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Лакказа это фермент катализирующий окисление широкого спектра фенольных

субстратов и некоторых неорганических ионов с сопутствующим восстановлением

молекулярного кислорода до воды. Лакказы были обнарухены в грибztх, насекомых,

бактериях и растениях. Эти ферменты характеризуются наличием трех медь содержащих

центров Т|, Т2 и Т3 с рчrзными окислительно-восстановительными потенциалами. Они

обладают широкой субстратной специфичностью, которую можно увеличить, используя

редокс-медиаторы. Лакказа является одним из ферментов, чьи каталитические свойства

обеспечивают возможность ее широкого применения в различных отраслях

биотехнологии. Щля эффективного применения фермента необходимо знание механизма

его действия и взаимосвязи его со структурой. Однако, несмотря на более чем столетнюю

историю исследования лакказы, широкий круг вопросов, касающихся каталитического

механизма действия фермента, особенностей его биосинтеза, регуляции активности и

физиологической роли, остается невыясненным. Таким образом, взаимосвязь структура -
фlъкция для данного класса ферментов остается вопросом, требующим дальнейшего

изr{ения.



Работа Е. м. осипова посвящена исследованию структурно-функциональной

взаимосвязи новой хлорид-резистентной лакказы из гриба-аскомицета Botrytic aclada
(BaL). Щиссертация построена по традиционной схеме - она состоит из введения, обзора

литературы, материаJIов и методов исследования, результатов и обсуждения, выводов и

СПИСКа ЦИТИРУеМОЙ литературы (159 источников). Щиссертация изложена на 108

страницах, включает 35 рисунков и 19 таблиц.

очень подробный и хорошо написанный обзор позволяет составить детrlльное
представление о текущем состоянии проблемы, дает достаточно полн},ю информацию о

данноЙ гр}цпе ферментов, Их физико-химических и каталитических свойствах,

аминокислотной последовательности и пространственной структуре.

В разделе кМатериалы и методы)) даны необходимые сведения, касающиеся

экспериментальной части работы, представлено подробное описание объектов

исследованиil и используемых методов. Этот рrвдел свидетельствует о большом объеме и

высокоМ научном уровне проведенных исследований, а также высокой квалификации

автора диссертационной работы.

В следуЮщем И основноМ разделе диссертации Е. м. осипова представлены

оригинальные экспериментальные результаты рентгеноструктурного и биохимического

исследования лакказы из гриба-аскомицета Botrytic aclada (BaL), Следует отметить, что к
настоящему времени в PDB банке среди более сотни пространственных структур

природныХ и генно-Инженерньrх варианТов лаккаЗ из разлиЧных источников грибы-

аскомицеты представлены только двумя организмами М. albomyces и Т. аrепаriа. Кроме
того, ферменты из аскомицетов характеризуются низкой аминокислотной гомологией с

лакказами из других организмов. Это обстоятельство, а также хорошие технологические

характеристики представителя лаккiв из аскомицетов, в. aclada - устойчивость к
ингибированию хлорид-ионами и высокий редокс-IIотенциаJI, обуславливают актуальность

его детrtльного из)цения.

Следует отметить, что BaL- непростой объект дJIя структурных исследований. Это
гликоIIротеин, обладающий высокой молекулярной массой (- 100 kDa) и требующий
проведения трудоемкого процесса дегликозилирования для полrIения качественных

монокристаллов пригодных для рентгеноструктурного анализа.

в работе диссертанта рентгеновскими методами установлены пространственные

структуры природной формы фермента BaL (543 аминокислотных остатка), его мутанта с
заменой в Т1 центре остатка лейцина 499 на метионин, а также его комплексов с солями

одновалентной И двухвалентной меди, cucl И cuso+. Все белковые объекты

кристаллиз},ются в моноклинной группе симметрии С2 и содержат около 4200 атомов в

2



\

независимой части ячейки. Три из четырех структур установлены с высоким рzlзрешением
< 2Ь, Величины R факторов кристаллографического уточнения указывают на высокое
качество полr{енных структур. Интерпретация структурных данных сомнений не
вызывает.

Показано, что природный фермент BaL и его замещенные анаJIоги BaL-Leu499Met,
BaL-Cu* и BaL-Cu2* имеют трехдоменн}то структуру с близкой Р-сэндвичевой укладкой
полипептидной цепи каждого домена. Установлены все углевод-связывающие центры с
идентификацией состава остаточных после дегликозилирования фрагментов угJIеводных
цепей, Проведен тIцательный анализ различий полrlенных структур с акцентом на
субстрат и медь-связывающие центры Т| и т2lтз. С высокой точностью локализованы
положениЯ, заселенностЬ и коордиНационные связИ ионоВ меди. Установлено, что
снижение редокс потенциыIа на 140 мв при замене аксиального лейцина 499 на метионин
в Тl-центре BaL связано с образованием координационной связи Сul - s6lмеt+яя;. днализ
структур полученных при вымачивании BaL в растворах солей CuCl и CuSO+ выявил
предпочтительность встраиванпя в Т2 центр одновалентной меди cu* с последующим

разворотоМ боковой цепи кооРдинационного остатка His429 от иона меди Т3 центра к
иону меди Т2 центра. Стереохимический анализ двр( зttполненных молекулами воды

функциональЕых кан€UIов, соединяющцх Т2lТЗ медь содержатций кластер с поверхностью
белка, позволил автору сделать структурно обоснованный вывод о их роли в связывании
ионов меди и повышенной резистентности к ингибированию хлорид-ионами.

полученные структурные результаты получили хорошее подкрепление
биохимическими исследованиями ИЗ)^{аемых объектов. Щетально изучены рН зависимые
каталитиЧеские и кинетиЧеские свойства BaL С использованием р€вных субстратов и
ингибиторов. Положительное впечатление оставляеТ сравнение структуры BaL с
лакказами из др}тих источников.

При ознаКомлениИ с работой замечено незначительное число опечаток. Так на стр.
5 вместо (восстановление молекулы кислорода до воды) написано (окисление молекулы
кислорода до воды>. Можно высказать также некоторые замечания, имеющие характер
пожеланий, В работе установлены достаточно тонкие структурные изменения в активньж
медь связывающих центрах при замене Leu499 на Met в Т1 центре, а также при посадке
иона одновалентной меди в т2 центре. При этом, на основе громадного
экспериментiLпьного объема по данному классу ферментов было бы полезно обсудить
возможнЫе конкурИрующие изменения анаJТогичного масштаба в активных центрах при

дегликозиЛированиИ фермента. И наконец, на основе полученных и имеющихся в
литературе структурных данных было бы желательно смоделировать связывание субстрата
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в субстрrlт-связывающем центре и попытаться в критическом плане рассмотреть
стереохимические особенности, отвечающие за его связывание. Эти замечания носят
частный характер, не снижают общую положительную оценку работы и не влияют на
обоснованность выносимых на защиту положений и сделанных выводов.

очевидно, несмотря на завершенный характер диссертации, работы в этом
направлении, по-видимому, будут продолжены. В этой связи, представляется

целесообРiLзныМ дальнейшее рurзвитие структурно-функционапьного аспекта работы на
базе уже полученнОго структУрногО материала по лаккЕве BaL. В частности, было бы
целесообразно уже экспериментrlльными методами рентгеIrоструктурного анализа и сайт-
направлеНного мутагенеза детыIьно изучитЬ специфичность связывания субстрата ее

взаимосвязь с катаJIитической активностью.

в целом представленная к защите работа очень объемная, выполнена на высоком
профессионtlльном уровне с использованием современных рентгеноструктурных, физико-
химическИх и биохИмических методов. Полученные результаты изложены подробно и
корректно интерпретированы. Выводьт логично вытекают из экспериментальных данных.

ЩиссертаЦия хорошО читаетсЯ и прекраСно иллюсТрирована. Автореферат и публикации
соискателя полностью отражают содержание диссертации. Рецензируемая работаявляется
законченным исследованием, обладающим несомненной новизной и существенной
научноЙ значимосТью. основные результаты работы изложены в дв)ж публикациях в

журналах, входящих в Перечень ВАк РФ, а также представлены в матери€rлах трех
международных конференций.

ПолученнЫе результаты могуТ быть испОльзованЫ на биологическом факультете
мгУ имени М.В. Ломоносова и в Учреждениях Российской академии наук: Инститlте
биоорганической химии им. акадеМиков М.М. Шемякина и Ю.А. овчинникова РДН, Фиц
Фундаментzlльные основы биотехнологии РАН, ИнститУте молекулярной биологии им.
в,А, Энгельгардта рАн, Институте цитологии рАн, Инстиryте эволюционной

физиологии и биохимии РАН.

,Щиссергационнuш работа осипова Евгения Михайловича <Структурно-

функциональная характеристика хлорид-резистентной лакк€lзы из botrytis aclada>>,

представленн,ш на соискание утеной степени канл{дата химическI,D( наук, явJU{ется

законченным наr{ным исследованием, которое соответствует требованипл изложенным в п. 9
Положения ко порядке приср{ценшI }цеЕьж степеней>>, }"гвержденноМ Постановлением

Правительством Российской Федерации от 24,09.201З r Jrlb 842, профиJIю диссертационного
совета д002.247.01 на базе Федерального юс}4царственного r{реждения кФедеральный
исследоваТельскиЙ центР кФундаментальные основы биотехнологии)) Российской академии
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наук>>, Работа отвечает всем требовzlнIбIм предъявJUIемым к кffIд{датским д.IссертациrIм, и
может быть представлена к защ,oге на соискtlние уrеной степени ка}цидата химиtIеских наук
IIо специаЛъностИ 0з,01,04 БиохимиЯ. Ее автор, Евгений Михайлович осипов, засл}хивает
присуждения искомой степени.

Щиссертация Е,М, осипова и отзыв были заслушаны на семинаре лаборатории
РеНТГеНОСТРУКТУРНОГО аНаЛИЗа ИНСТИТУТа бИоорганической химии рлн27 февраля 2017 г,

}лв-e1л*ий лаборатории рентгено структурного анализ а

ff"Х"J#tl":Жifr y1}#;11т.,"ооuм.м:й.*,о""i;iЁi:Жl#по"uроссийскойакадемии наук (ФГБУ ИБх РАН).
Щоктор химических наук.

В.З. Плетнев
,, 1. , марта 2017 г.


