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на диссертационную работу Кудряшовой Ксении Сергеевны

(РАЗРАБОТКА ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ СИСТЕМЫ ПОИСКА БЛОКАТОРОВ

ПОТЕНЦИАЛ-ЧУВСТВИТЕЛЪНЫХ КАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ СЕМЕЙСТВД КЧ 1 ),

представленную на соискание ученой степени кандидата биологических наук

по специальности 03.01.02 - Биофизика

!иссертационнаJI работа Кулряшовой К.С. посвящена разработке и характеристике

клеточной системы для вьUIвления блокаторов потенциал-чувствительньIх каJIиевых

канfuIIов семейства Кч1.

Акmу альн о сmь mе MbI uс с л е d о в анuя.

Потенциал-чувствительные калиевые каналы (ПЧКК) - трансмембранные белки,

осуществляющие селективный транспорт ионов каJIия через клеточную мембрану.

Эффективная работа системы каJIиевых каналов необходима для функционирования как

возбудимых клеток (контроль потенциаJIа действия), так и невозбудимых клеток

(поддержание потенци.ша покоя). Мутации и дисфунции ПЧКК являются причиной ряда

патологических процессов, а селективное блокирование ПЧКК обеспечивает действие

различньж животньIх ядов. В связи с этим детальное изучение механизмов действия

к10> февраля 2015 г.



ПЧКК и регуляции их активности различными соединениями имеет важное значение для

понимания физиологических процессов в организме, их клеточных и молекулярных

основ.

Традиционными средствами изучения работы ПЧКК являются метод локальной

фиксации потенциаJIа (platch-clamp), радиоизотопные методы, а также регисТрация

перемещения через канаJIы рубидия и таллия. Однако все эти методы достаточно

трудоемки и характериз}тот только конечный результат блокирования канала - ионный

транспорт, не предоставляя информации об исходньIх процессах связывания ПЧКК с

блокаторами. В исследованиях последних лет показана эффективность альтернативньж

методических решений, основанных на регистрации связывания с ПЧКК флуоресuентно

меченных лигандов, однако имеющиеся разработки разрозненны и не предОСтавляЮт

ученым эффективного универсального инструментария, не требующего сложноЙ И

длительной модификации при переходе от одной системы с другой. Очевидно, что

первоочеРедной интереС представЛяет функЦионироваНие ПЧКК животньIх клеток, тогда

как для наработки существенных количеств ПЧКК оIIтимаJIьно использование

бактериальных продуцентов. Выделение рекомбинантных белков и их послеДУЮЩее

встраивание в природные или искусственные мембраны также значительно усложняет

получение системы для исследования ПЧКК с воспроизводимыми свойствами.

В диссертационной работе К.С. Кулряшовой предложено оригиналЬное

методическое решение, максимально использующее собственные процессы в клетках-

продуцентах для получения системы с экспонированными и доступными для внешнего

воздействия рекомбинантными пчкк. Сферопласты, rrолученные на основе

бактериальньIх продуцентов рекомбинантных белков, экспонируют значительное

количество Пчкк, сохраняющих функциона:rьную активность. Связывание Пчкк в

составе клеток с флуоресцентными метками предложено регистрировать в микрокуветах

после разделения реакционной смеси центрифугированием. ,Щанная система поЗволяеТ

количественно оценить флуоресценцию каждой клетки и охарактеризовать процессы

конкурентного связывания блокаторов с ПЧКК.

Представленное в диссертационной работе комплексное исследование

подтверждает эффективность данного инструментария. С использованием предложенной

клеточной системы проведена детz}льная характеристика процессов связывания Пчкк с

блокаторами и получен значительный массив новой научной информации о

биологическом действии различньIх ядоВ животного rrроисхождения.

Не вызываеТ сомнения актуаJIьностЬ проведенного исследования и его

востребованность для развития современных исследований в области клеточной биологии



и биофизики.

Сmрукmура u соdержанuе duссерmацuu,

работа изложена на |42 страницах и состоит из введения, обзора литературы,

описания материалов и методов исследования, изложения и обсуждения результатов,

выводов и с11иска литературы (210 ссылок). Работа содержит 38 рисунков и 8 таблиц.

литературный обзор (глава 1) полностью отражает проблематику диссертационной

работы. Подробно рассмотрены особенности строения пчкк, механизмы их

функционирования, активации и инактивации, разнообразие каналов семейства Kvl, их

участие в различных физиологических процессов, ассоциированные заболевания и

дисфункции, блокаторы ПЧКК, в том числе их представленность в ядах животньIх

различньIх систематических групп.,Щиссертант рассматривает методические основы,

возможности и ограничения различньж IIодходов, используемых для выявления И

характеристики новых блокаторов Пчкк. дна-ltиз литературы проведен на высоком

профессиональном уровне и дает адекватное представление о современном состоянии дел

по проблематике работы. Материал хорошо структурирован и четко изложен; рассмотрен

весь ряд вопросов, которые впоследствии возникают при обсуждении полученных

результатов. Рассмотрено значительное число публикаций, включая результаты

исследований последних лет. Представленные сведеЕия позволяют содержательно

интерпреТировать получаемые автороМ данные. В целом литературный обзор

свидетельствует о высокой квалификации автора, хорошем знакомстве с современным

уровнем исследований по тематике выполненной работы,

представленные в литературном обзоре сведения крайне важны для

содержательной интерпретации получаемых автором данных и оценки их значимости,

Глава 2 диссертации (<МатериаJIы и методы))) содержит изложение материаJIов,

методик и расчетов, использованньIх при выполнении исследований, Рассмотрено

приготовление сферопластов, экспериментальное изучение взаимодействия лигандов с

пчскк, методы обработки данньIх флуоресцентной микроскопии и расчета констант

связывани я для соединений, взаимодействующих с ПЧКК. РеализуеМые в рабоТе методЫ

полностью адекватны решаемым задачам, позволяя пол)пIать наиболее корректные и

содержательные результаты. ,щетальное изложение всех этапов проведения экспериментов

обеспечивает однозначность интерпретации результатов исследования, описанных в

последующих разделах циссертационной работы. Не вызывает сомнения приобретение

к,с. Кудряшовой при выполнении диссертационной работы хорошей квалификации в

области биофизики.



Глава 3 (<Результаты и обсуждение>) посвящена изложению экспериментов,

проведенных диссертантом с использованием предложенной им клеточной системы и

посвященных характеристике реакций лигандов разных классов с гибридными белками

KcsA-Kvl.x на поверхности мембраны сферопластов. Убедительно показана корректность

исrrользования данной модели для изучения свойств лигандов и возможность их

детатlьной, высокопроизводительной характеристики.

Н о вuзн а uс с ле d о в анuя u по луч е нньш р е зульmаmо в.

.Щиссертантом lrри изучении лигандов, связывающихся с ПЧКК, с использованием

оригинальной клеточной системы получен большой массив новых научных данньж,

Наиболее значимыми представляются следующие результаты исследования:

. Разработана оригинаJIьная методики измерения констант комплексообразования Пчкк

с их лигандами.

о Показана эффективность предложенной клеточной системы для поиска

высокоаффинньIх пептидньгх лигандов ПЧКК в ядах животньIх.

. охарактеризованы структурные особенности взаимодействующих с Пчкк пептидных

лигандов и их вклад в аффинность и специфичность комплексообразования.

о Показана высокая степень соответствия количественных характеристик реакции

ПЧКК-лиганд, измеряемых с использованием предложенного подхода и традиционньж

методик.

о В результате проведенного скрининга вьшвлен ряд новых животньIх ядов,

биологическое действие которых обусловлено связыванием с ПЧКК.

Коррекmносmь вьlвоd ов u реколленdацuй.

,Щиссертационная работа Кулряшовой К.С. представляет собой цельное

завершенное исследование, выполненное на высоком научном и экспериментальном

уровне. Работу отличает логичность и высокий методический уровень. ,Щостоверность

полученных результатов не вызывает сомнений. Использованный при обработке

экспериментальньIх данных математический аппарат обеспечивает достоверность и

высокую точность получаемых количественных характеристик межмолекулярных

взаимодействий. Описываемые эффекты подтверждены корректно планированными

контрольными экспериментами. Выводы обоснованы, соответствуют поставленным целям

и задачам исследования.

Результаты работы широко представлены научному сообществу на семи

российских и международных конференциях; основные положения и выводы диссертации

опубликованы в трех статьях в международных и отечественньж журналах. В виде

публикаций и докладов представлены все основные результаты диссертации. Содержание



аВТореферата соответствует основным идеям и выводам диссертационноЙ работы, полно и

адекватно отражает результаты выполненного исследования.

При ознакомлении с диссертацией возникли некоторые вопросы и замечания.

1. Предлагаемая методика анализа микроскопических данньIх о связывании

флуоресцентной метки предусматривает определение средней по площади клетки

интенсивности флуоресценции. Учитывая, что в ряде экспериментов за счет

добавления соединения, конкурентно связывающегося с каналом, происходило почти

полное ингибирование связывания, не исключено, что в таких опытах часть клеток

просто не идентифицируется по флуоресцентным данным. Потенциально возможен

альтернативный, существенно менее трудоемкий подход, когда измеряется просто

средняя флуоресценция на единицу площади изображения (учитывая, что в

сравниваемых препаратах концентрация клеток одинакова.) РассматриваJIась ли в

диссертации возможность таких расчетов? На чем основан выбор использованного в

работе варианта?

2. Не совсем удачна формулировка о выявлении блокаторов каналов на основании

экспериментов по конкурентному связыванию с флуоресцентными зондами, поскольку

соединение-конкурент потенциально может, связываясь с поверхностной белковой

частью канuUIа, оставлять открытым доступ для IIроникновения внутрь кана,та калиевых

ионов. Следует оговорить, что при характеристике новьIх биологически активных

соединений предлагаемых скрининг должен сопровождаться послед)тоIцим

тестированием собственно проницаемости тех или иных мембранных систем для ионов

каJIия.

3. .Щля оценки возможностей сферопластов как тестовой культуры при характеристике

соединений, связывающихся с поверхностными белками Е. coli, представляет интерес

стабильность свойств таких препаратов. На протяжении какого временного интервала

после обработки и при каких условиях хранения возможно полr{ение

воспроизводимьIх результатов? Щостаточно ли обеспечение эквивалентной

концентрации клеток в препарате, чтобы сопоставлять данные из разньж серий

экспериментов?

4. Из таблицы 4 диссертации (стр. 96), суммирующей результаты измерения констант

связывания лигандов с ионными канаJIами предложенным методом и известными ранее

подходами (patch-clamp), следует хорошая степень соответствия результатов. Однако в

некоторых случаях величины для сравниваемых методов отличаются на порядок. В чем

могут состоять причины таких отличий?

Вышеизложенные соображения не снижают общую положительнlто оценку работы.



Значuллосmь полученньш резульmаmов dля Hay*u u проuзвоdсmва.

,Щиссертантом предложен эффективный инструментарий для научных исследований,

позволяющий с высокой точностью и производительностью осуществлять

количественн}то характеристику процессов биоспецифических взаимодействий на

поверхности клеточньж мембран, в том числе для рекомбинантньж трансмембранных

белков, встраивающихся в клеточную мембрану бактерии и характеризуемых после

lrолучения сферобласта. Разработанные методы анализа и клеточные системы могут быть

использованы для поиска и изr{ения свойств лигандов различных мембранньгХ

рецепторов, что крайне важно для современных фармакологических и

биотехнологических разработок.

С полуrенными в диссертационной работе результатами цеJIесообразно ознакомить

следующие организации: Институт биоорганической химии им. академиков М.М.

Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Научно-исследовательский институт

биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича РАН, Институт теоретической и

эксперимента,тьной биофизики РАН, Институт биофизики клетки РАН, Щентр

теоретических проблем физико-химической фармакологии РАН, НИИ фармакологии им.

В.В. Закусова РАН, Институт цитологии РАН (Санкт-Петербург), Институт фармакологии

и биохимии Национа_пьной академии наук Беларуси (Минск).

Свеdенuя о рассх4оmренuu duссерmацuонной рабоmьt.

Результаты исследований К.С. Кулряшовой, выносимые на заIциту, представлены

соискателем в Институте биохимии им. А.Н. Баха РАН и обсуждены на межлабораторноМ

семинаре с участием научно-образовательного центра <<Биохимические основы

нанобиотехнологий>> и лаборатории биоэнергетики З февраля 2015 г. (протокол Nэ 2). На

основании проведенного обсуждения диссертации подготовлен настоящий отзыв.

заключенuе.

.Щиссертация К.С, Кудряшовой на тему кРАЗРАБОТКА ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ

СИСТЕМЫ ПОИСКА БЛОКАТОРОВ ПОТЕНЦИАЛ-ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ КАЛИЕВЫХ

КдНАЛОВ СЕМЕЙСТВА КV1) является работой высокого теоретического и

экспериментального уровня. Соискателем выполнена законченная научнО-

ква_пификационная работа, в которой содержится решение актуальной задачи, имеющеЙ

существенное значение для биофизики: предложена и охарактеризована клеточнаlI

система для выявления и количественной оценки эффективности действия биологическИ

активньtх соединений - блокаторов калиевых канаJIов семейства Kvl. По актуальности

темы, объемУ проведенньIх исслеДований, научной новизне и практической значимости

диссертационнаJI работа полностью соответствует всем требованиям <Положения о



порядке rrрисуждения ученых степеней) в редакции Постановления Правительства РФ от

24,09.201'З г. }lЪ842, предъявляемым к кандидатским диссертациям, а ее автор заслуживает

присуждения ученоЙ степени кандидата биологических наук по специальности 0З.01.02 -
Биофизика.

Руководитель научно-образовательного центра

<<Биохимические основы нанобиотехнологий >>,

заведующий лабораторией иммунобиохимии

Федерального государственного

бюджетного учреждения науки

Институт биохимии им. А.Н. Баха

Российской академии наук,

доктор химических наук, профессор

Щзантиев

10 февраля 2015 г.
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