
Фтзь:в официального оппонента на диссертационную работу
9стромь|шенского !митрия 14горевича <<6остав хромоцентров мь|ши !п з!|!со

и их основной компонент' тандемнь|е повторь!' у мь|шевиднь|х грь|зунов)'

представленную на соискание ученой степени кандидата биологических

наук по специальности 03.01.03 _ молекулярная 6иология

Актуальность темь| исследов ания

[1рименательная особенность геномов эукариотических органи3мов _

наличие большого числа повторяющихся последовательностей !Ё(. Рассеянньге

по геному (диспергированнь!е) повторяющиеся последовательности представляют

собой мобильнь!е генетические элементьг: !-![\Ё, $!шЁ, [-[Р-содержащие элементь!

и !Ё(-транспо3онь:. Фни не только вь!зь!вают инсерционнь!е мутации, но

некоторь!е их копии вовлечень! в нормальную регуляцию экспрессии генов'

[андемнь:е повторяющиеся последовательности (сателлитная днк) бь:ли

открь!ть! в 70-е годьг прошлого века. Фни описань! для целого ряда геномов.

8ь:яснилось, что сателлитная днк локализуется в конститутивном

гетерохроматине центромернь|х районов хромосом. 8 течение довольно

длительного времени интерес к этим последовательностям !Ё( бь:л умереннь:й,

так как предполагали, основь!ваясь на их чре3вьгчайно бьгстрь:х и3менениях в

эволюции, что они нефункциональнь! и представляют собой кмусорную) днк.
Фднако в последние годь! интерес к тандемнь!м повторам АР{( сильно во3рос,

поскольку стали накапливаться свидетельства того' что они играют роль в таких

важнь|х процессов как митоз и мейоз; кроме того конститутивньгй гетерохроматин,

видимо, вовлечен в процесс поддержания пространственной органи3ации

генетического материала в ядре. 71 все же структура !Ё( цетромер и соседних

областей хромосом (перицентромер), остается мало изуненной' 3 значительной

мере это свя3ано с тем, нто сборка таких областей при секвенировании геномов

до настоящего времени остается не решенной проблемой именно и3-3а

тандемной повторяемости последовательностей, их образующих.

!иссертационная работа!.й. Фстромь|шенского как ра3 посвящена изунению,[Ё(

центомернь!х и перицентромернь!х областей хромосом домовой мь!ши

основного модельного объекта среди млекопитающих.



!|ели и заАач1^ исследования

1-]ель своей работьг д.и' Фстромь:шенский сформулировал следующим

образом: определение состава конститутивного гетерохроматина домовой мь|ши и

основнь!х компонентов' входящих в его состав и вь!яснение некоторь!х аспектов

эвол юци и главного компонента гетерохромати на 
- 

тандемн ь!х повторов.

!ля достижения этой цели автором диссертации бьпли определень! три

основнь|е 3адачи:

1. 8ьпделение, вь|сокопрои3водительное секвенирование и анали3 днк
хромоцентров домовой мь!ши. Анализ распределения найденнь:х

последовательностей в доступнь!х сборках генома мь|ши.

2. [1роверка полученнь|х !п

методами (гибридизация !п з!|ш).

3. Анализ распределения и

мь!шевиднь|х грь!3унов'

[1оложения, вь|носимь!е на

решаемою автором проблему.

Ёовизна и значимость работь:

!иссертантом впервь!е проведено в ь! со коп роизводител ь н ое

секвенирование и анали3 состава !Ё( хромоцентров мь!ши. [1оказано сильное

обогащение !Ё( хромоцентров и, соответственно, гетерохроматина тандемнь!ми

повторами. с помощью биоинформатических и молекулярно-биологических

подходов пока3ана обогащенность гетерохроматина мь|ши 3'-концевьпм

фрагментом 1-!шЁ1 длиной около 2000 п.н. Фбнаружено, что сходная картина

наблюдается и в сборках центромернь!х районов генома человека. в днк

хромоцентров мь!ши найдено большое число участков !-1Р-содержащих

ретротранспо3онов, представляющих собой эндогеннь|е ретровирусь! (Бку).

6реди них наиболее богато представлень| в !Ё( хромоцентров ретроэлементь!

интрацистернальньгх А-частиц (!АР) и их [1Р. 8ь:сказано предположение о том,

что некоторь!е из фрагментов Ёку могут содержать промоторь!, благодаря

которь|м инициируется транскрипции [!-|.

д.и. Фстромь:шенский нашел и аннотировал больщое число новь!х

тандемнь|х повторов в'геномах домовой мьгши [|!цз гпцзсц|цз, а также $цз саго|!,

з!|!со даннь!х молекулярно-биологическими

эволюции тандемнь!х повторов в геномах

3ащиту, в полном объеме представляют



сирийского (ме;осг!се[цз ашга[шз) и китайского (€г!се[ш!шз 9г!зеиз) хомячков. с
помощью гибридизации !п о|[и он пока3ал их локализацию в перицентромернь!х

районах определеннь!х хромосом' 6делань; вь!водь! о характере эволюции

тандемнь!х повторяющихся последовательностей в геномах мь!шевиднь!х

грь!3унов. Аннотирование новь!х тандемнь!х повторов по3волит глубже

исследовать транскрипть! и их роль в эмбриогене3е и канцерогене3е, а также

будет способствовать изучению функциональной роли этого типа

последовательностей днк в формировании пространственной структурь!

генетического материала и в регуляции при помощи |псР]х!А (!оп9 поп-со0!п9

кшА, длинная некодирующая Рнк).

1аким образом, все полученнь|е диссертантом даннь!е оригинальнь! и

значимь|.

Фбщая характеристика работь:

!иссертация д.[4. Фстромь!шенского построена по стандартному образцу,

т.е. состоит и3 следующих разделов: 8ведение, Фбзор литературьп, [/атериаль! и

методь!, Результать:, Фбсухцение, 8ьгводь: и 6писок цитируемой литературь!,

включающий 159 источников. ,[иссертация и3ложена на 114 страницах, содержит

9 таблиц, 17 рисунков и 5 приложений.

8о введении ясно изложень! цели исследования, отражень! основнь!е

достижения автора и его вклад в работу. Фбзор литературь! написан правильнь!м

яснь|м научнь!м я3ь|ком и освещает современное состояние науки в области

диссертационного исследован|Ая. Автор 3атрагивает в обзоре следующие

вопрось!: гетерохроматин и хромоцентрь!; диспергированнь|е повторь!; тандемнь!е

повторь! (тп) и их эволюция; транскрипция 1!-1; тп в геномах мь!шевиднь!х

грь|зунов. 8 главе <[т/атериаль! и методь!> описан широкий спектр молекулярно-

биологических методов, использованнь!х автором при вь!полнении

диссертационной работьп. Фсновньпми подходами в данном исследовании бьтли

секвенирование днк хромоцентров, биоинформационньгй анали3 полученнь!х

даннь!х и баз даннь!х и, наконец, флуоресцентная гибридизация хромосом !п з![ц

(г!$н)' [/!етодь:, 3а некоторь!м исключением (см. критические 3амечания), описань:

достаточно подробно и ясно.

Результать! описань|, главнь:м образом, достаточно подробно. Фни вполне

убедительнь:. Автор диссертации хорошо владеет биоинформационнь|ми

методами, что сь!грало-немалую роль в вь|полнении данного исследования. Фчень
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хорошо вь!глядят результать! гибридизации !п з![ц _ видно, что ее проводил

опьптнь:й и искусньгй экспериментатор. Фбсухцение ре3ультатов читается с

интересом _ автор сопоставляет свои ре3ультать! с данньпми большого числа

публикаций других исследователей. 8ь:водь: диссертации корректнь! и

обоснованьг, они вполне соответствуют поставленнь!м в работе 3адачам'

Автореферат достаточно хорошо отражает содержание и вь!водь: работь!, хотя

большее число иллюстраций могло бьп его дополнительно улучшить.

1-1о ре3ультатам данной диссертации опубликовано 9 статей в

рецен3ируемь!х мех(цународнь!х (3) и отечественнь!х (6) журналах из перечня

изданий, рекомендованнь!х вАк РФ, а также 8 тезисов докладов конференций.

1аким образом, диссертация |'А' Фстромь:шенского соответствует требованиям

вАк РФ по степени представленности результатов в печатнь|х работах и

апробации на конференциях.

|{ритинеские замечания

Рецензируемая работа д.и. Фстромь:шенского не лишена некоторь!х

недостатков, которь|е, однако, не ставят под сомнение 3начимости ре3ультатов и

сделаннь!х вь!водов.

Фбзор литературь: несколько поверхностнь:й и и3лишне краткий (15 стр.). 8

нем очень не хватает иллюстраций' Ёесколько схем, иллюстрирующих' например,

строение хромоцентров или гипоте3ь| эволюции тандемнь!х повторов и т.д., бь:ли

бь: очень поле3нь!. в ра3деле (1.5. тп мь!шевиднь!х грь!зунов> следовало

обсудить [[1 крь:сь! и полевок, а, во3можно, и других мь!шевиднь|х грь!3унов' не

упомянуть!х автором диссертации. (Рм!о некоторь!х статей про 1[1 полевок:

1611217, 11234379, в375217, 11605531 ,11903559, 97в5562,9в72664, 1',1993932,

20в30505 , 1689745в, в9954в9, 19372666, 25402553, 21042006).

Раздел к\4атериаль: и методь:) в целом написан неплохо. Фднако почему-

то не приводится методика вь!деления хромоцентров (пункт 2.1.1.). 3то важная,

специфинеская, малои3вестная методика и ее, конечно, следовало описать в

диссертации. Ёе описано получение !Ё( хромоцентров с использованием набора

[ч]ех[ега. ,[иссертация должна предоставлять читателю всю необходимую для ее

понимания и оценки информацию.

8 этом ра3деле автор диссертации многократно исполь3ует слово <проба>

вместо (3онд> (см., раздел 2'2'8.).!-1роба _ это образец для анали3а, а не то, чем

осуществляют детекцию, в том числе' гибридизационную.
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}{а стр. 38 читаем: <Реакционная смесь содержала буфер для 1ач-
полимера3ь! (50м\4 !\496!2)...> Реакционная смесь для !-1!-{Р не может содержать

хлорид магния в такой вь:сокой концентрации.

Результатьг

Ёа стр. 42 отмечено, что ((на метафазнь:х хромосомах мь!шинь!х

эмбриональнь!х фибробластов 3онд к !Ё( хромоцентров дает сигнал в

|-{ЁЁ7пери!-{БЁ районе всех хромосом, кроме, возможно, половь!х (Рисунок 1, !!!).>

Фстается не вполне понятнь!м, почему может отсутствовать сигнал на половь!х

хромосомах.

Ёа стр. 55 написано: <8 отличие от ЁР!, покрь!тие !-!1т,!Ё ридами 6[гп6
сильно неравномерно с несколькими пиками и 3начительно большим покрь!тием в

-2 т'п'н. области 3' конца 2-го ФРР и 3'-[-,!1Р (Рисунок 7, синяя линия)>>. Ёа мой

в3гляд, на рисунке 4 у ЁР! пики, столь же вь!раженнь!е как у !-|шЁ1 на рисунке 7.

,!а, действительно покрь|тие 3'-концевой области [-!ш[1 3аметно большее, чем 5'-

области. {орошо и3вестно (см. например, обзор Р!т4!!: 26104698), нто в геноме

3начительно чаще встречаются копии !-!шЁ1, образованнь!е только 3'-концевьпми

последовательностями (красньпй график на рис. 7 хорошо с этим согласуется)'

3то связано с тем, что, поро}г1цающая новь|е копии !-!шЁ, обратная транскрипция в

клетке начинается на 3'-конце Р]-{( !-!шЁ1 и редко может достигнуть её 5'-конца'

Благодаря этому в геноме значительно чаще встречаются 3'-концевьпе

последовательности !-!|',]Ё1, чем 5'-концевьпе. ( сожалению, об этом в диссертации
ничего не написано.

6тр. 64. 8 подписи к рисунку 14 нет объяснения того, что представлено в

нижнем ряду панели !. Ёа этих микрофотографиях нет никаких гибридизационнь!х

сигналов и можно предположить, что они иллюстрируют морфологию

хромоцентров. Фднако на других рисунках с Ё!$Ё интерфазнь!х ядер автор не

дает аналогичнь!х контрольнь!х фотографий.

6тр. 69. в разделе (3.9. тп у ра3нь!х родов мь!шевиднь!х грь!зунов)

говорится о гибридизации метафазнь;х хромосом трех родов мьпщей (||!из,

Ароёегпшз и 3у|таегпшз) с диссекционной центромерной пробой |+/]. гпцзсц|из. (
сожалению' ни один и3 ре3ультатов этих опь!тов не представлен в диссертации.

1о же самое относится к Р!$Ё с зондами 6[!рА [|!. гпцзсц|цз и 61'т!рА Аро6егпшз

реп!пзи!ае. (роме того, в диссертации не говорится, с чем проводили Ё!$Ё в этих

опь!тах _ с клетками костного мо3га или с культурами клеток. 8 любом случае в



диссертации (в <<[т/атериалах и методах>) следовало написать, откуда бь:ли

получень! животнь!е или культурь! клеток и как эти клетки назь|ваются.

6тр. 74. <<|п з!!!со и |п з![ц пока3ано, что если у даже доотаточно

близкородственнь!х мьпшей (А/1. гпшзсш|цз и й. саго|[) сходнь|ми ока3ь!ваются только

несколько 1[1, а большинство других 1!-1 не встречаются у другого вида.) 8 этой

фразе _ явнь!е дефекть:'

Фбсух(ден ие резул ьтатов

|_{а стр. 30 написано: <Ёесмотря на огромное разнообра3ие в нуклеотиднь!х

последовательностях между видами, центромернь|е тп обьгчно

характери3уются мономерами с длиной, примерно соответствующей ра3меру

нуклеосомной днк (около 17о п.н.)). €транно, что столь важньгй вопрос не

3атронут и не ра3обран в обзоре литературь:. 6сьплок также не приведено.

Ёа стр. 80 читаем: к3ьгсокое количество -2 т.п.н. фрагмента ]-[шЁ в

конститутивном гетерохроматине обеспечивает решение парадокса Р!$Ё:

тибридизация !п э!1ц не может распо3навать полнора3мерньпй ]-|шЁ в

гетерохроматине (их онень мало), но фрагмент !_!\]Ё дает сильньпй сигнал именно

в гетерохроматине). 8ьгсокого количества не бьгвает. [т/]ожно - большое

количество. <[1арадокс г!$н и его решение) надо бьгло описать более

ра3вернуто. 1о как это сейчас написано - малопонятно. Бще надо отметить, что

гибридизация клона 625, соответствующего участку и3 5'-концевой половинь: |-|[\{Ё

1, также наблюдается только в области 1_]ЁЁ/пери!-|ЁЁ (Рис. 10)' !-1онему нет

гибридизационнь!х сигналов на плечах хромосом?

6тр. 83. <<4.4' Ёложная организации хромоцентров мь!ши). 3тот довольно

значительнь:й по обьему раздел трудно при3нать за обсухцение результатов.

]1ишь в его последней фразе упоминаются ре3ультать| диссертанта; все

остальное вь!глядит как Фбзор литературь|.

6деланнь|е 3амечания касаются лишь формь: подачи материала, а не сути

полученнь!х результатов и сделаннь!х вь|водов, поэтому они не моцт

существенно снизить вь!сокой оценки данной диссертационной работь:.

3аключение

,[иссертация Фстромь!шенского [.й. на тему <6остав хромоцентров мь|ши

!п з!|!со и их основной компонент, тандемнь|е повторь!, у мь!шевиднь!х грь!3унов))'

вь!полнена на вь!соком методическом уровне, представляет собой 3аконченную,

целостную, научно-квалйфикационную работу. 8 ходе ее вь!полнения получень!
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новь!е, интереснь!е и важнь!е даннь!е в области строения генома и хромосом

вь!сших органи3мов. ,!иссертационная работа д.и. Фстромь:шенского,

вь!полненная под руководством профессора Фльги [:1горевньп [1одгорной,

полностью отвечает требованиям п. 9 <[1оложения о порядке прису}}цения

научнь|х степеней> (утверхщенного [1остановлением [1равительства РФ 1х]о 842 от

24 сентября 2013 г.), предъявляемь!м к кандидатским диссертациям, а ее автор

заслуживает прису}к4ения уненой степени кандидата биологических наук по

специальности 03.0'1.03 _ молекулярная биология.

(рамеров !митрий Александрович,

профессор, доктор биологических наук

по специальности 03.01.03 _ молекулярная биология,

3аведующ ий [1аборатор ией э вол юци и ге н омо в эукар и от

Федерального государственного бюджетного учре}}цения науки

[4нститут молекулярной биологии им. 8.А. 3нгельгардта Российской академии

наук ([41\4Б РАн)

Адрес: гсп-1,'1'19991, г. [/'[осква, ул.8авилова, д.32' имБ РАн
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