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ЗАКJIЮЧЕНИЕ
Институга биохимии имени А.Н. Баха Федера-тrьного государственного

}л{реждения <Федера.гlьный исследовательский центр <Фунламентitльные основы
биотехнологии) Российской академии наук) на диссертационную работу Соловьевой

Анастасии Юрьевны <<Механизм сборки трехъядерного медного центра и детали

функционирования тиоцианатдегид)огенrвьD) на соискание уrеной степени кандидата
биологических наук по специальности 1.5.4. Биохимrl,я, выполненную в лаборатории

инжеЕерной энзимологии Институла биохимии имени А.Н. Баха Федерального

государственного уryеждения <Федеральный исследовательский центр
<Фунламентilльные основы биотехнологии> Российской академии наук).

В июне 2019 года Соловьева Анастасия Юрьевна пришла в лабораторию
инженерной энзимологии Институга биохимии им. А.Н. Баха Федерального
государственного уIфеждения <<Федеральный исследовательский центр
<<ФундаментzIльные основы биотехнологии) Российской академии наук) для
выполнения науIно-квалификационной работы магистра. В 2020 году Анастасия
Юрьевна окончила магистратуру кафедры биохимии Биологического факультета
Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова с присуждением
степени магистра по направлению 06.04.01 <<Биология>>. С 2020 г. по настоящее BpeMrI

Анастасия Юрьевна работает в лаборатории инженерной энзимологии Институга
биохимии им. А.Н. Баха Федерaльного государственного )цреждения <Федеральный

исследовательский центр кФундаментальные основы биотехнологии>) Российской
академии наук) в должности младшего наr{ного сотрудника. В 2020 году Анастасия

Юрьевна поступила в очную аспирантуру ФИЦ <Фундаментrlльныо основы
биотехнологии) РАН. В 2024 г. Соловьевой А. Ю. присвоена квалификация

<<Исследователь. Преподаватель-исследователь>> (диплом об окончании аспирантуры
|07705 0002694). Все кандидатские экзамены сданы.



Научный руководитель - доктор химических наук, профессор, академик РАН
Попов Владимир Олегович, заведующий лабораторией инженерной энзимологии,

Федерального исследовательского центра <<Фуtrдаментitльные основы биотехнологии)

Российской академии наук)).

По результатам рассмотрения диссертации <<Механизм сборки трехъядерного

медного центра и детали функционироваIIия тиоцианатдегидрогеназы>) принято

следующее закJIючение:

Акryальность работы

.Щаrrная работа посвящена изучению встраивания ионов меди в уникальныЙ
трехъядерньй медный центр тиоцианатдегидрогеназы, а также поиску

физиологического акцептора электронов реакции фермента. Результаты исследований

позволиJIи илентифицировать два потенциiLльных акцепторов электронов - цитохромы
с552 и c546l556, а также сформулировать механизм формирования медного центра iп
yitro.

Медь _ один из наиболее распространенных и важных переходньж металлов для

живьIх организмах, где он выступает в роли кофактора ферментов, связанньгх с такиМи

жизненнО вФкнымИ функцияМи каК дыхаЕие, защита от окислительного стресса,

метаболизм железа, биосинтез гормонов и нейротрансмиттеров и т.д. Однако высокrUI

токсичность свободных ионов меди требует наличия в кJIетке специatлизированньIх

систем, обеспечивающих безопасный транспорт, точЕое встраивание в белки-мишени и

выведение избытка ионов меди. Нарушение регуJuIции гомеостzва ионов меди

приводит к многочисленным сбоям в работе живых систем, вплоть до летatльного

исхода. В связи с этим, понимание механизмов н:шравленного транспорта и

встраивания ионов меди в ферменты, что в клетке осуществJuIет специЕrльный класс

белков метa}Jшошапероны, явJuIется актушrьной задачей не только NIЯ

фундаментальной науки, но и дJuI медицины.

Особый науrный и практический интерес представJuIют медь-содержащие

ферменты с выраженньтм биотехнологическим потенци:}лом. Такие ферменты, как

медь-зависимые оксидазы, уже нашши применение в биоремедиации, биоэлектронике и

промьшIленном катztлизе. Однако для многIтх перспективных ферментов, вкJIючzUI

бактериа_пьную тиоцианатдегидрогеназу (ToDH), молекуJIярные механизмы активации

и уIаствующие в этом процессе мет:шшошапероны остаются неисследованными.

,Щанная работа направлена на восполнение этого пробела. В рамках
комплексного подходц включающего биоинформатический анаJIиз, генно-инженерные,

биохимические и структурные методы, быпо запланировано выявить белки-партнёры

TgDH и детально изучить процесс сборки трехъядерного медного центра in vitro.

Решение этой задачи имеет фундаментatльное значение дJuI пониМания

функционирования медного центра TсDH и гомеостч}за меди и открывает персПекТиВы

для д:rльнейшего биотехнологического применения.



Щелью данной работы явJuIется исследование детrrлей функционирования
МеханиЗма сборки трехъядерного медного центра тиоцианатдегидрогеназы (TсDH)
vitro.

Научная новизна

Впервые были выделены и охарактеризованы два одногемовых цитохрома с552
u c546l556 из Thioalkлlivibrio paradoxus, которые могуt явJIяться физиологическими
акцепторами электронов в реакции окисления тиоцианата, катализируемой TсDH.
Исследованы процессы встраивания ионов Cu(II)/Cu(I) в активный центр TсDH с
термодинамической и кинетической точек зрения. Оценены скорости
активации/инактивации фермента TcDH при добавленииlудыrcнии ионов меди
активного центра. Определены стехиометриrI и аффинность связывания ионов
Cu(II)/Cu(I) в трехъядерном медном центре TсDH (сайты Cul, Cu2 и Cu3). Методом
ЭПР-спектроскопии была установлена последовательность заполнения трех сайтов
TсDH при добавлении ионов меди iпyitro. Проведен структурно-биохимический ан.}лиз

медь-связывающего белка tpCopC, ген которого находится в ближайшем геномном
окружении гена ToDH. Впервые подтверждена способность tpCopC играть роль
метzlллошаперона при встраивании ионов меди в активный центр TсDH iпyitro.

Теоретическая и практическая значимость

Проведенное исследование предоставляет фундаментztльные знания о механизме
сборки уникirльного трехъядерного медного центра TсDH, который отличается по
своеЙ архитектуре от активньIr( центров других известньгх медь-содержащих

ферментов. Подlобное исследование процесса встраивания iп vitro как свободньrх
ионов меди, так и при rIастии метtlллошаперона tpCopC, создает необход.лмую осЕову
для дztльнеЙшего изlпrени.ll процессов созревания медного центра TсDH iп viyo.
Результаты, представленные в данной работе, вносят значительньй вклад в понимание
механизмов биогенеза сложных медь-содержащих ферментов.

Особую практичоскую значимость работа приобретает в контексте
биотехнологического применения. TсDH катализирует окислеЕие тиоцианата -
стабильного соединения, образующегося в различньIх промышленных процессах, как
производство гербицидов и инсектицидов, газификация и коксование угля, добыча
золота. Исследование механизмов формировt}ния функцион:}Jьно активного фермента
явJuIотся важнейшим этапом дJuI разработки эффективных биологических методов

детоксикации тиоцианат-содержащих отходов.

Конкретное личное участие автора в получении результатов

Во всех опубликованньгх работах вкJIад автора является опредеJuIющим. Автор
принимал непосредственное )п{астие в постановке наr{ных задач, планировании и
проведении экспериментов, анализе полуrенньгх результатов и их представлении. На
защиту вынесены только те положения и результаты эксперимеЕтов, в полr{ении
которых роль соискатеJuI явJIяется определяющей.

и
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Степень достоверности

,Щостоверность представленньfх в диссертации Соловьевой А.Ю. данных и
сделанных выводов обеспечена использованием современных методов исследования и
сертифицированного оборудования. Эксперименты проводили в нескопьких
повторност.D( с постановкой контроля. Полl"rенные данные были проанаJIизированы с
помощью современных программ и методов статистической обработки.

Соответствие содержания диссертацпи специальности, по которой она

рекомендуется к защите

Содержание диссертационной работы и опубrп.Iкованные по ней материалы
соответствуют специальности 1,.5.4. Биохимия, результаты диссертационного
исследования изложены в опубликованньIх работах.

Апробация работы

По матери:rлам на)чной работы были опубликованы 4 статьи в международных

рецензируемых журналах. Результаты работы были представлены в виде стендовых и

устных докJIадов на 7 всероссийскшх и международных конференциях (XXXIII Зимняя
международнiUI молодежнaш научнiш школа <<Перспективные направления физико-
химической биологии и биотехнологии) в ИБХ РАН в 2021 году, III Объединенный
наутный форум физиологов, биохимиков и молекуJuIрньrх биологов в г. Сочи в 202I
году, ХХХV Зимняя междуIrародн:uI молодежнiш наушzш школа "Перспективные
направления физико-химической биологии и биотехнологии" в ИБХ РАН в 202З rоду,
13-ая Международная науш{ш конференция <<Биокатализ. Фундамент:tльные
исследования и применения>> в г. Срла:lь в 2023 году; V Международнtш школа по
структурной биологии в ИБХ РАН в 2024 году; 14 Международная мультиконференция
<<Биоинформатика реryляции и структуры геномов / системная биология>> в г.

Новосибирскв2024 году; Биомембраны 24 в МФТИв2024 году).

Полнота изложения матерпалов диссертации в работах, опубликованных
соискателем ученой степени.

По материалам диссертационной работы опубликовано 4 статьи в ж)iрналах,
входящих в Перечень ведущих рецензируемьгх журн:tлов и изданий ВАК, и 7 тезисов,
опубликованных в материttлах международных и всероссийских конференций, которые
приведены ниже.
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1. Соловьева А.Ю., Хренова М.Г., Тихонова Т.В., Попов В.О. Изl"rение
механизма действия тиоцианатдегидрогенчвы методами стационарной кинетики ll
Сборник тезисов XXXIII Зимняя международнaul молодежнiш на}цнчш школа
<<Перспективцые направпения физико-химической биологии и биотехнологии>: 8-11
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3. Соловьева А.Ю., Варфоломеева Л.А., .Щергоусова Н.И., Тихонова Т.В., Попов
В.О. Необычные спектр:Iльные свойства одногемового цитохрома с из

г.lлоi}лкчlлофильных бактерий рода Thiolkalivibrio l/ Сборник тезисов ХХХV Зимняя

международн:и молодежная научнaUI школа "Перспективные направления физико-
химической биологии и биотехнологии": 7-10 февраля 202З lпод редакцией д.х.н. Т.В.

Овчинниковой, составители: Овчинникова Т.В., Шереметьева Э. В. - С.35.

4. Соловьева А.Ю., ,Щергоусова Н.И., Бочаров Э.В., Варфоломеева Л.А.,
Устинникова Т.Б., Тихонова Т.В., Попов В.О. Структурные исследования одногемовых
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цитохромов с - потенци:rльньrх акцепторов электронов в реакции, катrrлизируемой
тиоцианатдегидрогеназой ll Тезисы докJIадов 13-ой Международной наl"rной
конференции <<Биокатализ. Фунламентальные исследования и применения> (г. Срдаль,
25-29 июнrI 202З r.) - М.: Издательство <Адмира"п принт). -202З - С. 2|6.
5. Solovieva A.Y., Varfolomeeva L.A., DergousovaN.I., Tikhonova Т.V., Popov V.О.
Struсtцrаl features of cytochrome с that determine the splitting of Q-lines // V International
school of structural biology < Strucfural biology: main рrоЬlеms and approaches to their
solutiom> (IBCh RAS, Moscow, June 5-7, 2024) -2024. - Р. 80.

6. Solovieva A.Y., Varfolomeeva L.A., Kulikova О. G., Tikhonova Т.V., Popov V.О.
Struсfurаl study of аро- and holo-CopC from Thiolkalivibrio paradoxusll l4tb International
Multiconference <Bioinformatics of Genome regulation and Struсturе / Systems Biology>
(BGRS/SB-2024) (Institute of Cytology and Genetics, SB RAS, Novosibirsk, Russia, August
5-10, 2024) _ 2024. _ р. 544-545.
7. Solovieva A.Y., Varfolomeeva L.A., Kulikova О. G., Tikhonova Т.V., Ророч V.О.
Structural features of the copper-binding protein СорС from а haloalkaliphilic bacterium //

lnternational сопfеrепсе KBiomembranes'24) (MIPT, October 7 -|| , 2024) - 2024. - Р . 2З9 .

Рекомендуемые оппоненты:

Курочкин Илья Николаевич, доктор химических ноук, профессор,
заведующий лабораторией химической физики биоана-rrитических процессов
Федершrьного государственного бюджетного учреждения науки <йнституг
биохимической физики имени Н.М. Эмануэля Российской академии наук).

Тищенко Светлана Виrсгоровнао доктор биологических ноук, ведущий
научный сотрудник лаборатории структурных исследований аппарата трансJIяции
Федерального государственного бюджетного )цреждения науки <<Институг белка
Российской академии наую).

Рекомендуемая ведущая организация

Федеральное государственное бюджетное уrреждение науки <<Институг

химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделениrI
Российской академии наук>.

Щиссертация <<Механизм сборки трехъядерного медного центра и детали

функционирования тиоцианатдегидрогеназьD) Соловьевой Анастасии Юрьевны на
основании проведенного семинара рекомеЕдуется к защите на соискание уrеной
степени канд,Iдата биологических наук по специальности 1.5.4. Биохимия.

Заключение принято на заседании совместного семинара лабораторий

инженерной энзимологии, молекулярных основ биотрансформаций, структурной
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биохимии белка, белок-белковьrх взаимодействий и груfiпы молекуJuIрного
моделирования ИнституIа биохимии имени А.Н. Баха Федера.пьного государственного

учреждения <<Федера.шьный исследовательский центр <<Фундамент:Iльные основы
биотехнологии) Российской академии наук), протокол Ns 5 от <16>> октября 2025 года
пуtем открытого голосования. ПрисугствовЕ}ло на семинаре - 34 человека. Результаты
голосования: (Gа) - 34 человек, ((против) - нет, (<воздержarлось) - нет.

Преd с еd аmелъ совJие cmHoza сеJиuнара лаб ораmорuй

Заведующая лабор аторией молекуJuIрньIх основ биотрансформаций

кандидат технических наук

Т.В.Федорова

Секреmаръ

МIладший на)чный сотрудник лаборатории

инженерной энзимологии Л.А. Варфоломеева
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