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Решение диссертационЕого совета от 08 июня 2023 г.м 14

о присуждении ЕпремяЕу Хорену Хачатуровичу, цраждЕlнство Российская Федерация,

уtеной степени кандидата биологических наук

.щиссертация кпервые модели лрожжей yarrowia lipolytica, экспрессирующио
белок вируса гепатита В НВх и ап{илоид АР42: изменения в морфологии и функцилl
митохондрий>> по специttльности 1.5.4 Биохимия приIUIта к защите 14 марта 201З г.
(протокол М 6) диссертационным советом 24.I.2зз.01 на базе Федерального
государствеIIного учреждения <<Федеральный исследовательский центр
КФУНДаМеIIТЕlЛЬНЫе ОСIIОВы биотехнологии) Российской uжадемии Ha)rK)), |l907l,
Москва, ЛенинскиЙ проспект, дом 33, строеIrие 2. Совет Утвержден Федера-тlьной

с.тryжбой по надзору в сфере образования и Еауки (РособрнаДЗор), прик аз Ns 2249-1602
от 16.1t.2007 г., с )летом изменений в cocTtlвo Совета в соответствии с прикЕu}ом

Минобрнауки России от 13 февраля 201З года Nч 74lнк, от 10 февра.тlя 2014 года NЬ

55/НК, ОТ 30.09.2015 }lbl166/HK, 13 марта 2019 года Ns222/нк,от 0з.06.2021 м561/нк. и
от 22 марта 2023 r. Ns 501/нк.

соискатель

Епремян Хорен Хачаryрович (1994 года рождения) в июЕе 2017 r. окончил
лечебный факультет Первого Московского государственного медицинского

универсиТета имени И.М. Сеченова пО специЕtльЕостИ 31.05.0l кЛечебное дело)
(диплоМ специttлиСта |077З1 0087514). в 20117 г. поступил в очную аспирантуру
Института биохимии имеIIи А.Н. Баха ФиЦ Биотехнологии РдН и окончил в 202I г. с
присвоением ква-тlификации Исследователь. Преподаватель-исследователь rrо



IItшравлеНию 06.06.01 БиологиЧеские наукИ (диплом об окончании аспиранryры 107705
001395б).

,Щиссертационную работу соискатель Епремян Х.Х. вьшолнял в лаборатории
биоэнергетики Института биохимии имени А.Н. Баха ФиЦ Биотехнологии РдН, где с
2017 года и по настоящее время работает в должности младшего наrшого сотрудника.

Научные руководители:

Звягильская Рената Александровна, доктор биологических Еаук, профессор,
г.н.с. лаборатории биоэнергетики ФИЩ Биотехнологии РАН

зиновкин Роман Алексеевич, кzlндидат биологических наук зав. лаб.
электронIIого ц)анспорта ниИ ФХБ имени А.Н. Белозерского МГУ имени М.В.
ломоносова

Официальные оппоненты:

Сурин Александр Михайлович, доктор биологических наук главный наутный
сотрудник лаборатории фундамеЕтz}льньIх и прикJIадrьтх проблем боли Федерального
государстВенного бюджетного научного rIреждеIIиrI <<На1..rно_исследовательский

иIIституг общей патологии и патофизиологииD

Иванов Александр Владимирович, доктор биологических наук заведующий
лабораторией биохимии вирусньж инфекций Федера.пьного государственIIого
бюджетного )лrреждения науки кИнститут молекулярной биологии им. в.А.
Энгельгардта Российской академии наую)

Выбор официальньD( ошпонентов бьш обусловлен:

тем, что доктор биологических наук, Сурин Алексаrrдр Михайлович явJUIется

одниМ иЗ ведущиХ отечественньгХ специttлистоВ В области изrIения нарушений
гомеоста3а нейроноВ и нейротОксическиХ эффектов' связанньЖ с митохоНДриrIми;

тем, что доктор биологических наук, Иванов Александр Владимирович явJIяется
одним из ведущих отечественньD( сIIециалистов в области исследовtlЕия редокс-
биологии вирусньIх инфекций;

кваrrификация оппонеIIтов подтверждается нitличием у них большого числа
публикаций в рецензируемьж российских и международньж журналах.

Оба офици€IльIIьD( оппоЕента дz}пи положительные отзывы на диссертацию
ЕпремянаХ.Х.



В.дущч" организация:

Федера-тrьное государствеIlное автономное образовательIIое учреждение высшего
образования <<московский физико-технический институt (национа.пьньй

исследовательский университет)> (мФти) в своем положительном отзыве,
подписЕlнНом МануХовыМ И.В., докТором биоЛогических наук, профессором, главным
научным сотрудником И зtlведующим лабораторией молекулярной генетики, и

утвержденном проректором по наrшой работе мФти Багаrrом В.д., кандидатом

физико-математических наук, }KtBaTro, что диссертационнtш работа Епремяна Х.Х.
явJIяетсЯ саil,IосТояТельной Еаучно-кВшификацИонной работой, которая соответствует
критери,ш, устЕlновленным Положением о присуждении ученьж степеней,

утверждеЕным Постановлением Правительства рФ JЮ 842 от 24 септября 201З г. к
кандидатским диссертациrIм, а ее автор Епремян Х.Х. заслуживает присуждения уrеной
степени кtlЕдидата биологических наук специi}льности - 1.5.4. Биохимия.

Выбор ведущей организации бьш обусловлен с тем, что мФтИ явJUIется

призIIЕlнЕым отечественным на)rщIым центром в области биохимии и мопекулярной
биологии, имея В своеМ cocтtlBe 8 лабораторий Щентра исследований моJIекуJIярньж

мехЕlнизмов старения И возрастньD( заболеваrrий, специЕlлизирующихся на
исследованиях стрУктУрЫ и функциИ белков, протеомики, биофизики, молекуJuIрной и
клеточной биологии, биоинформатики, структурЕой, функциональной и эволюционной
геномики, молекулярной геIIетики, а также конструировzlнии лекарственньD(

препаратов. ТакиМ образом, сотрудники мФтИ И, в частности, лаборатории
молекулярной геIIетикИ явJUIютсЯ высококвaлифицированными специtшист€lп{и,

ведущими исследовzlЕия, непосредственно связанные с тематикой диссертационной

работы Епремяна Х.Х.

В целом, высокм ква.пификация оппонеIIтов и сотрудников ведущей
оргiшизаЦии позвоJUIет объекТивно оцеНить наrшУю и пракТическую цеЕность данной
диссертационной работы.

Публикации.

основные результаты диссертационной работы Епремяна Х.Х. изложены в з
статьях в рецензируемьIх на)пшьж ж)фнttлЕж, входяпшх в список изданий

рекомендованньIх вАк рФ, что соответствует требованиям п. 11 <<ПоложениJI о
присуждении yleнbж степеней>>, утвержденного постаЕовлением Правительства

Российской Федерации от 24.09.2013 г. Ns 842:



1. Епремян х.х., Голева Т.Н., ЗвягильскЕUI Р.А. Влияние Тау-белка на функции
митохондрпй llБиохимия. -2022:- Т. S7(6). - С. 1014-1029.

2. Ерrеmуап К.К., Goleva T.N., Rogov A.G., Lavrushkina S.V., Zinovkin R.д.,
Zvyagilskaya R.A. The Ffust Yarrowia lipolytica Yeast Models Expressing Hepatitis В Virus
Х Protein: Changes in Mitochondrial Morphology and Functions // Microorganisms. - 2022.

- Vol. 10(9). - Р. 1817.

З. Ерrеmуап К.К., Rogov A.G., Goleva T.N., Lavrushkina S.V., Zinovkin R.д.,
Zvyagilskaya R.A. Altered Mitochonфial Morphology and Bioenergetics in а New Yeast
Model Expressing Ав42 // International Joumal of Molecular Sciences. - 202з._ Vol. 24(2).
_ р. 900.

результаты работы тtжже были представлены на 1 международной и 2
всероссиЙских конференцияХ (и опублИкованЫ в материалах этиХ конференций), в
частIIостИ: на XXXI Зимней молодёжНой научнОй школе кПерспективные направлениrI

фИЗИКО-ХИМИЧеСКОЙ бИОЛОгии и биотехнологии)) - 20lg, Москва; зrd International
Conference КНОmО Sapiens Liberatus> 2020, Москва; vII молодёжной школе-
конференции по молекуJIярной и клеточпой биологии Институга цитологии рдн -
2020, Садrкт-Петербург.

в - перечисленньж публикациях адекватно оц)ажоны результаты
эксперимента-тrьной работы, проведенной в раллках вьшолЕения диссертации.

на диссертацию поступпли следующие отзывы:
отзыв официаьного оппонеIIта доктора биологических наук, Сурина

Алексшrдра Михайловича (положительный). отзыв содержит следующие вопросы и
зап{ечания:

1, BBedeHue (Лачньtй вшаd). НедостаточIIо ясЕо отмечен важньй, Еа HaTTr

взгляд, момент, а именно, все ли описанные методы бьrли применены Х.Х.
ЕпремяноМ сtlпdостояТельно ипп ему ассистировzIли коллеги. Признание
помощи Ее умtIлило бы достоинств такой сложной многогранной работы.

2. Обзор лumераmурD, содержит нетоIIности в оформлеЕии рисунков:
2.1Ha схеме дьIхательной цепи (Рис. 1) покtlзtlн NADH, а в подписи к рисуЕку

фигурирует НА!н. Невольно возникает вопрос, почему в аббревиатуре
кНА!Н> первая буква "Н" соответствует латинской "N", а последЕяя буква
"Н" соответствует латинской'.Н''?



2.2 Щитохром с оксидоредуктаза окисJUIет не убихинон, а убихинол, поэтому
корректнОе Еазвание <убихиноЛ-цитохроМ с оксидореДуктшФ).

2.ЗРис.З. В тексте IIет аббревиаryры RoS. Если везде используется
аббревиатура АФк, то следовtlло привести в соответствие содержание

рисунка с подписью к нему.

з, В главе Маmераа.льt u меmоdD, уIftrзаны фирмььпроизводите.тпr приборов и
белковьгх препаратов (аrrтител), но не указаны истоtIники приобретения
низкомолекуJIярньD( компоненТов, сJryжиВших дJUI приготовЛениrI растворов.

4, В работе применеН один из вариаIIтов микроскопии сверхвысокого

разрешения, т,н, микроскопия структурированного освещения (structured-

illumination microscopy, sIM), которtш не относится к категории широко
распрострзlненньrх методоВ микроскопии кJIеток. Было бы логично в главе
маmераалы а Memodbt прпвести ссылки на обзоры, наиболее адекватно
излtгzlющие основы этого метода, если упомин€шие этих обзоров Ее
укJIадывtlлось в общую KElHBy Обзора литературы.

5, В самом начапе главы Резульпаmаl (Рис. 1) диссертаrrт вьцеJUIет как одно из
осIIовньD( достоинств дрожжей Y. lipolitica их уЕикальную способность
переносить эксц)емtlпьные условия. С другой стороны, именЕо эта

,экстремЕIльная устойtIивость могла окtLзать (медвежью услугу), зЕачительно
нивелировulв те эффектьт, которые патогены, испытаIIные в исследовulнии
Х,Х, Епремяна, могут оказывать на Другие типы кJIеток, не отлич.ющиеся

уникчrльIIой стабильностью Y. lipolitica,

6, На Рис, 16 видно, что скорости поглощения кислорода зап{етно отлич€lются

дJUI контрольЕьж Polf клеток и дJUI лрожжей Polf-Z-HBx при селективIIом
ингибировzlнии комплексов I и III дьжательной цепи, однако в тексте к этому
рисунку сдел€ш противоположный вывод. Необходимо бьrтrо привести
статистическую обработку этих эксперимеIIтов в подтверждение
изложенного вывода.

7, Митохондрии В дрожжах y. lipolitica рассматривЕlют, как достаточно
адекватнУю моделЬ митохондРий в других клотк€lх, в частности в нейронах.
вместе с тем, хорошо известно, что В нейронах митохондрии локu}пизовtlны в
перинукJIеарной зоне и аксоЕuIльном хоJIмике. Понятно, что в дрожжtlх нет
смысла говорить об аксональЕом хоJIмике, одЕако SIМ-изображениrI
митохондрий на рисуIIкtlх ll, 12, 2l ц 22 не дают предстчlвления о том, кчж

локаJIизованы митохоЕд)ии относительЕо ядра, что не может не скitзываться



на энергообеспечении вIIутриядерньж процессов и транспорте в ядро и из
него. Бьrrrо бы желательно указать локaлизацию митохондрий в Y. lipolitica
относительно ядра и обсудить могуг ли экспрессия НВх п АВ42 повлиять на
взаимодействие ядра с митохондриrIми.

отзыв официального оппонента доктора биологических наук Ившrова
АлександРа ВладимИровича (положительный). отзыв содержит следующие вопросы и
зап{ечаншI:

1. На рисунке 13 показаны гистогрЕlп{мы окраптивания кJIеток супероксид
анион_чувствительным красителем дигидроксиэтидием (DHE) с анапизов
проточной цитометрией, а также результаты обработки данньD(. Однако они
предстЕIвJUIюТ проценТ кJIетоК В гейте, положитеЛьноМ Еа DHE (и
отрицательном Еа краситель нежизнеспособных кJIеток Sytox Green). Двтор
срЕlвниваеТ проценТ кJIеток с признsжЕlп,lи окислительного стресса в
отсутствиИ нормальнЬD( клетк€tХ и в KJIeTKulx, гиперэкспрессирующих белок
НВх в отсутствие и в присутствии митохоЕдри.льЕо-направленного

антиоксиданта. А быЛ ли проведен ulнЕtпиз изменений общего уровня
флуоресценциИ DHE в попуJUIции? И было проведено сравнение процента

,кJIеток с призн€lкalп4и стресса и процента кJIеток с фрагмеtlтировtlнными
митохоЕдриями? И с чем по мнению автора связЕlн не очеЕь высокий процент
кJIеток, ократпиваемый DHE?

2. В работе покff}ано, чтО делеционЕiUI форма белка НВх Ее вызывает

фрагментации митохондрий. А исследов€lлось ли влияIIие этой формы на
ПРОДУКЦИЮ АФК И ДЬDсaТеЛЬНУю активность митохондрий, или это по
мнению диссертанта не имеет большого смысла.

з. Из диссертации следует, что аI\{ипоид явJUIется более сильным индуктором
окислительЕого стресса, чем белок НВх вируса гепатита В. С чем это может
быть связано? Пробовал ли zlBToP сравнитЬ уровни экспрессии обоих белков
в кJIетках дрожжей (в количестве копий), чтобы оценить возможность
зависимости силы эффектов от уровня IIакоплеЕия гетерологиtшого белка?

4. Почему для оценки продукции супероксид-аниона в митохондрил(
использоВался краСителЬ DHE, а не егО митохондриЕtльно-направленньй

аналог MitoSOX?



отзыв ведущей организации Федерального государствеIIЕого автономного

образовательного уIреждения высшего образования кМосковский физико-технический
институГ (национаЛьныЙ исследовательскиЙ универсиТет)> (полОжительньй). Отзьв
содержит следующие вопросы и зtlмечания:

1. В разделе 3.1. Создание и первичная характеристика дрожжевьIх моделей,

экспрессИрующиХ НВх И АР42, глаВы 3 Результаты и обсуждение, несколько

избыточно описание и процесс создЕlIIия экспрессиоЕIIьIх плrвмид. Часть

этой информации можно перенести в соответствующий раздел главы 2

Материаrrы и методы.

2. Соискателю имело смысл сделать обсуждение результатов более

всесторонним, т.к. материurл имеет более широкое значенио. Возможно

стоило попробовать проследить свяЗь междУ фенотипом митохоЕдрий в

дрожжzж. экспрессирующих патологическио маркеры гепатоцеллюлярной

карциномы и болезни Альцгеймера с имеющимися в литературе данными о

митохондриальной патологии при вышеуказаЕньж заболеваниях.

з. НесмоТря на завершенность данного диссертационного исследовtlния, имеет

смысл подтвердить rrолrlенные результаты на более сложньIх кJIеточньж и
животньD( модеJUIх. Однако это зап{ечаIIие носит рекомендательный характер,

, не касается результатов работы и не снижает ее ценЕость.

на автореферат поступили положительные отзывы от:

Галкиной Ксении Викторовны, кtlЕдидата биологических наук, на)лшого

сотрудника отдела биоэнергетики НИИ ФХБ имени А.Н. Белозерского МГУ, заллечаний

и вопросов к работе нет.

нестерова Семена Валерьевича, кtlЕдидата биологических Е&ук, наrшого
сотрудниКа отдела биотехноЛогий И биоэнергетики НИЩ <Курчатовский институг>. В
отзыве имеются следующие вопросы:

l. Так, к сожtlлеНию, В авторефеРате IIе приводитСя парап4етр ДDР/О, который
вместе с парап4отром дьIхательЕого KoHTpoJUI дал бы более полную информацию о

степеЕи сопряжения системы окислительного фосфорилирования (оксФоС). В то

время как покztзЕlно снижение скорости работы АТР-синтазы и максимальной

iжтивности дьжательной цепи, Это cilп,Io по себе не означает худшего сопряжения всей

системы, так каК скорость дьDraниЯ в состоянии 4 (отражающая скорость утечек
потенциЕtла) не отличапась от KoHTpoJuI. Таким образом, система оксФоС в мутантньIх

дрожжtlх pz-HBx может работать медленнее, но с не меньшей эффективностью.



Однозначпый ответ Еа этот вопрос по уже имеющимся дtшным может дать расчёт

ПаРап,IеТРа ADP/O. Если он снизйлся, то система, действительно, стала работать менее

эффективно, если же не изменился, то это говорит о переходе системы ОКСФОС в

ДРУгОЙ режим работы - с меньшеЙ скоростью и, возможно, большей устойчивостью к

гибели от окислитеJIьного стресса.

2. На рис.6 видно, что уровень гибели кJIеток Polf pZ-HBx при воздействии

прооксиданта ок{lз€tлся ниже, чем в конц)оле, несмотря на возросшее число кJIеток,

ИСПЫТЫВtlЮщих окислительныЙ стресс. Это очевидно связ€lно с tжтивациеЙ каких-то

ПРОЦеССОВ аДаптации, обеспечивЕlющих выживtlние при окислительном стрессе. Не

искJIючено, что одним из таких механизмов адаптации и явJIяется снижение скорости

работы системы оксФос. Было бы интересно подробнее исследовать и обсудить этот

феномен.

3. На рисунке 14, по-видимому, при вёрстке автореферата случайно ошибочно

приведен и с правой и с левой стороны один и тот же график поглощения кислорода.

ФенЮка Бориса Александровича, доктора биологических наук, доцента

факультета биоинженерии и биоинформатики мгу, зашrечадrий и вопросов к работе нет.

С вопросами выступаJIи:

д.б.н. Агафонов м.о., Д.б.н., проф.Левицкий д.и., д.б.н. Федоров А.н., д.б.н.,

проф. Юрина Н.П., д.б.н. Терешина В.М., д.б.н. Кушниров В.В., д.х.н., проф.,Щзантиев

Б.Б., д.х.н., проф., академик РАН Попов В.О.

В дискуссии приняли участие:

д.б.н., проф.Левицкий Д.И., д.б.н., проф. Юрина Н.П., д.б.н. Кушниров В.В.

,Щиссертационный совет отмечает, что на основЕlнии вьшоJIненньD( соискателем

исследований полуrены следующие основные результаты:
1. Впервые создtшы дрожжевые модели гетерологической экспрессии белков

НВХ, HBxl2} п пептидов АР42 и АВ40 на основе дрожжей Y. lipolyticа, моделирующие

их воздействие на митохонд)ии.

2. Экспрессия белков НВх и АР42 в кJIеткzж дрожжей Y. lipolytica вызывает

фрагментацию митохондрий, а экспрессируемые белки образуют агрегаты.

3. Экспрессия НВх п АВ42 повышает уровень общего окислительного стресса и

клеточной гибели.



4. Экспрессия НВх и АР42 вызывает дисфункцию митохондрий дрожжей,

которые имеют пониженные велI.fiмны дьD(ательного конц)оJIя (степень сопряженности

дьD(аншI и фосфорилирования) и скорость синтеза АТР, повьшпенньй уровень

образования АФК иlили сниженную устойЧивость к воздействию прооксидЕlнтов.

5. Митохондриапьно-направленньй антиоксидант SkQThy в низких

концентрациrrх частитIно обраща.п фрагментацию митохондрий, снижал окислительньй

сц)есс, увеличивtUI вьDкиваемость клеток дрожжей.

Теоретическая значимость исследования заключается в том, что:

Поrryrчgнцые результаты свидетельствуют о прямом патологическом действии

НВх и АР42 на митохондрии клеток, что должЕо учитываться в дальнейших

исследовzlнvýlх и при поиске перспективньD( средств терапии социztльно-значимьD(

заболевшrий, связанньD( с zжтивностью этих пептидов.

Практическая значимость работы закпючается в том, что:

Митохондриально-направленные антиоксиданты семейства SkQ могуг быть

эффективными агентtlN,{и, снижrtющими проявпения, харtжтерные для экспрессии НВх и

АВ42, связанные с дисфункцией митохондрий и окислительным стрессом.

0ценка достоверности результатов исследования выявила, что:

. использованные методики исследования и проведонные расчеты корректны;

достоверность полученньIх данньD( не вызывает сомнений;

выводы диссертационной работы четко сформулировtlны и отрtDкают наиболее

знаtммые результаты работы.

Личный вкпад соискателя состоит:

о в получении основньIх результатов работы либо лично автором, либо при ого

непосредственном участии, вкJIючtш планирование и проведение экспериментов;

о в обработке, интерпретации и аЕализе экспериментttльньIх дzlнньD(;

. в подготовке публикаций по выполненной работе.

заключение.

,Щиссертация Епремяна Х.Х. соискателя явJIяется законченной Ha)rчrlo-

квалификационной работой, содержащей решение важной биомедицинской задачи, что

подтверждается н€}личием логичного плана исследования, использовЕlIIием большого



набора coBpeMeHHbD( методов, постановкой логически обоснованньпr задач,

взtlимосвязанностью выводов и реЬультатов, а тtжже публикациями в рецензируемьж

журнztпЕж (З статьи). Таким образом, из представленньfх материалов следует, шо

дtlннtи работа вьшолЕена на высоком методическом уровне и нЕшравлена на решение

фундаlrлентttльньrх и прикJIадн5хц залttч, связtlнньD( с участием митохондрий в развитии

гепатоцеллюлярной карциномы и болезни Альцгеймера.

На заседаrrии 08 июня 2023 rода диссертационный совет принял решение присудить

Епремяну Хорену Хачаryровичу ученую степень кандидата биологических наук по

специапьности 1.5.4. Биохимия.

При проведении тайного голосовЕlIIия диссертационньй совет в количестве 20 человек,

из них l1 докторов биологических наук, 8 докторов химических наук по специttльности

рассматриваемой диссертации, )ластвовавших в заседанип, пз 26 человек, входящих в

cocT.lB совета 24.1.23з.0l.

кЗa> присуждение }ценой степени - 20,

кПротив> - нет,

недействительньIх бюшlетеней - нет,

Председатель

диссортационного совета

ФИЦ биотехнологии РАН, д.х.ff., профессор

академик РАн

Ученьй секретарь диссертационного совета

ФИЦ биотехнологии РАН

кандидат биологических наук

В.о.Попов

А.Ф.Орловский

<<08>> июня 202З т.
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