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Рис. 1. а – Инъекции мРНК Noggin4 в дорзальную область зародышей шпорцевой лягушки приводят к аномалиям раз-
вития головных структур. б – Подавление трансляции мРНК Noggin4 приводит к редукции головных структур заро-
дышей. в–г – Изменения паттерна экспрессии гена FoxG1 при оверэкспрессии (г) и подавлении экспрессии (д) мРНК
Noggin4. е–ж – Изменение паттерна экспрессии гена Rx при оверэкспрессии (ж) и подавлении экспрессии (з) мРНК
Noggin4. и – Сравнение аминокислотных последовательностей белков семейства Noggin у представителей разных
классов позвоночных. Ножницами показан сайт отщепления сигнального пептида. Стрелками показаны аминокис-
лоты, играющие, согласно Groppe et al. (2002), принципиальную роль в связывании молекул BMP.
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Инъекции мРНК Noggin4 в дорзальную об-
ласть зародышей на стадии 8 бластомеров приво-
дят к нарушениям развития головных структур
основной оси – присоски, глаз (рис. 1a). Подав-
ление трансляции Noggin4 морфолиновыми оли-
гонуклеотидами вызывает нарушения формиро-
вания головного отдела зародышей, аномалии
развития глазных структур и переднего мозга, что
указывает на вовлеченность Noggin4 в развитие
этих структур (рис. 1б). На более ранних стадиях
эти фенотипические аномалии подтверждаются
нарушениями экспрессии маркеров переднеголов-
ных структур (FoxG1, Rx), детектируемыми мето-

дом гибридизации in situ (рис. 1в–1з). Эти резуль-
таты указывают на вовлеченность Noggin4 в разви-
тие головных структур шпорцевой лягушки.

Согласно литературным данным, в формиро-
вании переднеголовных структур позвоночных
принимают участие несколько внутриклеточных
сигнальных каскадов – Smad1 и Smad2 зависи-
мые TGF-beta (соответственно BMP и Nodal/Ac-
tivin) каскады, а также Wnt/beta-catenin каскад
(Piccolo et al., 1999; Niehrs et al., 1999). Кроме того,
ранее уже было показано участие белков Noggin1
и Noggin2 в модуляции активности этих каскадов
(Bayramov et al., 2011). Исходя из этого, для пони-

Рис. 2. а – Noggin4, в отличие от Noggin1, не способен ингибировать сигнальный каскад BMP как в нативных зароды-
шах и эксплантатах анимальной эктодермы (слева), так и при его активации с помощью мРНК Wnt8 (справа). б – Noggin4
не способен ингибировать сигнальный каскад Nodal/Activin как в нативных зародышах и эксплантатах анимальной
эктодермы (слева), так и при его активации с помощью мРНК Activin или Xnr2 (справа). Детекция активности BMP и
Nodal/Activin каскадов осуществлялась с помощью репортерных конструкций TCFm-Luc и GL3-ARE-Luc соответ-
ственно. в – Noggin4 ингибирует Wnt/beta-catenin каскад как в нативных зародышах и эксплантатах анимальной эк-
тодермы (слева), так и при его активации с помощью мРНК Wnt8 (справа). Детекция активности Wnt каскада осу-
ществлялась с помощью репортерной конструкции TopFlash. г – Noggin4 способен индуцировать формирование до-
полнительных осей тела, содержащих переднеголовные структуры (глаза) при микроинъекции его мРНК в смеси с
мРНК трункированного рецептора tBR.
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мания роли Noggin4 в раннем развитии передне-
головных структур, нами была исследована его
способность модулировать вышеперечисленные
сигнальные каскады. Исследование было прове-
дено с применением люциферазных репортерных
конструкций. Для оценки влияния Noggin4 на
внутриклеточные сигнальные каскады в люцифе-
разных тестах были использованы следующие ре-
портерные конструкции: TCFm-Luc (для BMP
каскада), GL3-ARE-Luc (для Nodal/Activin каска-
да), TOP-flash (для Wnt/beta-catenin каскада) экс-
прессионный вектор pCMV-β-GAL (в качестве
неспецифической репортерной плазмиды для
нормализации результатов), а также мРНК Nog-
gin4, Activin, Xnr2, Wnt8.

Исследование способности Noggin4 модули-
ровать активность Nodal/Activin и Wnt/beta-cat-
enin сигнальных каскадов исследовали на фоне
эспериментальной активации этих каскадов, ко-
торую проводили путем микроинъекций мРНК
ActivinB (или Xnr2) и Wnt8 соответственно. В слу-
чае BMP каскада, его искусственную активацию
не проводили, поскольку уровень чувствительно-
сти репортера и уровень естественной активности
этого каскада оказались достаточными для дан-
ного исследования.

При оценке относительных уровней активно-
сти каскадов, уровень их интактной активности
принимался за 1.

В проведенных люциферазных тестах Noggin4
не обнаружил способности подавлять активность
BMP сигнального каскада (рис. 2а), что соответ-
ствует литературным данным, согласно которым
для связывания молекул BMP белком Noggin (на
примере Noggin1) важны 4 аминокислотных остат-
ка, которые у белка Noggin4 отличаются от таковых
у Noggin1 (рис. 1и). Также Noggin4 не обнаружил
способности влиять на активность Nodal/Activin
сигнального каскада как в интактных эксплантатах
анимальной эктодермы и целых зародышах, так и на
фоне активации этого каскада в эксплантатах при
помощи ActivinB и Xnr2 (рис. 2б).

В то же время было показано, что мРНК Nog-
gin4 может подавлять активность Wnt/beta-caten-
in каскада как в интактных эксплантатах ани-
мальной эктодермы и целых зародышах, так и
при его активации мРНК Wnt8 (рис. 2в).

Согласно литературным данным (Niehrs, 1999;
Piccolo et al., 1999), для формирования переднего-
ловных структур необходимо одновременное по-
давление сразу трех сигнальных каскадов – BMP,
Nodal/Activin и Wnt/beta-catenin. Исходя из этого,
доказательством способности Noggin4 ингибиро-
вать Wnt/beta-catenin-каскад может служить способ-
ность мРНК Noggin4 вызывать формирование до-
полнительных переднеголовных структур у зароды-
шей на фоне экспериментального ингибирования

BMP и Nodal/Activin каскадов. Такое ингибирова-
ние можно обеспечить при помощи специфического
ингибитора BMP и Nodal/Activin каскадов – трун-
кированного рецептора tBR (truncated BMP re-
ceptor) (Graff et al., 1994). Cам по себе трункиро-
ванный рецептор tBR, не обладая способностью
ингибировать Wnt/beta-catenin каскад, может ин-
дуцировать формирование дополнительных осей,
содержащих лишь туловищный отдел без голов-
ных структур. Noggin4, ингибируя только Wnt/beta-
catenin каскад, как указывалось выше, сам по себе
вообще не способен индуцировать формирова-
ние дополнительных осей. Однако в сумме tBR и
Noggin4, дополняя свойства друг друга, индуци-
руют формирование дополнительных осей с го-
ловными структурами (рис. 2г). Это доказывает
наличие у Noggin4 способности ингибировать
Wnt/beta-catenin сигнальный каскад.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В совокупности, полученные в работе данные
позволяют утверждать, что Noggin4 вовлечен в
формирование головных структур шпорцевой ля-
гушки на ранних стадиях в качестве ингибитора
Wnt/beta-catenin сигнального каскада. При этом
по функциональным свойствам Noggin4 суще-
ственно отличается от других представителей се-
мейства Noggin – Noggin1 и Noggin2. В отличие от
своих гомологов, Noggin4 не обладает способно-
стью подавлять активность BMP и Nodal/Activin
сигнальных каскадов, а выступает в раннем раз-
витии шпорцевой лягушки в качестве ингибитора
Wnt/beta-catenin каскада.

Работа выполнена за счет гранта Российского
научного фонда (проект № 14-50-00131).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Bayramov A.V., Eroshkin F.M., Martynova N.Y. et al. Novel

functions of Noggin proteins: inhibition of Activ-

in/Nodal and Wnt signaling // Development. 2011.

V. 138. P. 5345–5356.

Borodulin A.V., Eroshkin F.M., Bayramov A.V. et al. Noggin4

expression during chick embryonic development // The

International Journal of Developmental Biology. 2013.

V. 56. P. 403–406.

Eroshkin F.M., Ermakova G.V., Bayramov A.V. et al. Multiple

noggins in vertebrate genome: cloning and expression of

Noggin2 and noggin4 in Xenopus laevis // Gene Expr

Patterns. 2006. V. 6. P. 180–186.

Fletcher R.B., Watson A.L., Harland R.M. Expression of

Xenopus tropicalis noggin1 and noggin2 in early develop-

ment: two noggin genes in a tetrapod // Gene Expr Pat-

terns. 2004. V. 5. P. 225–230.

Graff J.M., Thies R.S., Song J.J. et al. Studies with a Xenopus
BMP receptor suggest that ventral mesoderm-inducing

signals override dorsal signals in vivo // Cell. 1994. V. 79.

P. 169–179.



234

ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 4  2016

БАЙРАМОВ и др.

Groppe J., Greenwald J., Wiater E., Rodriguez-Leon J. et al.
Structural basis of BMP signalling inhibition by the cys-

tine knot protein Noggin // Nature. 2002. V. 420.

P. 636–642.

Harland R.M. In situ hybridization: an improved whole-

mount method for Xenopus embryos // Methods in Cell

Biology. 1991. V. 36. P. 685–695.

Hikasa H., Ezan J., Itoh K., Li X. et al. Regulation of TCF3

by Wnt-dependent phosphorylation during vertebrate

axis specification // Dev. Cell. 2010. V. 19. P. 521–532.

Niehrs C. Head in the WNT: the molecular nature of Spe-

mann’s head organizer // Trends Genet. 1999. V. 15.

P. 314–319.

Nieuwkoop P.D., Faber J. Normal Table of Xenopus laevis.

Amsterdam: North Holland, 1967.

Piccolo S., Agius E., Leyns L. et al. The head inducer Cerbe-

rus is a multifunctional antagonist of Nodal, BMP and

Wnt signals // Nature. 1999. V. 397. P. 707–710.

Pierreux C.E., Nicolas F.J., Hill C.S. Transforming growth

factor beta-independent shuttling of Smad4 between the

cytoplasm and nucleus // Molecular and Cellular Biol-

ogy. 2000. V. 20. P. 9041–9054.

Smith W.C., Harland R.M. Expression cloning of noggin, a

new dorsalizing factor localized to the Spemann organiz-

er in Xenopus embryos // Cell. 1992. V. 70. P. 829–840.

Yuan G., Yang G., Zheng Y. et al. The non-canonical BMP

and Wnt/beta-catenin signaling pathways orchestrate early

tooth development // Development. 2015. V. 142(1).

P. 128–139.

Secreted Protein Noggin4 Participates in the Formation of Forebrain Structures
in Xenopus laevis by Inhibiting the Wnt/Beta-Catenin Signaling Pathway

A. B. Bayramov, F. M. Eroshkin, A. V. Borodulin, N. Yu. Martynova,
G. V. Ermakova, and A. G. Zaraisky

Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia
e-mail: andrbayr@gmail.com, azaraisky@yahoo.com
Received November 5, 2015; in final form, March 1, 2016

Noggin proteins are important regulators of the early development of the vertebrate nervous system. Previ-
ously, it has been traditionally thought that vertebrates have only one noggin gene (Noggin1), whose main
function is the inhibition of BMP signaling pathway during the formation of dorsoventral polarity in embryos.
Then other proteins of this family were discovered, and the studies of Noggin2 protein showed that noggin
proteins also participate in the modulation of Nodal/Activin and Wnt/beta-catenin signaling pathways in the
early development of amphibian head structures. The purpose of this study is to investigate the properties of
another noggin protein, Noggin4. We proved that Noggin4 plays an important role in the formation of head
structure in clawed frog, since it inhibits the activity of Wnt/beta-catenin signaling pathway. At the same time,
unlike Noggin1 and Noggin2, Noggin4 does not inhibit the activity of TGF-beta signaling pathways (BMP
and Nodal/Activin).

Keywords: Noggin, Noggin4, Wnt/beta-catenin signaling pathway, formation of head structures in vertebrates


