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ABSTRUCT
A hybrid gene producing the human granulocyte colony stimulating factor with milk of transgenic animals was

cloned. This hybrid gene consist of Kpn and Cla1 fragments 500 bp, 51 - flanking region of bovine â-kasein gene,
includes BLG type promoter (bovine â-lactoglobuline) and fragment of 31 - flanking region of bovine â-kasein gene,
polylinker region including specific sites of recognition for restriction exonucleases. It was determined that 78.7% of
microinjected by hGCSF gene zygotes developed to the stage of blastocyst, 30.4% - to the stage of implantation and
17.5% continued their development to the offspring birth. The effectiveness of gene integration from the results of
offspring obtainment was 3.3% of the total number of newborn animals and 0.62% of the number of implanted
microinjected zygotes. Impregnability of intact females fertilized by sperm of transgenic males was mean 77.9%, in the
amplitude from 66.7% to 100%. The heritability of transgene in the first generation offspring (F1) was mean 16.6%, in
the amplitude from 9.3% to 21.8% in offsets from different original transgenic males.
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Ðåçþìå
Ñîçäàí ãèáðèäíûé ãåí, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò ýêñï-

ðåññèþ ÷ÃÊÑÔ ñ ìîëîêîì òðàíñãåííîãî æèâîòíîãî.
Ãèáðèäíûé ãåí ñîñòîèò èç ôðàãìåíòà Êðn è Cla 1 ðàç-
ìåðîì 0,5 òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ 51 - ôëàíêèðóþùåé
îáëàñòè ãåíà áåòà-êàçåèíà áûêà, ñîäåðæàùåãî ïðîìî-

òîð òèïà BLG (áåòà-ëàêòîãëîáóëèí áûêà); èç ôðàãìåí-
òà, ñîäåðæàùåãî 31 - ôëàíêèðóþùóþ îáëàñòü ãåíà áåòà-
êàçåèíà áûêà, èç ó÷àñòêà ïîëèëèíêåðà, ñîäåðæàùåãî
óíèêàëüíûå ñàéòû óçíàâàíèÿ ýêçîíóêëåàçàìè ðåñòðèê-
öèè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî 78,7% ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ
çèãîò ãåíîì ÷ÃÊÑÔ ðàçâèâàëèñü äî ñòàäèè áëàñòîöèñ-
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òû, 30,4% äî ñòàäèè èíïëàíòàöèè è 17,5% ïðîäîëæàëè
ðàçâèâàòüñÿ äî ðîæäåíèÿ ïðèïëîäà. Ýôôåêòèâíîñòü
èíòåãðàöèè ïî ðåçóëüòàòàì ïîëó÷åíèÿ ïîòîìñòâà ñîñòà-
âèëà â ñðåäíåì 3,3% ê ÷èñëó ðîäèâøèõñÿ êðîëü÷àò è
0,62% ê ÷èñëó ïåðåñàæåííûõ ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ
çèãîò. Îïëîäîòâîðÿåìîñòü èíòàêòíûõ ñàìîê, îñåìåíåí-
íûõ ñåìåíåì òðàíñãåííûõ ñàìöîâ áûëà â ñðåäíåì 77,9%,
ñ êîëåáàíèÿìè ó îòäåëüíûõ ñàìöîâ îò 66,7 äî 100%.
Íàñëåäîâàíèå ÷óæåðîäíîãî ãåíà ó ïîòîìêîâ ïåðâîãî
ïîêîëåíèÿ ( F1) ñîñòàâèëà â ñðåäíåì 16,6% ñ êîëåáàíè-
ÿìè îò 9,3 äî 21,8% ó ïîòîìêîâ ðàçíûõ èñõîäíûõ òðàíñ-
ãåííûõ ñàìöîâ (F0).

Ââåäåíèå
Â ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèå øèðîêîå ðàçâèòèå ïîëó-

÷èëî íîâîå íàïðàâëåíèå â áèîòåõíîëîãèè - ïðîèçâîä-
ñòâî ÷åëîâå÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ áåëêîâ ñ ìîëîêîì
òðàíñãåííûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ. Ïðèìå-
íåíèå ýòîãî ìåòîäà íàøëî ïðèçíàíèå ñðåäè áèîòåõíî-
ëîãîâ â 1987 ãîäó, êîãäà áûëà ïîëó÷åíà ïåðâàÿ òðàíñ-
ãåííàÿ ìûøü, ïðîäóöèðóþùàÿ ñ ìîëîêîì òêàíåâûé ÷å-
ëîâå÷åñêèé ïëàçìèíîãåííûé àêòèâàòîð (ÒÐÀ), èñïîëü-
çóåìûé äëÿ ðàññàñûâàíèÿ òðîìáîâ [4].
Äîìàøíåå òðàíñãåííîå æèâîòíîå ñòàíîâèòñÿ æè-

âûì áèîðåàêòîðîì. Îíî ëåãêî âîñïðîèçâîäèìî åñòå-
ñòâåííûì ïóòåì è ïîääåðæèâàåò ñîáñòâåííóþ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ñ èñïîëüçîâàíèåì òðàäèöèîííûõ óñëîâèé
êîðìëåíèÿ è ñîäåðæàíèÿ, ïðîèçâîäèò íóæíîå ëåêàð-
ñòâî â áîëüøîì êîëè÷åñòâå, íå îêàçûâàÿ âëèÿíèÿ íà
åãî ñîáñòâåííîå çäîðîâüå, è ïåðåäàåò ñïîñîáíîñòü ïðî-
èçâîäèòü ýòî ëåêàðñòâî â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ ñâîå-
ìó ïîòîìñòâó.
Ïðåèìóùåñòâà èñïîëüçîâàíèÿ äîìàøíèõ æèâîòíûõ

â êà÷åñòâå æèâûõ áèîðåàêòîðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîëó-
÷åíèåì ëåêàðñòâåííûõ áåëêîâ èç äîíîðñêîé êðîâè,
ðåêîìáèíàíòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ è êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ îáóñëîâëåíû öåëûì ðÿäîì è
äðóãèõ ôàêòîðîâ. Ïîëó÷åíèå ëåêàðñòâåííûõ áåëêîâ èç
äîíîðñêîé êðîâè îãðàíè÷åíî èñòî÷íèêîì ñûðüÿ è îïàñ-
íîñòüþ ïåðåíîñà ÷åëîâå÷åñêèõ èíôåêöèé; ðåêîìáèíàí-
òíûå ìèêðîðãàíèçìû íå îáåñïå÷èâàþò ïîñòòðàíñëÿöè-
îííûå ìîäèôèêàöèè êðóïíûõ ìîëåêóë ðåêîìáèíàíòíûõ
áåëêîâ (ãèäðîêñèëèðîâàíèå, ãëèêîçèëèðîâàíèå, êàðî-
áîêñèëèðîâàíèå); èñïîëüçîâàíèå ëèíèé êëåòîê ìëåêî-
ïèòàþùèõ ñëèøêîì äîðîãî è íå îáåñïå÷èâàåò âûñîêèé
âûõîä ïðîäóêòà.
Îñíîâíàÿ ñòðàòåãèÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîò-

íûõ ñîñòîèò â ñëåäóþùåì. Ãåííàÿ êîíñòðóêöèÿ, ñîñòî-
ÿùàÿ èç ñòðóêòóðíîãî ãåíà, ïðèêðåïëåííîãî ê ïðîìî-
òîðó ñïåöèôè÷åñêîãî áåëêà ìîëîêà ââîäèòñÿ â îïëî-
äîòâîðåííûå ýìáðèîíû (çèãîòû) â áîëüøèíñòâå ñëó÷à-
åâ ïóòåì ìèêðîèíúåêöèè. Ýìáðèîíû êóëüòèâèðóþò êî-
ðîòêîå âðåìÿ è çàòåì ïåðåñàæèâàþò ñàìêàì ñ ñèíõðî-
íèçèðîâàííûì ïîëîâûì öèêëîì äëÿ äàëüíåéøåãî ðàç-
âèòèÿ. Òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ èäåíòèôèöèðóþò ñ ïî-
ìîùüþ ïîñòíàòàëüíîé áèîïñèè è âûðàùèâàþò äî ïî-
ëîâîçðåëîñòè, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ïåðåäà÷ó ïîòîìñòâó.
Åñëè èñõîäíûì òðàíñãåííûì æèâîòíûì ÿâëÿåòñÿ

ñàìêà, òî ìîëîêî äëÿ àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ðåêîìáèíàí-
òíîãî áåëêà ïîëó÷àþò, êîãäà îíà ðîäèò ñâîå ïåðâîå

ïîòîìñòâî. Åñëè èñõîäíûì òðàíñãåííûì æèâîòíûì
îêàæåòñÿ ñàìåö, òî îò íåãî äîëæíû áûòü ïîëó÷åíû äî-
÷åðè, êîòîðûå áóäóò ëàêòèðîâàòü òîëüêî ïîñëå äîñòè-
æåíèÿ ïîëîâîçðåëîñòè è ðîæäåíèÿ ñîáñòâåííîãî ïîòîì-
ñòâà. Îòñþäà èíòåðâàë âðåìåíè îò ââåäåíèÿ ãåíà â îï-
ëîäîòâîðåííóþ ÿéöåêëåòêó äî 1-é ëàêòàöèè ñîñòàâëÿ-
åò: ó êðîëèêà - 7 ìåñÿöåâ, ó ñâèíüè -17 ìåñÿöåâ, ó îâöû
è êîçû - 18 ìåñÿöåâ è ó êîðîâû -33 ìåñÿöà, êîãäà èñõîä-
íûì òðàíñãåííûì æèâîòíûì ÿâëÿåòñÿ ñàìêà è, ñîîò-
âåòñòâåííî, 14, 28, 31 è 54 ìåñÿöà, êîãäà èñõîäíûì
òðàíñãåííûì æèâîòíûì ÿâëÿåòñÿ ñàìåö.
Îäíàêî, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ôàðìàöåâòè÷åñêóþ ïî-

òðåáíîñòü â ðåêîìáèíàíòíîì áåëêå ñðîêè ñîçäàíèÿ íå-
îáõîäèìîãî ðàçìåðà ïðîäóêòèâíîãî ñòàäà,êîðî÷å êîã-
äà èñõîäíûì òðàíñãåííûì æèâîòíûì ÿâëÿåòñÿ ñàìåö, à
íå ñàìêà. Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî îò èñõîäíîãî ñàì-
öà ìîæíî áûñòðåå ñîçäàòü íåîáõîäèìóþ ÷èñëåííîñòü
ïðîäóêòèâíûõ æèâîòíûõ ÷åì îò ñàìêè. Òàê, äëÿ êðóï-
íîãî ðîãàòîãî ñêîòà èíòåðâàë âðåìåíè îò ìèêðîèíúåê-
öèè ãåíà äî ñîçäàíèÿ òàêîãî ñòàäà ñîñòàâëÿåò 54 ìåñÿ-
öà, åñëè èñõîäíûì òðàíñãåííûì æèâîòíûì ÿâëÿåòñÿ
ñàìåö è 78 ìåñÿöåâ, åñëè èñõîäíûì òðàíñãåííûì æè-
âîòíûì ÿâëÿåòñÿ ñàìêà.
Âåðîÿòíîñòü ñîçäàíèÿ òðàíñãåííîãî æèâîòíîãî, êî-

òîðîå ìîæåò ïðîèçâîäèòü ëåêàðñòâåííûé áåëîê, î÷åíü
íèçêàÿ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ëèøü 0,2 -0,8% ñâèíåé, îâåö
èëè êîðîâ è 3,5% ìûøåé ïîñëå ïåðåñàäêè èì ìèêðî-
èíúèöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ ïðèíîñÿò òðàíñãåííîå ïî-
òîìñòâî [12]. Ó êðîëèêîâ ïîëó÷àþò â ñðåäíåì 1% òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ ê ÷èñëó ïåðåñàæåííûõ ìèêðîèíúè-
öèðîâàííûõ çèãîò [2].
Ýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ñ ìîëîêîì

òðàíñãåííûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ (IÕ ôàê-
òîðà ó îâåö) áûëà âïåðâûå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà. Â ïîñ-
ëåäóþùåå äåñÿòèëåòèå áûëà ïîëó÷åíà ýêñïðåññèÿ
17 ðàçëè÷íûõ áåëêîâ ñ ìîëîêîì òðàíñãåííûõ ñåëüñêî-
õîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ [10]. Áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþ-
ùèå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè: ó êîðîâ-ëàêòîôåððèí, àëü-
ôà-ëàêòîàëüáóìèí; ó êîç- àíòèòðîìáèí-Ø, àëüôà-àí-
òèòðèïñèí, ãîðìîí ðîñòà, ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà,
òêàíåâûé ïëàçìèíîãåííûé àêòèâàòîð; ó ñâèíåé- ôàê-
òîð VØ, ïðîòåèí Ñ; ó êðîëèêîâ - êàëüöèòîíèí, âíåêëå-
òî÷íàÿ ñóïåðêñèä äèñìóòàçà, ýðèòðîíîýòèí, ãîðìîí ðî-
ñòà, èíñóëèíî-ïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà-1, èíòåðëåéêèë
-2; ó îâåö -àëüôà 1-Àíòèòðèïñèí, ôàêòîðû VØ è IÕ,
ôèáðèíîãåí. Ïðè ýòîì 11 èç 17 áåëêîâ ñåêðåòèðîâà-
ëèñü â êîíöåíòðàöèÿõ áîëåå 1 ãðàììà íà ëèòð ìîëîêà.
Âûáîð âèäà æèâîòíîãî ïðè ïîëó÷åíèè ëåêàðñòâåí-

íîãî áåëêà îïðåäåëÿåòñÿ ïîòðåáíîñòüþ ôàðìàöåâòè÷åñ-
êîãî ðûíêà â ëåêàðñòâåííîì áåëêå, ñðîêàìè ïîëó÷å-
íèÿ äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà òàêîãî áåëêà è ïðîäóê-
òèâíîñòüþ æèâîòíîãî.
Åñëè ïîòðåáíîñòü ëåêàðñòâåííîãî áåëêà îïðåäåëÿ-

åòñÿ ãðàììàìè (ôàêòîð VØ) , òî ìîæíî èñïîëüçîâàòü
êðîëèêà, íåñêîëüêèìè êèëîãðàììàìè (ïðîòåèí Ñ, àí-
òèòðîìáèí-Ø) - îâåö, êîç, à äåñÿòêàìè êèëîãðàììîâ
(ôèáèíîãåí) èëè òîííàìè (÷åëîâå÷åñêèé àëüáóìèí) -
êîðîâ.
Åñëè êîíöåíòðàöèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà íå íèæå

1 ã/ëèòð ìîëîêà, òî ïî ðàñ÷åòàì [11] äëÿ îáåñïå÷åíèÿ
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ïîòðåáíîñòè ìèðîâîãî ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ðûíêà â
ôàêòîðå ñâåðòûâàåìîñòè êðîâè (ôàêòîð VIII) òðåáóåò-
ñÿ 217 òðàíñãåííûõ êðîëèêîâ, â ïðîòåèíå Ñ èëè àíòè-
òðîìáèíå III 3-12 îâåö èëè êîç è ëèøü 2-3 òðàíñãåííûõ
êîðîâû; â ôèáðèíîãåíå - 45-83 îâöû èëè êîçû èëè 17
êîðîâ. Òàêèì îáðàçîì, åäèíèöû èëè íåñêîëüêî äåñÿò-
êîâ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ ìîãóò îáåñïå÷èòü ìèðîâóþ
ïîòðåáíîñòü â öåëîì ðÿäå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ áåëêîâ.
Ââèäó òîãî, ÷òî çàòðàòû íà ñîäåðæàíèå òðàíñãåííûõ
æèâîòíûõ ìíîãîêðàòíî íèæå, ÷åì ïîääåðæàíèå áèîðå-
àêòîðîâ ñ ìèêðîîðãàíèçìàìè è òåì áîëåå ñ êëåòêàìè
ìëåêîïèòàþùèõ, òî ñåáåñòîèìîñòü ïðîèçâîäñòâà ðå-
êîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â äåñÿòü, à ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåò-
êàìè ìëåêîïèòàþùèõ è áîëåå ðàç, ÷åì ñ ìîëîêîì òðàíñ-
ãåííûõ æèâîòíûõ.
Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî â îðãàíàõ ïëîòíîñòü êëå-

òîê â 100 ðàç âûøå, ÷åì â êóëüòóðàõ êëåòîê: â òêàíÿõ
îðãàíà ñîäåðæèòñÿ 109 êëåòîê/ãðàìì, òîãäà êàê â êóëü-
òóðå òêàíåé 107 êëåòîê/ìë. Ê òîìó æå ñòîèìîñòü ïîëó-
÷åíèÿ è ñîäåðæàíèÿ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ ñîñòàâëÿåò
ëèøü 1/10 ÷àñòü ñòîèìîñòè áèîðåàêòîðà [6].
Â çàäà÷ó íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî ïîëó-

÷åíèå ÷åëîâå÷åñêîãî ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñòèìó-
ëèðóþùåãî ôàêòîðà (÷ÃÊÑÔ) ñ ìîëîêîì òðàíñãåííûõ
êðîëèêîâ. ÷ÃÊÑÔ ðåãóëèðóåò ïðîäóêöèþ íåéòðîôèëîâ
è èõ âûõîä â êðîâü èç êîñòíîãî ìîçãà.Ïðåïàðàò øèðî-
êî èñïîëüçóåòñÿ â îíêîëîãèè äëÿ áîðüáû ñ íåéðîïåíèåé
ó áîëüíûõ, ïîëó÷àâøèõ öèòîñòàòèêè ïî ïîâîäó çëîêà-
÷åñòâåííûõ îïóõîëåâûõ çàáîëåâàíèé, à òàêæå ïðè
òðàíñïëàíòàöèè êîñòíîãî ìîçãà. Ïðèìåíåíèå ýòîãî
ïðåïàðàòà ïîçâîëÿåò ðåçêî óìåíüøèòü ÷èñëî îïàñíûõ
äëÿ æèçíè èíôåêöèîííûõ îñëîæíåíèé, êîòîðûå ðàçâè-
âàþòñÿ ó áîëüíûõ ñ íåéòðîïåíèåé [7]. Ïîëó÷åíèå
÷ÃÊÑÔ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåêîìáèíàíòíûõ ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ íå îáåñïå÷èâàåò ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäè-
ôèêàöèé, êàê ãëèêîçèëèðîâàíèå, ñèëèêîíèðîâàíèå,
ôîëäèíã áåëêà è îòùåïëåíèå ëèøíåãî ìåòèîíèíà ñ N-
êîíöà áåëêà, ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óñòîé÷èâîñòè è
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîëó÷àåìîãî ïðåïàðàòà [9].
Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêà-

öèé â ìîëåêóëå áåëêà ÷ÃÊÑÔ ïîëó÷åíà åãî ãëèêîçèëè-
ðîâàííàÿ ôîðìà ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ êëåòîê ìëåêî-
ïèòàþùèõ [8]. Ãëèêîçèëèðîâàííàÿ ôîðìà ÷ÃÊÑÔ ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåãëèêîçèëèðîâàííûì ðåêîìáèíàíòíûì
áåëêîì, ïîëó÷àåìûì ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ â 2 ðàçà ïðåâîñõîäèò ïî ñïîñîáíîñòè ñòèìóëèðî-
âàòü ðîñò êîëîíèé ãðàíóëîöèòîâ è â 20 ðàç áûñòðåå îáåñ-
ïå÷èâàåò ïðîÿâëåíèå ïîëîæèòåëüíîãî ýôôåêòà. Âìåñ-
òå ñ òåì êîíöåíòðàöèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà, ïîëó-
÷åííîãî â êóëüòóðå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ î÷åíü íèç-
êàÿ, à ñàì ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùèé è
òðåáóåò âûñîêîãî òåõíîëîãè÷åñêîãî îáåñïå÷åíèÿ.
Âñå ýòî è ïîñëóæèëî îñíîâàíèåì ïðîâåñòè íàñòîÿ-

ùåå èññëåäîâàíèå ïî ïîëó÷åíèþ òðàíñãåííûõ êðîëè-
êîâ, ïðîäóöèðóþùèõ ÷ÃÊÑÔ ñ ìîëîêîì.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèé
Â êà÷åñòâå äîíîðîâ çèãîò èñïîëüçîâàëè ïîëîâîçðå-

ëûõ ñàìîê êðîëèêîâ ïîðîäû øèíøèëëà â âîçðàñòå 5-7
ìåñÿöåâ. Äëÿ âûçûâàíèÿ ñóïåðîâóëÿöèè ó äîíîðîâ ïðè-

ìåíÿëè ãîíàäîòðîïèí ñûâîðîòêè æåðåáûõ êîáûë (Ñåð-
ãîí, ×åõèÿ). Êàæäîìó äîíîðó èíúåöèðóþò 100 ÌÅ ñåð-
ãîíà, ÷åðåç 48-72 ÷àñà ñàìêó ñïàðèâàëè ñ ñàìöîì è èí-
äóöèðîâàëè îâóëÿöèþ âíóòðèâåííûì ââåäåíèåì 100
ÌÅ õîðèîíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà (Ìîñêîâñêèé ýí-
äîêðèííûé çàâîä). Äëÿ èçâëå÷åíèÿ çèãîò ó ñàìîê-äîíî-
ðîâ èñïîëüçîâàëè îïåðàòèâíîå ïðîìûâàíèå ÿéöåâîäîâ.
Â êà÷åñòâå àíåñòåòèêîâ èñïîëüçîâàëè êåòàìèí 5%, ðîì-
ïóí 2%. Íàðêîòèçèðîâàííîå æèâîòíîå ôèêñèðîâàëè íà
îïåðàöèîííîì ñòîëå è âûáðèâàëè øåðñòü â îáëàñòè
æèâîòà. Ðåïðîäóêòèâíûé òðàêò îáíàæàëè ÷åðåç ðàçðåç
ïî áåëîé ëèíèè æèâîòà. Â âîðîíêó ÿéöåâîäà ââîäèëè
ïîëèýòèëåíîâûé êàòåòåð. Â ñòåíêå ðîãà ìàòêè ìåòàë-
ëè÷åñêîé êàíþëåé ñî ñòèëåòîì äåëàëè îòâåðñòèå. Çà-
òåì â ïðîñâåò ìàòêè ââîäèëè òåïëóþ ìàíèïóëÿöèîí-
íóþ ñðåäó è íàïðàâëÿëè åå òîê ÷åðåç ñîåäèíåíèå ìàòêè
ñ ôàëëîïèåâûìè òðóáàìè â ÿéöåâîä.
Ïîèñê îïëîäîòâîðåííûõ ÿéöåêëåòîê (çèãîò) îñóùå-

ñòâëÿëè íà áèíîêóëÿðíîé ëóïå Nikon ïðè óâåëè÷åíèè
40õ.
Çèãîòû ñ âèçóàëèçèðîâàííûìè ïðîíóêëåóñàìè èíú-

åöèðîâàëè â 1-2 ïêë ðàñòâîðà ÄÍÊ â îäèí ïðîíóêëåóñ
[1]. Ìèêðîèíúåêöèè ïðîâîäèëè â ñïåöèàëüíîé êàìåðå,
çàïîëíåííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé (ÐÂS c äîáàâëåíè-
åì 5% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè). Êàìåðà ñîñòîèò èç äâóõ
ïàðàëëåëüíî ðàñïîëîæåííûõ ñèëèêîíèçèðîâàííûõ ïî-
êðîâíûõ ñòåêîë, ìåæäó êîòîðûìè íàõîäèòñÿ êàïëÿ
ìàíèïóëÿöèîííîé ñðåäû â âèäå ñòîëáèêà. Âñå îñòàëü-
íîå ïðîñòðàíñòâî çàïîëíÿëè ìèíåðàëüíûì ìàñëîì(
Sigma, d=0,84 ã/ìë.). Ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ èíúåöèðî-
âàíèÿ çèãîòû ïîìåùàëè â ñòîëáèê ìàíèïóëÿöèîííîé
ñðåäû, óäåðæèâàëè íà ñòåêëÿííîé ïèïåòêå è îöåíèâàëè
ïðîíóêëåóñû ñ èñïîëüçîâàíèåì èíâåðòèðîâàííîãî ìèê-
ðîñêîïà Axiovert 35 ïðè óâåëè÷åíèè 400õ. Ðàñòâîð
ÄÍÊ èíúåöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîèíúåêöèîííîé
èãëû, âûòÿíóòîé èç êàïèëëÿðíîé òðóáî÷êè ñ ìèêðîôè-
ëàìåíòîì (òîíêîñòåííîå òóãîïëàâêîå ñòåêëî, äèàìåòð
1ìì) íà âåðòèêàëüíîì ïóëåðå (ÍÏÎ «Áèîïðèáîð»
ÐÀÍ).
Ìèêðîèíúåêöèîííûå èãëû çàïîëíÿëè ðàñòâîðîì

ÄÍÊ, èñïîëüçóÿ äåéñòâèå êàïèëëÿðíûõ ñèë, çàòåì óñ-
òàíàâëèâàëè â ìàíèïóëÿòîðå. Ïîëîæåíèå îáîèõ ìèê-
ðîèíñòðóìåíòîâ (ôèêñèðóþùåé ïèïåòêè è ìèêðîèíúåê-
öèîííîé èãëû) ðåãóëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîìàíè-
ïóëÿòîðîâ (ÍÏÎ «Áèîïðèáîð»ÐÀÍ). Ìèêðîèíúåêöè-
îííóþ èãëó ñ èíúåöèðóåìûì ðàñòâîðîì ÄÍÊ ñîåäèíÿ-
ëè ñèëèêîíîâîé òðóáî÷êîé ñ ìèêðîèíúåêòîðîì. Îá óñ-
ïåõå ìèêðîèíúåêöèè ñóäèëè ïî óâåëè÷åíèþ îáúåìà ïðî-
íóêëåóñà. Èíúåöèðîâàííûå çèãîòû èíêóáèðóþò 30-60
ìèí, ÷òîáû óäàëèòü ïîâðåæäåííûå. Ê äåãåíåðèðîâàí-
íûì îòíîñèëè çèãîòû ñ ôðàãìåíòèðîâàííîé öèòîïëàç-
ìîé è ñ ïîâðåæäåííîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé.
Çèãîòû, èìåþùèå íîðìàëüíûé âíåøíèé âèä, ïåðåñàæè-
âàëè ðåöèïèåíòàì êðîëü÷èõàì, ó êîòîðûõ ïîëîâîé öèêë
ñèíõðîíèçèðîâàëè ñ öèêëîì äîíîðîâ. Ñàìîê-ðåöèïè-
åíòîâ ñïàðèâàëè ñ âàçîýêòîìèðîâàííûì ñàìöîì è ââî-
äèëè õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäîòðîïèí â òî æå âðåìÿ, êîã-
äà ñïàðèâàëè äîíîðñêóþ ñàìêó ñ ïîëíîöåííûì ñàì-
öîì. Ýìáðèîíû òðàíñïëàíòèðîâàëè â ÿéöåâîäû ñàìîê-
ðåöèïèåíòîâ õèðóðãè÷åñêèì ñïîñîáîì. Äëÿ ïåðåñàäêè
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çèãîò èñïîëüçóþò ñòåðèëüíûå êàòåòåðû äëÿ ïåðåñàäêè
ýìáðèîíîâ( Áèîìåäèêîë, Ðîññèÿ). Ðåöèïèåíòó ÷åðåç
âîðîíêó ÿéöåâîäà ââîäèëè êàòåòåð, ñîäåðæàùèé ìà-
íèïóëÿöèîííóþ ñðåäó ñ çèãîòàìè. Êàæäîìó ðåöèïèåí-
òó ïåðåñàæèâàëè 15-20 çèãîò, ðàñïðåäåëÿÿ èõ ïîðîâíó
ìåæäó ÿéöåâîäàìè.
Ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ýìáðèîíîâ, êàæäàÿ êðîëü-

÷èõà-ðåöèïèåíò íàõîäèëàñü â îòäåëüíîé êëåòêå íà âåñü
ñðîê áåðåìåííîñòè. Â òå÷åíèå 7-10 äíåé ïðîâîäèëàñü
ñàíàöèÿ îïåðàöèîííîãî øâà. Íà 14-16 äíè ïîñëå òðàíñ-
ïëàíòàöèè ýìáðèîíîâ ìåòîäîì ïàëüïàöèè óñòàíàâëè-
âàëè íàëè÷èå ïëîäîâ ó ðåöèïèåíòîâ. Áåðåìåííûõ ðåöè-
ïèåíòîâ ïåðåâîäèëè íà ðàöèîí êîðìëåíèÿ äëÿ ñóêðîëü-
íûõ è ëàêòèðóþùèõ ñàìîê. Îêðîë îæèäàëè íà 29-30
äíè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè ýìáðèîíîâ. Â ñëó÷àå çàäåð-
æêè îêðîëîâ íà ñëåäóþùèé äåíü ïîñëå îæèäàåìîé äàòû
ñ öåëüþ ñòèìóëÿöèè ðîäîâ âíóòðèâåííî èíúåöèðîâàëè
3 ÌÅ îêñèòîöèíà. Âåëè ÷åòêèé ó÷åò ÷èñëà ðîäèâøèõñÿ
êðîëü÷àò. ×åðåç 5-7 äíåé âñåõ êðîëü÷àò ìåòèëè è îäíî-
âðåìåííî áðàëè îáðàçöû òêàíè óõà äëÿ àíàëèçà ÄÍÊ
íà èíòåãðàöèþ òðàíñãåíåçà.
Íàëè÷èå èíòåãðàöèè îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïîëèìå-

ðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïðàé-
ìåðàìè GCA CAG CCT GTA GGT GGC ACA è CCT
GCA GAG CTC AGA AGC GTC. Ïîëîæèòåëüíûå ïî
ÖÏÐ ïðîáû ïîäòâåðæäàëè ìåòîäîì áëîò-ãèáðèäèçàöèè
(ðèñ.1).

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé
Ñîçäàí ãèáðèäíûé ãåí h-GM-1, êîòîðûé îáåñïå÷è-

âàåò ýêñïðåññèþ ÷åëîâå÷åñêîãî ÃÊÑÔ ñ ìîëîêîì òðàíñ-
ãåííîãî æèâîòíîãî. Ãèáðèäíûé ãåí ñîòîèò èç ôðàãìåí-
òà Êðn1 è Cla1 ðàçìåðîì 0,5 òûñ ïàð íóêëåîòèäîâ 51-
ôëàíêèðóþùåé îáëàñòè ãåíà áåòà-êàçåèíà áûêà, ñîäåð-
æàùèé ïðîìîòîð ãåíà BLG (áåòà-ëàêòîãëîáóëèí áûêà);
èç ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 1,5 òûñ.ï.í., ñîäåðæàùèé 31-
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Àâòîãðàôñëîò-áëîò-ãèáðèäèçàöèè ïðîáÄÍÊ êðîëèêîâ
ïðîèíúåöèðîâàííûõ êîíñòðóêöèåé h-GM-l. Áîëåå
òåìíûå ó÷àñòêèîòðàæàþòíàëè÷èå â ïðîáåÄÍÊ
ó÷àñòêîâ ãåíà Ã-ÊÑÔ ÷åëîâåêà.
2, 4, 6, 8, 10 - ïðîáû ÄÍÊ òðàíñãåííûõ îñîáåé êðîëèêîâ
1, 3, 5, 7, 11-14 -ïðîáû ÄÍÊ íåòðàíñãåííûõ êðîëèêîâ.

Ðèñ. 1

ôëàíêèðóþùóþ îáëàñòü ãåíà áåòà-êàçåèíà áûêà; èç
ó÷àñòêà ïîëèëèíêåðà ñîäåðæàùåãî óíèêàëüíûå ñàéòû
óçíàâàíèÿ ýêçîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè EcoI, HindIII,
SalI, BamHI, XbaI, NotI (ðèñ. 2).

Ñîçäàíèå ãèáðèäíîãî ãåíà h-GM-1 îñóùåñòâëÿëè
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Èç âåêòîðà pbBLG-3, ñîäåðæà-
ùåãî ãåíîìíóþ êîïèþ ãåíà áåòà-ëàêòîãëîáóëèíà áûêà
ñ ôëàíêèðóþùèìè åãî 51 è 31 ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ïî
óíèêàëüíûì ñàéòàì ðåñòðèêòàç Êðn1 è Cla1 âûäåëÿëè
ôðàãìåíò 51-ôëàíêèðóþùåé îáëàñòè, ñîäåðæàùåé ïðî-
ìîòîð ãåíà BLG è åãî ñèãíàëüíûé ïåïòèä. Èç ýòîãî æå
âåêòîðà ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ñî ñïå-
öèôè÷åñêèìè ïðàéìåðàìè áûë âûäåëåí 31-ôëàíêèðóþ-
ùèé ó÷àñòîê ãåíà BLG.
51-ôðàãìåíò áûë ïåðåêëîíèðîâàí â ñàéò ðåñòðèêòà-

çû ClaI â âåêòîð phGCSF2, ñîäåðæàùèé ãåíîìíóþ êî-
ïèþ ãåíà Ã-ÊÑÔ ÷åëîâåêà ïåðåä ATG ñàéòîì ãåíà Ã-
ÊÑÔ. Ïðàâèëüíîñòü êëîíèðîâàíèÿ è ñîõðàííîñòü ðàì-
êè ñ÷èòûâàíèÿ ïðîâåðÿëè ìåòîäîì ñåêâåíèðîâàíèÿ
ôðàãìåíòà êîíñòðóêöèè , àìïëèôèöèðîâàííîãî ïî ñïå-
öèôè÷åñêèì ïðàéìåðàì ÎÑÒGCAGAGCTCAGAAGC
GTG è AGG CGG CTC TCC CAT CCT GGG. Ïîëó-
÷åííóþ êîíñòðóêöèþ íàçâàëè p5LG-GCSF.
31-ôðàãìåíò áûë ïåðåêëîíèðîâàí â ñàéò ðåñòðèêòà-

çû XhoI â âåêòîð p5LG-GCSF ïîñëå ñòîï êîäîíà êîäè-
ðóþùåé ÷àñòè ãåíà ÃÊÑÔ. Ïîó÷åííûé âåêòîð áûë ïðî-
âåðåí íà ïðàâèëüíîñòü êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñ-
òè ìåòîäîì ñåêâåíèðîâàíèÿ êëþ÷åâûõ ó÷àñòêîâ ãèáðèä-
íîãî ãåíà. Ïîëó÷åííûé âåêòîð áûë íàçâàí ph GM-1.
Ïðè ïîäãîòîâêå ôðàãìåíòà ê ìèêðîèíúåêöèè åãî

âûðåçàëè èç 20 ìêë âåêòîðíîé ÄÍÊ ph GM-1 ýíäîíóê-
ëåàçàìè KpnI è NotI. Çàòåì âûäåëÿëè ôðàãìåíò èç ñìå-
ñè ìåòîäîì ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â àãàðîçíîì ãåëå è î÷è-
ùàëè ôåíîë-õëîðîôîðìíûì ìåòîäîì. Îêîí÷àòåëüíóþ
î÷èñòêó ïðîâîäèëè íà íàáîðå Genomic DNA Purification
Kit (Promega). Îêîí÷àòåëüíî ðàñòâîðÿëè ôðàãìåíò â
áóôåðå 0,1õÒÅ (1mM Tris-HÑl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0).
C öåëüþ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîãî òîêñè÷åñêîãî äåé-

ñòâèÿ ââîäèìîé ãåííîé êîíñòðóêöèè ãèáðèäíîãî ãåíà
Ã-ÊÑÔ èçó÷àëè âëèÿíèå åãî ìèêðîèíúåêöèè íà ðàçâè-

Ñõåìà âåêòîðíîé êîíñòðóêöèè phGM-1
Ðèñ. 2

ÿþýüûú
5685 bp
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òèå çèãîòû êðîëèêà in vitro. Êîíòðîëüíûå è ïðîèíúåöè-
ðîâàííûå ãåíîì Ã-ÊÑÔ çèãîòû êóëüòèâèðîâàëè â ñðå-
äå 199 ñ äîáàâëåíèåì 10% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè â òå÷å-
íèå 5 ñóòîê (òàáë. 1).
Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû 1 ìèêðîèíúåêöèÿ

ãåíà Ã-ÊÑÔ íå îêàçàëà îòðèöàòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ íà
ðàçâèòèå ýìáðèîíîâ êðîëèêîâ, ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêò-
íûìè, êàê ïî ïðîöåíòó äðîáëåíèÿ (92,1 è 100%), òàê è
ïî ýôôåêòèâíîñòè ðàçâèòèÿ äî ñòàäèè áëàñòîöèñòû
(77,1 è 78,7%).
Â ïîñëåäóþùåì ýêñïåðèìåíòå èçó÷àëè ýôôåêòèâ-

íîñòü äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ ìèêðîèíúåöèðîâàíííûõ
ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûìè ýìáðèîíàìè êðîëèêîâ äî
èìïëàíòàöèè è ðîæäåíèÿ ïðèïëîäà (òàáëèöà 2).

Òàáëèöà 1

Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû 2 íà 13-ûé äåíü áåðå-
ìåííîñòè áûëî îáíàðóæåíî 14(30,4%) ðàçâèâàþùèõñÿ
ïëîäîâ èç 46 òðàíñïëàíòèðîâàííûõ çèãîò. Èç 212 ïðî-
èíúåöèðîâàííûõ ãåíîì Ã-ÊÑÔ è òðàíñïëàíòèðîâàííûõ
çèãîò áûëî ïîëó÷åíî 37 êðîëü÷àò, ÷òî ñîñòàâëÿåò
17,5%. Ïî ðåçóëüòàòàì ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî 78,7% ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ
çèãîò ðàçâèëèñü äî ñòàäèè áëàñòîöèñòû, 30,4%, äî ñòà-
äèè èìïëàíòàöèè è17,5% ïðîäîëæàëè ðàçâèâàòüñÿ äî
ïîëó÷åíèÿ æèâîãî ïîòîìñòâà. Íà ðàííèõ ýòàïàõ ðàç-
âèòèÿ ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ íàáëþäàëèñü
ïîòåðè ýìáðèîíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäóùèì ýòàïîì:
îò ñòàäèè çèãîòû äî áëàñòîöèñòû 21,3%, îò ñòàäèè áëà-
ñòîöèñòû äî èìïëàíòàöèè - 48,3% è îò èìïëàíòàöèè äî
ðîæäåíèÿ ïîòîìñòâà åùå 12,9. Îáùèå ïîòåðè ê ÷èñëó
òðàíñïëàíòèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ äî ðîæäåíèÿ ïîòîì-
ñòâà ñîñòàâèëè 82,5%.
Ýôôåêòèâíîñòü èíòåãðàöèè ãåíà Ã-ÊÑÔ ó ðîäèâøèõ-

ñÿ êðîëü÷àò â ðåçóëüòàòå òðàíñïëàíòàöèè ìèêðîèíúå-
öèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ ïîêàçàíû â òàáëèöå 3.
Áûëî òðàíñïëàíòèðîâàíî 2741 ìèêðîèíúåöèðîâàí-

íûõ çèãîò 168 êðîëèêàì-ðåöèïèåíòàì. Ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñïëàíòàöèè çèãîò áûëî âûñîêîé: 116 (69%) èç 168
êðîëèêîâ áûëè áåðåìåííûìè ïî ðåçóëüòàòàì îêðîëîâ.
Îäíàêî, òîëüêî 516 (18,2%) èç 2741 çèãîò ðàçâèâàëèñü
äî ïîëó÷åíèÿ ïîòîìñòâà. 17 (3,3%) èç 516 ðîäèâøèõñÿ
êðîëèêîâ áûëè òðàíñãåííûìè. Ïîëó÷åíî 0,62% òðàíñ-
ãåííûõ êðîëèêîâ ê ÷èñëó ïåðåñàæåííûõ çèãîò.
Âîçðàñòà ïîëîâîçðåëîñòè äîñòèãëè 4 òðàíñãåííûõ

ñàìöà. Â öåëÿõ îïðåäåëåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ðàçìíîæå-
íèÿ èñõîäíûõ òðàíñãåííûõ ñàìöîâ ñïàðèâàëè ñ íåòðàí-
ñãåííûìè ñàìêàìè (òàáëèöà 4).
Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû 4, îïëîäîòâîðÿåìîñòü

ñàìîê, îñåìåíåííûõ ñåìåíåì òðàíñãåííûõ ñàìöîâ ïî
ðåçóëüòàòàì îêðîëà áûëà äîñòàòî÷íî âûñîêîé, â ñðåä-
íåì 77,9% (102 èç 131). Íà êàæäóþ îêðîëèâøóþñÿ ñàì-

Òàáëèöà 2
Ýôôåêòèâíîñòü ðàçâèòèÿìèêðîèíúåöèðîâàííûõ çèãîòäî ñòàäèè èìïëàíòàöèè è ðîæäåíèÿ ïîòîìñòâà.
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Òàáëèöà 3
Ýôôåêòèâíîñòüïîëó÷åíèÿòðàíñãåííûõ êðîëèêîâ ñ
ãåíîì Ã-ÊÑÔ
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Òàáëèöà 4
Ýôôôåêòèâíîñòü ðàçìíîæåíèÿ èñõîäíûõòðàíñãåííûõ
êðîëèêîâ.

êó ïîëó÷åíî â ñðåäíåì 6,12 êðîëü÷àò. Âìåñòå ñ òåì îá-
íàðóæèëèñü çíà÷èòåëüíûå èíäèâèäóàëüíûå ðàçëè÷èÿ
îïëîäîòâîðÿþùåé ñïîñîáíîñòè ó îòäåëüíûõ òðàíñãåí-
íûõ ñàìöîâ. Ó äâóõ ñàìöîâ (2 è 3) îïëîäîòâîðÿåìîñòü
ïî ðåçóëüòàòàì îêðîëà áûëà áëèçêîé ê 100% (100 è
96,1%), à ó äâóõ äðóãèõ (1 è 4) ïðèìåðíî íà 30% íèæå
(66,7 è 73,0%).
Çàìåòíîå ñíèæåíèå ÷èñëà êðîëü÷àò áûëî îòìå÷åíî
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òîëüêî ó ñàìîê, îñåìåíåííûõ ñåìåíåì îäíîãî ñàìöà
(4,28 ïðîòèâ 6,8-9,26).
Íàñëåäîâàíèå ãåíà ÷ÃÊÑÔ ó èñõîäíûõ òðàíñãåí-

íûõ êðîëèêîâ ïîêàçàíî â òàáëèöå 5.
Êàê âèäíî èç äàííûõ òàáëèöû 5, íàñëåäîâàíèå ÷ó-

æåðîäíîãî ãåíà ó ïîòîìêîâ ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ ñîñòà-
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âèëî â ñðåäíåì 16,6%(ó 103 èç 625 êðîëèêîâ) ñ êîëåáà-
íèÿìè îò 9,3 äî 21,8% ó ïîòîìêîâ ðàçíûõ ñàìöîâ.
Îòõîä òðàíñãåííûõ êðîëèêîâ â îíòîãåíåçå ñîñòàâè-

ëî â ñðåäíåì 58,2% ïðîòèâ 33,7% ó íåòðàíñãåííûõ ïî-
òîìêîâ ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ. Ýòîò ïîêàçàòåëü ó ïîòîì-
êîâ îäíîãî òðàíñãåííîãî ñàìöà áûë îñîáåííî âûñîêèì
91,3%, ó äâóõ äðóãèõ - 33,3 -34,8% è ó ÷åòâåðòîãî -
48,6%.

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé
Â ýòîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ñîçäàí ãèáðèäíûé ãåí

h-GM-1, ñîäåðæàùèé ãåíîìíóþ êîïèþ ÄÍÊ è ïðîìî-
òîð ãåíà áåòà-ëàêòîãëîáóëèíà áûêà, îáåñïå÷èâàþùèé
ñåêðåöèþ ÷åëîâå÷åñêîãî ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñ-
òèìóëèðóþùåãî ôàêòîð (÷ÃÊÑÔ) ñ ìîëîêîì òðàíñãåí-
íûõ æèâîòíûõ.
Èññëåäîâàíèÿ in vitro ïîêàçàëè, ÷òî èíúåêöèÿ êîí-

ñòðóêöèè ãèáðèäíîãî ãåíà h-GM-1 â ïðîíóêëåóñ çèãî-
òû êðîëèêà íå îêàçûâàåò âðåäíîãî âëèÿíèÿ íà ðàçâè-
òèå ýìáðèîíîâ äî ñòàäèè áëàñòîöèñòû ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðàçâèòèåì èíòàêòíûõ ýìáðèîíîâ (77,1% â êîíòðîëå è
78,7% èíúåöèðîâàííûõ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ê 13-ìó äíþ
âûæèâàþò 30,4% ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ
êðîëèêà, à ê ìîìåíòó ðîæäåíèÿ ëèøü 17,5% ê ÷èñëó
ïåðåñàæåííûõ ýìáðèîíîâ. Òàêèì îáðàçîì, áîëüøèí-
ñòâî ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ (48,3% ê ÷èñëó
ïåðåñàæåííûõ) ïîãèáàþò â ïåðèîä îò ñòàäèè áëàñòîöè-
ñòû äî 13-ãî äíÿ áåðåìåííîñòè. Ïðîöåíò ìèêðîèíúåöè-
ðîâàííûõ ýìáðèîíîâ, âûæèâøèõ äî ðîæäåíèÿ ïîòîì-
ñòâà, â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûë ççíà÷èòåëüíî âûøå
(17,5% ïðîòèâ 4,3-9,3%) ïî ñðàâíåíèþ ñ äàííûìè äðó-
ãèõ èññëåäîâàíèé, ïîëó÷åííûõ íà ýòîì æå âèäå æèâîò-
íûõ (G. Brem et al., 1988). Ýôôåêòèâíîñòü æå èíòåãðà-
öèè ãåíà ó ïîòîìñòâà ê ÷èñëó ðîäèâøèõñÿ â íàøèõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ áûëà, íàîáîðîò, ïðèìåðíî â 2-3 ðàçà íèæå
(3,3% ïðîòèâ 8,1-9,6%), ÷åì â ýêñïåðèìåíòàõ íàçâàí-
íûõ âûøå àâòîðîâ. Â òî æå âðåìÿ ïðîöåíò òðàíñãåííûõ
æèâîòíûõ ê ÷èñëó ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ çèãîò â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûë íà óðîâíå äðóãèõ èññëåäîâà-
òåëåé (0,62% ïðîòèâ 0,41 è 0,75%). Ýòè äàííûå äàþò
îñíîâàíèå çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðèìåíÿåìàÿ íàìè òåõíèêà

Òàáëèöà 5
Íàñëåäîâàíèå ãåíà ÷ÃÊÑÔ ó êðîëèêîâ ïåðâîãî
ïîêîëåíèÿ

ïåðåñàäêè ìèêðîèíúåöèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ êðîëèêîâ
áûëà ïî-âèäèìîìó íåñêîëüêî âûøå, ÷åì ïðèìåíÿåìàÿ
èññëåäîâàòåëÿìè áîëåå 10 ëåò íàçàä. Ýòî ïî-âèäèìîìó
è îáåñïå÷èëî áîëåå âûñîêèé ïðîöåíò âûæèâàíèÿ òðàíñ-
ïëàíòèðîâàííûõ çèãîò êðîëèêîâ. ×òî æå êàñàåòñÿ òåõ-
íèêè ìèêðîèíúåêöèè ãåíà â ïðîíóêëåóñ çèãîò, òî åå ðå-
çóëüòàòèâíîñòü áûëà îäèíàêîâîé êàê â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ, òàê è â ýêñïåðèìåíòàõ ïðèâåäåííûõ âûøå
èññëåäîâàòåëåé.
Â èçâåñòíûõ íàì ïóáëèêàöèÿõ èìåþòñÿ êðàéíå ñêóä-

íûå äàííûå îá ýôôåêòèâíîñòè ðàçìíîæåíèÿ è íàñëåäî-
âàíèÿ ÷óæåðîäíîãî ãåíà ó òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.
Â ïðîâåäåííîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ íàìè ïîëó÷å-

íû óáåäèòåëüíûå äàííûå íà äîñòîâåðíî áîëüøîì ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîì ìàòåðèàëå î âîñïðîèçâîäèòåëüíîé ñïî-
ñîáíîñòè èñõîäíûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ. Ââèäó òîãî,
÷òî ñòàäèè ïîëîâîçðåëîñòè äîñòèãëè ÷åòûðå òðàíñãåí-
íûõ ñàìöà è íè îäíîé òðàíñãåííîé ñàìêè, òî ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñóäèòü î âîñïðîèçâîäèòåëüíîé
ñïîñîáíîñòè òîëüêî ñàìöîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî âîñïðî-
èçâîäèòåëüíàÿ ñïîñîáíîñòü òðàíñãåííûõ ñàìöîâ â ñðåä-
íåì áûëà óäîâëåòâîðèòåëüíîé (îïëîäîòâîðÿåìîñòü
77,9% ïî ÷èñëó îêðîëèâøèõñÿ ñàìîê ïîñëå ïåðâîãî
îñåìåíåíèÿ), íî îáíàðóæèâàëèñü çíà÷èòåëüíûå èíäè-
âèäóàëüíûå ðàçëè÷èÿ. Ó äâóõ ñàìöîâ îïëîäîòâîðÿþ-
ùàÿ ñïîñîáíîñòü áûëà ïðèìåðíî íà 30% âûøå, ÷åì ó
äâóõ äðóãèõ (96,1 è 100% ïðîòèâ 66,7 è 73,0%). Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòî îáóñëîâëåíî ðàçëè÷èÿìè ìåæ-
äó èñõîäíûìè òðàíñãåííûìè æèâîòíûìè, âûçâàííûìè
ìåñòîì èíòåãðàöèè ãåííîé êîíñòðóêöèè.
Íàñëåäîâàíèå èíòåãðàöèè ÷óæåðîäíîãî ãåíà ó ïî-

òîìñòâà ÷åòûðåõ òðàíñãåííûõ ñàìöîâ áûëà íèçêîé,
(16,6% ). Ýòî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíî ìîçàèöèçìîì
èñõîäíûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ è ãåíåòè÷åñêèìè èç-
ìåíåíèÿìè â ïðîöåññå êðîññåíãîâåðà â ïåðèîä îïëîäîò-
âîðåíèÿ. Èíäèâèäóàëüíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó èñõîäíûìè
òðàíñãåííûìè ñàìöàìè ïî ñòåïåíè íàñëåäîâàíèÿ ãåíà
â ïîòîìñòâå ïðè îñåìåíåíèè ñ íåòðàíñãåííûìè ñàìêà-
ìè êîëåáàëèñü â ïðåäåëàõ 9,3-22,1%. Ïðè ýòîì ïðîöåíò
íàñëåäîâàíèÿ ãåíà ó ïîòîìñòâà îò äâóõ ñàìöîâ áûë
âäâîå âûøå, ÷åì ó äâóõ äðóãèõ (21,8 è 22,1% ïðîòèâ
9,3 è 11,2%).
Îáíàðóæåíû ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó òðàíñ-

ãåííûìè êðîëèêàìè ïî âûæèâàåìîñòè èõ òðàíñãåííîãî
ïîòîìñòâà. Âûæèâàåìîñòü òðàíñãåííîãî ïîòîìñòâà îò
äâóõ òðàíñãåííûõ êðîëèêîâ áûëà îäèíàêîâîé ñ íåòðàí-
ñãåííûìè (66,7 è 65,2% ïðîòèâ 66,3% ó íåòðàíñãåííûõ),
íåñêîëüêî íèæå ó ïîòîìêîâ òðåòüåãî êðîëèêà (51,4%) è
ïðèìåðíî â ñåìü ðàç íèæå ó ïîòîìêîâ ÷åòâåðòîãî êðî-
ëèêà (8,7%). Ýòè íàáëþäåíèÿ íå âûçûâàþò ñîìíåíèé â
òîì, ÷òî íåàäåêâàòíîå ìåñòî èíòåãðàöèè ââåäåííîãî
ãåíà ìîæåò îêàçûâàòü, ïî-âèäèìîìó, âðåäíîå âëèÿíèå
íà æèçíåñïîñîáíîñòü òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.
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