
Отзыв официального оппонента

на дIlссерl irциOнную работУ Саркисяна Карена Сергеевича
<<tl}'tt,tltrtcclletl гltыe бе.,lкlt с анионным хропrофором на основе триптофана>>,

III}C:lcl:ll}.]IeHll},K) Ilil coI,1cКaItIIe }ченой степени каlIдилата биологических начк
l l () с Il ellll :l.r Ib II tlс,|.II 03.0 1 .03 - <<М олеку.lIяр ная био.,tогия>>.

Ф-,Ir,орссtlеli,1,1lые бе,ltкtr гlаиСrо"rее известны в качес],ве r,{олекуJtярных

\Ii_lirKcil1111, llcllt),i}),}\,c\tыx .I{_:I5l Rи,]vа_пизttLIиrl кJIеточI{ых с.грукl.ур и процессов. Они
ii}lc,,lc l;llt. !яii) t crlCiilii cc;iteiic t tзtt бе,ltlсt,lв с иLll,ересllсlй эво.ltкlцrtонItсrй истсlрией и

\lilltiit-lLlll,j\lli lj()clll]illlc_'lrl ltllt)tllI},l i\l}l \{оi(иdlикаtlrtям1.1. }{а сегtlдняшнttй день в

tlб.tilcli,t tl-ivLlclIllя t|l.tr.opecileIll,Hыx белкr-tв ак1 ивltо вед} lся работы Ilo со.]данию

Ilt)IJ}ll\ \I\''l аltlttЫХ (lcllrll Эr'ltХ бе.illСов. аi{аптировr.lнtIых lIOд1 коl-tкрет}{ые задачи

\IlI}i})оcltt)ll1.1 1,1 . l'ab:;lte. llродоJIжается I-1зуt{ение (lотофизrlческих свойств.

\Ie\i_iН},I,i\t()lt C}]()pi,itIllBillIt,lЯ И химиIl llос1трансляциоtlных изменений

t|l-tltl1-1ecIlcl]-lil1,I-\ бе-rкttв. ()l,-це.;tьно стоит о,tмети,гь. что флуоресцентные белки

яl].lriI()lсrl Ilрск[)i-tсttым объек,l 0м лля LIзуLления особенностей фолдиFIга сложных
\I il (j I'()c t il.,lt.t tli tl il с l]Opiltl ll }]i1I11ш (и хся бс]jI ков.

i 1rrcccll tаttlrя Ii.C. ('iiркисяtна гIосвяIцеtIil созданик) новой группы
t|l, tr rl1-1cg11.,l{ j }lt,l\ бс.llкtltз. харalкIери'з\[оllIлIхся t{овыN,I. не описанныNr ранее
Cr)i, l t)rl lll1c\l l pll li ltltIllltttrBot,tl xpttr,to(lctplt. Рабсlr,а IIре.]1с l авJlяеl-ся ин.rересной как

.'l]lrl . ti"tJlbIlcilIiIIl\ dt_l.ttrlartclt l,ilJьIlых. ].atK I{ д.jtя tlрикjlалных исследований.
('t1,1,,lalttlыc at],l()p()\,l \1\/,l iittltIыe (lормы бе:tков ilб;lirдакl,t додI,и]\{ вре\4енеN,{ жизни
(l_tr irpcctlcllIltlll. б:titl,оjlаря iilILloHt]OMy состоянию r,ритlтоt}ал{ового хромсlфсlра при
(h l 1,]t } J (),] lO I I.I tl сс Iilt\ \,с Jl о I]l{ ях.

()ctltlrзttt,ttl 
I)C ]\']Iы Ul'I IlI Il0Jl\1LlCIlllыe в работе.

I)с,з\,.lt,,Iа,1 il\llI ,эr,ой 
;litбоr-ы c.lleJlyeT считать не только получение конкретнь]х

\lуl aII,1tII)I\ r|lo1lrr зслсltOI,tr с}луtlресце}{тного белка. но и пце,тодики/подходы

\ с l lL]l { l I l() l I i]ll \Icl lC}i l l I)Ic i}l]l ()p()\t дjlя их IlоJlуLIеLiия.

\,ic,l (), l.;:i\ili })iiltlI(ltlil. Iьtl()|,().,ци,заi'tлtа lJ IIaIIpill]JlcHHoй э}золюllии Llиilновых

r|l"t',tillg(jtlgli,1,1tы\ Cle.ltKoB с l1rltпто(lа]]овыN,{ xpoшrcl(lopclп,t былl,t лолуLIены зе-пеные

(l"tlrlpcctlcllltlыc белкtt. характеризуIопtиеся наjlичI.lеN,l новой спек.гральной

(ltlprt ы,



l IptlBe.tcttr) jlе,га,llьtIОс I]сследоIзанLlе сtlектраjlьных свойств белка WasCFP. На

()cll()i]iill}i1,1 ,)liСtlt]}]tl\IeIl,tal-IbH1,1x данных Ilpejulo}KeНаr лlнтерпретаIIия возttикновеI]ия

]lt)|it)j{) cllciiillii. ll,{I(.'l() с()сl()яil1.Irt- KilK llо}IизallllJ1l xpor,to(lopa по индоJlLнOму

tillral n,,;,1ll"\ ll)ltllt1,1l1t;.ttta. r\ttlttlrttloe сос,гоrt[lt.{е r,риtll,о(lirrlоl]ого xpolro(lopa pal]ee }le

бы_itr tt,звссttl() lз() t|l:lуtlpectIell,гltыx бе.itках. а иоllи:]аt{}1я инлO.iIьноrо (lрагмен,га

t1'lt.ttt,t,clt|iatlil tз бlltl_ittrl,LJlIecKOй сисl,еме описана авторtll,{ вIlервые.

(' lltlntclit(bK) Itilll1]a,ltj]lettHtlйl эвоJIк]циИ на осноtsе белка WasCFP создан белок

с() ,]t]atl}l lc,ibLl() с tttбlt_,ll,tзt,l1ltlвitlttлоЙ trнионнсlЙ формоЙ xpoMo(iopa. ломиниругошей

Ill)l.J t]t,lc()ltllx ,]c\lI]Cpi,li,\,pax tt ttейтра"пЬных pLl (в работе белок назван NоwGFР).

I] бс.ltкс l,,Nor,r,(iIiP обtlарухtеlл новый тигI (tсrтсrконверсии, в результате

Kott.ll]oii IIр()tlс\().il1.1,1,сN,IсIIа ,зе.rеной 
флусlресценцLlи на цианоtsую.

I} бе.rках \\'asCtll) и Nor,vGFP обнару>ttенo долгOе дJIя флуоресцентных

ilC, itttllt t]l)c\lri ;lii,|,iilll t|t,tvtlllec:tteHtlltl,i (oKo_lo 5нс).

i iit tlctlt)ttitlt}lll ,l;ltltlLl-\ Klttt ill l,ilпl^ ,TttK и ill

}rtlrr ( i I 
il' il l l\ pbi Hac,i, (. lя,]с, lclll,rx ф:lr,оресtlенl,r{ых

lJ \I I i Kl]ocK()I L.t l t }]pcli\lc il и )IiIJ,J}I Ll (l.;lуоресцеLl ции.

[)а,зрабtl,tlttlы I еtiе,г1.ItIески кодируемые FR[l'Г-сенсоры. превосходящие

бil, ll,tttt,tгtc,гtзti с\ ll{ccl B),loIItl.tx cetlcopoB IIо динаN{иLIескому диапазону и

oб"'ti-t.tattlttlt,lc ttl-ttlбtl'tI)liIL{Ni (iерстеровскиN,{ радиусоп4 среди суш{ествуюlllих FRET-

се}tc()p(lI}.

N,{ettl;tilпtrt крtlсl,а"r]jIоlра(lии pelrlet{a cTpyкl,ypa белка NowGFP. а также

сl i]} litr 1rlt t|lo,t-tlK()II{}cplt,lp()t]ii}lН()l,o состояI]ия No,rl,GFP. Расши(lрсlвка струк1 уры
ll(),il]tcp;l1,1]lп tiI]с.]tt|().tаl,аеrlыГt коIl,гакт аN,IиногругlI]ы rIизина-6 1 с индольным

tiiliat rtcttl()\1 \llt)\l(lr|iolra. il lilKrte ll1.1,]воjIила отвеlLI,гь на t]опрOс о стр\rктурных

()с i I ( i itil\ tt ttii, l tir. t,l,tcrt c,ii dltl,t tli<ttt t tзерси }.I.

('ttt.Ictltt,ti}\!t]lIiltlll}:1 IlO;ll1.1cccp,I,alLIии ll aBTope(lepaTy

l. [} ;1lrcc:ep,l,all}i1,1 Ol,\,{eL{eHO, t10,сr наряд)/ с клк)LIевой аминокислотной
,заrtt:lltlii L]()7Q. ]I()B-пI]rlI]LIIeri на образование аниоItноЙ форплы хромофора в

ц1,1ч('l:i). в l)cJ\.lb]LIt,e c,tr,.titiirlOгo ]\Iylal-eнe:]a были отобраны и J_lругие замены,

Ii]I(ilic \, l]е.llll1lIllзак)Il[l]е.,I(l-rlц1 анисlнrIой (lорпrы. причем некоторые и,] }{их

i]C]petlil]tllct, Ilc().rlll()iipaTHo. [la моЙ взг,:tяtr,l было бы интересно создать мутантныЙ

бс. ltltt. ctl.,xc1l;llattltttii O:1rI()Rpe\,IeHHO все обtlарl,хtеt,лtlые \,JIуLlшilк)щие замеF{ы.

llt1,1rttr.,t;tl(). iiill}(}iJIIltrl t]ltllrlta l] l,aKON,l бс:tке была бы ешiе стабlлjlьнее. а белок был

t,zt,rl. былtl Ilоказанtl. что белок

()eJlкOl] ноl]ыи вреNlеннои KaНarl



()L' \Icllcc tl} ltcl'1]И'I'e.:Ielt К И'J\iенеLlиям окружающеЙ среды по сравнению с WasCFP
li Ntlrr(il;I).

2. IIа lttlй взI,.,tя.1. в диссертациИ недостатоLIнО вниманиЯ уделено
oбc\;Ii,,lcilI,1t() l]t.llIl)()ca tr dtотсrстабильности Nor,vGFP. Автор ttриводит

у,бе.,tt,t tc,itt,tlbte ]{()казаl-е,rIьс1-1]it rtрактической по-пезности NowGFP для

IillK}]L)cliOIlp]},|. (),rlIt!lK() (lотtlкtlнверсии. которыМ подверIiен белок. стаtsят пол

C()\lliclli,le litllI}}()(j () l{}]li\lt] н}l\lС)с,IИ Nош,GI,-Р для продоJliltитеJ]ьных эксперлrN,Iен1ов,

Cllя,]i;iiill1,1.\ L: ('}б.,l),,icIltlc\I бс,lлiаl све,г()NI вt,lсокой интенсtlвнOс,rи.

.1, ()ttltct,tBatя N.t}"Iitl,eнe:] белка WasCFP" автор приво7]Llт ряд
CIler(ll)i].lb}t},I\ _,titllIlыx M\"t,al{l,()B. однако подробно не описывае1 их свсrйств и

pa,з"ttt,ltlii Ijсilt;,(\,лI1,,гаIIташ,tll. В частности, из tIриведенных на рисунке 4.14

clIctttp()}J Il()I,jlOll(elI1,1я неясFIо, как иil,tенно бьпr отобран "мутант 1". спектры

lt()l.'t()lIIcIt1,1rl K()tOpO0,() }Ie,]llillli{,re"ilbHo оll]ичаются от спектров WasCFP,
;}. IIа lrill)i взгjlя.ll." было бы интересно tIодтвердить анионное состояние

,г1,1llttttl(lail:i с ll()\IOlltbк) я.rlерного N,IагнитFIого резонанса. как по Н,, так и по N,,.

lIp()c"le;,tlll] зii lttl,rcllei.i гlроl,t)t{а индо,rIЬ}lы]\,I фрагМен-t,ом хромофора при различных

1ltl, '),rtl \l{)|,]t.l бt,t clal,b ()коFltlа,ге,lьr{ыN.l лрямы\{ п()дтверItдением 1ог0. а{то

xllt1.1itltIltl1l .lciic t,iзtt ге.ilьtl() llдхOд1.1,tся в аlIlиоI][lоN,l сос].оян1,Iи.

5. Il .1ltccc1"ltattl.-tll flрис\.гстRует I)яд tlпечаток и неточностей. Например

l]rl.]l PllcYl,tK{]l] llil КОГOРЫХ ИЗОбРаЖены различные спектры озаглавлены

к[ Ilrtllrlttз,tсгtllitя ,)во"]lк)цlIя ). ().lевидно. что более уместными были бы

}1а,]tiаitия. OIt}lcыt]ill0ll(Ile ],о. ,t,гсr изображеtlо Hil рисунке" а1 не то. какие вывOды из
')'I'()I'(} C,:lejli1- l li.

lcrt tlc \tetlcc. переtlисленл{ые выIilе замечания не повлияли на обrцее

xOpOtt]cc l]I Ictlil,t jlclt}le tl,г рабсl,гы.

I {tlB t l,; t t;t l] ()б()с l I ()l]ial}{ l Iос гь l l0j]учен ных результатов

[] .trlcccllli.lIt},1ll Ill)с.,tсli,lв.lены новые данные по l{елON.{у ряду вопросов из

ilб l;.tc t t; Cltl1.1t}ltt,;l,t t;lt tll"rl огlесцеtl,г}Iых белков, хиN4ии их посттраЕсляционных

rltl.,1ttdl1.1 lcatlitii lt свСrоин;{),ц}lР\еN{ыХ проtlессоВ. ПО.;l1rченл{ые в резуjlьтате работы
бс.lttt1,1 ,lI]jlяк)l,ся }{оI]ыN,{LI N,IоJIекулярными инст,ру\,{ен,гаN,{и для флуоресцентной
\l Ll t(p()cli()Il I.1 I{.



рс l\

l lt)j l_\

I |()-I\ tlcIllII)lC l} рабtr гС,ti]lIные TtIlal,eJIbHO llроанализированы.

.]t,llll1,1 lIt, ttll1,1llllJill(}l соýtнеttий, Вывсlды диссертации
t i L] I l t i i,l \i }-i i i tl l:i рсз\ _]I b,l,i} I,itN,l.

а полученные

сOоl-веl,ствуют

пltсI :

3:tK.;lt{l.tell lle

I Ia tlclttltзalJI-,lli и,Jvttt]tl1.1я jtиссер,tации. автореферата. а таюке опубликоtsанных

iitil()I]{)\l }liiбt}I. я \,l()I,\/ зilli.,IюLiить. чl-о диссертациOнt{ая работа К.С. Саркисяна
i,lKI\il"IbIlil l1 Яlt;lЯСlСrt СОt}l)еNiеНFIЫN,{ НаУЧНыNI исс"|lедованием, вылолненl{ым на
li ысо к()\ I,)Kc l I epIl \I е}l,гаlл bI I()\.t ).ровне.

I)е,зr;lьtit,гi,l ,]tиссер,IацI]оFIr{о].] рабOты поJIучены впервые. Псl резу.пьтатаN4

.tllcСc}.}lillllI1,1 oIt\б.]IllIi()t]iU{ы tlетыре стill,ьи в peLleFIзl,IpyefuIbiх научных журналах.

{-}-\(l-tj"llIlI{\ l} iiCI:l,'t]1'111, }]Aii l)Ф. l]ОСГОВеРI,tOсть ре,]ультаll11в и выI]одов не вызывает

l]i)\iliC}lllI:i ..4i{]l()pc(l)cpi1l ll()rllIOCTьK) соотвеlствуеТ содержанi,lю диссертации и

}(()l]l1cKгll(] ()ll]ilitii-lcl ()сIlовIIые результа,tы и вьIводы диссертации.

/{иссе1"lгаIil]()lllIаtя рабогit Саркисяна Карена Сергееви.lа (ФлуоресцентFIые

бc.,ttilt с illltl()}Il]t)t\i x]:)o\{od)opo\4 на осFlове тригlтоd]ана) соответс.tвуе1

rрсбrllзlttlllялt. IIРе:l1>rlВ-ПЯе\lы\{ вАК рФ к кан/Iидатским диссертациям.

flr,rcccllrartltя c()(),llJclc,I,Bye,l гребованияп,t п. 9 кПоло>ltения о присуяtдении Vченых
ctcttcItcй>> (i l,ве1llttдlеltсl Ilост-аrtовлениеN,I Правительства РФ ol. 24.09.20lЗ N9842)

Д-'lЯ 1'|gi11'l1ii cIettcltlr l(аt,lДJ.i;ltаlга }IayK" а ее автор засJIуживает присуждения искомой
l,Icttr_lii сleilcIl1,I tiitll.i1,1,]Ial-a бисl-пtll,и.tеских наук по сI]еl{иальности 0з.01.0з
,, \,l tr. i'': к) "] lrll]i lil}l fr t ltl.,I(l 1,IJrl >>,

','uu'..1l.;ll,lГс-lЬIp-\'llllЬIсllеКI.pOсКOПИИoжK't|l'-ll'ti' 
э о, i/ , 2u,sa:/ft, мельник Боглан степанович
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