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Белки семейства Noggin являются важными регуляторами раннего развития нервной системы по-
звоночных. Долгое время считалось, что у позвоночных есть только один ген Noggin (Noggin1), ос-
новной функцией которого является ингибирование BMP сигнального каскада при формировании
дорсовентральной полярности зародыша. После открытия других белков семейства Noggin было
проведено исследование свойств белка Noggin2 и было показано, что кроме ингибирования BMP он
принимает участие в модуляции Nodal/Activin и Wnt/beta-cathenin каскадов в раннем развитии го-
ловных структур амфибий. Задачей настоящей работы было исследование функциональных
свойств еще одного белка семейства Noggin – Noggin4. В работе показано, что белок Noggin4 играет
важную роль в развитии головных структур шпорцевой лягушки, подавляя активность Wnt/beta-cat-
enin сигнального каскада. При этом, в отличие от Noggin1 и Noggin2, Noggin4 не способен подав-
лять активность TGF-beta сигнальных каскадов (BMP и Nodal/Activin).
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ВВЕДЕНИЕ
Ген Noggin, впервые идентифицированный в

лаборатории Ричарда Харланда в 1991 г., продол-
жает вызывать большой интерес у исследователей в
связи с тем, что белковый продукт данного гена –
секретируемый белок Noggin – играет важную
роль в регуляции клеточной дифференцировки у
позвоночных, как в индивидуальном развитии,
так и у взрослого организма (Smith, Harland,
1992). Эта роль Noggin обусловлена его способно-
стью связывать ростовые факторы семейства
BMP (от bone morphogenetic protein), блокируя их
взаимодействие с рецепторами, что приводит к ин-
гибированию внутриклеточного BMP сигнального
каскада, вовлеченного в регуляцию множества он-
тогенетических процессов (Groppe J. et al., 2002). В
частности, при детерминации зачатка централь-
ной нервной системы амфибий, Noggin продуци-
руется клетками шпемановского организатора и
блокирует BMP сигнальный каскад в клетках
презумптивной нейроэктодермы. В результате, в
этих клетках включается программа нейральной
дифференцировки. Одновременно Noggin подав-
ляет BMP-сигнализацию в клетках дорсальной

мезодермы, стимулируя в них активацию TGFbeta
сигнального каскада второго типа, запускаемого
факторами Activin и Nodal. Результатом этого яв-
ляется дифференцировка клеток презумптивной
мезодермы в клетки скелетной мускулатуры.
Наиболее ярко эти свойства Noggin можно проде-
монстрировать, инъецируя синтетическую РНК,
кодирующую данный белок, в вентральные бла-
стомеры эмбриона шпорцевой лягушки на стадии
4–8 клеток. В результате индуцируется вторичная
ось тела, включающая нервную трубку и сомиты
(Smith, Harland, 1992; Bayramov et al., 2011).

До недавнего времени считалось, что у позво-
ночных есть только один ген Noggin с описанны-
ми выше свойствами, однако исследования по-
следних лет показали наличие у представителей
различных классов позвоночных ряда гомологов
Noggin, образующих целое семейство (Fletcher et al.,
2004; Eroshkin et al., 2005). На функциональном
уровне было показано, что роль Noggin белков в
развитии позвоночных не ограничивается лишь
функцией ингибирования BMP сигнального кас-
када, и Noggin белки обладают способностью ре-
гулировать активность Nodal/Activin и так назы-
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ваемого “канонического” Wnt (Wnt/beta-catenin)
сигнальных каскадов, играющих ключевые роли
в клеточной дифференцировке и развитии голов-
ных структур позвоночных (Bayramov et al., 2011;
Yuan et al., 2015).

Однако данные о белках семейства Noggin,
имеющиеся на сегодняшний день в литературе,
касаются в основном белков Noggin1 и Noggin2,
функция и структура которых в той или иной ме-
ре гомологична таковым белка Noggin млекопи-
тающих. В то же время, самый необычный пред-
ставитель семейства, белок Noggin4, по-прежне-
му остается неизученным. На уровне первичной
аминокислотной последовательности у Noggin4,
по сравнению с белком Noggin1, наблюдается ряд
замен в участках, которые были описаны как
принципиально важные для обеспечения функ-
ции связывания молекул BMP (Groppe et al., 2002,
рис. 1). Это ставит вопрос о способности Noggin4
связывать молекулы BMP и выступать в качестве
антагониста BMP сигнала.

Исследования паттерна экспрессии гена Noggin4
показали, что он начинает экспрессироваться в
онтогенезе несколько раньше, чем Noggin1 и
Noggin2, и обнаруживается как методом обратной
транскрипции-ПЦР, так и методом гибридиза-
ции in situ уже на стадии ранней гаструлы (Erosh-
kin et al., 2005). Экспрессия Noggin4 наблюдается
при этом и у предствителей земноводных и птиц
(Xenopus и у Gallus) сходна и, в целом, комплемен-
тарна области экспрессии гена Noggin1 (Eroshkin
et al., 2005; Borodulin et al., 2012). Поскольку эти
особенности паттерна экспрессии гена Noggin4, на-
ряду с аминокислотной последовательностью,
могут отражать его функциональные отличия от
гомологов, мы провели данную работу, посвя-
щенную исследованию свойств Noggin4.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
ДНК конструкции, синтетические мРНК, 

люциферазные тесты

Плазмиды ActivinB, Xnr2, Xnr4, XWnt8, Noggin1,
Noggin4 описаны в Bayramov et al., 2011 и Eroshkin
et al., 2006. Они содержат кодирующую рамку со-
ответствующего гена в экспрессионном векторе
(pCS2 или pSP64 в случае Activin). В эксперимен-
тах применялись синтетические мРНК, получен-
ные в результате транскрипции этих плазмид.
Для синтеза мРНК in vitro использовались наборы
mMessage Machine SP6 Kit (Ambion), линеариза-
ция плазмид на основе вектора pCS2 проводилась
рестриктазой NotI, на основе вектора pSP64 – ре-
стриктазой AseI.

Для проведения люциферазных тестов эмбри-
оны шпорцевой лягушки Xenopus laevis на стадии
2–4 бластомеров были инъецированы смесью одной

из репортерных плазмид, содержащих ген люцифе-
разы под контролем цис-регуляторных элементов
промотора, распознаваемого белками-эффекторами
исследуемых сигнальных каскадов GL3-ARE-Luc
(Pierreux et al., 2000); TOPflash, Millipore; TCFm-Luc
(Hikasa et al., 2010), с плазмидой pCMV-β-GAL (в
количестве 50 пг каждой из плазмид на эмбрион)
и соответствующей мРНК. Эксплантаты ани-
мальной эктодермы вырезались на стадии позд-
ней бластулы (стадия 9 по Ньюукопу (Nieuwkoop,
Faber, 1967)), а эксплантаты дорсальной губы бла-
стопора – на стадии ранней гаструлы (стадия 10).
После вырезания эксплантаты культивировались
до стадии средней гаструлы (стадия 11), отбира-
лись в количестве 10 эксплантатов на точку в трех
повторностях и подготавливались для измерения
люциферазной активности согласно протоколу Lu-
siferase Assay system (Promega). Измерения проводи-
лись на люминометре TD-20/20 Luminometer (Turner
Designs) при комнатной температуре.

Морфолиновые олигонуклеотиды, гибридизация
in situ, ко-иммунопреципитация

Нокдаун Noggin4 осуществлялся путем инъек-
ции морфолинового олигонуклеотида (производ-
ство Gene Tools) в концентрации 0.4 мM и объе-
мом 3–4 нл:

Noggin4 MO (комплементарен положению
–20…+5 мРНК Noggin4)

5'-ACCATTATTCCTGTCTTGGAGATTA.
В качестве контроля использовался морфоли-

новый олигонуклеотид, содержащий аминокис-
лотные замены:

misNoggin4 MO –
5'-TCCAGTATACCTATCTAGGATATTC.

При инъекциях мРНК и морфолино смешива-
лись с флуоресцентной меткой Fluorescein Lysine
Dextran (FLD) (Invitrogen, 40 kD, 5 μg/μL).

Гибридизация in situ проводилась на целых за-
родышах, согласно протоколу описанному Хар-
ландом (Harland, 1991).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно литературным данным, ярким выра-

жением способности белков Noggin1 и Noggin2
подавлять TGF-beta и Wnt сигнальные каскады
является способность их мРНК индуцировать
развитие дополнительных осей тела при вен-
тральной микроинъекции в зародыши шпорце-
вой лягушки на стадии 8 бластомеров (Smith, Har-
land, 1992; Bayramov et al., 2011). В то же время,
как оказалось, инъекции мРНК Noggin4 не при-
водят в аналогичных экспериментах к формиро-
ванию дополнительных осей тела.
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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).
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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
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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
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