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ведущеЙ организациИ О наrшо-пРактическоЙ значимостИ диссертационной работы

МакрУшинаКириллаВалерьевича<L.лизин.O-оксиДазагрибаТriсhоdеrmасf,аurеоуiridе
ftifai ВКМ F-4268DD, представленной на соискание уrеной степени кандидата

биологических наук по специt}льности 03,02,03 - Микробиология,

ДктуальностЬ темЫ определяетсЯ недостаточной теоретической разработкой

вопросов биосинтеза и вьцеления оксидаз L-аминокислот, а также возрастанием роJIи

энзимотерапии опухолей, основанной на разной чувствительности нормальньD( и

опухолевьIх кJIеток к дефициту факторов роста, в том числе, аминокислот,

СрелИ наиболее тrерспективньгх противооп}холевьгх ферментов следует указать ЛО,

L-аспарагиназу и L-метионин--Y-лиазу. Налажен промышленный выпуск L-аспарагиназы во

многих странах, в России такого производства нет,

лекарственный препарат на основе Ло не заменит L-аспарагиназу, но позволит

расширить диаr1азон терапевтического использования противоопухолевьтх ферментов,

,Що настоящего вреМени в России создание лекарствеЕвоЙ формы ЛО сдерживалось

отсутствием активЕого штамма-продуцента, а также отсутствием эффективной технологии

поJryчения фермента. Разработанныо ранее методы выделония и очистки фермента Ло были

неэффективными, трудоемкими или не отвечаJIи экологическим нормам производства из-за

использования больших объемов органических растворителей.

Выявление факторов, предопределяющих возможную функчионt}льную роль ЛО для

гриба-продуцента в природной окружающей ср9де являются актуальными в связи с

вопроса]\4и об адаптивньш проимуществах и конкуронции с другими оргitнизмами, а также

индуцировании системной устойчивости растений й возможном участии во

взаимоотношениях <Растение - Trichoderma - Патоген>,

вопросы влияния различных факторов на стратегию гриба с участием Ло как одного из

механизмоВ регуляциИ межвидовыХ взаимоотНошений остаютсЯ актуаJIьнымИ дJUI

исследования, поскольку каждый из факторов засJryживает отдольного наблюдения й

исследования. Это дает основание утверждать, что научIIаJI проблема, сформулированнаJI в



диссертации, является актуальнои.

Выбранная диссертантом тема представляет интерос не только для специалистов в

данной области знаний, но и для исследователей в областях сельского хозяйства, биохимии,

медицине, биотехнологии.

новизна исследования
Все представленные в диссертации результаты сопоставлены с опубликованными

данными других исследователей, на основании чего можно судить об их приоритетности и

новизне.

На основании проведенньIх исследований был выделен новый высокоактивныЙ

приролный штамм-ттродуцент ЛО. Отобранный штамм был идентифицирован И

депонирован в ВКМ (ИБФМ РАН) как Trichoderma cf . aureoyiride Ptifat ВКМ F-4268D.

Впервые обнаружено, что синтез ЛО происходит на средах, содержащих семена

культурньгх и диких злаковых растений,
Подобраны условия биосинтеза ЛО, позвоJu{ющие получить высокий уровень

накопления в ростовой среле фермента, достигающий |75 Е/г субстрата. В настоящее Время

данные о получеЕии такого высокого уровня биосинтеза ЛО при любьrх типах ферментации
Tr i с ho de r m4 в научной литературе отсутствуют.

Предложены два метода очистки фермента: один из них базируется на

общепринятьпс фlтинных) подходах, основанных на осаждонии сульфатом аммония;

второй - оригинальньй метод, основанный на осаждении ЛО из культура.тtьной жидкости

солями Cu2*, Оба метода позволяют полrIить гомогенный препарат ЛО с высокой

активностью (100 Е/мг белка) и прчжтическим выходом 55 %.

Впервые исследованы кинетические характеристики фермента с r{етом наличия 2-х

субъединиц и аллостерических эффектов. Были оценены коэффиuиент Хилла (h - 2,0З +

0,14) и константа Михюлиса-Ментен (Kr:1,015,10-5 М), величина которой показывает

высокое сродство Ло к лизину.

Впервые вьuIвлены факторы, предопределяющие возможную функционаJIьн}'ю роль
ЛО как возможное r{астие во взаимоотношениях кРастенuе - Trichoderma - Патоген>.

Показано, что биосинтез фермента сопровождается накоплением в среде роста
пипеколиновой кислоты и rrероксида водорода - элиситоров сиOтемной устойчивости

растений.
Впервые изучены механизмы антимикробного действия ЛО как фактора

конкуренции гриба Trichoderma с грaмотрицательными и граIчIположителЬными

бактериями, а также фитопатогенными грибами.

степень обоснованности полyченных резyльтатов. выводов и рекомендаций,
сформyлированных в диссеDтации

,Щиссертация Макрушина К.В. носит завершенный характер, оформлена в

соответствии с требованиями ВАК РФ, состоит из введения, обзора литературы, главы

материалов и методов исследования, экспериментальной части, зЕключения, выводоВ И

списка литературы.

Экспериментальньй материал rrолучен на основе сочетания кJIассических и

современньж микробиологических, биотехнологических, биохимических, методов анаJIиЗа,

что определяет достоверность обобщенньтх и систематизированньIх результатов
проведенного исслодования. Обоснованность полуIенньж результатов подтворждаеТся

количеством проведенньIх экспериментов, широкой репрезентативной выборкой. В работе
прослеживается логика предположеlнийи их доказательства с использованием современнЬж

научньж методов.



Выводы диссертации соответствуют поставленным задачам и согласуются с
основными результатами проведенных исследований. Материалы диссертационной работы
полностью отрaDкены в автореферате и статьях, опубликованньж в цитируемых
профессиональньIх наr{ньж журналах "Мuкробuолоz1,1я", ООПрuклаdная бuохuлtuя u

мuкробuолоzuя", 'ОБuоmехнолоzuя", широко обсужда-пись на международньгх научЕых
конференциях.

Следует отметить, что диссертационнаlI работа К.В. Макрушина вносит
значительный вклад в из}л{ение процессов биосинтеза не только лизин-0,_оксидазы, но и
других оксидаз аминокислот, а также в понимании фlнкциональной роли фермента для
гриба Trichoderma.

днализ стрчктуры и основного содержания работы
Щиссертация Макрушина К.В. носит завершенный характер, оформлена в соответствии

с требованиями ВАК РФ. Структура диссертации Макрушина К.В. традиционна и вкJIючает
в себя введение, обзор литературы, описание объектов и методов исследования и восьми

р€вделов, представJшющих полr{енные результаты и их обсуждения, закJIючение, выводы,
список используемоЙ литературы, вкJIючающиЙ 225 литературньIх ссьшок, 182 из которьж
зарубежньтх авторов. Работа представлена на t22 листах основного текста и содержит 35

рисунков и 18 таблиц.
Во введении автор обосновывает актуаJIьность проблемы, кратко излагает современное

состояние вопроса, представляет план собственного исследования, содержащий цели и
задачи диссертационной работы, ее наr{ную новизну, теоретическую и пр€ктическую
знатIимость полученньж результатов, положения, выносимые на защиту, апробацию

результатов и связь работы с наrfiIыми прогрЕlммzlп,{и.

Первая глава диссертации содержит обзор литературы, состоящцйиз 2-х разлелов.
В первом разделе дается краткая характеристика грибов рода Trichoderma, их

практическое применение в промышленности, сельском хозяйстве и медицине.
Во втором разделе освещены оксидазы L аминокислот выделенные из различньIх

источников. Автор дает характеристику этих ферментов) описывает их физико-химические
своЙства, биологическое деЙствие, такое как антибактериальнiш, противовируснrш и
противоопухолеваrI активность, а также затрагивает вопросы функциональной роли оксидаз
аминокислот для продуцентов.

Во второй главе диссертации представлено оrrисание объектов и методов исследования.
Указывается, что скрининг проводили, используя большую выборку штап,Iмов кандидатов
(22). .Щостаточно подробно описаны микробиологические, биохимические,
биотехнологические и химико-аналитические методы, использованные в работе.
Примененные методики и подходы позволяют заключить, что для решения поставленньIх
ЗаДаЧ аВТОр использовал в своеЙ работе современные высокоточные методы исследования.
УкаЗано, что все полученные результаты подвергались статистической обработке, что
доказывает достоверЕость полr{енных результатов.

Третья глава посвящена результатам собственных исследований Макрушина К.В. и их
обсуждению. В первом разделе третьей главы подробно описывается процесс отбора
ШТаММа- прОДУцента. Во втором ра:}деле описаны морфологические признаки отобранного
штамма-продуцента, а так же определение его таксономического положоFIия.

В третьем разделе представлены данные об оптимизации процесса биосинтеза L-лизин
а-оксидiвы, пол)ценные в опытах в колбах и биореакторах лабораторного типа. Особое
Внимание удеJuIется определению факторов, влияющих на интенсивность биосинтеза
(уровень накопления L-лизин а-оксидазы). Подробно описан подбор состава среды
кУЛьТиВирования, включаlI субстрат роста, различные добавки в ростовую среду.



Сравниваются результаты, полученные при различньгх типах культивирования,

твердофазном и погруженном. Отдельное внимание уделено отработке процессов синтеЗа В

биореакторах. а также влиянию физико-химических факторов.
В четвертом разделе представлены данные по очистке фермента. Полробно описаны ДВа

метода очистки L-лизин- а-оксидазы, проведено сравнение особенностей и преиМУЩесТВ

этих методов.

Следlтощий этап исследований (пятый разлел) посвящен из)чению свойств фермента.

Изуrены кинетические характеристики фермента с учетом наJIичия 2-х субъеДиниц и

аллостерических эффектов. Были оценены коэффициент Хилла и коЕстанта Михаэлиса-

Ментен, величина которой показывает высокое сродство ЛО к лизину. Установлены

молекулярнаjI масса фермента, кофермент (ФАД), температурный и рН оптимумы. Показана

узкаJ{ субстратная специфичность, а также стереоспецифичность ЛО. Показаны высокая

стабильность, в том tIисле, при хранении в лиофилизованном состоянии, к деЙствию

температуры, протеаз и детергентов,
Наиболее важной частью этого раздела представляются данные, характеризующие

кинетические особенности и стабильность фермента. Именно эти IIараметры говорят об

адаптационном потенциале фермента и гриба-продуцента в природном окружении,

Высокая активность, высокое сродство к субстрату и узкаJI субстратная

специфичность являются существенными характеристикаN,lи не только дJш потенциаJIьного

медицинского препарата, но также для биоконтроJuI и симбиотических взаимодействий

гриба_продуцента, что может предопредеJuIть физиологическую роль внекJIоточного

фермента ЛО.
Шестой и седьмой раздел представленной работы содержат информацию, касающуюся

определения стерильности и хранения очищенной субстанции L-лизин -а-оксидазы, что

имеет большое значение для оценки порспективы использования лекарственньж средств.

Наиболее вахные данные, полуIенные Макрушиным К.В., содержатся в восьмом

рЕвделе, где обсуждаются антимикробное действие, а также затрагивЕtются вогIросы о

фlтrкциональной роли этого фермента для продуцента.

Исследовацо накопление в ростовой среде веществ, предопределяющих функчию ЛО

для продуцента: пипеколиновой кислоты и пероксида водорода, которые, как известно из

текущей литературы, являются элиситорами системной устойчивости растений. Эти

данные говорят в пользу r{астия ЛО во взаимоотношениях кРастение - Trichoderma -
Патоген>.

Изуrены механизмы антимикробного действия ЛО как фактора конкуренции гриба

Trichoderma с грамотрицательными и грамположительными бактериями, а также

фитопатогенными грибами. Показано, что возможный механизм основан на образовании

экзогенного пероксида водорода в результате катаJIитической активности ЛО, а также

генерации внугриклеточньIх активньIх фор, кислорода,

Исследование антагонистического действия ЛО было проведено согласно требованиям

Госуларственной фармакопеи РФ. ,Щля большей достоверности результатов и расширения
представлений об антимикробном действии Ло были дополнительно исrтользованы

микроорганизмы, не входящие в список тестовых микроорганизмов, рекомендованных

фармстатьей для установления стерильности и антимикробных свойств препаратоВ.

значимость для начки и практики представленных в диссертации резyльтатов

- На основе данньж диссертационной работы разработан лабораторный регла:мент

полу{ения ЛО. Полуlенные данные также могут также быть использованы при разрабОтКе

других биотехнологических процессов микробиологического синтеза различньD(



соединений.
Установленные свойства гомогенного препарата ЛО, такие, как высокие активность

и стабильность, а также узкаJI субстратная специфичность и высокое сродство к лизину,

обеспечивают его использование в медицинских исследованиях как перспективное

лекарственное средство в терапии онкологических заболеваний. Полутенный гомогенньй
препарат ЛО проходит доклиническое исследование в ГОУ <Российский онкологический

наулный центр) им. Н.Н. Блохина, подтверждена его противоопухолевtul активность.

Кроме того, указанные свойства фермента предполагают его использование в

биоинженерии белков, а также для создания биохимических тестов для определения лиЗина.

Активность против грамположительньD( и грамотрицатольньж бактерий позволит

использовать ЛО в качестве перспективного потенциального инструмента в разработке
HoBbIx лекарственЕьж средств против бактерий, резистентIlьrх к антибиотикаNI.

Полуrенные результаты внесут существенный вклад в современные представления о

мехrlнизмах адаптации микроорганизмов и возможной роли этих механизмов в

эволюционньж процессах.

Результаты исследования дополняют гIредставления о взаимоотношениях <Растение -
Trichoderma Патоген>, развитии системной устойчивости растений, а также об

использовании грибов рода Trichoderma в качестве биоконтрольного агента и их

адаIIтационном потенциале.
- Полученные результаты могут быть использованы для разработки HoBbD(

эффективньж препаратов на основе грибов Trichoderma (активньrх продуцентов L-лизин о-

оксидазы) дJu{ защиты раст9ний от патогенов и вредителей, обеспечивающих высокую

урожайность и хранение полученньIх сельскохозяйственньтх продуктов.

Рекомендации по использованцю резyльтатов и выводов диссертации
ЭкспериментЕlльные данные и методические приемы, представленные в диссертации,

могут быть использованы в организациях биологического, биотехнологического и

сельскохозяйственньrх профилей. Особьтй интерес розультаты исследований Макрушина
К.В. представляют дJuI медицинских учреждений, занимающихся исследованием и

разработкой противоопухолевьIх препаратов. Полученные результаты могут быть

использованы при подготовке образовательных курсов по микробиологии, биотехнологии)

экологии микроорганизмов,

Однако при чтении работы возникпи следующие вопросы и замечания
В разделе "Материалы и мотоды" желательно было бы привести условия проведения

анЕIлиза аминокислот и пипеколиновой кислоты, в то вромя как продстilвление

полного состава общепринятьIх питательньIх сред представляется избыточньтм

В Списке литературьтиз2З5 только 8 источников опубликовано после 2015г.

Илентификацию культуры Trichoderma cf, aureoviride по макро- и микроморфологии

желательно бьшо бы подтвердить современными методами исследования

В большинстве таблиц и рисунков не представлены стандартные отклонения

величин, что затрудняет оценку достоверности результатов исследования

Перечисленные замечания не имеют принципиального характера и не влияют на

общую поJIожительную оценку диссертации.

заключение

.Щиссертация Макрушина Кирилла Валерьевича кL-лизин-0,-оксидаза гриба

Trichoderma cf aureoviride Rifai ВКМ F-4268D), представленнм на соискание степени

a

о



кандидата биологических наук, явJuIется законченной наl"rно-квалификационной работой.
По своей на1..rной новизно и практической значимости диссертациоЕнаrI работа
соответствует критериям п.9 Положения <<О порядке присуждения ученьIх степеней>>,

устtlновлонного Постановлением Правительства РоссиЙскоЙ Федерации J\b 842 от 24
сентября 2013 года (с изменениями Постановления Правительства Российской Федерации
от 21 апреля20Тб года Jrl! 335, от 02 августа 2016 годаJ\Ъ 748, от29 мая20117 годаJф 650, от
28 августа 2017 года Ns 1024 кО внесении изменений в Положение о присуждении rIeHbIx
степенеЙ>), предъявJuIемым к кilIдидатским диссертациям, а ее автор - Макрушин Кири.ltл
Ва-перьевич - заслуживает присуждения 1^rеной степени кандидата биологических наук по
специальности 03. 02. 03 -микробиология.

,Щиссертационная работа Макрушина Кирилла Валерьевича <<L-лизин-с,-оксидаза

гриба Trichoderma cf, aureoviride Rifai ВКМ F-4268D> и отзыв обсуждены на расширенном
заседании паборатории биологических методов экологической безопасности НИЦЭБ РАН
23 января 2019 г. (Протокол Nч1).

Зав. лаборатории биологических методов
экологической безопасности НИЦЭБ РАН,

/и^-/

Медведева Н.Г.д.т.н.


