
отзыв

официального оппонента на диссертацию на сопскание ученой степени

кандидата биологических наук Науменко Константина Николаевича

на тему; <<Роль РНК-связывающеfо белка YВ-l в реryляции

активности поли(АDР-рибоза)полимеразы 1>>

по специальности 1,5,3 - (молекулярная биологип>

AKTyAJbHoCTb тЕмы.

тема работы автора диссертации связана с одним из наиболее активно

рЕlзвивающихся в настоящее время направлений исследований в области

естествеНных науК - изучеНием молекулярных механизмов репарации Щil(,

помимо чисто научного интереса, существенную значимость данному

направлению прИдаёТ его очевидный практический потенциztп для разработки

новых эффективных стратегий лечения онкологических заболеваний, На

сегодняшний денъ стратегия противооItухолевой терапии направпена прежде

всегО на повреждение днК в онкотРансформированных кJIетках, При этом,

кJIеточнЫе процесСы репарации Щ:IК способны устранять такие повреждения,

вызванные терапевтическими агентами, что обеспечивает устойчивость

опухолеВых кJIетОк к терапии. Поэтому знания о механизмах репарации Щ{К,

позВоляюЩие раЗрабатыватъ поДхоДы к УПраВлению процессаМи испраВпени'I

повреждений дж, остро необходимы для разработки новых подходов в

борьбе с онколОгическиМи заболеваниями. Одним из кJIючевых реryляторов

процессов репарации щIк является попи(дDр_ рибоза)полимераза 1 (рдRр1)

- фермент, обеспечивающий синтез поли(АDР-рибозы) (PAR) в районе caiTTa

повреждения Щнк. ,,щругим белком, активно вовлечённым в поддержание

стабильности генома, является мультифункциональный y-бокс-связывающий

белок 1 (YB-l), который способен стимулировать каталитическую активностъ

рдRрl, однако механизм такой стимуляции остаётся невыясненным, Таким

образом, из)ление механизма реryляции актиВности рдRрl с )п{астием YB-l

является актуапьной задачей и представляет большой интерес для понимания

роли РНК-связывающих белков в РдRРl-зависимой реryляции стабильности

генома. С учётом ск€ванного выше акту€lльность темы диссертации бесспорна,
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НАУЧНАЯ НОВИЗНА.

в данной работе впервые детапьно исследован механизм влияния Рнк-

связываЮщегО белка YB-l на актиВностЬ фермента РдRРt, Показано, что

белоК YB-l можеТ реryлироватЬ активr{ость рдRрl в составе тройного

комплекса YВ_l.РДRРl,Д_Ш( или через взаимодеЙствие YB-l С аВТО-

поли(ДDР-рибозил)ированной формой РдRРl. Выполненное исследование

даёт подробное представление О молекулярном механизме реryJuIции

активностИ рдRр 1 В области повреждениrI лЖ в присутствии белков,

которые способны взаимодействовать как самой л:к, так и синтезируемои в

процессе активации PARP 1 попи(АDР-рибозой),

ТЕОРЕТIДIЕСКАЯ И IIРАКТИIIЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ,

ЗначимоСть диссертации состоит в том, что автором экспериментаJIьно

установлен молекулярный механизм, вовлекающий белок YB_t в реryляцию

каталитической активности РдRрl. Пощ"lенные в данной работе результаты

имеют важное практическое значение для понимания механизмов рЕlзвития

резистентности кJIеток опухоли к химио_ или радиотерапии) поскольку

пок€ванное в работе уIастие YВ-l в реryляции активности фермента PARPl

ВыяВляеТеГоВажНУюролЬВВыжиВаеМосТиЗлокачесТВенно
трансформированных кJIеток. Поэтому даннЕlя работа, несомненно, имеет

большую значимость не только в научных исследованиях, но и для медицины,

кРАТкАЯхАРАкТЕРИсТИкАоСноВноГоСоДЕРЖднИ'I
дрlссЕртАI_чд4.

Работа написана по традИционноЙ схеме, содержит р€вделы "Введение",

''ОбзоР литератУры'r, '.МатерИ€tлы И методы исследования" r "Результаты и их

обсуждение", "Заключение" и "Выводы" и изложена на |20 страницах,

.Щиссертация проИJlлюстрИрована 34 рисунками и вкJIючает б таблиц; список

цитируемой литературы насчитывает 2зб источников, Приложение к

диссертациина5 страницах содержит 4 рисунка,

в разделе "введение" в краткой форме кратко изложены актуальность

работы, цель и задачи исследов ания,научная новизна полу{енных результатов

и практическ€tя значимость работы. Здесь же приводятся положени,I,

выносимые на защиту, даётся информация об апробации работы, количестве
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публикаций, вкJIючающем 5 статей по теме диссертации и б тезисов

конференций, а также личном вкJIаде автора,

глава "обзор литературы" посвящена рассмотрению функчий и

механизма действия попимер€вы рдRрt и её взаимодействий с рнк_

связывающими белками. В этой части работы автор даёт подробное описание

имеющихся на сегодняшний день представлений о структуре данного

фермента и мехаНизме реакции поли(ДDР-рибозил)ирования, подробно

освещаютсЯ современные знаниrI О .ЩК-зависимом синтезе поли(ДDР-

рибозы) и известных реryляторах рдRрl _ днк_ и рнк_связывающих белках,

отделъная часть обзора посвящена описанию структуры и функцион€rльных

свойстВ белка YB-l. В целом, обзор хорошо написан, достаточно

информативен, хорошо структурирован и иллюстрирован, что помогает

глубже понять суть изучаемых в диссертации вопросов,

глава'оматери€lпы и методы" содержит подробное описание реагентов

и методов, использованных автором в своей работе, В этом р€вделе автор

приводит пунктуztльное описание бопьшого числа разнообр€вных Й"од"*, из

чего можно закJIючить, что он действительно мастерски владеет техникой

эксперимента по теме своей работы. Кроме того, такое детальное

преДсТаВлениеэксПериМентuшъныхПроцеДУрпозВоляеТПрижеланииихлеГко

воспроизвести или использоватъ в качестве лабораторного протокола,

наибольшее место в диссертации занимает глава "результаты и

обсуждение'', состоящ€Ш на 5 частей, в которой автор приводит

неПосреДсТВеннооПисаниеполуIенныхДанныхИДелаеТПониМ

соответствующие закJIючения,

В первоЙ частИ резулътатов автОр в ряде экспериментов убедительно

показывает, что белок YB-l является фактором, стимулирующим активностъ

рдRрl, причёМ эта актиВностЬ проявляется как в присутствии нукJIеосомной

лIк, так и) что важно, в присутствии Д:к, содержащей различные

повреждения. ,щалее, во второй части, автор сравнивает влияние различных

кофакторов на активность фермента и показывает, что стимулирующий

эффект YB_l на активность РДRРl сопоставим по силе с эффектом коровых

гистоноВ или спермина' хотя и уступает эффектам гистонаН1 или ионаМ Mg'*,

.,
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однако, В отличие от гистонов, 1rB_l более эффективен в реакции

трансмодификачии. Здесь же автор демонстрирует снижает эффективности

ингибитОров актиВностИ PARP1 3-аминобензамида и олапариба в присутствии

YB-l. Развивая свои исследования) в трётьей части главы 'ОРезулътаты и

обсуждения'' автор получает мутантные формы 1.в- 1, частично лишенные С-

концеВыхнеУПоряДоченныхДоМеноВ,соДержаЩихкJIастерыположиТелъно

заряженных аминокислот, и показывает, что последовательное укорочение С-

концевого домена приводит к снижению сродства YB-l к поврежденной дil(

и РдR. Четвёртая частЬ главы посвящена исследовани,Iм взаимодействия YB-

1 и РдRРl, опоСредованНого повРежденной днк. Здесь, применяя методы

анизотропии флуоресценции и задержки В геле, автор определяет, что YB-l и

рдRрl образуют гетеромерный комплекс на поврежденной днк, и что в

составе этого комплекса YB_1 является преимущественной мишенью

поли(дDр_рибозил)ирования. в этом случае, кJIастеры положительно

заряженных аминокислот в С-концевом домене 1rв_l также играют в€l)кную

роль во взаимодействии с поврежденной лilс В заключительной пятой части

рассматриваемой главы автор описывает результаты исследования,

относящегося к изучению непосреДственно взаимодействия белков YB-l и

рдRр 1, опосредованного рдR. используя ряд методов, в том числе метод

атомно-силовой микроскопии (дсм), позволяющий наблюдать морфологию

структуРы макроМолекуляРных комПлексов, автор показывает, что YB-t при

взаимодействии с РдR в процессе авто-поли(ДDР-рибозил)ирования самого

рдRрl способеН ингибирОвать элОнгациЮ цепи. Кроме того, применение

метода дсм позволило показать, что сама структура синтезируемого

полимера рдR, в частности его длина и количество точек ветвления, может

влиять на YВ-l-зависимую стимуляцию рдRрl, приводя к

перерасПределениЮ междУ уровнямИ авто- и транс-поли(АDР-

рибозил)ирования белков. На основании полученных результатов, автор

предлагаеТМолекУлярныйМеханиЗМстимУляцииакТиВностиРАRРlВ

присутствии белка Yв-1, закJIючающийся в том, что YB_l, выступuLя в

качестве основного акцептора РДR, уд€tляет PAR _ продукт реакции Еа эТаПе

диссоциации YB-l из компЛекса С рдRрt и повреждённой лж, что приводит



К увеличениЮ числа оборотов и стимуляции процесса поли(АDР-

рибозил)ирования. При этом, поли(ДDР-рибозил)ирование Yв-1

ограничиваеТ элонгацию растущего полимера рдR, что позволяет

приходяЩим иЗ раствора молекулам YB-l' локализоваться вблизи активного

центра рдRрl, многократно повторяя цикл ассоциации_модификации_

диссоциации.

На основаниИ поJryченных результатов автором сформулированы 4

вывода, которые выглядят вполне обоснованными и соответствуют всем

достижеНиям данНоЙ диссертационной работы, основные результаты работы

автора опубликованы В 5 статьях В отечественных и международных

рецензируемых нау{ных журналах, индексируемых в базаr web of science и

Scopus И, И предстаВлены в виде докJIадов на б конференциях, Всё это

указывает на живой интерес научного сообщества к полученным результатам

и их искJIючителЬной знаЧимостИ как дJUI дЕtльнейШего р€ввития исследований

в данной области, так и для медицины,

здмЕчдния по д4ссЕртдtц4онной рдБотЕ.

хотя диссертационная работа Науменко Константина Николаевича

выполнена на высочайшем HafiHoM уровне и в ней получены действительно

весомые и значимые научные результаты, следует отметить ряд замечаний по

тексту диссертации.

ВЧасТности'н.ВВаниеобзоралитератУры(..ФУнкцииИМеханиЗМ

действиЯ PARPl и её взаимодействие с РНК-связывающими белками") не

совсем точно отражает его содержание, поскольку в этой главе присутствует

также р€вдел, посвящённый струкryрно_функциональной организации рнк_

сВязыВаюЩегобелкаYВ.l(раздел1.3).ВряДеМесТтекстаДиссертации

присутсТвуеТ жаргон, напримеР "количеСтвеннаЯ обработка гелей" (стр,а|,

также встречаются различные неточности, например параплельное

употребление англоязычной и русскоязычной аббревиатуры одних и тех же

соединений (см. ддФ (стр. 59, 81 и др.) и дDр (cTp.sg и др,)) или спермин3+,

солькотороговообЩе-тояВляеТсяТеТраГиДрохлориДоМ.

ВместестеМ'УкаЗанныеЗаМеЧаниянеУМ€шIяютзнаЧиМосТи

диссертационного исследов ания. Работа Науменко к,н, соответствует
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требованиrIм, установленным пг^. 2.|,2.5 Положения о присуждении у{еныХ

степеней в Инстиryте химической биологии и фундамент€rльной медицины Со

рдн, предъявляемым к кандидатским диссертациям,,Щиссертация оформлена

в соответствии с Приложениями 5 и бположения о диссертационных советах

Инстиryта химической биологии и фундаментЕlпьной медицины со рдн,

таким образом, соискатель Науменко Константин Николаевич заслуживает

присуждения ученой степени кандидата биологических наук по

специzrльности 1.5.3 - 
С'цблgкулярная биология".
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