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Актуальность темы диссертации

,Щиссертация Волынцевой Д.Д. посвящена разработке подходов

молекулярного моделирования для изучения структурных особеННоСТеЙ

образования межмолекулярных контактов в комплексах потенци€Lл-

управляемых к€шиевых канаJIов семейства Kvl с пептидными блокаторами

семейства CI,-КТх. В настоящее время мало работ, посвященных р€lзработке

алгоритмов оценки условий формирования аффинности и селектиВносТи ПРИ

связывании токсина и канала. В связи с этим автор исследовutл молекУлярные

механизмы взаимодействий порового домена потенциал-управляеМоГО

каJIиевого канЕLла Kvl иIIи его комплекса ; пептидными блокатоРаМИ

семейства ш_КТх. Щля достижениrI указанной цели были сформулироВаны

конкретные задачи, связанные с разработкой моделей калиевого канала Kvl,

гибридного канала KcsA-Ky1 и их комплексов с пептидными блокатораМи, а

также проведен анаJIиз структурных особенностей блокаторов и канаlrа ПРИ

взаимодействии модифицированных пептидных блокаторов с каналом.

Степень обоснованности и достоверности научпых положениЙ, выводов,

рекомендаций и заключений

,Щиссертация Волынцевой Д.Д. изложена на 163 страницах

машинописного текста и включает введение, литературныЙ обзор, МаТеРиаJIЫ

и методы, результаты и обсуждение, закJIючение, выводы, сПисоК

публикаций по теме диссертации и список литературы, состоящий из 344



наименований. Работа содержит 40 рисунков и 10 таблиц. В обширном

обзоре литературы диссертации представлена классификация данЕых о

пространственной структуре, механизме действия каJIиевых канаJIов и

блокаторов, а также их комплексов. В обзоре дается исчерпываюrций анализ

использования современных методов молекупярного моделированиrI для

реализации задачи диссертации. В главе Материалы и методы подробно

оцисаны вычислителъные методы моделированиrI структур потенци€Lл-

управляемых каJIиевых каналов семейства Ку1 и пептидных блокаторов. в

главе Результаты и обсуждение подробно изложены результаты

моделирования структур нативных каналов Ку1 и гибридных каналов KcsA-

kv1, структур .пептидных блокаторов и комплексов к€tlrиевых к€tлиевых

канагIов с пептидными блокаторами, характеристики лок€tгIьного

распределения аминокислот в белках при связывания аджитокСина 2 С

каналом КсsА-Куl.З, а также представлен анаJIиз структур комrrлексов

каналов Кчl.б и KcsA-Ky1.6 при связывании нативноЙ и мутанТныХ фОРМ

аджитокспна 2 с KaHzuIoM KcsA-Kyl. 1 .

Новизна проведенных исследований и полученных результатов

В диссертации Волынцевой А.Щ. . 
"..rопiзованием 

моделирования по

гомологии по шаблону кристаллографической структуры комплекса

гибридногО канаJIа Kyt.2-2.1 с харибдотоксином (ChTx) впервые

исследоВаны структуры комплексов каJIиевых канuLпов Ку1.1, Куl.З и Kv1.6 с

пептидными блокаторами семейства с-КТх. Автором доказано, что

разработанный подход позволяет выявить механизмы подстройки структуры

молекулы токсина и канаJIа в процессе формирования комплекса и, таким

образом, предсказать изменениrI аффинности блокаторов после их мутации.

считаю, что одним из достижений диссертации Волынцевой д.д.

является детаJIьное и четкое описание молекулярного механизМа связывания

кшIиевых KaH€UIqB Кч1.1, Ку1.3 И Kv1.6 с пептидными блокаторами из яда

скорпиона. Автор впервые дает дет€Lльное описание и

молекулярного взаимодействия белков, учитывая их тип и
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кан€шами Kv1.1, Куl.З и Ку1.6, отвечающие за аффинность и специфику

связывания близких по структуре блокаторов.

В работе Волынцевой Д.Щ. док€вана воспроизводимость образующихся

гибридными канаJIами KcsA-Kyl.X (Х:1, 3, 6), что важно для анализа

механизма связывания блокатора с помощъю модельных систем гибридных

канаJIов. Апробированный автором аJIгоритм расчета энергии связываниrI

позволил выявить р€tзличия в связывании пептидных блокаторов с

к€IJIиевыми каналами Ку1.1, Кч1.3 и Куl.б, которые документированы

некоторыми эксперимент€Lльными данными. Очевидно, этот подход можно

использовать в качестве метода предварительноЙ оценки переД ПровеДеНиеМ

экспериментов iп silico и iп vitrо.

Научная новизна и практическая значимость работы

Результаты работы Волынцевой А.Д. представляют практическ}ю

значимость для далънейших фундамент€Lпьных нау{ных исследований основ

функционированиrI кЕLлиевых канаJIов и процессов связываниrI

высокомолекулярных соединений и9 в частности, изу{ения структурных

основ аффинности и селективности пеtIтидных блокаторов при

взаимодействии с кан€шами. Конструирование селективных блокаторов на

основе проведенного детапьного анаIIиза механизма связывания с калиевыми

каншIами важно для биоинженерии и разработки лекарственных средств на

фор* пептидных блокаторов или молекулярных

Все это важно как для современной молекулярной

также важные для формирования комплексов аминокислотные осТаТКИ

токсина. Анализ позволил Волынцевой А.Д. выявить

вариабельные контакты в ряду комплексов пептидов с

белков канала

консервативные

и

и

контактов в комплексах токсинов семейства ш-КТх с натиВныМи Куl.Х И

основе мутантных

биосенсоров iп vivо.

физиологии и биофизики, так и для формирования методологии

направленной терапии заболеваний, связанных с изменением числа каIIиевых

канапов. Разработанный Волынцевой А.Д. алгоритм мохtет быть

использован при моделировании формирования комплексов других кан€uIов с



пептидными лигандами. Очевидно, что особенности строения

высокомолекуJUIрных комплексов допжны исполъзоваться в }п{ебных кУрсах

по биофизике и физиологии человека и животных.

Значимость результатов, полученных в диссертацииl для науки и

практики

Отмечу, что в диссертации Волынцевой Д.Д. проведена дет€tлъная

разработка эффективных способов построения структур биологичеСКИХ

макромолекул и их комплексов с лигандами, что важно для исследования

механизмов функционирования канаJIа и кJIетки, а также для решения

прикJIадных задач. Предложенный Волынцевой А.Д. алгоритм, включающий

моделирование порового домена к€UIиевых кан€шIов с fIептидныМи

блокаторами по гомологии, молекуJIярную динамику и выбор ориентации

блокатора в сайте связывания канала, позволил впервые вьuIвить

особенности структурной организации KaH€LJIoB Кчl.Х (Х:1, 3, 6), KcsA-

Кчl.Х (Х:1 , З, 6) и их комплексов с токсинами скорпиона. ПроведенныЙ

автором анаJIиз общей организации комплексов канаJIов KcsA-Kyl.X (Х:1,3,

б) с пептидными блокаторами доказ€uI высокую консервативность структуры,

а также стабильность образующихся комплексов. Важной особенностъю

сформировавшегося комплекса является специфический поворот токсина в

сайте связываниrI KaHыIa и лок€Lльная подстройка Р-петель кан€UIа, а также

у{астие аминокислотных остатков блокатора, лок€шизованные на fIлато,

образованном Р-листом.

Результаты проведенных Волынцевой А.Щ. исследований на мутантных

формах токсинов моryт исполъзоваться как дJuI фундаментапьного из)чения

структурных основ взаимодействий в комплексах макромолекул, так и ДЛя

разработки детектир}тоlцих систем и высокоэффективных лекарственных

средств для терапии аутоиммунных и невропатических заболеваний.
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Замечания по диссертационной работе в целом

хорошее впечатление динамического

замечаний отмечу следующее:

исследования. В качестве

производит

некоторых

1. В разделе о на)пIной новизне диссертационной работы рассМаТриВаеТСЯ

возможность использования разработанного аJIгоритма для комплексов

Других кzUIиевых каналов с пептидными лигандами. Были ли проведены

такие исследоваътия?

2. Литературный обзор занимает 65 страниц, составляя чуть более ОДНОЙ

трети от всей диссертации, что представляется несколъко избыточныМ. В

частности, широко обсуждается разнообразие пептидных блокатОРОВ (""

структуры, связывание с канаJIами, медицинские аспекты), в то вреМя КаК В

экспериментаJIьной части работы изlплается взаимодействие с кан€UIаМИ ЛИШЬ

блокаторов из ядов скорпионов. Кроме того, подробное описание МеТОДа

моделирования броуновской динамики, который практически не

используется в настоящее BpeMrI, едва ли является оправданныМ, В ТО BpeMrI

как методам расчёта энергии связывания с помощью моделИроВаНИЯ

молекулярной динамики уделено, на мой взгляд, недостаточно вниМанИЯ,

хотя эти методы явJIяются основным рабочим инструментом автора.

З. Остается неясным, как определяется расrrоложение ионов к€tпиrl В

селективном фильтре канаJIов при рентгеноструктурном ан€uIизе, а также

принцип выбора и роль положениrI ионов к€Lпия при мопекУЛЯРНОМ

моделировании структур KaH€uIoB с блокаторами.

4. Неясно, как был рассчитан суммарный теоретическиЙ заряд KaHuuIoB и

токсинов, на основе которых было сделано предположение о механиЗМе

распознавания токсинами КVl канаJIов на пп€lзматиt{еской мембране.

Вместе с тем, указанные замечания не умаляют значимости

диссертационного исследования и не влияют на главные резулъТаТы РабОТЫ.

,,Щействительно, Волынцевой А.Щ. выпоJIнен детальныЙ анализ иЗвесТных и

соботвенных данных, сформулирована модель потенци€Lл-управляеМЫХ
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каJIиевых KaH€lJIoB, пептидных блокаторов и их комплексов, tIроведена оценка

энергиИ связывания канuUIов с блокаторами. По матери€tлам диссертации

опубликовано 7 статей в журн€Llrах, входящих в перечень ВАк РФ, и 17

тезисов в сборниках научных конференций.

Общая характеристика диссертационной работы

Щиссертация ВоЛынцевой АленЫ,Щмитриевны отвечает требованиям,

установленным Московским государственным университетом имени

м.в.ломоносова к работам подобного Рода. Содержание диссертации

биологическим наукам), а также критериям, оrrределенным пп. 2.|-2.5

ПоложениrI о присуждении ученых степеней в Московском госУДарсТВеННОМ

университете имени М.В.Ломоносова, а также оформлена, согласно

приложениям Nэ 5, б ПоложениrI о диссертационном совете МосковскОГО

государственного университета имени М.В.Ломоносова.

Таким образом, соискатель Волынцева Алена ,Щмитриевна заслуживаеТ

присуждения ученой степени кандидата

специальности 03.01 .02 - кБиофизика>.

биологических наук по

Официалъный оппонент:

Максимов Георгий Владимирович

профессор, доктор биологических наук,

профессор кафедры биофизики

биологического факультета

Федерального государственного

бюджетного образовательного учреждения

высшего образования

<Московский государственный университет

имени М.В.Ломоносова))

6



Контактные данные:

тел.: +7 (495) 9З9-19-66, e-mail: gmaksimov@mail.ru

Специальность, по которой официаJIьным оппонентом

защищена диссертация|
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