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Представленная работа посвящена исследованию nолимеризующих свойств 

двух новых рекомбинантных силикатеииоnодобных беJiков из морской губки 

Latrunculia opш·inae для оnределения возможности их использования в nолучении 

редких по своей форме кремниевых наноструктур. В nоследнее время структурные 

соещrнения кремния разш1чной стеnеют сложности и уnорядО'lешюсти находят 

широкое Применеине в разви.вающихся отраслях современной nромышлещюсти, 

таких как оmике, электроникс ~~ вычислИ'Телъной технике. Однако большинство 

способов •юлучеш-tЯ кремниевых наноструктур связано с испош,зованием 

экстремальных темnератур, иlfИ сложных условий синтеза. Изучение нроцессов 

формирования сm~кул у rубок r1ривело ученых к поню.1анюо молекулярных основ 

биосю:!}lфикации. Спикупы прсдставля10т собой новый вид биоминералъных 

фотош1ых кристаллов, хорошо nропускающих свет в видимом 11 ближнем ИК­

лиапазонах и обладающих новышеиной гибкостыо в сравнен•m с nрО,\!ЬJШленными 

кварцевыми волоконными световодами. Было установлено, что нроцссс 

биосишrфикации у rубок КО11тролируют силикатеины белки-гомолоrи 

цистеивовых nротеаз семейства L, катеliсннов, относящихся к суnерсемсйству 

вапаиновых nротеаз. Также известно, что сипикатеины сnособны конденсировать 

молекулы предшественника - тетраэтоксисилана (ТЕОС), с образоваЮ!ем 

кремниевых изноетруктур определсшюй фор~!ЬI в условиях окружающей среды. 

Данное свой(:тво силикатешiов легло в основу исследования способности 

образовывать кремниевые ваноструктуры белка~m губки Latrunculia oparinae сем. 

Demospongia, установленны~ш по структурной гомологии как силикатеин LoSilA 1 

и силикатсивоподобный катеnсин LoCath. Однако nолучение данных белков из 



глубоководного nриродного источника соnряжено с трудностями добычи губок и 

очистки продукта. Таким образом, актуальность темы диссертационного 

исследова!lИЯ Д.Г. Ка~1спева определяется необходимостью разработки новых 

сnособов получения кремниевых на~IОстрУJ--тур на основе рекомбиnаtrrных 

силикатеиноподобных белкон и созданюr для этих целей рекомбmiаНТitых или 

тра11сrенных суnсрлродуцеtгrов этих белков на основе бактерий или растений с 

устойчивой системой эксnрессии. 

Научная новизна работы заключается в том, что автором впервые получены 

J'систические конструкции, несущие rены силикатеина LaSilA 1 и флуоресцентного 

белка GFP дnя устаповлсния впуrриклеточной :юкализацин силикатеина в 

кмлусных культурах и трансгенных модельных растеви:ях, что может быть 

исnользовано в оnтимизаLtИИ методов вьщеления Силикатеинов и получения 

:>ффективных культур-продуцентов. Вnервые получены данные о формировании 

отдельных кристаллов оксида кремния с nомощыо рекомбивантного силикатеина 

LaSi/AJ и силиJ<атеиноподобноrо катеnсина LaCath. Впервые на экстрактах 

трансгенных культур табака N. /аЬасшп, экспрссс11рующих силякатеин LoSilA 1, 

nоказана возможность создания новых эффективных биотехнологических систем 

полу•Jеиия наночастиц серебра. 

ДиссертаLt11Я имеет стандартное 11остроение: включает обзор литературных 

данных, методическую и эксnериментальную части, заключеiiНс, выводы и сnисок 

цитируемой литературы. МатсриальJ диссертации изпожены на 101 странJЩах и 

илтострированы 6 таблица)tи и 22 рисунками. Список литературы содержит 125 

наименований. 

Во nведении автор обосновывает необходимость nредпринятого исследования, 

ныбор объектов исследования и модельных генетически модифицируемых систем 

для разработки биотехнологического способа nолучения nродуктов исследования. 

Однако в объявляемой цели работы стоит исследование каталитических свойстн 

рскомбинантиых силикатсиноподобных белков, что должно nодразумевать не 

только копстатацшо факта nротекания ката.;rnтического процесса формирования 

наноструь.-тур кремшtя в присуrствiiН ::пих белков, но и оnределение кинетических 

параметров реакции, таких как константа Мих.аэлиса, число оборотов фермента, 

эффективность биоката.низатора, которые в диссертации не были представлены. 



Оrсюда вытекает, trro не все поставленные залачи соответствующим образом 

отражены в выводах. Также в n.З автор заяtтяет nолучить рекомбинантный штам~1 

E.coli для синтеза силикатеина и катеnсина, но в выводах об этом не уnоминает, 

акце1пируя nнимание лишь на nолучение трансrеююй культуры табака N. tabacwn 

для экспрессии силикатсина LoSilAJ. Это не умаляет значимости проделаиной 

работы диссертантом , но указывает на необходимость в будущем более корректно 

формулировать цели и задачи. 

Обзор даrшых !11-tтературы написан хорошим научным языком и вюпочает 

новейшую шпсратуру no теме диссертационной работы. Хорошо изложены данные 

по молскуш•рным особенностям, физИl<о-химическим свойствам и 

физиологической роли силикатешюподобньLх пептидов и других, со11уrствующих 

процессам биоминсрализации и биосилификаuии, белков из различных 

биологических объектов, включая диатомовые водоросли, покрытасеменные 

растения, магнитосамвые бал'Терии, хиrин- и кремнийсодержащие 

бесnозвоночные. Особое внимание уделено исследованиям структур, свойствам и 

функuиям гибких стекловидных образований губок - спикул, содержащих 

силикатеины, катеnсинь• и другие вспомоrателыtые белки. Проведен глубокий 

анализ первwnюй и третичной структур силика·rеинов и катспсинов, а также 

филогенетический анализ, из которых были выявлены наиболее консервативные и 

функwюналы1о-значимыс участки их каталитических до~tенов, указьmающие на 

общность проиехождешw. Однако не совс.ем поняnю, почему 

силикатеиноподобный белок губки LoCath, обладающий доказанной автором 

крс.\fШiй-полимеризующсй ал-rнnностыо, был 0'!11есен к катепсинам. Наличие 

силикатеинавой активности и большей структурной rомоJюrии с силикатеинами, 

чем с катепсинами, за исключением одного а~mноюtслотиого остатка в активном 

центре (циетеина), склоняет к мысли, что LoCath может быть синикатсином. 

Вероятно, данная .\i)IТЗЦИЯ не сильно отразилась на фуНКЦИJо природliОГо 

силикатеина, Jшбо она могла возникнуть на каком-нибудь этапе клонировании. 

Бъто бы не nлохо в следующих работах nовторить эксперимент по амплификаци_н 

и клонированию кДНК этого белка, а также провер~rrъ у него наличие nротеззной 

активности. Несмотря на это, содержание обзора литературы в цеJtом 

свидетельствуст о том, что автор хорошо орие1ггируется в исследуе.\tОй проблеме, 



включая ~1етоды nоJrучевия rетерологических экспрсссиоииых систем для 

биосинтеза реко~tбинантных белков эукариот, визуализации траuсгеш!Ьrх белков в 

клетке, получения чистьrх прсnаратов этих белков. Подробно освешена проблема 

nолучеllНЯ нанокристаллов оксида кремния нужной формы и сИJггеза наночастиц 

различньrх металлов. 

Методологический nодход автора адекватен для выполнения поставленной 

задачи. Использован большой набор биохимических, цитологических и физико­

химических метод01~ и генно-инженерных подходов для исследоваиия. Особенно 

актуалы1ы освоенные автором методы получения генетических векторов и 

трансrепuых растений. Одлако, для читателя данной работы было бы noлCЗI:iЫJ\1 

узнать номер плаз~mды pPZP, взятой за основу для получения бинарного вектора, а 

также видеть карту nлазмиды pPZP-H.CS2, кассетного вel\-ropa pSAT6, либо ссьmку 

на литературный источник, или nроизводителя. Жслатепьно обосновывать выбор 

плазмид, если это связано с выбором подходящего промотора и/или селективного 

маркера, способа трансформации с помоJJ.tЬю агробактерий, указать, кем они 

nредоставлены. В п. 2.15. 11е указан способ высвобождения белков из растительных 

клеток перед двухстадийной аффинной очисткой, если предполагалось получать 

целевые бедки в культуральную среду, то надо было это отметить и указать 

объемы и концентрации белкового раствора nеред нанесением 11а колонку. В о. 

2.1 8. автор в качестве контроля сnособности трансгенного табака к фtJТосинтезу 

наночастиц серебра указывает лишь нетранегенные каллусные культуры растения, 

а r1po коатроль образца с nлазмидойбез рекомбивантноrо силикатеи~.а 1тишет лишь 

в обсуждении резулr,татов в п. 3.4. В эксперименте с r1олучением наночастиц 

табака 1-1е хватает трансrе11110Й камусной культуры табака с «nустым вектором», 

т.е. без гена силикатеина. Как оценивалась статистическая значимость полученных 

даJшых? Несмотря на возникшие вопросы, все прюfенею1ые в исследовании 

методы совре~1енны и соответствуют мировому уровmо. 

РезультЗ'!ЪI и их обсуждение изложеffы на 42 страницах. Этот раздел написан 

хорошо, имеет вН)-rреtпnото лоrи<Jескую связь и информативен. Проведсна большая 

работа по количественному оnределению изоформ силикатеиное роговой губки L. 

oparine методом ПЦР в реальном времени, чтобы выявить наиболее активно 

эксnрессируюшуюся форму бепка - силикатеин LoSilAJ. Создано и 811робировано 



несколько вариа.rгов J<онструкций, вкшочая бифуNкциональную гибридную 

конструкцию с фпюорофором GFP, для генетической модификаци~и клеток­

••родуцс•пов рско~tбинантных силикатсинов и катепси11а. Исследованы nродукты 

реакции аолимеризащш кремния in vilro в присуrствии рскомбинантпых 

снлккатеиноподобных белков с 11омощыо микроскопии, в результате •1его было 

выявлено, что форма и размер кристаллов зависят от концсmраци:и 

nредшественников и времени инкубации. Автор nолагает, что формирование более 

крупных и гетерогенных по форме кристаллов в nрисуrствии 

СIШИJ<атсиноnодобпого белка LoCath может указывать на nреимущественно 

нсфермеtrгатив11ый .\tсханизм реакции, •rro доказьmаст его nринадлежиость к 

катепси11ам. Ощшко степе11ь отл.ичия и механизм действия белков LoCath и LoSilAJ 

следуст nодтвердить а11алнзом их катаннтических показатслей в дальнейших 

исследованиях. Интересно будет также проа.iализировать I<Онтакты остатков 

активного центра Силикатеина LoSilA 1 и катепсина LoCath с субстратом методом 

молекуляриого докиига или суперпозиции с nодходящИJvt прототипом , чтобы 

онредслить степень влия11ия мозаичной структуры на субс-rрат-связываJОщую 

функцию. Тем не менее следует отметит,,, что в данной диссертационной работе 

автору вnервые удалось получить с помощью силнкатсинов отдельные кристаллы 

редкой тетра•·ексаэдралъной формы, тогда как ранее были извест11ы лишь случаи 

образования аморфных отложений кремния и друз кристаллов. Более того, автор 

заявил о создании трансгсн J JЫХ кwшусных JIИRИЙ культуры табака для обеспечения 

рекомби11антного силикатеива роговой губки L. oparinae свойствами природного 

белка посттрансляцион110й модификацией. В nодтверждении этого было бы 

неплохо сравнить свойства белков, полученных в результате биосинтеза в E.coli и 

растениях. Однако автор выявил 11 изучил неравномерное распределение GFР­

меченного Силикатеина в клетках и каллусах. Автор отмечает, что основная часть 

белка скаnтrоается в мембранах, возможно в тельцах вюJюче11ия, этим объясняя 

11евысокий уровеJLь экспрессии растворюrой формы силикате}mа. Существуют ли 

способы nовышения уровня :жспрессии растворИJvtой формы силикатеива в 

растениях, и насколько стабипен такой силикатеии, можно ли проверить наличие 

его постr·р~шсляциошiой модификации в результате такой гетеролоrи<теской 

экспрессrш? Автор обещаст, что влияние гена силикатеина на стабильность 



трансформации, реnродукт~вную функцию расТСЮIЯ и способность накапливать 

кремний до образования кремниевых структур будут изучены в скором времени. 

Интересны н важны данные по ВдИЯВИ1() рекомбивантноrо силикатениз на 

процессы фитосиiПсза напо•rасrиц серебра. Количесrво nолученных rомогсни:ых 

навочастиц. сфор~шрованных nри смеuтвании эксrрактов трансгенной культуры с 

нитратом серебра, в 3 раза nревышает контроль, косвенно нодтвсрждая 

функциональносrь и металлполимернзующне свойства peкoмбlffiaJmlOГO 

СИJIИ](атеина в растительной клетке, что наряду с возможностыо получения 

упорядоченн~ых кристаллических струюур оксида кремния может быть таюке 

использовано в биотехнологии. 

Заключение и вьшоды соответствуют материалу диссертации. Основные 

данные, nривсденвыс в диссертационной работе, отражены в оnубликованных 

статьях. Автореферат достаточно nолно представляет материалы диссертацяи. 

В целом работа Каменева дм~rrрия Геf!Надъевича выглядит дос-rаточяо 

интересной и информативной, за искнючением некоторых вышеупомянутых 

замечаний и nожеланий. Замечаню1, связанные с оформлением работы, такие как 

опечатщ стилистические неточлости, nун:ктуация, несоответствие пунктов 

разделов в автореферате и диссертации, не снижают ценности представленпой 

работы. 

В итоге можно сделать следующее заключение. Диссертац~ Каменева 

Д.>,.t}ffJ)ия Геннадьевича по содержанию соответствует специальности 03.01.06 -

биотехнолог~ (в том числе нанобиотехнологии), и имеет несомненную науч ii )'Ю и 

практичее-.-ую ценность. Диссертационная работа Каменева Дмитрия Геннадьевича 

является завершенным исс.rrедованисм в рамках поставленной научно­

исслсдоватет,ской цели и вносит существенный вклад в развитие биохи?<IШ:! 

морских бесnозвоночных, биотехнолОJ'ИИ при~енсвия их 11ервичнъrх метаболитов ­

силикатеm-юnодобньiх белков, ЛИ I<в•щирусr nробелы в знаниях об их фунющи и 

nолимеризующих свойствах. По актуальности темы , стеnени обосноваmюсти 

научных положений и выводоrJ, достоверности и новизне результатоо, их 

значимости для науки и нрактики, диссертационная работа отвечает требованиям, 

nредъявляемым к кандидатским диссертациям , а автор работы заслуживает 



nрисуждения ученой стеnени кандидата биологических наук no сnецнал:ьности 

03.01.06- 6иотех11олоrия (в то~1 числе 11авобиотехнологии). 

Старший науч11ьтй сотрудвик лаборатории морской биохимии 

Федерального rосударствешюго бюджетного учреждеuия науки Тихоокеанский 

институт биоорга11ической химии им. Г.Б. Елякова Даль11свосточноrо отделешJЯ 

академии наук, кандидат биологических наук 
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Сведения об оrшоиеrпе 

по диссертационной работе Каменева Дмитрия Геинадьеви'lа 
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