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Федоров А.Н.

Институга биохимии имени А.Н. Баха Федерального государственного

учреждения кФедеральный исследовательский центр <Фундаментальные основы
биотехнологии) Российской академии наук) на диссертационную работу
Варфоломеевой Ларисы Алексшlдровны <Структурное исследование трехъядерного
медного центра тиоцианатдегидрогенч}зы)) на соискание ученой степени кандидата
биологических наук по специЕuIьности 1.5.4. Биохими1 вьшолненную в лаборатории
инженерной энзимологии Института биохимии имени А.Н. Баха Федерального
государственного учреждения кФедеральный исследовательский центр
кФундаментЕtльные основы биотехнологии)) Российской академии наук).

Осенью 2018 года Варфоломеева Лариса Александровна приlIша в лабораторию
инженерной энзимологии Институга биохимии им. А.Н. Баха Федера-ltьного

государственного учреждения <Федеральный исследовательский центр
<Фундаментальные основы биотехнологии> Российской академии на}к) для
выполнения научно-ква_пификационной работы магистра. В 2020 году Лариса
Александровна окончила магистратуру кафедры биохимии Биологического факультета
Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова с присуждением
стопени мtгистра по направлению 06.04.01 кБиология>. С 2020 г. по настоящее время
Лариса Александровна работает в лаборатории инженерной энзимологии Института
биохимии им. А.Н. Баха Федерirльного государственного ),4{реждения кФедера-пьный

исследовательский центр <ФундаментЕlJIьные основы биотехнологии) Российской
академии наук) в должности младшего научного сотрудника. В 2020 году Лариса
Александровна поступила в очную асrтирант}ру ФИЦ <ФундаментЕlльные основы
биотехнологии> РАН. В 2024 г. Варфоломеевой Л.А, присвоена квалификация
кИсследователь. Преподаватель-исследователь) (липлом об окончании аспирЕlнтуры
|07705 0002689). Все кандидатские экзЕlN,Iены сдtlны.
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Научный руководитель - кандидат биологических наук Бойко Конастантин
Михайлович, старший наl^rный сотрудник лаборатории инженерной энзимологии,
Федерального исследовательского центра кФундаллентальные основы биотехнологии>
Российской академии наук).

По результатам рассмотрения диссертации <Структурное исследование
трехъядерного медного центра тиоцианатдегидрогенitзы) принято след}.ющее

заключение:

Актуальность работы

.Щанная работа посвящена струкутрно-функциональной характеристике
тиоцианатдегидрогенitзы, важного метаболического фермента сероокисJuIющих
бактерий, содеражщого уника-пьный трехъядерный медный центр. Результаты
исследований позволили детЕIлизировать механизм катaIлитической реiжции
тиоцианатдегидрогенiвы.

Медь явJLяется важным микроэлементом, необходимым для жизнедеятельности
всех живьIх оргz}низмов. Основная роль меди в биологических системах заключается в

трalнспорте молекулярного кислорода и электронов, а также в катализе окислительно-
восстановительных реакций. Медные ферменты катЕrлизируют окисление или
восстЕtновление широкого спектра низко- и высокомолекулярных субстратов, начинiU{

от молекул гtlзов и заканlIивая биополимераNIи, и вовлечены в процессы аэробного и
апаэробного нитратного дьIхЕIния, окисления серосодержащих неорганических
соединений, деградации лигнина и полисахаридов, формирования посттрансJrIционньIх
модификаций, синтеза пигментов, медиаторов и аrrтибиотиков, гомеостi}за железа, меди
и селена. Многообразие выполняемьIх биологических функций меди как кофактора
переносчиков и ферментов обусловлено тонкой настройкой электронного строения и
окислительно-восстановительньIх свойств иона меди, что обеспечивается определенной
геометрией координационной сферы и белкового окружения. Расширение данньш о

спектрzIльньп< свойствiж, строении и функционировании медньD( центров ферментов
способствует устzIновлению взаимосвязи между их архитектурой и каталитическими
свойства:rли. Такие данные моryт послужить отправной точкой в создании методalNIи

искусственного интеллекта и синтетической химии HoBbD( медных оргчtнических
комплоксов или ЕжтивньD( центров ферментов, являющихся эффективньпли
биоката_пизаторtlп{и реакций, не встречающихся в природе.

,Щанные об участии медных ферментов в метаболизме серосодержащих
неорганических соединений появились не так давно. В частности, таким медным

ферментом является тиоцианатдегидрогеназа (ЕС 1.8.2.7) из бактерии Thioalkaliyibrio
paradoxus ARhl (/pTcDH), KoTop{uI кат€Iлизирует ре€жцию окисления тиоцианата до

цианата и элементной серы и содержит уникtLльный трехъядерный медный центр. На
основании установленной кристчIллической структуры и квантово-механических

расчетов pEIHee был сформулирован гипотетический механизм катыIитической реакции

фТсDН. Однако, экспериментаJIьно верифицировать предложенный механизм на
основании имеющихся структурньIх данньD( не представлялось возможным в связи со



сложностью интерпретации в последних детЕrлей тонкой структуры активного центра и

отсутствием структур комплекса фермента с потенциttльными ингибитора:rли.

Предметом настоящей диссертационной работы явJuIется структурно-функционаJIьн€uI

характеристика тиоцианатдегидрогеназ из бактерий Thioalkalivibrio paradoxus ARhl и

Pelomicrobium methylotrophicum (риТсDН) с целью детализации механизма

катiIлитической реакции.

Щелью данной работы явJuIется структурно-фlтrкционЕtльнzuI характеристика

тиоцианатдегидрогеназ из бактерий Thioalkalivibrio paradoxus ARhl (rpTcDH) И

Pelomicrobium mеthуlопорhiсum (pmTcDH) и уточнение механизма катаJIитическоЙ

реакции.

fIаучная новизна

Впервые бьша установлена пространственная структура с атомным рЕlзрешением
(1.05 Al тиоцианатдегидрогеназы pmTcDH из бактерии Pelomicrobium

methylotrophicum. Архитектура медного центра pmTcDH детЕlльно охарактеризована В

дв)rх конформациях. Впервые полr{ены структуры комплексов pmTcDH с

ингибитораNIи и аналогом субстрата, и подтверждена ориентация субстрата в ЕжтивноМ

центре фермента. Установлено влияние ионов меди активного центра фермента На

упаковку и конформацию pmTcDH в крист.rлле. Методом точечного мутагенеЗа

подтверждена значим€ш ропь консервативньIх аминокислотньD( остатков фенила-rrаниНа

и гистидина чжтивного центра фермента для катЕIлиза. Охарактеризовано окислительно-

восстановительное состояние медного центрарmТсDН методом спектроскопии ЭПР, и

показано восстановление медного центра фермента при связывЕlнии селеноцианата. Все

вышеперечисленные структурные данные способствовttли детализации механиЗМа

функционирования тиоциЕIнатдегидрогенчвы.

Теоретическая и практическая значимость

Высокое качество структурньж данньD( позволило подробно описаТЬ

архитектуру медного центра тиоцианатдегидрогенitзы в двух конформациях. ВпеРВЫе

rrолученные структуры комплексов фермента с ингибитором тиомочевиной и анzulогоМ

субстрата селеноцианатом подтверждают ранее предложенную модель связыВания

субстрата, В предст.lвленной работе продемонстрирована возможность получения

полного трехъядерного медного центра настаиванием кристаллов апоформы pmTcDH

солями меди Cu*2 и Cu*l. Показано влияние ионов меди в активном центре на упакоВкУ
молекул и конформацию субъединиц димера pmTcDH в кристzrлле. В работе
продемонстрирована BiDkHocTb консервативного у ряда тиоцианатдегидрогенtlз

аN{инокислотного остатка фенилаланина дJuI осуществлениrI конформачионньD(

переходов в процессе катапиза. Результаты работы внесли значительный вклад в

расширение зн€шия об устройстве уникального трехъядерного медного центра

тиоциrIнатдегидрогеназ, а также о функционировании фермента и механизме

каfiIлитической реtжции, что дополняет общее поЕимЕtние роли иоЕа меди как

кофактора в биологических окислительно-восстановительньIх процесСах.



Конкретное личное участие автора в получении результатов

Во всех опубликованньIх работах вклад автора является определяющим. Двтор
принимал непосредственное rIастие в постчlIIовке наr{ньIх зацач, планировzlнии и
проведении экспериментов, анализе полrIенньD( результатов и их представлении. На
защиту вынесены только те положения и результаты экспериментов, в получении
которых роль соискателя явJuIется определяющей.

Степень достоверности

Щостоверность представленных в диссертации Варфоломеевой Л.А. данньIх и
сделанных выводов обеспечена применением современных методов исследованиrI и
ИСПОЛЬЗованием высококачественньIх реактивов и оборудования. При проведении
экспериментоВ бьшИ поставленЫ необходимые контроли. Одиннадцать
пространственньIх структур соответстВовilли требованиям качесТва, предъявляемым к
кристtIллИческиМ cTpyкTyptlM мaкромолекул бшrком данньD( PDB (www.rcsb.org), и
были депонированы в PDB с кодаN,{и 8BPN, 8РЗL, 8РЗМ, 8Q9X, 8Q9Y, 8YOU, 8YU5,
8YU6, 8Z75,8Z76,8Z77.

СООтветствие содержания диссертации специальности, по которой она
рекомендуется к защите

СОдеРжание диссертационной работы и опубликованные по ней материалы
СООТВеТсТвуют специ€tпьности 1.5.4. Биохимия, результаты диссортационного
исследования изложены в опубликовiшньIх работах.

АпробачlIя работы

ПО теме нау^пrой работы бьшо опубликовitно четьIре статьи в международных
РеЦенЗирУемых жypнtlJlzlx, входящих в перечень ВАК. Результаты работы были
представлены В виде стенДовых и ycTlrbrx докладоВ на международных и всероссийских
КОНфеРеНциях: 12-ая Международнiш научнЕuI конференция кБиокатализ.
ФУНда"п,tентаJIьные исследования и применения) в г. Санкт-Петербург в 2019 году; II
Межвузовск€UI стуДенческiш конференция <Студенческий биохимический фору, -
2020>> в МГУ в 2020 году; XxxIII Зимняя молодежнаlI наrшаrl школа кПерспективные
направления физико-химической биологии и биотехнологии> в ИБХ РдН в 202I году;
xXxIV Зимняя молодежнаlI научнаJI школа кПерспективные наrrрчtвления физико-
химической биологии и биотехнологии) в ИБХ рАН в 2022 году; VII Съезд
биохимиков России в Сочи - ,Щагомыс ь 2022 году; Сателлитная конференция дJUI
молодых }л{еньж KCoBpeMeHHffI структурная биология)) в ФИЦ Биотехнологии РдН в
2022 rоду; l3-ая МеждународнЕuI HarIHEuI конференция кБиокатализ. Фундаментч}льные
ИССЛедования и применения) в г. Суздаль в 2023 году; V МеждународнЕuI школа по
СТРУКТУРноЙ биологии в ИБХ РАН в 2024 rоду; 14 МеждународIIiш мультиконференция
БИОинформатика регуJIяции и структуры геномов / системная биология в г.
НОвосибирск в 2024 году; Биомембраньl 24 в МФТИ в 2024 году; XI Российский
СИМПОЗиУI\{ кБелки и пептиды> в ПСБ <Патриот>, Московская область в 2024 году;



КонфереНция ФизИко-химическая биоЛогия В мгУ в 2025 году; ХV Конференция
молодых r{еньж по общей и неоргilнической химии в ИоНХ им. Н.С. Кlрнакова РДН
в 2025 году.

ПОЛНОта иЗложения материалов диссертации в работах, опубликованных
соискателем ученой степени.

По материurлаNл диссертационной работы опубликовано четыре статьи в
ЖУРН.IЛЕЖ, Входящих в Перечень ведущих рецензируемьш журнalлов и изданий ВДК, и
ТРинаДцать тезисов, опубликовttнньIх в материarлЕж международных и всероссийских
конференций, которые приведены ниже.
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