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Сергеевrrы <<Роль генов Agr и Ras-dva в раннем развитии мозга и цри регенерации
придатков тела у низшID( позвоночныхD, представлеш{ую на соискание уrеной

степени кандидата биологических наук по специttпьности
0З.01.03 - молекуJIярнiuI биология

,Щиссертационнtш работа Ивановой А.С. является зtжонченным, глубоким, выпоJшенньпu

на современном уровне, исследованием. Оно посвящено из}цению роли групп генов, а имеЕно
генов мальIх ГТФаз семейства Ras-dva, а также генов, кодирующих секретируемые белки
семейства Agr (anterior gradient), относящихся к суперсемейству дисульфид изомераз белков, в

развитии и регенерации низших позвоноIIных. В ходе эвоJIюции гены Ras-dva и Agr семейств
пропадают у представителей высших позвоночньIх, что позволяет их использование дJuI

объяснения прис}тствия или исчезновения регенерационной способности у позвонотшьD( и
чоловека. Работа проведена на двух традиционньж моделях регеriерачионной биологии,
головастиках шпорцевой лягушкп Хепорus laevis и взрослой рыбы Dапiо rerio.

,Щиссертационнzш работа Ивановой А. С. имеет достаточньй объем (126 стр.) и содержит

два больших раздела. Первьй посвящен изrIению роли открытьD( в лаборатории генов Ras-dva
и Agr семейств в ходе раннего развития переднего мозга аrчlфибий, второй - связи этих генов со

способностью низших позвоночньD( фыб и амфибий) к регенерации придатков тела. Известно,
что регенерационные процессы используют механизмы (в том числе и реryJIяционные),
лежащие в основе развития тканей. По этой причине разделы работы явJIяIются

взЕlимосвязанными, дополняющими друг друга. Оба направления работы актуальны. Изуrение

раннего развития конечного мозга позвоночньгх необход{мо дJuI понимilIиrI врожденньж
патологий и их устрz}нения, а познание молекуJIярньD( механизмов регеЕерации - дJuI

преодоления эволюционно возникших ограниче{rий регенерационной способности у высших
позвоночньD( и человека. Работа имеет больrilое значение как новое, фундаментальное
исследование, способное помочь разработке практических приемов для стимуляции

регенорации у высших IIозвоночньD( и человека.

Текст диссертации Ивановой А.С. сформирован по стандартному плану, имеет все

необходимые глilвы. Во введении, что уместно и важно, yкurзaнo на предшествующие работы
лаборатории, где в свое время впервые были идентифицированы новые гены, отвечающие за
ptlнee ра}витие IIереднего мозга позвоночньIх. Приведена история развития направления,

логично подводящая к rrостановке целей и задач. Они состояJIи: 1) в изуrении сигнального
каскада, регулируемого генап,Iи Agr и Ras-dva в ходе раннего рrlзвития переднего мозга, и 2) в

проверке гипотезы о том, что исчезнувшие в ходо эволюции у высших позвонотIньтх генов,4g1,

Ras-dyal и Ras-dya2 действительно принимают )л{астие в регуJuIции регенерации придатков

телаурыбиа:rлфибий.

Разделы обзора литературы (36 стр.), соответствуют выбранной теме и частным задачам

работы. Рассматривается раннео развитие мозга с акцентом на регулирующие процесс

мохitнизмы. Последние, как извостно сложны, многоступенчаты и во многих сJIyIаJIх не до
конца исследованы. Автору удается избежать (долгих рассуждений> и дать основную

1



пространственно-временную характеристику сигнчtльньIх путей и их взаимодействий в ходе

раннего рtlзвития мозга. Отдельные главы здесь посвящены исследовЕlнию генетических
мишеней ранео изrIенного в лаборатории гомеодоменного транскрипционного фактора Xanfl,
а именно, ма"пой ГТФазе Ras-dval и секротируемым белкаrrr группы Аgr в рiввивilющемся
переднем мозге низших позвоночньuс. Второй большой рt}здел обзора литературы, касается

регенерации, содержит основные сведения о характере восстановительньIх процессов у низших
и высших позвоночньIх, а также представление основной гипотезы работы, объясняющей

уграту регенерационной способности исчезновением изучаемьIх авторами групп генов. К

обзору лumераmуры в целоJч, есmь небольu,tuе заJwечанltя. OHu касаюmся вьtбора заmруdняющей

чmенuе сквозной ну74ерацuu ccbl]loч, неmочносmей u опечаmок, а mакэtсе офорлlленuя некоmорьtх

рuсунков.

В разделе <<Материал и методьD> приведены сведения об объектах изучения, о реактивах,
оборудовании, средtж, праймерах. Также здесь дано детальное описание эксперимента_irьной

работы. Большинство экспериментов (гибридизация iп sitl.t, ПЦР в реальном времени,
гистологическiш обработка) дано очень подробно. Это, в свою очередь, свидетельствует о

выполнении всех этапов работы собственно автором и приобретении им необходимых для
кандидата наук квалификационных навыков. Работа вьшоJIнона с помощью методов

молекуJIярной биологии, спектр KoTopbD( велик: блокирование эндогенньтх мРНК целевьж генов

при помощи микроинъекций, кJIонирование генов, гибридизацпя iп sflи, ОТ-ПЦР в реальном
времени, полrrение трансгенных животньD( и т.д. Иммунохимические мотоды испоJьзованы

дJuI определения клеточной гибели и визуttлизации флуоресцентньж белков. Заллечанuе к

разdелу кМаmерuал u меmоdыD - не Dля всех эксперuJчленmов dана полная uнформацuu о чuсле

uспользованньtх в рабоmе эюuвоmньlх u о посmановке конmрольных mесmов.

Результаты и их обсупqдение (38 стр.) приведены в совок}тIЕости, при этом раздел
полностью oTptDKaeT ход проделанной автором работы. Раздел состоит из двух частей, rтерваJI из
которьтх посвящена изrIению роли генов Xag2 и Ras-dva] в раннем рчtзвитии мозга эмбрионов
Х. laevis, BTopEuI - роли тех же генов в регенерации конечности и хвоста у личIинок .тIяryшки и у
взрослых рыб D. Rerio.

В первой частй rrокЕвано, что малаrI ГТФаза Ras-dval и секретируемые белки группы Agr,
(наряду с такими важными регуляторами р€lзвития конечного мозга как Xanf и FохG1)
необходимы дJuI норм€rльного развития мозга Х. lаеvis. Гибридизация iп situ вьавила область
прис}"тствия Ras-dval и реryJuIторного фактора FохG1, а также продемонстрировzша
ограниченную область экспрессии изучаемых генов, что косвенно свидетельствовttло о не
прямом, а опосредованном другим белком их взаимодействии. .Щалее покtвtlllо, что малм
ГТФаза Ras-dval r{аствует в опосредованной активации Agr генов во внешнем слое

ненейральной антериорной эктодермы, передавiul сигнЕtл от фактора Fgf8. Изучение областей

окраIrrивания вьuIвило, что область экспрессии генов Agr совпадает с таковой Ras-dval и что

один из генов Agt (Xag2) yracTByeT в дифференцировке преплакодной эктодермы в передней

части нервной пластинки. Интересным оказалось то, что экспрессия генов Agrs ограничивается

внешним слоем кJIеток, которые, как вьUIснилось, не участвl,ют прямо в процессе развития
теленцефалона (также как и Ras-dval). Таким образом, секретируемые продукты этих генов

моryт играть роль регулируемьж малой ГТФазой Ras-dval сигнальньж факторов. Щля проверки
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утверждениrI автором изrIено влияние подавденной экспрессии геЕа Ras-dval на активность
Agr генов с помощью антисмысловьж морфолиновьж олигонукJIеотидов (МО). В целом даЕные

указirли на то, что Agr явJIяются частью сигнitльного каскада Ras-dval - Fgf8 - FохG1, шриЕIем в
этом каскаде они zжтивируются ООниже" Ras-dval.

Иванова А.С. изутила тtжже, каким образом Fgf8 влияет на экспрессию Agr. Методом
инъекции искусственно синтезированной мРНК гена Fgf8 удttпось оценить влияние
оверэкспрессии фактора на активность генов Agr, расширяrощей области активности Agr в
антериорной части ненейральной эктодермы и увеличение экспрессии генов Ras-dval и FохGl.
Подавленио трансJuIции мРНК Fgf8a путем введения МО вело, напротив, к подавлению
экспрессии генов Agr, Ras-dval и FохGl. Таким образом, данные гIодтвердили гипотезу о том,
что Fgf8a влияет на экспрессию секретируемьIх белков группы Аgr, активируя процесс
передачи сигнала малой ГТФазой Ras-dval.

Здесь следует отметить, что исследоватеJIям в области биологии рiввития хорошо
известны трудности в определении места того или иного регуJuIтора в общей, динill\{ичной сети
молекулrIрной регуляции развития зачатков, и уж тем более, в оtIределении взаимодействий
отдельньD( состtlвJulющих этой сети (вкrпочаrощих компоненты сигнЕtльньD( пугей и
транскрипционные факторы). Иванова А.С., выбрав небольшой, однако кJIючевой фрагмент
регуJuIции, успешно с этим вопросом справJIяется. В результате хорошо гrродуманными
экспериментtlми доказано, что Fgf8, Ras-dval и Agr находятся в единой сигIIаJIьной петле
обратной связи. К разделу дается четко написанное и удачно проиjIJIюстрировtlнЕое
закJIючеЕие, демонстрирующее модель сигнzlльного каскада Fgf8, основанную на обмене
сигн{IлаN,Iи между кJIеткilми нервной пластинки и кJIетками прилегающей ненейраrьной
эктодермы. Отмечу, что основанное на поJгyIенньIх фактах, гIостроение подобньп< схем Емеет
большую ценность, так как ложится в основу ((написalния>> полной картины молецулцрЕшх
взаимодействий в рчtзвитии.

,ЩuскуссuонныJй вопросом к эmой часmu uсслеdованuя являеmся уровень сооfпвеmсmвчя

обласmей окраutuванuя обласmял,t реальной экспрессuu uзучаеп4ьш 2енов u tп профtопов (в п.ч.
белков). Поскольlу л,tеmоd zuбрuduзацuu iп situ в dанном ржdеле былl основным, mо в
обсуэюdенuu целесообразно dаmь кольJиенmарuй о сmепенu е2о наdеэlсносmu. Так, напIrчмер,

напuсано Klwbl проdелtонсmрuровсlлu, чmо Ras-dyaL экспрессuруеmся uсlалючumельно в юrcmк(ж

наруэtсноzо слоя ненейральной экmоdермьt, на zранuце с ДNВ u, mакuJчt образолt, в прuнцuпе, не

л!оэюеm ре?улuроваmь экспрессuю zeчoB конечно2о л4оз2а (внуmреннuй слой клеmок) с помоulью
aqmoqoJl4qozo механuз]l/tау. Эmа сенmенцuя основана на реzuсmрацuu локсtлuзацuu проdукmов

реакцuu прu iп situ zuбрudllзацuл,t, но не поdкреплена daHHbtlvtu на l<леmочном уровне (возлtоэtсно

u]l4JиyH о цum охuлluч е с кu) .

Во второй части работы изrIено участие генов Agr и Ras-dva в регенерации задней почки
конечности и хвоста головастиков Хепорus laevis и плавникоь Dапiо rerio. РассмотреIIие роли
роль тех же генов, что и в рtввитии конеIшого мозга, обусловлено Ее соображениями удобства,
а явJuIется результатом обнаруженного факта исчезновения некоторьж представителей генов

Agr и Ras-dva в таксонах с ингибированной регенерационной способностью. Ивановой А. С. с
помощью ОТ-ПЦР в реальном времени проанализирована экспрессия генов Аgr при



регенерации почки конечности и хвоста у гo-rloBacTI{KoB ,L lclel,is- I1 рез\,.-Iьтаты вIIз},аlIrзIlрованы

с помощью метола гибридизации iп slllz. На это}I автор не останав.lliвается ii прово.]lIт

дополнительное изучение экспрессии геноВ Agr с по\fощьЮ трансгенньiх эrtбрtitlнов _\. i.l;r';i. r

которых под контролеМ промоторов из}чаеj\tых геноВ нахо-]rlтся ф_r1 оресrrентныI"1 бе_l.,к.

Дктивация трансгена Xag2-EGFP детектировалась через 12 часов пос,]е а\Iп\-тацIiIl. экспрессIlя

ЕGFР сохранялась в первые2 днярегенерации почки конечности и хвоста на cTa.]IiIt 51-52. но

исчезала в конечности (в независимых экспериментах) на поздних стадиях. ког]а регенерация

конечности (но не хвоста) становится невозможной. К разделу дано закпючение. где, в

частности, сопоставляется роль в регенерации гена Xag2, гомологичного гену тритонов nAG,

претендующему У этого таксона на ключевую роль в проявпении наивысшей среди

позвоночньш регенерационной способности. Заллечанuе к эmой часmu рабоmьt - оmсуmсmвuе

uнфорлlацl,1ll о mом, чmо проuсхоdum на ]-7 dHu наuболее высокой экспрессltu ZeHoB xAgr в

сайmе ампуmацuu. Указано, чmо эmо (не рана u не воспаленttеD, но mоzdа чmо? Вьtясненuе

эmоzо вопроса на кпеmочном уровне с по.uоu|ью лlорфолоzuческuх u uх|.l4унохltмuческuх меmоdов

74о?ло по74очь увязаmь роль uсслеdуел,tьtх ZeHoB с клеmочньtлt повеdенuе,\|., ux реZенерацuонньt^4

оmвеmом.

Участие генов Дgr в регенерации плавников Dапiо rerio - еlце один раздел работы,

проливаюIций свет на ролЬ семейства Agr в регенерации. Вначале проанализирована работа

rена AgI в раннеМ развитиИ Dапiо rerio, ,lTo дапо нов},ю независимую информацию для

биологов развития. Затем проведено изучение эксrrрессии генов этого семейства в

регенерирующих rrлавниках. В результате выявлены отличия в динамике экспрессии генов Agr

при регенерации плавника в сравнении с регенерацией хвоста и почки конечности лягушек,

выражающиеся в низком уровне экспрессии на ранних этапах регенерации у рыб по сравнению

с лягушкой. Попьtmка объяснumь разноуровневую экспрессuю на paHчux эmапах реzенерацuu у

амфuбuй u рыб сdелана в mермuнах кразноZо расхоdа mранскрuпmов на реZенерацuю>. Эmо, в

свою очереdь, mребуеm поясненuй , и.к. реzенерацuя преdсmавляеm собой совокупносmь

.л|ножесmВа югIеmочНьtх процеСсов, К mол4У же знач1,1mельнО разлuчаюu|uхся У взрослых рьtб u

lоловасmLtко в амфuбuй.

в данной части работы сделана попытка привязать экспрессию гена Дg1 к клеточным

событиям при регенерации хвостового плавника D. rerio. Локализация экспрессии гена ДgI

(колирlтощего секретируемую дисульфид-изомеразу белков) в области апика,тьной шапочки

вскоре после ампутации была расченена как докirзательство роли Ag1 в формировании

бластемы. Необходимость наJIичия Ag1 для восстановления плавника была показана и иным

IIутем. При подавлении трансляции мРНК lgl путем инъекции антисмысловых мо в

ампутированные хвостовые плавники имело место ингибирование регенерации плавника.

интересен факт обнаружения транскриптов В зоне нормаJIьного роста rrлавника, близко к

области ампутации. Это подтверждает универсальность генетических механизмов регуляции

при рilзвитии и регенерации. Более того, здесь проявляется феномен рекрутирования и

увеличения экспрессии генов, управляющих клеточным ростом, при регенерации органа,

Проведенный контроль апоптоза методом TLINEL также вполне уместен, так как гибе--lь частl1

клеток вносит свой понятный вклад в снижение числа синтезирYе]\Iых клетка\ItI транскрIiптов.
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ЗаключительнаjI частЬ работы касается \,частия геноВ Ras-dr а В регенерацI'II )головастиков Х, laevis и плавников Dапiо rerio. Бы-rи провеJены pea^цIi]i от - пцр снеобходимыми для этого контроляМи, как для оценклr эффектllвносlIl регенераLIllIl \ olitr;I\видов, так и оценки при отрицательных контролях (апиквотьт тех ,nе са_\{ь., образц.-lв ToTa-]bHoI-'рнк, которые были использованы для no,"yu.""" к{НК. но без Jобав_-lенltя обратноl-iтранскриптазы (контроль необходимый в случае генов Ras-di,a)). В резr,lьтате обнарr;кенаактивация генов Ras-dya (l и 2) на 1-й день после ампутации и сни;кенIlе экспрессIIII к -l-rt)дню, Сходная динамика была отмечена при регенерации плавников r. рыб. В резr,--tьтатеделается общий для обеих моделей корреляционный вывод об участии генов Ras-clt ctB процессезаживления раны, OdHaKo, omn4emlL\,t, чmо первьlе суmкu после a',1пymaL|llll эl?1о совокупносmь,^4но2uх процессов, mакJtсе как l,t собсmвенно заэtсuвленuе рань1. Здесь необходиllо уточнение иэто является хорошей перспективой работы для выяснения роли этих генов в конкретныхМеХаНИЗМаХ ИНИЦИаЦИИ РеГеНеРаЦИИ. ЩаННЫе гибридиз ации iпsilи подтвердихи результаты от_Пt{Р и позволили получить информацию о локализации клеток с повышенной экспрессиейгеноВ Ras-dva в регенерирУющиХ органах. Здесь интересен факт высокой экспрессии (в 4 разавыше, чем в окружающих тканях) в нотохорде головастиков, как известно, входящем врегуляционн}то ((петлю)), образуемую нотохордом и апикальным эпителием на ранних этапахрегенерации хвоста у амфибий.

Еще один подход, получение линии трансгенных лягушек proRas-dval-EGFP придалуверенность в участии генов Ras-dva в восстановлении, в частности на самых ранних его этапаху Xenopus и Danio в клетках эпителия и формирУющихся бластем. .Щля того, чтобы определить,ЯВЛЯеТСЯ ЛИ НаЛИЧИе Ras-dva (1 И 2) НеОбХОДИМЫМ условием для регенерации, проведеноподавление трансляции этих генов в регенерирующих хвостовых плавниках Dапiо rerio ихвостах головастиков х' laevis с помощью инъекций смеси антисмысловых мо сфлуоресцентным трейсером FLD в эмбрионы на ст. 4-8 бластомеров (при постановке всехнеобходимых контролей). Щанные в совоку,,ности подтверждают То, что норм€rльнаяэкспрессия Ras-dval и Ras-dva2 необходима для регенерации хвоста xenopus, а при ееНаРУШеНИИ ВОЗМОЖНЫ ИЗМеНеНИЯ еГО фОРМООбРаЗОВаНия. В целом, поскольку с помощью от_ПЩР былО дополнительно определено что, уровень экспрессии генов Ag1 и Аgr2,также как иFgf20 и Fgf8 ощутимо снижается ,,ри подавлении функции геЕов RЪs-dча, все говорит осущественной роли маленьких ГтФаз как в иниц иации,так и прогрессе регенерации.
в этой части исследования автором изучен также эффект подавления трансляции геновRas-dva в регенерирующих плавниках Dапiо rerio. Были использованы особые vivo-Mo состатком окта-гуанидин дендримера, благодаря которому они способны проникать в клетки.обнаружено существенное подавление регенерации в иЕъецированной области плавника посравнению с неинъецированной (контрольной). Интересно, что прекраIцение инъецированиямо восстанавливало ход регенерации, указывая на динамический характер экспрессии Ras-dva.также как и на модели регенерации хвоста у Х. laevis, методом количественного от-пцр былиtrОКаЗаНЫ ИЗМеНеНИЯ ДИНаМИКИ ЭКСПРеССИИ МаРКеРНЫХ генов регенерации Igf2b и Fgf2Oа, атакже генов Аgr, в процессе регенерации хвостовых плавников Danio, инъецированньIхконтрольЕыми и Ras-dval и Ras-dva2 Vivo-MO. Ну 

", 
наконец, логично завершающим работ1,этапом' выглядиТ погIытка восстановить регенерационнУrо способностъ у лягушек (в периоД ее



естественного подавления) с по}Iощью сверхэкспрессilIi Ras-dl а п\-те\t Ввеlенliя rlPHK
Попытка В целоМ УДаЛасЬ, УчиТывая представ_-Iенн\ю tplTc. -16 ) JостатLrчн\-k] п..-пэ?5L__]--I]-_-
выборки. 
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В ЗаКЛЮЧеНИИ К ДаННОй ЧаСТИ РабОТЫ На\lечается перспектIlва IIccJe_]oBaHIII-1. з tfсitrвзкоторой лежиТ гипотеза об утрате высши\{и позвоночньL\1II гена {g1. затеrI ГСНtrв Ra,;-dra. что.в конечном счете, блокирует способность к регенерацIiI{ прII_]аткоВ те.lа \' _\f.lекопIiтаюцIt-\ Iiчеловека, Прu обсужdенuu эmоZо вопроса, oOHctKo. l7о.lсI?аю Heoбxoottltbt.tt |.чllll1ьlваlllь
суlцесmвуюlцuе сеzоdня uHble объясненuя на.-lllчltя |.пlрсll?1ьl pe?eHepal!ttoHHott сllособнос,tпtt
позвоночны,л4lt, В нuх в качесmве пререквч-зumов peze*epalluoHHoti способносmч
рассмаmрllваюmся вьtсокая llласmuчносmь юцеmочньtх феноml,mов, нllзкая сmепень зре..lосmu
ul,tмунной сuсmемы, (tльmернаmuва опухолевому росmу u m.d.

Выводы исследовательской работы Ивановой А.С. лаконичны, но при этом отражаютосновные результаты, Наряду с этим они с очевидностью демонстрируют глубину и
фундаментальность данного исследования, что подтверждается также весомым спискомпубликаций автора в журнаJIах высокого рейтинга.

итак, несмотря на замечания, которые носят главным образом редакционный либо
рекомендательный характер, работа Ивановой А.С. является большим, законченным, хорошопродуманным, выполненным современными методами исследованием, давшим новые ценные
результаты, Содержание диссертации полностью соответствует указанной с,,ециальности,
автореферат соответствует содержанию диссертации. Таким образом, представленная
диссертационнаlI работа Ивановой А.С. <Роль генов Agr и Ras-dva в раннем развитии мозга ипри регенерации придатков тела у низших позвоночньгх)) соответствует требованиям
<Положения о присуждении 1пrеных степеней" (утверждено Постановлением Лравительства РФот 24,09,2013 г, J\ф 842 с изменениями Постановления Правительства РФ от 21.04,2016 г. ;* зЗ5,В ред, Постановления Правительства РФ от 02.08.2016 г. ЛЬ 748), а ее автор заслуживаетприсуждения искомой степени кандидата биологических наук по специальности 0з.01.0з. -молекулярная биология.
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