
ОТЗЫВ 

  официального оппонента 

на диссертацию Шенкарева Захара Олеговича «Структурно-функциональное состояние 

мембранных белков и мембраноактивных пептидов по данным ЯМР-спектроскопии», 

представленную на соискание ученой степени доктора физико-математических наук по 

специальности 03.01.02 – «Биофизика». 

 

Диссертация посвящена одной из наиболее трудных для экспериментального 

исследования тем в изучении структуры молекул, – структуре мембранных белков и 

пептидов в составе мембран. Получение структуры даже для водорастворимых нативных 

белков представляет собой сложную задачу, но сложность увеличивается многократно при 

исследовании комплексов мембрана – белок для всех структурных методов, в том числе и 

для ЯМР высокого разрешения, выбранного диссертантом в качестве основного 

структурного метода. Сложность заключается в том, что мембрана должна обеспечить 

растворимость, конформацию и динамику для исследуемого белка или пептида, но не 

должна мешать, своим присутствием, наблюдать за ними. В идеале надо сделать ее 

невидимой и бестелесной. Именно это и является самым трудным. Автор и его коллеги 

проделали огромную работу, чтобы получить замечательные структурные результаты.  

Наиболее простыми средами для солюбилизации и получения структурных данных 

являются изотропные среды, – органические растворители, однако они не могут создать 

условий существования белка, подобных мембранным, хотя и дают некоторое 

представление о том, что может быть в мембране. Еще более близкие к мембранным 

условиям дают анизотропные среды, существующие в воде в виде везикул и мицелл, что 

является очень хорошим приближением к условиям мембранной анизотропии. Однако, они 

имеют ограничения как из-за свойств, не полностью моделирующих мембраны, так и из-за 

больших размеров, маскирующих изучаемые объекты. Диссертанту и его коллегам удалось 

получить наиболее точно моделирующие свойства мембран липид-белковые нанодиски, 

отвечающие требованиям ЯМР-спектроскопии, встроить туда интересующие их объекты и 

получить уникальную структурную информацию. 

Актуальность данной работы очевидна. Мембранные белки участвуют во множестве 

важных процессов жизнедеятельности клетки, таких как рецепция, передача сигналов, 

молекулярный и ионный транспорт через мембрану и многих других. Даже небольшие 

изменения структуры этих белков нередко критичны для их функционирования. 

Исследование структуры и динамики мембранных белков и пептидов, а также установление 
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связи между структурой, динамикой и функцией этих молекул является одной из 

интереснейших задачей современной биофизики. Структурные исследования этих объектов 

важны и для решения прикладных задач биотехнологии, фармакологии и медицины, в том 

числе для разработки новых лекарственных препаратов. Особенно актуальным это является 

в наше время, когда возможности создания новых антибиотиков кажутся ограниченными 

перед проблемой возникновения новых резистентных возбудителей опасных болезней.  

Одним из наиболее мощных методов структурного анализа является ЯМР-

спектроскопия высокого разрешения, позволяющая получать не только пространственную 

структуру крупных биологических молекул, но и их внутримолекулярную динамику, что 

является чрезвычайно важным в понимании их функционирования. В настоящее время 

ЯМР-спектроскопия оказалась практически единственным методом, позволяющим 

получать экспериментальные данные по внутримолекулярной динамике и 

пространственной структуре белков и пептидов, которые не поддаются кристаллизации, в 

том числе и гидрофобных или амфифильных пептидных молекул.  

Диссертация состоит из: оглавления, списка сокращений, введения, семи глав, 

выводов и списка цитируемой литературы, и занимает 351 страницу, сюда же входит 108 

рисунков и 17 таблиц. Список литературы включает в себя 540 источников. Введение 

кратко описывает актуальность, цели и задачи, новизну и значимость данной работы. 

Обзор литературы написан на 76 страницах, включает 21 рисунок и 3 таблицы. 

Содержит в себе сведения о силах и взаимодействиях, которые стабилизируют структуры 

мембранных белков и пептидов. Кратко, но достаточно широко описан метод ядерного 

магнитного резонанса высокого разрешения и его многочисленные параметры. Этого, 

наверное, достаточно, чтобы неспециалисту в области ЯМР понять специальную 

терминологию, использованную в работе. Далее показаны возможности ЯМР в 

исследовании мембранных белков и пептидов. Очень хорошо описываются возможности 

применения различных изотропных и анизотропных мембраномоделирующих сред. 

Достаточно подробно описываются липид-белковые нанодиски, как альтернативная 

мембраномоделирующая среда, имеющая несравненно больше сходства с клеточными 

мембранами. Довольно подробно описаны антимикробные мембраноактивные пептиды, их 

структура, свойства, механизмы действия. Финальная часть обзора посвящена информации 

о структурной организации и молекулярных механизмах работы потенциалозависимых K+-

каналов, полученной не только ЯМР, но и другими структурными методами. Описываются 

модели потенциалозависимой активации. В целом обзор написан очень хорошо, много 

ценной информации, сведенной воедино и только той, что в дальнейшем понадобится 
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автору для обсуждения своих результатов. Его можно рекомендовать студентам и 

аспирантам, специализирующимся в этой области в качестве вводного курса. 

Вторая глава, – «Липид-белковые нанодиски – альтернативная среда для 

стабилизации «нативной» структуры и ЯМР-исследований мембранных белков и 

мембраноактивных пептидов», содержит 26 страниц текста, 13 рисунков и 3 таблицы.  

Целая глава посвящена очень важному вопросу о получении наиболее адекватной 

модели природных мембран, применимой в спектроскопии ЯМР. Внимание автора и его 

коллег было обращено на реконструированные незрелые частицы липопротеинов высокой 

плотности или липид-белковые нанодиски. Они состоят из фрагмента бислойной 

мембраны, окруженного димером аполипопротеина или специального белка MSP 

(membrane scaffold protein), – синтетического аналога аполипопротеина. Согласно 

современным представлениям эти объекты имеют форму диска толщиной ~ 4 нм, 

совпадающей с толщиной биологической мембраны. Различные аполипопротеины и белки 

MSP позволяют формировать нанодиски диаметром от 6 до 20. Фрагмент липидной 

мембраны такого нанодиска сохраняет многие биофизические свойства настоящих 

бислойных систем, например, в нанодисках наблюдается хорошо выраженный фазовый 

переход липидов из гелевого в жидкокристаллическое состояние. По сравнению с 

классическими мембранными миметиками, мицеллами и небольшими сферическими 

бицеллами, традиционно применяемыми в ЯМР-спектроскопии, нанодиски 

характеризуются рядом уникальных свойств. Они более стабильны, а фрагмент плоской 

бислойной мембраны в их составе гораздо лучше моделирует биологическую мембрану, 

чем сферическая динамически подвижная поверхность бицеллы/мицеллы. Нанодиски в 

отличие от липидных везикул характеризуются меньшими размерами, что значительно 

расширяет спектр экспериментальных методик, которые могут быть применены для 

исследования встроенных белков. Препараты, основанные на нанодисках, легко поддаются 

смене буфера, могут быть сконцентрированы или разбавлены. Кроме того, интегральные 

мембранные белки, встроенные в нанодиски, оказываются защищенными от 

нежелательных межмолекулярных взаимодействии, что обеспечивает стабильность 

белковых препаратов в течение длительного времени. Это является очень важным для 

получения необходимого набора данных из длительных ЯМР-экспериментов.  

В результате этой работы впервые теоретически и экспериментально была показана 

возможность применения нанодисков для ЯМР-исследований интегральных мембранных 

белков. Был предложен новый метод ренатурации (фолдинга in vitro) политопных и 

субъединичных спиральных мембранных белков, основанный на сборке комплексов 

белок/нанодиск напрямую из денатурированного состояния мембранного белка из раствора 
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жестких детергентов. Оказалось, что эффективность процесса ренатурации зависит от 

свойств липидных молекул, используемых для формирования нанодисков (заряд полярных 

головок, степень насыщенности жирнокислотных цепей). Общий выход рефолдинга в 

основном определяется эффективностью встраивания мембранных белков в нанодиски.  

На примере двух модельных водорастворимых β-структурных пептидов ареницина-2 

и NTII была исследована возможность применения нанодисков для изучения 

специфических взаимодействий пептид/мембрана и механизмов «мембранного катализа» в 

функционировании мембраноактивных антимикробных пептидов и нейропептидов, а также 

для исследования энергетики, стехиометрии и топологии взаимодействия 

мембраноактивных нейротоксинов с липидной мембраной.  

Основным недостатком предлагаемой среды являются сравнительно большие 

размеры мембраномоделирующих комплексов, что ограничивает ее применение для ЯМР-

исследований, хотя, по мнению диссертанта, существуют пути решения этой проблемы, 

заключающиеся в создание методами биоинженерии новых белков MSP, позволяющих 

формировать нанодиски меньшего диаметра. 

Третья глава «Исследование антибиотических пептидов, содержащих 

внутримолекулярные циклы» занимает 65 страниц, содержит 27 рисунков, 6 таблиц и 

представляет собой последовательное изложение экспериментальных данных, полученных, 

в основном, методами ЯМР-спектроскопии, их обсуждение и предполагаемые модели 

взаимодействия исследуемых объектов с мембранами.  

В частности, определена первичная и пространственная структура нового 

двухкомпонентного лантибиотика лихеницидина Lchα/Lchβ, и предложен возможный 

механизм его антимикробной активности (ингибирует рост многих грамм-положительных 

бактерий). В данном исследовании были использованы классические 

мембраномоделирующие изотропные среды: метанол, смеси метанол/вода и 

метанол/хлороформ, что позволило детально охарактеризовать конформационную 

гетерогенность молекул Lchα/Lchβ, обусловленную «медленными» (по шкале времен ЯМР) 

динамическими процессами. Наличие консервативных внутримолекулярных циклов, 

образованных тиоэфирными связями, говорит о важности ковалентных взаимодействий для 

биологический активности лантибиотиков. В то же время высокая внутримолекулярная 

подвижность пептида Lchα, позволяющая изменять взаимную ориентацию двух 

рецепторных доменов, соединенных гибким шарнирным участком, может играть важную 

роль в антибиотическом действии лихеницидина. 

Определена пространственная структура и энергетика образования тройных 

комплексов циклотиды (КВ1/КВ7)×(мицелла DPC)×(двухвалентный катион Mn2+) в 
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классических анизотропных мембраномоделирующих средах, – мицеллах детергентов, с 

использованием парамагнитных меток. Это позволило подтвердить наличие в молекулах 

циклотидов особой топологии дисульфидных связей, так называемого «цистеинового узла», 

которая придает необычайную жесткость пространственной структуре. Автор приходит к 

естественному, на мой взгляд, заключению, вытекающему из анализа представленных 

данных, о том, что основную роль в стабилизации пространственной структуры циклотидов 

играют внутримолекулярные взаимодействия, а за образование комплекса пептид/мембрана 

в основном ответственны неспецифические гидрофобные взаимодействия. Кроме того, 

важную роль в биологической активности этих объектов играет связывание двухвалентных 

катионов за счет специфических электростатических взаимодействий. Эти выводы 

подтверждены в более поздних работах ряда зарубежных авторов. 

Методами гетероядерной 1H,13C,15N-ЯМР-спектроскопии определена 

пространственная структура ареницина-2 (проявляет активность в отношении 

грамположительных и грамотрицательных бактерий и грибов), в водном растворе и 

классических анизотропных мембраномоделирующих средах: мицеллах детергентов и 

липид-детергентных бицеллах. Охарактеризована динамика основной цепи пептида, что 

позволило отследить изменения, возникающие при взаимодействии ареницина с 

мембраноподобным окружением. Совместный анализ полученных структурных данных, 

данных КД-спектроскопии и результатов электрофизиологических исследований позволил 

смоделировать возможный тип взаимодействия ареницина с липидными мембранами и 

предложить механизм антимикробной активности пептида, опосредованный его 

мембранной активностью. 

В работе впервые определена пространственная структура высокого разрешения 

димера β-шпильки ареницина-2 в мембраноподобном окружении. Кроме того, впервые 

показано, что конформация и динамика β-структурных антимикробных пептидов, 

стабилизированных дисульфидными связями, может значительно меняться при 

взаимодействии с мембраной. В то же время, дисульфидная связь в молекуле пептида 

важна, как для формирования конформации β-шпильки, так и для мембранной и 

биологической активности. 

Автор указывает также на примере этого исследования на необходимость 

тщательного анализа результатов, полученных в мицеллярных средах. Высокодинамичные 

мицеллы детергентов, вероятно, способны удовлетворительно моделировать гидрофобную 

составляющую взаимодействия пептид/мембрана, но использование детергентов 

различного заряда для моделирования электростатической компоненты этого 

взаимодействия может приводить к недостоверным результатам. 
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Методами гетероядерной 1H,15N-ЯМР-спектроскопии определена пространственная 

структура и динамика основной цепи аурелина – антимикробного пептида в водном 

растворе. Определена энергетика взаимодействия аурелина с липосомами различного 

липидного состава. Используя мицеллы DPC в качестве мембраномоделирующего 

окружения, определена возможная топология взаимодействия аурелина с липидной 

мембраной. Предполагается, что, пространственная структура аурелина определяется 

внутримолекулярными взаимодействиями (включая дисульфидные связи), а за образование 

комплекса пептид/мембрана, видимо, отвечают электростатические взаимодействия с 

полярными головками липидов. Для этого пептида рассмотрен также механизм 

взаимодействия с поровым доменом K+-каналов. Совмещение биологических свойств 

антимикробного пептида и токсина-блокатора в одной пептидной молекуле, описанное в 

данной работе для аурелина, не является уникальным. 

Четвертая глава посвящена исследованию линейных каналообразующих 

антибиотиков Aam-I и Zrv-IIB, изложена на 65 страницах, содержит 25 рисунков и 2 

таблицы. Aam-I и Zrv-IIB – пептаиболы – уникальные антибиотические пептиды, 

продуцируемые некоторыми почвенными полупаразитическими грибами. 

Результаты, полученные в ходе исследований пептаиболов, выявляют основные 

принципы, использованные природой при конструировании спиральных антимикробных 

пептидов, действующих на мембраны клеток, а также механизмы формирования ионных 

каналов этими пептидами.  

Исследование структуры и динамики Zrv-IIB в различных средах, моделирующих 

биологическую мембрану, показало, что пептид, независимо от свойств 

мембраномоделирующего окружения, формирует правозакрученную спираль, которая 

имеет достаточную «жесткость», для того, чтобы пронизывать гидрофобную часть 

мембраны и образовывать трансмембранные ионные каналы из связок спиралей. 

Стабильность спирали Zrv-IIB усиливает биологическую активность пептида. 

Исследование структуры и динамики другого пептида – Aam-I показало, что пептид, 

независимо от свойств мембраномоделирующего окружения, обладает конформационными 

флуктуациями в мкс-мс диапазоне времен, и эти обменные процессы вызваны переходами 

между правозакрученной и левозакрученной спиральной конформацией у ахиральных и 

α,α-диалкилированных остатков (Aib, D-Iva и Gly). Вероятно, именно эти структурно-

динамические свойства Aam-I ответственны за его низкую биологическую и 

каналообразующую активности.  

Сопоставляя результаты исследования Aam-I/Zrv-IIB и ареницина-2, автор 

выдвигает вполне естественное предположение, что конформационная подвижность 
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представляет собой дополнительное свойство, которое наряду с другими факторами 

(гидрофобность, амфифильность, заряд) определяет мембранную активность пептидов и на 

порядок ослабляет антибиотическую активности Aam-I по сравнению с гомологичным, но 

«стабильным» пептидом Zrv-IIB. Здесь убедительно показано также, что для спиральных 

пептидов, не обладающих зарядом, основным детерминантом мембранной активности 

являются гидрофобные взаимодействия. Именно эти взаимодействия определяют 

топологию комплекса пептид-мембрана и обуславливают переход молекул пептида в 

трансмембранное состояние в «тонких» мембранах, где толщина гидрофобного слоя 

меньше или равна гидрофобной длине спирали пептида. Этот важный вывод был сделан 

благодаря использованию автором «тонких» нанодисков на основе «короткоцепочечных» 

фосфолипидов (diC12:0). 

Следует еще раз подчеркнуть, что результаты только этого исследования, 

несомненно, будут полезны при дизайне новых или модификации природных 

антибиотических агентов, – задаче, которая приобрела особую важность в последнее время 

в связи с распространением патогенных микроорганизмов, резистентных к “классическим” 

антибиотикам.  

Пятая глава, «Исследование потенциалочувствительного домена канала KvAP», 

занимает объем 42 страницы, включая 22 рисунка и 1 таблицу, посвящена изучению 

структуры и динамики крупного (148 а.о. 17.3 кДа) мембранного белка – потенциал-

чувствительного домена калиевого канала KvAP (VSD-KvAP).  

Результаты, изложенные в этом разделе, явились первым успешным примером 

использования нанодисков для исследования политопного мембранного белка методом 

ЯМР-спектроскопии. Несмотря на то, что в проведенных исследованиях нанодиски играли 

лишь вспомогательную роль, метод скрининга мембранных миметиков, предложенный в 

этом разделе, основанный на сравнительном анализе 2D 1H,15N-спектров в детергент-

содержащих средах и нанодисках, показал, что структурные характеристики VSD-KvAP в 

том и другом – сходны. Поскольку большинство ЯМР экспериментов трудновыполнимы с 

применением нанодисков, удачный выбор мицелл позволяет наиболее точно воспроизвести 

присутствие мембраны. Таким образом, была охарактеризована вторичная и третичная 

структура, а также внутримолекулярная динамика VSD-KvAP в окружении мицелл. 

Наблюдаемая структурная организация объекта, содержащего большие полости, 

заполненные растворителем, согласуется с концепцией «сфокусированного электрического 

поля». Она предполагает, что основное падение трансмембранного потенциала происходит 

на небольшом участке в середине молекулы VSD-KvAP, длина которого значительно 
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меньше толщины бислоя. Именно через этот участок и осуществляется перенос 4-х 

элементарных положительных зарядов в ходе потенциалозависимой активации. 

Движения спиралей домена относительно друг друга, наблюдаемые в мкс-мс 

диапазоне времен, отражают конформационную лабильность, свойственную структуре 

домена. Возможно, такие движения являются прообразом высокоамплитудных 

конформационных перестроек, происходящих в домене при изменении трансмембранного 

потенциала. Полученные динамические данные согласуются с некоторыми известными 

моделями перехода из состояния покоя в активированное состояние для описания 

потенциалозависимой активации канала KvAP.  

Меняя состав мицелл, автор обнаружил, что структура VSD-KvAP может немного 

изменяться, представляя «расплавленное» или «предсвернутое» состояние, напоминающее 

состояние «расплавленной глобулы» водорастворимых белков. В «расплавленном» 

состоянии сохраняется компактная упаковка домена и до некоторой степени взаимная 

ориентация трансмембранных спиралей. Это состояние заметно отличается от 

денатурированного состояния, наблюдаемого в жестких детергентах. Автор показывает, что 

внутримолекулярные электростатические взаимодействия и двумерная упаковка липидного 

бислоя играют важную роль в стабилизации «нативной» структуры мембранного белка и 

подчеркивает, что ЯМР-спектры хорошего качества не всегда соответствуют «нативной» 

конформации мембранных белков. 

В этом разделе получен еще один интересный результат: показано взаимодействие 

на структурном уровне VSD-KvAP и β-структурного токсина VSTx1 (34 а.о., 4010 Да), 

ингибирующего потенциалозависимую активацию канала KvAP и некоторых других 

калиевых каналов путем специфического взаимодействия с потенциалочувствительными 

доменами. Было показано, что пространственная структура токсина, в основном, 

стабилизирована внутримолекулярными взаимодействиями, а за образование комплекса 

пептид/мембрана ответственны как электростатические, так и гидрофобные 

взаимодействия с липидами. При этом электростатические взаимодействия играют 

основную роль. Взаимодействие VSD-KvAP/VSTx1 во многом определяется начальным 

связыванием пептида с мембраной или миметиком мембраны. Встраивание в 

интерфейсный регион липидного бислоя придает токсину ориентацию, необходимую для 

эффективного взаимодействия с потенциал-чувствительным доменом и позволяет 

образовать комплекс со спиральными участками белка (S1-S2), погруженными в мембрану. 

При этом молекула токсина, образуя солевые связи со спиралью S3b, блокирует ее 

движения, ингибируя работу канала. В этом случае не требуется прямого контакта между 

молекулой токсина и «датчиком потенциала», – спиралью S4, ковалентно связанной с S3b. 
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Эти результаты существенно меняют устоявшееся мнение о механизме действия «вольт-

сенсорных» токсинов, в рамках которого постулируется, что основной сайт связывания 

токсинов локализован на «потенциалочувствительной лопасти» и, в частности, на спирали 

S4 потенциал-чувствительного домена. 

Шестая глава короткая, – 6 страниц, и представляет собой заключение – общее 

обсуждение всех полученных результатов. 

Седьмая глава – «Экспериментальная часть (Материалы и методы исследований)» 

описывает все операции, связанные с получением, очисткой, идентификацией объектов 

исследования, а также методы их исследования: получение и анализ экспериментальных 

результатов, математическая обработка и еще очень много всего, что может оказаться 

полезным для исследователей. 

Представленная работа описывает громадный экспериментальный материал, 

полученный автором в содружестве с его коллегами по лаборатории и институту. Даже, 

практически, простое перечисление наиболее интересных, на мой взгляд, результатов 

занимает не малый объем для отзыва. В работе содержится масса остроумных находок, 

тонких замечаний и предостережений, полезных для специалистов. Следует указать на 

лидирующее положение этого исследовательского коллектива и лично диссертанта в 

области изучения структурной организации мембранных белков не только в нашей стране, 

но и за рубежом.  

Диссертация написана очень хорошо, после каждого раздела следует резюме, со 

сжатым изложением полученного результата и его места в общей системе знаний по 

данному предмету. Тем не менее при чтении испытываешь трудности из-за чрезмерного 

количества введенных сокращений. Вполне понимая, для чего это сделано, выражаю свое 

мнение. Есть несколько незначительных замечаний, или скорее вопросов. На стр. 19 

автореферата (стр. 167 диссертации): рН~ 5/7 ?. Стр. 229: сравниваются две близкие 

величины 21,5 Å и 23,1 Å, но без представленной погрешности (вряд ли она менее 10%), 

эти значения почти одинаковы? То же на стр. 271: сравниваются 31 Å и 32 Å ? Стр. 305: при 

учете селективной Т1, почему шкалированы вверх именно на 20%? Стр. 307: задержки на 

эволюцию КССВ 3hJNC’ (τJ) составляли 133 или 139.4 мс, из- за учета температуры? Стр. 

313: что такое насыщение на мощности 125Гц? Стр. 314: Что такое нелинейное вписывание 

спектров в программе? 

Диссертационная работа Шенкарева Захара Олеговича, безусловно, является 

серьезным, законченным, научным трудом, выполненном на высочайшем 

экспериментальном и теоретическом уровне. Получены уникальные результаты и показаны 

перспективы дальнейшего успешного продвижения в столь трудной теме исследования. 



Основные положения диссертации отражены в публикацил( автора и в автореферате,

который полностью соответствует диссертации. По своей актуаIIьности и новиЗНе

представленного материала, уровню изложения, а Taloke по его теоретическому И

практическому значению диссертационная работа удовлетворяет всем требованиям ВАК, а

ее автор, Захар Олегович Шенкарев, несомненно, засJIуя(ивает присуждения искомОЙ

степени доктора физико-математических наук по специальности 03.01.02 биофизика.

Официальный оппонент, заведующий лабораторией ЯМР-исследований биосистем

Федерального государственного бюджетного учреждения науки Института теоретической и

экспериментальной биофизики РАН (ИЦБ РАН)

Щоктор ф.-м. н,, профессор

15 октября 20Т4г.

Кутышенко В.П.
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отзыв
официального оппонента на диссертацию ШЕНКАРЕВА ЗАХАРА ОЛЕГОВИtIА

КСТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАIIЬНОЕ СОСТОЯНИЕ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ И

МЕМБРАНОАКТИВНЫХ ПЕПТИДОВ ПО ДАННЫМ ЯМР-СПЕКТРОСКОПИИ>,

представпенную на соискание уrеной степени доктора физико-математических наук по

специzlпьности 03.0 1 .02 - кБиофизика>.

Поскольку я давно занимаюсь химией липидов и веду исследования по применению

наЕорЕвмерньж частиц, содержащих липидные молекулы, в качестве носитеJUI

ЛеКарстВенньж препаратов, работа Шенкарева Захара Олеговича представляла дJuI меня

НеСОмненньЙ интерес. В этоЙ работе подобные частицы (липосомы, мицеллы, бицеллы, а

ТакЖе нанодиски) бьrли использованы в качестве модели биологической мембраны дJuI

ИССЛеДОВания белковьтх и пептидньD( молекул методами ЯМР-спектроскопии в растворе.

ИССлеДование мембранньrх белков и пептидов, а также работы по созданию IIовьIх

НаНОРШ}МеРНЬЖ СИСтеМ, позвоJUIющих стабилизировать гидрофобные молекулы в растворе

явJuIются весьма актуatльными задачап4и современной фундаrrлентальной и прикJIадной науки.

ВО-Первьтх, определение структурной организации белков и вьuIсненио вопроса о том, с

КаКИМи структурно-динЕlп,lическими изменениями связано их функционирование, является

ОДНОЙ ИЗ кJIючовых проблем современной биофизики. Хотя основным методом структурной

бИОЛОГии в настоящее время явJuIется рентгеноструктурный анализ, ЯМР-спектроскопия

фаКтически незап{енима при исследовании молекул, не поддalющихся кристitллизации, а

ТаКЖе ПРИ необходимости полуIеЕия информации о динtlмике белков и механизм€lх

КОНфОРМационньD( переходов. Именно изrIению таких объектов и процессов, недоступЕьIх

ДjUI ИСследовtlния другими методЕlN,Iи, и посвящена диссертация Шенкарева З.О. Так, широко

ИЗВестны трудности, возникающие при кристаллизации мембранньur белков и пептидов в

ОТСУТСТВИИ Мембранного окружения, а также большая конформационнаJI подвижность этих

МОЛеКУЛ. Все эти обстоятельства делают работу Шенкарева З.О., в которой проведено

ИССЛеДоВatние структуры и динаI\,Iики ряда антимикробньпr пептидов и отдельного вольт-

СеНСОРНОГО ДОмена Ё-канала KvAP, важньIх для биологических и медицинских приложений,

в высшей степени актуаrrьной.

ВО-вторых, разработка методов инкапсуляции мембранных белков, и других
ГИДРОфОбньD( молокул в нанора:}мерные липид-содержащие частицы, дJuI сохранения их

аКТИВНОсТи в растворе, является одной из ключевьпr проблем современной биотехнологии и

МеДИЦИНЫ. Наличие подобньu< стабильньпr препаратов мембранньтх рецепторов, позвоJuIет

СТаВить задачи по высокоэффективному скринингу прототипов лекарств. Кроме тогоо



нанорвмерные носители необходимы дJUI доставки в р€вличные ткани организма,

химиотерапевтических препаратов, многие из которьD( плохо растворимы. То, что в

ДИССертации Шенкарева З.О. большое внимание посвящено рtu}витию новой технологии

липид-белковьIх нанодисков и ее применению в HoBbD( областях (ЯМР-спектроскопия,

бесклеточньй синтез белков, ронатурация белков) придает дополнительную актуЕtльность

представленной работе.

,Щиссертация изложена на 351 странице и построена по традициоЕному плану. Она

СОСТОИТ из введения, семи глав, включaUI закJIючение, выводов и списка литературы,

СОДеРжащего ссылки на 540 источников. Следует отметить, что диссертация довольно

ХОРОшо структурирован4 после каждого логически обособленного фрагмента (глава, под_

ГЛаВа) СлеДУет ((резюме), в котором в нескольких абзацах текста суммируются основные

полученные результаты.

СРавнительно больш.uI глава | (76 страниц) начиЕается с введения, шосвященного

ОПИСаНИЮ взаимодеЙствиЙ стабилизирующих структуру мембранньгх биомолекул. Это

ВВеДеНИе НеобхоДимо для пониманиrI поставленных задач и розультатов, пол)ленньIх в

работе. В основной части главы приведен обзор литературы по пяти темам. Первые две из

них посвящены изложению осIIоВ метода ЯМР-спектроскопии в применении к
ИССЛеДОВаНИЯМ мембранньD( белков и пептидов. Автору уд€lлось в простой дJuI понимtlния и в

ТОЖе BPeMrI СОДержательноЙ форме осветить соврем9нное состояние в этоЙ области науки и

показать круг нерошенньD( проблем. основной акцент сделан на ршличньтх способах

моделирования мембранного окружения в ЯМР исследова}Iиях. описаны свойства широко

применяеМьгх кмембраномоделируIощих) частиц, включая мицеллы, бицеллы и липосомы.

Три последние части глчlвы 1 посвящены описанию новьIх мембраномоделирующих частиц -
нанодискОв, иХ структуре, методаХ получения, и испоJIьзовЕшия, а также современному

состоянию науки в области изучения антибиотических пептидов, действующих на

мембранЫ, и потеIlЦиutл-зависимьrх Г каналов. Эти части литературного обзора необходимы

дJUI пониМании проблематикИ исследований проведенньIх в работе, которые сосродоточены

вокруг трех основньIх объектов/тем: липид-белковьD( нчtнодисков, антибиотических

пептидов и Г каналов.

Вторая' по моемУ мнеЕию' сап.{аrI вaDкнаЯ и в тоже времЯ краткrШ (27 страниu) глава

посвящена разработке новьIх методов применения технологии нанодисков. В этой главе на

примере дву:< белков К* канала KcsA и мембранного домена рецептора ErbB3 человека, а

тtкже нескольких мембраноактивных пептидов впервые покЕвчIна возможность

использования нtlнодисков для Ямр исследований мембранньпr биомолекул. Как оказалось,

несмотря на свои срtlвнительно большие ра:}меры (молекулярная масса более 100 к.Ща),



нанодиски могут использоваться дJUI полrIения структурной и динаN,Iической информации

методzlп{и ЯМР высокого рtврешения. Приоритет автора в этой области подтвержден

публикациями в высокорейтинговьж зарубежньтх (две статьи в J.Am.Chem.Soc 2008 и 2010

гг.) и российских (стати в журнале Биохимия 2009 г. и Acta Naturae 2014 г) изданил(.

Следует отметить, что эти работы бьши вьшолнены в условиях жесткой конкуренции,

первые результаты зарубежньтх исследователей были получены всего лишь на год позже

(статьи Gluck et аl и Raschle et al опубликованные в 2009 г в J.Am.Chem.Soc). Введение новой

среДы для ЯМР позволило автору полrIить ряд уникальньтх результатов при изучении

антибиотических пептидов и домена К* кана_па.

В главе 2 также приводится описании HoBbD( методов использования нzlнодисков дJUI

рекомбинантноЙ продrкции мембранньж белков. Эти методы вzDкны, т€к как именно

отсутствие уЕиверсальньD( систем продукции мембранньrх белков с (правильной>

пространственной структурой, затрудняет их исследовzIние и применение. В ходе

ПРОВеДенноЙ работы, автором была рассмотрена порспективнЕuI возможность применения

Нанодисков в системах бесклеточной продукции мембранньпr белков, а также предложен

Метод ренатурации рекомбинантньD( белков с использованием нанодисков и

аполипопротеинов. На двух модельньIх объектах, имеющих существенно ра}ное строение и

фУНКции (канал KcsA и бактериородопсин ESR) автором бьша продемонстрирована

Возможность прЕжтически количественного фолдинга мембранньrх белков в мембранЕж

НаНОДИСкОВ. Однако, наблюдаемм зависимость эффективности процесса фолдинга от

СТРУктУры липидов формирующих нанодиск, пок€вывает, что предложенный подход н9

ЯВJUIется универсальным и требует тщательной оптимизации липидного состава для

Ра3ЛИЧнЬж белков. Несмотря на это я считаю, что предложенный метод явJuIется большим

ШагоМ вперед, так как он значительно расширяет имеющийся довольно скудный арсенал

средств для ренатурации мембранньж белков.

Глава 3 (65 страниц) посвящена исследованию мембраноактивньтх антибиотических

ПеПТиДов из четырех различньпr семейств. .Щля каждого из изrIенньD( пептидов автор не

Только определил пространственную структуру и динаN{ику в мембраноподобной среде, и

ВЬUIВил взаимодеЙствия, ответственные за формирования комплекса пепти.ц/мембрана, но и

ПРеДЛОЖип модель, описывЕlющую возможный механизм действия. К основньпл результатаI\4

главы 3 можно отнести следующие.

(1) ИСполЬзуя комплекс метолов (ЯМР, масс-спектрометрия, секвенирование генов)

аВТОРУ, УДалось решить непростую задачу по расшифровке химической и пространственной

СТРУктУры двух пептидов из семейства лантибиотиков Lcho и LchB. Эта задача была

осложнена наJIичием большого количества посттрансJUIционньD( модификаций в пептидах.



По результатаN.{ исследований Шенкарев З.О. выск€ц!ал интересную гипотезу, о том, что

пептид Lcho может содержать два р€вличньIх сайта связываниrI липида II, что отличает его

от других известньD( лантибиотиков. В то же время предложеннaш модель действия

дву:<компонентного пептида Lcho/LchB согласуется с механизмами, ранее предложенными

дJuI описания антибиотической активности других лантибиотиков.

(2) В уникtIльньIх циклических пептидах, содержащих, так называемый, кзамкнрый

цистеиновьй узел), цикJIотидм Kalata Bl и Kalata В7, автору удалось вьuIвить

детерминанты, ответственIIые за связывание с мембраной и за координацию двухвалентньD(

катионов. Несмотря на то, что, как признает cEllu автор, последние исследованиrI указывalют

на связывание в этом сайте аN{мониевой группы молекулы фосфоэтанолzlмина, важнаjI роль

Катион-связывающего сайта в биологической активности пептидов была подтверждена

МНогими более поздними работалли. Фактически, Kztк и в слrIае с нанодиск€rп{и, результаты

представленного исследования послужили началом для целого напрrlвления в структурно_

функциона.пьньD( исследованиях растительньD( пептидов.

(3) В мембраноподобной среде бьша определена структура димера пептида

аРеНИцина, имеющего конформацию В-шпильки, ранее подобные структуры опредеJuIпи

ТОЛЬКО с низким рtврошением, используя методы ЯМР твердого тела. Были прослежены

ИЗМеНения в динatмике пептида возникающие при взаимодействии с мембраной и приведены

ОЦеНКИ ИЗменения конформационноЙ эЕтропии в ходе этого процесса. По результатам автор

ВЫСКДlывает интересную гипотезу о том, что в определении селективности взммодействия

аНТИбИОтических пептидов на мембраны различньтх организмов может играть роль не только

РаСпреДеление заряженньIх и гидрофобньuс участков на поверхЕости пептида, но тчкже и его

подвижность.

(4) Результаты исследоваЕиJI пептида аурелина, на первый взгляд, противоречат

КЛаССическому пониманию механизмов, лежащих в основе работы мембраноактивньD(

аНТИбиотиков и токсинов - блокаторов каналов, и тем эти результаты наиболее интересны.

ЭТОТ ПептиД одновременно, явJuIется слабым антибиотиком и (непрtlвильным)) токсином,

бЛОКИРУющим Г каналы при низких значениях рН (<6). Существует большое искушение

СПеКУлироВать о том, что аурелин явJUIется неким промежуточным эволюционным звеном

МеЖДУ аНТИМИкробньпли молекулами и токсинzIп{и, которыо, по современным данным, в

HeKoToPbD( СлУчzшх, деЙствительно произошли в ходе (дивергентноЙ> эволюции. Однако

автоР воздержиВаетсЯ от подобНого рода спекуляций, вероятно потому, что за молекулой

аурелина может таиться еще не описаннаJI мишень (канал, рецептор) или функчия.

В ГЛаВе 4 (65 страниц) подробно опис.lны результаты, пол)ленные дJuI дв)гх

спирапьньж каналообрzхlующих пептидов из семейства пептаиболов Aam-I и Zrv-IIB. В ходе



срЕlвнительного исспедования структуры и динtlмики этих гомологиtIньIх пептидов

Шенкареву З.О. удалось убедительно подтвердить гипотезу о том, что внуIримолекуJIярнiuI

ПоДВижность является важным фактором опредеJIяющим uжтивность каналообразующих

ПептиДоВ. Кроме этого в главе 4 описьrвшотся еще два интересньIх результата. Во-первых,

ЭтО наб.тподение кооперативньIх пореходов сравнительно бопьшого фрагмента пептида Aam-I

(8 остатков) между конформациями с различным направлением закругки спирали. Во-

ВторьIх, это успешное использовtlние системы ((тонких)) нанодисков, содержащих

короткоцепочечные липиды, для того чтобы стимулировать переход спиральной молекулы в

трансмембранное состояние.

Все результаты, пол)ченные в ходе исследований, описанньD( в главах З и 4, имеют

бОЛьшУю важность дJuI создания новьж антибиотиков. В частности, эти результаты

УКаЗыВают на то, что при коЕструировании новьIх антибиотиков, необходимо rIитывать не

ТОЛЬКО Общие своЙства молекулы, гидрофобность, заряд, Ео и ее конформационную

ПОДВИЖЕОСТЬ.

В главе 5 описаны результаты исследоваIIия вольт-сенсорного домена канала КчАР в

РаЗЛИЧЕЬТх средах. Выявлена зависимость структуры и динtlN,Iики домена от своЙств

МеМбРаномоделирующего окружения, в частности, показано, что в средах, содержащих

анионные детергенты, домен находится в ((ненативном)) состоянии схожем с состоянием

РаСПЛаВЛеННОЙ глобулы водорастворимьж белков. Также бьrли определены

термодинаN{ические параметры перохода домеЕа из (расплавленного) состояния в

((НаТИВНОе>>. Описание (расплавленного) состояния, с)дцествование которого у мембранньrх

беЛКОВ ранее не предполагаJIось, явJuIется важным шагом в решении проблемы фолдинга
МеМбРанньпr белков, одной из важньD( задач современной биофизики. Использование

НаНОдисков, содержащих липиды р€вJIичного состава, позволило предположить, что

((ПЛавление) структуры связано с разрушением системы межспиральцьж солевьIх мостиков,

СТабИЛИЗирУющих домен, отрицательно заряженными головкtl]чIи детергента.

ПО РезУлЬтатам исследованиrI ((нативIIого) состояния домена, наблюдаемого в

МеМбРаНах нанодисков и мицеллах нейтра-пьньrх детергентов, автором впервые для

МеМбРаННого белка были описаны взаимные движения трансмембранньIх спира-пей с

ХаРаКТерными временами микросекунды-миллисекунды. На основании динzlп{ических

ДаННЫХ Высказано предположение о возможньж конформационньж перестройках вольт_

сенсорноГо домена при потеНциалозависимой активации. Одним из важньD( результатов
исследований cTarro построение модели комплекса вольт-сеЕсорного домена с токсином из

яда паука Grammostola spatulata, который влияет на процессы потенциtlл-зависимой

активациИ. Впервые покЕваIIо, что дJUI блокировки активации домена нсобязателен прямой



I контакт между молекулой токсина и датчиком потенциаJIа - спирщIью 54. Результаты,

rrолученные в этой главе, вЕDкны как для создания HoBbD( мотодов ренатурации мембранньж

белков, TEIK и для разработки HoBbD( лекарственньн препаратов, нацеленньD( на лечение

судорожньж расстройств и аритмий, таких например как синдром удлиненного интервала

QT.

В главе б - заключение, коротко розюмированы основные результаты работы и

приводитоя их обсуждение. Сучtмирована и вьцелена роль отдельньIх взаимодействий и

факторов ответственных за структуру и функцию мембранньтх биомолекул.

В главе 7 описаны объекты исследования, материалы и методы, использованные в

диссертационной работе. Кроме ЯМР-спектроскопии в работе использованы современные

методы биохимии, молокуJIярной биологии и молекулярного моделированшI. Разнообразие

экспериментальньD( методов и чрезвьIЕIайно высокий современный мировой методический

уровень исследований З.О. Шенкарева производят очень большое впечатление и вьцеJuIют

его рабоry среди тех, с которыми мне довелось познакомиться в последние годы.

.Работа очень сложнчш, требует чрезвычайной концентрации, несмотря на отличньй

науrный язык и прекрасIrые илJIюстрации. В диссертации решались очень непростые

многопарап,rетрические задачи.

В качестве недостатков, нисколько не подвергающих сомнению основные результаты

и выводы работы, я бы указа.lt следующие.

В литературном обзоре, несмотря на его большой объем, уделено мало внимания

альтернативным сурфактантным системап,I, не содержапIим детергентов, дJIя стабилизации

мембршrньтх белков и гидрофобньпr соединений в растворе. Некоторые из подобньпr систем,

тЕкие, нzшример, как ал,rфифолы (Amphipols) и липидrые частицы стабипизиров€lнные

СополимераIvIи стирола и малеиновоЙ кислоты (Styrene Maleic Acid Lipid Particle, SMALPs) в

последнее время 
"9g 

qатцо используIотся дJuI стабилизации мембранньrх белков, и в принципе

моryт составить серьезную конкуренцию, технологии нанодисков, разрабатьтваемой автором.

Тем удивительнее выглядит отсугствие описания этих синтетических сурфактантов в

литературном обзоре и результативной части диссертации.

При обсуждении результатов сравнительного исследования каналообразующих

антибиотиков Aam-I п Zw-lIB (глава 4) Шенкарев З.О. делает вывод, о том, что повышеннtul

поДвижность ослабляет сродство к мембране и кана.пообразующую активность пептидов.

ОДнако автор совсем не обсуждает тот факт, что для функционирования ионного канала,

бУДu то канал, сформированньй пептидом или белком, необходима HeкoToparl

КОНформационнаJI подвижность. С этой тоIIки зрения следует отметить, что даже в

СТабильном, по мнению автора, поптиде Zry-IIB наблюдаются значительные



внугримолекуJIярные движениJ{ на нескольких диапазонах вромен (стр. 227-229). На мой

ВЗглJIд, более правомерньпл был бы вывод о том, что дjul наибольшей активности, нужна

какiш-то оптимtlльЕzul ап{плитуда и временной диапа:!он внугримолекуJIярньIх движений,

Koтopall конечно зависит от функции пептида/бепка.

Эти заrrлечани\ впрочем, нисколько не умаляют HecoMHeHHbD( достоинств работы.

Колосса.пьный объем проведенньIх исследований, и их высокий уровень, соответствующий

межДународным стандартам, обеспечивttют высокую достоверность всех ocHoBHbD(

результатов и выводов. Результаты работы прошли апробацию на престижньrх российских и

международньтх конференциях. Основные результаты исследования Шенкарева З.О.

полностью отражены в публикациях в ведущих рецензируемьD( научньD( журналах. Список

публикаций включает 63 работы, в том числе 23 статьи в рецензируемьD( изданиях из списка

ВАК, главу в монографии и 3 патента РФ. Текст автореферата полностью оц)ажает основные

экспериментttльные результаты и выводы диссертационной работы.

Суммируя сказанное можно закJIючить, что по качеству вьшолненньж исследований,

ПО Их объему, значимости и наrшой новизне диссертация Шенкарева З.О. <Струкryрно-

фУнкциопальное состояние мембраншых белков и мембраноактивных пептIцов по

ДаНЕым ЯМР-спектроскопии) представJuIет собой законченное исследовzIние, которое

МОЖно квалифицировать как новое крупное научное достижение в области биофизики.

Работа соответствует всем требованиям, предъявJIяемым в п. 9 и п. 10 <<Положения о порядке

ПРиСУЖДения ученьж степеней>, утверждеЕного Постановлением Правительства Российской

ФеДерации от 24.09.2013 г. N9842, а ее автор заслуживает присуждения ученой степени

доктора физико-математических наук по специальности 03.01.02 - биофизика.

Профессор кафедры органическаrI химия

МИТхТ им. М.В

Каплун А.П.
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