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{иссертационная работа А.м. ?верского посвящена изученик)

цитотоксического эффекта кардиотонических стероидов (ктс), вкл}очая

изучение особенностей взаимодейотвия этих ооединений с различнь|ми

изоформами \а,1(-А1Разьт, отлича!ощихся чувствительность}о к уабаину.

1{ардиотонические стероидь1, представля}от собой вещества природного (в

основном растительного) происхождения, которь1е на протяжении

длительного времени использов€}г{ись в медицине в качестве

кардиологических средств. Б настоящее время пок,вано' что }.{а,1(-А1Раза

является их единственнь1м рецептором. 1{роме того, в конце 20-го столетия

бьтло установлено' что кардиотонические отероидьт, вкл1очая наиболее

известнь1й из них, уабаин' в крайне низких концентрациях присутотву}от в

организмах млекопита}ощих и вь]полнятот функции гормонов. Бще в 1959

гоА} бьтло установлено, что уа6аин ок€вь!вает ингибиру}ощее действие на

}ч1а,1(-А1Разу. с тех пор соединения этого класса рассматрива}отся как

ингибиторь1 этого фермента. Фднако в последнее время обнарухсено, что,

связь1ваясь с ].{а,1(-А1Разой,

тканесг|ецифинньте сигн€}пьнь1е

физиологическим эффектам' в том числе и вь1зь1ва}ощие гибель клеток. 3ти

сигн€ш1ьнь1е каскадь1 иницииру!отся при связь1вании кардиостероидов с \а,1(-

А1Разой, что приводит к изменени}о ее конформации и вь1зь]вает связь1вание

о ферментом вспомогательнь1х белков, активиру1ощих эти каскадь1. |{о

последним даннь1м пациенть1 с сердечной недостаточность}о, которь1х лечат

с использованием кардистероидов, значительно ре)ке болетот некоторь1ми

они способньт также

каскадь1, приводящие

инициировать

к различнь1м



формами рака.

кардиостероидов

|{оэтому изучение механизмов взаимодействия

с \а,1(-А1Разой имеет не только актуа"]1ьное

фундаментальное, но и практическое значение, поскольку кардиостероидь1 в

настоящее время рассматрива}отся как перспективнь|е противораковь1е

препарать1. Ёа основании вь11пеизло)кенного мох{но считать, что тема

диссертационной работьт А.м. |верского акту€}льна, а сама работа ва)кна как

в фундамент€]пьном, так и в прикладном отно1пении.

.{иссертационная работа А.м. [верского написана по традиционному

плану и вкл1очает введение, обзор литературь|, описание используемь1х

матери€!'|тов и методов, излох{ение результатов и их обсух<дение, закл}очение,

вь1водь1 и список литературьт (285 источников). Р1атериа[\ изложен на 156

страницах' вкл}очает 11 таблиц,61 рисунок и прило)кение.

|{ервая глава работьт А.м. 1верского представляет собой подробньтй

обзор данньтх литературь1 о структуре и механизме функционирования }.[а,1(-

А1Разьт, механизмах действия кардиотонических стероидов (ктс),
изоформах фермента и их различной иувствительности к ктс, а так)ке о

возмо}кнь1х механи3мах их цитотоксического действия, которь1е могут бьтть

как \а-зависимь1ми, так и \а-независимь1ми. |{одробно рассмотрено влияние

кардиостероидов на экспресси!о генов. Б целом обзор производит хоро11]ее

впечатление' подготавливает читателя к понимани}о стоящих перед

исследователем задач. Фднако некоторь1е части обзора содер)кат избьттоинуто

детальну}о информа{!!ю, которая не имеет прямого отно1пения к теме

диссертации. Ёапример' на мой взгляд, изли1шние подробности приведень1 в

разделе, опись1ва}ощем катион-связь1ва}ощие центрь1 фермента. 14з обзора

литературь1 становится понятна цель исследования у1 задачи9 которь1е

необходимо ре1пить для дости)кения поставленной цели.

Бторая глава посвящена описани}о методов исследоваътия. Работа

вь1полнена с применением 1|]ирокого набора современньтх биохимических и

биофизииеских как: - культивирование клетк'методов' таких

метод определениярадиоизотопньтй концентраций катионов, фазово-



контрастн€ш микроскопия, получение очищеннь1х препаратов \а,1(-А?Разьт

методом дифференци€!льного центрифугирования' электрофорез в

полиакриламидном геле' иммуноблоттинг, методь1 кинетического анализа'

метод изометрической к€ш|ориметрии титрования и, наконец, метод

молекулярного моделирования. 3тот р€вдел очень хоро1шо оформлен и

содер)кит дет€|"льнуто информаци1о обо всех эксперимента.]1ьнь|х подходах,

использованнь1х в работе.

Б третьей главе диссертационной работьт представлень| полученнь1е

результать| исследования и их обсухсдение. 3та глава делитоя на девять

разделов. Б первом р€вделе' установлено' что ингибитор }'{а,1(-А?Разьт,

уабаин, индуцирует примерно одинаковое изменения концентраций ионов

\а+ и 1(+ в клетках эндотели'т человека и крь1сь1' (содержащих

чувствительну}о и резистентну!о к уа6аину 01 -субъединит{} \а,1(-А1Разу),

вь1зь1вает гибель клеток человека, но не влияет на }ки3неспособность клеток

эндотелия крьтсь1. 14нкубация клеток эндотелия человека и крь1сь1 в среде без

ка]|ия, приводит к такому же изменени}о соотно1шения [ша*]'/[к"]', как и

добавление уа6аина' но не вь1зь1вает гибель клеток. 3ти даннь1е говорят о

том' что нару1пение градиента ионов \а* и 1(* недостаточно для реа]тизации

токсического дейотвия уабаина. А гибель, по-видимФ[}, связана о

конформационнь1ми изменениями каталитической (ш1) субъединицьт

фермента. [{оследнее док€вано диосертантом о исполь3ованием изящнь1х

экспериментов' в которь1х с помощь1о генетических методов бьтла проведена

экспрессия чувствительной к уабаину (5)ш1 -су6ъединиць1 человека в к.т1етках

мьттпей. 3кспрессия этой субъединицьт \а,1(_А!Разьт у мьттпей' содер)кащих в

норме ре3истентну}о изоформу фермента' привела к индукции гибели клеток

шод действием уабаина, что не характерно для мьттшей дикого тила. Автором

вь1ск€шано предполо)кение, что гибель клеток обусловлена изменением

конформации чувствительного к кардиостероидам фермента у1

рекрутированием за счет этого белка-партнера' которьтй инициирует

сигнальньтй каскад, приводящий к гибели клеток.



в связи с этим последу}ощие эксперименть1 6ьтли направлень1 на

изучение характера связь1вания кардиотонических стероидов о двумя

изоформами \а,1(-А1Разьт (нувствительной и нечувствительной к ктс),
кинетики ингибироваъ{ия этих изоформ и конформационнь1х переходов'

индуцированнь1х связь1ванием кардиостероидов.

€равнение кинетики ингибирования

нечувствительной к кардиостероидам изоформ

кардиостероидами пок€вало, что уабаин и

псевдонеобратимьтми ингибиторами чувствительной

маринобуфагенин интибирует эту изоформу обратимо. }становлено так)ке'

что связь1вание кардиостероидов происходит в двух центрах с

поло)кительнь1ми кооперативнь1ми в3аимодействиями ме}кду ними'

|{оскольку в о-субъединице есть только один ценщ связь1вания

кардиостероидов' то автор предполо)кил' что в в2'Р конформации

проиоходит в3аимодействие мех(ду двумя связь1ва}ощими центрами в димере

\а,1(-А1Разьт.

изометрической

Р1зуиение связь1вания кардистероидов методом

к€|"лоримещии вь1явило, что сродотво кардиостероидов к

чувствительной изоформе }х1а'1(-А1Разьт сни)кается в ряду уабаин' дигоксин,

маринобуфагенин, причем основной вклад в энерги}о связь1вание вносит

интереснь1ми оказ ались результать1, представленнь1е в разделе,

изменения конформации резистентной и чувствительной

изоформ \а,1(-А1Разьт, происходящие при связь\вану|и кардиостероидов. Б

качестве метода исследования бьтл использован известньтй метод

ограниченного трипсино лиза, когда ана]тиз конформ ации проводится путем

сравнения пептидов после протеолиза. Фказалось, что чувствительная

изоформа принимает р€}зличну}о конформаци1о при связь1вании уа6аина и

маринобуфагенина. в время связь1вание лтобого из трех

кардиотонических стероидов не влияло на конформаци}о резистентной \а,1(-

чувствительнои и

\а,1(-А1Разьт тремя

дигоксин явля}отся

изоформьт, тогда как

энт€ш1ьпи йньтй ф актор.

1(райне

где описань1

)ке

А1Разьт. 1аким образом, полученнь1е ре3ультать1 свидетельству}от в пользу



того, что именно изменение конформации чувствительной к уабаину

изоформьт фермента инициирует сигна.тт' приводящий к ги6е.|1и клеток.

Ёа следу}ощем этапе работьт А.м. 1верской провел моделирование

участка свя3ь1вания кардиостероидов резистентной изоформьт ш1-

субъединицьт фермента, в котором имеется две аминокислотнь1е заменьт. 3ти

результать! ва}кнь!' поскольку к настоящему времени име}отся даннь!е

рентгеноструктурного анализа только для чувствительной изоформьт.

|{олуненньте в результате моделирования даннь1е свидетельству}от, что

кардиостероидь1 связь1ва}отоя с резистентной изоформой в одном центре и

при этом взаимодеиству}от с мень1шим количеством аминокислотнь1х

остатков. 3ти ре3ультать1 хоро1по согласу}отся с полученнь1ми автором

экспериментш1ьнь1ми даннь|ми.

Ёа заклточительном этапе автор опись1вает эксперименть1, в которь1х

автор пь1тается обнарркить возмоя{нь!х участников сигн€ш1ьнь1х каскадов,

активируемь1х уабаином в клетках эндотелия человека и крь1сь1. |{ри анали3е

довольно больтпого набора сигн€}пьнь1х каскадов, которь1е могут бьтть

вовлечень! в р€}звитие клеточной гибели, установлено, что при действии

уабаина в клетках крь1с и человека активиру}отся р€вличнь1е ветви

йАРкин€шного пути. в клетках крь1с происходит увеличение количества

фосфорилированной формьт БР1( 1 и Р&1( 2, в то время как в клетках

человека увеличивается количество фосфорилированной р38 мАРк. 1(ак

известно, фосфорилирован ая активированная кин€ва вкк 1 /2 фосфорилирует

и активирует РяА факторов транскрилции, таких как €&ББ, 3 р38 йАР(
фосфорилирует транскрипционнь1й фактор АР-1.

Фднако такие :т{е изменения наблтодались в обоих типах клеток и в

среде 6ез калия. которая' как и уабаин' подавляет активность }.{а,1(-А|Разьт и

умень1шает градиент ионов \а* и 1(*. Ё1о в среде без калия нет индукции

гибели клеток, опосредованной изменением конформации фермента при

связь1вании уа6аина. 1аким образом, роль ионов \а' и Ё в активации

под вопросом. Ёасигны1ьнь1х систем гибели и вь1х{ивания остается



основании этих даннь1х автор делает вь1водь|' что, во-первь1х' экспрессия р38

мАРк происходит не за счет изменения конформ ации 1х1а,1(-А1Разьт, а

является следствием ее ингибирования, а' во-вторь1х, экспреосия р38 йАР1(
являетоя недостаточнь1м условием для индукции гибели клеток.

|4дентифицировать них{ележащий сигнальньтй каскад, вь1зь1ва1о щий уабаин-

зависиму}о гибель клеток эндотелия человека, по-видимФйу, предстоит в

дальнейгшем.

!алее автором сформулировань1 корректнь1е вь1водь1' которь1е

подводят итог проведенного исследования и демонотриру}от нау{ну}о

нови3ну результатов' оригин€|"льность и яону}о логику поставленнь1х

экспериментов.

€реди полученнь1х им новь1х даннь1х стоит отметить результать1 по

появлени1о цитотоксического действия уабаина после экспрессии у мьттпей

чувствительной к уабаину (5)ш1 -субъединиць1 человека; даннь1е по

активации сигнальнь1х каскадов' в результате которь1х происходит гибель

клеток; сравнительньтй анализ характера ингибиро ваътия и связь1вания

р€шличнь1х кардиостероидов с резистентной и уабаин чувствительной

изоформаму:^, а так}ке даннь1е по изменени}о конформацу1и двух этих изоформ

при связь1вании кардиостероидов.

в закл}очении мох{но сказать' что диссертационная работа А.м.
1верского написана ясно и грамотно, хоро1шо илл}острирована и аккуратно

оформлена. |[редставленнь1е в работе результать1 полг{ень1 с

использованием репрезентативнь1х вьтборок и подвергнуть1 соответствутощей

отатистической обработке, что позволяет считать их значимь1ми и

пригоднь1ми для формиро вания соответству}ощих гипотез.

|[олуненньте в диссертационной работе ре3ультать1 эксперимента-т1ьнь1х

автору сформулировать хоро1шо обоснованнь!е

привести р€вличнь|е варианть1 объяснений

исследов аний позволили

научнь1е полот{ения и

наблтодаемь1х явлений.



1е не менее, при ан€}лизе работь1 появились некоторь1е замечания и

вопрось|.

1. Б некоторь1х частях обзор литературь1 изли1шне подробен, сообща}отоя

детали, которь1е представля}отся изли1пними. Ёапример, на мой взгляд'

изли1пние подробности приведень1 в р€вделе, опись1ва}ощем катион-

связь1ва}ощие центрьт фермента.

2. €огласно полученнь1м даннь1м, введение устойнивой о1Р в клетки

н1-}увс, содер)кащие чувствительнуто к уабаину с15 изоформу' настолько

поних{ает чувствительность уа6аину, что практически клетки

соответству}от содерх{ащим только о1Р изоформу. € чем это мо)кет бьтть

связано? 1{аково соотно1шение мех{ду количеотвом собственной

экспрессируемой в клетках в результате трансфекции о1 субъединицьт?
.
-)- |{редполо)кение о рекрутировании белка_партнера для передачи

сигн€ш1а на индукцито гибели недостаточно обсух<дено.

|{риведенньте вь11ше замечания и вопрось1 в основном име1от

дискуссионньтй характер.

1аким образом, ук€}заннь1е замечания не ум€|лятот значимости

диссертационного иоследования. !иссертация отвечает требованиям)

установленнь1м йосковским государственньтм университетом имени

й.Б."|{омоносова к работам подобного Рода. €одер>кание диссертации

соответствует паспорту специ€!_пьности 03.01.04 <<Биохимия>> (по

биологическим наукам), а так}ке критериям, определеннь1м пп. 2.|-2.5

|{оложения о лрисуждении учень1х степеней в йосковском государственном

университете имени й.Б.-|{омоносова, а так)ке оформлена, согласно

прило}кениям ]ю 5, 6 |{оло:кения о диссертационном совете йосковского

государственного университета имени Р1.Б.|омонооова.

1аким образом, соискатель 1верской Артём йихайлович заслу)кивает

присух(дения уненой степени кандидата биологических наук по

специ€!_пьности 03.01 .04 - <<Биохимия>>.




