


 

позволяющих стабилизировать структуру рекомбинантного белка. Среди 

прочих методов себя хорошо зарекомендовало введение в белок 

искусственных дисульфидных связей. Однако и для  этого есть 

лимитирующий фактор: определение оптимального участка для введения 

цистеинового мостика, являющееся отправной точкой этого подхода, 

практически полностью определяет успешность стабилизации структуры 

белка. Молекулярное моделирование, чаще всего используемое для этой 

задачи в настоящее время, требует больших вычислительных мощностей и 

при этом не всегда гарантирует надежный результат. Намного более удобный 

и доступный метод предлагается Нагибиной Г.С. в ее диссертационной 

работе. Особенностью разработанного автором подхода является 

уменьшение количества вариантов позиций для введения дисульфидных 

мостиков – предлагается рассматривать лишь участки, называемые автором 

«ослабленными», т.е. потенциально наиболее уязвимые к дестабилизации. 

Для определения «ослабленных» участков используются свободно доступные 

программы, предсказывающие нативно-развернутость, например, PONDR-

FIT и IsUnstruct. Важно отметить, что эти программы просты в 

использовании и выполняют необходимые вычисления за минуты, что дает 

предложенному методу преимущество перед упомянутой выше 

молекулярной динамикой. Предлагаемый диссертантом метод дает 

исследователям и индустрии новый и удобный инструмент для решения 

важной проблемы дестабилизации структуры рекомбинантных белков. 

Научная новизна и оценка достоверности результатов и выводов 

исследования. 

Диссертация Нагибиной Галины Сергеевны отличается ясностью и 

последовательностью, в полной мере раскрывающей ход исследовательской 

работы и значимость полученных ею практических результатов и 

фундаментальных выводов. Сформулированные выводы соответствуют 

поставленным задачам. Методологический уровень работы находится на 



 

высоком уровне как за счет использования современных физических, 

биохимических и вычислительных методов, так и за счет обоснованных и 

ясных постановок экспериментов и контролей. Все полученные автором 

экспериментальные результаты являются новыми и прошли апробацию на 

международных и российских конференциях. По теме диссертации автором 

опубликовано 4 статьи в журналах, входящих в перечень ВАК. Личный вклад 

Нагибиной Г.С. подтверждается тем, что во всех публикациях она является 

первым автором. 

Основным результатом диссертационной работы является разработка 

нового подхода для увеличения стабильности структуры белка, 

отличающегося простотой и доступностью. В основе метода лежит введение 

искусственного дисульфидного мостика в «ослабленный» участок 

стабилизируемого белка. «Ослабленным» участком считается участок 

полипептидной цепи белка, предсказываемый программами типа PONDR-FIT 

и IsUnstruct как нативно-развернутый. Использование разработанного 

подхода для белка Gαo привело к повышению его температуры плавления на 

4 градуса. Автором было показано, что стабилизирующим эффектом 

обладает именно введение дисульфидной связи в предсказанные участки: 

исследование двух  белков (HmaL1 и AaeL1) показало значимые различия в 

стабильности у форм с дисульфидной связью, введенной в «ослабленные» и 

структурированные участки.  

Оценка содержания выполненной работы в соответствии с 

требованиями ВАК. 

Диссертационная работа Нагибиной Г.С. имеет структуру, 

соответствующую установленным правилам ВАК, и состоит из введения, 

обзора литературных данных, материалов и методов исследования, 

результатов и обсуждения, выводов и списка литературы. 



 

Глава «Обзор литературных данных» отражает современное состояние 

исследований по теме диссертации. В ней также формулируются и 

обсуждаются основные недостатки и ограничения существующих методов 

стабилизации белков, преодоление которых является одной из целей 

диссертации. Глава содержит три параграфа. В параграфе «Дисульфидные 

связи в белках» автор обозревает современное представление об 

искусственных дисульфидных связях, особенностях их дизайна (включая 

описание и анализ вычислительных методов) и приложений. В параграфе 

«Программы, предсказывающие нативно-развернутые участки в белках» 

проводится подробный анализ существующих теоретических подходов для 

предсказания нативно-развернутых белков. Приводится современная 

классификация этих методов, которых рассмотрено более 40. Для наиболее 

известных и популярных приведено подробное описание. Анализ также 

включает сравнение эффективности описанных методов. Параграф 

«Характеристика белков, исследованных в работе» посвящен описанию 

функциональных и структурных особенностей объектов исследования: 

белков Gαo из Drosophila melanogaster, L1 из Aquifex aeolicus и L1 из 

Haloarcula marismortui.  

В главе «Материалы и методы исследования» подробно и ясно 

изложено описание всех экспериментальных процедур и параметров 

программ, использованных в теоретической части исследования. Изложение 

позволяет использовать раздел для воспроизведения результатов 

диссертационной работы. Среди многочисленных используемых физико-

химических методов исследования белков можно выделить спектроскопию 

кругового дихроизма, электрофоретические исследование подвижности 

белков, флуоресцентную спектроскопию, дифференциальную сканирующую 

микрокалориметрию, эксклюзионную хроматографию. В параграфах, 

касающихся теоретической части исследования, отдельно описаны методы 

анализа аминокислотных последовательностей, визуализации структуры 

белков и программы по предсказанию нативно-развернутости. 



 

Третья, заключительная, глава представляет результаты 

экспериментальной проверки предложенного в диссертации подхода. 

Логически работа разбита на две части: апробация подхода на белке Gαo 

(параграф «Стабилизация α-субъединицы Go-белка Drosophila melanogaster») 

и проверка фундаментальных предположений, лежащих в его основе, на 

примере двух других белков (параграф «Исследование белков L1 из 

Haloarcula marismortui и L1 из Aquifex aeolicus»). В общем для каждого белка 

описана и обсуждена следующая экспериментальная рамка. Первым этапом 

является использование программ, предсказывающих нативно-развернутые 

участки (PONDR-FIT и IsUnstruct) для поиска «ослабленных» участков белка. 

Целью следующего этапа является «закрепление» этих участков за счет 

введения дисульфидных мостиков. Для этого в структуре белка выбирается 

пара сближенных (около 4-5 Å) и взаимонаправленных аминокислотных 

остатков, замена которых на остатки цистеина приведет к завязыванию 

дисульфидной связи. 

В параграфе «Стабилизация α-субъединицы Go-белка Drosophila 

melanogaster» автор описывает пилотный эксперимент, в котором сразу 

решает нетривиальную задачу: исследовать влияние введения дисульфидной 

связи в белок Gαo, для которого неизвестна пространственная структура. В 

этой части работы разработанный метод используется так, как 

предполагается использовать его в широкой практике и позволяет оценить 

его применимость и удобство. Анализ аминокислотной последовательности 

белка Gαo позволил обнаружить «ослабленный» участок во втором домене 

белка. Поскольку пространственная структура белка Gαo неизвестна, для 

проектирования дисульфидной связи в исследуемом белке использовалась 

известная пространственная структура гомологичного белка Gαo из другого 

организма. Перед исследованием изменения стабильности белка был 

использован метод спектроскопии КД для того, чтобы убедиться, что 

введенная аминокислотная замена не нарушила структуру белка. Для оценки 

изменения стабильности автор исследовала процессы тепловой денатурации 



 

белка Gαo дикого типа (контроль) и мутантной формы с дисульфидной 

связью. Методом дифференциальной сканирующей микрокалориметрии 

показано, что введенная в «ослабленный» участок дисульфидная связь 

привела к повышению температуры денатурации белка Gαo на 4 градуса.  

Положительный результат, описанный в предыдущем параграфе, 

вполне закономерно вызывает вопрос о том, что именно приводит к 

повышению температуры денатурации белка – введение цистеинового 

мостика именно в «ослабленный» участок или закрепление определенных 

элементов вторичной структуры белка. На этот вопрос призваны ответить 

эксперименты, описанные в параграфе, посвященном исследованию белков 

L1 из Haloarcula marismortui и L1 из Aquifex aeolicus. Автор предлагает 

достаточно изящную постановку эксперимента, при которой влияние 

локальной пространственной структуры на стабилизацию структуры белка 

исключается. Основная идея эксперимента заключается в том, чтобы выбрать 

такую пару белков, структура которых будет похожа, а аминокислотная 

последовательность – различна. «Ослабленность» участка связана с 

аминокислотной последовательностью и будет различаться в структурно 

похожих участках при правильном подборе такой пары. Автор проверяет 

гипотезу о том, что введение цистеинового мостика в структурно похожие 

участки с разной степенью «ослабленности» приведет к разнице в 

результатах исследования изменения стабильности и структуры такой пары 

белков. В паре белков L1 из Haloarcula marismortui и L1 из Aquifex aeolicus, 

удовлетворяющей описанному выше условию, найден участок в 

аминокислотной последовательности с различающимся предсказанием 

нативно-развернутости. В белке HmaL1 этот участок предсказан как нативно-

развернутый, а в белке AaeL1 – как структурированный. С помощью 

наложения пространственных структур этих белков подтверждено, что 

найденные участки образуют одинаковые структурные элементы. После 

введения максимально похожих по положению дисульфидных связей, 

исследуется их влияние на стабильность структур двух белков. Результатом 



 

эксперимента по плавлению раствора белка HmaL1 являются повышение 

температуры на 10 градусов в случае введения дисульфидной связи в 

«ослабленный» участок (показано методом спектроскопии КД). При этом 

использование методов КД и ДСК позволило убедиться, что дисульфидная 

связь, закрепляющая структурированный участок белка AaeL1, не повлияла 

на его температуру плавления. Многообещающим результатом является и то, 

что стабилизированная форма белка HmaL1 сохранила часть своей 

функциональной активности, что было показано методом эксклюзионной 

хроматографии.  

Глава завершается Заключением, в котором автор кратко резюмирует 

основные выводы диссертации и предлагает возможные применения 

полученных результатов в фундаментальных исследованиях. 

Значимость результатов для соответствующей области науки и 

рекомендации по использованию результатов и выводов. 

Диссертационная работа Нагибиной Г.С. содержит результаты, 

представляющие как фундаментальную, так и прикладную значимость. 

Исследование влияния стабилизирующих дисульфидных мостиков на 

участки белков с разным уровнем «ослабленности» при схожей структуре 

само по себе имеет важный фундаментальный смысл. Зависимость 

изменения стабильности не от структуры белка, а именно от 

«ослабленности» его аминокислотной последовательности дополняет 

современные знания о взаимоотношении последовательности и структуры 

белка и может служить почвой для дальнейших исследований в этой области. 

Практическая значимость работы не вызывает сомнений. 

Разработанный и воспроизводимо описанный метод может быть использован 

для расширения возможностей белковой инженерии и управляемого дизайна 

белков с заданным уровнем стабильности. Поскольку показано, что при 

использовании метода возможно сохранение активности стабилизированного 



 

белка, разработанный подход может оказаться важным и перспективным для 

индустрии и биотехнологии. Подобное заключение позволяют сделать и 

другие позитивные особенности метода: доступность и простота 

использования программ-предикторов, скорость анализа, превосходящая 

другие подходы и удобство интерпретации результатов предсказания. 

Диссертационная работа Нагибиной Г.С. предлагает как метод, являющийся 

хорошей альтернативой существующим для исследовательских лабораторий, 

так и перспективный задел для доработки и вывода на производственный 

масштаб. 

При анализе работы возникли следующие вопросы и замечания: 

1. Для чего необходимо повышать стабильность структуры белка? 

Введение замен аминокислотных остатков может отрицательно повлиять на 

биологическую функцию белка, учитывает ли это предложенный подход? 

2. Для стабилизации структуры в работе использованы искусственные 

дисульфидные связи. Пробовал ли автор использовать для той же цели 

солевые мостики, точечные аминокислотные замены? 

3. Получен ли кристалл стабилизированной формы белка Gαo? 

В то же время эти недостатки не являются существенными и не влияют 

на общую оценку диссертационной работы Нагибиной Галины Сергеевны. 

Заключение. 

Диссертационная работа «Метод стабилизации структуры белков, 

основанный на определении и закреплении их «ослабленных» участков» по 

своей актуальности, объему выполненных исследований, научной новизне и 

научно-практической значимости несомненно удовлетворяет требованиям 

(п.9 «Положения о порядке присуждения ученых степеней», утвержденного 

постановлением Правительства Российской Федерации от 24.09.2013 г. 

№842), предъявляемым ВАК к диссертациям на соискание ученой степени 
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