
ОТЗЫВ ОФИЦИАЛЬНОГО ОППОНЕНТА
Доктора биологических наук, профессора АЙдаryловой Светланы Владимировны

на диссертацию Сульдиной Любови Александровны
<Особенности ультраструктурной организации клеток человека с увеличенным

числом CAG повторов в гене НТТ, полученных от пациентов с болезнью
Хантингтона или в результате генетической модификации)
на соискание ученой степени кандидата биологических наук

по специальности |.5,22 - кJIеточная биология

AKTya.llbtlocTr, темы диссертационного исследования. Ультраструктурные

изменения цитоплЕвматических органелл кJIеток, которые можно наблюдать в

электронный микроскоп, позволяют объективно и наглядно оценивать

биологические процессы, по крайней мере, дифференцировать свойственные норме

и патологии феномены. Элекгроннuш микроскопия является одним из важных
методов клеточной биологии и по-прежнему актуальна, поскольку с высоким

разрешением иллюстрирует молекулярные события, происходящие на уровне
структурноЙ биологии, выражающиеся в сложных сочетаниях универсtшьных и

специфических формообразовательных реакций. Щелью диссертационного
исслелования Л.А. Сульдиной является выявление и изучение последствий

увеличения числа CAG повторов в гене НТТ, кодирующем белок хантингтин, в

ультрас,груктурной организации клеток и цитоцл€lзматических органелл с

использованием различных клеточных моделей болезни Хантингтона.

Несмотря на 150-летний юбилей с даты описания {жорлжем Хантингтоном
тяжелоЙ неЙродегенеративноЙ болезни, носящеЙ его имя, и последующего
всестороннего изучения болезни Хантингтона, эффективное лечение пациентов до
сих пор не разработано несмотря на всесторонние глубокие научные исследования

и обоснование множества аспектов в патогенезе, вкJIючая транскрипционную

ДисреГУляЦИЮ, митохондриЕLпьную дисфункцию, эксайтотоксичность,

дофаминергический дисбаланс, метаболические дефекгы, нейровоспЕLление и др.
Внимание автора диссертационного исследования привлекJIо

преимущественное поражение шипиковых нейронов полосатого тела в

ttеt,tт,ральной rrервной системе при болезни Хантингтона наряду с изменениями

кJIе,гок, возникаIощими при повышении количества CAG повторов в гене НТТ до

уровнеЙ, редко встречающихся у пациентов. Как известно, это наследственное

нейродегенеративное заболевание характеризуется прогрессирующими

двиiательными, когнитивными и психическими нарушениями у пациентов.

Болезнь обусловлена мутацией в полном белке массой 350 кЩа, экспрессируемом

во всех кJIетках, и манифестирует при рtlзмере тракта в 40 САG у геторозигот.

Наблюдают эффекты мутантного хантингтина на самых ранних стадиях рtввития
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патологии у пациентов и в модельных системах, и понимание функций
хаt{тингl,ина важно как для фундаментilJIьных аспектов клеточной биологии, так и

для создания средств, нацеленных на лечение заболевания.

Как и при других амилоидных заболеваниrIх, мутантный белок образует

фибриллярные структуры, которые при болезни Хантингтона обнаружив€tются в

нейронах пациентов. Внутриклеточные отложениlI связаны с нарушением

регуляции жизненно важных процессов, а межнейронный транспорт агрегатов

может способствовать прогрессированию заболевания. Однако понимание

молекулярных изменений и их неблагоприятного воздействия затруднено

недостатком ультраструктурных данных, в т.ч. в зависимости от количества CAG
llot],l,opoB.

Таким образом, несмотря на идентификацию и характеристику причинного

гена и мутации, а такх(е значительньтй прогресс в нашем понимании клеточной

патологии за последние годы, патогенетически обоснованнаJI терапия, влияющiUI

на уже известные молекулярные мишени и облегчающiш состояние пациентов с

болезнью Хантингтона, по-прежнему отсутствует. В теоретическом аспекте

болезнь Хантинггона представляет собой уникttльную возможность для детЕtпьного

анализа на ультраструктурном уровне лежащих в ее основе патологических

процессов. Благодаря своему преимущественно моногенному происхождению,

степень экспансии CAG повторов определяет возраст начала заболевания. Тем не

меIIее, до недавнего времени влияние мутантного белка хантингтина с

расlциренным полиглутаминовым доменом не было проанаJIизировано на

ультраструктурном уровне в сравнительном аспекте в зависимости от увеличения
числа CAG повторов в гене НТТ. Тема кандидатской диссертации актуальна,

фундаментаJ]ьна, востребована и рассматривает круг вопросов, не освещенных в

научной литературе.

Степень обоснованности научных положений, выводов и рекомендаций,
сформулированных в диссертации. Электронно-микроскопическое и

морфометрическое исследование выполнено на кJIеточных моделях болезни

Хантингтона, полученных в лабораториях соавторов с помощью современных

методов клеточtлой биологии: две пациент-специфичных культуры нейронов (МА2
и Че3) с малым количеством CAG повторов, полученные методом направленной

.r1ифференllировки из индуL(ированных плюрипотентных стволовых кJIеток,

которые? в свою очередь, были получены из фибробластов 2-х пациенток с

кJlи}{ически диагностированной болезньtо Хантингтона, с соответствующими

ко}Iтролями. Кроме того, исследованы средние шипиковые нейроны линий 69Q9T
и 69Q25L со всrройкой 69 CAG повторов в ген НТТ, полученные с использованием
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системы редактирования генома CRISPR/Cas9 и метода направленной

дифференцировки, а также контрольные линии кJIеток MA1L (изогенная) п r2LF
(неизогенная), содержащие 20-22 CAG повтора в гене НТТ. Третья модель _ кJIоны

бН и lrl клеток эмбриональной почки человека (НЕК293), содержащие 100-150

САG повторов в гене НТТ. Все клеточные модели исследованы по сравнению с

соответствуIоII(ими контрольными группами.

ldля rrолучения результатов диссертантом освоены современная приборнаJI

база, исllоль3ованы реактивы ведущих фирм-производителей, что подробно

отражено в разделе <Материалы и методы). Результаты морфометрического

исследования проанализированы с rrомощью адекватных методов статистической
обработки. Сформулированные выводы отвечают поставленным цели и задачам

диссертационного исследования.

Щостоверность и новизпа научных положений, выводов и рекомендаций,
сформулироваIlных в диссертации. .Щостоинством диссертации является

tlз\,ttсIlllс llccl(oJllкиx мембранных органелл в различных кJIеточных культурах,

различающихся количеством CAG повторов в их геноме, что и явилось целью
IIастояLцего сравнительного исследования. Сложность исследования и

интерпретации поученных данных связаны с тем, что белок хантинггин выполняет

MIloжecTBo функциЙ и взаимодеЙствует с более чем 100 другими белками.

l]аболевание обусловлено расширением полиглутаминового (polyQ) тракта в экзоне
l белка хантингтина (НТТ), что приводит к aHoMEuIbHoMy фолдинry белка,

накоплению нерастворимых агрегатов внутри кJIеток и нарушению кJIеточных

функций, Неправильная а|регация фрагментов мутантного белка, кроме того,
ВерОяТно, способствует токсичности и приводит к дисфункции из-за секвестрации

хантингтина и лругих взаимодействующих с ним белков и фосфолипидов.
С Уче'гом вышеперечисленного, впервые проведен сравнительный анiшиз и

охарактеризованы ультраструктурные изменения органелл в кJIетках с рtвличным
увеJILIченным числом CAG повторов в гене НТТ: пациент-специфичных нейронах
(42-41 CAG повторов); генетически модифицированных нейронах (69 СДG
повторов) и KJ]eTKax НЕК29З (100-150 CAG повторов). Показано, что кJIетки с

увеличенным числом САG-повторов в гене НТТ характеризуются универсitльными
нарушениями ультраструктуры 3-х мембранных органелл: эндоплазматического

ретикулума (ЭПР), митохондриЙ и аутолизосом. Продемонстрирована корреляциrI

мех(ду увеличением до 69 числа CAG повторов в гене НТТ в генетически

модифицированFIьIх нейронах и появлением нарушений в организации синапсов,

де[Iдритов и шипиков, а также ростом числа гибнущих кJIеток.

I-Iарялу с универсальными закономерностями, в работе выделены и оценены
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м()рфоме,грически специфические ультраструктурные изменения мембранных

органелл. Так, впервые в цитоплtlзме кJIеток НЕК293 со 100-150 САG повторами в

гене НТТ выявлены четырехслойные мембраны, сформировавшиеся в результате
адгезии двух цистерн шероховатого ЭПР.

Впервые показано, что ингибитор депо-зависимых к€tJIьциевых каналов

ЕVР4592 снижает количество дефекгных митохондрий и аутолизосом в

цитоплазме пациент-специфичных нейронов с 47 CAG повторами в гене НТТ.

Значимость для науки и практики результатов диссертации сOискателя и

возможIlость конкретIlых путей их использования. Как известно, многие

llc14,,]jlcll1,1Mыc ttейролеI,енеративные расстройства связаны и потенциЕtпьно вызваны

амилоидогенной аномаJIьной упаковкой и агрегацией ряда белков. Результаты

исследования являются прекрасной иллюстрацией закона диtLлектики, согласно

которому ((количество переходит в качество), т.е. увеличение числа CAG повторов

IIриводит к прогредиентному увеличению измененных мембранных органелл

культивируемых нейронов и клеток НЕК293, являющихся кJIеточными моделями

болезни Хантингтона.

Результаты исследования предоставляют дополнительные вtDкные арryменты

I] поJIьзу гиIlотезы ((митохондриiLльного каскада)), согласно которой дисфункция
митохондрий способствует клеточной дегенерации, в частности, при
н ейродегенеративных заболеваниях.

С практической тоLIки зрения, полученные Л.А. Сульдиной данные должны

заинтересовать фармакологов и кJIиницистов-неврологов в плане поиска таргетного

препарата, направленного для блокировки увеличенного числа повторов гена для
лечения заболевания, быстро прогрессирующего и значительно снижающего

качество жизни пациентов сравнительно более молодого возраста по сравнению с

в озр асто м м ани ф ест ации других нейр одеге нер ативных з абол ев аний.

Качество оформления диссертационного исследования Л.А. Сульдиной в

целом соответствует высоким стандартам представления результатов научно-

исслеловательских работ. В структуре диссертации имеются введение,

литературный обзор, подробное описание материалов и методов, описание

результатов собственных исследований, обсуждение результатов, закпючение,

выволы и список литературы. Иллюстрации высокого рiврешения и качества

размеtцены в сравнительном аспекте с контрольными образцами в виде монтажей.

/{иссертация заслуживает высокой оценки. Автореферат полностью отражает

содержание диссертации. Резулътаты полностью опубликованы в

высокореитинговых рецензируемых журналах, представлены в материалах

международных и российских конференций по кJIеточной биологии.
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ГIриншиtlиальных замечаний к диссертации нет. В порядке уточнения и

дискуссии к автору диссертации имеется 3 вопросаи1' замечание.

1. Согltасно 1-му положениIо, выносимому на защиту, в пациент-

специфичных и генетически модифицированных нейронах ((выраженность

нарушений структурной организации цитоплzlзматических органелл

Iпероховатого и гладкого ЭПР, митохондрий и аутолизосом, а также структур,

отвечающих за передачу нервного сигнапа - дендритов, шипиков и синапсов,

ЗаВИСиТ ОТ чисЛа повторов САG). Однако в таблице 2, без статистическоЙ оценки

обобrцающей <уровень изменений доли дефектных митохондрий и митохондрий,
контактирующих с ЭПР, а также относительного числа аутолизосом>>, обращает на

себя вrIимание rlаибольшая выраженность изменений митохондрий именно в

пациент-специфичных нейронах, и имеется паритет по количеству аутолизосом с

кЛетками НЕК293. Следует ли из этого, что для изменения ультраструктуры
митохондрий в изученных клеточных линиях важно не только количество CAG
ловторов, но и исходный ((генетический паспорт) кJIеток, полученных
HeIIocpe/lcTBeHHo от пациентов с кJIиническим диагнозом болезни Хантинггона?

2. Почему при обработке кilльциевых канчшов покzватели в контроле не

изменились, а в пациент-специфичных нейронах уменьшилась доля дефектных
митохондрий? о чем это свидетельствует?

3. Вызывают интерес выявленные в кJIетках НЕК293 окончатые мембраны.

Какова роль этих органелл в других эукариотических кJIетках (по данным
литературы, что не отражено в литобзоре), и могут ли они расцениваться как

уJlьl'раструкт,урный эквивалент повышенного числа CAG повторов в кJIетках

эпителиального (в данном случае мезодермального) происхождения?

4, t] 3-м выводе нецелесообразно приводить фразу ((может

сl]илеl,еJl ьс,гtsовать. . . )).

Заключешие о соответствии диссертации требоваrrшям Положепия о

присужлепии учепых степеней.,,Щиссертация представляет собой завершенное
оригинальное научное исследование, соответствующее паспорту специtшьности

|.5.22 - клеточная биология в нескольких разделах.

!иссертационное исследование Сульдиной Любови Александровны
кОсобенности ультраструктурной организации клеток человека с увеличенным
числом САG повторов в гене НТТ, полученных от пациентов с болезнью

Хаtl,l,иl-tlтогlа. иJlи в результате генетической модификации)), выполненное под

руководством кандидата биологических наук Киселевой Елены Владимировны,

,ll}Jlяеl,ся самостоятельной научно-квалификачионной работой, проведенной на

высоком научно-методическом уровне, в которой получен фактический материttл,
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и содержится решение научной задачи - на культураJIьных моделях болезни

Хантингтона, рilзличающихся количеством CAG повторов в гене НТТ, изучены

ультраструктурные особенности мембранных органелл и межкJIеточных контактов,

что имеет существенное значение для клеточной биологии. ПрактическiUI

значимость работы закJIючается в получении позитивного эффекта на

yJlbтpacTpyктypy пациент-специфичных нейронов при блокировании кllльциевых

каналов. что l\4o}IteT иметь значение для разработки подходов к лечению пациентов.

l(исссрl-аllионl|0с исслеllование Л.А. Сульдиной по актуальности,

методическому уровню, новизне и значимости полученных результатов, выводов и

полноте их опубликования отвечает требованиям п. 9 <ПоложениlI о присуждении

ученых степенеЙ>, утвержденного Постановлением Правительства РоссиЙскоЙ

Федерации Ns 842 от 24 сентября 20tЗ г. (с изменениями в соответствии с

Постановлением Правительства РФ Ns 335 от 21.04.2016 г., J\b 748 от 02.08.2016 г.,

Ns650 от 29,05,2017 г., лЬ 1024 от 28.08.2017 г. и Ns 1168 от 01.10.2018 г. <о

внесении изменений в Положение о присуждении ученых степеней>),

пре/lъявJIяемым к диссертациям на соискание ученой степени кандидата наук, а ее

авl,ор Jl.A. Су"llьдиIIа заслу}кивает присуждения ученой степени кандидата

биологических наук по специаJIьности 1 .5.22 - кJIеточная биология.

Официалъный оппонент
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