транскрипции.

Клетки эукариот обладают широкими возможностями регуляции активности структурных генов. Для этого у них имеются обширные области ДНК, называемые контролирующими районами. В них различают промоторы — участки ДНК, непосредственно примыкающие к данному структурному гену и связывающие РНК-полимеразу, а также более удаленные и обширные участки ДНК, называемые энхансерами. Один структурный ген может

иметь несколько энхансеров. Это обозначается как многомодульная регуляция. Энхансеры связываются с обширными комплексами белков (так называемыми гетеромультимерами), которые в зависимости от своего состава могут либо усиливать, либо подавлять действие данного структурного гена. Многомодульная регуляция и переход от стимуляции данного структурного гена к его подавлению даже при небольшом изменении состава белкового гетеромультимера способствует разнообразию клеточных дифференцировок, столь характерному для эукариот. Воздействие энхансера на данный структурный ген осуществляется благодаря изгибу расположенного между ними участка ДНК, в результате чего комплекс энхансер-белки устанавливает непосредственный контакт со структурным геном. Изгиб возможен благодаря тому, что при связывании энхансера с белками изменяется структура (происходит деконденсация) всего достаточно обширного участка ДНК, расположенного между энхансером и контролируемым им структурным геном.

К процессам, регулирующим активность генов на уровне транскрипции, относится также метилирование-деметилирование различных участков ДНК по цитозину. Метилирование блокирует, а деметилирование деблокирует активность данных генов. Как правило, в ходе раннего развития зародышей происходит деметилирование ДНК, в результате чего и происходит активация генов. Позже, по ходу дифференцировки, уровень метилирования может снова возрасти, оказаться специфическим для данного типа клеток и способствовать поддержанию устойчивости его дифференцировки.

Другой недавно обнаруженный фактор, влияющий на активность и, возможно, на специфичность транскрипции — размер доменов (петлеобразных участков) ДНК, возникающих при ее прикреплении к ядерному матриксу. Этот размер, как правило, увеличивается по ходу развития.

Первыми результатами в пользу гипотезы дифференциальной активности генов были цитологические данные, показавшие, что способность к синтезу мРНК не распределена равномерно по всей хромосоме, а в ней существуют более и менее синтетически активные участки. Мы уже знакомы с этим на примере хромосом ооцита: синтез мРНК идет там только на выпетлившихся участках «ламповых щеток», а синтез рибосомальной РНК и амплификация генов — на других участках хромосом.

Аналогичные синтетически активные, вздутые участки хромосом (пуфы) обнаружены в ядрах клеток слюнных желез дрозофилы. Мощность и расположение пуфов изменяются под воздействием гормонов. Пуфы, как и «ламповые щетки», представляют собой расплетенные, деконденсированные участки хромосом.

Открытие пуфов явилось исторически первым свидетельством того, что гормоны непосредственно влияют на активность действия генов. Но приведенные выше данные в пользу дифференциальной активности генов являются все же косвенными. Прямыми данными были бы лишь сравнения различных типов дифференцированных клеток по составу молекул только что транскрибированных предшественников мРНК — пре-мРНК. Такие сравнения проводят методом молекулярной гибридизации молекул РНК с комплементарными им ДНК (кДНК), синтезированными на соответствующих молекулах мРНК методами генетической инженерии с использованием обратной транскриптазы — фермента, синтезирующего ДНК по матрице мРНК. Гибридизацию можно проводить как in vitro, в биохимических пробах, содержащих извлеченную из изучаемых клеток фракцию РНК, так и на образцах целых организмов или на гистологических срезах. В последнем случае, если наносить на срез ДНК, меченную каким-либо изотопом, можно получать карты-автографы экспрессии определенных генов. Этот метод получил название гибриди​зации in situ.

Впервые подробные исследования с применением этого метода были выполнены на яйцеклетке дрозофилы. Установлено, что у зародышей дрозофилы белки, кодированные ранее включенными генами, являются активаторами для последующих групп генов. Так, места экспрессии генов группы gap определяются концентрацией белка bicoid, а места экспрессии генов группы pair-rule — соотношением ко​центраций белков, кодированных генами группы gap. При этом используется многомодульная регуляция структурных генов. 

Надо, однако, заметить, что такой «прямолинейный» путь активации последующих генов белками, кодированными на ранее работавших генах, является скорее исключением, чем правилом: в яйцеклетке дрозофилы он может действовать благодаря ее синцитиальному строению, допускающему свободную диффузию продуктов. При обычных типах дробления, когда бластомеры с самого начала разгораживаются клеточными мембранами, активация генов осуществляется через посредство трансмембранной сигнализации. Интересно, что даже в яйцеклетке дрозофилы «концентрационный» путь регуляции полос экспрессии, по-видимому, не является единственным. Недавно было обнаружено, что градиент концентрации белка bicoid даже в нормальном развитии (и тем более — в экспериментально измененных условиях) может быть весьма изменчивым, а локализация полос генов группы gap тем не менее весьма точной. Таким образом, должны существовать дополнительные к концентрационным градиентам факторы регуляции, которые пока неизвестны. 

В целом участие уровня транскрипции в регуляции клеточной дифференцировки не вызывает сомнений. По-видимому, это один из основных уровней регуляции. Надо только иметь в виду, что дифференциально экспрессируются, как правило, не отдельные гены, а целые группы (блоки) генов. По представлениям некоторых авторов, активность этих блоков («генных сетей», по Кауффману) является самоподдерживающейся.

Будучи один раз активированными, они затем спонтанно поддерживают свою активность на определенном уровне. Этим может быть объяснена высокая устойчивость дифференцированного состояния многих типов клеток.

3. Регуляция в процессе сплайсинга и транспорта мРНК в цитоплазму. Данный уровень регуляции ранее обозначался как посттранскрипционный, поскольку считалось, что он включается лишь после окончания транскрипции. По современным данным, однако, рассматриваемые здесь процессы протекают еще во время самой транскрипции (ко-транскрипционно). Остановимся на двух из них.

— Альтернативный сплайсинг. Как известно, только что транскрибированная молекула мРНК (пре-мРНК) состоит из экзонов и некодирующих «вставок» - интронов. Еще в процессе транскрипции интроны удаляются из новосинтезированной мРНК. Оставшиеся экзоны могут сливаться в различных комбинациях, в результате чего из одной молекулы пре-мРНК может образоваться несколько типов более коротких молекул мРНК, кодирующих различные белки.

Регуляция на уровне альтернативного сплайсинга была показана, например, для первичного транскрипта гена альфа-тропомиозина мыши. Путем различных сшивок он может продуцировать мРНК для гладких скелетных мышц, а также фибробластов и клеток мозга, то есть участвовать в дифференцировке совершенно различных типов клеток. Особенно широко представлен альтернативный сплайсинг у насекомых. В одном (правда, исключительном) случае ген дрозофилы, называемый DSCAM, может кодировать путем сплайсинга 38 ООО различных белков! Альтернативный сплайсинг контролируется макромолекулярным комплексом (так называемой сплайсосомой), состоящей из белков и малых молекул РНК. Некоторые авторы склонны считать данный уровень регуляции едва ли не самым важным.

— Регуляция транспорта мРНК из ядра. Например, у млекопитающих лишь около 5% синтезированной РНК покидает ядро и идет в трансляцию.

4. Уровень трансляции. Даже при одинаковом наборе готовых к трансляции мРНК клетки могут различаться между собой по времени начала (инициации) и по темпу трансляции: иногда трансляция может быть вообще на длительный период времени заблокирована, о чем мы уже знаем на примере зрелой неоплодотворенной яйцеклетки. В этих случаях говорят о регуляции на уровне трансляции.

Устранение блока трансляции после активации яйцеклетки достигается добавлением большого количества адениловых групп на 3-конце молекул мРНК. В дальнейшем по ходу дробления материнская мРНК вступает в трансляцию также не сразу повсеместно, а по определенной пространственно-временной программе. Это характерно, например, для яйцеклеток моллюсков. Фактор, регулирующий скорость трансляции, связан у них с полярной лопастью.

Существенные задержки в начале трансляции уже заготовленных мРНК отмечены также при дифференцировке эритроидных, сперматогенных и других специализированных типов клеток. Известны и обратные примеры: при дифференцировке клеток хрусталика куриного зародыша на 6-е сут. инкубации на 1 молекулу мРНК синтезируется в 5 раз больше соответствующего белка (а-кристаллина), нежели на 19-е сут. развития.

Регуляция на уровне трансляции имеет место в синтезе такой важной биологической молекулы, как гемоглобин. Как известно, каждая молекула гемоглобина состоит из 2 а-глобиновых цепей, 2 бета-глобиновых цепей и 4 относительно небольших молекул гема. Любое отклонение синтеза составных частей гемоглобина от данных соотношений приводит к тяжелым нарушениям.

Правильные количественные соотношения между компонентами гемоглобина регулируются следующим образом. Во-первых, избыток гема ингибирует ключевой фермент, ответственный за его же синтез. Во-вторых, этот же избыток активирует синтез глобинов. Данная активация и осуществляется на уровне трансляции: гем (или его окисленная форма гемин) ингибирует фермент протеинкиназу, который фосфорилирует (и тем самым ингибирует) фактор инициации трансляции глобина. Ингибиция ингибитора означает активацию; таким образом, избыток гема подавляет собственное производство и активирует на уровне трансляции синтез глобина, поддерживая тем самым нормальные соотношения компонентов гемоглобина.

Трансляционная регуляция синтеза гемоглобина имеет еще один аспект. Известно, что в диплоидной клетке имеются 4 активных альфа-глобиновых и только 2 активных бета-глобиновых гема. Если бы каждый ген транскрибировался и транслировался с одинаковой скоростью, то на 1 молекулу бета-глобина приходились бы 2 молекулы а-глобина. Между тем уже отношение концентрации бета:альфа мРНК не 1:2, a 1:1,4, а отношение концентрации самих белков в точности равно 1:1. Совершенно очевидно, что темпы синтеза обоих глобинов регулируются как на уровне транскрипции, так и на уровне трансляции. Регуляция на последней стадии осуществляется, очевидно, в результате конкуренции обеих мРНК за факторы инициации трансляции.

Недавно был открыт новый способ регуляции на уровне трансляции, основанный на так называемой РНК-интерференции. Он действует в ходе развития круглого червя Caenorhabditis elegans. Для нормального развития этого организма необходимо подавлять деление стволовых клеток на определенных стадиях развития — иначе, например, будут возникать «лишние» клетки покровов тела. Подавление происходит ввиду того, что на требуемых стадиях развития благодаря активности определенных генов и последующему сплайсингу возникают короткие молекулы РНК (размером 22 нуклеотида). Они комплементарны тем молекулам мРНК, которые перед этим были вовлечены в трансляцию. Связывание комплементарных молекул (это и есть РНК-интерференция) приводит к подавлению трансляции, а иногда и к деградации перед этим активных мРНК. РНК-интерференция обнаружена также в эмбриональных стволовых клетках мышей. Имеются указания на возможность РНК-интенференции в половой цитоплазме яйцеклетки насекомых.

5. Посттрансляционный уровень. Наконец, трансляция может состояться, но произойдет задержка (возникнет блок) на уровне дальнейших изменений структуры синтезированной белковой молекулы (отщепление фрагментов, изменение третичной структуры (конфор- мации), образование в ряде случаев четвертичной структуры из нескольких субъединиц, различные химические модификации, например добавление фосфорных или углеводных групп (ацети- лирование, фосфорилирование и гликозилирование)) или же на уровне ее «адресации», т.е. поступления в тот участок (отсек) клетки, где она должна функционировать. Это соответствует регуляции дифференцировки на посттрансляционном уровне.

У белков внеклеточного матрикса заключительные этапы посттрансляционной регуляции могут протекать вне клеток. Таковы, например, расщепление молекул предшественника коллагена — проколлагена и их последующая упаковка в правильные фибриллы. В этих процессах участвуют секретируемые в межклеточное пространство энзимы.

Время и место посттрансляционных превращений, как правило, строго определены. Временная задержка посттрансляционных модификаций может быть достаточно большой. Например, фермент тирозиназа появляется у зародышей амфибий еще в раннем эмбриогенезе, но переходит в активную форму лишь после вылупления зародыша. Роль посттрансляционных модификаций в регуляции клеточной дифференцировки изучена еще далеко не достаточно, но можно думать, что она весьма значительна, особенно при формировании надмолекулярной организации клеток.

Дифференцирующими, или дифференциальными, называют такие клеточные деления, которые разделяют материнскую клетку на две неравные дочерние, различающиеся между собой по составу цитоплазмы и, как правило, по величине. 

Наличие дифференцирующих и квантальных клеточных делений подразумевает, что клетки зародыша делятся по четкому «расписанию». Уже давно было высказано предположение, что такое расписание и вообще направление клеточной дифференцировки может определяться составом той области цитоплазмы яйцеклетки, куда при дроблении попадает данный бластомер. Такое предположение лежало в основе одной из первых научных теорий клеточной дифференцировки — теории Дриша-Моргана (которая пришла на смену концепции неравнонаследственных делений Вейсмана).

Действительно, цитоплазма яйцеклетки оказывает несомненное воздействие на транскрипционную активность ядер. Лучше всего это показано в ставших уже классическими опытах Дж. Гердона по пересадке ядер дифференцированных клеток в энуклеированные яйцеклетки: в пересаженных ядрах начинается синтез различных видов РНК точно по тому же расписанию, что и в ядрах нормальной дробящейся яйцеклетки.

Известно также, что в яйцеклетках моллюсков вещества, содержащиеся в полярной лопасти, воздействуют на скорость протекания клеточных циклов в бластомерах, и это через ряд промежуточных звеньев может сказываться на транскрипционных процессах и других звеньях управления дифференцировкой.

Несмотря на вышеописанные примеры подчинения дифференцировки клеток «внутреннему расписанию», или ооплазматической сегрегации, основным для многоклеточных животных и растений является иной путь — дифференцировка в ответ на внешние сигналы. Именно такой путь обеспечивает гибкость и тонкую пространственно-временную координацию дифференцировок, без чего невозможно нормальное развитие.

Внешние дифференцирующие сигналы можно грубо разделить на две категории — химические факторы (называемые лигандами) и физические факторы (механические напряжения, температура, свет, электромагнитные поля). Из числа последних ниже обсуждается лишь роль механических напряжений, так как действие других физических факторов пока еще недостаточно изучено.

Рассмотрим химическую сигнализацию. Ее начальное звено — связывание молекулы лиганда с клеточным рецептором. Лиганд может продуцироваться на разной степени удаления от реагирующей клетки. Если расстояние между тканью — продуцентом лиганда — и воспринимающей его клеткой на много порядков превышает клеточный поперечник, то говорят о дистантных взаимодействиях. В этих случаях лиганд переносится с током крови или же путем диффузии по межклеточным пространствам. Классический пример дистантных взаимодействий — влияние гормонов на клетки-мишени. Иногда особо выделяют короткодистантные взаимодействия, когда расстояние между клеткой — продуцентом лиганда и воспринимающими клетками незначительно превышает клеточный поперечник. Такие случаи особенно важны для эмбриологии, поскольку сюда относят действие ньюкуповских и шпемановских индукторов. 

Затем принято выделять важную категорию контактных взаимодействий, осуществляющихся между соседними клетками. При таких взаимодействиях лиганд либо диффундирует на короткие расстояния, либо он иммобилизован (встроен в мембрану своей клетки) и может перемещаться (как и рецептор) только вдоль нее. Один из примеров взаимодействий рецептора с иммобилизованным лигандом — взаимодействия эфринов с эфриновыми рецепторами в связи с формированием ретино- тектальной проекции. Заметим, что эти взаимодействия обоюдны, т.е. сигналы поступают не только в клетку-обладателя рецептора, но и в клетку — носителя лиганда. 

Наконец, ряд важных дифференцировок (в частности, у клеток мезодермального происхождения) осуществляется в том случае, когда лиганд иммобилизован на компонентах межклеточного матрикса.

Дистантные  взаимодействия.

Следует различать два типа лигандов. Молекулы лигандов первого типа в силу своей гидрофобности или же газовой природы свободно проникают через липидные компоненты клеточной мембраны. Сюда относятся:

1. Стероидные гормоны (эстрогены, кортизол и другие);

2. Ретиноевая кислота, играющая важную роль в дифференцировке ряда зачатков (например, конечностей);

3. Окись азота (NО) и активные формы кислорода.

Основная функция стероидных гормонов — связывание с молекулами белков-рецепторов (специфических для каждого типа гормона), которые локализованы либо в цитоплазме, либо в ядре реагирующей клетки. В отсутствие гормона эти белки-рецепторы неактивны, так как они связаны с другим белком — ингибитором. Когда же молекула гормона связывается с белком-рецептором, комплекс последней с ингибитором распадается, и белок-рецептор связывается с участком ДНК, ответственным за транскрипцию данного гена. Гормональная активация гена может протекать очень быстро: так, у дрозофилы уже через 5-10 мин после инъекции стероидного гормона линьки — экдизона — в гигантских политенных хромосомах появляются 6 новых пуфов — транскрипционно активных участков. Синтезированные на них белки индуцируют через некоторое время транскрипционную активность примерно сотни новых участков хромосом, так что в результате реакция на действие гормона во много раз усиливается.

Стероидные гормоны индуцируют синтез всех видов РНК - не только матричной, но рибосомальной и транспортной, поэтому они активируют не только транскрипцию, но и процессы трансляции. Клетки, в цитоплазме (или ядре) которых содержатся рецепторы к данному гормону, называются клетками-мишенями. Например, мишенью для действия эстрогена являются матка, влагалище, грудная железа, гипоталамус; тестостерона — семенные пузырьки, простата, семенник; к гидрокортизону — гормону надпочечника — оказались чувствительны все клетки организма. Весьма важно следующее: в разных клетках-мишенях стероидные гормоны индуцируют различные группы генов, хотя молекулы-рецепторы к данному гормону во всех клетках одни и те же. Следовательно, хроматин различных клеток-мишеней реагирует по-разному на связывание одного и того же молекулярного комплекса «гормон — рецептор».

Ко второму типу лигандов относятся белковые молекулы, которые в цитоплазму не проникают, а связываются с внешней частью клеточных рецепторов или с внеклеточными белками. Наиболее важные из них:

1. Белковые гормоны (инсулин, адренокортикотропный гормон соматотропин, эритропоэтин);

2. Ростовые факторы, стимулирующие клеточное размножение (факторы роста фибробластов, нервных клеток, опухолевых клеток и др.);

3. Факторы ньюкуповской и шпемановской эмбриональной индукции.

В ответ на связывание лигандов с внешней частью мембранных рецепторов в реагирующей клетке запускается каскад реакций, в которых могут участвовать так называемые вторичные посредники (циклическая аденозинмонофосфорная кислота — цАМФ, циклическая гуанозинмонофосфорная кислота — цГМФ, или Са2+). Они в свою очередь активируют протеинкиназы — энзимы, переносящие фосфатную группу с молекулы АТФ на белки. В основе передачи сигнала от комплекса лиганд-мембранный рецептор до генорегуляторных белков, связанных с ДНК, лежит, как правило, именно каскад фосфорилирования: фосфорилированный белок становится протеинкиназой для следующей молекулы белка, и так далее. В конце концов происходит фосфорилирование генорегуляторных белков, после чего они оказываются способными активировать определенные гены.

Механические факторы клеточной дифференцировки.

Еще в середине XX в. были получены данные, позволяющие предположить, что клеточные дифференцировки могут быть механозависимыми. Было показано, что при развитии глаз будущий пигментный эпителий расположен на той стороне глазного пузыря, которая при его преобразовании в бокал становится выпуклой и, следовательно, растягивается. Сетчатка, напротив, развивается из внутреннего, вогнутого (сжатого) слоя. При культивировании глазного зачатка в условиях, исключающих растяжение, он весь превращается в сетчатку, а в условиях распластывания — в пигментный эпителий. При нормальном развитии глазного зачатка его растяжение поддерживается силами внутриглазного давления. При устранении давления, например после прокола передней камеры глаза тонким капилляром, часть уже дифференцированного пигментного эпителия, выйдя из-под влияния сил натяжения, преобразуется в сетчатку.

Позднее механозависимость клеточных дифференцировок исследовалась уже на молекулярном уровне. Было показано, что механические напряжения непосредственно влияют также на скорость синтеза белков и нуклеиновых кислот и тем самым на процессы дифференцировки. Некоторые типы клеток (например, фибробласты, остеобласты, хондроциты) дифференцируются лишь будучи посеянными на механически растянутый субстрат и не дифференцируются, если этот же субстрат не растянут или если клетки находятся в суспензии. Напротив, эритроидные клетки синтезируют глобиновую мРНК и гемоглобин, находясь в суспензии, и не делают этого, если посажены на растянутый субстрат. В некоторых клетках (эндотелии кровеносных капилляров и легкого) для активации генов необходимы пульсирующие напряжения, аналогичные тем, которым эти клетки подвергаются в норме. Величина напряжений может быть очень малой: они порождаются периодическими изменениями скорости движения омывающей крови или заменяющей ее жидкости. В листьях Arabidopsis синтез белка кальмодулина, регулирующего работу многих ферментных систем, стимулируется даже дождем, ветром и легким надавливанием.

Механозависимым оказался по крайней мере один из генов, участвующих в развитии зародыша дрозофилы (ген Armadillo). Он экспрессируется в области эмбриональной глотки и активируется механическим давлением, которое в нормальном развитии исходит от клеток более задних отделов кишечной трубки. При устранении давления данный ген не проявляет своего действия, но его можно активировать искусственным давлением. Автор этого исследования (Э. Фарж) обнаружил также, что механическое давление способствует связыванию белка бета-катенина в клеточных ядрах. Как было показано выше, ядерный бета-катенин регулирует ряд ключевых процессов развития. В частности, он определяет дорсальную сторону зародыша амфибий и активирует гены, кодирующие факторы эмбриональной индукции. Таким образом, механические факторы участвуют в регу​ляции важнейших эмбриональных процессов.

По представлениям ряда авторов, ткани зародышей и взрослых организмов буквально «прошиты» сетью фибрилл (своеобразной«паутиной»), находящейся в напряженном состоянии. В межклеточных пространствах эта сеть состоит из элементов внеклеточного матрикса, в основном коллагена различных типов и фибронектина (последний компонент играет особую роль в тканях зародышей ранних стадий развития, где коллагена еще мало). Напряжения, возникающие во внеклеточном матриксе, через особые белки интегрины передаются на особые участки клеточной мембраны — преимущественно на так называемые фокальные контакты. Около них сосредоточены многие важные ферментные комплексы (начальные звенья внутриклеточных сигнальных последовательностей) и элементы цитоскелета — пучки микрофиламентов и промежуточных филаментов. Передающиеся на фокальные контакты механические напряжения могут запускать работу ряда внутриклеточных сигнальных путей, особенно тех, где в качестве вторичного посредника выступают ионы Са2+. Материальную непрерывность фибриллярных структур удается проследить и далее, вплоть до клеточного ядра: элементы цитоскелета либо связаны, либо непосредственно переходят в волокна так называемого ядреного матрикса, а последние связаны с ДНК интерфазных хромосом. 

10. Некоторые сведения о регенерации 

Характеристика процесса регенерации как общебиологического явления. Регенерация и онтогенез. Регенерация физиологическая и репаративная. Способы регенерации – эпиморфоз и морфолаксис, компенсаторная и регенерационная гипертрофия. Соматический эмбриогенез. 

Регенерация – замещение самых разных структур – от частей клетки до частей тела как в результате нормальной жизнедеятельности, так и после случайных утрат.

Базовая, постоянная, регенерация – физиологическая. После травм – репаративная.

Существует масса подходов к классификации: по масштабу процессов (организм, органы, их части, ткани, органоиды клетки, макромолекулы), по способу (эпиморфоз и морфаллаксис) и т.д.

Физиологическая регенерация есть неотъемлемая часть онтогенеза. Это, фактически, замена износившихся деталей. Она необходима для поддержания постоянного статуса организма.

Репаративная регенерация – регенерация после травмы, болезни, ампутации. Вся экспериментальная эмбриология началась с изучения этого явления ( опыты с гидрой, амфибиями в XVIII веке.

Бывает типичная (после ампутации, автономии) и атипичная. Последняя делится на 

Аддиции, Гипертрофии, Гетероморфозы, Неполноценную регенерацию.

Аддиции возникают при отведении нерва, ранении или пересадке.

Гипертрофия – явление характерное для одного из парных органов, проявляющееся после удаления второго – компенсаторная. Или при уничтожении части одиночного органа напр. печени – функциональное, но не морфологическое восстановление – регенерационная. (тогда оставшиеся клетки, сохранив свою основную функцию также приобретают способность делиться)

Неполноценная регенерация – типичная, но не завершенная.

Гетероморфозы – Гомейозис(Образование не того сегмента при утрате), Извращение полярности(нарушения положения относительно осей), Атавистическая регенерация (регенерация стр-ры в той форме, в какой она была у генетического предшественника), Др. виды (Напр. Вольфовская регенерация глаза – при удалении хрусталика новый возникает из радужки( у тритона) или из роговицы (у xenopus laevis) – совсем из другого источника.

Эпиморфоз: цепь событий на раневой поверхности

1. Образование фибринового сгустка, работа фагоцитов.

2. Наползание эпителия нав раневую поверхность, закрытие её раневым эпителием (он однослойный, без базальной мембраны, похож на тот, что при норм. р-тии)

3. Наползание останавливается по мех-му контактного торможения. Для восст-я необходимы факторы GGF, FGF-10. 

4. Под эпителием собираются клетки мезенхимы различной компетенции. (приходят из пула резервных клеток или представляют собой результат дедифференцировки)

5. Митозы. (характерные признаки эпиморфоза – наползание эпителия и митозы)

Морфаллаксис:

1. Без митозов

2. Без образоавания бластемы.

3. Перестройка из оставшегося в утраченное только за счет дедифференцировки.

Соматический эмбриогенез – Способность к восстановлению целого организма из его части с установлением новых осей симметрии.

Губка при отсечении от неё маленького кусочка регенерирует очень плохо, медленно, но при измельчении её, чрезвычайно быстро образуется снова – противоречие?

Нет. Просто организм стремиться сохранить уже наработанное, ценное. Ведь при реализации соматического эмбриогенеза всё это теряется.

Для губок характерен соматический Эмбриогенез, но не регенерация.

Для гидр характерно и то, и другое, как и для планарий.

Для круглых червей не характерно ни то, ни другое.

Где бы не разрезали кольчатого червя, – образуется голова сразу, с утратой промежуточных сегментов.

Правило дистализации – образуется то, что дистальнее утраченного.

Его можно обойти хирургически (опыты Насонова), или химически, используя ретиноидную кислоту или ретиноиды (витамин А) Меняя её концентрацию можно вызвать нарушение полярности. Полярность восстанавливается по полярной с-ме координат, на основе меньшей дуги.

