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на диссертациопную рабоry Ивановой Анастасии Сергеевны (Роль zeшor Agr u

Ras-dva в раннем развI.rmаа мозzа а пра реzенерацаr, праdаmков mела у нuзллttlJс

позвоночных>>, представленную на соискание учёной степени кандидата

биологических наук по специальности 03.01.03 - молекулярная биология

Щиссертационная работа Ивановой А.С. посвящена выявлению роли сигнtlJIьного

каскада, вкJIючающего гены Agr и Ras-dval, в реryляции рIIзвитиJI переднего мозга у

низших позвоночных, а также в контроле rrроцесса регенерации придатков тела у рыб

и амфибий.

ИсследованиrI молекулярных сигнаJIьных каскадов, определяющих рЕtзвитие и

функционирование нервной системы, вкJIючая и механизмы их реryляции,

представляют собой акryальную область экспериментztпьной биологии. .Щанная работа

посвящена исследованию совершенно нового рgryляторного каскада, существование и

функционtLпьность которого были впервые покваны диссертантом, что, на мой взгляд,

может привести к формированию нового направлениrI исследований в области

нейроэмбриологии. Кроме того, диссертантом впервые была покiвана роль некоторых

элементов этого каскада в реryляции процессов регенерации придатков тела у

земноводных и рыб. Учитыв€uI отсутствие большинства этих генов в геноме высших

tIозвоночных, данная работа может tIомочь как пониманию причин сниженрш их

способности к регенерации, так и разработке новых подходов к стимуляции

регенеративных процессов в ткаЕях млекопитающих и человека.

Таким образом, тема диссертационной работы Ивановой А.С. является

актуальной и обеспечивает оспову для дальнейшего изучениrI молекулярЕых

механизмов раннего рzrзвития мозга и рогенерации.

,Щиссертация Иьановой А.С. построена по кJIассической схеме и вкJIючает в себя

следующие основные разделы: введенио, обзор литературы, материtLпы и методы,

результаты и обсуждение, выводы, список литературы. Материчш диссертации изложен

:нat26 страницах и содержит 46 рисунков. Списоклитературы содержит ссылки, как на

кJIассические статьи, так и на современные работы. В целом, оформление диссер"гации

соответствует требованиrIм, установленным Министерством образования Российской



Федерации. Обнаруженные в диссертации немногочисленные опечатки не снижают

положительного впечатлениrI от работы.

Раздел <Обзор литературы)) состоит из 2х частей. Первая часть посвящена

описанию rrроцессов раннего нейрогенеза у эмбрионов шпорцевой ляryшки, а также

механизмам формирования конечного мозга. Во второй части обзора представлен

анапиз механизмов регенерации у низших позвоночных, описаны основные этапы

этого процесса и молекуJIярные каскады, контролирующие регенерацию и заживлеЕие

ран. Обзор написан хорошим языком и представляет собой детальный анrLлиз

имеющихся на сегодняшний день данных как по механизмам реryлячии формирования

конечного мозга, так и по молекулярным аспектам процесса регенерации у низших

позвоночных. Литературный обзор характеризуется широким охватом материапа и

вкJIючает данные молекулярно-биологических, эмбриологических и эволюционно-

генетических исследований, причём наибольшее внимание уделено самым rrоследним

гryбликациllм, характеризующим современное состояние проблемы. На мой взгляд,

каждая из двух частей обзора, при некоторой доработке, заслуживает опубликования в

отечественной на1..rной периодике.

Раздел <Материалы и методы> дает подробное описание использованных в

работе методов. Автор демонсц)ирует владение широким спектром самых

современных методов: метод микроинъекций, гибридизации iп situ, метод

количественного ОТ-ПЦР, флуоресцентнiш микроскопIбI, метод получениrI

трансгенных животных и пр. Раздел написан обстоятельно и содержит необходимую

информацию дJuI воспроизведения экспериментов.

Раздел <Результаты и обсужление>, содержащий описание экспериментальной

работы, выполненной автором, можно условно также рiвделить на 2 части.

Первая. часmь посвящена выявлению роли генов Agr и Ras-dyaL в раннем

р€ввитии мозга эмбрионов африканской шпорцевой ляryшки Хепорus laeyis. В этом

разделе было покiшано, что Mtulzш ГТФаза Ras-dval является кJIючевым факгором

передачи сигнапа от фактора Fgf8, продуцируемого нервной пластинкой, к кJIеткам

прилегающей ненейра-шьной эктодермы. Для этого использовtulись как данные

гибридизации in situ, так и результаты подавлениlI экспрессии гена Ras-dval

(исгtользование антисмысловых морфолиновых олигонукJIеотидов - МО). Эти

эксперименты покzlзtlJlи значительное уменьшение экспрессии генов Дgr и FoxGI в



области закола у зародышей Хепорusо а также значительные морфологические

изменениrI (уменьшение телэнцефалона и глаз). Сходные результаты (подавление

экспрессии генов Agr, Ras-dvaL и FoxGI) дttло и подавление трансляции мРНК jqgЁ

гryтем введенIбI морфолиновых антисмысловых олигонукJIеотидов. Таким образом,

была не только выявлена роль Ras-dyal в функционировании Fg|8-зависимого каскада,

но и показано, что гены Дgr являются кJIючевым элементом этого каскада

эффекторами активности Rаs-dуа I ..Щалее, было подробно исследовано влIбIние белков

Agr на экспрессию FoxGI - раннего маркера проспективного конечного мозга.

Методом гибридизации iп situ бьlло показаЕо уменьшение области экспрессии генов

FoxGI и FdB у зародышей, инъецированных Xag2 МО. Интересным окtlзilлось то, что

экспрессия Ras-dyaL тоже окtlзалась подавленнойо на основании чего было сделано

предположение о н€шичие реryляторной rrетли обратной связи между Ras-dya] и Дgr,

учитывая подавление экспрессии Agr путем инактивации Ras-dya(. На следующем

этапе работы по этому рtlзделу был выявлен ещё один ключевой элемент Fg]Е-

зависимого реryдяторного каскада - транскрипционный фактор Otx2. Для этого

использовtlпись те же методы, что и в предыдущих экспериментах - оценка пат,герна

локtшизации транскрипции гена (гибридизация iп situ) и подавление активности гена-

мишени с использованием МО. Было показано, цто области экспрессии генов Дgr, Ras-

dyal и Otx2 в презумIIтивном теленцефttлоне совпадают. Кроме того, эффекты

подавлениrI экспрессии Otx2 окiвЕtлись схожими с эффекгами подавлениrI Дgr и Ras-

dyaL. Таким образом, было подтверждено участие Otx2 в Fg[8-зависимой сигнальной

петле обратной связи между кJIетками наружной щраевой зоны (ANB) и кJIетками

rrрилежащей передней ненейральной эктодермы. В закпючительной части первого

раздела, на основании вышеперечисленных результатов представлена модель

сигнttпьной петли обратной связи, согласно которой кJIетки ANB продуцируют Fgf8,

который, через активацию Ras-dya] ц Otx2, индуцирует экспрессию Дgrs в

прилегающих кJIетках ненейральной эктодермы. В свою очередь, белки Agr,

секретируемые кJIетками передней ненейральной эктодермы, реryлируют рzlзвитие

конечного мозга посредством стимуляцией экспрессии Fgf8 в кJIетках ANB.

Во вmоролw разOеле работы проведена оценка потенциttльной роли генов Agr в

регенерации придатков тела низших позвоночных. .Щля этого, с использованием мотода

IЩР в реitльном времени была охарактеризована динамика экспрессии генов семейства



Agr (Xag2, Xagr2a, Xagr?) при регенорации хвоста и в почке задней конечности в

течение 5 дней после ампутации. При этом ампутациrI проводилась на двух стадиях

рilзвитиrl головастиков (стадии 52 и 57), отлшIающихся по уровню способности

годовастиков к регенерации. Для визу€tлизации экспрессии исследуемых генов

непосредствонно в живом организме, эти же эксперименты были проведены на

трансгенных головастиках, экспрессирующих GFP под контролем промотора гена

Xag2. Была выявлена резкtu{ акгивацшI экспрессии генов Agr на 3-й день после

ампутации конечности, причём только у головастиков на 52-14 стадии рtввития,

характеризующейся высокой способностью к регенерации. Сходные результаты были

tIолучены и при регенерации хвоста, однако рtlзличиrl между 52-й и 57-iT стадиjIми

практически отсутствовaLли. Акгивация генов Agr в бластеме и прилегающих тканях

хвоста была показана и на трансгенных животных, подтверждая, таким образом, роль

генов Agr в реryляции процесса регенерации придатков тела у земноводных.

Дналогичные эксперименты были проведены и на модели регенерации плавников

рыбы Dапiо rerio. Было покiLзано, что ген Дg1 при рtIзвитии Dапiо rerio

экспрессируется значительно сильнее и обширнее его ортолога у Хепорus laeyis и

участвует не только в реryляции процесса регенерации плавника, но и в его

нормitльном росте фазвитии). При введении Дgl-слецифичных МО, было отмечено

снижение темпов регенерации плавников и снижение уровня экапрессии

специфических маркёров регенерации - генов FgPOa и IgBb.

На завершающем этапе этого рilздела работ, автором была проведена оценка

участиrI генов Ras-dya в регенеращии rrридатков тела низших позвоночных. Методом

гибридизачии in situ было пок.Ёано, что Ras-dya| активируется в раневом эпителии, а

так же в кJIетках бластемы и нотохордq в то время как трансщрипты Ras-dya2

детектируются искJIючительно в кJIетках бластемы, причём индуцируются оба этих

гена очень быстро (в первый день после повреждения) w ужо на вторые сутки их

экспрессиlI резко цадает. Таким образом, сделан вывод о вовлеченности этих генов в

контроль раЕнего этапа заживлениlI раны и формированLuI бластемы. При подавлении

экспресаии этих генов с исшользованием соответствующих МО было выявлено

отсутствие дорсttльного/вентрztпьного или обоих плавников, а так же значительное

замедление или отсутствие регенерации. Эктопическzш экспрессиrI генов Rаs-dvа] и

Ras-dya2 вела к восстановлению способности к регенорации у головастиков Хепорus.



Таким образом, в ходе выполнения данной работы автором был выявлен новый

реryляторный каскад, контролирующий взаимодействие кJIеток наружной краевой

зоны и прилегающей ненейральной эктодермы и) таким образомо влияющий на

рtlзвитие переднего мозга у низших позвоночных. Так же были охарактеризованы

отдельные элементы этого каскада, их взаимодействие и роль в реryляции процесса

регенерации придатков тела низших позвоночных.

В целом, работа выполнена на самом высоком международном уровне. Вместе с

тем, как и к любой другой работе, к представленному на защиту исслодованию есть

некоторые замечания. Пракгически все они являются незначительными и чисто

редакционными и, таким образом, не влиrIют ни на значимость экспериментов, ни на

выводы работы.

в частности:

1. Не указаны единицы масштаба на рисунке 1.

2. Фраза <<Такutи образолtt, fuloctcHo aоворumь о mоJи, чmо dля развumuя

mеленцефалона необхоduл,tа коэкспрессuя eetlor Ras-dya] u FoxG] в dвус разлuчлtьlх

зонах" представляется не совсем обоснованной. In situ гибридизацIrjI не является

количественным методом и даёт представление только о локаJIизации транскрипции,

но не о её функциональной значимости. Подобное закJIючение должно быть

подтверждено функционiulьным эксп9риментом (оценкой взаимодействия белковых

продуктов).

3. Окончание фразы '? целол4, уровень экспрессuu zeHa Xagr? бьш нuже по

сравненuю с dpyeuMu eeшalиtt, m.е. сuzнал в ПItР-шwплuфuкаmоре фuксuруеmся на более

позdнttх цltrклахО'(стр.82) лучше было бы заменить на: <<сuzнал бьtл нuэюе оmносumельно

конmрольноzо 2ена>>.

4. Фраза <<flолученньtе daHHble Jиo)tcHo объяснumь слеdуюu4шw образол4: еслu ze+

экспрессuруеmся на BblcoKoM базовол,t уровне, mо прu повресюdенuu еео mранскрuпmы

немеdленно расхоdуюmся на реlенерацltю, вслеdсmвuе че2о сначсlла уровень экспрессuu

2ена снl,tжаеmся, а заmем возрасmаеm do базовоzо уровня" (стр.9З) не совсем

корректна. Здесь нужно говорить не о снижении ypoBHrI экспрессии) а о снижении

уровня транскриштов.

5. Фраза "Vivо-л,tорфолuно - сuнmеmllческuе лwорфолuновьtе олuzонуклеоmudьь

способньtе пронuкаmь в wtеmку блаzоdаря осmаmку окmа-zуанuduн dенdршиера u



поdавляmь mрансляцuю целевой л4РНК пуmем свжьlван1,1я с обласmью uнuцuацuu

mрансляцuu" (стр.96-97) описывает один из основных методов исследований, поэтому

её было бы логичнее использовать горtвдо раньше по тексту, при первом упоминании

этого метода.

Из значимых замечаний можно отметить только одно: несколько недостаточную

обоснованность логической (смысловой) связи между двумя частями работы - 1)

исследованием реryляторного каскада, контролирующего обмен сигналами между

кJIетками нервной пластинки и прилегающей ненейральной эктодермы и 2) оценкой

роли некоторых элементов этого каскада в регенерации придатков тела.

Существование этой логической связи затронуто очень кратко во введенииив обзоре

литературы, однако вопрос, каким образом результаты первой и второй части работы

дополшIют друг друга, каково их взаимное значение (которое, на мой взгляд, велико)

оставлен без должного вниманIд{. Единственное, что логически объединrIет две части

работы - это гипотеза, высказанная в последнем rrункте выводов. Несмотря на то, что

она представJuIет большой интерес, к сожzUIению, в тексте диссертации она н9

обсуждается.

Тем не менее, этот недостаток никак не влияет на высочайший методологичеокий

уровень данной работы и её несомненtIую информативную значимость как для

нейроэмбриологии, так и для регенеративной биологии. На мой взгляд, представленная

работа явля9тся прекрасным примером кJIассического эмбриологического

исследованиrI, последовательно и обстоятельно расIФывающего тонкие механизмы

реryляции процессов рзввитиJI и регенерации.

Таким образомо на основе изучениlI диссертации и опубликованных работ по теме

диссертации) я моry закJIючить, что диссертационная работа Ивановой А.С. акry€Lльна

по своим задачам и содержанию, и является логически завершенным исследованием,

выполненным на самом современном экспериментtlJIьном уровне. ОсновЕые научные

результаты диссертационной работы получены впервые, непосредственно

диссертантом, и огryбликованы в ведущих рецензируемых отечественных и

зарубежных научных журнiшах, входящих в перечень журнtulов и изданий,

утвержденных Минобрнауки России дJuI опубликованиlI основных научных

результатов диссертаций. Щостоверность и обоснованность полученных результатов,

научных положений и выводов сомнений не вызывает.



Автореферат полностью соответствует содержанию диссертации. В нем

правиJIьно отрЕDкены основные идеи и выводы диссертации, новизна и практическаJI

зЕачимость результатов исследований.

Все вышеизложенное позволяет мне закJIючить, что по актуtшьности, Еовизне,

уровню выполненIбI и науrной значимости диссертационнiul работа Ивановой

Анастасии Сергеевны <<Роль генов Agr и Ras-dva в раннем развитии мозга и при

регенерации придатков тела у низших tIозвоночных) соответствует требованиям

<<Положения о присуждении ученых степеней" (утверждено Постановлением

Правительства РФ от 24.09.2013 г. Ns 842 с изменениrIми ПостановлениrI

Правительства РФ от 21.04.20lб г. IГs 335, в ред. ПостановлениrI Правительства РФ от

02.08.2016 г" Nэ 748), а её автор заслуживает присуждениlI искомой степеЕи кандидата

биологических наук по специальности 03.01.03. - молекуjIярная биология"

Офиuиальный оппонент,

кандидат биологических наук,

начаJIьник лаборатории тканевой инженерии ,_

ниц <Курчатовский Институт r, *---.l'"л , i]
пантелеев Андрей Александрович - 

,4(ailL{)

Адрес: 2З|82 Россия, Москва, пл. Академика Курчатова, д. 1.

Телефон: +7 (499) \96-95-З9
E-mail : a.a.pantel@gmail.com

Подпись к.б.н. Пантелеева Андрея АлександровиIIа

заверяю:

Главный Ученый секретарь
НИЦ <Курчатовский Институт>>

А.А. Патттелеов

С.Ю. Стремоухов
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