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Цель исследования — выявление новых мутаций генов, вызывающих пороки развития коры головного мозга у мышей.
Материалы и методы. Для идентификации генов, вызывающих пороки развития коры головного мозга, был проведен химиче-

ский мутагенез с использованием N-этил-N-нитрозомочевины в качестве мутагена. 141 самец мышей линии С3Н был инъецирован 
мутагеном в возрасте 8 нед для индуцирования мутаций в сперматогониальных стволовых клетках. После периода стерильности 
животные были использованы в схеме скрещивания в течение трех поколений с применением обратного скрещивания, и в эту стра-
тегию были включены Satb2-LacZ-репортерные мыши для мечения нейронов, формирующих мозолистое тело.

Результаты. Описан фенотип животного, демонстрирующий первичную микроцефалию, и 6 мутантных линий, которые демон-
стрируют аудиогенную эпилепсию. Фенотипы данных мутантов будут в дальнейшем представлены и прокомментированы.
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The aim of the study is to identify new gene mutations causing cerebral cortex malformations in mice.
Materials and Methods. To identify genes causing cerebral cortex malformations, chemical mutagenesis was carried out using N-ethyl-

N-nitrosourea as a mutagen. A total of 141 male C3H mice aged 8 weeks were injected with the mutagen in order to induce mutations in 
spermatogonial stem cells. After a period of sterility, the animals were used in three-generation backcross scheme. Satb2-LacZ reporter 
mice were involved in this strategy to label the neurons forming the corpus callosum.

Results. The animal phenotype displaying primary microcephaly and 6 mutant lines demonstrating audiogenic epilepsy have been 
described. The phenotypes of these mutants will be further presented and discussed.

Key words: mouse mutagenesis; brain development genetics; phenotype screening; microcephaly; audiogenic epilepsy.

English

Введение

На ранних стадиях развития формирование голов-
ного мозга млекопитающих представляет собой скоор-
динированные этапы деления клеток и их дифферен-
циации. Теленцефалон млекопитающих развивается 
из самой ростральной части нервной трубки и в ко-
нечном итоге приводит к формированию неокортек-
са, гиппокампа, обонятельных луковиц и базальных 
ганглиев. Точное регулирование процессов клеточной 
дифференциации (и гибели клеток) способствует со-
зданию правильной мозговой архитектуры. Данные 
события требуют большого разнообразия скоорди-
нированных клеточных биологических процессов. На 
данный момент существуют работы, посвященные ис-
следованию генетической регуляции развития перед-
него мозга, но по-прежнему многое остается неясным. 
Дальнейшее изучение молекулярных основ процес-
сов формирования головного мозга может помочь в 
объяснении причин многих заболеваний этого органа 

[1, 2], включая пороки развития, дегенеративные за-
болевания, развивающиеся во взрослом состоянии, и 
онкогенез. В связи с накоплением сведений о генети-
ческом вкладе в развитие многих заболеваний возни-
кает потребность в изучении генетических модифика-
ций, вызывающих и контролирующих пороки развития 
коры головного мозга.

Один из подходов к изучению изменений от-
дельных генов основан на использовании хи-
мического мутагенеза, вызываемого N-этил-N-
нитрозо мочевиной (N-ethyl-N-nitrosourea — ENU). 
ENU-мутаген вызывает однонуклеотидные замены, 
что способно продуцировать различные типы мута-
ций, в том числе гипо-, гипер-, нео-, нуль- и антимор-
физмы [3–5]. Изначально такие замены были при-
знаны трудноидентифицируемыми, и поэтому после 
предложения этого мутагена Расселом в 1982 г. в 
качестве метода нетоксичного увеличения частоты 
мутаций [6] он использовался только небольшим ко-
личеством исследователей [7–9].

Идентификация новых мутаций, контролирующих пороки развития коры головного мозга
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В дальнейшем были усовершенствованы инстру-
менты для геномного анализа и позиционного клони-
рования, что привело к усиленному использованию 
ENU в широкомасштабных скринингах с большим ко-
личеством мышей [7, 9, 10], в том числе при решении 
конкретных биологических вопросов [2, 6, 9, 11–13].

Результаты этих исследований показали эффек-
тивность данного подхода для создания и изучения 
новых мутаций с интересными фенотипами. Другие 
исследования продемонстрировали, как подобная 
стратегия может быть использована в изучении вза-
имосвязи между определенным геном и заболевани-
ем [12].

Введение ENU самцам мышей приводит к образо-
ванию точечных мутаций в сперматогониях, из кото-
рых созревают сперматозоиды, с частотой примерно 
1,5·10−3, или одна мутация на 700 локусов. Данное 
химическое вещество представляет собой алкили-
рующий агент, который оказывает свое действие пу-
тем переноса этильной группы ENU на нуклеотидные 
основания (чаще всего тимин) в нуклеиновых кисло-
тах (рис. 1). В результате образуется О6-этилгуанин, 
который комплементарен к аденину, а не к цитозину, 
таким образом происходит точечная замена. Данный 
мутаген не требует метаболической активации.

Цель исследования — выявление новых мутаций 
генов, вызывающих пороки развития коры головного 
мозга у мышей.

Материалы и методы
В данном проекте были использованы мыши ли-

ний C3H/HeJ (C3H) и C57BL/6, которые используются 
в самых разных областях исследований, включая ис-
следования рака, инфекционных, сенсоневральных 
и сердечно-сосудистых заболеваний. Для этих линий 
определена последовательность генома.

Для проведения скрининга, направленного на иден-
тификацию новых мутаций генов, отвечающих за фор-
мирование и функционирование коры головного моз-
га, были проведены четыре серии инъекций мутагена 
230 самцам линии C3H с дозой 60–100 мкг/кг.

Содержание и уход за экспериментальными жи-
вотными соответствовали «Правилам для прове-
дения работ с использованием экспериментальных 
животных» (Россия, 2010) и «Международным ре-
комендациям (этическому кодексу) по проведению 
медико-биологических исследований с использова-
нием животных» (CIOMS и ICLAS, 2012), при этом 
неукоснительно соблюдались этические принципы, 
установленные Европейской конвенцией по защи-
те позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей (Страсбург, 
2006). На проведение экспериментальных исследо-
ваний на животных получено разрешение Этического 
комитета Национального исследовательского Ниже го-
родского государственного университета им. Н.И. Ло-
бачевского.

Приготовление препарата ENU и выполнение 
инъекций. ENU-мутаген чувствителен к влажности, 
свету и кислотности. Перед каждой еженедельной 
инъекцией разведение производили в новом флако-
не ENU (N3385, Sigma-Aldrich, Германия). От воздей-
ствия света флакон защищали с помощью фольги. 
Раствор готовили путем добавления 10 мл 95% эти-
лового спирта, перемешивания до полного растворе-
ния и добавления 90 мл фосфатно-цитратного буфе-
ра (100 мМ фосфата натрия, 50 мМ цитрата натрия, 
рН=5,0). После растворения раствор представлял со-
бой прозрачную жидкость желтого цвета.

Необходимое количество ENU для инъекции от-
дельного животного рассчитывали по следующей 
формуле:

=0,001· YW + Z
X

 ,

где W — масса животного в граммах; Y — желаемая 
доза в микрограммах ENU на грамм массы тела; Х — 
концентрация стокового раствора в миллиграммах на 
миллилитр; Z — объем инъекции в миллилитрах.

Объем инъекции составлял 0,2–1 мл, так как мень-
шие объемы трудно вводить, а большие могут привес-
ти к интоксикации этанолом [13].

Инъекции проводили 8-недельным мышам линии 

Рис. 1. Механизм действия ENU-мутагена [14]:
А — аденин, С — цитозин, G — гуанин, Т — тимин, 
О-еG  — O6-этилгуанин
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С3Н внутрибрюшинно в соответ-
ствии с рассчитанным объемом. 
Место инъекции выбирали вдоль 
вентральной линии живота, ка-
удальнее грудной клетки, но ро-
стральнее мочевого пузыря.

Период стерильности жи-
вотных. По данным литературы 
[15], в среднем период стериль-
ности мышей после трехкратно-
го инъецирования ENU состав-
ляет 10–15 нед. В это время 
сперматогониальные клетки пере-
заселяют яичники самцов. В неко-
торых случаях самцы никогда не 
восстанавливают фертильность. 
Например, при трехкратном введе-
нии мутагена в дозе 100 мг/кг сам-
цам линии C57BL/6J 25–50% из 
них не восстанавливают свою фертильность [15].

Схема скрещивания мышей. В исследованиях с 
использованием ENU-мутагена могут быть примене-
ны различные схемы скрещивания мышей для про-
ведения скрининга (рис. 2). Скрининг мышей первого 
поколения может быть использован для исследова-
ния животных, демонстрирующих как аутосомные, 
так и преимущественно сцепленные с X-хромосомой 
наследственные черты. Скрининг мышей второго по-
коления может быть применен для изучения мутаций, 
затрагивающих определенный ген, для выделения 
аллельных рядов или идентификации взаимодейству-
ющих генов. Такой подход также эффективен в соче-
тании с мутациями делециями, для выделения мута-
ций, прелокализованных до интервала делеции, и для 
получения животных, демонстрирующих Х-связанные 
рецессивные признаки. Для генерации животных, де-
монстрирующих аутосомно-рецессивные признаки, 
используется скрининг в третьем поколении. Также в 
этот подход часто включают обратное скрещивание 
самок поколения G2 со своими отцами, чтобы повы-
сить вероятность обнаружения мутаций.

В данном исследовании скрининг животных прово-
дили в третьем поколении с использованием стадии 
обратного скрещивания для получения рецессивных 
мутаций.

Промотор LacZ-гена. Satb2 является ДНК-
связывающим белком, который участвует в органи-
зации хроматина и регулирует экспрессию генов, а 
также необходим для инициации у нейронов верхних 
слоев коры специфической генетической програм-
мы. Satb2 служит также репрессором Ctip2 и регуля-
тором кортико-кортикальных взаимодействий в коре 
головного мозга [16]. Бета-галактозидаза (β-gal), ко-
дируемая геном LacZ, широко используется в каче-
стве трансгена фермента-репортера. Возможность 
визуализации LacZ-экспрессии у живых трансгенных 
животных расширяет границы использования этого 
репортера. Бета-галактозидаза является ферментом, 

Рис. 2. Варианты схем скрещивания, применяемые для ENU-мутагене- 
 за [13]:
G0, G1, G2, G3 — номера поколений

Идентификация новых мутаций, контролирующих пороки развития коры головного мозга

который гидролизует бета-галактозиды. Расщепление 
X-gal (5-бром-4-хлор-3-индолил-b-галактопиранозида) 
приводит к появлению синей окраски.

Введение в геном мутантных линий мышей после 
ENU-мутагенеза трансгена Satb2-LacZ может быть 
использовано для более простой визуализации изме-
нений цитоархитектуры коры головного мозга и связей 
между клетками.

Генотипирование на LacZ. Для выявления на-
личия LacZ-трансгена у мышей был разработан про-
токол полимеразной цепной реакции (ПЦР). Для ее 
проведения выполняли забор хвостовых проб мышей 
путем отделения концевого фрагмента ножницами и 
помещения полученного образца в стерильную про-
бирку. Затем осуществляли лизирование и выделение 
ДНК путем преципитации изопропиловым спиртом. 
Выделенные образцы использовали в качестве матри-
цы для проведения ПЦР-диагностики. Для амплифи-
кации фрагмента гена LacZ была подобрана система 
праймеров (SatB2 Fwd, SatB2 Rev и SatB2 LacZ Rev) 
и выбраны оптимальная температура отжига прайме-
ров — 58ºС и количество циклов — 35.

Полимеразную цепную реакцию проводили на про-
граммируемом термоциклере (BIO-RAD Laboratories, 
США) в общем объеме 20 мкл, содержащем 2 мкл 
10-кратного буфера (Mg2+ — 30 мМ); 0,4 мкл 10 мМ 
dNTP; 1 ед. Taq ДНК-полимеразы; по 10 пкМ прайме-
ров SatB2 Fwd, SatB2 Rev и SatB2 LacZ Rev для ам-
плификации фрагмента гена LacZ длиной 250–300 
пар нуклеотидов, 2 мкл пробы ДНК; в следующем ре-
жиме:

1) 95ºС 3 мин, 1 цикл;
2) 95ºС 30 с;
3) 58ºС 30 с;
4) 72ºС 30 с, шаги 2–4 повторять 35 циклов;
5) 72ºС 5 мин, 1 цикл;
6) хранение при 12ºС.
Для визуализации фрагментов ДНК пробы в лунки 

вносили 2% агарозного геля с содержанием этидия 
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бромида (0,5 мкг/мл) и проводили горизонтальный 
электрофорез при силе тока 200 А в течение 40 мин 
в однократном трис-ацетатном электронном буфере. 
Идентификацию генотипов выполняли по качествен-
ным признакам ПЦР с помощью гельдокументиру-
ющей системы Quantum (Vilber Lourmat, Франция) и 
программы VisionCap.

Протокол окрашивания. Для визуализации из-
менений в строении коры головного мозга был при-
менен оптимизированный протокол окрашивания 
препаратов мозга мышей с Satb2-LacZ-репортером, 
а также подобран состав используемых растворов. 
Бета-галактозидаза, кодируемая геном LacZ, гидроли-
зует бета-галактозиды, что приводит к появлению си-
ней окраски. Продукт расщепления обладает дальним 
красным светом и свойствами флюоресценции, детек-
тируемыми при in vivo имиджинге.

На первом этапе срезы головного мозга мышей, 
содержащих LacZ-трансген, отмывались в свежем 
растворе (4 мМ MgCl2; 0,01% NaDOC; 0,02% NP40 в 
фосфатно-солевом буфере (PBS), pH=7,4). Затем сре-
зы инкубировали в окрашивающем растворе (5 мМ 
K3Fe(CN)6; 5 мМ K4Fe(CN)6; 0,5 мг/мл X-gal) в течение 
30 мин при 37ºС. Далее их отмывали в растворе PBS 
и фиксировали на стеклах для последующего микро-
скопирования.

Тестирование на аудиогенные судороги. 
Аудиогенные судороги (АС), развивающиеся рефлек-
торно у грызунов в ответ на звуковую стимуляцию, яв-
ляются одной из наиболее популярных и адекватных 
экспериментальных моделей генерализованной кон-
вульсивной эпилепсии человека [17–20].

Впервые АС у крыс наблюдали в Вистаровском 
институте в США, а у мышей — в лаборатории 
И.П. Павлова в 1924 г. Использование грызунов в ка-
честве экспериментальной модели для исследова-
ния физиологических механизмов эпилепсии было 
начато Л.В. Крушинским и его коллегами в 1948 г. на 
кафедре биологии развития биологического факуль-
тета МГУ [18].

Предрасположенность к АС у грызунов может 
быть генетически наследуемым признаком, а также 
возникать в результате индуцированного мутагенеза 
[19, 21]. Так же, как и другие рефлекторные судороги, 
АС являются латентной формой эпилепсии, таким 
образом, при отсутствии специфической стимуля-
ции животное не демонстрирует неврологической 
патологии, а эпилептический припадок развивается 
только при действии соответствующего сенсорного 
стимула [22].

Развернутые АС состоят из нескольких фаз, кото-
рые последовательно сменяют друг друга и отражают 
распространение эпилептической активности в мозге: 
начального двигательного возбуждения (пароксиз-
мального бега), клонических и тонических судорог. 
Двигательное возбуждение является характерным и 
наиболее часто встречающимся компонентом АС у 
грызунов. Остальные компоненты, такие как клони-

ческие и тонические судороги, могут отсутствовать. 
Двигательное возбуждение может состоять из одного 
или двух эпизодов, разделенных периодом неподвиж-
ности («тормозной паузой»).

Интенсивность АС определяется прежде всего ис-
ходным уровнем судорожной чувствительности живот-
ного и варьирует от минимальной судорожной реакции 
на звук в виде двигательного возбуждения (балл 1) до 
развернутого припадка с тонико-клоническими судо-
рогами максимальной интенсивности (балл 4 по шка-
ле Крушинского [23] или балл 9 по шкале Jobe [20].

Степень проявления АС в ответ на звуковую сти-
муляцию может быть разделена на несколько универ-
сальных фаз, характерных для всех линий животных, 
склонных к AС:

1. Фаза «манежного бега», или двигательного воз-
буждения, — после начала звуковой стимуляции жи-
вотные совершают неконтролируемые движения в те-
стовой камере. Данная фаза может содержать 1 или 2 
фазы возбуждения: унифазический бег (описан в ли-
тературе как «ложный старт») или бифазический бег.

2. Клонические судороги — характеризуются изги-
банием спины, шеи, передних и задних конечностей 
в сочетании с мышечными спазмами всего тела. Если 
клонус сопровождается кратковременной ригидно-
стью тела животного, то этот вид судорог будет клас-
сифицироваться как тонико-клонические.

3. Тонические судороги — могут наблюдаться вслед 
за фазой бега или клонусом, характеризуются ригид-
ным вытягиванием всего тела животного. АС, достиг-
шие этой фазы, могут приводить к смерти животного, 
что является наиболее общей чертой у различных ли-
ний мышей.

4. После развития клонических, тонических или то-
нико-клонических судорог у различных линий грызу-
нов также может быть отмечено существование типич-
ного постсудорожного периода, характеризующегося 
неподвижностью, временной нечувствительностью к 
действию звука и вокализацией [24].

Результаты
Для проведения скрининга, направленного на иден-

тификацию новых мутаций генов, отвечающих за фор-
мирование и функционирование коры головного моз-
га, были проведены 4 серии инъекций мутагена ENU в 
соответствии с протоколом (см. таблицу).

В ходе исследования было установлено, что 
самцы при трехкратном введении мутагена в дозе  
60 мг/кг восстанавливали свою фертильность через 
21–24 нед, при дозе в 80 мг/кг — через 27–28 нед, а 
при дозе 100 мг/кг фертильность не восстанавлива-
лась полностью (рис. 3).

В нашей работе мы использовали схему скрещива-
ния трех поколений с обратным скрещиванием, а так-
же в данную схему были интегрированы Satb2-LacZ-
репортерные мыши для идентификации рецессивных 
мутаций (рис. 4). Во втором поколении в схему скре-
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Рис. 4. Схема скрещивания в течение трех поколений с 
использованием этапа обратного скрещивания, приме-
ненная в данном исследовании

Рис. 3. Период стерильности у групп мышей 
с разными дозами ENU-мутагена
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щивания включены мыши линии C57BL/6 для полу-
чения генетического полиморфизма, который исполь-
зовали при дальнейшем картировании выявленных 
мутаций [25, 26]. В результате скрещивания самцов 
поколения G0, подвергнутых инъецированию мутаге-
ном, с C3Н-самками дикого типа были получены сам-
цы G1. На данном этапе в схему скрещивания была 
введена Satb2-LacZ-линия мышей (C57BL/6) для полу-
чения поколения G2. Для создания рецессивных му-
тантов LacZ-положительные самки G2 были скрещены 
с отцами G1. Полученное потомство G3 было проана-
лизировано на наличие аномалий развития головного 
мозга на 4-й день после рождения и на чувствитель-
ность к АС, вызывающим эпилептические припадки, 
на 21-й день после рождения.

С помощью протокола окрашивания, описанного ра-
нее, у 113 «линий» мышей от 20 ENU-индуцированных 
мутантных самцов (поколение G3) были изучены ци-
тоархитектурные особенности коры головного мозга.

Обнаружена мутация, которая приводит к развитию 
фенотипа первичной микроцефалии.  В среднем ко-
личество микроцефалов в потомстве варьировало от 
одной шестой до одной восьмой, что может говорить 

о рецессивности данной мутации, с одной стороны, 
и возможной частичной эмбриональной летально-
сти — с другой стороны. Мыши с проявлением при-
знаков микроцефалии умирали при рождении. Стоит 
отметить, что на сроке Е16.5 уже обнаруживаются 
эмбрионы с микроцефалией, но смерть наступает, как 
правило, после рождения. Микроцефалы характери-
зовались заметным уменьшением размера головы, 
как черепа, так и мозга, и небольшим уменьшением 
размеров тела. При этом уменьшение размера голов-
ного мозга в основном происходило за счет критично-
го уменьшения размеров больших полушарий, в том 
числе коры головного мозга. В то же время у мышей 
с микроцефалией обнаруживали мозолистое тело 
и гиппокамп, что говорит о наличии всех основных 
структур головного мозга на фоне уменьшения разме-
ра отдельных его частей или всего мозга полностью.  
Микроцефалия может быть вызвана ненормальной 
пролиферацией клеток или увеличением клеточной 
смерти (рис. 5).

Для генерации АС у мышей была создана установ-
ка на базе установки Startle and fear condition (PanLab, 
Испания; Stoelting, США) и проведено тестирование 
ее работы. Эта установка (рис. 6) представляет собой 
пластиковую камеру (25×25×25 см), которая поме-
щена в звукоизолирующий бокс. В камере располо-
жен звонок, а также видеокамера (Lifecam cinema HD; 
Microsoft, США), с помощью которой ведется видео-

Идентификация новых мутаций, контролирующих пороки развития коры головного мозга

Серии инъекций мутагена мышам  
линии C3H

Серия  
инъекций

Даты  
инъекций

Дозы мутагена, 
(мкг/кг)/количество 

животных

1
29.07.2015
05.08.2015
12.08.2015

80/21
90/19

100/20

2
19.10.2015
27.10.2015
03.11.2015

80/18
90/21

100/20

3
19.01.2016
26.01.2016
02.02.2016

60/21
80/17

100/22

4
03.03.2016
10.03.2016
17.03.2016

60/18
80/18

100/15
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фиксация происходящего внутри. Исследуемое живот-
ное помещается в установку и после 1 мин адаптации 
подается громкий акустический сигнал (10 кГц, 100 дБ). 
Сигнал прекращается при возникновении у животного 
судорог или через 80 с (четыре раза по 20 с, с двухсе-
кундными интервалами) после начала теста.

Для оценки наблюдаемого эффекта использова-
ли следующие количественные показатели аудио-
генной реакции: латентный период возникновения 
двигательного возбуждения в ответ на звуковое 
воздействие (в секундах), латентный период возник-
новения судорожного припадка (в секундах), интен-
сивность судорожного припадка (в баллах от 0 до 4) 
и характер судорожной реакции (одно- или двухвол-
новой).

Мыши поколения G3 тестировались в возрасте 20–
30 дней. К настоящему времени суммарное количест-
во протестированных животных составило 836. Всего 
было исследовано потомство от 32 самцов, инъециро-
ванных ENU-мутагеном. Обнаружены половые разли-
чия в реакции на экспериментальный раздражитель и 
выявлены линии животных, чувствительные к эпилеп-
тогенному действию звука: S1-3, S2-3, S3-2, S5-1, S8-
3, S9-4.

Мыши поколения G3 этих линий в дальнейшем бу-
дут протестированы с помощью различных поведен-

ческих методов, а также будет осуществлено картиро-
вание данных мутаций.

Заключение
В результате идентификации генов, вызывающих 

пороки развития коры головного мозга мышей, кото-
рая была выполнена с помощью химического мута-
генеза с использованием N-этил-N-нитрозомочевины 
в качестве мутагена, описан фенотип, демонстриру-
ющий первичную микроцефалию, и обнаружено 6 ли-
ний животных, у которых после аудиогенной стимуля-
ции возникали индуцированные судороги.
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