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.Щиссертационн€u{ работа Евгения Михайловича Осипова посвящена

сравнительному структурно-функцион€lлъному исследованию лакк€вы из

гриба-аскомицета Botrytis aclada (BaL) и мутантной формы фермента

Leu499Met (L499M BaL), содержащей замену акси€tJIьного остатка

лейцина у иона меди в центре Т1 на метионин. I-{елью работы было

установить структурные основы устоичивости этои лакказы

ингибированию гапогенид-ионами и проследить влиrIние мутации

функцион€Lпьно важные свойства фермента - величину редокс потенциаJIа

и каталитические своиства

Лакказы, найденные в грибах, насекомьIх, бактериях и археях,

принадлежат к семейству медь-содержащих оксидuв, к которому относятся

также аскорбатоксидаза, биллирубиноксид&зо, церудопл€вмин. Лакказы

катализируют окисление широкого спектра фенольных субстратов и

некоторых неорганических ионов с одновременным восстановлением

молекулярного кислорода до воды. Простейшие представители семейства

медь-содержащих оксид€в, лакк€lзы содержат в активном центре четыре

иона меди, которые расположены в центре Т1 и кJIастере T2lT3. Ряд лакказ

относятся к гликопротеинам и содержит в молекуле до 40Yо углеводов. В

р€}зличных организмах они выполняют р€вные роли: в растениях

r{аствуют в снятии стресса, в насекомых - в процессах, сопровождающих

р€lзмножение, в грибах обеспечивают переработку продуктов

метаболизма. Лакказы из грибов, имеющие наиболее высокий редокс-
потенци€tл, и|рают кJIючевую роль в биодеградации лигнина - одного из

самых устойчивых к химическому и микробиологическому р€lзложению

биополимеров. Благодаря способности окисJuIть широкий круг фенольных

к

на

соединений, таких как €вокрасители, инсектициды и гербициды, лаккЕIзы



перспективны дJUI использования в биотехнологических процессах, в том

преимуществом лакк€lз цри биотехнологическом
образование воды в качестве второго продукта

числе связанных с переработкой производственных отходов, применяются
в системах детоксификации и деградации ксенобиотиков, ремедиации
загрязнённых территорий. Способностъ лакк€в переносить электроны
непосредственно с электрода на субстрат делает их привлекательными
объектами для разработки топливных элементов нового поколения, а
также для разработкИ миниатЮрных источников питания длямедицинских
имплантатов. Важным
применении является

реакции.

!ля практического применениrI наиболее пригодны ферменты, имеющие
высокий редокс-потенциzш, сохраняющие активность в широком
диапазоне рн, устойчивые к действию ингибиторов. Поэтому свойства и
механизм действия лакк€в интенсивно изrIаются.
fuя ряДа ферментоВ определены физико-химические, кинетические и
электрохимические характеристики, методом рентгеноструктурного
ан€rлиза установлено пространственное строение, описано расположение и
ближайшее окружение ионов меди в активном центре. Однако до сих пор
не вьuIснены особенности строения, ответственные за такие
функцион€tльно важные характеристики ферментов, как величина редокс-
потенциала и устойчивость к действию г€lJIогенид-ионов. Поэтому
поставленная в диссертации задача: определить пространственные
структуры рекомбинантной лакказы из аскомицетов ,В. aclada (BaL) и её
мутантной формы L499M BaL, содержащей замену акси€tльного иона меди
в центре Т1, оценить влияние природы акси€lльного остатка на редокс-
потенци€tл и функционЕuIьное поведение фермента и исследовать
структурные основы этого влияния явJUIется весьма актуалъной.
Известно, что р€lзличающиеся по редокс-потенциаJIу и по устойчивости к
действию ингибиторов лакк€вы из бактерий и грибов имеют р€tзные
аминокислотные остатки в аксиЕlльном положении иона меди в Тl-центре.
в бактериальных ферментах с низким редокс-потенци€rлом положение
вариабельного акси€tльного остатка занимает боковая цепъ метионин4 в то
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время как в грибных лакк€вах с более высоким редокс-потенци€lлом это

положение занимает остаток лейцина или фенилаланина.

Выбранн ая для сравнительного струтурно-функционztльного исследованиJt

лакказа из гриба-аскомицета Botrytis

потенциztл Т1 центра и от других

отличается повышенной устойчивостью к хJIорид-ионам.

,Щиссертантом охарактеризованы кинетические параметры нативной и

мутантной форм фермента в широком интевале рн. fuя основной и

мутантной формы измерены редокс-потенци€lлы Т1 центра (720 и 580 мВ

соответственно). Обнаружено снижение редокс-потенциала мутантнои

формы на 140 мВ. Более высок€ш скорость реакции, наблюдаемая при

катализе основной формой коррелирует с её более высоким редокс

потенци€lлом. Изучены параметры ингибирования фермента ионами хJIора

и фтора в интервrtле рн, где фермент проявляет катапитическую

активность. Подтверждена высокая устойчивость основной формы к

действию хJIорид ионов. Показано, что устойчивостъ мутантной формы к

деЙствию ионов хлора значительно ниже.

,Щиссертантом пол}п{ены кристчtллы и проведено рентгеновское

исследование структур нативнои

крист€rллизации и структурного

и мутантной форм фермента. Для

aclada (BaL) имеет высокий редокс-

грибных и бактериальных лаккzв

исследования были использованы

дегликозилированные формы фермента, поскольку гликопротеины с

высоким содержанием углеводных цепей как правило не дают крист€lллов

требуемого дифракционного качества. Предварительно, с использованием

метода гель-фильтрации диссертант оценил олигомерное состояние

фермента в буферах р€вного состава и выбрал для кристаллизации

условия, обеспечивающие миним€uIьную степень агрегации белков и

наиболее подходящие для образованиrI кристЕlллов.

,,щифракционные наборы высокого р€rзрешениrl, собранные автором от

выращенных крист€rллов на синхротронном источнике Курчатовского

нациоЕzlпьного центра, были использованы им для решения

пространственных струкryр нескольких форм фермента методом

молекулярного замещения. Было обнаружено, что в структурах нативной и

мутантной форм фермента отсутствует ион меди в центре Т2, удалённый в



при дегликозилировании. Щиссертант разработал условиrI дJUI введениrI
иона меди в Т2 деплецированную форrу BaL, настаивая крист€UIлы с
солями одновалентной меди, и определил структуру восстановленной
формы (BaLCu+). Координаты трёх структур (BaL, BaLCu*, L4g9MBaL)
установленные при высоком разрешении, были депонированы в
Международный банк белковых структур.

.щеталъный анализ Пол)л{енных трёхмерньгх структур и их сравнение
между собой и с известными структурами лакк€в из других источников
проведён автором с исполъзованием про|рамм Coot и PyMol. Были
исследованы и описаны укJIадка полипептидной цепи в молекуле

и кJIастере Т2/Т3,фермента, расположение иоIIов меди в центре т1
координационные сферы ионов меди. Установлен состав и локаJIизовано
положение углеводных цепей, сохранившихся в дегликозилированном
ферменте. Исследована упаковка молекул фермента в крист€rллизационной

решётке.
проведённый анализ полr{енньrх структур позволил выявить ряд
корреляций между структурой и функцион€UIьными характеристиками
фермента. Обнаружено, что пространственные структуры мутантной
формы и исходного фермента одинаковы и отличаются только
аминокИслотнымИ остаткамИ В акси€tльноМ положениИ и геометрией
координационной сферы иона меди в центре Т1. Показано, что замена
лейцина на метионин сопровождается смещением иона меди из плоскости,
образованной координирующими лигандами, в направлении атома серы
метионина и перестройкой тригональной координационной сферы иона
меди в искажённую тетрюдрическую. Пр" этом образуется
координационнЕUI связь между атомом меди Т1 и атомом серы метионина.
так как Других различий между структурами исходного белка и мутанта
не было обнаружено, автор предполагает, что изменение
координационной сферы иона меди в центре Т1 при замене аксиzlльного
лиганда, является одним из факторов, влияющих на величину редокс-
потенци€tла и кинетические параметры обеих форr.
,Щиссертант обнаружил также особенности строениrI молекулы BaL,
могущие влиrIть на устойчивость фермента к ингибированию ионами
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хлора. Ранее было пок€вано, что ионы хJIора связываются с ионом меди Т2

центра, замещ€ш молекулу воды, доступ к которой осуществляется через

канаJI, ведущий от поверхности фермента к Т2 центру. в структуре

лаккuвы BaL, как и в структурах других белков из аскомицетов, устъе

канzша на поверхности фермента ок€вztлось прикрытым N-концевым

фрагментом полипептидной цепи, отсутствующим у лакк€Lз из

базидиомицетов. Проведённое автором сравнение аминокислотных

последовательностей, образующих данный ?канаJI в лакк€Lзах из

аскомицетов, пок€вztло присутствие остатка аспарагиновои кислоты на

входе в KaHEUI, который отсутстВует У белков из базидиомицетов. Это

позволило предположить, что депротонированный остаток аспарагиновой

кислоты может препятствовать проникновению в канал отрицательно

заряженных ионов хJIора.

<Заключение)), ((Список

19 таблиц. Список литературы

результаты проведённых работ изложены нь 108 страницах диссертации,

которая вкJIючает (Введение>, <Литературный обзор>>, (Материалы и

методы), <Обоуждение результатов),

литературы) и содержит 35 рисунков и

вкJIючает 159 цитированных источников. Реферат полностью отражает

содержание диссертации.

в проведённом исследовании автором получен ряд новых значимых

реЗУлъТаТоВ'коТорыеВносяТВкJIаДВпониМаниесТрУкТУрныхМеханиЗМоВ'

реryлирующих величину редокс потенциала лаккЕв и устоичивость к

ингибированию ионами хлора. Автором впервые установлены

пространственные структуры трёх форм лакк€tзы и изу{ено встраивание

меди в Т2 центр деплецированной формы BaL. Результаты работы моryт

быть использованы при инженерии новых мутантных форм фермента для

практического применения. При выIIолнении работы автор

продемонстриров€tл владение рядом современных биохимических и

физических МеТоДоВиссЛеДоВаНИЯМакроМоЛекУл,ВкJIюЧ€UI

рентгеноструктурный метод, при анапизе результатов исследования

высокий уровень теоретической подготовки. Выводы хорошо обоснованы,

достоверность поJIученных автором результатов не вызывает сомнений,

материалы диссертационной работы представлены в двух статьях в



ведущих рецензируемых журналах, входящих в международные

РефеРаТиВные базы данных, доложены на трёх конференциlIх, российских
и международных

Работа не лишена некоторых недостатков.

В ОПисании экспериментов по определению кинетических параметров

ОТСУТсТвует графическое представление эксперимент€lJIьных результатов,
приведены только рассчитанные константы.

ОСТаётся не ясным, насколько воспроизводимы!результаты кинетических

измерений, если центры связывания ионов меди в исследуемых образцах

не полностью заполнены.

Существенно затрудняет понимание текста отсутствие отдельных

позволяющих р€вли[Iить гликозилированные иобозначений,

негликозилированные препараты фермента.
Пр" описании рентгеноструктурного эксперимента не указано, что

СТРУКТУры решены методом молекулярного зill\4ещения и не н€вван белок,

использованный в качестве стартовой модели.

В литературном обзоре (стр. 50) указано, что известна мутантн€ш форма
бактериальной лаккztзы В. subtilis Met5O2Leu, содержащ€ш замену

акси€lльного метионина в Т1 центре на лейцин. Было бы интересно в

ОбСУждении результатов сравнить влияние такой замены на свойства

бактериального фермента и сопоставить с влиянием <<обратной>> мутации
L499M на свойства BaL.
Получение пригодных для структурного исследования крист€rлов

фермента следов€rло бы внести в список результатов работы.
Тем не менее, сделанные замечаниrI не влияют на обшцуrо положительную
ОЦеНКУ ДИССеРТациОнноЙ работы Осипова Е.М., котор€ш явJuIется на)цно-
КВаЛИфикационноЙ работоЙ, содержащей решение важной биохимической
задачи и полностью соответствует требованиrIм, изложенным в п. 9

<<Положения о присуждении ученых степеней>>, утвержденном
Постановлением Правительства РФ от 24 сентября 201З г. J',lb 842,

ПреДъявляемых к кандидатским диссертаци,Iм, а ее автор, Осипов Евгений
Михайлович, заслуживает присуждения уrеной степени кандидата

химических наук по специ€шьности 03.01.04-БиохимиrI
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