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официального оппонента гривенникова Агоря Анатольевича на

диссертациго 6[!}чАн ко Ё иколая Ёи колаевича на тему <<!1/|олекулярн ь|е

основь| функционирования белков семейства 1 4_3_3>' представленную на

соискание уненой степени доктора биологических наук по специальности

03.01.04_ Биохимия

Актуальность избранной темь:.

3заимодействие различнь!х молекул в ш'!етке определяют ее

жизнеспособность и нормальное функционирование. 9то в полной мере относится

и к белок-белковь!м в3аимодействиям (ББв), лежащим в основе подавляющего

числа жи3ненноважнь!х процессов на молекулярном уровне. Ёормальное

функционирование живой клетки сложно себе представить без

скоординированной системь! в3аимодействий с участием белков. Фпределение

прочности, селективности и механизма конкретнь!х ББв составляет одну и3

ключевь!х задач современной биохимии и молекулярной биологии' Решение этой

важной фундаментальной 3адачи также позволяет получать 3нания, необходимь:е

для ра3работки лекарственнь!х препаратов для людей с различнь!ми патологиями,

а потому имеет чре3вь!чайную актуальность. (райне важньпм свойством многих

ББ3 является их реулируемость, 3а счет чего белковь!е комплексь! возникают

только в ответ на определенньгй сигнал и могут контролируемо диссоциировать,

будуни невостребованнь:ми. Фдним из эффективнь|х механи3мов регуляции ББ3

является фосфорилирование _ катали3ируемьгй ферментами-протеинкиназами
перенос фосфорильной группь! с молекульп А1Ф на остатки серина и треонина в

составе белка-мишени, в ре3ультате чего меняются его свойства и у3наваемость

другими белками. !ефосфорилирование белковь;х молекул под действием

фоофатаз обеспечивает обратимость такой регуляции.

Белки так назь|ваемого семейства 14-3-3 широко распространень| у
эукариот и являются универсальнь!ми белками-регуляторами, которь|е селективно

узнают белки-партнерь!, фосфорилированнь!е по остаткам серина или треонина в

определеннь|х последовательностях. [4звестно, что фосфопептид-свя3ь!вающая
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функция 14-3-3 основана на их димерной структуре, однако фосфорилирование
самих 14-3-3 также может рецлировать их олигомерное состо яние и функции.
6вязь:ваясь с фосфорилированнь!ми белками-партнерами и влияя на их

ферментативную активность, внутриклеточную локали3ацию или взаимодействие
с другими белками, 14-3-3 участвуют в рецляции апопто3а, клеточного деления,
функционирования транскрипционнь!х факторов, продукции гормонов. []едавно
бьгла описана шапероно-подобная функция 14-3-3, которая 3аключается в
предотвращении агрегации других белков, что актуально при развитии ряда так
на3ь!ваемь:х <конформационнь!х) болезней, например болезни Альцге ймера и

[1аркинсона. 8 связи с полифункциональностью, белки семейства 14-3-3 и их
комплексь! являются потенциальной мишенью для ра3работки лекарств при ряде
серьезнь|х патологий, включая нарушения работьг гладкой мускулатурь!,
муковисцидо3, а также нейродегенеративнь!е и онкологические заболевания.
(лючом к коррекции этих патологий может стать определение молекулярнь!х
механизмов образования пространственнь!х структур комплексов с участием 14-3-
3. Фднако, среди сотен экспериментально подтвер)ценнь!х, физиологически
значимь!х взаимодействий с участием 14-3-3 комплексь! с установленной
структурой исчисляются единицами' €труктурньпе исследования серье3но
осложняются необходимостью получения стехиометрически фосфорилированнь!х
белков-партнеров 14-3-3 и наличием в них протяженнь!х разупорядоченнь!х
участков. Ёесмотря на долгую историю с момента открь!тия белков 14-3-3, многие
аспекть! их фун кцион ирован ия остаются исследован н ь! ми ли шь поверхностно.

8 свете этого диссертационная работа н. н. €лунанко' посвященная
исследовани}о молекулярнь|х механи3мов в3аимодействия белков 14_3_3 с
фосфорилированнь|ми белками-партнерами' процессам их димер и3ациу!' а
также и их шапероно_подобной активности является безусловно актуальной
и востребованной в настоящее время'

€труктура и объем диссертации',!иссертация состоит и3 введения, трех
основнь!х глав (<Фбзор литературь!), <<[!!атериаль1 и методь| исследования>> и

кРезультатьг и обсухцение>), а также заключения, вь!водов и списка
цитированной литературь!. Работа и3ложена на 336 страницах и содержит 122
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рисунка, 30 таблиц и 67в источников литературь! Российских и зарубежнь!х

авторов.

|-лава <8ведение> посвящена описанию состояния проблемь:,

обоснованию актуальности диссертационного исследования, постановке цели и

3адач работь:. 8 этой главе также описань! научная нови3на, теоретическая и

практическая 3начимость работьг и сформулировань! положения, вь!носимь|е на

защиту.

8 главе <@бзор литературь:> Ё.Ё. 6лунанко сначала рассматривает
Роль белковь:х модулей, структурной разупорядоченности и посттрансляционнь!х

модификаций в белок-белковьпх в3аимодействиях. 3атем автор переходит к

описанию исследований белков семейства 14-3-3. !-[оследовательно

рассмотрень:: изоформь! и филогения этих белков, распространение их в тканях

человека, пространственная структура белков 14-3-3, их взаимодействие с

фосфопептидами и с белками-партнерами. Фсобое внимание уделено
многофункциональности этих белков, их интерактому и рецляции их

функционирования. 3атем Ё.Ё' 6лунанко опись!вает маль:й белок теплового шока

н$Рв6, которьпй является важнь|м партнером белков 14-3-3. Автор отмечает, что

до начала этой работь| в литературе отсутствовало понимание структурнь!х основ

в3аимодействия фосфопептидов н$Рв6 и, тем более, полнора3мерного Ё$Р36 с
белками 14-3-3, что и потребовало тщательного изучения. Фбзор написан

достаточно подробно' с привлечением большого количества источников

литературь! последних лет хорошо и доходчиво иллюстрирован. 9увствуется, что

автор хорошо 3наком с проблематикой' которой посвящена диссертационная

работа.

в главе <<|\1|атериальг у! методь!) автор подробно опись|вает схемь! и

протоколь| проведеннь|х экопериментов' Работа вь[полнена с привлечением

самь!х современнь!х методов молекулярной биологии (клонирование, сайт-

направленнь:й мутагенез), микробиологии (культивирование прокариотических

микроорганизмов), биохимии (разлиннь;е видь! гель-электрофореза и

хроматографии, эн3иматическая модификация рекомбинантнь!х белков

3



фосфорилирование, дефосфорилирование и ограниченнь:й протеолиз),

биофизики (абсорбционная и флуоресцентная спектроскопия, поляризация

флуоресценции, круговой дихрои3м, динамическое светорассеяние'

аналитическое ультрацентрифугирование, дифференциальная сканирующая

калориметрия и изотермическая калориметрия титрования), а также структурной

биологии (малоугловое рассеяние рентгеновских луней' монокристальная

рентгеновская кристаллография). 8се белки, исполь3уемь!е в работе, бьгли

получень! автором при их суперэкспрессии в клетках Ёэс1''тег!с[!а со|| и очищень! с

помощью комбинации хроматографинеских методов.

Фписаннь:е и примененнь!е автором методь! успешно дополняют друг

друга, а их исполь3ование по3волило, на мой в3гляд, решить поставленнь!е в

работе 3адачи'

в главе <<Результать: и обсуждение> диссертант подробно и3лагает

результать| проведенной работьп и дает их критинеский анализ. Результать:

и3ложень! последовательно с использованием схем, таблиц и рисунков' Большое

количество иллюстративного материала помогает оценить качество полученнь!х

ре3ультатов. Фбсухцение результатов экспериментов построень! логично, на

основе собственнь!х даннь!х и даннь!х других исследователей. 3 целом глава

<Результатьг и обсу)цение) состоит из трех больших разделов:

3.1. $олекулярньгй механизм в3аимодействия 14-3-3 с маль|м белком теплового

шока н$Рв6.

3'2. Разработка и применение методов, облегчающих структурнь!е исследования

комплексов 14-3-3.

3.3. [/ономери3ация и шапероно-подобная активность 14-3-3'

Фсновнь|е полученнь|е результать| и их оригинальность.

Р'!'Ё. 6лунанко ра3работано несколько оригинальнь!х подходов для бьгстрой

и удобной экспрессии и дальнейшей очистки фосфорилированнь!х белков и

комплексов семейства 14-3-3, облегчающих структурнь!е исследования, в том

числе в вь!сокопоточном формате, которь:й особенно востребован при

интерактомнь!х исследованиях. Автором с привлечением разнообра3нь!х методов

биохимии, биофизики, молекулярной и структурной биологии бь:ло проведено
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структурно-функциональное исследование, в ре3ультате которого установлен
молекулярнь!й механи3м взаимодействия представителей семейства 14-3-3 с

белком н$Рв6' участвующим в регуляции расслабления гладких мь!шц бронхов и

сосудов. 8первь:е определень! пространственнь!е структурь! комплекса 14-3-3 с

полноразмернь!м белком н$Рв6 и его фрагментами, что по3волило вь!явить

ключевь!е молекулярнь!е последовательности, привлекательнь!е с точки зрения

подбора маль!х молекул с терапевтическим потенциалом. (омплекснь:й подход к

и3учению взаимодействия ме)щду белками 14-3-3 и Ё$Р86 пока3ал его полную

состоятельность для получения структурной информации, несмотря на

сложности, связаннь|е с необходимостью стехиометрического сайт-

специфинеского фосфорилирования и наличием протяженнь|х

неструктурированнь!х элементов в вь:бранном белке-партнере 14-3-3' Автором

продемонстрирована применимость разработанного подхода, основанного на

химерах 14-3-3 с фосфопептидами белков-партнеров, для решения структур

физиологически значимь!х комплексов, перспективнь!х с точки 3рения разработки

лекарств. [1олунень! первь|е структурь! комплексов 14-3-3 с фосфорилированнь!ми

фрагментами стероидогенного рецляторного белка $тАко1 и онкобелка Ё6

вируса папилломь! человека. Б случае Ё6 не только впервь!е установлень! две
структурьт 14-3-3 с фосфорилированнь!м 6-концевь;м мотивом вида р$/р}!,!,-
соон, но и пока3ана селективность действия широко известного стабили3атора

таких взаимодействий фузикокцина. в отличие от большинства описаннь!х

случаев стабилизации комплексов 14-3-3, в случае комплексов 14-3-3|Ё6

фузикокцин ока3ь!вал умеренное ингибирующее действие, связь!ваясь в

амфипатической бороздке 14-3-3 одновременно с фосфопептидами Ё6 с

образованием тройного комплекса, которь!й автору удалось 3акристаллизовать. 6

учетом вь!сокого пространственного разрешения, эти структурнь!е даннь!е моцт

помочь, как отмечает диссертант, в разработке как ингибиторов, так и

стабилизаторов взаимодействия 14-3-3 с Б6 и белками других вирусов, имеющих

соответствующие мотивь|, что представляет значительнь:й интерес в ра3витии

подходов к борьбе с цель!м рядом вируснь!х инфекций. 6 помощью сайт-

направленного мутагенеза автором получена модель мономерной формь: белка

14-3-3 3етта, детально исследовань! ее структурньге и функциональнь:е свойства.
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[1роведен сравнительньпй анали3 свойств мономеров и димеров белков 14-3-3, а

также впервь!е получена модель структурь! мономеров 14-3-3 в растворе.

Фбнаруженнь!е отличительнь[е свойства мономеров 14-3-3 (повь:шенная

гидрофобность и склонность к структурной ра3упорядоченности, скрь!тая в

последовательности \-концевой области 14-3'3) позволили н.н. 6лунанко

сначала предположить, а затем и дока3ать наличие у мономеров 14-3-3

антиагрегационной активности по отношению к нескольким модельнь!м белкам-

субстратам с различнь|м механизмом агрегации. [1олученнь|е даннь!е позволили

автору впервь|е соотнести структурнь!е особенности 14-3-3 с их

антиагрегационной активностью, а также предложить механизм, объясняющий

наличие антиагрегационной активности у димеров 14-3-3 3а счет частичного

экспониро вания межсубъединичного интерф ейса. ]аким образом, обнаруженная

диссертантом склонность к структурной разупорядоченности 14-3-3, скрь!тая в их

[,,|-концевой области, может проявляться при мономери3ации белка, при обмене

субъединицами с образованием различнь!х гетеродимеров 14-3-3, а также при

функционировании этих белков как шаперонов.

!остоверность результатов работь: не вь!3ь|вает сомнений, поскольку

они базируются на достаточном объеме экспериментального материала.

,[остоверность ре3ультатов подтвер)}цается также их воспрои3водимостью и

исполь3ованием современнь!х методов исследования и статистической

обработки: на всех этапах применялись современнь!е способь; получения

репрезентативнь!х даннь!х.

Б главе <<3аключение) Автор анали3ирует и суммирует полученнь!е ре3ультать!

и на их основании предлагает дальнейшие пути исследований.

1еоретинеская и практическая значимость настоящей работь:.

Ё.Ё. 6лунанко проведено комплексное структурно-функциональное исследование,

в результате которого впервь!е установлен молекулярнь:й механизм

взаимодействия 14-3-3 с белком н$Рв6, участвующим в рецляции расслабления

гладких мь!шц бронхов и сосудов' 8первьге определень! пространственнь|е

структурь! комплекса 14-3-3 с полнора3мернь!м белком н$Рв6 и его фрагментами.

3то позволило вь!явить ключевь!е молекулярнь!е последовательности, которь!е
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привлекательнь! с точки 3рения подбора ни3комолекулярнь!х модуляторов,

обладающих потенциальнь!м терапевтическим потенциалом при ряде патологий.

Автору удалось получить мономерную форму белка 14-3-3, и исследовать ее

структуру и физико*химические свойства, в сравнении с димернь;м белком дикого

типа' в структуре 14-3-3 бьтли локали3овань! области, участвующие в его

шапероно-подобной активности. ]акже бьгло разработано несколько подходов для

более бьпстрого и удобного получения фосфорилированнь!х белков и их

комплексов с 14-3-3, облегнающих структурнь!е исследования'

[1родемонстрирована применимость подхода, основанного на исполь3овании

химернь!х молекул 14-3-3 с фосфопептидами, для решения структур

физиологически значимь!х комплексов, перспективнь|х с точки зрения разработки

лекарств, в том числе получень! первь!е структурь! комплексов 14-3-3 с

фосфорилированнь!ми фрагментами стероидогенного регуляторного белка

$тАко'1 и онкобелка Ё6 вируса папилломь! человека. 6 учетом вь!сокого

ра3решения' эти структурнь!е даннь!е могут помочь в ра3витии подходов к

лечен и ю пап илломавирусн ь;х и нфекц ий в бу дущем.

8ь:водь: диссертации обосновань| и логично вь|текают из полученнь!х

результатов у. их обсуждения. [!ринципиальнь!х замечаний по

диссертационной работе не имеется. в списке цитированной литературь! я

рекомендовал бь: автору приводить полное обозначение последних страниц

публикаций.

Автореферат полностью соответствует содержанию диссертации.

Фсновньге результать| диссертации опубликовань! в виде 2о статей в

ме)цународнь!х рецен3ируемь!х журналах и одной главе в книге, входящих в

перечень 3А(. Результать! исследования бьгли представлень! в виде стендовь|х и

устнь!х докладов (более 10) на ме}{дународнь!х и Российских конгрессах и

конференциях.

3акл:очение.

,[иссертационная работа 6лунанко Ёиколая Р{иколаевича на тему

<![|олекулярнь!е основь| функционирования белков семейства 14_3-3)

-*--



является самостоятельной, 3авершенной научно-квалификационной работой,
содержащей решение актуальной наунной задани современной биохимии,
посвященной белок-белковь!м в3аимодействиям 14-3-3 семейства с другими
представителями белков эукариотической клетки. !-1о актуальности темь!,
методологическому подходу, объему вь!полненнь!х диссертантом исследований,
новизне полученнь!х даннь!х, их научно-практической знач имости,
опубликованнь!м результатам, диссертационная работа 6лунанко Ё.Ё' полностью
соответствует требованиям <[1оложения о присух<дении учень!х степеней>>,

утверхценного постановлением [1равительства РФ \р642 от 24.09.2013 г., а ее
автор заслуживает прису)цения уненой степени доктора биологических наук по
специальности 03.01.04- Биохимия.

доктор биологических наук, профессор,
3аведующ ий 11абораторией молекулярной
генетики соматических клеток
Ёй!-] к(урнатовский институт) - имг ( |-ри венников [4 горь Анатольевич

(

123182, г' йосква, пл. ак. (урнатова ' д.2, Федеральное государственное бюджетное
учрещдение Анститут молекулярной генетики Ёационального исследовательского центрак(урнатовский институт> (Ё[:1!-] <(урнатовский институт)) _ имг) тел.: 3499 -1960о14,
е-па![. 9г!м!9ап@па!!. гш

|'1]ифр и наименование специальности, по которой защищена докторская дисоерт ация.03'00'03 - молекулярная биология; 14'оо.25 - фармако логия, клиническая фармак ология'

[1одпись !-ривенник ова |А' А' заверяю
заместитель директора
Ё71!-{ к(урнатовский институт>> - А
доктор биологических наук, п [1.А. €ломинский

,'.!-{', января 2921 г'
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