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Актуальность темы диссертации

.Щиссертационнчш работа Волынцевой Алены .Щмитриевны посвящена изучению

структурной организации потенци€ш-управляемых к€lлиевых кан€uIов семейства Ку1, а

также их комплексов с токсинами - поровыми блокаторами, выделенными из яда

скорпионов. Потенциал-управляемые каJIиевые канапы представляют собой

трансмембранные белки, контролирующие перепос ионов К- через кJIеточную

мембрану в ответ на изменение мембранного потенциапа. Эти канапы широко

распространенны в организме человека и выполIшют разнообразные физиологические

функции и рассматриваются в качестве перспективных мишеней для лечения

дисфункций оердечно-сосудистой, нервной и нервно-мышечной систем организма, а

так же аутоиммунных заболеваний.

Тематика работы связана с решением нескольких актуальных научных проблем

современной биофизики и молекулярной биологии, - пониманием механизмов работы

каJIиевых KaHыIoB и механизмов лиганд-рецепторных взаимодействий (аффинности и

селективности связывания) на уровне пространственной структуры. Кроме ТОгО

работа актуitльна и с rrрактической точки зрениrI. Решение задач постаВленных В

диссертации, tIозволяет применrIть новые прикJIадные подходы для соЗдаНия

высокоэффективных лекарственных средств, направленных на терапию заболеваний,

связанных с нарушениrIми функционированиrI кitпиевых кан€Lпов.

Общая характеристика диссертационной работы

Представленная диссертационн€ш работа Волынцевой А.Щ. изложена на 163

страницах машинописного текста и состоит из введения, литературного обЗОРа,



матери€tлов и методов, результатов и обсуждения, закJIюченII;I, выводов, списка

гryбликаций по теме диссертации и спиака цитируемой литературы, состоящего из З44

наименований. Работа содержит 38 рисунков и 10 таблиц.

Во введении сформулированы цели и задачи исследованиlI, обоснована

актуzLпьность, новизна и практическая значимость работы.

В Литературном обзоре приведена информация о классификации кiLлиевых

кан€lпов и) действующих на Еих, пептидных токсинов, Приведены имеющиеся

экспериментаJIьные данные о пространственной структуре, механизме

функционированшI и физиологической роли потенци€tл-управляемых кчlJIиевых

канапов и их пепгидных блокаторов, а также образуемых ими комплексов. Подробно

освещены современные исследованиrI терапевтического потенциапа црименения

пептидных блокаторов в лечении болезней человека. В обзоре уделено внимание

вопросам применениl{ современных методов молекулярного моделирования для

исследованиrI каJIиевых каналов и их комплексов с лигандами, а также для проведения

расчетов энергии связываниrI канапов с блокаторами.

В разделе Материалы и методы описаны используемые методы

молекулярного моделированиrI и анаJIиза полученных данных. ,.Щается описание

методики компьютерного моделирования, включающей моделирование порового

домена кlJIиевых каналов с пептидными блокаторами по шаблону известной

структуры комплекса гомологичного токсина и канала, молекуJIярную динамику

системы в водно-ионном окружении, отбор предпочтительной ориентации блокатора

в сайте связывания целевого канала и анализ всех образующихся взаимодействий, а

также расчета энергии связываниrI токсинов с Ку1 каналами методом потенциirпа

средней силы.

Раздел Результаты и обсуждение вкJIючает результаты исследованиlI

динамики к€lлиевых канаJIов Kvl.X (где Х : l, 3, 6) млекопитающих и гибридных

канаJIов KcsA-Kyl.X, на основе бактериального белка KcsA, трех пептидных

блокаторов - токсинов из ядов скорпионов (аджитоксин 2, кitлиотоксин и токсин

OSKI), а также их комплексов. Несмотря на общую гомологию rrространственной

организации, эти токсины имеют разIryю селективность взаимодеЙствия ПО



отношению к рiвным канапам Кvl.Х. Описаны структурные особенности комплексов,

приведена классификацIбI межмолекулярных контактов по типам взаимодействий, на

уровне отдельных остатков. На интерфейсах связываниrI выделены консервативные и

вариабельные остатки, проведена относительнiш оценка силы контактов на основе их

стабильности в процессе молекуJIярной динамики.

В результате работы, впервые детztльно описаны интерфейсы связываниlI

поровых доменов канrшIов Ку1.1, Кч1.3 и Куl.б с токсинами скорпионов, а также

выявлены факторы, ответственные за рitзлиtlиll в аффинности взаимодействия

токсинов с разлшIными кан€Lлами, на уровне отдельных остатков и функционztпьных

Iрупп. На основе проведенного анализа интерфейсов tIредложены мутантные формы

аджитоксина 2 (R3lG и НЗ4К) обладаrощие сниженной и повышенной,

соответственно, аффинностью к KaHELлy Kyl.1, по сравнению с токсином дикого типа.

Методом потенциlLпа средней силы рассчитаны свободные энергии образования

соответствующих KoMIuIeKcoB. Рассчитанные энергии качсственно согласуются с

результатами эксперимент€UIьных измерений констант диссоциации комплексов iп

yitro.

Новизпа и значимость проведенных исследований и полученных результатов

Все результаты получены Волынцевой А.!. впервые, являются оригинilIьными

и значимыми с точки зрениrI биофизики, Йолекулярной и структурной биологии.

Результаты работы имеют значимость для дальнейших фундаментiLпьных

исследований основ функuионированIбI кtUIиевых канапов и процессов связывания

высокомолекуJIярных соединений и) в частности, изучения структурных основ

аффинности и селективности пептидных лигандов с белками мишеIuIми.

Практическая значимость работы заюIючается в рztзработке нового подхода

позволяющего, сравнительно быстро моделировать структуры комплексов канiLпов с

пептидными блокаторами, а также продлагать и предварительно вttлидировать

модификации блокаторов, меняющие их селективность. Щанные о пространственной

структуре комплексов канал-блокатор, а также новые методы моделирования,

необходимы для созданшI новых лекарственных препаратов. Результаты работы также

моryт быть использованы в учебном процессе.



Представленная диссертационная работа выполнена на высоком уровне. В

качестве недостатков, нисколько не подвергающих сомнению основные результаты и

выводы работы, я бы указал следующие.

1. В части литературного обзора, описывающей рttзличные семейства токсинов

животных, действующих на калиевые канаJIы, приведена устаревшая

классификациrI спирttпьных токсинов. Так согласно современным данным

токсины анемон BgK и ShK относятся к одному структурному тиrry (так

называемый ShК-мотив), вкJIючающему множество различных молекул из

морских беспозвоночных, а также отдельные домены более крупных белков

позвоночных животных и млекопитающих.

2. С методической точки зрениrI, использование вышеупомянутого комплекса в

качестве основного шаблона вызывает ряд вопросов. Из-за усредненLuI четырех

различных ориентаций токсина в кристatплической ячейке, этот комплекс имеет

чрезвычайно низкое рzlзрешение в области контакта токсин-канап.

Конформационная гетерогенность субъединиц канала не рtlзрешается, а

ключевой остаток Lys токсина, блокирующий селеюивный фильтр канiulа, не

наблюдается на картах электронной плотности. В этом случае следовutJIо

больше опираться на данные других методов, например спектроскопии ЯМР.

Одна из таких работ, описывающая структуру комплекса мутантного варианта

KcsA с харибдотоксином подробно описана в литературном обзоре. Однако

другие подобные исследования не упомянуты. Например, в работе (Takeuchi et.

о|., Structure, 2003) была исследована структура комплекса KcsA с

аджитоксином 2. Было бы уместно хотя бы качественное сравнение

экспериментtlльных данных ЯМР с результатами моделированvIя, пол)лIенными

в диссертационной работе.

3. Молекулярное моделирование систем KaHiuIoB с блокаторами проведено в

водной среде и для поддержаниr{ структуры трансмембранных сегментов

использовilлся подход, основанный на фиксации координат атомов в

соответствующих областях канала. Тем не менее, липиды необычайно важны

для функционированиrI кыIиевых каналов, например, прочно свяЗанные



ЛИПИДНЫе МоЛекУлы ранее наблюдались в кристzlJIлическоЙ структуре

химерного канапа Кч1.212.1, а также оrrисаны для канала KcsA. Необходима

мотивировка выбора именно этого протокола моделированиrI.

4. На стр. 134 работы приводится довольно (fiутаное> оrrисание результатов

вычислениЙ свободноЙ энергии формированиJ{ комплексов аджитоксинД(у1.1.

Так использованное выражение (уменьшение энергии связываниrI)) обозначает

не уменьшение стабильности комплекса, а наоборот ее увеличение. Под словом

ЭНеРГI1UI аВТор, Видимо, подрtlзумевitл свободную энергию образования

комплексq которая имеет отрицательные значениlI для стабильных комплексов.

Сделанные замечаниlI не носят принципиitльного хараюера и не могут существенным

образом повлиrIть на общую, положительную оценку работы.

Суммируя сказанное, можно закJIючить, что диссертация Волынцевой А.Щ.

является актуtlпьным и законченным научно-ква",Iифицированным исследованием,

выполненном на высоком научном уровне. Полученные в диссертации основные

РеЗУЛЬТаТы и сформулированные выводы соответствуют положенIбIм, выносимым на

ЗаЩиту, и не вызывают сомнений в их достоверности. Автореферат диссертации

адекватно и полно отражает содержание диссертационной работы. Основные

результаты диссертационной работы прошли успешЪую апробацию на Российских и

международных конференциях. Результаты представлены в 17 публикациях, из

коТорых Три - ЭТо сТаТьи В реценЗирУеМых на)п{ных изДанIIUIх ИЗ сПиска Вдк.

flиссертационная работа Волынцевой Алены Щмитриевны отвечает всем

требованиям, установленным Московским государственным университетом имени

М.В. Ломоносова к работам подобного рода. Содержание диссертации соответствует

паспорту специitJIьности 03.01.02 - <Биофизика> (по биологическим наукам), а также

КРиТериrIм, определенным пп. 2.1-2.5 ПоложениJI о rrрисуждении ученых степеней в

МОСковском государственном университете имени М.В. Ломоносовц а также

ОфОрмлена согласно приложенIбIм J\b 5, б ПоложениrI о диссортационном совете

Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова.



Таким образом, соискатель Волынцева Алена Щмитриевна заслуживает

присуждения ученой стеfIени кандидата биологических наук по специальности

03.0 1 .02 - кБиофизика>.

Официальный оппонент:

Щоктор физико-математических наук,

ведущий научный сотрудник, руководитель

группы структурной биологии ионных каналов

Федерального государственного бюджетного

учреждения науки <Институт биоорганической

химии им. академиков М.М. ТIIемякина и

Ю.А. Овчинникова Российской академии наук)

ШЕНКАРЕВ Захар Олегович

Контактные данные:

Тел. +7 (903) 7 |7 -62-7 8, e-mail: zakhar-shenkarev@yandex.ru

Специальность, по которой официальным оппонентом защищена диссертация:

03.01.02 * Биофизика

Адрес места работы:

||]997, Российская Федерация, Москва, ГСП-7, ул. Миклухо-Макл&я, д. 16/10

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки

Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и

Ю.А. Овчинникова Российской академии наук

Тел. +7 (495) 335-01-00, e-mail: zakhar-shenkarev(@yandex.ru

VZr",оr( /!pg )оа2
Подпись сотрудника организации

З. О. Шенкарева удостоверяю

в. д, 0лЕйн

учЕный с

.i8

ffii%
}IБх рАн

6


