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отзыв
ведущей организации Федер€Lльного государственного бюджетного учреждениrI

науки Института биологии рiввития им. Н.К. Кольцова РАН на диссертацию

Кораблева Алексея Николаевича <Характеристика и эффекты масштабных

делеций и дуrrликаций района гена Спtпб мыши, полуIенных при помощи

технологии CRISPR/Cas9> на соискание 1..rеной степени кандидата

биологических наук по специ€шьности 03.02.07 - генетика.

Актуальшость исследования. Щиссертационн:ш работа Кораблева А.Н. посвящеЕа

разработке техIIологии создания модельньпс лабораторньж животных (мышей), несущих

масштабные хромосомные перестройки, с использованием системы CRISPR/Cas9, а тiжже

из)чению эффектов такого рода перестроек на примере гена Спtпб. Хорошо известно, что

хромосомные перестройки и изменение числа гомологов явJU{ются rrриtlинами

наследственньIх и врожденньж заболеваний человека, в том числе с тяжелыми

неврологическими проявлениями. МоделировЕ}ние таких заболеваний, несомнонно, явJIяется

актуальной задачей coBpeMeHHbIx исследований. С одной стороны, это позвоJuIет изr{ать
молокуJuIрно-клеточные механизмы кJIинических проявпений болезни, искать способы их
смягчениrI или разрабатывать возможные технологии рЕtнней диагностики и, в HeKoTopbD(

слrIаJtх, патогенетического лечения на основе редактирования генома. С другой стороны,

зачаст},ю окitзывается, что молекуJuIрные мишени таких перестроек оказывают небольшое

влияние на здоровье животньD(, в то время как у человека приводят к серьезным

повреждениям функций нервной системы. Такие данные чрезвьтчайно интересны в rrлане

оrrределения особьrх функций из)чаемьIх генов у человека. Поэтому тема диссертационной



работы представJIяется чрезвьтчайно актуальной. Кроме этого, само по себе соЗДqцIие

моделей такого рода явJu{ется стимулом дjul рtввития подобных исследований в России.

Структура и содержание, научная новизна. .Щиссертация Кораблева А.Н. изложена

на 116 страницах и написана по традиционному плану. Она состоит из введения, обзора

литературы, оrrисания материаJIов и методов, результатов и обсуждения, закJIючения,

выводов, списка процитированной литературы и приложений, содоржащих дополнительные

материалы. ,Щиссертация проиЛлюстрироВчtна 20 рисунками и 13 таблицами, в том числе 4

рис}.нка и одна таблица в приложении. Работа изложена лакониЕIно, но очень емко и

содержательно. В обзоре литературы приведены данные относительно известньD(

последствий вариаций копийности генов (сору пumьеr variation - с],w) в tIрителомерном

районе короткого плеча З-й хромосомы у человека, где располагается, в том числе, ген

сNтNб, а также характеристика и экспрессия генов-гомологов у мышей. Также описаны

имеющиеся экспериментальные подходы к полrIению масштабньrх делеций у мышей и их

фенотипические эффекты, в том числе с истrользованием технологии CRISPR/Cas9. КРаТКО

описаны потенциЕIльные недостатки этой технологии. очень кратко оtrисzlны возможные

последствиlI хромосомньтх перестроек, что можно отнести к Irедостаткам литературного

обзора. В разделе Материалы и методы подробно описан широкий спектр молекуJU{рнО-

биологических, генетических и эмбриологических методик, исrrользованньIх в работе.

Многие из них весьма трудоемки и технически сложны, что подтверждает высокиЙ

методический уровень рассматриваемой диссертационной работы. В разделе Результаты и

обсуждение детаJIьIIо описаны последовательные этапы индукции масштабньтх

хромосомных перестроек в ооцитах мышей, полrIение животньD( и анализ геномов, КаК

основателей, так и потомков модифицированньж животньD(. Характер полr{енньD(

хромосомньш перестроек и их наследование проанализирован с помощью ПЩР-анализана

границы делетируемого фрагмента, а также Саузерн-блота геномной ДНК ДJUI

характеристики границ хромосомньж перестроек, анzшIиза структуры,,ЩНК в районах стыков.

Это позволило полrIить ценн}.ю информацию о работе системы CRISPR/Cas9 в условиях
эксперимента с предложенным в работе дизайном. Поскольку в результате индукции

хромосомньш перестроек удi}лось полуIить животньж с разными их типаN{и (делеции,

инверсии и д}.пликации), некоторые виды исследований проводили отдельно дJuI разньD(

групп. Так, у носителей дyпликаций провели SNP анализ для определения происхождения

дуплицированного аллеJuI (поскольку зиготы бьши гибридныпли), а FISH анализ - у
носителей делеций для определения, в том числе, судьбы делетированньж уrастков. На

основЕIнии этих исследований автором предпожен механизм произошедших xpoмocoMнbD(

перестроек. Во второй части работы проведеЕ интегрrrльный анализ внугриlтробного и

постнатального рiввития определенньD( гомо- и гетерозиготньD( носителей делеций и

дуrrликаций.Для этого понадобилось верифицировать генотип потомков, а затем провести

оценку динаI\4ики рrввития по набору веса, а также оценить эксrrрессию целевьIх генов в

тканях мозга молодьD( мышей. Несомненно, это только первые са]иые общие результаты по

исследованию проявлений полуrенньD( tlepocTpoeK. ПолученЕыо линии мышей, несомненно,

будщ использоваЕы в дальнейшем.
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Новизна исследования заключается в том, что исследованы на молекулярном ypgрHo

механизм и rrоследствия инд}кции xpoMocoмHblx перестроек у мышей, индуцировiшньIх с
использованием системы CRISPR/Cas9: показано, что целевые делеции возникают на
однокJIеточной стадии в одном или, реже, в двух пронуклеусах, использование методов FISH
и Саузерн блота позволило вгIервые продемонстрировать отсутствие интеграции

делетированньD( yIacTKoB ЩНК в геном. В слу.rае дуIIликаций с помощью поJIногеномного

секвенирования доказана целостность дуIIлицированньIх копий, а также миЕимальные
внецелевые изменения последовательности ДНК в потенцичIJIьньD( сайтах-мишенл(
CRISPR/Cas9. Предложен механизм одновременной делец ии и дwликации.

Работа Кораблева А.Н. rrредставJulет большой интерес дJuI исследователей во многих
областях биологии. Во-первых, использованный подход дJu{ полученшI масштабньпс

xpoмocoмHbD( IIерестроек доказirл свою жизнеспособность, воспроизводимость и
эффективность, может быть испопьзован дJuI caп{blx разньж генетических мишеней. ,Щизайн
эксшеримента, а, гл€tвное, грамотное подтверждение и анЕ}лиз пол)лIившегося может служить
основоЙ дJu{ последfющих работ в этоЙ области. Интересно булет сравнить пол}чающиеся

результаты в плане подтверждения механизмов образования xpoмocoмHblx порестроок. Во-
BTopbIx, пол)чеЕ ряд линий лабораторньrх мышей, несущих делеции, инворсии и д)шликации
весьма интересной области генома. На первый взгJuIд, <<клинический> эффект этого
значительно уст}rпаот таковому у человека. С одной стороны, возможно в дальнейшем
IIривлечение дополнительньIх методов и тестов для верификации этих предварительньD(

результатов. С другой стороны, на этой осЕове можно строить rrредположения об эвоJIюции

фУнкций геIIов (сигнальньж систем) в нервной системе, опредеJuIющих развитие и

фуякционироваIIие мозга у млекоrrитающих.

В диссертационной работе Кораблева А.Н. использованы современные методы
ЭКСпериментальной биологии, проан€rлизировано достаточное количество животньD(,

образцов тканей и генетического материала, проведен грамотньй биоинформатический
анаJIиз. Обоснованность и достоверность выводов обеспечивrtют IIезависимые повторы
экспериментов и наличие адекватньIх контролей в каждом тесте, а также проведенньй
анаJIиз полr{енньтх экспериментiIльньж данньD(. Все выводы следуют из результатов работы
и содержат ответ на поставленные в диссертации задачи.

Основные положения и результаты диссертационной работы представлены в 4

сТатьях, из них две в высокорейтинговьIх межд}т{ародньIх журнzrлах. Содержание
автореферата соответствует содержанию диссертации, основные результаты работы
полrIены автором самостоятельно.

Задачи исследовitния автором успешно решены. Разработан дизайн и проведены
эксперименты, приведшие к полr{ению мышей с адресными масштабными перестройками
области генома, вкJIюч€tющей ген Спtп6. Исследован процесс формирования перестроек и их
СУдьба от зигот до взрослых животньD( F0. Уровень корректности индуцированньIх
CRISPR/Cas9 делеций и дупликаций определен при шомощи секвенирования ПЩР продуктов,
Саузерн-блот ан€uIиза, полногеномного секвенирования и FISH, проведена оценка
жизнеспособности и уровень экспрессии генов целевой области у мьrшей-носителей.

Чрезвьтчайно интересным представJu{ется предложенньй механизм одновременного
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образования делеции и дупликации. , 4

Замечания. Щиссертация Кораблева А.Н. написана четко и логично; содержит

достатоtIное количество библиографических ссылок. Из мелких заivечаний можно отметить

некоторую лаконитIность литературного обзора, а также отсутствие оflисЕlния технических

повторов в HeKoTopbD( разделах методов. Существенных замечаний по рецензируемой

диссертационной работе Кораблева А.Н. нет.

зак.lrючение

,.Щиссертация Кораблева А.Н. <Характеристика и эффекты масштабньrх делеций и

дупликаций района rена Спtпб мыши, полученных при помощи техноJIогии CRISPR/Cas9>

полЕостью соответствует п.9 кПоложения о порядке присуждения ученьIх степенеЙ>>,

утвержденного Постановлением Правительства Российской Федерации от 24 сентября2OlЗ

Ns 842 (в редакции Постановлений Правительства Российской Федерации от 2t.04.2016 Ns

ЗЗ5 и от 2.08.2016 Ns 748), предъявJuIемым к диссертацIбIм на соискание уrеной степени

кЕtндидата биологических наук) а ее автор засJryживает присуждения искомой степени

кандидата биологических наук по специальности 03.02.07 - генетика. Отзыв обсужден и

утвержден на открытом семинаре лаборатории клеточной биологии ИБР РАН, протокол }lb2

от <16> февраля 202l года.

Член-корреспондент РАН,
доктор биологических наук / Воротеляк Е.А./

Сведения о составителе отзыва:
Воротеляк Е.А., доктор биологических наук по специальностям 0З.03.04 - клеточнаlI

биология, цитология, гистология,
заведуюtций лабораторией клеточной биологии Федерального государственного бюджетного

учреждение науки Института биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН (ИБР РАН).
Почтовый адрес: 119З34, Москва, ул. Вавилова,26.
Тел: +7(499) 1 З5-40-81,
Интернет-сайт:

e-mail:

Подпись Воротеляк Е.А.
Ученый секретарь ИБР РАН,
кttндидат биологических наук,

Хабарова Марина Юрьевна
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/ Хабарова М.Ю./
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