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РАН на диссертационную работу Бакуновой Алины Константиновны кТрансаминаЗа

D-аминокислот из Haliscomeпobacter hydrossis: катшIитические своЙства и структура)

на соискание ученой степени кандидата химических наук по специапьности 1.5.4.

Биохимия, выrrолненную в лаборатории инженерной энзимологии Института биохимии

имени Д.Н.Баха Федераrrъного государственного учреждения кФедеральныЙ

исследовательский центр кФундаментЕLгIъные основы биотехнологии) Российской

академии наук.

В 2019 году Бакунова Алина Константиновна окончила кафедру химии

природных соединений Химического факультета Московского государственного

университета имени М.В.Ломоносова по специчrльности 04.05.01 кФундаментzLIIьн€ш и

прикладнаJI химия). С 2019 г. Алина Константиновна работает в лаборатории

инженерной энзимологии Института биохимии им. А.Н. Баха Федералъного

государственного учреждения кФедеральный исследовательский центр

кФундамент€uIьные основы биотехнологии) Российской академии наук в должности
младшего научного сотрудника. В 2020 году Алина Константиновна постуtIила в

очную аспирантуру ФИЦ кФундамент€uIъные основы биотехнологии> РАН. В 2024 г.

Бакуновой А.К. присвоена квалификация кИсследователь. Преrrодаватель-

исследователъ) (диплом об окончании аспирантуры 107705 0002687). Все кандидатские

экзамены сданы.

Научный руководитель доктор химических наук Безсуднова Екатерина

Юрьевна, ведущий научный сотрудник лаборатории инженерной энзимологии,
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Федерального исследовательского центра кФундаментальные основы биотехнологии)
Российской академии наук.

По результатам рассмотрения диссертации кТрансаллин€ва D-аминокислот из

НаlisсоmепоЬасtеr hydrossls: кат€[питические свойства и cTpyкTypa> принято следующее
заключение:

Акryальность работы

Щанная работа посвящена изr{ению функцинирования активного центра новой
трансаминазы D-аминокислот. Сrруктурно-функционаJIьн€ш характеристика
трансамин€tз востребована при разработке биокатализаторов с заданной субстратной
специфичностью.

Анализ живьIх систем и применение ферментов дJuI целей синтетической химии
невозможны без понимания свойств ферментов, природньIх кат€Iпизаторов, способных
многократно ускорятъ химические реакции в (мягких) условиях и осуществлять
превращения, которые в неживой природе не происходят.Пиридоксаrrь-5'-фосфат
(РLР)-зависимые ферменты широко распространены в природе, они участвуют в

€tзотистом и энергетическом обмене в клетке, являются ключевыми ферментами
метаболизма D-, L-аминокислот, вовлечены в метаболизм углеводов, жиров и т.д.

Среди биотехнологически значимых ферментов пиридоксалъ-5'-фосфат (PLP)
зависимые трансаминЕtзы успешно зарекомендовЕIли себя в стереоселективном
аминировании органических соединений. Несмотря на давнюю историю, исследование
белковых структур, ассоциированных с пиридокс€LIIевым катаJIизом, сохраняет
актуЕIльность с фундаментЕLпьной и практической точек зрения: изучение многообразия
протекающих с участием пиридоксаль-5'-фосфата ферментативных превращений
позволяет анализировать молекулярные основы причинно-следственных связей в

ферментативном катаJIизе и клеточном метаболизме, изr{ение взаимосвязи структуры
и функции ферментов создает основы для эффективной разработки биокатализаторов

для биотехнологии.

Среди трансамин€lз IV типа укладки РLР-связывающего домена выделяется
семейство трансамин€tз D-аминокислот (DATA). DATA катализируют
стереоселективный обратимый перенос амиЕогруппы с D-аминокислоты на o,-

кетокислоту с образованием новых D-аминокислоты и с,-кетокислоты. .Що настоящего
момента структурно-функционЕrльный анализ этого семейства ограничив€uIся
трансаминазой D-аминокислот из Bacillus subtilis и несколькими гомологичными ей
DATA. Устройство активного центра этих DATA, их субстратная специфичность
сформировirли представления о ферментативном D-трансаминировании как об

узкозадачном процессе. Но недавно были обнаружены DATA с дополнительной
активностью с первичными (Л)-амин€Lми, что указывЕIло на организацию активного
центра отличную от канонических DATA и на разнообразие функций DATA в клетке.
ПРедметом диссертационной работы является исследование каталитических свойств и
СТРУкТуры трансЕlмин€}зы D-аминокислот с неканонической организацией активного
центра, которtш обеспечивает высокую каft}литическую эффективность
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трансаминирования, стереоспецифичность, стабилъность и широкую субстратную
специфичность трансаминазы.

Щелью настоящей работы явилось определение структурных основ субстратной
СПецифичности, кат€IлитическоЙ эффективности и стереоселективности трансамин€Lзы
D-аминокислот из Haliscomeпobacter hydrossis.

Научная новизна

ПоисК новыХ трансаМин€В D-аминокислот вьUIвил в геноме бактерии
Haliscomeпobacter hydrossls последовательность новой трансаминaзы Iv типа укладки
РLР-связывающего доменц котор€ш характеризуется отличной от известньtх
ТРаНС€lМин€lЗ D-аминокислот организациеЙ активного центра. Проведена структурно-
функциончtлънаJI характеристика рекомбинантной формы новой трансаминазы. Описан
новый активный центр у трансаминаз D-аминокислот. Обнаружены некоторые новые
закономерности взаимосвязи структуры и функции у трансамин€lз, в том числе
структУрные детерминанты доtIолнительной активности с первичными (Л)-аминами.
впервые проведен детальный анаJIиз предстационарной кинетики трансамин€tз D_
аминокислот методом ((остановленного потокa)).

Теоретическая и практическая значимость

КомплексныЙ метоД исследОваниЯ взаимоСвязИ структуры и функции
трансамин€Lзы D-аминокислот из н. hydrossis позволил охарактеризовать новый
активный центр у трансамин€[з, ключевыми аминокислотными остаткЕlми которого
явJUIются три остатка аргинина и остаток лизина. При этом установлена
многофункцион€Lпьностъ остатков аргинина и эффективность точечных замен в таком
активном центре. Кроме того, продемонстрирована ролъ удаленных от кофактора
аминокислотньIх остаткоВ В стабилизации рабочей конформации PLP через сеть
нековалентнъtх взаимодействий. ,щалее пок€}зана возможность применения
трансаминЕLзы из н. hydrossis как биокатализатора синтеза разнообразнъrх
ароматИческиХ и аllифатических D-аминокислот с энантиомерным избытком более
99%. обоснованы практические достоинства нового активного центра трансаминазы D-
аминокислот, а именно: высок€UI каталитическая эффективность, стереоселективность и
возможностъ регулирования активности. Стоит отметить, что важной характеристикой
трансаМинЕtЗ И РLР-зависимых ферментов вообще является стабильность
холофермента. Нестабильностъ холофермента негативно сказывается на вьгходе
целевого tIродукта, посколъку приводит к накоплению менее стабилъной и неактивной
апоформы и, как следствие, остановке реакции. В ходе исследований трансамин€}зы из
н- hydrossis определены факторы, стабилизирующие pl.p в активном центре,
ПРеДЛОЖеНЫ ПОДХОДЫ К СТабИЛИЗаЦИи холофермента в реакционньIх условиях,
предложены подходы к l00% реактивации холофермента. По результатам
исследований в банк данньIх белковых структур (protein Data Bank) депонированы пятъ
структур (PDB коды 7P7X,8AHU, 8мF, 8RAI, 8YRT).



Конкретное личное участие автора в получении результатов

Во всех опубликованных работах вклш автора является определяющим. Автор

lrриним€rл непосредственное участие в постановке научных задач, планировании и

проведении экспериментов, анаJIизе полученных результатов и их представлении. На

защиту вынесены только те положения и результаты эксIIериментов, в получении

которых роль соискателя является определяющей.

Степень достоверности

,Щостоверность представленных в диссертации Бакуновой А.К. данньtх и сделанньD(

выводов обеспечена использованием современных методов исследования, проведением

независимых экспериментов с использованием положительньгх и отрицательньж

контролей, и подтверждается воспроизводимостью значений измерений. Все
эксперименты проводились на сертифицированном оборудовании. Полученные данные

анализировсIли с использованием современных методов статистической обработки.

Соответствие содержания диссертации специальности, по которой она

рекомендуется к защите

Содержание диссертационной работы и опубликованные по ней материrLпы

соответствуют специчrльности 1.5.4. Биохимия, результаты диссертационного
исследования изложены в опубликованных работах.

Апробация работы

Основные результаты диссертации изложены в 5 оригинальньIх статъях в

международных рецензируемых журнаJIах, входяIцих в перечень ВАК. Результаты

работы были rrредставлены в виде стендовых и устных докладов на международных
конференциях (ХV Всеросссийская конференция молодьtх ученых с международным

участием в Саратове в 2021 году; VI съезд биохимиков России в Сочи-,.Щагомыс в 2022

году; 13th BGRS/SB в Новосибирске в 2022 году; 7th International Conference оп Novel
Enzymes в ГрайфсвЕrльде (Германия) в 202З году; 1З-ая МеждународнаJI наг{наlI

конференция <<Биокат€Llrиз. Фундамент€LIIьные исследования и применение) в Суздале в

202З году; Х Всероссийская научн€ш молодежнul;l школа-конференция <Химия, физика,
биология: пути интеграции) в Москве в2024 году).

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

По материалам диссертационной работы опубликовано 5 статей в журналах,

вхошщих в Переченъ ведущих рецензируемых журнi}лов и изданий ВАК, и б тезисов,

опубликованных в материаlrах конференций, которые приведены ниже.
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Шевцова Елена Феофановна, доктор химических наук, главный научный со-
трудник, И.о. заведующей лабораторией биомолекулярного скрининга Института
физиолОгически активных веществ Федерального государственного бюджетного
учреждения науки Федераrrъного исследователъского центра проблем химической
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Азат Габдрахманович Габдулхаков, кандидат физико-математических наук,
ведущий научнъй сотрудник, руководитель груlrпы структурных исследований
макромолекулярных комплексов Федералlьного государственного бюджетного
учреждения науки Институт белка Российской академии наук.

Рекомендуемая ведущая организация

Федералъное государственное бюджетное учреждение науки Институт
молекулярной биологии имени в.А. Энгелъгардта Российской академии наук

Щиссертация кТрансамин3ва D-аминокислот из Haliscomeпobacter hydrossis:
каталитические свойства и структура) Бакуновой длины Константиновны на
основаниИ tIроведенногО семинара рекомеНДуетсЯ К защите на соискание ученой
степени кандидата химических наук по специ€tльности 1 .5.4. Биохимия.

ЗаклюЧение принятО на заседаниИ совмесТногО семинара лабораторий
инженерной энзимологии, химической энзимологии, структурной биохимии белка,
белок-белковых взаимодействий и груrrпы молекулярного моделирован ия Института



биохимии имени А.Н. Баха Федерального государственного учреждения <ФедеральныЙ

исследователъский центр <ФундаментЕUIЬные основы биотехнологии)) Российской

академии наую), протокол J\b5 от к28> февраля 2024 года. ПрисутствовЕtло на семинаре

2З человека. Результаты голосования: ((за) - 2З человека, (против) - нет,

(воздержЕlпось) - нет.

Преdсеdаmель совJиесmноzо сел4uнара лабораmорuй

Заведующий лабораторией химической энзимологии,

доктор химических наук, профессор А.И. Ярополов

Секреmарь

Научный сотрудник лаборатории

белок-белковых взаимодействий,

кандидат биологических наук К.В. Перфилова
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