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ВІДГУК ОФІЦІЙНОГО ОПОНЕНТА

на дисертаційну роботу Мутенко Галини Віталіївни 

«Гени afs-, aco- та adpА-родин, задіяні у плейотропній регуляції вторинного метаболізму Streptomyces ghanaensis ATCC14672», 

представленої на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.22 – «молекулярна генетика»

1. Актуальність теми. 
В останні десятиліття відкриття нових антибіотиків значно сповільнилося, що пояснюється поступовим вичерпанням ефективності мікробіологічних скринінгових підходів та методів хімічної модифікації відомих сполук. Водночас, значно зріс відсоток інфекцій, викликаних множинно-стійкими формами патогенів. У результаті сформувалась гостра потреба у нових антибіотиках. До таких класів належать моеноміцини – фосфогліколіпідні антибіотики, що пригнічують каталітичну активність пептидоглікан-глікозилтрансферазного (ПГТ) домена пеніцилін-зв’язувальних білків (ПЗБ). Прототипом цієї родини сполук є моеноміцин А (МмА) – один з найсильніших антибіотиків, відомих сьогодні. Важливо розробити методи надсинтезу МмА та його похідних, оскільки мікробіологічний синтез моеноміцинів – єдиний економічно виправданий спосіб їхнього отримання. Крім застосування у медицині, значення антибіотиків у природному середовищі, зокрема, у взаємодії з рослинами – мало досліджене.

Зважаючи на це, тема дисертаційного дослідження Г.В. Мутенко, яке присвячене з’ясуванню ролі плейотропних «гормональних» сполук у продукції МмА та характеру взаємодії продуцента цього антибіотика з модельними рослинними об’єктами видається актуальною. 
Авторкою проведено дослідження ролі ключових генів бутиролактонної та авенолідної систем (гомологів стрептоміцетних генів afsA та aco) у продукції МмА штамом АТСС14672, описано їхній вплив на морфологію продуцента та характер взаємодії з одно- та дводольними рослинами. Дисертаційна робота Г.В. Мутенко є складовою бюджетної теми БГ-98Ф “Структурна і функціональна геноміка біосинтезу антибіотиків фосфогліколіпідної родини” (№ державної реєстрації 0109U002058, 2012-2014 рр.). Частину досліджень виконано під час стажування у Відділі мікробіології Гемгольц-центру досліджень рослинно-мікробних взаємодій (Мюнхен, ФРН, 2014-2015 рр.) у рамках стипендіальної програми DAAD.

2. Повнота викладу основних наукових положень та висновків у опублікованих наукових працях. 
За результатами наукових досліджень опубліковано 12 наукових праць, серед яких 5 статей у фахових виданнях. Основні положення дисертації апробовані на міжнародних конференціях. Зміст опублікованих робіт та автореферату відображає основні положення дисертації і відповідає її суті. 
3. Структура дисертації. 
Дисертаційна робота написана українською мовою та викладена на 141 сторінці машинописного тексту. Вона складається з огляду літератури (два підрозділи), опису матеріалів і методів дослідження, експериментального розділу з п’ятьма підрозділами, аналізу, узагальнення та обговорення результатів досліджень, списку використаних літературних джерел, що містить 172 найменування, з яких 167 – англомовні. Робота проілюстрована 31 рисунком та 4 таблицями.

У вступі автор обґрунтовує актуальність власного дослідження, формулює мету та завдання роботи, зазначає апробацію результатів, наведених у дисертації, особистий внесок, обсяг та структуру роботи. Сформульовані завдання повністю відповідають поставленій меті та розкривають її. Положення, які мають наукову новизну та практичне значення, відповідають суті виконаної роботи.

У першому розділі дисертації представлено огляд літератури, який має два підрозділи. У першому підрозділі проаналізовано механізм дії моеноміцинів, їх біосинтез та описано досліджені на сьогодні ланки генетичного контролю продукції цього антибіотика, у наступному – мережу плейотропної регуляції морфогенезу та вторинного метаболізму стрептоміцетів, конкретизовано роль низькомолекулярних сигнальних сполук як глобальних регуляторів. З даних, наведених у огляді літератури випливає доцільність нових досліджень ролі сигнальних систем у продукції МмА S. ghanaensis. 
На жаль, в кінці першого розділу відсутні чітко сформульовані висновки з аналізу літератури та постановка експериментальних задач дослідження. 
У розділі матеріали та методи наводяться відомості про штами, середовища та умови їх культивування, використані та сконструйовані плазміди і вектори, праймери для ампліфікації необхідних фрагментів, методики дослідження. Зокрема, детально описано методи, використані для отримання та аналізу фенотипу транскон’югантів із заміщеними генами, а також методи, використані для вивчення характеру взаємодії стрептоміцетів з одно- та дводольними рослинами. Наводяться відомості про методи статистичної обробки результатів.

Результати власних досліджень викладено в третьому розділі, який складається з п’яти підрозділів.

У підрозділі 3.1 експериментальної частини проведено біоінформатичний аналіз генів бутиролактон-подібних сполук у геномі S. ghanaensis. У геномі штаму S. ghanaensis ATCC14672 виявлено гомологи рецепторів, регуляторів та ферментів, залучених в біосинтезі й функціонуванні сигнальних сполук двох типів – бутиролактонного та авенолідного рядів, які мають гомологи у геномах S. coelicolor, S. lividans та S. avermitilis. У першому абзаці підрозділу 3.1 наведено дані з літературних джерел з відповідними посиланнями. Оскільки цей абзац не містить результатів власних досліджень, його варто було б перенести до огляду літератури. 
У підрозділі 3.2 дисертанткою описано внесення додаткових копій генів ферментів та рецептора НМС у штам АТСС14672. Результати досліджень свідчать про те, що рівень цих НСС не є лімітуючою ланкою у продукції антибіотиків штамом АТСС14672, оскільки надекспресія обраних генів не змінює рівня синтезу МмА. 
У підрозділі 3.3 представлено результати фенотипового прояву заміщення генів А-фактор-синтази та ацил-КоА-оксидази у геномі штаму АТСС14672, а також хімічної та гетерологічної комплементації цих заміщень. Показано, що делеція гена afsAgh пригнічує ріст повітряного міцелію S. ghanaensis та не змінює рівня продукції МмА; нокаут гена acogh не впливає на морфологічний розвиток культури, суттєво пригнічує синтез антибіотикаю. Отжу, кожній із сигнальних систем притаманна своя функція. 
S. ghanaensis продукує певну регуляторну дифузибельну сполуку, імовірно бутиролактонної природи, яка комплементує втрату гена afsAgh. Регуляторна функція НСС може бути опосередкована плейотропним транскрипційним фактором родини AdpA. 
До недоліків даного підрозділу (а також підрозділу 3.5) слід віднести те, що деякі методичні деталі слід було конкретизувати у розділі «Матеріали та методи». Крім того, на рис. 3.12 відсутні дані статистичної обробки кількісних вимірювань продукції моеноміцинів. 
У підрозділі 3.4 вивчено експресію деяких гетерологічних стрептоміцетних промоторів у продуценті МмА. Продемонстровано, що найвищу транскрипційну активність у даному штамі виявляє гетерологічний промотор оперона утилізації гліцерилу S. coelicolor gylP1/P2.

У підрозділі 3.5 досліджено характер взаємодії АТСС14672, 1326 та М707 з модельними об’єктами одно- та дводольних рослин. Показано, що незалежно від здатності продукувати НСС, обрані штами колонізують корені H. vulgare та L. esculentum, а S. lividans сприяє приросту біомаси кореня H. vulgare.
У розділі 3 наявні певні недоліки.  

1. На початку підрозділу 3.2 авторка описує створення рекомбінантних конструктів для подальшої трансформації штаму АТСС14672. На жаль, стратегія створення цих конструктів наведена дуже лаконічно. Зокрема, не зрозуміло, де знаходяться старт- та стоп-кодони у кодувальних ділянках, чи не було їх порушено при клонуванні. В роботі вказано, що «факт клонування вищезгаданих генів у вектори доведено за допомогою рестрикційного картування, полімеразної ланцюгової реакції та секвенування ДНК» (с. 82). Проте, відповідні матеріали (напр., електрофореграми ПЛР-ампліфікатів) не наведено. Також не ясно, чи було перевірено рівень експресії відповідних генів після їх перенесення у штам АТСС14672. Стосовно наслідків трансформації лише вказується, що «у транскон’югантів … не змінився рівень синтезу вторинних метаболітів (с. 83)». На жаль, не зрозуміло, які вторинні метаболіти маються на увазі. Судячи з рис. 3.5, мова іде про синтез антибіотиків. Також у підрозділі 3.3 (с. 86) описується отримання нок-аутних мутантів, яке було підтверджено за допомогою ПЛР, але відповідні електрофореграми не наводяться. Аналогічні недоліки присутні також на с. 88 та 89. 

2. Для визначення концентрації антибіотиків у роботі здебільше використаний метод «дисків», який можна вважати лише напівкількісним. Робота виграла б, якщо б було застосовано більш сучасний метод, напр., хроматографію. До речі, авторка у розділі 3.3 (с. 90) сама цілком слушно вказує, що застосований метод не дозволяє кількісно оцінити продукцію моеноміцинів. Тому у частині експериментів для кількісного аналізу продукції моеноміцинів було використано мас-спектрометрію. Не зрозуміло, чому цей метод не був застосований і у інших випадках.
Розділ обговорення результатів дослідження займає 5 сторінок. Зміст розділу вдало підсумовує та узагальнює основні результати, отримані в роботі. 
Висновки відображають головні досягнення проведеної роботи та можливі перспективи використання отриманих результатів для детальнішого вивчення та в подальшому отримання над продуцента МмА. 

Після основного тексту, у дисертації наведено Додатки, які дещо доповнюють роботу. Проте, як вказано у підписах до рисунків В1 та Г1 «експеримент вдалося відтворити лише раз». Отже, представлені дані можна розглядати лише як попередні. Відповідно вважаю, що ці матеріали взагалі не варто було наводити, адже у дисертації цілком достатньо іншого достовірного матеріалу. 
4. Ступінь обґрунтованості основних наукових положень та висновків, сформульованих у дисертації. 
Сформульовані Г.В. Мутенко основні наукові положення та висновки спираються на великий обсяг власних експериментальних даних. При проведенні досліджень було застосовано методи, які повністю відповідають поставленій меті та завданням роботи. Достовірність результатів підтверджена відповідною статистичною обробкою даних. Зроблені авторкою висновки змістовні, обґрунтовані, логічно випливають з одержаного фактичного матеріалу та свідчать про досягнення мети та завдань роботи. 

5. Новизна основних наукових положень, висновків та одержаних результатів, сформульованих у дисертації.
Дисертанткою вперше анотовано усі гени штаму ATCC14672, задіяні у синтезі й рецепції сигнальних сполук бутиролактонного ряду та доведено, що ці гени мають вплив на продукцію моеноміцинів та морфогенез у штамі АТСС14672. Уперше досліджено експресію гена adpA19AT, що походить з Actinoplanes teichomyceticus і є гомологом плейотропного регуляторного гена adpA (bldH) S. griseus й S. coelicolor. Виконано порівняльний аналіз відносної сили низки гетерологічних промоторів у штамі S. ghanaensis ATCC14672 і доведено можливість колонізації цим штамом ризосфери рослин. 

6. Науково-практична цінність роботи і конкретні шляхи застосування результатів досліджень.
Дисертаційна робота має як теоретичне, так і практичне значення. Дисертанткою отримані дані, які можуть бути використані для конструювання продуцентів відомих і нових біологічно активних сполук. Досліджені регуляторні гени можна використовувати для раціонального підвищення продукції антибіотиків та розроблення підходів до індукції криптичних (мовчазних) генів вторинного метаболізму в інших штамах. 
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AHali3 TOJAaHMX JUIA  pO3MIsAY MaTepianiB  (pyKommcy amcepTawii,
aBropedepary, my6iikauiif) K03BONsSE AIHTH BHCHOBKY, IO, He 3BAXAOYH HA
HaBelleHi BUINE HENONIKHM, 3a aKTyalbHICTIO oGpaHOi Temw, HabopoM MeToxiB,
3aCTOCOBAHUX IPH BHKOHAHHI €KCIEPUMEHTAJIBHOI YaCTHHHU IMCepTalii, 06carom
3i6paHoro Matepiany, NpPAaKTHYHMM 3HAYEHHSM OTPUMAHMX pe3yIbTATiB Ta
0coOUCTMM BKTaZoM aBTOpkH poGota «I'enn afs-, aco- Ta adpA-poann, 3agisni y
njieiioTponniii perynsiuii Bropunnoro merabonismy Streptomyces ghanaensis
ATCC14672» noBHicTIO BiANOBizae BUMOraM A0 KaHAMAATCHKUX auceprauiii, wo
HaBelleHi y «[lopsaKy NpHCYIKeHHS HAYKOBHX CTYNeEHiB», SKHH 3aTBEpIKEHO
nocranoBoto KabGinery Minictpis Vkpainn Bix 24 mmmus 2013 poky Ne567 (3i
3MiHaM¥, BHECEHHMMH 3riaHo 3 moctaHoBamMu KM Ne656 Bix 19.08.2015 Ta Nel159
Bin 30.12.2015 p.), a il asropka, Taruna Bitaniiena MyTenko 3acITyroBye
TPUCYKEHHs HAYKOBOTO CTyTIeHsl KaHAMAaTa GioJoriuHMX HayK 3i cremiambHOCTi
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