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,Щиссертационнiш работа А.В.Бородулина посвящена изуIению молекулярной функции

и физиологической роJIи одного из гомологов семейства сокретируемььбелков Noggin -
Noggin4. В работе при rrомощи широкого спектра перспективньD( современньж

исследовательских инструментов молекулярной биологии и экспериментальной биологии

индивидуального рutзвития изr{ена фунпц- Noggin4 как негативного регулrIтора

сигнального пути Wnt/P-catenin в раннем эмбриональном развитии rrшорлевой лягушки и

математически смоделировано его влияние на градиент активности сигнЕtльной молекулы

Wnt8 в нервной пластинке.

Научная и практическая актуальность темы работы оrrредеJulется важной ролью,

которую играет сигнчtльный прь WnУP-catenin. В работе уст.lновлоно, что секретируемьй



белок Noggin4 представJuIет собой внекпеточньй ишгибитор Wпt/В-.ut"}-паскада. Ввиду

высокой физиологической значимости данного сигнчtльного пуги и его глryбокой

вовлеченности в целый ряд важнейших нормальньD( и патологических процессов как в

эмбрионаrrьном развитии, так и в физиологии взроелого организма, изrIение его регуjUIции

представJuIет актуальную наушую проблему. Выяснение тонких деталей этой регуляции

имеет н9 только фундаментtlльное, но и прикJIадное значение, снабжая биомедицинскую

Еауку новой ценной информацией, KoTopall может быть полезна при разработке

лекарственньD( препаратов и стратегий терапии разньD( патологических процессов,

связанньIх с нарушением функции Wпt/В-саtепiп-сигнального каскада.'*О

Науrная новизна работы А.В.Бородулина опредеJuIется тем фактом, что на модели

зародьттrrа шпорцевой лягушки впервые полrIены данные о мехаЕизмrж регуJuIции белком

Noggin4 сигнtlльной активности Wпt/В-саtепiп-пуги и описаIIы уник€}льные дJIя молекул этого

кJIассасвойстваданного белка. q

В работе впервые проведен сравнительньй анЕrлиз экспрессионньD( профилей

гомологов Noggin4 в раннем эмбриональном рtввитии двух видов, принадлежащих

эволюционно дистаIIтIIым ветвям позвоночньтх - бесхвостым амфибишл (Хепорus laevis) и

птицtll\{ (Gallus gallus); пок&}ЕIн консервативный характер экспрессии изу9аемого белка.

Поrгу"rены новые дzшные относитедьЕо молекуJшIрньD( партIIеров Noggin4 и процессов,

на которые он способен влиять. Показаrrо, что Noggin4 не вJIи;Iет Еа активность ВМР- и

Nоdаl/Асtiчiп-сигна-rrьньD( каскадов и не связывает их специфические лиганды. В то же

время, обнаружена способность Noggin4 взаимодействовать с лигаrrдомiVпt/В-саtепiп-

сигнЕlJIьного каскада - Wnt8 - iп yitro и iп vivo, препятствовать взаимодействию Wnt8 со

специфическими мембранныпли рецепторапdи и блокировать сигнальную iжтивность дЕtнного

пути.

При помощи искусственно создЕIнньD( генетических конструкций, в состав которых

введены кодирующие р€tN{ки разньD( секретируемьD( белков (Nogginl, NЫggin2, Noggin4,

Wnt8 и т.д,) с флюоросцентными меткЕlI\4и (ЕGFР, TagRFP), на осIIовании метода FRАР

разработан оригинЕrльный метод прижизненной визуализации распределения секретируемых

белков в тканях живого зародыша Хепорus lаеvis, С шомощью этого метода

экспериментttльно обнаружено продсказанное rто первичной структуре гёна noggin4

уникальное для молекул этого класса свойство белка Noggin4 быстро диффундировать в

тканях живого зародыша и функционировать в качестве да-ltьнодействующего ингибитора

сигнального пути Wnt/B-catenin. Вычислена скорость перемещениlI (коэффициент диффузии)

бsлка Noggin4 и его гомологов в межклеточном пространстве зародышао,Обнаружено, что цо

этому покrIзателю Noggin4 более чем на порядок превосходит своих гомологов.



На основании полу{енных таким образом результатов разработанёlматематическ€ul

модель регуJuIции белком Noggin4 градиента сигнЕIльной активности Wпt/В-саtепiп-пути в

процессе разметки нервной Iшастинки зародыша Хепорus laevis.

Практическая значимость. Работа в основном носит фунда:rлентаrrьньй харaжтор.

Обнаруженные и описЕшные свойства белка Noggin4 делают его уникальным

даJIьнодействующим ингибитором Wпt/В-саtепiп-сигнаJIьного пути и регуJuIтором клеточной

дифференuировки, потенциttльно вовлеченным в базовое для эмбрионыIьньD( систем и

малоизуIенное явление скейлинга, или размерной инвариантности эмбрионального паттерна

_ способность рuLзвившощейся сист9мы воспроизводить паттерн при суцLественньD( помехtlх,

например, при удапении у зародыша существенной части кJIетоIшого материzrла.

Результаты работы вносят существенный вкл4д в понимtlние базовьж мехЕtнизмов

развития и его эмбриональной регуJuIции, а также регионаJIизации центраJIьной нервной

системы в раннем ра:}витии.

Разработанные Ештором под(оды и поJIучеЕные дЕIнные могут быть в дальнеЙшем

использованы в биомедицинских исследованиях, при изучении и разработке

терапевтических подходов в отношениирядапатологий, в частности, онкОлогических

заболеваний, пороков рtввития, заболеваний ЩНС и т.п.

CTpylcrypa диссертации, изложенной на 1 52 страницах машинопЙЬного текста,

вкJIючает стЕrндартные главы: введение, обзор литературы, результаты и обсуждение,

выводы, материаJIы и методы исследования. Список JIитературы насчитывает 379

источников. Работа илJIюстрироваЕа 30 рисунками, вынесенными в два приложения - к

рiвдел.lм кОбзор литературы> и <Результаты и обсуждение>. q|

Во Введении приводится краткая общая информачия о современном положеIIии в

данной области и об объекте исследов€шия, обосновывается тема работы, HayIHEUI новизна,

практическм значимость IIоJIyIонньIх результатов и выбор животной модели (зародьгш

шпорцевой JuIгушки Xenopus laevis). *.

Обзор литературы представляет собой подробное рассмотрение мехаЕизмов

реализации сигЕ€tльной активности WпVВ-саtепiп-пуrи (его внеклетотIныо лигаЕды и

различпые классы специфических поверхностIIьIх кJIеточIIьD( рецепторов, уlастио G-белков в

Wпt_сигнализации). Большое внимание уделено описанию регуJuIции чжмвIIости этого

сигнаJIьного пути при помощи секретируемьD( и трансмембранньтх ингибиторов и

активаторов. Кроме того, рассМотрены разные механизмы распредолениrI сигн€tльньD( белков

кдасса wnt в ткашж - свободная диффузия, перемещение IIри помощи белков-переносчиков}

везикулярный и цитонемный транспорт белков Wnt в межклеточном пространстве. Наконец,

прив9ден обзор доступной информации по структуре, функции, ,*.rrр."ё"и и молекулярной

эволюции белков семейства Noggin.
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Обзор снабжен 13 ил.тпострациJIми, вьшесенными в приложение, написан граI\4отно,

охватывает широкий спектр публикаций преип,тущественно последних лет и, безусловно,

свидетельствует, о глубоком понимании автором основ изучаемьгх молекуlulрных процессов,

его широком наrшом кругозоре и солидной общетеоротической подготбвке. В цолом этот

рllздел работы дает под)обное представление о предмете исследованияи позволrIет оценить

важность и zlкTyaлbнocTb выбранного tlBTopoм направления.

В разлеле <<Результаты и обсуждеЕие)) приведены полrIенные автором

экспериментilльные результаты, их тооретическое обобщение и обсуждеЕие. Изуrен

экспрессионньй профиль белка Noggin4 в раЕЕем рirзвитии куриного зародыша и проведен

сравнительньй анаJIиз с профилем экспрессии белка Noggin4 зародыша шпорцевой лягушки,

описанным ptlнeo коJIлогами лаборатории, которой вьшолнялась работа. Автором устаIIовлен

консервативньй характер экспрессии Noggin4 в гомологиtIньж эмбрионаtъньD( структурах

двух эволюциоЕно,щlстЕlнтньD( видов, из чего сделан вывод о высокой физиологической

значимости функции Noggin4 в pElHHeM эмбриональном развитии позвоноtIньD(.

Изуrено вJIи;Iнио смещеЕия уровня экспрессии Noggin4 на морфологию головньIх и

oceBbIx структур зародышей шпорцевой лягушки; при помощи метода гифидизацпут iп situ

установлены сдвиги патгернов эксIIрессии генов-маркеров переднеголовньD( структур при

повышении и понижении уровнJI экспрессии Noggin4. Используя шоциферазные

репортерные конструкции, автором проведена оценка способности Noggin4 влиять на

активность р€вньD( сигнtlльньIх пугей - ВМР, NodaVActivin, "канонический" Wnt.

Полуrенные в этих экспериментzlх результаты автор интерпретиро"* Йооьзу способности

Noggin4 окЕвывать стимулирующее влияние на ршвитие переднеголовньD( структур через

посредство молекуJIярЕьIх механизмов, не связанньж с регуJUIцией сигнatльньD( каскадов

ВМР и Nodal/Activin.

,Щалее привед9ны результаты ряда экспериментов по оцеЕке способности Noggin4

регулировать сигнапьную активность каскада Wnt/B-catenin. ПредскЕвана и

экспериментitльно обнаружена способность изrIаемого белпtа индуцировать рtLзвитие

полньж, включаrI головной отдел, вториIIньD( oceBbIx комплексов при его эктопической

экспрессии с одновремонным подавлением ВМР-сигнализации - свойство, характерное дJuI

ингибиторов Wnt/B-catenin, что позвоJIило автору предположить нЕlлитIие у изуqаемого белка

ингибиторной активности в отношении этого сигнаJIьIIого пути. Эта гипотеза нашла

подтверждение как в экспериментЕtх с люциферазной репортерной плазмидой, специфически

активируемой Wпt/Р-саtепiп-сигнализацией - pTOPFlash, - TilK и в эксперхментах по ко-

иммунопреципитации белкаNоggiп4 с предполагаомыми молекулярными партIIерап,fи,

меченными специфическими антигенными flag- и mус-эпитопчll\ли, в KoTopbD( получены

прямые доказательства способности белка Noggin4 связывать Wnt8 при одновременной



неспособности связывать специфические лигЕtнды Других сиfнаJьньD( Йat. Эксперименты

по оверэкспрессии внугрикJIоточного эффектора каскада - P-catenin - позвоJIиJIи

локЕtлизовать активность Noggin4 на уровне не ниже основньD( рецепторов дzlIIЕого пупл -
Frizzled8. При помощи метода количественной полимеразной цепной реакцlаи в работе

показано, что искусствеIIное повышение и понижение экспрессии Noggfi14 вызывает

ожидаемые синхронные изменения уровIIей экспрессии ряда генов-мишеней сигнаlьного

каскада Wnt/B-catenin - дхiп2, НохД1, НохВ1, HoxDl, Siamois и XTrr3.

Совокупность экспериментальньж данньж, пол)ленньж при помощи ptBHbD(

исследовательских инструментов и методик, позволила автору сделать вывод о том, что

Noggin4 в условиях как iп vitro, так п iп vivо свяЗывается с секретируомым лигЕlндом Wnt/P-

catenin - Wnt8 - и, т€ким образом, негативно регулирует активность дЕlнного каскада.

В этой части работы автор тЕжже удеJuIет внимание тому факту, что исслеДУеМtUI

активность белкаNоggiп4 зависит от способа его вьцеления: Noggin4 прюявляет wnt8-

связывающ}то способность при селективном вьцелении из межкJIеточного проOтрЕtнства, но

не из тотальньD( лизатоВ зародышей. Автор последовательЕо объясняет это тем, что в

процессе секреции из кJIеток данные белки должны подвергаться дополнительЕому

конформационному и модификационному изменению, отсугствующему при их прямом

вьцелении из лизата эмбрионов.

Большое внимание в экспериментальной работе автор УдеJuIет изrIению

распространения секретируемого белка Noggin4 в MeжKJIeTotIHoM прострацстве живого

зародыша и нелокальньпл эффектсlм, оказьшаемьшr,r Noggin4 на индивидуальное рiввитие.

Такие эффекты отмечаются как на уровне морфологии эмбрионutльньIх ёiрУ*rУР

(билатеральное увеличение линейньur pa:lMepoB присоски при унилатера-пьной

оверэкс11рессии Noggin4), так и в отношении паттерЕов экспрессии переднеголовньD( генов-

маркеров.

Наблюдаемые нелокЕlльные эффекты Noggin4 автор объясняет обнаруженной

способностью этого белка отпосительно свободно и быстро перемещатъся в межклеточном

простраIIстве. особый интерес шредстЕlвлrlет описываемьй в этой части работы

разработанный автором оригина-rrьньй подход к изуIению скорости распространениjI

белков-морфогенов в межклеточном пространстве живого зародыша, кqдорьй представлrIет

собой модицифированную методику FRAP (восстановление фrпооресценции после

фотобличинга). .Щля проведения этих экспериментов автором создаЕы рекомбинантные

генетические констрУкции, в которые введены кодирующие раN{ки изучаемьж белков с

разными флюоресцентными MeTKElIvIИ, позвоJUIющими визуально отслеживать их

перемещение в межклетоIпIом пространстве в режиме реального времени. отмечается, что

даннаJI методика, модицифИрованнаjI дJUI отсл9ЖивtшиЯ отдельньD( межклетников, JIишена
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недостатков традиционного способа, при котором фотобли.мнry подвергается обширная

квадратнаJI область зародыша, содержащzш множество клеток. Белп<и, использоваIIные в этой

серии экспериментов, бьши предварительно проверены на предмет сохрЕlIIениrI ими

физиологической активности и воспроизводимости эффектов cBolu( флшооресцеIIтIIо

немеченньж ан.шогов. Кроме того, бьulа проведена оценка концеЕlрации эЕдогешIой мРНК

Noggin4 и вносимой в зародьтш экзогенной мРНК его флюоресцентно меченного анапога.

В серии экспериментов по микрохирургической пересадке эксплантатов анима-rьной

эктодермы зародьrшей, экспрессирующих флюоресцентIIо меченные бедr_си семейства

Noggin, на зародыши дикого типа автор наблюда_ш существенно рtвлиЕIныо скорости

диффузии исследуемьгх рекомбинантньж белков из эксплантата в окружающие ткаЕи.

Поrц.чgццrrе данные позволили автору оцонить и сравнить скорость распрострulIIеЕиrI всех

трех белков этого семейства - Nogginl/2l4 - в эмбрионаrrьной эктодерме и обшаружить, что

по этому парапdетру Noggin4 болео чем на порядок превосходит свои гомологи. В качестве

возможного объяснения наблюдаемого эффекта автор предлiгает факт отсутствия в

функциона.пьной структуре Noggin4 сайтов связывания гепарансульфат-протеогликtlнов

межкJIетоIшого матрикса, наJIичествующие в структуре его гомологов.

В теоретической части работы с rIетом полr{енньж данньD(, а Tar&e опирtшсь на

количественные эксперимонтitльные оценки эффектов конкуренции эндогенного Noggin4 за

связывание Wnt8 с одним из осIIовньж его рецепторов в передней эктодерме, Frizzled8,

автором lтроведено математическое моделировtlние влияния белка Noggin4 на форму

сигнrlльного градиента Wnt8 в нервной пластинке зародыша шпорцевой,лягушки и

определена константа диффузии Кд Noggin4 в можклетоIшом пространстве. Отмечается, что

теоретические расчеты хорошо согласуются с полученными количествеIIными дчlнными

экспериментов.

Раздел кРезультаты и обсуждение ) снабжен шестнадцатью илJIюсцациями,

вынесенными в отдельное приложение, после чего следует раздел <<Выводы>>, где обобщены

и по пунктzll\{ переIмслены основные вьшоды диссертационной работы.

В главе <Материа_пы и методы> подробно приведены и описtlны использовttнные в

работе реактивы, животные модели и лабораторное оборудовitние, на котором проводилась

работа, а также ряд методов, при помощи которьж полу{ены дЕIнные.

Методологич9ские Еtlходки работы - зЕIвисимость функционаJIьЕьD( свойств

иссJIедуемого белка от способа его вьцеленияи модификация метод{ки FRAP для целей

изr{ения диффузии фrпооресцентно меченЕьIх белков-морфогенов в иIIдивидуtшьном

межклетнике - безусловно, открывают перспективы их да-тlьнейшего наfrдrо.о применения.

Полуrенные данные тrредставляют большой интерес и aжтуальны дJIя широкого круга

исследователей, работающих в областях биохимии, молекуJIярной биопогии и



эксперимент€rльной генетики индивидуЕlльного рtlзвития и изу{ающих к€lк детЕIли реryJUIции

tктивности и функционирования Wпt/В-саtепiп-сигншlьного пути, так и мехаЕизмы рtвметки

плана строениrI и рЕtзмерной инвариантности (скейлинга) эмбриона.пьного паттерЕа.

Представленные в диссертации материаJIы свидетельствуют об успешном и творческом

решении поставленньD( задач и поJгrIении HoBbIx HayIHbD( данньIх, иМеюЩиХ

фундаментальное и, потенци€tJIьно, биомедицинское значение. Щели и задаIм, поставленные

в работе, достигнугы полностью.

дпробация работы. основные результаты, полуIенные в работе, отражены в четырех

статьях в зарубежньD( и отечественньIх рецензируемьD( наrшьD( 
"aдur"Ё 

и доложены Еа

международной конференции. Опубликовt}нные работы достатоIIно полно отрЕDкtlют

основноо содержание диссертации, а выводы адекватно обосновшrы.

Результаты и выводы диссертации могуг быть рекомендованы к использованию в

исследованиях, проводящихся на биологическом, физическом и химиtIеЕком факультетах

Московского государственного университета им. М.В.Ломоносова, Институге физико-

химической биологии им. А.Н.Белозерского, Институге биологии рЕlзвитиrl им. Н.К.Кольцова

РДН, Институге биомедицинской химии им. В.Н.Ореховича РДН и Инститде

биоорганической химии им. Акад. М.М.Шемякина и Ю.Д.Овчинниковоtl

Щостоверность полученных результатов но вызывает сомнений. Работа вьшолнона на

высоком техЕическом и научном уровне, данные поJIгIены €tвтором с исIIользовtlнием

совремеflньIх исследовательских по.щодов и методов - т€lких как молекуJUIрное

клонирование, гибридизация iп situ, инъекции в зародыши шпорцевой лягушки

сиЕтетических мРНК и антисмысловьD( олигонукJIеотидов, ко-иммуIIопреципитация и

иммуноблоттинг, люциферазные репортерные конструкции, ПЩР в реальном времени, FRAP

- и свидетельствуют об успешном решеЕии rтостalвленньж задач. Выводы вытекaют из

IIредставленньIх дil{ньD( и поJIностью отражают результаты проведеrпu* исследований.

Замечания по диссертации. Несмотря на весьма благоприятное общее впечатление от

работы, она не лишена HeKoTopbD( недостатков. В порядке зtlN,IечаниrI стоит отметить

отсутствие в Обзоро литературы суммирующего зtжJIючениrI с кратким резюме современного

состояния рассматриваемой области молекуJUIрной генетики.

Помимо цезнаIIительньD( опечаток, стоит упомянугь отсутствие в Йксте диссертации

отдельного пуIIкта с постановкой цели и задач работы, однако стоит отметить, что в

автореферате диссертации такой пункт есть. В термиЕологическом отношоЕии работа

несколько мозаична, автор часто в одном контексте использует русские - (шередне-задний>

- и латинские - (цорсовентральный> - термины



Эти замечания носят частный характер. Они не портят общего сапiЪЪо благоприятного

впечатления о работе, не снижЕlют ценности и достоверности полrIеЕньIх автором

результатов и IIе влияют на обоснованность положений, выносимьD( на защиту.

В автореферате на24 страЕицzж представлены основные результаты, поJIученные

А.В.Бородулиным в диссертационной работе, обоснована aKTy€lJIbHocTb проблемы, на)ruцаrl

новизна работы, ее практическаlI значимость, поставлены цели и задаIм проводимого

исследования. В автореферате излагаются все основные данные, поJý/ченЕые в работе,

результаты обобщены и суммированы в виде выводов, а текст снабжен шIтнадцатью

иллюстрациями. Таким образом, содержание автореферата полностью с9ответствует

содержанию диссертации.

Общее заключение. Знакомство с диссертационной работой, авторефератом и

гrубликациями А.В.БородулиЕа убеждает, что он явJuIется зрелым исследователем,

способным осваивать и свободно оперировать широким арсеналом coBpeMeHHbIx

технических и методологических lrриемов молекуJIярной генетики, биоорганической химии

и экспериментаrrьной биологии индивидуального рtввития, обладаrощим достатотIно

глубокими знuшиями в этих областях науки. ЩиссертационЕЕuI работа Алексшrдра

Владиславовича Бородулина на тему <Секретируемьй белок Noggin4 - новый peryJulTop

,ктивности Wпt/Р-саtепiп-сигнального каскада в раннем эмбрионаьнопГразвитииD явлJIется

законченной нау*rо-ква.пификационной работой, в которой содержится решение задачи,

имеющей важное значеЕио дJuI развития исследований в области молекуJUIрной биологии

р{ввития, направленньD( на IIоиск и изучение молекуJUIрно-генетических механизмов раЕнего

эмбрионального рtr}вития.,Щанная работа соответствует требованиям <<Положения о

присуждении rIеньж степенеЙ>, утвержденного Правительством РФ от 24.09,20lЗ г. ]ф 842

(с изменениями Постановления Правительства РФ от 2|.04.20lб г. Ns 335, в ред.

Постановления Правительства РФ от 02.08.2016 г. Nэ 748), предъявJuIемым к диссертациям

на соискЕtние уrеной степени каЕдидата биологических наук, а ее автор засJryживает

присуждениrI искомой степени кандидата биологических наук по специальности 03.01.03 -
кМолекулярная биология>.

Отзыв обсужден и одобрен на заседЕшии кафедры эмбриологиибиологического

факультета Федерального государственного бюджетного образовательIIого )пфеждения

высшего образования <<Московский государственньй университет имеЕи М.В.Ломоносова))

(Протокол JФ 2, кЗ1> января 2017 r.).

Профессор Кафедры эмбриологии

Биологического факультета МГУ,

доктор биологических наук
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