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АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ 

Проблема преобразования плана строения организма в ходе эволюции – одна из 

важнейших в биологии. План строения тела позвоночных существенно усложнился по 

сравнению с их ближайшими родственниками, беспозвоночными хордовыми – 

представителями бесчерепных (ланцетников) и оболочников (асцидий), которые по своему 

образу жизни являются малоподвижными фильтраторами. Эволюционный успех 

позвоночных во многом связан с появлением и развитием у них ряда важных 

морфологических особенностей, обеспечивших возможность ведения более активного 

образа жизни. Большая подвижность и возможность активного питания были обеспечены 

появившимися парными конечностями и челюстным аппаратом. Возможность ориентации 

в пространстве и способность к обработке большого объема внешней информации 

неразрывно связаны с усложнением и преобразованием нервной системы и, в первую 

очередь, головного мозга. 

Современные исследования эволюционной истории и механизмов появления новых 

признаков являются областью пересечения нескольких научных дисциплин – 

палеонтологии, эволюционной биологии, сравнительной морфологии, эмбриологии, а 

также, в последнее время – молекулярной биологии и биоинформатики. Накапливающиеся 

данные показывают, что на геномном уровне основой морфологических преобразований, 

помимо изменений регуляторных элементов генов и точечных мутаций в их белок-

кодирующих последовательностей, может быть появление и утрата отдельных генов. В 

качестве одного из важнейших путей появления новых генов рассматриваются геномные 

полиплоидизации (как правило дупликации), в ходе которых происходит увеличение числа 

копий исходных генов и возникает больше возможностей для преобразования структуры и 

свойств отдельных паралогов. Дупликации могут затрагивать как отдельные гены, так и 

более протяженные участки генома, вплоть до полногеномных дупликаций, при которых 

происходит удвоение всего генома организма. Согласно принятой на сегодняшний день 

точке зрения, на ранних этапах эволюции позвоночных имели место как минимум два 

раунда полногеномных дупликаций, которые могли стать основой для последующего 

преобразования и усложнения плана строения. 

Исторически, значительная часть знаний об эмбриональном развитии позвоночных 

получена в ходе работы с традиционными лабораторными объектами, такими как 
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эмбрионы мышей, кур, амфибий (в первую очередь - шпорцевых лягушек Xenopus sp.), 

костистых рыб (в первую очередь – рыбки Danio rerio). 

 

Рисунок 1. Схематичное филогенетическое дерево основных групп современных 

позвоночных. Синим обозначены группы, представители которых исследовались в 

настоящей работе. Фиолетовым обозначены вопросы, затронутые в настоящей работе. 

 

Идея настоящей работы состоит в том, что для исследования молекулярных 

механизмов, обеспечивших появление новых структур и признаков, лучше всего подходят 

представители филогенетических групп, у которых исследуемые признаки появляются 

впервые в эволюции. Очевидно, лабораторная практика ограничена возможностью 

экспериментальной работы лишь с живущими в наши дни современными представителями 

древних эволюционных линий, которые отличаются от предковых форм. Однако, у 

представителей архаичных таксонов, в любом случае, выше вероятность сохранения (и, 

следовательно, обнаружения) особенностей первичных генетических механизмов, 

лежавших в основе появления новых структур. Для исследований конечного мозга такой 

базальной группой являются бесчелюстные, у которых впервые в эволюции этот отдел 

переднего головного мозга морфологически сформировался. В случае парных конечностей 

архаичными носителями признака являются хрящевые рыбы, парные плавники которых 

рассматриваются в качестве базовой модели не только в силу эволюционной древности 

группы, но и в силу строения эндоскелетных элементов. 

В соответствии с этой идеей, в настоящей работе изучение семейств генов, 

участвующих в развитии переднего мозга и парных конечностей позвоночных, были 
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проведены на миногах, как представителях бесчелюстных, базальной ветви современных 

позвоночных, а также акулах и осетрообразных, как наиболее архаичных представителях 

челюстноротых (Рисунок 1). Значительная часть функциональных исследований была 

проведена на амфибиях, как представителях наземных позвоночных и удобном 

«традиционном» лабораторном объекте с широким арсеналом разработанных и доступных 

к применению методик и экспериментальных протоколов. Особенности экспрессии 

ортологов исследуемых генов были также проанализированы у представителей 

ближайших родственников позвоночных – бесчерепных (ланцетников) и оболочников. 

В совокупности, исследования, проведенные с филогенетически важными объектами 

– эмбрионами миног, акул и осетровых, позволили получить новую информацию о роли и 

вкладе сформировавшихся у позвоночных семейств регуляторных генов в развитие 

морфологического плана строения и появлении новых структур, ставших важными 

предпосылками для эволюционного успеха позвоночных. 

 

ЦЕЛЬ И ЗАДАЧИ РАБОТЫ 

Целью настоящей работы было изучение особенностей эволюции нескольких 

семейств генов, регулирующих формирование плана строения позвоночных и 

исследование их роли в развитии уникальных структур - конечного мозга и парных 

конечностей.  

Задачи работы включали исследования филогении, геномной синтении, особенностей 

экспрессии и функциональных свойств регуляторных генов семейств Noggin, Foxg1, Anf и 

Chordin, а также их роли в морфогенезе конечного мозга и парных конечностей 

позвоночных.  

Основными модельными объектами в работе являлись современные представители 

эволюционно древних групп позвоночных – миног, как представителей бесчелюстных, а 

также хрящевых рыб и осетрообразных, как архаичных представителей челюстноротых. 

Функциональные исследования включали работу с эмбрионами амфибий. 

 

НАУЧНАЯ НОВИЗНА И ПРАКТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ 

В ходе проведения работы разработана уникальная для нашей страны методика 

содержания и систематического получения в лабораторных условиях живых эмбрионов 
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речной миноги Lampetra fluviatilis, как представителя эволюционно древней линии 

позвоночных - бесчелюстных. 

Проведена оптимизация комплекса лабораторных методик для работы с 

филогенетически важными, в силу своего архаизма, немодельными объектами – 

эмбрионами миног, хрящевых и осетрообразных рыб. 

В работе впервые описаны множественные паралоги генов noggin и foxg1 у 

представителей миног, акул и осетровых рыб. Гены этих семейств принимают участие в 

формировании переднего мозга позвоночных, и регуляции клеточной дифференцировки. 

Впервые исследованы функциональные свойства генов noggin2 и noggin4 челюстноротых, 

их роль в раннем развитии и участие в регенерационных процессах. 

Впервые описан и исследован ген класса Anf у миног, как представителей 

бесчелюстных. Обнаружение гена lanf (lamprey anf) у миног позволило подтвердить 

выдвинутую ранее гипотезу о важности появления гена anf для возникновения 

уникального конечного мозга позвоночных. Конечный мозг впервые в эволюции появился 

именно у бесчелюстных и в ходе дальнейшей эволюции развился в кору больших 

полушарий, обеспечивающую высшие формы нервной активности у позвоночных, в том 

числе у приматов и человека.  

Исследованы гены семейства Chordin у позвоночных. Впервые показано, что ген 

chordin-like1 появился у челюстноротых и может быть связан с возникновением у 

представителей этой группы уникальных по своему строению парных конечностей.  

Изначально парные конечности появились в эволюции челюстноротых в виде плавников 

предковых рыб, а затем преобразовались в специализированные формы плавников 

современных костистых рыб и пятипалую конечность наземных позвоночных. 

В работе впервые показано, что механизмы нейральной индукции и ранней осевой 

дифференцировки эмбрионов миног могут отличаться от классической модели нейральной 

индукции, разработанной в первую очередь на амфибиях. 

 

АПРОБАЦИЯ ДИССЕРТАЦИИ И ПУБЛИКАЦИИ 

Материалы диссертации опубликованы в 40 статьях в рецензируемых журналах, 

включены в состав 4х патентов. Результаты работы были представлены в виде 

приглашенных докладов и стендовых сообщений на 9 всероссийских и международных 

конференциях. 
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СТРУКТУРА И ОБЪЕМ ДИССЕРТАЦИИ 

Диссертация состоит из следующих разделов: Введение, Обзор литературных 

данных, Результаты, Обсуждение результатов, Материалы и методы исследования и 

Выводы.  Текст диссертации изложен на 382 страницах машинописного текста, содержит 

127 Рисунков и 6 Таблиц. Список цитированной литературы включает 488 работ.  

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Гены семейства Noggin – регуляторы раннего развития позвоночных 

Проведенный анализ доступных геномных баз данных показал, что у представителей 

беспозвоночных хордовых – бесчерепных (ланцетников) и оболочников - в геноме 

присутствует по одному гену noggin.  

С момента открытия секретируемого белка Noggin в качестве нейрального индуктора 

в 1992 году у позвоночных долгое время исследовался один ген и его белковый продукт – 

Noggin1. Единственным исключением были костистые рыбы, у которых, были 

обнаружены и описаны три гена Noggin - noggin1, noggin2 и noggin3, появление которых 

связывалось с геномной дупликацией, произошедшей в эволюционной ветви костистых 

рыб. В качестве основной функции Noggin традиционно рассматривалось ингибирование 

сигнального каскада BMP. 

В ходе проведенного в настоящей работе поиска гомологов гена Noggin у 

позвоночных, как у бесчелюстных, так и у челюстноротых, были обнаружены и описаны 

несколько паралогов noggin. 

Гены семейства Noggin у бесчелюстных 

Поиск генов семейства Noggin бесчелюстных был проведен в доступных геномных 

библиотеках тихоокеанской миноги (Lethenteron camtschaticum) и морской миноги 

(Petromyzon marinus). В результате у миног было обнаружено 4 гена noggin: nogginA, 

nogginB, nogginC, nogginD. Для установления филогенетического родства белков Noggin 

позвоночных был проведен филогенетический анализ их аминокислотных 

последовательностей (Рисунок 2) и анализ локальной геномной синтении (состав соседних 

генов) генов noggin позвоночных (Рисунок 3). 

Проведенные анализы филогении и синтении показывают, что среди генов noggin 

челюстноротых уверенно выделяются три паралога – noggin1, noggin2 и noggin4. Общие 

соседние гены у noggin бесчелюстных и челюстноротых обнаруживаются, однако 
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однозначной попарной ортологии по этому признаку между генами noggin бесчелюстных 

и челюстноротых не наблюдается. 

 

Рисунок 2. Филогенетическое дерево белков Noggin позвоночных, построенное по 

алгоритму максимального правдоподобия (ML). Показаны значения бутстрэп-теста >50. 
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Ac – Anolis carolinensis, Aca – Amia calva, Ar – Amblyraja radiata, Bf – Branchiostoma 

floridae, Cc - Carcharodon carcharias, Cg – Chiloscyllium griseum, Cp – Chiloscyllium 

punctatum, Cpl – Chiloscyllium plagiosum, Cm - Callorhinchus milii, Ci – Ciona intestinalis, Dr 

– Danio rerio, Eb – Eptatretus burgeri, Ec - Erpetoichthys calabaricus, Gg – Gallus gallus, Ho 

– Hemiscyllium ocellatum, Hs– Homo sapiens, Io – Isurus oxyrinchus, Lc – Latimeria chalumnae, 

Le – Leucoraja erinacea, Lo – Lepisosteus oculatus, Pa – Protopterus annectens, Pm – 

Petromyzon marinus, Pp – Pristis pectinata, Ps – Polypterus senegalus, Rt - Rhincodon typus, Sa 

- Squalus acanthias, Sc - Scyliorhinus canicula, Sk – Saccoglossus kowalevskii, St – Scyliorhinus 

torazame, Sti – Stegostoma tigrinum, Xl – Xenopus laevis. 

 

Рисунок 3. Анализ локальной геномной синтении генов noggin позвоночных 
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Было выявлено, что одним из характерных генов-соседей для всех генов noggin 

челюстноротых является ген ankfn1. Это указывает на единство происхождения 

(монофилию) всех трех паралогов noggin челюстноротых. Также ген ankfn1 обнаружен в 

окрестностях генов nogginB и nogginC морской миноги. На 3'-конце генов nogginA и 

noggin1 обнаружен общий ген C17ORF67. Монофилия генов noggin миног подтверждается 

наличием общего соседнего гена meteorin в окрестностях генов nogginA и nogginB, а также 

общего соседнего гена rab40b в окрестностях генов nogginC и nogginD и общего соседнего 

гена wdr90 в окрестностях генов nogginB и nogginD. 

На общность происхождения генов noggin позвоночных указывает и присутствие гена 

coil в окрестностях гена nogginB миноги, гена noggin1 челюстноротых и единственного 

гена noggin ланцетника (Рисунок 3). В сочетании с присутствием одного гена noggin у 

бесчерепных, оболочников и полухордовых, полученные данные анализа филогении и 

локальной геномной синтении свидетельствуют о формировании семейства генов noggin 

позвоночных в результате как минимум двух раундов полногеномных дупликаций на 

ранних этапах эволюции группы.  

Динамика экспрессии генов noggin на ранних стадиях развития речной миноги L. 

fluviatilis была проанализирована методом количественной ОТ-ПЦР в реальном времени. 

Было выявлено, что гены nogginA, nogginB и nogginC после оплодотворения 

экспрессируются на низком уровне, однако начиная со стадии поздней нейрулы уровень 

их экспрессии возрастает. Экспрессия nogginD наблюдается на относительно постоянном 

уровне, не превышающем уровень экспрессии на стадии бластулы.  

Пространственные паттерны экспрессии генов noggin у эмбрионов речной миноги L. 

fluviatilis были исследованы методом гибридизации in situ (Рисунок 4, Рисунок 5).  

К моменту исследования генов noggin миног для их ортологов у челюстноротых - 

генов noggin1 и noggin2 - уже была описана способность вызывать формирование 

комплекса дополнительных осевых структур (вторых осей тела) при эктопической 

экспрессии. Также было показано, что noggin4 такой способностью не обладает. Для 

оценки функциональной активности генов nogginA, nogginB, nogginC и nogginD речной 

миноги аналогичные тесты были проведены с их синтетическими мРНК, которые были 

инъецированы в вентральную область эмбрионов шпорцевой лягушки. Было выявлено, что 

мРНК nogginA, nogginB и nogginC индуцируют формирование полных дополнительных 
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(вторичных) осей тела, содержащих переднеголовные структуры (глаза) у эмбрионов 

шпорцевой лягушки (Рисунок 6).  

 

 

Рисунок 4. Сравнение паттернов экспрессии генов nogginA (A - К) и nogginC (Л 

- Ф).  

А - В – На стадии 25 (стадия ранней предличинки) ген nogginA экспрессируется в 

сомитах, нотохорде, гипохорде и нервной трубке. 

Г – Экспреcсия гена nogginA на стадии 27 (предличинка).  

Д - Ж – Продольные срезы эмбрионов на стадии 27 позволяют обнаружить 

экспрессию гена nogginA на границе конечного и промежуточного отделов мозга, в zona 

limitans intrathalamica, на границе среднего и заднего отделов и в глазах. 

З – К – У личинок экспрессия гена nogginA существенно возрастает в нотохорде (n) 

растущего хвоста. 

Л - Н – на стадии 25 ген nogginC экспрессируется в сомитах, нотохорде, нервной 

трубке и клетках нервного гребня 

О - Экспрессия гена nogginC на стадии 27.  

П - С – Продольные срезы позволяют обнаружить экспрессию nogginC в 

вентральной части конечного мозга и слабую экспрессию в ZLI ушных капсулах.  

Т - Ф – на стадии 27 ген nogginC экспрессируется в сомитах, нотохорде и нервной 

трубке в туловищном отделе (У), однако в хвостовой части (Ф) его экспрессия 

обнаруживается только в нервной трубке.  

Сокращения: ZLI - zona limitans intrathalamica, г – глаз, гсзм – граница среднего и 

заднего мозга, км – конечный мозг, н – нотохорд, нт – нервная трубка, пм – промежуточный 

мозг, с – сомиты, кнг - клетки нервного гребня, см – средний мозг, сп - слуховой пузырек. 
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Рисунок 5. Паттерн экспрессии гена nogginB L. fluviatilis. 
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A, Д - На стадии 17 (поздняя нейрула) ген nogginB экспрессируется на переднем 

конце нервной трубки. 

Б, Е – На стадии 18 экспрессия nogginB усиливается в области переднего и заднего 

мозга и ослабевает в дорcальной части зачатка среднего мозга. 

В, Г, Ж, З – на стадиях 19-21 (стадия головного выроста) экспрессия nogginB 

обнаруживается в зачатке переднего мозга (В, Ж) и дорзальных клетках нервной трубки 

(Г, З), предположительно клетках нервного гребня. 

И - Т – На стадиях 22-25 nogginB экспрессируется в области конечного мозга и 

вентральной части промежуточного мозга и, как показывают срезы (С, Т) - в клетках 

нервного гребня  

У - экспрессия nogginB на стадии 27 (предличинка). 

Ф – продольный срез эмбриона на стадии 27 позволяет зафиксировать экспрессию 

nogginB в дорзальной и вентральной частях конечного мозга, а также зрительной хиазме. 

Х, Ц, Ш – горизонтальные срезы головного отдела эмбрионов на стадии 27. 

Э, Ю – экспрессия nogginB на стадии 28.  

Сокращения приведены на Рисунке 4. 

 

Рисунок 6.  

Гены noggin миног 

демонстрируют 

функциональную 

активность и 

эволюционный 

консерватизм 

свойств. 

Инъекции мРНК 

генов nogginA (A, Б), 

nogginB (В, Г) и 

nogginC (Д, Е) 

миног в эмбрионы 

шпорцевой лягушки 

X. laevis индуцируют 

формирование 

дополнительных 

осей тела, включая 

переднеголовные 

структур, 

аналогично эффекту 

экспрессии мРНК 

noggin2 шпорцевой 

лягушки (И, К). 

Инъекции мРНК 

nogginD 

формирование 

дополнительных 

осей не индуцирует 

(Ж, З). 
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Это подтверждает функциональную активность генов noggin миног и эволюционный 

консерватизм свойств белков Noggin позвоночных. Белок NogginD, ранее, обнаруживший 

гомологию с Noggin4, подобно своему ортологу, не обладает способностью индуцировать 

формирование дополнительных осевых структур. 

 

Гены семейства Noggin у челюстноротых 

Проведенный филогенетический анализ, представленный на Рисунке 2, показал, что 

у хрящевых рыб из трех генов noggin, описанных у челюстноротых, все три паралога 

присутствуют только у наиболее базальной ветви – представителей подкласса 

Цельноголовых (каллоринхи) и у одного из базальных представителей акул – катрана (S. 

acanthias). У всех рассмотренных представителей Пластиножаберных (акул и скатов) 

стабильно присутствует только ген noggin2. У части рассмотренных видов исчез ген 

noggin4. При этом, в геномах большинства проанализированных представителей 

Пластиножаберных отсутствует ген noggin1 (за исключением катрана, noggin1 которого 

содержит ряд нехарактерных замен и псевдогенов у C. carcharias и I. oxyrinchus). 

Подтверждением исчезновения noggin1 у хрящевых является его отсутствие между 

характерными генами соседями у A. radiata, P. pectinata, S. canicula и C. plagiosum (Рисунок 

3). У R. typus и S. tigrinum наблюдается нарушение расположения генов в области 

потенциальных окрестностей noggin1. В геноме C. carcharias псевдоген noggin1 

располагается в области, соответствующей расположению noggin1 и имеет характерные 

для noggin1 соседние гены. У С. milii все три гена noggin имеют характерные для 

челюстноротых соседние гены. 

Анализ паттерна экспрессии noggin2 и noggin4 был проведен на эмбрионах серой 

кошачьей акулы C. griseum методом гибридизации in situ, позволяющем визуализировать 

области активной транскрипции генов на целых зародышах и гистологических срезах. 

Было обнаружено, что на стадиях 24 и 27 noggin2 диффузно экспрессируется в конечном и 

среднем мозге, но отсутствует в передней части промежуточного мозга (Рисунок 7 А - Г). 

Также экспрессия noggin2 обнаруживается вдоль дорсального края хвоста (Рисунок 7 Д). 

Ген noggin4 на стадиях 24 и 27 экспрессируется диффузно в конечном, промежуточном и 

среднем отделах головного мозга (Рисунок 7 К-Н). В отличие от noggin2, экспрессия 

noggin4 не обнаруживается вдоль дорсального края хвоста (Рисунок 7 О), но, в то же время, 

в отличие от noggin2, наблюдается в сомитах туловища и хвоста (Рисунок 7 П и Е). На 



 15 

срезах головной области эмбрионов видно, что на стадии 26 noggin2 и noggin4 

экспрессируются в клетках желудочковой зоны конечного, промежуточного и среднего 

мозга (Рисунок 7 Ж-И, Р - Т).  

При инъекциях в эмбрионы X. laevis мРНК noggin2 C. griseum индуцирует вторичные 

оси тела, в том числе полные, c переднеголовными структурами и глазами.  

 
Рисунок 7.  Пространственная экспрессия генов noggin2 (A - И) и noggin4 (К - Т) у 

эмбрионов серой кошачьей акулы C. griseum. Ж - И и Р - Т – поперечные срезы головной 

области на стадии 26. 

г – глаз, жз – желудочковая зона, зм – задний мозг, пм – передний мозг, см – средний 

мозг.  

 

У амфибий, как представителей наземных позвоночных, были обнаружены и описаны 

три паралога noggin – noggin1, noggin2 и noggin4. 

Паттерны пространственной экспрессии генов noggin у эмбрионов X. laevis были 

исследованы методом гибридизации in situ. Было показано, что экспрессия noggin2 
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наблюдается в области зачатка переднего мозга (Рисунок 8 О, П). В отличие от noggin1, 

noggin2 не экспрессируется на стадии 26 в присоске, хорде и в туловищной области 

нервной трубки. Ген noggin4 демонстрирует диффузный паттерн, экспрессируясь в 

эктодерме (Рисунок 8 С). 

Проведенные функциональные тесты показали, что Noggin2 индуцирует 

формирование полных вторичных осей тела у эмбрионов X. laevis (Рисунок 8 А-В). Noggin4 

такой активностью не обладает (Рисунок 8 Т). Было показано, что Noggin2 (как и Noggin1) 

активирует экспрессию нейральных маркеров и ингибирует эпидермальную 

дифференцировку (Рисунок 8 Г-Е). При этом, в отличие от Noggin1, Noggin2 может 

подавлять мезодермальную дифференцировку и дорсализующую активность Noggin1. Это 

указывает на способность Noggin2, кроме BMP, подавлять активность других сигнальных 

каскадов, необходимых для мезодермальной дифференцировки.  

На эмбрионах шпорцевой лягушки X. laevis было проведено исследование 

способности белков Noggin модулировать активность ключевых внутриклеточных 

сигнальных каскадов, регулирующих клеточную дифференцировку (Рисунок 9). Было 

установлено, что мРНК noggin2 транслируется в эмбрионах значительно эффективней 

noggin1, у которого 5’-нетранслируемая последовательность обладает ингибиторными 

свойствами (Рисунок 9 А - Г). Методами анализа фосфорилирования молекул Smad и в 

экспериментах с применением люциферазных репортерных конструкций была показана 

способность белков Noggin1 и Noggin2 ингибировать активность не только BMP, но и 

Nodal/Activin и Wnt сигнальных каскадов (Рисунок 9 Ж - Н). Методами ко-

иммунопреципитации и иммуноблоттинга была показана способность белков Noggin 

напрямую связывать белки-лиганды, в норме активирующие каскады Nodal/Activin и Wnt 

(Рисунок 9 Д, Е). Белок Noggin4, не обладает способностью ингибировать каскад BMP (что 

соответствует наличию в аминокислотной последовательности Noggin4 замен в 

положениях, согласно литературным данным, критически важных для обеспечения 

способности Noggin белков связывать молекулы BMP), а также Nodal/Activin каскады 

(Рисунок 10 А, Б). В то же время, Noggin4 обнаружил способность подавлять активность 

Wnt/-catenin сигнального каскада и связывать белок Wnt8, активирующий этот каскад 

(Рисунок 10 В – Д). Способность Noggin4 белок Wnt8 была показана методом ко-

иммунопреципитации и подтверждена методом поверхностного плазмонного резонанса 

(Рисунок 10 Д). Функциональным подтверждением способности Noggin4 ингибировать 
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активность Wnt сигнального каскада стала способность мРНК noggin4 вызывать 

формирование полных вторичных осей тела в смеси с мРНК трункированного рецептора 

tBR - специфического ингибитора BMP и Nodal/Activin каскадов (Рисунок 10 Е). 

 
Рисунок 8. Исследование функциональных свойств генов noggin2 и noggin4 

шпорцевой лягушки и их роли в развитии переднеголовных структур. 
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А - Вентральные инъекции 40 пг синтетической мРНК noggin2 в эмбрионы X. laevis 

на ранних стадиях развития приводят к формированию грибообразного фенотипа.  

Б, В - Вентральные инъекции 5 пг мРНК noggin2 в эмбрионы X. laevis на ранних 

стадиях развития приводят к формированию полных вторичных осей тела, содержащих 

переднеголовные структуры. 

Г – Е - гибридизация in situ контрольных эмбрионов (слева на каждой их фотографий) 

и эмбрионов, инъецированых мРНК noggin2 с пробами мРНК указанных генетических 

маркеров показывает усиление нейральной (В, Г) и подавление эпидермальной (Д) 

дифференцировки.  

Ж – Н - Нарушения развития переднеголовных структур и экспрессии 

переднеголовных маркеров при подавлении трансляции эндогенной мРНК noggin2 при 

помощи МО.       

О - На стадии средней нейрулы noggin2 в норме экспрессируется в области переднего 

края нервной пластинки.  

П - Экспрессия activinB и noggin2 в половинках эмбрионов на стадии хвостовой 

почки. В отличие от noggin2, activinB не экспрессируется в зачатке конечного мозга.  

Р - Схема экспрессии activinB, foxg1 и noggin2 на стадии средней нейрулы, вид 

спереди.  

С – Диффузный паттерн экспрессии noggin4 на стадии нейрулы 

Т – влияние экспериментальной активации и подавления экспрессии noggin4 на 

формирование глаз у эмбрионов 

У – отсутствие индукции вторичных осей тела у эмбрионов при инъекциях мРНК 

noggin4 

Ф – Э - Экспериментальные изменения уровня экспрессии noggin4 приводит к 

нарушениям экспрессии генов-маркеров foxg1 и rx на ранних стадиях развития эмбрионов 

X. laevis 

Ю, Я – мРНК noggin4 подавляет активность мРНК noggin1 в эксплантатах 

вентральной маргинальной зоны (ВМЗ). 

 

Было установлено, что экспериментальное подавление экспрессии генов noggin2 и 

noggin4 приводит к аномалиям развития переднеголовных структур и нарушениям 

экспрессии ряда ключевых переднеголовных маркеров (Рисунок 8 Ж-Н, У-Э). Было 

показано, что ингибирование экспрессии activinB белком Noggin2 необходимо для 

развития переднего мозга. Это подтверждается как сопоставлением 

взаимокомплементарных паттернов экспрессии генов activinB и noggin2 в нормальном 

развитии эмбрионов X. laevis (Рисунок 8 О – Р), так и проведенными экспериментами с 

трансгенными головастиками, эктопически экспрессирующими activinB в 

переднеголовной области под контролем промотора гена xanf1 (xenopus anf1). В 

эксперименте у всех трансгенных эмбрионов, эктопически экспрессирующих activinB на 

переднем крае нервной пластинки, наблюдалась редукция переднеголовного отдела мозга, 

включая глаза. 
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Рисунок 9. Исследование функциональных свойств белка Noggin2 шпорцевой 
лягушки методами ко-иммунореципитации и в люциферазных тестах. 

А - Схемы основные мРНК и белков, использованные в экспериментах.  
Б - Сравнение уровней трансляции мРНК mycNoggin1Δ5 и mycNoggin2Δ5 методом 

иммуноблоттинга с антителами против myc-пептида.  
В, Г - Количество белков Noggin1 и Noggin2 в эмбрионах, оцененное методом 

иммуноблоттинга со специфическими антителами, значительно превышает количество 
Noggin1 (на В нанесены эндогенные белки, на Г – оверэкспрессированные).  

Д, Е - Способность белков Noggin1 и Noggin2 связывать лиганды ADMP, BMP, 
ActivinB, Wnt8, Xnr2, Xnr4 и Wnt8, участвующие в активации соответствующих 
сигнальных каскадов, выявленная методом ко-иммунопреципитации. Zyxin приведен в 
качестве отрицательного контроля. 

Ж-К - Noggin2 ингибирует активность указанных сигнальных каскадов в 
люциферазных тестах (приведено сравнение Noggin2 с описанными в литературе белками-
ингибиторами этих сигнальных каскадов). 

Л-Н - подтверждение специфичности ингибирования сигнальных каскадов белков 
Noggin2 в люциферазных тестах 

 

 
Рисунок 10. Исследование функциональных свойств белка Noggin4 шпорцевой 

лягушки. 
A, Б – Белок Noggin4 не обладает способностью ингибировать сигнальные каскады 

BMP и Nodal/Activin в люциферазных тестах.  
В - в люциферазных тестах Noggin4 ингибирует эндогенную активность сигнального 

каскада Wnt/-catenin.  
Г - Белок Noggin4 способен связывать белок Wnt8 и не способен связывать белки 

Activin, BMP4, Xnr2, Xnr4. 
Д – Кривая титрования, полученная методом ППР для взаимодействия 

иммобилизованных белков Noggin4 и Wnt8. 
Е - Noggin4 способен индуцировать формирование полных осей тела, содержащих 

переднеголовные структуры (глаза) при инъекции в смеси с трункированным рецептором 
tBR. 
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Проведенное исследование вовлеченности генов noggin в процессы регенерации 

показало активацию их экспрессии в регенерирующей почке хвоста и конечностей. 

Наибольший уровень активации наблюдался для гена noggin4. На трансгенных 

головастиках было показано, что белок Noggin4, в отличие от Noggin1 и Noggin2, способен 

оказывать стимулирующее влияние на регенерацию конечностей у X. laevis. 

 

Множественные паралоги переднеголовных генов foxg1 у позвоночных 

Три паралога foxg1 у эволюционно древних групп позвоночных 

Проведенный анализ доступных геномных сиквенсов морской миноги (P. marinus) и 

камчатской миног (L. camtchaticum) показал наличие у этих представителей бесчелюстных 

трех паралогов foxg1.  

Поиск белков Foxg1 челюстноротых также был проведен в доступных базах геномных 

данных, и выборка включила представителей всех описанных групп – хрящевых рыб 

(каллоринх, представители скатов и акул), хрящевых ганоидов (стерлядь, лопатонос), 

лучеперых и мясистолопастных рыб, амфибий, рептилий, птиц и млекопитающих. Поиск 

последовательностей для анализа показал, что наблюдаемая у высших позвоночных (птиц, 

млекопитающих и некоторых рептилий) ситуация наличия одного гена foxg1 не является 

характерной для позвоночных в целом. У хрящевых, осетрообразных и костных рыб 

присутствуют, как правило, три паралога foxg1. У некоторых представителей осталось два 

гена (каллоринх C. milii), а у костистых рыб, вследствие прошедшей у них дополнительной 

геномной дупликации есть четыре паралога foxg1. Поскольку у ближайших родственников 

позвоночных - бесчерепных и оболочников - обнаружено по одному foxg1 гену, можно 

предположить, что появление трех паралогов foxg1 у позвоночных стало результатом двух 

раундов (полно)геномных дупликаций в ранней эволюции группы.  

Для установления сходства обнаруженных последовательностей белков Foxg1 

позвоночных был проведен филогенетический анализ их аминокислотных 

последовательностей (Рисунок 11), а также анализ локальной геномной синтении генов 

foxg1 (Рисунок 12). Кроме генов и белков позвоночных в анализ были включены гены и 

белки Foxg1 представителей бесчерепных, оболочников, а также полухордовых. 
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Рисунок 11. Филогенетическое дерево белков Foxg1 позвоночных, построенное 

методом максимального правдоподобия (Maximum likelihood, ML). Показаны значения 

бутстрэп-теста >50 
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AcRu - Acipenser ruthenus; AmCa – Amia calva; AmRa – Amblyraja radiate; AnCa – Anolis 

carolensis; BrFl – Branchiostoma floridae; CaCa - Carcharodon carcharias; CaMi - 

Callorhinchus milii; ChAb - Chelonoidis abingdonii; CiIn – Ciona intestinalis; CrtCrt – Caretta 

caretta; DaRe – Danio rerio; EpBu – Eptatretus burger; GaGa – Gallus gallus; GoEv - Gopherus 

evgoodei; HoSa – Homo sapiens; LaCh – Latimeria chalumnae; LeCa – Lethenteron 

camtchaticum; LeOc – Lepisosteus oculatus; MeCy – Megalops Cypronoides; MuMu – Mus 

musculis; PeMa – Petromyzon marinus; PlWa - Pleurodeles waltl; PoSe – Polypterus senegalus; 

PoSp – Polyodon spathula; PrPe – Pristis pectinate; PyBi – Python bivittatus; RhTy - Rhincodon 

typus; SaKo – Saccoglossus kowalevskii; ScCa - Scyliorhinus canicula; ScTo - Scyliorhinus 

torazame; StFa – Stegostoma fasciatum; VoUr - Vombatus ursinus; XeLa – Xenopus laevis.  

 

В сумме, результаты проведенных филогенетических анализов показывают, что белки 

Foxg1 бесчелюстных и челюстноротых уверенно кластеризуются внутри каждой из групп, 

но выраженной ортологии белков Foxg1 между этими эволюционными линиями не 

прослеживается. Анализ локальной геномной синтении показал, что гены foxg1 

челюстноротых уверенно разделяются на три группы паралогов – foxg1a, foxg1b и foxg1c. 

В то же время, каждый из генов foxg1 бесчелюстных имеет общих соседей с несколькими 

генами foxg1 у челюстноротых (общие гены-соседи приведены в таблице на Рисунке 12). 

Это, свидетельствуя в пользу общности происхождения рассматриваемых генов, 

затрудняет выявление пар ортологов среди них.  

Исследование пространственной экспрессии генов foxg1 было проведено у речной 

миноги, как представителя бесчелюстных, и стерляди, как представителя осетрообразных 

- одной из эволюционно древних групп челюстноротых. 

У речной миноги все три паралога foxg1 экспрессируются в конечном мозге, хотя и в 

разных его участках – foxg1 экспрессируется в вентральной зоне конечного мозга, foхg1 

– в краевой зоне вентральной части конечного мозга (Рисунок 13, Рисунок 14). Экспрессия 

обоих генов наблюдается с 23 стадии. Ген foxg1 диффузно экспрессируется во всем 

конечном мозге. Экспрессия всех паралогов foxg1 в области конечного мозга продолжается 

вплоть до стадии предличинки (стадия 30).  

В ушных структурах экспрессируется только ген foxg1Рисунок 14). В глазных 

стебельках и глазных пузырях экспрессируется ген foxg1. В жаберных дугах у речной 

миноги экспрессируются все три паралога foxg1. Также все паралоги foxg1 

экспрессируются в сенсорных ганглиях, но паттерны их экспрессии различаются (Рисунок 

13). В верхней и нижней губе экспрессируются гены foxg1 и foxg1.  
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Сравнивая экспрессию трех генов foxg1 у стерляди (Рисунок 15), можно отметить, что 

наиболее широкий паттерн экспрессии демонстрирует foxg1a. Foxg1a экспрессируется в 

конечном мозге, обонятельных мешках, зрительных пузырьках, ушных плакодах и 

ганглиях черепных нервов.  

Паттерн экспрессии foxg1b имеет общие черты с паттерном экспрессии foxg1a; 

однако, в отличие от foxg1a, foxg1b не экспрессируется в конечном мозге и обонятельных 

мешках. Экспрессия гена foxg1c обнаруживается только в ушной плакоде. 

 
Рисунок 12. Анализ локальной геномной синтении генов foxg1 позвоночных.  

 

На основании проведенного анализа особенностей экспрессии можно констатировать, 

что сравнение характера экспрессии гена foxg1 у речной миноги и стерляди не позволяет 

достоверно установить попарную ортологию с уникальными особенностями экспрессии 

ортологов, общими для обоих видов. 
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Рисунок 13. Сравнение паттернов экспрессии генов foxg1 у речной миноги L. 

fluviatilis. Сокращения приведены на Рисунке 12. 

 

Рисунок 14. Экспрессия генов foxg 

на сагиттальных срезах головной 

области L. fluviatilis на стадии 27.  

A, Б – экспрессия гена foxg1В, Г 

– экспрессия гена foxg1Д, Е – 

foxg1  

Сокращения: аг – акустический 

ганглий, вакг – вестибулярно-

акустический комплекс ганглиев, вг – 

верхняя губа, вкм – вентральная 

область конечного мозга, гп – глазные 

пузыри, гс – глазные стебельки, гян – 

ганглий языкоглоточного нерва, згбл – 

задний ганглий боковой линии, кг/пгбл 

– коленчатый ганглий/передний 

ганглий боковой линии, км – конечный 

мозг, нг – нижняя губа, оп – 

обонятельная плакода, по – 

пинеальный орган, птн - плакода 

тройничного нерва, сг - 

сплетниевидный ганглий, сп – 

слуховой пузырек, у – ушные 

структуры; ук - ушная капсула, уп - 

ушная плакода, эп - эпибранхиальная 

плакода, эпр – эндолимфатический 

проток, lt – lamina terminalis. 
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Рисунок 15. Сравнение паттернов экспрессии генов foxg1 у стерляди A. ruthenus. 

Сокращения приведены на Рисунке 14. 

 

 

Ген anf миног сходен с генами anf челюстноротых по особенностям экспрессии и 

функциональным свойствам  

Одним из ключевых регуляторов развития конечного мозга является ген anf, 

открытый и исследованный у шпорцевой лягушки в Лаборатории молекулярных основ 

эмбриогенеза ИБХ РАН. В настоящей работе был предпринят поиск гомолога anf у миног, 

как представителей бесчелюстных - самой эволюционно древней группы позвоночных, у 

которых конечный мозг, как морфологическая структура, появляется впервые в эволюции. 

Последовательности, сходные с anf, были обнаружены у трех видов миног и сопоставлены 

с последовательностями anf других позвоночных (Рисунок 16 А, Б). Было выявлено, что 

гомеодомен Anf обладает сходством как с гомеодоменами белков класса Prd, так и Antp 

(Рисунок 16 В). 

Филогенетический анализ последовательностей гомеодоменных белков класса Anf, 

Pdr и Antp представлен на Рисунке 17. В проведенном анализе белки рассмотренных 

классов группируются в три разных кластера.  
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Рисунок 16. А - Анализ аминокислотной последовательности белков Anf 

представителей разных классов позвоночных; Б - схема филогенетического анализа N- и 

C-частей гомеодомена Anf с соответствующими участками гомеодоменов классов Antp и 

Prd. Стрелками показаны границы экзонов. 

HS - Homo sapiens, CС - Carcharodon carcharias, CM - Callorhinchus milii, LC – 

Latimeria chalumnae, LO – Lepisosteus oculatus, PM – Petromyzon marinus, SC - Scyliorhinus 

canicula, XL – Xenopus laevis. 
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Рисунок 17. Филогенетический анализ последовательностей гомеодоменных 

белков разных классов.  

 

Экспрессия гена lanf (lamprey anf) у речной миноги была обнаружена начиная со 

стадии поздней нейрулы в передней части зачатка головного мозга и в поверхностной 

эктодерме, покрывающей эту область мозга (Рисунок 18 А, Б). Экспрессия lanf в нервной 

ткани на стадии нейрулы локализуется на территории, соответствующей части переднего 
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мозга - в области презумптивного конечного мозга и передней части промежуточного 

мозга, непосредственно над доменом экспрессии shh, расположенным в прехордальной 

мезодерме (Рисунок 18 В). Такой паттерн экспрессии сходен с паттернами экспрессии 

генов anf у других исследованных позвоночных (Kazanskaya et al., 1997, Ermakova et al., 

1999, Dattani et al., 1999). В ходе дальнейшего развития, экспрессия гена lanf в области 

презумптивного промежуточного и конечного мозга постепенно снижается, и к стадии 22-

23 остается только в ротовой эктодерме и области гипофиза (Рисунок 18 Г). 

 

 

Рисунок 18. Анализ паттерна экспрессии lanf на сагиттальных срезах 

эмбрионов речной миноги и его сравнение с паттерном экспрессии гена otx2. 

А, Б - На стадии 19 ген lanf (А – общий вид, Б – головной отдел крупным планом) 

экспрессируется в передней нейроэктодерме, в зоне, соответствующей будущей ротовой 

эктодерме (Рэ) и переднему мозгу (Пм), включая презумптивные конечный мозг и 

промежуточный мозг. Стрелка показывает дорзальную границу области экспрессии lanf. 

Передняя часть эмбрионов расположена справа, дорзальная - сверху.  

В - На стадии 23 экспрессия lanf наблюдается только в ротовой эктодерме (Рэ) и 

назально-гипофизарной плакоде (Нгп).  

Г, Д - На тех же стадиях, что приведены для lanf на (А, Б), экспрессия otx2 

наблюдается в гораздо более широкой зоне передней эктодермы, ростральней границы 

среднего и заднего отделов мозга (СЗГ) и в подлежащей мезодерме. Важно, что в наиболее 

переднем участке нейроэктодермы, как раз в котором экспрессируется lanf, экспрессии otx2 

не наблюдается.   

Е - На стадии 23 otx2 продолжается экспрессироваться в переднем регионе, будучи 

подавлен в наиболее передней его части.  
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В люциферазном тесте с использованием участка промотора гена xanf1 (xenopus anf), 

которая является мишенью своему собственному белковому продукту, было показано, что 

белок Lanf выступает в качестве ингибитора транскрипции.  

Путем экспериментального изменения уровня экспрессии lanf с помощью инъекций 

его синтетической мРНК и морфолиновых олигонуклеотидов была исследована 

способность Lanf модулировать экспрессию генов otx2 и foxg1 у эмбрионов миног. 

 
Рисунок 19. Lanf подавляет экспрессию гена otx2 в передней части нервной 

пластинки и усиливает экспрессию гена foxg1 в этой области.  
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А – Г - В норме (А), экспрессия гена otx2 подавляется в передней части нервной 
пластинки (стрелка), но наблюдается в этой области (стрелка) в случае подавления 
трансляции гена lanf специфическими МО  

(Б). Повышение уровня экспрессии lanf, напротив, усиливает подавление экспрессии 
otx2 по сравнению с контролем (ср. В и Г) Передний конец эмбриона сверху, дорзальная 
область – слева.  

Д – З - Изменения уровня экспрессии гена lanf оказывают на экспрессию гена foxg1 
обратный, по сравнению с otx2, эффект. Передний конец эмбриона справа; дорзальная 
область – сверху. 

 

Было показано, что подавление трансляции эндогенной мРНК lanf усиливает 

экспрессию гена otx2 (Рисунок 19 А, Б) и, напротив, подавляет экспрессию гена foxg1b 

(Рисунок 19 Д, Е). При инъекциях мРНК lanf, напротив, наблюдается подавление 

экспрессии otx2 (Рисунок 19 В, Г) и расширение области экспрессии foxg1 (Рисунок 19 Ж, 

З). Полученные данные подтверждают ингибиторное влияние Lanf на экспрессию otx2 в 

раннем развитии речной миноги и способность Lanf усиливать экспрессию 

переднеголовного гена foxg1. 

 

Рисунок 20. Схема проведенного сравнительного анализа динамики экспрессии 

исследованных генов у речной миноги и шпорцевой лягушки. 
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В совокупности, полученные результаты говорят о том, что по своим 

функциональным характеристикам ген lanf миног соответствует своим гомологам, 

описанным у других позвоночных, обладает репрессорными свойствами и, подобно ранее 

изученным генам anf других позвоночных может подавлять экспрессию гена otx2 и 

усиливать экспрессию переднеголовного маркера – гена foxg1.  

Проведенный анализ экспрессии показал, у речной миноги ген lanf начинает активно 

экспрессироваться со стадии поздней нейрулы, в то время как у шпорцевой лягушки 

возрастание экспрессии lanf наблюдается на сравнительно более ранних стадиях - еще до 

начала нейруляции. Похожая гетерохрония наблюдается у миноги и в случае гена foxg1. 

У шпорцевой лягушки единственный ген foxg1 начинает экспрессироваться уже в конце 

гаструляции – начале нейруляции в клетках зачатка конечного мозга, в то время как у 

миног экспрессия foxg1 (паралога foxg1, раньше других обнаруживающегося в области 

переднего мозга) наблюдается в области конечного мозга на стадии головного выроста, т.е. 

уже после окончания нейруляции. Аналогичной гетерохронии экспрессии генетических 

маркеров более каудальных областей эмбрионов не наблюдалось (Рисунок 20). 

 

Гены и белки семейства Chordin и их роль в появлении парных конечностей 

позвоночных 

Филогенетический анализ белков семейства Chordin показал, что у представителей 

большинства групп позвоночных, кроме белка Chordin, есть два Chordin-подобных белка 

Chordin-like, номенклатура которых была принята согласно Nakayama et al., 2001, 2004.  По 

первичной структуре белки Chordin и Chordin-like различаются в первую очередь 

количеством и характером расположения цистеин-богатых доменов. Белок Chordin 

содержит четыре таких домена – один на N-конце и три на C-конце белка, а белки Chordin-

Like в основном содержат три цистеин-богатых домена.  

Анализ локальной геномной синтении показал, что гены сhordin и сhordin-like2 

являются древними и присутствовали у общих предков бесчелюстных и челюстноротых. 

Синтения chordin-like2 и соседнего с ним гена polD3 прослеживается даже на уровне 

первично- и вторичноротых (Рисунок 21). В то же время, ген chordin-like1 появился только 

у челюстноротых. 
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Рисунок 21. Анализ локальной геномной синтении генов семейства Chordin 

позвоночных и представителей некоторых групп беспозвоночных. Ортологи сhordin-

like2 обнаружены у представителей разных групп двусторонне симметричных животных. 

Ген chordin-like1 обнаружен только у челюстноротых. У миног отсутствует ген chordin. 

 

Характер экспрессии нового гена chordin-like1 у представителей эволюционно 

древних групп челюстноротых указывает на возможную роль этого гена в появлении 

плавников  

Для оценки возможной роли гена chordin-like1 в появлении отдельных 

морфологических структур была исследована его активность у представителей групп, в 



 34 

которых chordin-like1 и исследуемые морфологические структуры появляются впервые. 

Наиболее эволюционно древними представителями челюстноротых, доступными для 

лабораторных исследований в наши дни, являются хрящевые и осетрообразные рыбы.  

Проведенный анализ экспрессии chordin-like1 у эмбрионов серой кошачьей акулы C. 

griseum (Рисунок 22) показал, что его паттерн имеет ярко выраженный локальный 

характер. Активность chordin-like1 наблюдается лишь в нескольких структурах эмбриона 

– жаберных дугах и плавниках, что указывает на возможное сходство механизмов 

формирования этих структур у акул. Паттерн экспрессии chordin-like1 в парных и спинных 

плавниках очень схожий – экспрессия наблюдается в задней части формирующегося 

плавника, что может свидетельствовать о сходстве механизма формирования парных и 

непарных плавников у акул. Начало экспрессии chordin-like1 в спинных и брюшных 

плавниках наблюдалось еще до их формирования в качестве морфологической структуры, 

что может свидетельствовать о раннем участии chordin-like1 в инициации плавниковых 

зачатков. 

 
Рисунок 22. Анализ пространственной экспрессии гена chordin-like1 на ранних 

стадиях развития серой кошачьей акулы C. griseum. Экспрессия chordin-like1 

наблюдается в формирующихся зачатках плавников. 
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Экспрессия chordin-like1 в развивающихся плавниках была обнаружена и описана у 

предличинок стерляди A. ruthenus и шпорцевой лягушки X. laevis (Рисунок 23 A-З). 

 
Рисунок 23. Анализ экспрессии гена chordin-like1 у предличинки стерляди A. ruthenus 

на стадии 42 (А - Д) и шпорцевой лягушки X. laevis (Е - З). И, К – динамика экспрессии 

chordin-like1 и chordin у эмбрионов X. laevis. Л, М – Модуляция активности сигнальных 

каскадов белками Chordin-like1 и Chordin в люциферазных тестах. 
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В функциональных экспериментах была обнаружена способность белка Chordin-like1 

незначительно (по сравнению с Chordin) снижать активность BMP сигнального каскада, а 

также слабо снижать активность Nodal/Activin каскада. Наиболее выраженный эффект 

Chordin-like1 наблюдался в отношении Wnt сигнальных каскадов и выражался в 

ингибировании активности Wnt/beta-catenin каскада и, то же время, активации Wnt/PCP 

каскад. Эти результаты показывают, что функциональные свойства Chordin-like1 не 

дублируют в полной мере свойства белка Chordin, который рассматривается в первую 

очередь как ингибитор BMP сигнального каскада и индуцирует формирование неполных 

осей у Xenopus. Кроме того, динамика экспрессии генов сhordin-like1 и сhordin в развитии 

эмбрионов шпорцевой лягушки существенно различается: сhordin активно 

экспрессируется на ранних стадиях (гаструла – поздняя нейрула, Рисунок 23 К), в то время 

как возрастание уровня экспрессии сhordin-like1 наблюдается у головастиков на 

значительно более поздних стадиях (стадии 43-47, Рисунок 23 И).  

 

Анализ особенностей экспрессии гена chordin-like2 у речной миноги 

Ген chordin-like2 – единственный ген семейства chordin, обнаруженный у миног. 

Достоверная экспрессия chordin-like2 у речной миноги была обнаружена на стадиях после 

вылупления в отдельных структурах – глазах, верхней губе, дорсальной части хвостового 

отдела нервной трубки, жаберных дугах и, наиболее выраженно – в эндостиле (Рисунок 

24). Эндостиль является частью пищеварительной системы, органом, выделяющим секрет 

для улавливания пищевых частиц у организмов-фильтраторов. Он присутствует у 

беспозвоночных хордовых – ланцетников и оболочников, а из позвоночных описан только 

у личинок миног. В литературе показана гомология эндостиля с щитовидной железой более 

эволюционно молодых групп позвоночных. 

 

Особенности эмбриональной индукции у миног 

Обнаруженное в работе отсутствие у миног одного из ключевых ранних индукторов 

- гена chordin - может указывать на отличия механизмов эмбриональной дифференцировки 

у миног от описанной модели эмбриональной индукции у челюстноротых. Эти отличия 

подтверждаются неспособностью генов noggin запускать осевую индукцию и вызывать 

формирование вторичных осей тела у эмбрионов речной миноги. Проводимые в течение 

трех лет эксперименты показали отсутствие способности мРНК nogginA, nogginB и nogginC 

индуцировать вторичные оси тела у эмбрионов миног (Рисунок 25 А, А’), при том, что у 



 37 

эмбрионов X. laevis эти мРНК вторичные оси индуцировали (Рисунок 6). Аналогичное 

отсутствие дополнительных осей у миног наблюдалось при инъекции мРНК noggin1 и 

noggin2 шпорцевой лягушки, а также мРНК генов chordin и cerberus, описанных у 

шпорцевой лягушки в качестве эмбриональных индукторов.  

 

 
Рисунок 24. Пространственная экспрессия гена chordin-like2 у речной миноги 

 

У речной миноги индукция вторичных осей тела с частотой, достоверно 

превышающей контрольные эксперименты, наблюдалась только при инъекции мРНК гена 

wnt8a (Рисунок 25 Б – В). Методом иммуноблоттинга было показано, что отсутствие 

осевой индукции у миног не связано с деградацией инъецированной мРНК (Рисунок 25 Г). 

Полученные данные по фосфорилированию молекул Smad1/5 в эмбрионах миног 

показывают, что основная внутриклеточная часть механизма осевой индукции на уровне 

подавления фосфорилирования Smad1/5 (то есть активности BMP сигнального каскада) у 

миног может быть сходна с челюстноротыми (Рисунок 25 Д). Отсутствие детектируемой 

экспрессии BMP у речной миноги на стадии гаструлы методом гибридизации in situ может 

быть связано с малым абсолютным количеством мРНК BMP в эмбрионах на ранних 

стадиях и недостаточной чувствительностью метода гибридизации in situ (Рисунок 25 Е). 

В то же время, в сочетании с отсутствием у миног важного нейрального индуктора, гена 
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chordin (Рисунок 21), полученные функциональные данные позволяют предположить, что 

как механизм активации фосфорилирования Smad1/5 на стадии гаструлы, так и механизм 

его последующего подавления в области нервной пластинки у миног могут отличаться от 

механизма, описанного у амфибий. 

 
Рисунок 25. Особенности нейральной индукции у миног на примере L. fluviatilis. 

А, А’ - Инъекции мРНК nogginB не индуцируют вторичные оси у L. fluviatilis. 

Б, Б’ – Инъекции мРНК wnt8a амфибии индуцируют вторичные оси у L. fluviatilis. 

В – Выявление вторичных осей у эмбрионов L. fluviatilis с помощью гибридизации in 

situ мРНК sonic hedgehog (shh). 

Г – белки, транслируемые с инъецированных мРНК Xl_noggin1-Myc и Lf_BMPa-Flag, 

выявляются у эмбрионов миноги на 17 и 21 стадиях. 

Д – Экспрессия BMP2/4a, выявленная методом гибридизации in situ и окрашивание 

антителами к фосфорилированным молекулам Smad1/5 у эмбрионов L. fluviatilis. нп-

нейральная пластинка 

Е - Динамика экспрессии генов BMP у L. fluviatilis методом ОТ-ПЦР и оценка общего 

количества мРНК в эмбрионах L. fluviatilis на ранних стадиях развития. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Консерватизм паттернов экспрессии и функциональных свойств генов noggin у 

речной миноги и шпорцевой лягушки 

До недавнего времени считалось, что у позвоночных есть только один ген noggin 

(noggin1). В настоящей работе описаны новые гены семейства Noggin у представителей 

разных эволюционных линий позвоночных – бесчелюстных и челюстноротых. 

Исследована филогения, локальная геномная синтения, особенности экспрессии и 

функциональные свойства генов семейства Noggin. Детальные функциональные 

исследования проведены на амфибиях, как наиболее удобном в техническом плане, 

лабораторном объекте. 

С целью выявления попарной ортологии проведен сравнительный анализ экспрессии 

генов семейства Noggin у миног и амфибий. 

Исследование генов семейства Noggin у челюстноротых показали, что три паралога 

noggin, обнаруженные в этой группе, noggin1, noggin2 и noggin4, различаются по характеру 

экспрессии и функциональным свойствам. В отличие от noggin1, экспрессия впервые 

описанного гена noggin2 X. laevis начинается на стадии ранней нейрулы, в полоске клеток 

на переднем крае нервной пластинки, где область экспрессии noggin2 частично 

накладывается на область экспрессии noggin1. В отличие от noggin1, экспрессия noggin2 

не была обнаружена в хорде. Особенностью экспрессии noggin4 является диффузный 

паттерн.  

Обнаруженные гены noggin миног имеют много общих черт с экспрессией генов 

noggin шпорцевой лягушки и гомологами у других групп позвоночных. Ген nogginA речной 

миноги начинает экспрессироваться на сравнительно более поздних стадиях, чем noggin1 

у шпорцевой лягушки, и экспрессия обнаруживается в хордомезодерме, а затем в сомитах 

и головных структурах, включая производные нервного гребня. Ген nogginB речной 

миноги, подобно гену noggin2 X. laevis, впервые обнаруживается на ранней стадии нейрулы 

в передней части нервной трубки и впоследствии экспрессируется в клетках конечного 

мозга и нервного гребня, но не в хорде. Ген nogginC имеет общие черты экспрессии как с 

nogginA (экспрессия в мезодермальных производных), так и с nogginB (экспрессия в 

клетках конечного мозга и нервного гребня). Ген nogginD, подобно noggin4, имеет 

диффузный паттерн экспрессии, наблюдаемый с начала стадии нейрулы в нервной 

пластинке и позже во всей нервной системе. 
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Сходства генов noggin миног и челюстноротых обнаруживаются и на 

функциональном уровне. Эктопическая экспрессия nogginA, nogginB и nogginC у 

эмбрионов X. laevis индуцирует формирование дополнительных полных осей тела, 

включающих передний мозг с глазами. 

Способность индуцировать в составе осей переднеголовные структуры указывает на 

способность белков Noggin миног подавлять активность не только BMP, но и других 

регуляторных внутриклеточных сигнальных каскадов, в частности Nodal/Activin и Wnt.  

Ген nogginD миног, подобно гену noggin4, не обнаружил способность индуцировать 

вторичные оси тела у эмбрионов амфибий.  

Обнаруженный функциональный консерватизм указывает на участие генов noggin в 

механизмах, регулирующих раннее развитие сходных морфологических структур как у 

бесчелюстных, так и у челюстноротых. Подобное сходство позволяет предположить, что 

эти механизмы могли возникнуть до расхождения эволюционных линий бесчелюстных и 

челюстноротых и они, возможно, являются частью базовой регуляторной сети, 

сформировавшейся у предков позвоночных и сыгравшей важную роль в развитии 

особенностей плана строения тела у всех позвоночных. 

В этом контексте чрезвычайно интересной выглядит экспрессия генов nogginB 

миноги и noggin2 шпорцевой лягушки в такой уникальной структуре позвоночных, как 

зачаток конечного мозга. По результатам проведенного филогенетического анализа, 

появление генов nogginB/noggin2 произошло у позвоночных, вероятно, в результате 

имевших место геномных дупликаций. Можно предположить, что появление генов 

nogginB/noggin2 на ранних этапах эволюции позвоночных, могло быть одной из 

необходимых предпосылок возникновения у них конечного мозга.  

У хрящевых рыб обнаружена уникальная для позвоночных редукция гена noggin1, 

описанного в качестве одного из ключевых регуляторов ранней дифференцировки у 

амфибий. Это отсутствие noggin1 у большинства исследованных акул и скатов, вторично, 

поскольку у базальной группы хрящевых рыб – Цельноголовых - присутствуют все три 

паралога noggin, описанные у других челюстноротых – noggin1, noggin2 и noggin4.  

Исследованные у серой кошачьей акулы C. griseum паттерны экспрессии noggin2 и 

noggin4 оказались сходны с паттернами ортологов этих генов у других позвоночных. 

Функциональные свойства генов Noggin C. griseum также соответствуют описанным ранее 

свойствам их гомологов других челюстноротых. Согласно литературным данным, на 
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представителях разных классов позвоночных показано участие регуляторной петли 

BMP/Noggin в формировании костно-хрящевого скелета у позвоночных. В связи с этим 

выдвинута гипотеза о связи появления и закрепления в эволюции Пластиножаберных их 

уникального хрящевого скелета, появившегося вторично, со сдвигом регуляторного 

баланса BMP/Noggin в этой группе при исчезновении гена noggin1.  

 

Белки Noggin1 и Noggin2 - ингибиторы Nodal/Activin и Wnt сигнальных каскадов 

В качестве основной функции «классического» Noggin1 в литературе традиционно 

рассматривалось ингибирование активности BMP сигнального каскада, что и определяет 

индукционные свойства белка Noggin. В настоящей работе показано, что белки Noggin1 и 

Noggin2 обладают способностью модулировать активность, не только BMP, но и 

Nodal/Activin и Wnt сигнальных каскадов. Ингибиторная активность Noggin в отношении 

Nodal/Activin и Wnt каскадов менее выражена, чем у других описанных ингибиторов – 

Follistatin и Cerberus и ранее не была обнаружена в экспериментах с мРНК noggin1 дикого 

типа, которая содержит ингибиторную последовательность в 5’-нетранслируемой области, 

снижающей уровень трансляции белка приблизительно в 200 раз. В низких концентрациях 

ингибиторная активность в отношении BMP каскада является для Noggin доминирующей.  

В настоящей работе впервые показано, что Noggin2, экспрессируясь на переднем крае 

нервной пластинки, выступает в роли ингибитора ActivinB в этой области, обеспечивая 

нормальное развитие переднеголовных структур. 

Исследования белка Noggin4 показали, что он может выступать в качестве 

антагониста канонического Wnt/-catenin сигнального каскада и напрямую связывать 

молекулы белка Wnt8. Также было показано, что нарушения нормальной экспрессии 

noggin4 приводят к активации Wnt/PCP сигнального каскада. Суммарные данные о 

влиянии белков Noggin на активность исследованных внутриклеточных сигнальных 

каскадов представлена на Рисунке 26. 

Кроме вовлеченности в процессы нормального развития, показано возрастание 

уровня экспрессии noggin4 при регенерации как у миног, так и у амфибий. В экспериментах 

с трансгенными линиями шпорцевой лягушки показана способность Noggin4 активировать 

регенерационные процессы у головастиков шпорцевой лягушки на стадиях, на которых в 

норме способность к регенерации утрачивается. 
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Рисунок 26. 

Влияние 

белков Noggin 

на активность 

TGF-beta и 

Wnt 

сигнальных 

каскадов. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 27. Схема предполагаемого сценария появления генов семейства Noggin 

в эволюции позвоночных. 
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Исходя из того, что у ближайших родственников позвоночных - беспозвоночных 

хордовых (бесчерепных и оболочников) и полухордовых - был обнаружен один ген noggin, 

была выдвинута гипотеза о появлении множественных паралогов noggin позвоночных от 

единого предкового гена в результате как минимум двух раундов геномных дупликаций на 

ранних этапах эволюции группы. Монофилия генов noggin позвоночных подтверждается 

присутствием в окрестностях всех паралогов noggin гена ankfn и ряда других общих 

соседних генов (Рисунок 27). 

 

Множественные паралоги переднеголовного гена foxg1 у современных 

представителей эволюционно древних групп позвоночных 

В настоящей работе впервые описано наличие трех паралогов foxg1 у миног, как 

представителей бесчелюстных. Проведен анализ экспрессии генов foxg1 у речной миноги. 

Также впервые описана экспрессия трех генов foxg1 у стерляди, как представителя 

осетровых рыб - одной из древнейших групп челюстноротых, доступных для исследований 

в наши дни. 

Выявленные особенности первичных аминокислотных последовательностей, 

локальной геномной синтении и экспрессионных паттернов свидетельствуют об общности 

происхождения и родстве генов foxg1 у всех позвоночных, однако не позволяют 

достоверно вывить пары ортологов в линиях бесчелюстных и челюстноротых. 

Филогения паралогов foxg1 осетрообразных соответствует предложенной в 

литературе модели предковой геномной дупликации с последующей асинхронной 

редиплоидизацией, а дупликация генов foxg1b до разделения линий Polyodon и Acipenser 

подтверждает геномную дупликацию, произошедшую на уровне общего предка 

осетрообразных. 

Появление на ранних этапах эволюции позвоночных трех паралогов важного 

регуляторного переднеголовного гена foxg1 могло стать одним из триггеров развития у них 

переднего мозга и, в частности, появления уникального конечного мозга, отсутствующего 

у бесчерепных и оболочников. После дупликации отдельные копии генов могли получить 

возможность выйти из-под давления естественного отбора и приобрести ряд новых 

функций (неофункционализация), что могло поспособствовать формированию 

эволюционно новых переднеголовных структур и сенсорных систем. В то же время, исходя 

из анализа паттернов экспрессии видно, что для генов foxg1 характерна 
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субфункционализация, в результате которой наиболее широкий паттерн (и, вероятно, 

функциональную роль) у челюстноротых демонстрирует ген foxg1a, сохранившийся у 

более эволюционно молодых групп наземных позвоночных. Возможно, в ходе эволюции, 

после того как основные механизмы развития переднеголовных структур сформировались, 

большинство функций стал выполнять ген foxg1a, а гены foxg1b и foxg1c могли 

демонстрировать тенденцию к исчезновению. 

 

Обнаружение гена anf у миног подтверждает гипотезу о роли появления anf в 

возникновении конечного мозга у позвоночных 

Гомеобоксные гены класса Anf/Hesx1 (далее Anf) являются одними из ключевых 

регуляторов ранней дифференцировки переднего мозга позвоночных. В ходе предыдущих 

рабоют была выдвинута гипотеза о том, что репрессорная активность Anf в передней части 

зачатка центральной нервной системы у предков позвоночных обеспечила образование в 

этом регионе особой зоны, клетки которой оказались свободны от инструктирующего 

влияния генов, определяющих судьбу более задних регионов нервной системы. В 

результате эта передняя зона нейрального зачатка, экспрессирующая Anf, получила 

свободу эволюционировать в новом направлении, что и привело, в конце концов, к 

образованию переднего мозга. Эта гипотеза получила важное подтверждение в результате 

обнаружения гомологов anf у трех видов миног L. сamtschaticum, L. fluviatilis и P. marinus 

описанного в настоящей работе. 

Проведенные функциональные исследования показали, что ген anf миног по своим 

свойствам сходен с генами anf челюстноротых, обладает ингибиторной активностью, 

подавляя экспрессию гена otx и усиливая экспрессию ключевого регулятора развития 

конечного мозга – гена foxg1. Это подтверждает выдвинутую гипотезу о том, что появление 

генов класса Anf было существенным, если не ключевым, фактором в возникновении у 

позвоночных структур конечного мозга (Рисунок 28). 

На основе анализа последовательностей гомеодомена Anf и представителей других 

классов гомеодоменных белков – Prd и Antp была выдвинута гипотеза гибридного 

происхождения гена anf путем совмещения экзонов гомеобоксных генов разных классов. 

Обнаруженная в работе гетерохрония экспрессии переднеголовных генов anf и foxg1 

у миног соответствует гипотезе о том, что этот отдел мозга, являясь наиболее эволюционно 
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молодым отделом центральной нервной системы, мог появиться у предков позвоночных в 

качестве надстройки на поздних стадиях их эмбрионального развития. 

 
Рисунок 28. Появление гена anf в эволюции позвоночных соответствует 

возникновению у них структур конечного мозга. 

 

Появление гена сhordin-like1 могло стать важным фактором возникновения 

парных плавников и челюстного аппарата челюстноротых 

Как показал анализ филогении и локальной геномной синении, ген сhordin-like1 

впервые появился в эволюции у челюстноротых, вероятно, в результате дупликации 

эволюционно древнего гена сhordin-like2, что подтверждается наличием в окрестности 

обоих генов общих соседей - генов ammecr1 и tmem164.  

Было выявлено, что сhordin-like1 экспрессируется в плавниках и формирующихся 

жаберных дугах серой кошачьей акулы, плавниках у стерляди и конечностях амфибий. Это 

может указывать на сходство механизмов формирования этих структур и служить 

свидетельством в пользу гипотезы появления парных плавников на основе механизмов, 

сложившихся при возникновении эволюционно более древних непарных плавников. 
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Тот факт, что экспрессия сhordin-like1 в плавниках акул начинается в плавниках на 

самых ранних стадиях их индукции, еще до того, как зачаток плавника морфологически 

формируется, позволяет предположить, что появление этого гена могло сыграть важную 

роль в закладке и развитии парных конечностей у челюстноротых. 

Функционально chordin-like1 обладает способностью модулировать активность 

сигнальных каскадов Wnt, участие которых в развитии зачатков конечностей описано в 

литературе. 

 

Молекулярный механизм ранней осевой дифференцировки у миног может 

отличаться от амфибий 

В результате инъекций мРНК генов миног nogginA, nogginB и nogginC в эмбрионы 

речной миноги был получен неожиданный результат по отсутствию индукции вторичных 

осей тела у эмбрионов, что отличается от результатов получаемых на эмбрионах амфибий. 

В сочетании с отсутствием в доступных геномных базах данных миног гомологов генов 

chordin и cerberus, описанных в качестве ранних факторов нейральной индукции и осевой 

дифференцировки у челюстноротых, полученные данные свидетельствуют о возможных 

фундаментальных различиях механизмов нейральной индукции и закладки осевых 

структур у миног и челюстноротых, что планируется исследовать в дальнейшем. 

Единственным геном семейства Chordin у миног является ген сhordin-like2, 

экспрессирующийся в эндостиле на стадиях, значительно более поздних, чем стадии 

осевой дифференцировки. При этом, на стадии гаструлы у миног наблюдается 

фосфорилирование Smad5/8, свидетельствующее об активации BMP сигнального каскада, 

а на стадии нейрулы ингибирование этого фосфорилирования в области нервной 

пластинки. В совокупности полученные данные свидетельствуют о возможных отличиях 

ранних этапов эмбриональной индукции у миног от классической модели нейральной 

индукции, разработанной преимущественно на эмбрионах амфибий. Исследования 

особенностей молекулярного механизма эмбриональной индукции у миног и выявление 

факторов, играющих роль ключевых индукторов, могут стать предметом последующих 

работ. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Разработана уникальная для нашей страны методика содержания и систематического 

получения в лабораторных условиях живых эмбрионов речной миноги L. fluviatilis, 

как представителя эволюционно древней линии позвоночных - бесчелюстных. 

2. Проведена оптимизация комплекса лабораторных методов для работы с 

филогенетически важными, в силу своего архаизма, немодельными объектами – 

эмбрионами миног, хрящевых рыб и осетрообразных. 

3. Описаны новые гены семейства Noggin у позвоночных, их функциональные свойства 

исследованы у представителей нескольких филогенетических линий: миног (как 

представителей бесчелюстных), хрящевых рыб и наземных позвоночных (амфибий и 

птиц). 

4. Показана роль новых генов noggin2 и noggin4 в формировании переднеголовных 

структур челюстноротых и регуляции активности внутриклеточных сигнальных 

каскадов BMP, Nodal/Activin и Wnt.  

5. Обнаружена редукция (мутагенез, псевдогенизация и полная делеция) одного из 

ключевых нейральных индукторов – гена noggin1 у хрящевых рыб, что является 

уникальной ситуацией для позвоночных. 

6. Показана активация генов семейства Noggin при регенерации у миног и амфибий, а 

также способность белка Noggin4 активировать регенерационные процессы у 

головастиков шпорцевой лягушки на стадиях, на которых в норме способность к 

регенерации утрачивается. 

7. Описано наличие и исследованы особенности экспрессии множественных паралогов 

одного из ключевых регуляторов развития переднеголовных структур позвоночных - 

гена foxg1 - у современных представителей эволюционно древних групп 

позвоночных: миног и осетрообразных. 

8. Обнаружен и описан ген anf у миног, показана эволюционная корреляция и 

подтверждена гипотеза о функциональной связи появления генов класса Anf c 

возникновением конечного мозга у позвоночных. 
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9. Исследована филогения регуляторных генов семейства Chordin у позвоночных, 

показано, что ген chordin-like2 является древним геном двустороннесимметричных 

животных, а ген chordin-like1 впервые появляется только у челюстноротых. 

10. Изучен характер экспрессии и функциональные свойства гена chordin-like1 у 

современных представителей филогенетически древних линий челюстноротых: 

пластиножаберных, осетрообразных, амфибий. Показана эволюционная корреляция 

появления гена chordin-like1 с формированием парных конечностей челюстноротых.  

11. Отмечены особенности механизма осевой дифференцировки у миног в отсутствие у 

них одного из ключевых нейральных индукторов позвоночных – гена chordin. 
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