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Отзыв на диссертацию
Обухова Юрия Николаевича <<Исследование фотохимических свойств

водорастворимых хлорофилл-связывающих белков семеЙства \MSCP-IЬ,
представленную на соискание ученой степени кандидата биологических

наук по специальности 1.5.4 Биохимия

Актуальность темы исследования

,Щиссертационная работа Обухова Ю.Н. посвящена: исследованию

фотохимических свойств водорастворимых хлорофилл-связывающих белков

семейства WSCP-II. Белки данного семейства представляют оообый интерес,

поскольку, в отличие от большинства других хлорофилл-связываюu-lих

белков, лок€Lлизуются в эндоплазматическом ретикулуме и не принимают

непосредственного участия в фотосинтезе. Физиологические функции WSCP-

Ш белков в растениях до настоящего времени остаются недостаточно

изгIенными. Вместе с тем высказывается предположение о возможности

перемещения данных белков из эндоплазматического ретикулума в

хлоропласт, а также об их потенци€tльном участии в регуляции стрессовых

ответов и функционировании сигн€шьных систем растениЙ. Кроме того,

особенности организации молекул хлорофилла в составе WSCP-II позволяют

предшоложить, что в этих белковых комплексах могут протекать

фотохимические реакции, сопровождающиеся генерацией активных форп,t

кислорода (АФК). Однако возможность пр.отекания таких реакциЙ, а также
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лежащие в их основе молекулярные механизмы требуют всестороннего

изучения. В связи с этим исследование фотохимическоЙ активности белков

WSCP-II представляет значительный интерес как для понимаflия их

возможных физиологических функций, так и для разработки подходов к

использованию данных белков в биотехнологии и фотодинамической терапии.

Учитывая этот факт, акту€lJIьность выбранной темы диссертационной работы

не вызывает сомнений.

Щель исследования достаточно ясно сформулирована и заключается в

анаJIизе способности димеров хлорофилла в составе холобелков WSCP-II

проявлять фотохимическую активность. Для достижения цели

диссертационной работы были получены рекомбинантные апобелки BoWSCP

(водорастворимый хлорофилл-связывающий белок из Brassica oleracea) и

LvWSCP (водораствориплый хлорофилл-связывающий белок из Lepidium

virgiпicum), которые затем инкубиров€uIи с изодированными тилакоидами для

формирования холобелков с хлорофиллом.

Работа имеет теоретическую и практическую значимость и

характеризуется наlпrной новизной. Важным представляется комплексный

подход к изrIению фотохимических свойств данных белков, включающий

исследование первичных процессов, анЕшиз фотоиндуцированных
окислительно-восстановительных реакций с участием экзогенных доноров и

акцепторов электронов, а также оценку их устойчивости к воздействию
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факторов среды. Результаты работы создают предгrосылки для далънейших

ИССлеДованиЙ физиологических функциЙ WSСР-Ш в стрессовых ответах

РастениЙ и открывают перспективы практического исполъзования данных

КОМПЛексов. Научные положения, выносимые на защиту, являются

обоснованными. Выводы достоверны.

Структура и содержtание диссертации

Щиссертация Обу>(ова Ю.Н. структурно построена по традиционному

плану и включает введение, обзор литературы, материыIы и методы,
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результаты, обсуждение, заключение, выводы, список литературы и

рисунков и 1 таблицу. Список цитируемой литературы включает 1б1

источник.

Во введении обосновывается акту€tJIьность исследования,

практическая значимость, научная новизна и положения, выносимые на

защиту. Литературный обзор содержит необходимую для понимания

современного состояния проблемы информацию. Рассмотрены особенности

водорастворимых связывающих белков сеплейства WSCP, их

структурные и филогенетические различия, а также современные

представления о возможных физиологических функциях данньIх белков в

растениях. Отдельное внимание уделено особенностям организации молекул
1хлорофилла в составе белков WSCP-ll и фотохимическим процессам, которые

могут протекать с их участием. Представленные сведения позволяют оценить

степень разработанности гlроблемы и обосновывают необходимость

проведения настоящего исследования.

Методический арсенал представленной работы обширен и

соответствует поставленным задачам. .Щля получения апобелков WSСР-П

использов€uIи гетерологичную экспрессию в клетках Escherichia coli с

гrоследующей сборкой хлорофилл-белковых комплексов. Чистоту и

нативность полученных препаратов контролироваJIи с помощъю

денатурирующего и нативного электрофореза в полиакриламидном геле, а

также с использованием абсорбционной и флуоресцентной спектроскопии и

спектроскопии кругового дихроизма. Для изучения быстрых процессов,

протекающих после возбуждения хлорофилла светом, применяли

широкополосную фемтосекундFгуrо л€верную спектроскопию <возбуждение-

зондирование). Кроме того, использовали спектрофотометрические и

флуориметрические методы для исследования фотоиндуцированных
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окислительно-восстановительных реакций и устойчивости холобелков к

р€Lзличным факторам среды.

Первый р€tздел результатов диссертатIионной работы посвящен

получению и характеристике белковых препаратов WSСР-П. Автором

получены препараты апобелков и осуществлена их сборка в хлорофилл-

белковьте комплексы. Электрофоретический анаJIиз пок€tзЕul ожидаемую

молекулярную массу апобелков около 20 кДа и отсутствие примесей

посторонних белков. Спектр€шьные характеристики полученных холобелков

BoWSCP и LvWSCP соответствов€ulи опубликованным в питературе данным.

Полученные результаты имеют принципиЕшьное значение для последующего

исследов ания фотохимических свойств комплексов, посколъку подтверждают

качество экспериментального материаJIа и позволяют проводить д€IJIьнеишии

анализ с исполъзованием охарактеризованньж белковых препаратов.

Важным результатом работы является исследование сверхбыстрых

фотохимических процессов в холобелках WSCP-II. С использованием

фемтосекундной лазерной спектроскопии автором получены свидетельства

оттока энергии возбуждения в холобелках BoWSCP на протекание

сверхбыстрой фотохимической реакции между связанным хлорофиллом и

остатками триптофана в его аминокислотном окружении. ,Щанный резулътат

представляет интерес для понимания первичных процессов, происходящих в

хлорофилл-белковых комплексах после поглощения энергии света, и

расширяет существующие представления о возможных путях преобразования

этой энергии в белках семейства WSCP-ll. Следует отметить, что

исследование процессов в фемто- и пикосекундном диапазонах времени

позволяет выявлять особенности фотохимической активности, которые

невозможно установить при использовании только традиционных

спектроскоп ических методов.

Существенная часть эксперимент€Ulьных результатов посвящена

из)п{ению фотоиндуцированных окислительЕо-восстановительных реакций с

,белков WSCP-II. В работе впервые экспериментальноучастием холо впервые эксt 
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Fпродемонстрирована способность данных комплексов к окислению

экзогеннь]х донороts электрона, таких как NADH и, аскорбат натрия.

Исследование механизмов этих реакций показ€шо, что фотоиндуцированное

окисление указанных соединении происходит с )л{астием синглетного

кислорода, генерируемого при фотохимическом возбуждении хлорофилла.

.Щругим ваNtным резулътатом является выявление способности хоJIобелков

WSСР-Ц к фотоиндуцированному восстановлению экзогенного цитохрома с.

Показано, что данный процесс опосредован образованием супероксидного

анион-радикаIIа. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о

способности BoWSCP и LvWSCP холобелков )rчаствовать в

фотоиндуцированных окислительно-восстановительных реакциях,

приводящих к генерации АФК.

Отдельного внимания заслуживает исследование устойчивости WSCP-II

к действию факторов окружающей среды. Автором покЕвано, что белковая

структура и связанный хлорофилл сохраняют устойчивость при освещении

светом высокой интенсивности, изменении температуры и рН среды в

широком диапzIзоне. Кроме того, продемонстрирована устойчивость

хопобелков к условиям сенсибилизации ими фотохимических реакций.

Щанные результаты дополняют характеристику изучаемых комплексов и

имеют значение дJuI отIенки перспектив их дальнейшего использования в

качестве компонентов фотохимических и биотехнологических систем.

Степень достоверности и апробация результатов

.Щостоверность пол)ленных результатов обеспечивается контролем

качества и нативности белковых прецаратов, использованием комплекса

спектроскопических и электрофоретических методов, проведением

фотохимических экспериментов не менее чем в трех независимых

повторностях и применением стандартных методов математической

статистики. Результаты диссертационной работы огrубликованы в пяти

уемых в Web of Science и Scopus, а такжестатьях в журналах, индексир 
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Представленные сведения

результатов исследования.

свидетельствуют о достаточной апробации

Замечания и вопросы по диссертационной работе

У оппонента отсутствуют замечания к основным разделам

диссертаIlионной габоlы. Однако при прочтении диссертационной работы

возникли вопросы, требующие комментариев со стороны соискателя:

l . Известно, что хлорофилл подвержен феофитинизации как в растворах, так
,:

и ттод действием факторов среды, в том числе в связанном соатоянии.

Автором не представлены свидетельства о контроле феофитинизации

хлорофилла в процессе сборки холобелков, а также во время проведения

экспериментаJIьной работы с холобелками, в частности, при термической

обработке, при изменении рН среды, при освещении светом высокой

интенсивности и т.д.

2. В работе в качестве объектов исследования использов€uIи как BoWSCP, так

и LvWSCP холобелки. Однако в положениях, выносимых на защиту,

приводятся данные только о BoWSCP холобелках.

3. Представленные данные не позволяют однозначно подтвердитъ

прOтекание сверхбыстрой фотохимической реакции между хлорофиллом и

остатком триптофана в BoWSCP холобелках; предполагаемый механизм

следует обозначить как гипотезу, основанную на полученных данных, а не
.]

как док€ванный факт.

4. Автором показана способность холобелков генерировать АФК, такие как

синглетный кислород и супероксидный анион-радик€}л. Образование

синглетного кислорода не требует }п{астия донора эJIектронов, поскольку

данный процесс осуществJuIется посредством переноса энергии от

хлорофилла в триплетном состоянии к молекулярному кислороду. В то же

время генерация супероксидного анион-радикЕrла предполагает

одноэлектронное восстановление I\4олекулярного кислорода. В связи с
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этим возникает вопрос: какой компонент холобелков выступает в качестве

донора электрона в данном процессе?

5. .Щля подтверждения супероксид:з&висимого восстановления цитохрома с

-неооходимо сравнивать результаты в отсутствие и присутствии только

супероксиддисмутазы. Проводилисъ ли такие эксперименты, поскольку

заключение

Вместе с тем приведенные замечания не: оказывают существенного

влияния на общую положительную оценку диссертационной работы.

Щиссертация Обухова Юрия Николаевича <<Исследование фотохимических

свойств водорастворимых хлорофилл-связывающих белков семейства WSCP-

lI> представляет собой законченную наrrно-кв€tJlификационную работу, в

которой поJIучены новые эксперимент€lJIъные данные о фотохимической

активности холобелков WSCP-II, механизмах фотоиндуцированных

окислительно-восQтановительных реакций и устойчивости данных

комплексов к воздействию факторов среды. По акту€tльности, объему

выполненного исследования, методическому уровню, новизне пол)п{енных

результатов, их теоретической и практической значимости представленная

раоота полностью соответствует требованиям п.9 <<Положения о порядке

ПРИсУжДения уIеных степеней>>, утвержденного Постановлением

правительства РФ от 24 сенпября 201З г. J\Ъ842 (в деЙствующеЙ редакции),
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Николаевич, заслух(ивает присуждения ученой' степени

биологических наук по специ€IJIьности 1,.5.4. Биохимия.
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