
отзыв

официа_тlьного оппонента на диссертационную работу Хороненковой Светланы
Владимировны кРоль киназы АТМ в координации клеточного ответа на одноцепочечные

рtillрывы,ЩНК каскадом посттрансляционньгх модификаций>, rтредставленн}.ю на соискание

уrеной степени доктора химических наук rrо специаJIьности 03.01.04 - <биохимия>.

.ЩиссертационнЕuI работа Хороненковой С.В. посвящена изrIению механизмов

клеточного ответа на повреждения .ЩНК - важнейшему процессу поддержания целостности

генома. Модификации структуры.ЩНК возникают ежедневно при действии внуtриклеточньгх

и внешних воздеЙствиЙ, таких как окислительныЙ стресс, УФ-облуrение, воздеЙствие

мутагенов окружающей среды, ионизирующЕuI радиация. В большинстве случаев системы

клоточного ответа обеспечивают репарацию повреждений ДНК, одIIако в редких сл}п{аlIх из-

за их ошибочности или несвоевременного действия могут возникать нежелательные

мутации, приводящие к нарушению процессов жизнедеятельности клетки. Одним из

наиболее распространенных мутагенньж повреждений ДНК явJIяются одноцепочечные

разрывы (ОЦР). На кJIеточном уровне ОЦР препятствуют процессам репликации и

транскрипции. На уровне организма нарушенйя репарации ОЩР играют роль в развитии

патологий, среди которых онкологические заболевания, заболеванш{ центральной нервной

системы и кJIеточное старение. Развивается интенсивный поиск мишеней среди ферментов

репарации ЩНК и связанньж с этим процессом механизмов ответа на генотоксичеокий

стресс. Например, ингибирование Ежтивности ключевого регуJuIтора репарации - поли(АДФ-

рибоза)полимеразы 1 (PARPl), катЕrлизирующей синтез поли(АЩФ-рибозы) в ответ на

появление в ,,ЩНК одноцепочечньIх рЕlзрывов, в последние годы одобрено к испоJIьзованию

для терапии определенньD( типов опlхолей. В связи с этим исследование молекулярньж

механизмов и поиск новьгх ферментативньIх систем клеточного ответа на OI]P явJIяется

чрезвьrчайно актуальной науrной задачей, представляющей значительный фундаллентальный

интерес и большую практическую значимость.

В диссертационной работе Хороненковой С.В. впервые проведено комплексное

исследование ферментативньIх систем клеточного ответа на ОЩР. В частности, вним€lние

автора работы сфокусировано на фундаментальньIх вопросах изучения механизмов

сигнализации о возникновении ОЦР, а также координации репарации этих повреждений с

процесс€tми регуляции клеточного цикJIа. Среди прочих Ba)KHbIx и неожиданньж открьrтий в

работе установлено, что после стадии распознавания ОЩР поли(А,ЩФ-рибоза)полимеразой 1

центральную роль в сигнЕtлизации о нерепарированньIх повреждениях ЩНК играет киназа

АТМ. С.В. Хороненковой обнаружено, что АТМ обеспечивает пост-трансляционную
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регуляцию системы многостадийного ферментного каскада, и описаны участв},ющие в этом

процессе ферменты и механизмы их регуляции. Показано, что такой каскад координирУеТ

репарацию OI]P как путем увеличения уровня ядерной концентрации ферментов репарации,

так и времени репарации ДНК, предшествующей репликации. Это осуществляется tIуТеМ

контроля протяженности Gl-фазы клеточного цикла. Подавляющее большинствО

результатов работы явJuIются принципиально новыми и имеют большое фундаментаJIьное

значение дJuI понимания регуJuIции репарации ОЦР. В целом, проведенное исслеДоВаНИе

можно рассматривать как важное достижение в области изучения сложньIх ферментнЬТХ

систем) регулирующих стабильность кJIеточного генома. Практическtul важность работЫ

состоит в том, что поJryченные данные о клеточной роли АТМ и других ферментов в отвеТе

на ОЩР могут быть использованы для разработки HoBbIx подходов в противоопухолевоЙ

терапии.

,Щиссертационная работа изложена на 268 страницах текста и вкJIючает введение,

четыре главЫ (кОбзоР литератуРы>>, <<Матери€rлЫ и методьD), кРезультатьD) и <Обсуждение

результатов>), заключение и выводы. В работе содержатся 83 рисунка и 10 таблиЦ. СпИСОК

литературЫ обширеН И включаеТ бзЗ наименования отечественных и зарубежных

публикаций.

Во <Введении) автором

изrIения процессов клеточного

рассмотрено современное состояние науки в области

ответа на ОЩР и убедительно обоснована ЕIктуальность и

степень разработанности темы исследования. Формулировка целей и задач работы явJuIется

последовательной и логичной.

обзор литературы В значительной степени посвящен обсуждению механизмов

обеспечения целостности кJIеточного генома, Рассмотрены типы повреждений днк,

механизмы эксцизионной репарации оснований (эро) и реrrарации разрывов, а также

достаточНо хорошО изr{енные системЫ клеточноГо ответа на двухцепочечные разрывы.ЩНК

(дцр). Важньпrл и логичным для данной работы явJIяется раздел о клеточIIой функции

киназы дтм, известньIх механизмах активации АТМ в ответ на ДЦР и о заболевании

атаксия телеангиект€lзия, связанном с нарушениями функций этого фермента. особо хочется

подчеркнуть закJIючительный краткий раздел главы, в котором обобщены довольно

ограниченные литературные данные, касающиеся регуляции концентрации ферментов Эро и

репарации Оцр В зависимости от уровня повреждений ,щнк. Именно эти данные создают

предпосылки к развитию темы диссертационной работы с.в. Хороненковой. Вся

приведеннЕUI в главе информациЯ важна дJUI проведенного исследования, хорошо



структурИрована и иллюсТрирована. Следует отметить критическое обсуждение ряда
опубликоВанньIХ данньD(, что говорИт о научнОй эрудированности автора.

в описании материалов и методов приведен перечень объектов исследования и

описан широкий набор самых современных методов биохимии, биофизики и клеточной

биологии. В своей работе автор Уделяет значительное внимание использованию независимьIх

кJIеточных линий человека, принципиt}льно разных экспериментtlльньIх подходов и

coBpeMeHHbIx методов анализа для обеспечения надежности полученньD( результатов. Как

ИЗВеСТНО, ИМеННО Тканеспецифичность и вариабильность результатов в зависимости от типа

культурЫ кJIетоК явJUIетсЯ важной проблемой современного биохимического исследования.

поэтому детальный подход автора к решению этой проблемы заслуживает отдельного

упоминания. Также важно отметитЬ использование в работе ряда кJIассических

биохимических подходов для решения задач исследования, н€}пример, хроматографического

ршделения клеточньIх экстрактов для выделения и идентификации белков.

Глава кРезультаты исследования)) включает четыре раздела. Первый ра:lдел посвящен

исслеДованию механизма клеточной регуляции ЕЗ-убиквитинлигчLзы MULE, регулирующей

уровень ,щнк-полимерtвы бета и, соответственно, эффективность репарации поврежденньж

ОСНОВаНИй ЩНК и ОЦР. Концентрация MULE oi,.ur.rru в разлиtшых условиях и установлено

ее неМеДленное снижение в ответ на повреждения,.ЩНК. Анализ этого процесса показttл, что

УВеЛИЧеНИе КОнцентрации MULE приводит к замедлению репарации, а также к снижению

эффективНости р53-РеryлируеМого ответа кJIетки Еа повреждения днк. Установлено, что

УРОВеНЬ MULE регулируется как саrrлоубиквитинилированием, так и действием

противоположного процесса, кат€Iлизируемого убиквитин-специфической протеазой USP7S.

В следlтощем разделе проведены эксперименты по вьuIвлению ферм9нтных систем,

ВоВлеченных в сигнчtлизацию ОЦР - от сенсоров повреждений к MULE. Проведено

исследование механизма регуляции USP7S и показано, что активность этого фермента

СНИЖаеТСЯ В ОТВет на повреждающиЙ.ЩНК стресс. Выяснен механизм такого снижения: как

ОКаЗаЛОСЬ, аКТиВность USP7S регулируется фосфорилированием серина 18, эффективность

КОТОРОГО СНиЖаеТСя при повреждениях ДНК. Показано синхронное с USP7S снижение по

ВРеМеНИ КОнценТрации фермента HDM2, которыЙ, как и MULE, является убиквитин-лигазоЙ

Р53. ,Щля того чтобы вьuIснить, какой фермент кат€rлизирует фосфорилирование серина 18,

было проведено фракционирование клеточного экстракта и установлено, что эту реакцию

осУществляет казеин-киназа 2. Любопытно, что эта активность не зависит от повреждений

ДНК. Автором также показана роль другого фермента РРМlG-фосфатазы в



дефосфорилироваIIии USP7S в ответ на повреждения ДНК. ,Щалее установлено, что

активация фосфатазы при повреждениях ДНК связана с фосфорилированием PPM1G

киназой АТМ.,Щанный результат является неожиданным, поскольку предполагает регуляцию

активности ДТМ в ответ на OI_{P и повреждения оснований ДНК, в репарации KoTopbD(

участвует вьulвленнzul ферментативнtul цепь. Явление активации АТМ было описано ранее

только в ответ на ЩI_{Р. В заключение этого раздела автором вьцвинуто предположение, ЧТО

активность АТМ может регулироваться повреждениями оснований ЩНК и ОЦР.

Следующий раздел посвящен доказательству этого предгIоJIожения. Показано, чтО

повреждения оснований ДНК не вызывают активацию АТМ. Вместе с ТеМ,

нерепарированные ОЦР деtствительно приводят к активации киназы АТМ в отсУТСТВИе

ДЦР. Такое зtжлючение основано на использовании нескопьких независимых

экспериментilльньD( подходов. Установлена важность активации АТМ в ответ на OI]P. ПРи

этом показано, что р53-ответ клеток с нефункциона.пьной АТМ на повреждения .ЩНК

нарушен, а репарация OtdP и поврежденньIх оснований ДНК в таких KJIeTKEtx ЗамеДлеНа.

Таким образом, удЕIлосЬ установиТь взаимосвязЬ описанного каскада ферментативньD(

активностей с процессом активации АТМ, индуцированной ОЦР. Также пок{LЗанО, ЧТО В

отсутствие эффективной репарации OI_{P 
" р53*а"исимого контроля перехода кJIеТоК иЗ Gt-

в S-фазУ кJIеточноГо цикJIа в клетках с нефункциональной АтМ наблюдается образование

значительНого колиЧества репликацИонньIХ дцр. ,,ЩанныЙ раздеЛ диссертационной работы

представлЯет значиТельныЙ интереС для ра:}вития модицинских приложений, поскольку

именно нарушения репарации ОЦР могуТ играть важную роль в нестабильности кJIеточного

генома у пациентов с атаксией телеангиектазией.

в заключительном рtu}деле главы проведены предварительные исследования

механизма активациИ АтМ в ответ на OI]P. В результате показано, что ОЩР-зависимая

активация дтМ не зависит от белковьпс факторов, необходимых дJUI ,ЩЩР-зависимой

активациИ. С помоЩью киРНК протиВ PARPl и ингибитора PARPl показано, что активациrI

дтМ в отвеТ на ОЩР зависиТ от активнОсти PARPI, что безусловно предстоит исследовать в

дальнейшем.

В результате выполНенногО исследования автором была выявлена важнruI роль киназы

дтМ и ряда другиХ ферментоВ в ответе кJIеткИ на ОЩР. Хороненковой С.В. предложен

новый комплексный мехaшизм кJIеточного ответа на оцр, обеспечиваюЩий

координированную регуляцию репарации ОЩР и KoHTpoJUI процессов протекания клеточного

цикJIа



КЗаКлючение> и кВыводы> отрчDкают основные достижения работы. На основе

ПОлrIеннЬж результатов автором предлагается разработка HoBbIx подходов, которые моryт

оказаться полезными для терапии онкозаболеваний.

По диссертационной работе имеется ряд замечаний:

1. Несмотря на развернутьтй анализ литературы, автором остаJIись незаN4еченными

некоторые важные публикации, непосредственно относящиеся к выполненной работе.

Так, в работе, опубликованной в Nature Communications (Fang Q et al, 2014), показано,

что белок XRCCl заrr\ищает.ЩНК-полимерtву бета, с которой он образует прочный

КОМПлекс (Мооr N et al, 2015, Nucleic Acids Res), от убиквитинилирования и

ПОслеДУющеЙ протеасомноЙ деградации. XRCC1 является важнейшим сенсором ОЩР

И ближаЙшим (партнером) .ЩНК-полимеразы бета в репарации оснований и

оДноцепочечных рtLзрывов. В связи с упомянутыми работами предстiIвляет большой

ИНтерес сравнение данньD(, пол}п{енных в клетках с подавленным и нормilльным

уровнем экспрессии XRCC 1.

2. Схема, приведенная на стр.71, рассматривает активацию АТМ через возникновенио

повреждениЙ ДНК за счет окислительного стресса и через образование

одноцепочечных разрывов. В то же время одноцепочечные разрывы могут

формироваться и при окислительном стрессе.

З, Работа не лишена стилистических погрешностей. Например: кПродемонстрировав,

что РРМlG-зависимое снижение эффективности..., было решено вьuIснить...> (стр.

161), кПодчеркивtul биологическое значение полуtIенньж результатов) нЕlми бьшо

установлено... (стр. 17|), кСуммируя, пол)л{енные экспериментаJIьные данные

свидетельствуют...> (стр. 182) и ряд других подобньтх выражений.

4. Автор оперирует в диссертационной работе терминtlми кстабильность) и

кстабилизация) ферментов в различньD( контекстах и значениях, хотя в биохимии эти

термины имеют впопне определенный смысл.

5. Как в тексте диссертации и автореферата, так и в списке сокращений отсутствует

расшифровка сокращения АRF.

Сделанные зам9чания не носят принципиального характера и не влияют на

результаты и выводы данной работы. .Щиссертация Хороненковой С.В. является

комIIлексным и всесторонним наr{ным исследованием, выполненным на высоком

теоретическом и экспериментiIльном уровнях. Полу.rенные результаты имеют важное

фlндаментЕtльное значение для дальнейших исследований механизмов обеспечения



целостности клеточного генома и, в частности, клеточного ответа на одноцепочечные

р€lзрывы ДНК. Полуrенные результаты могут иметь практическое значение. Автореферат и

научные статьи по теме диссертации полностью отражают содержание диссертационной

работы.

По объему и качеству представленных данных, актуальности и науrной новизне

сделанных выводов, а также возможности практического использования полrIенньж

результатов диссертационнбI работа Хороненковой С.В. является законченным

фундаментальным исследованием, и ее содержание соответствует специаJIьности 03.01.04 -
кбиохимия>. Совокупность теоретических и практических положений работы Хороненковой

С.В. можно классифицировать как крупное научное достижение по вьuIвлению

молекуJIярных механизмов и ферментных систем клеточного ответа на одноцепочечные

ра:}рывы ДНК.

В заключение, диссертационнаJI работа Хороненковой Светланы Владимировны под

названием кРоль киназы АТМ в координации клеточного ответа на одноцепочечные

разрывы ДНК каскадом посттрансляционных модификаций> в полной мере отвечает

положениям Постановления Правительства РФ <<О порядке присуждения ученых степеней>

Jt842 от 24 сентября 2013 г, в редакции Jф 335 от 2|.04.2016, предъявляемым ВАК РФ к

диссертациям на соискание уrеной степени доктора наук, а ее автор, Хороненкова С.В.,

заслуживает присуждеЕия степени доктора химических наук по специальности 0З.01.04 -
кбиохимия>.

5 июня 20|7 г.
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