
ОТЗЫВ ОФIДД4АЛЬНОГО ОППОНЕНТА
на диссертационную рабоry Варфоломеевой Ларисы Александровны
(СТРУКТУРНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ТРЕХЪЯДЕРНОГО МЕД{ОГО

IdEHTPA ТИОI_U4АНАТДЕГИЛ'ОГЕНАЗЫ>>, представленную
на соискание у{еной степени кандидата биологических наук

по специ€tльности 1.5.4. Биохимия

Актуальность темы

Медьсодержащие ферменты катализируют окисление или
восстановление как низкомолекуJшрных (газы), так и высокомолекулярных
(биополимеры) субстратов и вовлечены во многие процессы (нитратное
дьD(ание, окисление серосодержащих неорганических соединенийо

деградация лигнина и полисахаридов, антибиотиков и др.).Полryчение HoBbIx

данных о структуре активнъD( центров этих ферментов способствует
пониманию механизмOв их функционированиJI.

,Щиссертационнм работа посвящена исследованию медьсодержащего

фермента тиоцианатдегидрогенzва, который катализирует ре.жцию
окислеЕия тиоцианата до цианата и элементной серы и содержит уника-rrьный
трехъядерный медный центр. Более ранние исследования позволили
предложить гипотетический механизм катапитической реакции tpTcDH. В
данной работе представлены струкryрно-функцион€tпьн€ut характеристика и
детальный механизм кат€rлитической реакции двух бактериальных
тиоцианатдегидрогеназ (из Thioalkalivibrio paradoxus (tpTcDL{) и из
Р el omi cr о Ь ium m ethy l otr ophi с um фmТсDН)). Полуlенные дисс ертантом
данные моryт быть полезны при создании новых не встречающихся в
природе эффективных биокатапизаторов окислительно-восстановительных

реакщий.

Теоретическая и практпческая зЕачпмость исследования

Га.поапкалифильнм сероокисJuIющая бактерия Th. paradoxus и
литоавтотрофная метилотрофная бактерия Р. methyl otrophicum способны
использовать тиоцианат в качестве единственного источника энергии, Еlзота и
серы. Обе бактерии содержат недавно открытый медьсодержащий фермент
тиоцианатдегидрогеназу. Ранее была определена структура
тиоцианатдемдрогеназы из Th. paradoxuý, активный центр которой содерж€tJI

трехъядерный медный KjlacTep. Однако, поскOльку имело место

двойникование и сипьнаjI аЕизотропия кристаJIлов, качество структуры было
невысоким, щроме того, отсутствовЕlпи структурные данные о комплексах

фермента с аналогами субстрата. Тем самым, дjul уточнениrI предложенного
механизма функционированиrI тиоцианатдегидроген€lзы требовапись

далънейшие структурные исследованиrt.



Известно, что дифракционное качество кристаплов может быть

ул}ru{шено за счет использов€tниJt р€вличньтх мутантньrх форм или

родственного фермента из другого организма. Структурные исследования

фермента pmTcDH из другой бактерии (Р. methylotrophicum) привели к
поJгrIению совершенньIх кристыIлов и определению структуры с атомарным

разрешением (1.05 А). В диссертационной работе описаны структуры

рекомбинантого фермента pmTcDH в свободном состоянии и в комплексе с

тиомочевиной. На основе этих структур удапосъ пок€вать н€шичие двух
конформаций фермента: с открытым и закрытым субстратным канаJIом

активного центра. Высокое качество дифракционных данньIх позволило
выявить тонкие различиrt в архитектуре трехъядерного медного центра в

каждой из конформаций. Основываясь на геометрии координациоЕного
окружения ионов меди, автор укЕlзывает предположителъrrый заряд этих
ионов. Примечателъно, что в комплексах фермента с лигандами:
ингибитором (ионом тиомочевины) и молекуJIярЕым кислородом
наблюдается закрытый активный центр. Структура комплекса
тиоцианатдегидрогензlзы с тиомочевинои позвопила моделироватъ
связывание фермента с субстратом (тиоцианатом). Предполагается, что
окисленЕое состояние в обеих конформациrtх функционЕtпъно и возникает в

ходе катапитического цикIIа. Поскольку по данным спектроскопии ЭПР,
восстановленное состояние активного центра при инкубации с субстратом не
возникает, то IIредполагается, что структурные даЕные о восстановленном
состоянии центра явJrяются артефактом рентгеноструктурного эксrrеримента.

Полу"ленные результаты представJuIют интерес как с точки зрениrI

фундамент€Lпьного исследования взаимосвязи структуры и функции
фермента, т€}к и с практической точки зрениrI применения
тиоцианатдегидрогеназ. Поскольку тиоцианат присутствует в
промыцшенных сточньIх водrlх, образующихся при шроизводстве стшIи,

добыче золота, коксовании угJIя, то тиоцианатдегидрогенЕвы, рffшагающие
тиоцианат до Heтoкcиrrнbtx продуктов (серы и цианата), могуг широко
использоватъся в биотехнологиlIеских процессах биоремедиации. Кроме
того, поJý/ченные резулътаты могуг быть полезны при конструировании
сенсоров дJIя анаJIиза степени зачрязнения окружающей среды
промышленными отходами.

Харакгеристика разделов работы

,Щиссертационная работа имеет стандартные разделы : <<обзор

литераryръD), ((материаJIы и методы)>, (результаты и wх обсуждение>>,
(заключение>, (выводы> и (список литературьр>. Работа изложена на 138

страницах и вкJIючает 39 рисунков и 13 таблиц.



Во введении описана акту€tльность исследования медьсодержащих

ферментов, представлена историrI структурных исследований
тиOцианатдегидрогеназы, чётко ук€}заны цели и задачи, на)п{ная новизна и
ожидаемаrI практическая значимость диссертационной работы.

В главе <Обзор литературьD) автор освещает спектр€lльные и
структурные методы исследованшI макромолекул, разбирает свойства иона
меди в разноЙ степени окислениrI, роль иона меди в кат€rлизе биоломческих
окислительно-восстановительньtх реакций. Всесторонне представлен обзор
медных центров ферментов (Т1 ,Т2 и Т3 центры), обсуждаются структурные
особенности и мехаЕизм восстановлениrI кислорода в трёх- и биядерных
активнъIх центрах рzlзнъrх ферментов, описан уника;rьный
четырёхнуклеарныЙ центр редуктазы закиси uвoTa. Автором дан подробныЙ
анализ дицистеиновьIх медных центров и центров с мотивом (систидиновой
сIФепки)>. В заключение рассмотрены кат€rлитиIIеские, спектр€tпьные и
структурные свойства тиоцианатдегидрогеназы tpTcDH, окисляющей
тиоцианат по (цианатномуD пути с накоILпением серы в гранулах.
Охарактеризованы первые кристЕlплы и первые пространственные структуры
tpTcDH, описан состав и геометрия уник€lлъного трехъядерною медного
центра фермента. Указано, что из-за двоЙникования кристаллов не удалось
поJý/чить структуры с атомным р.врешением и определить функцию каждсго
иона меди активного цеЕтра. Отсутствие надёжных структурных данных о
координировании ионов меди и расположении субстрата в активном центре
не позволило представить детапьный механизм катЕIпитической реакции
фермента.

В главе <<МатериаJIы и методьD} дано подробное описание
используемьIх методов, материалов и объектов исследований. Раздел
вкJIючает поJrучение генно-инженерньж конструкций tpTcDH и pmTcDH
((дикого типФ> и с точечными заменами, их экспрессию в кJIетках E.coli,
ВыДеление и очистIqу белков. Представлены аналитические методы, которые
использованы дJuI характеристики фТсDН и рmТсDН, описаны
спектрофотометрическиЙ метод определения фермеЕIативноЙ активности и
метод спектроскопии ЭIIР в Х-диап€lзоне. Подробно описаны
кристаплографические методы исследов ания ) для 1 1 струкryр представлена
статистика сбора данньtх и их уточнения.

В первой части следующей главы диссертации <<Результаты и
обсуждение) представлены результаты по улу{шению качества крист€lJIлов
tpTcDH с испOльзованием методов генной инженерии. Из двух
депонированнъIх в банк PDB структур с заменами аминокислотных остатков,
боковая группа которъгх yIacTByeT в формировании междимерньtх контактов
в тетрамере, двоиникование кристаJшов преодолено лишь в структуре с



ЗаМеНОЙ К281А. Тем не менее, предел разрешенця кристЕшIпов мутантной
формы tpTcDH К2 8 1 А не цревы mал 2 А, что было по-прежнему
недостаточно дJIя дет€rпьного ИЗ}ru{ения строения активною центра фермента.
В результате было пришIто решение использовать дJuI структурных
исследованиЙ гомологиtлныЙ фермент из Р. methy l otrophi сum (pmTcDH).
Были ПоJýrt{ены кристаJIлы и определена струкryра с атомным разрешением
(1.05 А).

Вторая часть главы посвящена детaIiIьному структурному анализу
активного центра тиоцианатдегидрогеназы. В отличие от структуры фТсDН,
в структуре pmTcDH удалось зафиксироватъ две конформации субъединиц в
димере (с закрытым и открытым субстратным каналом). Интересно, что в
болъшинстве структур tpTcDH обе субъединицы димера находятся в
открытой конформации, и только в структуре со связанным
неидентифицированным лигандом обе субъединицы принимают зацрытую
КОНфОрмаЦию. Специа;lъно дJIя экспериментов по спектроскопии ЭIIР бьша
пОJryчена генетическая конструкция рmТсDН с отщепJIяемым белком SUMO
на С-конце белка для предотвращения формирования дополнительного
медного центра.

следующим шагом работы бьшо определение пространственных
СТРУКТУР PmTcDH в комплексе с ингибитором (тиомочевина) и ан€шогсм
субстрата (селеноцианат). На основе анапиза координационньж сфер ионов
МеДИ аКТИВНОГО ЦеНТРа РmТсDН с тиОмочевиноЙ было предположено, что
центр со связанным лигандом находится в (окисленном> состоянии,
анапогично состоянию свободного фермента. <<восстановленное> состсяние
может формироваться под воздействием рентгеновского изJцсIения. На
основании 0риентации тисмочевины в закрытом активном центре pmTcDH
была предложена модель связывания субстрата (тиоцианата). Структурные
данные и спектры эIIР pmTcDH при связывании селеноцианата позволили
предположить состояниlI ионов меди активного центра (окисленное или
восстановленное) в комплексе. В завершающей части работы проведён
аНаJIИЗ ДВУr( структур функцион€uIъно неактивньп< форм фермента: апоформы
рmТсDН, не содержащей двух ионсв меди, и фТсDН с заменой
аминокислотного остатка в окружении иона меди СчЗ (F436Q). Пол}п{енные
в работе структурные и спектраJIьные данные для ферментов фтсDн и
рmТсDН как (дикого типа>>, так и с точечЕыми заменами, позволили
дета"пизировать механизм катапитической реакции тиоцианатдегидрогеназы.
В РаЗделах <<Зак;почение>> и <<ВыводъD) суммированы поJýленные в работе
на}п{ные резулътаты.



Построение диссертационной работы вполне логично,, оформление и
подача материrlпа позволяет высоко оценитъ на)ruные резулътаты. Однако
естъ некоторые замечания и вопрос.

1. Каковы, по мнению автора, структурные причины более
низкой активности pmTcDH по сравнению с активностью
tpTcDH?

2. Для Jц/чшего восприrtтия информации следов€tло бы ввести
определеЕие второй координационной сферы ионов меди и
ук€вать какие аминокислотные остатки к ней относятся.

3. В работе встречаются не совсем удачные оцределения,
например, (медные ферменты> и (медные белки>>, в русской
интерпретации всё же л}п{ше заменить их на
((медъсодержатцие>.

В цепом работа засJIуживает самой высокой оценки, все выносимые на
защиту попожения обоснованы. Исследования проведены Еа высоком
МетодиlIеском уровне, эксперимеЕт€lJIьные результаты подробно изложены и
детапьно интерпретированы. Выводы логичны и чётко сформулированы.
По.iг5ченные результаты существенно расширяют представлениrI о

функционировании активного центра тиоцианатдегидрогеназ. Автореферат и
гrубликации полностью отражают содержание диссертационноЙ работы.
Материалы диссертации были апробированы на конференциrIх,
огryбликованы в рецензируемъIх на}п{ньrх изданиях, индексируемьD( Web of
Science.

заключение

,щиссертационнаrI работа В арфоломеевой Ларисы Александровны
кСтруктурное исследование трехъядерного медного центра
тиоцианатдегидрогенЕlзьD), цредставленнЕut на соискание уtёной степени
Кандидата биологических Еаук по специальности |.5.4. Биохимия полностью
СООТВеТстВУет требованиям п.9 <<Положения о порядке присуждениrt }ченых
степенеЙ), утверждённого Постановления правительства РФ от 24 сентября
2013 г. Ns 842, а её автор, Варфоламеева Л.А., засJIуживает присуждения
уtёной степени кандидата биологических наук по специалъности 1.5.4.
Биохимия.

Офицпальный оппонеЕт:

ведущий науrный сотрудник лаборатории cTpyKTypHbD(
исследований аIIпарата траЕсляции Федерального государственного
бюджетного }п{реждениrI науки Инстиryта белка Российской академии



наук (иБ рАн), доктор биологических наук по специалъности 1.5.3.
Молекулярная биология

Тищенко С. В.

|42290, г. Пущино, ул. Институтская 4,

Телефон оппонента: +/(Pg3 )7 54IЗ29

ЭлектроннЕlrl почта: sveta@vega.protres.ru

я, Тищенко Светлана Викторовна, настоящим даю согласие на размещение
моих персонаJIьных данньгх на офици€}пьном сайте ФиЦ Биотехнологии рдн
и в ФедеральноЙ информационноЙ системе государственной наlчной
аттестации, вкJIючение их в аттестационное дело соискатеJIя и дЕLпьнейшую
обработку.
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