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диссЕртдции нд соискдниЕ учЕной стЕпЕни кдндиддтд ндук

аттестационное дело Jф

Решение диссертационного совета от 21 ноября 2024 г. Jrlb t Т

о присуждении Бакуновой Алине Констадrтиновне, гражданство РоссиЙская

Федерация, ученой стеrrени кандидата химических наук

,Щиссертация кТрансаминаза D-аминокислот из Haliscomeпobacter hydrossis:

каталитические свойства и структ}?а) по специitльности 1.5.4 Биохимия принята к

защите б августа 2024 r. (протокол J\Ъ 12) диссертационным советом 24.|.2ЗЗ.0Т на

базе Федерального государственного учреждения <Федеральный

исследовательский центр кФундаллентЕtльные основы биотехнологии)) Российской

rжадемии наук)), ||907l, Москва, Ленинский проспект, iцом 33, строение 2. Совет

Утвержден Федера;lьной службой по надзору в сфере образования и науки

(Рособрнадзор), прикж Nр 2249-1602 от 16.11.2007 г., с учетом изменений в составе

Совота в соответствии с прикt}зом Минобрнауки России от 1З февра;lя 2013 года J\Ъ

74lHK; от 10 февраля2OТ4 годаЛ? 55/нк; от 30.09.2015 Jtibl lб6lнк; от 1З марта 2019 года

Ns 222lHK;oT 03.06.2021 Jф561/нки22 марта 202З г. Л& 501/нк.

соискатель:

Бакунова Длина Константиновна, 1995 года рождения, в 201-9 году окончила

Химический факультет Московского государственного университета имени М.В.
Ломоносова с присвоением квалификации специt}листа по специi}льности 04.05.01

ФундаlrлентitльнЕul и прикJIаднffI химия. С 2020 по 2024 гг. обучалась в очной

аспирЕtнтуре ФедерiLльного государственного гIреждения <Федеральный

исследовательский центр кФlтлламентi}льные основы биотехнологии) РАН) по

нtшравлению 06.06.01 Биологические науки. С 2019 года и по настоящее время

работает младшим научным сотрудником лаборатории инженерной энзимологии

Института биохимии имени А.Н. Баха Федера-пьного государственного rIреждения
кФедера;lьный исследовательский центр <ФундаментaIльные основы биотехнологии))

рАн>.

,Щиссертация <<Трансаминаза D-аминокислот из Haliscomeпobacter hydrossis:

каталитические свойства и структура) выполнялась в лаборатории инженерной

энзимологии Института биохимии имени А.Н. Баха Федерального государственного

учреждения <Федеральный исследовательский центр <Фундшлентальные основы



биотехнологии)) РАн).
Научный руководитель:

Безсуднова Екатерина Юрьевна, доктор химических наук, специч}льность 1.5.4.

Биохимия, Ведущий научный сотрудник лаборатории инженерной энзимологии

Институга Биохимии имени А.Н. Баха Федерального исследовательского центра
кФундаллентt}льные основы биотехнологии)) Российской академии наук (ФИЦ
Биотехнологии РАН).

Официальные оппоненты:
Шевцова Елена Феофановна, доктор химических наук, специальность 1.5.4.

Биохимия, главный научньй сотрудник, и.о. заведующей лабораторией

биомолекулярного скрининга Инститра физиологически активных веществ

Федера_rrьного государственного бюджетного r{реждения науки Федерального

исследовательского центра проблем химической физики и медицинской химии
Российской академии наук.

Габдулхаков Азат ГабдрахмаЕович, кzшдидат физико-математических наук,

специzlJIьность 1.5.2. Биофизика, ведущий научный сотрудник, руководитель группы

cTpyKTypHbIx исследований макромолекуJuIрных комплексов ФГБУН Институг белка

Российской академии наук.

Выбор официальньD( оппонентов бьш обусловлен тем, чIо
- доктор биологических наук, Шевцова Елена Феофановна явJIяется ведущим из

отечественных специалистов в области изучения механизмов взаимодействия

ферментов с ингибиторalN{и и модуляторt}ми;

- кttндидат физико-математических наук Габдулхаков Азат Габдрахманович
явJIяется одним из ведущих отечественных специalлистов, из)лающих структурно-

фуrпщиональную связи белков и ферментов.
Квалификация оппонентов подтверждается нЕtличием у них большого числа

публикаций в рецензируемьж российских и международньIх журн{rлах.

Оба официальньu< оппонеIIта дали положительные отзывы на диссsртацию
Бакуновой А.К.

Веryщая организация:
Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт

молекуJIярной биологии имени В.А. Энгельгардта Российской академии наук (ИМБ
РАН) в своем положительном отзыве, подписЕtнном кандидатом химических наук,

руководителем лаборатории химических основ биокатализа, ведущим научным
сотрудником Сольевым Павлом Николаевичем и утвержденном зЕlN{естителем

директора ИМБ РАН, Iшен-корреспондентом РАН Владимиром Александровичем

Митькевичем, укЕ}заJIо, что диссертационнЕuI работа Бакуновой Алины
Константиновны является самостоятельной наrшо-квалификациоцной работой,
которiш соответствует критериям, установленЕым Положением о присуждении

r{еньж степеней, утворжденным Постановлением Правительства РФ J\Ъ 842 от 24
сентября 201З г. к кчlндидатским диссертациям, а ее автор Бакlтlова А.К. заслуживает
присуждения ученой степени кандидата химических наук специt}льности 1.5.4.

Биохимия.
Выбор ведущей организации был обусловлен с тем, что ФГБУН ИМБ РАН имени

В.А. Энгельгардта является признанным наrшым отечественным центром и в своем



составе имеет несколько подразделений, занимающихся изучеЕием

функционирования ферментов, в том числе ферментов, зЕtвисящих от придоксаль-5'-

фосфата. Таким образом, сотрудники ФГБУН ИМБ РАН имени В.А. Энгельгардтаи,
в частности, лаборатории химических основ биокатализа, являются

высококвчlлифицировчtнными специалист€l]\dи, ведущими исследования, связtlнные с
тематикой диссертационной работы Бакlтrовой А.К.

В целом, высокЕUI квалификация оппонентов и сотрудников ведущей организации
позвоJuIет объективно оценить наушую и практическую ценность данной
диссертационной работы.

Публикашии.

Основные результаты диссертационной работы изложены в 5 статьях в

рецензируемых журналах, рекомендовЕlнньIх ВАК РФ, что соответствует
требованиям п.11 <<Положения о порядке присуждения rIеных степеней>>,

утвержденном Правительством РФ от 24.09.20lЗ г. Jф 842.

1. Bakunova А.К., Nikolaeva A.Y., Rakitina Т. V., Isaikina T.Y., Khrenova
M.G., Boyko К.М., Popov V.О., Bezsudnova E.Y. The uпсоmmоп active site of D-amino
acid transaminase frоm Haliscomeпobacter hydrossis: biochemical and structural insights
into the new enzyme // Molecules. - 2021. - Vol. 26(16). - Р. 1-18. IF 4,4.

2. Bakunova А.К., Isaikina T.Yu., Popov V.О., Bezsudnova E.Yu. Asymmetric
synthesis of enantiomerically рurе aliphatic and aromatic Ё-аmiпо acids catalyzed Ьу
transaminase from Haliscomeпobacter hydrossis // Catalysts. -2022. - Vоl. 12(12):1551. -
р. 1-17. IF 4,1.

З. Bakunova А.К., Kostyukov А.А., Kuzmin V.А., Popov V.О., Bezsudnova
E.Yu. Mechanistic aspects of the transamination reactions catalyzed Ьу D-amino acid
transaminase from НаlisсоmепоЬасtеr hydrossis i/ Biochimica et Biophysica Acta (ВВА) -

Proteins and Proteomics. - 202З. - Vol. 1871(2). - Р 1-8. IF 4,1.

4. Бакунова А.К., Матюта И.О., Бойко К.М., Попов В.О., Безсуднова Е.Ю.
Механизм ингибирования D-циклосерином трансilминЕtзы D-аминокислот из
НаlisсоmепоЬасtеr hydrossis // Биохимия (Москва) . - 202З. - Т. 88(5). * С. 841-853. IF
2,8.

5. Bakunova А.К., Matyuta I.0., Minyaev М.Е., Isaikina T.Yu., Boyko К.М.,
Popov V.О., Bezsudnova E.Yu. Multifunctionality of arginine residues in the active sites of
non-canonical D-amino acid transaminases // Archives of Biochemistry and Biophysics. -
2024. -Vol.756.- Р. 1-10. IF 3,9.

Розультаты работьт также бьrли предстЕlвлены на б российских и международньж
конференц иях и опубликованы в материЕ1,1ах конференций.

В перечисленных публикациях адекватно отрzDкены результаты
экспериментальной работы, проведенной в рамках выполнения диссертации.

На диссертацию поступили следующие отзывы:
Отзыв официального оппонента доктора биологических наук, глitвного

научного сотрудника, и.о. заведующей лабораторией биомолекулярного скрининга
Институга физиологически активньIх веществ Федерального государственного
бюджетного rIреждения науки Федера;lьного исследовательского центра проблем
химическоЙ физики и медицинскоЙ химии РоссиЙскоЙ академии наук Шевцовой



Елены Феофановны (положительный). Отзыв содержит следующие вопросы:

1. Есть ли в организме Н. hydrossis
метаболизмом D-аминокислот? Известно ли что-то
гомологов?

другие ферrенты, связанные с

об их функции, или о функции их

2. Щля трансаминЕLзы из Н. hydrossis, как и для других трансамин€}з, вы
наблюдаете диссоциацию холофермента, что очевидно может быть проблемой при

разработке биотехнологических технологий. ,Щействительно ли у трансilп,Iинzlзы Halhy
эта диссоциация больше, чем у ранее охарактеризованньIх трансаNIинtв D-
Еlпdинокислот и тогда чем можно объяснить такую нестабильность холофермента и

насколько, по вашему мнению, это снижает эффективность работы трЕIнсttjчIинz}зы

Halhy в клетке? Есть ли, помимо реактивации добавлением кофактора, пути
снижения подобной нестабильности, в частности, используя обнаруженную вalN,Iи

возможность участия удаленньж остатков ЕlI\{инокислот в стабилизации кофактора?

Отзыв официального оппонента кандидата физико-математических наук,
ведущего наr{ного сотрудника, руководителя гр).ппы структурных исследований
макромолекулярньж комплексов Федерального государственного бюджетного

учреждения науки Институг белка Российской академии наук Габдулхакова Азата
Габдрахмановича (положительный). Отзыв содержит следующее замечание:

1. Есть лишь одно лингвистическое замечание: во время чтения резало глtlз

сочетz}ние ((остаток аргинина> и т.д. На мой взгJUIд, лучше писать либо полностью
(аминокислотный остаток аргинина), либо <боковая группа аргинина).

Отзыв ведущей организации Федеральное государственное бюджетное

r{реждение науки Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта
Российской академии наук (ИМБ РАН) (положительный). Отзыв содержит
следующие зап{еччшIия :

Орфографических ошибок и опечаток в работе находится небольшое количество;
часть опечаток можно отнести к разночтениям в терминологии ра:lнице
англоязычного и русскоязычного дефисного/слитного написаниlI ферментов
(аспартат-Еlминотрансферазы (стр. 11), L-серин-глиоксалат-трансчlпdиназы (стр. 15) и

др.), но есть опечатки на рисунках:
- Рис. |.4,на схеме поJIуреакций меняется схематическоо обозначение лизинового

tlминокислотного остатка (убавляется СН2-фрагмент при аминогруппе);
- Схема 1.7 использует сокраIцение DAAT вместо введенного в тексте DАТД;
- Рис. 1.11 был адаптирован из недостоверного источника и содержит опечатки

сразу в нескольких формулах - приведены неверные структуры Сакубитрила и
Суворексанта; в формуле Вернаколанта не yкilзaн стереоцентр при эфирной связи с
цикJIогексаном, и стереоцентр с ОН группой должен был обратным; аналогично у
Гласдегиба не ук€ван ещё один стереоцентр у пиперидина.

Терминология и детали отдельньж моментов могли бы быть более чётко
сформулированы. ,Щостаточно часто в современной научной литераryре встречается
термин (мутантные формы ферменты, вместо которого автор использовЕlл синоним



(вариЕtнты фермента. Из аналогитшьIх пожеланий, подробнее описывать природу

явления ((утечки>> кофермента, обычно не встречающейся у других ферментов
пиридоксалевого катализа, где кофактор не скJIонен к такому поведению.

На автореферат поступили положительные отзывы от:

Родиной Елены Валерьевны, кffцидата химических наук, доцента кафедры химии

природIьD( соедлнений химиtIеского факультета Федераrrьного государственного

бюджsтного образовательного уIрежденшI высшего образования <Московский

государственньй }ниверситет имени М.В. Ломоносовa>).

В отзыве замечаний по оформлению и содержанию автореферата нет.

Зверевой Марии Эмильевны, доктора химических наук, заN[естителя декана по

научной работе, профессора кафедры химии природньD( соединений химического

факультета Федерttльного государственного бюджетного образовательного

учреждения высшего образования <<Московский государственный университет имени

М.В. Ломоносова).

В отзьве замечаний по оформлению и содержанию ч}втореферата нет. Отзыв

содержит след},ющий вопрос:
1. В работе обсуждаются два обратимьrх ингибитора, анiшIоги субстратов -

D-циклосерин и фенилгидразин. Предполагаю, что автором не были обнаружены

необратимые ингибиторы TA_Halhy. В связи с этим вопрос: известны ли
необратимые ингибиторы трансамин.lз D-аминокислот?

Петровой Татьяны Евгеньевны, кандидата физико-математических наук,

старшего научного сотрудника лаборатории кристi}ллографии макромолекул

Института математических проблем биологии РАН, филиала ИМП имени М.В.
Келдыша РАН.

В отзыве замечаний по оформлению и содержанию автореферата нет.

Бе;lоryровой Натальи Георгиевне, канд{дата химических наук, доцента кафедры

химической энзимологии химиtIеского факультега Федерального государственного

бюджетного образовательного }лфеждения высшего образоваrrия <<Московсклй

государственньй университет имени М.В. Ломоносовa>).

В отзыве замечаний по оформлению и содержанию автореферата нег.

С вопросами выступали:
проф., д.х.Е., Варламов В.П., Член-корр.РАН, проф., д.б.н. Гусев Н.Б., проф.,

д.б.н. Левицкий Д.И., д.б.н. Топlтrов А.Ф., д.б.н. Терешина В.М., д.б.н. Агафонов
М.О., проф., д.х.н..Щзантиев Б.Б.

В дискуссии приняли участие:
проф., д.б.н. Левицкий Щ.И., д.х.н. Хомlтов А.Р., д.б.н. Агафонов М.О.,

,Щиссертационный совет отмечает, что на основании выполненньIх соискателем
исследований полуrены следующие основные результаты:



l. Трансаlrлиназа из Н. hydrossis является кбыстрой> трансаминазой

D-аминокислот, kga1 сост&вляет 215 + б c-l в реакции между D-глутаматом и

пируватом при 40 "С. Трансаминаза из Н. hydrossls наиболее специфична к D-

глутамату.
2. В полуреакции транс€lN,{инч}зы из Н. hydrossis с D-алинокислот€INIи

определены стадии: (1) образования внешнего iшьдимина, (2) 1-3-переноса протона,

(3) вьгхода продукта и РМР из активного центра с накоплением апофермента.

Образование хиноидного интермедиата не зафиксировilно.

З. Остатки Ю8* и R90 в активном центре трансаN{ин.вы из Н. hydrossis

многофункционtLльны, они }пIаствуют в связывании субстратов, в стабилизации

активной формы кофактора, в стабилизации функционального димера. Вариант R90I

активен с ароматическими первичными (Л)-аминами.

4. D-циклосерин является обратимым ингибитором трансчlминч}зы из Н.

hydrossis. Полная реtжтивация фермента возможна при добавлении PLP благодаря

выходу аддуктов PLP и D-циклосерина из zlктивного центра и стабильности

апофермента.
5. Трансаruиназа из Н. hydrossis эффективно катiIлизирует синтез

разнообразньж ароматических и а;lифатических D-а:uинокислот из соответствующих

0,-кетокислот, энантиомерный избыток продукта D-аминокислоты превышает 99Ой.

Научная новизна работы:

Комплексный метод исследования взаимосвязи структуры и функции PLP-
зависимой трсшсtlпdиназы D-а"плинокислот из Н. hydrossls позволил охарЕIктеризовать

новый активный центр, отличный от pttнee охарtктеризованньD( трансаминаз D-
.lпdинокислот. Обнаружены новые закономерности взаимосвязи структуры и функции
трансаминt}з. Впервые проведен детальный анализ предстационарной кинетики

трансаминаз D-аминокислот. Полученные результаты представляют интерес с точки

зрения фундаментЕtльного исследования взаимосвязи структуры и функции
ферментов,

Практическая значимость работы:

Продемонстрирована возможность применония трансЕlIчIинчlзы из Н. hydrossis как
биокатализатора синтеза разнообразных D-аминокислот с энантиомерным избытком
более 99%. Также были определены факторы, стабилизирующие PLP в активном

центре, предложены подходы к стабилизации холофермента в реакционньD( условиrIх
и к 100% реактивации холофермента. В ходе исследований были депонированы пять

структур в банк дЕlнньIх белковьп< структур. Полуrенные результаты представляют

интерес с практической точки зрения применения трансаN{иназ D-аллинокислот в

синтетической химии и их напрЕlвленной модификации.

Оценка достоверности результатов исследования выявила, что:
использовЕtнные методики исследовflЕиr{ и проведенные расчеты корректны;

достоверность пол}ченньIх дЕtнньIх не вызывает сомнений;
выводы диссертационной работы четко сформулированы и отрarкЕlют наиболее

значимые результаты работы.

Личный вклад соискателя закпючаJIся:



- в получении основньтх результатов работы либо лично EtBTopoM, либо при его

непосредственном участии, вкJIюча,I плttнирование и проведение экспериментов;

- в обработке, интерпретации и анализе экспериментальньD( данньIх;

_ в подготовке основных публикаций по теме диссертации совместно с соавторами

и научным руководителем автора.

Зак;rючение.

,Щиссертация Бакуновой А.К. является законченной науrно-ква;lификационной

работой, что подтверждается наличием логичного плана исследования,

использованием большого набора coBpeMeHHbD( методов, постановкой логически
обоснованньж задач, взаимосвязанностью сделанньIх выводов и полrIенньж

результатов. Выводы и положения диссертации, выносимые на защиту, нашли

отражение в публикациях в ведущих рецензируемых журнЕrлах (5 статей). Таким

образом, из представленньIх материz}лов следует, что д€шнrи работа выполнена на

высоком методическом уровне и представляет интерес не только с фундаллентальной,
но и с практической точки зрения.

На заседании 2I ноября 2024 года диссертационный совет принял решение
присудить Бакlтlовой Алине Константиновне ученую стопень кандидата химических
наук по специilльности 1.5.4. Биохимия.

При проведении тайного голосоваIIия диссертационный совет в количестве 20

человек, из них 10 докторов биологических наук, 9 докторов химических наук по

специttльности рассматриваемой диссертации, участвовавших в заседании, пз 26

человек, входящих в состчlв диссертационного совета 24.|.2ЗЗ.0l.
кЗа> присуждение ученой степени - 20 человек,

кПротив> - нет,

Недействительных бюrшетеней - нет.

Заместитель председателя диссертационного
совета ФИЩ Биотехнологии РАН
доктор химических наук, профессор Б.Б. !зантиев

Ученый секретарь

диссертационного совета

ФИЦ биотехнологии РАН
кандидат биологических наук

А.Ф. Орловский
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