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Пункт 5.3.2.2 ГОСТ 7.32-2017 Реферат
Объект исследования: изучение разнообразия морфогенезов в ходе эмбриогенеза и регенерации у губок и аннелид. Цель работы: сравнить морфогенезы в ходе эмбриогенеза и при его восстановлении, установить универсальные и уникальные закономерности реализации морфогенезов в развитии животных с ярко выраженной тканевой пластичностью. Методы работы включают комплекс морфологических, экспериментальных и молекулярных подходов. В результате проекта получены новые фундаментальные знания о молекулярных и клеточных механизмах морфогенезов у животных из различных филогенетических групп. Также разработаны новые перспективные модельные объекты разного уровня организации, что позволяет приблизиться к пониманию происхождения и эволюции морфогенезов, выявлению эволюционно консервативных (плезиоморфных) и специализированных (апоморфных) элементов морфогенеза у многоклеточных животных.

Пункт 5.4.3 ГОСТ 7.32-2017 
Пункт 5.7.1 ГОСТ 7.32-2017. Введение
Фундаментальные знания процессов и понимание механизмов индивидуального развития важны не только для решения многих проблем теоретической биологии, но и используются в различных областях прикладной биологии, медицины и экологии. Ключевыми процессами в развитии многоклеточных животных являются морфогенезы – события, приводящие путем скоординированных перемещений клеток на фоне различных молекулярных событий к изменениям морфологии и формированию дифференцированных органов и тканей. Уникальной чертой морфогенезов является чрезвычайное разнообразие, ведущее, однако, к одинаковому результату при образовании конкретного плана строения тела, типа клеточной дифференцировки и тканевой организации. Нарушения критически важных событий морфогенезов, как эмбриональных, так и постэмбриональных может приводить к катастрофическим последствиям в виде патологий летального характера, но в некоторых случаях служить для создания и поддержания биоразнообразия. Несмотря на важность и актуальность понимания морфогенетических процессов в ходе развития, исследования до сих пор ведутся на небольшом количестве моделей биологии развития и ограничены применением отдельных методических подходов в каждом конкретном случае. Вместе с тем, c развитием современных технологий исследования появилась возможность объединить рассмотрение морфологических, клеточных, молекулярных и функциональных аспектов того или иного биологического процесса. Предлагаемый проект направлен на комплексное исследование животных, обладающих максимальным разнообразием морфогенезов, как в эмбриональном, так и в постэмбриональном развитии, демонстрирующих принципиально различную тканевую организацию, типы специализированных клеток и стволовые элементы. Задача проекта – сравнить морфогенезы во время создания плана строения тела и при его восстановлении и установить универсальные и уникальные закономерности реализации морфогенезов в развитии относительно примитивных беспозвоночных животных с ярко выраженной тканевой пластичностью (у губок и аннелид). В результате реализации предлагаемого проекта на основе комплексных сравнительных исследований будут получены новые фундаментальные знания о молекулярных и клеточных механизмах морфогенезов у животных из различных филогенетических групп. Кроме того, будут разработаны новые перспективные модельные объекты принципиально разного уровня организации, что позволит приблизиться к пониманию происхождения и эволюции морфогенезов, выявлению эволюционно консервативных (плезиоморфных) и специализированных (апоморфных) элементов морфогенеза у многоклеточных животных.

Пункт 5.8.1 ГОСТ 7.32-2017. Основная часть отчета о НИР 
Показано, что в ходе постэмбриональных морфогенезов при бесполом размножении и регенерации у аннелид N. communis и E. coronatus, соответственно, клетки покровного или раневого эпителия приобретают вид малодифференцированных; мышечные слои демонстрируют признаки ослабления и появления брешей. Клетки бластемных масс имеют большое сходство с клетками модифицированного покровного эпителия. Ультраструктура этих клеток говорит об их недифференцированном состоянии. Процессы формирования бластемы и реорганизации покровов, за исключением наиболее ранних событий образования раневого эпителия, сопровождаются активной клеточной пролиферацией. Описанные события постэмбрионального развития происходят по типу эпиморфоза и вставочного роста, демонстрируя ограниченные морфаллактические процессы. Получены дополнительные данные по экспрессии Нох-генов у зародышей E. coronatus. Было подтверждено, что экспрессия Нох-генов происходит, в целом с соблюдением принципа колинеарности и сопровождает процессы массового перемещения клеток в ходе гаструляции и органогенеза. Полученные данные позволяют предположить диверсификацию функций паралогичных генов. Идентифицированы и клонированы гомологи ряда консервативных элементов Wnt сигналинга, прежде всего неканонического по типу Planar Cell Polarity (Wnt/PCP), а также некоторых генов-спецификаторов нейроэктодермы для изучаемых олигохет. Домены экспрессии многих генов Wnt/PCP, включая паралогичные, перекрываются, однако часто имеют и специфический характер. У E. coronatus экспрессия большинства генов начинается уже на ранних стадиях гаструляции и отмечена в наиболее передних бластных клетках. По мере гаструляции домены экспрессии существенно расширяются и распространяются на весь материал зародышевых полосок. De novo экспрессия генов неканонического Wnt/PCP сигналинга отмечена в ходе развития зоны паратомии у N. communis. При этом терминальные концы червей, особенно задний, на стадии нормального роста также характеризуются экспрессией изучаемых генов. мРНК гена jnk, одного из ключевых факторов, задействованных в механизмах конвергентного вытяжения, находящегося под управлением сигнальных путей неканонического Wnt и МАРК, показана как на стадиях гаструляции, так и бесполого размножения и терминального роста изучаемых аннелид. Применение селективного ингибитора JNK, но не модуляторов канонического Wnt сигналинга, приводит к подавлению процессов вытяжения в ходе эмбрионального и постэмбрионального развития аннелид. Таким образом, изучаемые морфогенезы у аннелид характеризуются поведением клеток, приводящим к конвергентному вытяжению и сопровождаются клеточной дифференцировкой и экспрессией генов Wnt/PCP сигнального пути.  На разных стадиях жизненного цикла аннелиды Alitta virens проведен сравнительный анализ пролиферации и мультипотентного статуса клеток по экспрессии генов-маркеров GMP. Сопоставление транскрипционного профиля и паттернов клеточного размножения позволило более полно охарактеризовать морфогенетические процессы и их молекулярные механизмы на уровне целого организма. Мы показали, что в эмбриогенезе A. virens долгое время происходит интенсивное деление клеток одновременно с морфогенезами. Контроль образования клеточного материала со стороны FGF выявлен только для процессов регенерации. В личиночном развитии появляются области дифференциальной экспрессии компонентов FGF и GMP, что влечет за собой локальную интенсификацию клеточного размножения. Этим обеспечивается поддержание зон наработки клеточного ресурса для образования новых сегментов и отдельных органов. Наши результаты впервые раскрывают механизмы регуляции морфогенезов, основанных на массовом размножении клеток, свойственном аннелидам.  Роль Wnt сигналинга в управлении морфогенезами определена на модели регенерации и раннего эмбриогенеза А. virens. Влияние модуляторов Wnt на экспрессию генов-маркеров убедительно показывают важность этого сигналинга в паттернировании ранних зародышей, что обеспечивает процессы формирования дефинитивных осей тела, вентральной нейроэктодермы, стомодеума и средней кишки. Мы впервые выявили существование зон регенерата аннелиды с различной зависимостью от Wnt. Пролиферация прилегающих к области экспрессии Wnt клеток (зоны роста и пигидия) наиболее чувствительна к ингибиторам, где они явственно угнетают или усиливают интенсивность включения EdU. Необходимость существования градиента активности Wnt особенно хорошо демонстрируют эксперименты по гиперактивации данного каскада, которые приводят к транкированному фенотипу с частичным гиперморфозом. Полученные данные также являются первым в мире свидетельством причинной связи между Wnt, FGF и пролиферацией у представителей клады Spiralia. Ранее нами исследованы механизмы регенерации губок из разных классов на морфологическом уровне, с помощью электронной и конфокальной микроскопии, описаны изменения в активности деления клеток и апоптоза. Нами было показано, что восстановительные морфогенезы у губок из класса Demospongiae (Halisarca dujardini и Aplysina cavernicola) разительно отличаются от таковых из класса Calcarea (Leucosolenia variabilis): у обыкновенных губок процесс идет по типу эпителио-мезенхимного перехода, а у известковых – путем перестройки эпителиальных структур вокруг раны. Мы начали работу по выяснению молекулярных механизмов, обеспечивающих эти отличия у эволюционно отдаленных видов губок. Проведено исследование дифференциальной экспрессии генов при регенерации губок двух филогенетически отдаленных видов. Методами секвенирования РНК и биоинформатики выявлено, экспрессия каких генов меняется у губок в ответ на повреждение, и как эти изменения варьируют в ходе регенерации. Так, у L. variabilis большинство генов, экспрессия которых растет при регенерации, одинаковы для всех изученных стадий процесса, и лишь небольшая фракция (около 10%) транскриптов специфична для каждой из временных точек. Большая часть этих общих генов связана с протеолизом, синтезом белка и цитоскелетом. Среди генов, активирующихся на ранних стадиях регенерации (уже через 3 ч после повреждения) большое количество окислительно-восстановительных белков, продуцирующих активные формы кислорода, а также ферментов обмена липидов. Большинство изученных нами генов Wnt и TGF-beta, вовлеченных в разметку тела личинки и взрослой губки, демонстрируют снижение экспрессии в ответ на повреждение, и базовый уровень ее восстанавливается лишь к концу регенерации. Исключение составляют лишь несколько лигандов, демонстрирующих всплеск экспрессии на одной из стадий (12 или 24 часа после операции). Важными современными инструментом в изучении молекулярных механизмов морфогенезов являются секвенирование единичных клеток и иммунопреципитация хроматина. Их применение дает возможность выявить тонкие изменения профиля экспрессии отдельных клеток, и активность регуляторных элементов генов. Оба метода требуют наличия качественно собранного генома организма. Основной проблемой в секвенировнии геномной ДНК являются повторы – длинные участки повторяющихся последовательностей, не позволяющие собрать несколько прочтений в один контиг. Мы использовали технологию Oxford Nanopore для получения прочтений длиной 20-30 тыс пар нуклеотидов, с последующей коррекцией короткими прочтениями, полученными по технологии Illumina. Из тканей губок Halisarca dujardini и аннелид Alitta virens была выделена высокомолекулярная ДНК (длиной свыше 60 тыс пар оснований), и секвенирована по обеим методикам. Нами выполнена сборка геномов губки H. dujardinii и полихеты A. virens. Геномы собирали с применением комбинированного подхода, используя высокомолекулярную ДНК для секвенирования по технологии Oxford Nanopore с последующей коррекцией прочтениями Illumina 150 PE и скаффолдингом. Были получены сборки с величиной N50 = 1 Mb для H. dujardinii и 1,4 Mb для A. virens, предсказаны модели генов. Это позволило получить платформу для дальнейших работ по изучению молекулярных механизмов морфогенезов такими методами, как ChIP-Seq и single cell RNAseq.
 
Заключение
[bookmark: _GoBack]В результате данного проекта все планируемые работы и запланированные научные результаты проекта успешно достигнуты. Получены новые фундаментальные знания о морфогенезах и их клеточных источниках, особенностях клеточного поведения и межклеточного взаимодействия при различных формах развития животных, обладающих разной тканевой организацией и занимающих разное филогенетическое положение среди Metazoa. Полученные результаты будут использованы для чтения теоретических курсов и проведения практических и лабораторных работ на биологических и медицинских факультетах университетов России.
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