Ген ag1 вовлечен в процесс регенерации у рыбы Danio rerio
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Низшие позвоночные (рыбы и амфибии) в отличие от высших (рептилии, птицы и млекопитающие) способны эффективно восстанавливать утраченные или поврежденные ткани и органы. Мы предполагаем, что снижение регенеративных способностей высших позвоночных связано с исчезновением у их предков некоторых генов, участвующих в регенерации. Ранее в нашей лаборатории был обнаружен ген ag1 из семейства Agr, присутствующий у низших позвоночных, но исчезающий у высших. Целью данной работы являлось изучение роли гена ag1 в регенерации у рыбы Danio rerio. Нами были использованы следующие методы: гибридизация in situ, создание парафиновых срезов, ПЦР в реальном времени, микроинъекции антисмысловых морфолиновых олигонуклеотидов, метод TUNEL. Ген ag1 кодирует секретируемый белок, относящийся к группе дисульфид изомераз. Методом ПЦР в реальном времени было показано, что при регенерации хвостового плавника экспрессия гена ag1 значительно возрастает на пятый день после ампутации. При этом на первый и второй дни после ампутации происходит заметное снижение экспрессии ag1 по сравнению с базовым уровнем. Результаты полученные методом in situ гибридизации подтвердили данные об активации гена ag1 при регенерации и выявили локализацию транскриптов данного гена в клетках раневого эпителия. Для определения роли гена ag1 в процессе регенерации, мы провели эксперименты по специфичному подавлению данного гена в хвостовом плавнике рыбы. Для этого мы использовали микроинъекции специфичных к ag1 антисмысловых vivo-морфолиновых олигонуклеотидов перед ампутацией плавника, в следствие чего регенерация хвостового плавника значительно замедлялась. TUNEL анализ показал отсутствие побочного апоптозиндуцирующего эффекта, иногда вызываемого vivo-морфолиновыми олигонуклеотидами, что свидетельствует о специфичности наблюдаемого эффекта подавления регенерации при ингибировании ag1. Более того, инъекция vivo-морфолиновых олигонуклеотидов приводила к снижению экспрессии маркерных генов регенерации: fgf20a и igf2b.  Таким образом, полученные нами данные указывают, что ген ag1, отсутствующий у высших позвоночных, вовлечен в процесс регенерации у рыбы Danio rerio, что говорит в пользу нашей гипотезы, предполагающей, что снижение способности к регенерации высших позвоночных может быть обусловлено исчезновением у их предков определенных генов.
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