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ГОСУДАРСТВЕННОГО УЧРЕЖ,ЩНИJI КФЕЩЕРАJЪНЫЙ ИССЛВДОВДТВЛЬСКИЙ

ЩЕНТР КФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ОСНОВЫ БИОТЕХНОЛОГИЬ РОССИЙСКОЙ
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кА]Iд4дАтАн,{ук

аттестационное дело Ns

Решение диссертационного совета от 18 октября 2018 г. Jф 16 о присуждении flергоусовой
Елене Алексаrrдровне, грФIцllнство Российская Федерация, уtёной степени кандидата

биологических наук

,Щиссертация .<Влияние гJD/татионилирования сl -субъединицы Nа,К-АТРазы на

свойства фермента> по специальности 03.01.04 ..Биохимияо принята к защите 14 июня l8
года (протокол Nо lЗ) диссертационным советом Д 002.247.0l на базе Федерального

гОсударственного )л{реждения <Федеральный исследовательский центр
<Фундаментальныо основы биотехнологии>l Российской академии наук>, 'l l907l, Москва
Ленинский проспею, д. З3, строение 2. Совет 1твержлён Рособрнадзором Министерства
образования и науки РФ, приказ Ns 2249-1602 от 16.11.2007 г, с учётом изменений в

составе Совета в соответствии с приказом Минобрнауки России от l3.02.20lЗ г. М74/нк и

от l0.02.2014г. Ns55/HK и с 1чётом переименования Совета от 30.09.2015 г. ЛЬ l l66lHK.

Соискатель ,Щергоусова Елена Александровна (1990 года рождения), в июне 20l2 г.

окончила с красным дипломом Федера.rьное государственное бюджетное образовательное

утеждение высшего профессионального образования <Московский государственный

университет имени М.В. Ломоносовоr, биологический факультет, кафедру биохимии по

специ.lльности кБиохимия>, и в октябре 2012 г. поступила в очную аспирант}?у на этой

кафедре, где проходила об1"lение по октябрь 20lб года. С февраля 20lЗ года работает
лаборантом кафедры биохимии биологического факультета Федерального

государственного бюджетного образовательного уlрежденшI высшого профессионального

образования кМосковский государственный университет имени М.В. Ломоносова>, а с
мм 2017 года - старшим лаборантом в лаборатории конформационной стабильности
белков и физических методов анализа Федерапьного государственного бюджетного

учреждония наlки <Инстиryт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта
Российской академии наук).

,Щиссертационную рабоry соискатель ,Щергоусова Е.А. выполняла на кафедре

биохимии биологического факультета Федерального государотвенного бюджетного

образовательного }п{реждения высшего профессионального образования <Московский
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государственный университет имени М.В. Ломоносова> и в лаборатории

конформационной стабильЕости белков и физических методов ана:lиза Федерального

государственного бюджетного уrреждения науки <Институт молекулярной биологии
имени В.А. Энгельгардта Российской академии Еаук).

Научный руководитель - Лоппна Ольга .Щмптрпевна, доктор биологических наук,

профессор, ведупдий нау,rный сотрудник кафедры биохимии биологического факультета
Федермьного государственного бюджетного образовательного учреждения высшего

профессионмьного образования <Московский государственный университет имени М.В.
Ломоносова>>.

Официальные оппононты:

Медведев Алексей Евгепьевич, доктор биологических наук, профессор,

Федеральное государственное бюджетное на)лное )п{реждение <HaylHo-

исследовательский институг биомедицинской химии имони В.Н. Ореховичa>,

заведlтощий лабораторией фармакопротеомики.
Меньшпков Мrrхаил Юрьевпч, доктор биологических наук, Федеральное

государствецное бюджетное )лреждение Национмьный медицинский исследовательский

цеЕтр кардиологии Министерства здравоохранения Российской Федерации, ведущий

на}чный сотудник лаборатории ангиогенеза

дttли положитольные отзывы на диссертацию.

Ведlrцая оргапизация, Федеральное государственное автономное образовательное

учреждепие высшего образования кРоссийский университет дружбы народов), в своём

положительном закJIючении, подписанном зitвoдующим кафедрой биохимии, доктором
биологических наук, профессором Покровским В.С., доцентом кафедры биохимии,

доктором биологических наук Калининой Е.В. и директором Медицинского института
ФГАОУ ВО кРоссийский униворситет дррlсбы народов), доктором медицинских наук,

профессором Абрамовым А.Ю. и }творждённым проректором по наlчной работе ФГАОУ
ВО кРоссийский университет друхбы народов), доктором философских наук,

профессором Кирабаевым Н.С., указала. что диссертационная работа является
законченным на1"lно-квалификационным исследованием, которое соответствует

требованием, изложенным в п. 9 <Положения о порядке присуждения )цёных степеней),

},тверждённого постановлением Правительства РФ от 24 сентября 20l3 г. Nэ842, а её автор

,Щергоусова Е.А. заслуживает присуждения искомой 1чёной степени кандидата
биологических наук по специtlльности 03.01.04 Биохимия.

Выбор официальньrх оппонентов обосновывается тем, что доктор биологических
наук, профессор Медведев Алексей Евгеньевич является хорошо известным специалистом

в области изучения белок-белковьrх взаимодействий и сигнальных каскадов, а доктор
биологичоских наук Меньшиков Михаил Юрьевич явJIяется признанным специалистом в
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области изучения передачи внутрикJIеточного сигнала в патологических условиJrх, в

частностиl в условиях окислительного стресса. Квмификация оппонентов подтверждается

наличием большого числа публикаций в высоко цитируемых российских и

международньж журналах. Выбор ведущей организации обусловлен тем, что

медицинский институт ФГАОУ ВО <Российский университет друrкбы народов)

функционирует как многопрофильное учреждение, в котором помимо образовательной

деятельности проводятся широкие научно-исследовательские работы. На кафедре

биохимии медицинского института проводятся исследованиJI окислительного стресса и

глутатионилирования белков кпетки. Сотрудники кафедры биохимии медицинского
инсти])ла ФГАОУ ВО кРоссийский университет дружбы народов) являются
высококвалифицировzlнными специaulистами в данной области, что подтверждается

нalличием соответствующих публикаций. Высокая квалификация оппонентов и
сотрудников ведущей организации позволяет объективно оценить научную и

практическую ценность диссертационной работы.

Основные результаты диссертационной работы изложены в 4 статьях в

рецензируемых на)дных изданиях, публикации в которых удовлетворяют требованиям
п.1l <ПоложеншI о присуждении )лёных степеней), }"rверждённого постановлением
Правительства Российской Федерации от 24.09.20l3 г. Np 842:

1. Мэн С., Петрушанко И.Ю., Климанова Е.А., .Щергоусова Е.А. и Лопина О.,Щ. (2014)
глутатиони,rирование альфа-субъединицы Nа,к-Атразы из оердца крысы под
действием окисленного глутатиона приводит к ингибированию активности фермента.
Бuохuмtlя, '79 (2), ZO9 1,6.

Петрушанко И.Ю., Симоненко О.В., Бурнышева К.М., Климанова Е.А., .Щергоусова,
Е.А., Митькевич В.А., Лопина О.,Щ. и Макаров А.А. (2015) Способность клеток
адarптироваться к условиям низкого содержания кислорода связана с
гл)латионилированием Nа,К-АтРазьl. Молекулtярнсlя бuолоztм,49 (1), 175_sз.
Dergousova, Е.А., PetTushanko, I.Y., Klimanova, Е.А., Mitkevich, YА., Ziganshin, R.H.,
I-opina, O.D., and Makarov, А.А. (2017) Effect of reduction of rеdох modifications of Cys-
Tesidues in the Na,K-ATPase cl-subunit оп its activity. Biotпolecules.7 (1), ElS
Щергоусова Е.А., Петрушанко И.Ю., Климанова Е.д., Митькевич В.д., Зиганшин Р.Х..
Лопина О.Щ. и Макаров А.А. (20ls) Усиление активности Nа,К-АТРазы в результате
снятиJI редокс-модификаций с остатков цистеина с-1 субъединицы: эффект
восстirна&.IиваЮщих агентов. Молекулярнаlt Бuолоztм, 52 (2), 289-9З.

4.

результаты работы были также представлены на 2-х отечественных и 1-й
международной конференциях.

в публикациях отрФкены экспериментальные работы, проведённые в рамках
выполнения диссертации.
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На диссертацию поступили след/ющие отзывы:

Отзыв офпциальпого оппонента доктора биологпческпх паук, профессора

Медведева А.Е. (положптельный) содержал следiющие вопросы и замечания:

В разделе кобзор литераryры> присугствует определённaш избыточность

приводённого литературного материала который дirлее окzlзывается

невостребовzlнным. Сказанное в первую очередь относится к белкам цитоскелета, а

также мелиттину, Srс-киназе, мвеолинам. Такое подробное рассмотение этих

вaDкных вопросов функционирования Nа,К-АТРазы, прямо не связанньrх с

диссертационной рабmой, (несколько уводит в тень) те проблемы, которым и

посвящено собственноо экспериментальное исследование. Именно этим можно

объяснить тm факц что очень важный раздел обзора литерацрьl <<1.2.4.

Мемнизмы гл)датионилирования белков> - уместился всего на трёх станицах и в

нём не нашлось места для ряда интересных обзорных статей, например, (Causes

and consequences of cysteine S-glutathionylation" (GTek et. al. (2013) J. Biol, Chem.,

288: 26491-26504).

Не все схемы, которыми хорошо иллюстрирован данный раздел диссертации!

должным образом объяснены. Например, на стр. 50 автор приводит интересную

схему возможньж путей S-глугатионилирования белков (стр. 14), фрагменты
объяснения которой оказались рассеянными по нескольким страницам.

В разделе кМетодьu в ряде сJryчаев отс}тствует вФкнаJI методическая информация.

Например, в ра}деле к2.7.2. !еглугатионилирование 01-субъединицы Nа,К-АТРазы
с использованием ферментативной системы> автор приводит состав инкубационной

смеси, огрalничившись упоминанием количества используемых для

дегл)латионилирования ферментов - глутаредоксина и глутатионреддтазы без

указания их акгивности. В разделе <2.1З. Использованные реактивы) об этом также

не говорится ни слова поэтому оцонить адекватность использованной сопряжённой

системы практически невозможно.

В разделе <Глlтатионилирование в спеточной культуре и иммунопреципитация)

отсутствует ва;кная информация о происхождении культуры эмбриональньrх клеток

мыши SC1, количестве кJIетоь использованньж в экспериментах. Непонятно, чем

был обусловлен выбор именно этих клеток.

Автор не уделила долхного внимания масс-спектрометрическому анzrлизу,

особенно в контексте масс-спектрометрической идентификации

модифицироваrrных остатков цистеина о, l _субъединицы Nа,К-АТРазы.

Если исходное гл)латионилировalние не удаJuIется даже при неферментативном

восстarновлении денат}Фированною фермента, можно ли считать такое

гJD/татионилирование необратимой ковалентной модифимцией? Каково

биологическое значение такой необр{rтимой модификации?
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о В разделе (ЗакJrючение) приводится выскванное Митькевичем и соzrвторами

[Mitkevich, v.А., et al., 20J6J, предположение о котрllнсJUIционном
гл)патионилировании нокоторьtх остатков цистеина c,l -субъединицы. Может ли это
предположение вместе с данными рентгенострlктурного анализа и компьютерного
моделирования о возможном встраивании в полость с неразрошённой плотностью
o,1-субъединицы Nа,К-АIРазы свидетельствовать о котрансJIяционном
глутатионилировании (стр. l 02)?

. Автор вольно обращается с математическим термином (коррсляция)), допускает
царушение согласованIrI (например, (вероятность дополнительного
гл}"татионилирОвания Nа,К-АIРазы в процессе выделениJI фермента невелию), сц).
78), а также опечатки.

о не очень удачно использование сплошной Еу},{ерации рисунков и таблиц в тексте

диссертации и приложении.

Однако заrиечаниJl по сути и оформлению диссертационной работы не являются
принципиальными и не снижают научной ценности пол)ленньн автором дацньж.

Отзыв офпциального оппопецта докторд бпологических наук Мепьшикова
м.ю. (положительпый) содержал следующие вопросы и замечания:

На рисунке 4 не совсем понятно, Еа что следует обратить внимание, проводя

рзвличие между структурой фермента в El и Е2 сосюяниях. В подписи к рисунку 5

объяснение могло быть более пространным

текст диссертации содержит некоторые опечатки, присугствующие в основном в
обзоре литерацры

чем обусловлен выбор клеточной модели (рис. 22)? Насколько она уникальна или
типична для характеристики наблюдаемого феномена? Какие антитела
использов!lлись для типирования фермента из солевых желёз утки и мышиных
эмбриональных клеюк? Было ли это пан-специфическое (для обоих видов)
антитело или они различались?
Как проводилась нормировка степени гл)латионилирования при её количественном
представлении?

в какую конформацию пореводили фермент при сопоставлении ого активности со
степенью глlтатионилирования?

Рисунок З8 - поскольку представJIенцые данные характеризlrот влияние (точнее,
отс5пствие такового) ионной силы на протеолитическую деградацию, об этом
желательно укaвать в начале подписи.

все изложенные в отзыве замечаниJI носят технический характер и не влиJ{ют на
общее благоприятное впечатление от диссертационной работы.
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Отзыв ведущей оргаппзацип - Федерального государствепIrого автономного
образовате,rьного учреr(деЕпя высшего образованrrя <<Российскпй университет
дружбы народов)) (положптельпый). Отзыв содержит следiющие замечания:

В работе имеются определённые недостатки в форме стилистических неточностей

и опечаток. Кроме того, обзор литерат}?ы несколько перегружен.

Следует указать на не совсем корректное }тверждение, что на)лно-практичgскaut

значимость диссертационной работы связана с вкJIадом результатов работы,
пол}ченньIх в основном in vitTo, в понимание физиологической роли регулирования

функций Nа,К-АТРазы путём модификации гл)латионом остатков цистеина её

каталитической сфъодиниlрI при изменении окислительно-восстalновительного

статуса организма.

Тем не менее, эти замечаншI не носят принципиttльного характера и не снижают
нау{но-практической ценности работы.

На автореферат посryпили положительные отзывы от:

начальника лаборатории <<Белковая фабрико Курчатовского Комгrлекса НБИКС-
природоподобных технологий, НШl <Курчатовский Инститл>, кандидата

химических наук Ракитиной Татьяны Впкгоровны
В отзыве приведены след},ющие вопросы:

1) .Щиссертационнм работа была проведена на ферменте из солевьtх желёз утки, и

хотя он имеет высокою гомологию с ферментом из клеток млекопитающиц
необходимо учитывать, что свойства Nа,К-АТРазы из разных источников мог)л

различаться. Были ли проделаны анzlлогичные работы Еа ферменте из KJ]eToK

млекопитающих?

2) В работе трипсинолиз проводился при соOтношении трипсин: Nа,К-АТРаза =

l : l0. Ставились ли эксперименты при ином соотношении протеаза:белок?

старшего на)лного сотрудника! заместитеJIя заведующего лабораторией

инженерной энзимологии ФИЩ кФундаментальные основы биотехнологии> РАН,
кандидата химических наук Тихоrrовой Тамары Вшкторовны, замечаний нет;

замостителя начальника лаборатории кБелковм фабрика> Кlрчатовского Комплекса
НБИКС-природоподобньгх технологий, НИI_t <Курчатовский Инстит}т>, кандидата

химических наук Лппкпца Алексея Валерьевпча
В отзыве приведены следующие замечания:

кМожно было бы рассмотреть не только действие трипсина но и других протеaв

для полуIения более полной картины. Так же можно было в экспериментах по

изотермической калориметрии титрованиJl взять несколько лигандов и,lи белков-

партнёров, Эти данные позволили бы шире взглянуть на проблему. Кроме того,

бьlло бы интересно провести масс-спекцометрический анализ протеолитических
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фрагментов и установить, яыUIются ли эти фрагменты одинаковыми при

трипсинолизо различных конформаций каталитической субъединицы Na,K-

АТРазьпl.

старшего на)п{ного соц)удним ФГБУ (НМИЦ кардиологии) Минздрава России,

кандидата биологических наук Рулёвой IIатальи Юрьевны
В отзыве приведены след,,ющие замечания:

<<К замечаниям можно отнести недостаточtlое освещение физиологической
значимости выбранной в качестве объекга исследования изоформы каталитической

субъединицы (а1) фермента по сравнению с другими изоформами>.

старшего на)лного сотрудника лаборатории инженерной энзимологии ФИI-{

<<Фундаментальные основы биотехнологии> Рr{Н, кандидата биологических наук

Кравченко Ирины Валерьевны. замечаний нет:

старшего на)лною сотрудника Курчатовского Комгrлекса НБИКС-
природоподобных технологий, НИI-{ кКурчатовский Институт>, кандидата

биологических наук Корженевскою .Щмитрия АIцреевича, замечаний нет.

Вопросы задавалп п принпмалп участпе в дпскуссии:

д.б.н. Звягильская Р.А., д.б.н. Крицкий М.С., д.х.н. Савицкий А.П., д.б.н. Шишкин С.С.,

д.х.н. ,Щзаrrтиев Б.Б., д.б.н. Капрельянц А.С., чл.-корр, д.б.н. Гусев Н.Б, к.ф.-м.н.

Петрушанко И.Ю.

,Щиссертационный совет отмечает, что Еа основании выполненньж соискателем

исследований пол)чены след},ющие осповные результаты:

оl-Субъединица Nа,К-АТРазы, выделенной из солевых желёз }ткх, содержит

связанный гJýлатион (исходное гJý/татионилирование). Инкубация фермента с

окисленным гл)латионом (l мМ) приводит к увеличению степени

глугатионилирования о,l-субъединицы. при этом доступность конформаций к

глутатионилированию сниJlсается в ряду: Е1, Е2, Е2Р. Связывание уабаина с

конформацией Е2Р не влияет на 1ровень глутатионилирования,

Глугатионилирование сl-субъединицы Nа,К-АТРазы с помощью окисленного

гл)латиона ингибирует активность фермента. Преинкубация препарата с АТР
защищает фермент от ингибированиJl концентрационно-зависимым способом с

максимальным эффектом при концентрации АТР выше l мМ.

Полного восстановленlfi S-S связей между глутатионом и остатками цистеина с1-

субъединицы фермента (дегrцтатионилирования) не удаотся достичь даже под

действием сильньIх восстанавливающих агентов (25 мМ цис-2-
карбоксиэтилфосфина (ТСЕР) и 3% NaBFIa) в денат}?ирl,ющпх условиях (6 М
мочевипа, 20Z додецилсульфат натрия (SDS)). По данным масс-спектрометрич9ского
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анализа гл)латион не удмяется с остатков Cys5 l 3 и 65 8 и лишь частично удаJIяется с

остатков Cys454, 458 и 459.

После инкубации препарата Nа,К-АТРазы с 25 мМ трис-2-карбоксиэтилфосфином и

3% NаВНд наблюдается восстановление ни,грозилировztнных SН-групп cl-
субъединицы на 20О/о и 457о соответственно, и восстановJIение окисленных до -SoH,
-SozH и -SОзН групп на 600й и 407о соответствонно.

Частичное дегл}татионилирование о,l-субъединицы Nа,К-АТРазы приводит к

уменьшению её устойчивости к протеолизу в E'l- и Е2-конформациях. Характер

трипсинолиза дополнительно гл)латионилированного препарата варьирует в

зависимости от конформации белка. Связывание уабмна ускоряет 
,Iрипсинолиз по

срatвнению с таковымl происходящим с Е1- и Е2-конформациями.

,Щополнительное гл)татионилирование и частичное деглутатионилирование q,1-

субъединицы Nа,К-АТРазы не влияет на термодинамические параметры её

связывания с уабаином и белком теплового шока Hsp70.

Теоретическая зпачимость псследовацпя заключается в том, что:

полученные в ходе исследований результаты расширяют существующие представления о

роли процесса посттрансJuIционной модификации цистеиновых остатков (и, в частности,

гл}татионилирования) сl-субъединицы Nа,К-АТРазы. Впервые показано, что iп vitro при

использовании сильных химических восстановителей невозможно полностью удarлить

гл)латион! связанньй с сl-субъединицей Nа,К-АТРазы, как с нативного, так и

денат}рированного фермента. Частично дегл)латионилированный препарат Nа,К-АТРазы

в большей степ9ни подвержен трипсинолизу, чем фермент, имеющий исходное

глутатионилирование, который выделяотся из тканей с нормальным окислительно-

восстановительным состоянием. Установлено, что трипсинолиз оl-субъединицы Na,K-
АТРазы, связанной с кардиотоническим стероидом уабаином, осуществляется быстрее,

чем трипсинолиз фермента в присутствии ионов Na* и Г. Впервые показана зависимость

степени дополнительного глугатионилирования от конформации фермеrrта. Установлено

также, что гл}татионилирование оl-субъединицы не влияет на связывание фермента с

уабмном и белком-партнёром Hsp70. Кроме того, показано, что цистеиновые остатки

ката.лlитической субъединицы Nа,К-АТРазы могlт быть в различной степени окислены и

нитрозилированы.

Практическая звачпмость работы закпючается в том, что:
настоящаJI работа вносит вкJIад в понимание процессов регулирования функций Na,K-
АТРазы пlтем модификации гл)латионом остатков цистеина ее каталитической

субъединицы и физиологической роли этих процессов при изменении окислительно-

восстilновительного статуса клетки,

Оцепка достоверностп результатов псследованпя выявпла, что:

использованные меmдики исследования и проведённые расчёты корректны;
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достоверность полученньIх данных не вызывает сомнений, результаты получены на

современном оборудовании и хорошо воспроизводимы;

выводы диссертационной работы чётко сформулированы и отра)кitют наиболее

значимые результаты работы.

Личный вклад соискателя состоит:

в полу{ении основньtх результатов работы либо лично автором, либо при его

непосредственном )ластии на всех этапах исследований, вкJIючм плtlнирование и

проведение эксперименюв;

в обработке, интерпретации и анализе экспериментirльньж дalнньж;

в подготовке публимций по выполненной работе.

.Щиссертация ,Щергоусовой Е.А. является законченной научно-ква:lификационной

работой, что подтверждается нilличием логичного плана исследования, использованием

большого арсенала современных методов, взаимосвязанностью выводов и результатов, а

также публикациями в рецензируемьж журналах (4 статьи).

На заседании 18 октября 2018 года диссертационный совет принял решение присудить

,Щергоусовой Елене Александровне у{ёную степень кандидата биологических наук по

специlulьности 03.0 1.04 Биохимия.

При проведении тайного голосован}fi диссертационный совет в количестве 19 человек, из

них 12 докторов биологических наук, б докторов химических наук по специальности

рассмативаемой диссертации, )даствовавших в заседании, из 27 человец входящих в

состав совета. проголосовirли:

кЗа> присуждение }"iёной степени - 19,

<rПротив> - нет,

Недействительных бюллетеней - нет.

Заместитель председателя диссертационного

совета ФИЦ Биотехнологии РАН
доктор химических наук, профессор

Учёный секретарь диссертационного

ФИIl Биотехнологии PAiI
кандидат биологическrх наук

к18> октября 2018 г.

'rr"",i!зантиев
А.Ф. Орловский


