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официального оппонента на диссертаIIионную работу

Летягиной Анпы Евгеньевны

<<днализ влияния последовательности, расположенной после сайта

полиаденилирования, на уровень зрелой мРНК репортёрного гена еGFР в

культивируемых клетках человека нЕк293Т)>, представленную на соискание ученой

степени кандидата биологических наук по сrтециальности 1.5.7. Генетика

Дкт\rальность исследоваНИЯ

Тема диссертационного исследованияявJU{ется €lктуirльной в области молекулярной

биологии и генетики. Регуляция экспрессии генов науровне терминации транскрипции и

процессинга 3'-конца мрнк остаётся недостаточно изученной, особенно в коflтексте роли

последовательностей, расположенных ниже сигнЕIлов полиадениJIированIбI (DSE). Работа

направлена на системное изучение влияниянуклеотидного состава DsE на уровень зрелой

мрнк, что имеет как фундамент€lльное значение длrI гIонимания механизмов экспрессии

генов у эукариот, так и практический потенциал для биотехнологии и генетической

инженерии.

наyчная новизна и значимость работы

,,Щиссертация Летягиной А.Е. демонстрирует высокую научЕую новизну благодаря

использованию передовых методов анаJ:lиза особенностей терминации транскрипции.

Впервые проведён системный анализ влияния последовательности DSE на уровень зрелой

мРНк с использованием метода массового параллельного репортёрного анализа (мпрА).

Установлено, что наибольшее влияние на экспрессию окЕ}зывает район +|7,.+40 п.н. после

сигнала полиаденилирования (спА). Показана корреляция между стабильностью

предск{ванной вторичной структуры РНК в области после СПА и уровнеМ ЗРелОЙ МРНК.

Разработана модель машинного обучения DoSIA, способная предскЕ}зывать уровень

экспрессиИ на основе последовательностИ DSE, чтО открываеТ возможЕости дJIя

рационirльного дизайна терминаторов транскрипции.

СтDyктyра Dаботы. достоверность и обоснованпость наччных резYльтатов

В диссертационной работе Летягиной А.Е. четко сформулированы цель и задачи,

предложены адекватные экспериментztльные подходы. Сама работа изложена по

традиционной схеме, состоит из Введения, Обзора литературы, Материалов и методов,



результатов, Заключения И Выводов. Многочисленные иллюстрации и схемы,

представленные в диссертации, знаLIительно облегчают восприятие сложного материала,

в обзоре литературы достаточно подробно описан процесс терминации

транскрипции, представлены современные представления о механизмах, особое внимание

уделено организации спА и известным данным о белках, взаимодействующих с

участками, прилеI,аюшими к Спд. Отдельная глава посвяIцена описанию возможностей

мпрд и деталей интерпретации данных в исследованиях особенностей функционирования

цис-последовательностей.

в работе использован широкий спектр современных молекулярно-генетических и

биоинформатических методов: методы молекулярного клонирования; метод МПРА для

анализа большого количества последовательностей; высокопроизводительное

секвенирование для количественной оценки уровня транскриптов' методы

биоинформатики и IчIаШинного обучения для обработки данных и построения

предсказательных N,lоделей: экспериментальная ваJIидация предсказанных

последовательностеЙ с испо,цьзованиеNI кПЦр, флуоресчентноЙ микроскопии и FACS;

обу.Iение N,{оделелi, предсказываюlцIiх уровень зрелой мрНк. особо следует отметить

разработку автором собственного программного обеспечения (MPRAdecoder, DoSIA,

DsEgenerator), что свидетельствует о высокой квалификации в области биоинформатики,

двтор подробно описывает методы и подходы, используемые в работе, что делает её

понятной для широкого круга специалистов, Результаты работы являются достоверными и

хорошо обоснованными. Статистическая обработка данных выполнена корректно. Каждый

вывоД подкреплён экспериМеIIтальныМи данными или результатами моделирования,

Раздел кРезультаты> сосl,оит из трех глав, кa)кдаll из которых посвящена

отдельному acl]eцTy исследования. Отдельrlо хочу отметить цельность всеЙ работы,

взаимосвязь всех ее разделов. В первой главе непосредственно описываются детаJIи

IIроведеIIного мпрд, дано подробное описаI{ие возникающих сложностей. Двтор

обращает внимание на все детали проведения эксперимента, описывает все контрольные и

вспомогательные работы. В результате делается вывод о том, что наибольшее влияние на

уровень зрелой мрнк оказывают последовательности, расположенные в районе +|]..+40

н. после спд. Во второй главе методы классического машинного обучения применяются

для обучения моделей, предсказываюших уровень экспрессии репортёра в зависимости от

последовательности, прилегаюrцей К сI]д. В результате была разработана модель DоsIд,

которая позволяетпредсказать уровень зрелой мрнк при замене района, расположенного

с з по з8 н, после спд, на любую последовательность соответствуюц]ей длины. В

последней главе разработанная модель сравнивается с уже известной дрАRЕNт2, Стоит



отN{етить, что был проведен не только теоретиаIеский анализ, но и экспериментаJIьная

валидация предсказанных нуклеотидных замен, способных влиять на уровень экспрессии

репортера. ГIолученные экспериментальные данные согласуются с предсказаниями DоSIд,

что говорит о возможностях использования созданного инструмента для разработки новых

синтетиrIеских терминаторов транскрипции РНК-пОЛИМеРаЗЫ II, ОбеСПеЧИВаЮЩИХ

rкелаемый уровень зрелой мрнк и белка целевого гена,

ЩиссертаuияЗаВершаеТсяраЗДеЛол,t<ЗаклюЧение)иГраМоТносформУлироВанныМи

ВыВоДаМи,поЛнос'tЬюсооТВеТсТВУюшиМиПосТаВЛенныМзаДачаМисслеДоВаНИЯ.

результаты работы апробированы на конференциях и опубликованы в трех статьях

в рецензируемых зарубехtных журналах. Личный вклад автора является определяюшим,

работа имеет существен}rую теоретическую значимость) внося вклад в понимание

МеХаниЗМоВТерМинацииТранскрипциииреГУЛяцииЭксПрессииГеноВУМлекоПиТаЮЩИх'

практическая значимость заклю'ается в разработке подхода дпя рационального дизайна

терминаторов транскрипции с заданным уровнем экспрессии, создании инструментов для

анализа данных мпрА и предсказания активности последовательностей,

Общие вопросы и запrечания

1. Исследование проведено только на одной клеточной линии нЕк29зт, Возникает

вопрос о воспроизводимости выявленных закономерностей в других типах клеток,

Был ли опыт подобного анализа в других клеточных линиях?

2. Работа выполнена при транзиентной трансфекчии плазмИдныХ конструкЦий, В

таком варианте не учитывается влияние нуклеосомной укладки и хроматинового

окрУженияприиIIТеГрацииВГеноМ.ЕстьлиПЛаныПоУсилениюДаннойчасТи

работы, например, получением и последуюшIим анализом стабильно

трансфицированных клеточных пулов?

3, ХотЯ модеJIь DоSIД показала хорошую предсказательную способность,

ВаJIиДациянанескоЛЬкихнеЗаВисиМыхнаТиВныхПосЛеДоВаТеЛЬносТяхМоГла

усилить выводы.

указанные комментарии и замечания не носят принципиального характера и не снижают

научно-практическую значимость выполненной автором работы,

заключение

Щиссертачионнzш работа Летягиной д. Е. кднализ влияния последовательности,

расположенной после сйта полиаденилирования, на уровень зрелой мРНК репортёрного

гена еGFР в культивируемых клетках человека нЕК293Т) представJUIет собой

её

бы



завершенное, методически грамотное и научно обоснованное исследование, вносящее

сушественный вклад в понимание регуляции экспрессии генов на уровне терминации

транскрипции. Работа выполпена на высоком научном уровне, демонстрирует владение

автороМ современными экспериментальныN{и и биоинформатическими методами. Выводы

диссертации аргументированы и подтверждены экспериментальными данными,

работа полностью соответствует требованиям пункта 9 <положения о присуждении

уLIеI{ых степеней>, утвержденltого Постановлением Правительства России от 24 сентября

2013 года ль842 (в текуlчей редакции), предъявляемым к диссертациям на соискание

ученой степени кандидата наук, а её автор, Летягина Анна Евгеньевна, заслуживает

присуждения учёной стеIIени кандидата биологических наук по специальности 1.5.7.

Генетика.
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