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Дктуальнiсть обраноi теми дисертацiйного дослiдження, З моменту

вiдкриття i до ,п""iшнього часу увага науковцiв, фахiвцiв в галузях медицини,

ветфинарiт i рослинництва постiйно зосереджена на антибiотиках, Хоча

подекуди лунаютъ заяви про То, що ера антибiотикiв минула, настае ера

,rpoOior"KiB i пребiотикiв, ".. ж таки антибiотики зzшишаються найбiльш

дiuu", i ефективним засобом боротъби з iнфекцiйними захворюваннями

людей, тварин i рослин. Зважаючи на появу антибiотикорезистентних штамiв

iнфекцiй""* u.."riB, пошук нових i модифiкацiя широко вживаних антибiотикiв

залишаються актуuIпьними.
серед мiкробних продуцентiв антибiотикiв найбiлъш перспективними е

u*r"rоriцети. йuоr" великi хромосоми (у декiJIька мJIн, п,н,) представники

цьогО порядкУ бактерiЙ onu,ori здатнiстъ продукувати одночасно широкий

спектр бiологiчно речовин: антибiотики, стероли, вiтамiни та iH. днтибiотики е

макромолекулярними сr1олуками, синтез яких забезпечуетъся багатьма

бiохiмiчними реакцiями за участю низки ферментiв, якi кодуються

хромосомними генами, при цьому синхронна експресiя цих генiв

auб.rrr."Уеться кластерами бiосинтеТичних генiв, OcTaHHi мiстятъ як

бiосинтетичнi гени, так i гени стiйкостi, експорту, синтезу попередникiв та

регуляторнi гени. Актуальними у цiй галузi с вивчення функцiонування
*пuъr.рi" бiосинтезу антибiотикiв. Саме дослiдження особливостей

функцiонування кластерiв бiосинтетичних генiв, якi у кожного продуценту е не

тiльки видоспецифiчними, аJIе i штамоспецифiчними, дае можливiстъ

пiдвищувати продукцiю антибiотикiв, зокрема, впливаючи на регуляторнi та

активуючи мовчазнi гени. Taki генетичнi манiпуляцii дають можливiсть

отримувати надпродуценти антибiотикiв. Пр.оте багато питань з цiеi проблеми

з€IJIишаються м€lJIо дослlдженими 1 невирlшеними, Зокрема, не визначено

ocHoBHi методичнi пiдходи для здiйснення генетичних манiпуляцiй iз

продуцентами антибiотикiв, не розробленi теоретичнi i практичнi пiдходи до

активацii мовчазних генiв. ПоодЙнокi роботи присвячено геномному скринiнry
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кластерiв генiв бiосинтезу антибiотикiв, €tле це е ефективний шлях ПоШУкУ

нових перспективних штамiв. Дуже акту€tльною е проблема появи
антибiотикорезистентних штамiв патогенiв. Незважаючи на ЗначнУ увагу
дослiдникiв i велику кiлькiсть робiт, ця проблема донинi Зсшиша€ться

невирiшеною
Враховуючи актуальнiстъ перелiчених вище питань, здобУвач чiтКО

сформулював мету i визначив завдання роботи. Метою роботи було вивчити

генетичнi механiзми регуляцiт бiосинтезу деяких пептидних та полiкетидних
антибiотикiв. .Щля реалiзацii мети роботи було сформульовано 9 завДань, яКi

необхiднi для fi вирiшення: 1) вивчити фiлогеномiку АdрА-подiбних
глобалъних позитивних регуляторiв i дослiдити властивостi iнших компонентiв
аdрд-опосередкованого регуляторного каскаду на моделi streptomyces albus
(:albidoflavus) J|074;2) розробити набiр методiв для генно-iнженерних
манiпуляцiй iз Streptomyces roseochromogeпes NRRL 3504 пОТеНЦiЙНОГО

продуцента салiнамiд-подiбного пептидного антибiотика; 3)розробити набiР
методiв для генно-iнженерних манiпуляцiй та експресii гетерологiчних генiв в

Дсtiпорlапеs rectiliпeatus NRRL В-16090 - потенцiйного продуцента ГПА; 4)

створити пiдходи для створення надпродуцентiв промислово-важливого ГtIА
А40926 в l,{опоmurаеа gеrепzапепsis АТСС 55076; 5) дослiдити потенцiал
Nопоmurаеа сохепsis DSM 45129 до продукцiТ нових ГПА; 6) побудувати

фiлогенетичну модель еволюцiТ КБГ ГПА, з акцентом на пошук нових КБГ
подiбних до комттлестатину; 7) вивчити аdрД-опосередкований глобальний
генетичний контролъ продукцii ландомiцину А та способи активацiТ iнших
вторинних метаболiтiв у Streptomyces суапоgепus S136, як моделi активацiТ
мовчzlзних КБГ; 8) вивчити механiзми стiйкостi до ГПА в продуцента
тейкопланiну Дсtiпорlапеs teichomyceticus АТСС З1112|; 9) здiйснити
порiвнялъний фiлогеномний аналiз розповсюдження генiв стiйкостi до ГГIА
серед бактерiй, з метою виrIвлення вихiдного резервуару цих генiв та вивчення
шляхiв ix розповсюдження

бiосинтезу пептидних та полiкетидних антибiотикiв, гени стiйкостi до
глiкопептидних антибiотикiв. Предметом дослiдження були кластери
бiосинтетичних генiв глiкопептидних i полiкетидних антибiотикiв, ik шлях-
специфiчнi регуляторнi гени; регуляторнi гени аdрД-олосередкованого каскаду
стрептомiцетiв - аdрД, ЬldД, miаД, miaB; гени регуляторiв YtrА-пiдродини
актинобактерiй; системи для гетерологiчноТ експресii генiв; регуляторнi гени
бiосинтезу хлоробiоцину почG i cloG; гени стiйкостi до тейкопланiну в l.
teichomyceticus; гени стiйкостi до ГПА бактерiй; гени експортерiв пептидних
антибiотикiв.

ЗвОязок науковоi роботи з науковими планами, темами. ,Щисертацiйну
роботу виконано в науково-дослiднiй лабораторii генетики, селекцiI та
генетичноi iнженерii продуцентiв бiологiчно активних речовин (НДЛ-42)
кафедри генетики та бiотехнологii Лъвiвського нацiонального унiверситету
iMeHi IBaHa Франка. Роботу виконано в межах держбюджетних тем БГ-41Нр
<Унiверсальний генетичний механiзм контролю продукцii бiологiчно-активних
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речовин стрептомiцетами> (М держреестрацii 011бU008070), БГ-46Ф <HoBi
гени актинобактерiй, що контролюють продукцiю i стiйкiсть до антибiотикiв-
iнгiбiторiв синтезу пептидоглiкану> (М держреестрацii 0117U00I224), БГ-O9Ф
<Мутацii стiйкостi актинобактерiй до антибiотикiв: джерело нових уявлень про
механiзми резистентностi та бiотехнологiчних знарядь) (Jф держреестрацiТ
0120U1020З9); теми,Щержавного Фонду фундамент€Lllьних дослiджень УкраiЪи

у рамках спiвпрацi з Японським т-вом сприяння науки (JSPS) Ф80-2018
<Посттранскрипцiйнi модифiкацiТ тРНК як регулятори первинного й
вторинного метаболiзму в актинобактерiй>; тем у рамках спiлъноi грантовоi
програми MiHicTepcTBa освiти i науки Украiни й Федер€Lпьного MiHicTepcTBa
Нiмеччини освiти i науки Нiмеччини (ВМВF) I\4/18-2017 <<Плейотропнi

транскрипцiйнi регулятори родини AdpA як знаряддя вiдкриття нових
природних бiоактивних сполук)), Ml26-20I8 <Плейотропнi транскрипцiйнi

регулятори родини AdpA як знаряддя вiдкриття нових природних бiоактивних
сполук>. Частину дослiджень виконано пiд час наукового стажування на

факультетi бiотехнологii та наук про життя Унiверситету Iнзубрii (Iталiя, 2018-
2020, 2022 р.) за iндивiдуальними комерцiйними грантами та персон€LгIьним
грантом вiд Унiверситету IнзубрiТ. За роботи, представленi в цiй дисертацii,
автор був удостоений Премii Верховноi Ради УкраiЪи молодим ученим за 2021r
piK (постанова ВРУ J\Ъ 28З3-IХ вiд 1З грудня 2022 року).

Ступiнь обГрунтовацостi наукових положень, висновкiв i
рекомендацiй, сформульованих у дисертацii, та ix достовiрнiсть.
Формулювання мети та задач роботи вiдповiдають TeMi дисертацii. Методи,
обранi для вирiшення поставлених задач, с сучасними, адекватними та
iнформативними. Написаний огляд лiтератури демонструе розумiння
здобувачем сучасного стану дослiджень за темою. I-{e дозволило йому
виокремити проблеми та знайти пiдходи до iхнього вирiшення. Ступiнь
обrрунтованостi наукових положень, висновкiв i рекомендацiй
пiдтверджуються комплексним пiдходом до вирiшення поставлених задач,

репрезентативною кiлькiстю експериментiв, статистичною обробкою
результатiв дослiджень, застосуванням бiоiнформатичних пiдходiв. Отже, yci
висунутi на захист HayKoBi положення е обrрунтованими, висновки добре
аргументованi i походять з cyTi проведених дослiджень та отриманих
результатiв, мають наукову новизну. Висновки повною мiрою вiдповiдають
отриманим результатам. Результати дисертацiйного дослiдження е

достовiрними та об'ективними.
Структура дисертацiйноi роботи мае логiчний характер, сформована як

наукова праця на правах науковоi доповiдi за сукупнiстю статей. Структура
дисертацiЙного дослiдження е логiчно узгодженою, а Його характер
комплексним. ,щисертацiя складаеться зi вступу, огляду лiтератури, роздiлу
матерiалiв та методiв дослiджень, б роздiлiв експеримент€uIьних дослiджень,
висновкiв, перелiку використаних джерел та додатку, якиЙ мiстить список
пУблiкацiй здобувача. Роздiлами дисертацiТ е KopoTKi резюме дослiдження до
кожного роздiлу та доданi публiкацii здобувача.
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Перший роздiл роботи <<Огляд лiтераryри>> представлено у публiкацiях:
роздiлi <<Глiкопептиднi антибiотики: генетика, хiмiя i HoBi пiдходи до
скринiнгу>> у монографiТ Rai, R.V., Bai, J.A. (eds.) Natural products from
Дсtiпоmусеtеs., Singapore. Видавництво Springer, а також у 4 оглядових статтях.

В оглядi сучасноi лiтератури iз визначених автором питань окреслено
здобутки науковцiв, якi працювали над дослiдженнями глiкопептидних i
полiкетидних антибiотикiв та наголошено на важливостi вивчення ix
бiосинтезу. Серед найважливiших питань видiлено можливiсть отримати
iнформацiю про регуляторнi механiзми, що контролюють продукцiю
зазначених антибiотикiв, та про шляхи манiпуляцii з бiосинтетичними генами,
створити HoBi практично цiннi продукти, а також передбачити шляхи розвитку
антибiотикорезистентностi серед патогенiв. Пiдкреслюеться, що iнформацiя
про гени глiкопептидних антибiотикiв може бути використана для пошуку
нових сполук шляхом бiоiнформатичного аналiзу. Узагальнення лiтературних
даних дало змогу автору виокремити недослiдженi аспекти проблеми i
зосередити свою роботу саме на цих питаннях.

Щругий роздiл <<Матерiали та методи дослiдження>> викладено
послiдовно, вiдповiдно до поставлених у роботi завдань. Наведено перелiк
основних методiв дослiджень, використаних у роботi. Для виконання
мiкробiологiчних методiв дослiджень описано умови культивування рiзних
штамiв бактерiй; визначення ix антагонiстичних властивостей* Серед
генетичних i генно-iнженерних методiв дослiджень описано пл€вмiди i способи
ix перенесення у вегетативнi клiтини чи спори стрептомiцетiв,
охарактеризовано методи горизонтЕLпьного агарозного гель-електрофорезу,
видiлення плазмiдноi i хромосомноi ДЖ, видiлення сумарноi РНК i синтез
к,ЩНК, полiмеразну ланцюгову реакцiю (ПЛР); секвенування геномiв
актиномiцетiв. Описано бiохiмiчнi методи дослiджень визначення В-
глюкуронiдазноi активностi, аналiз антибiотикiв (ландомiцини, люцензомiцин,
А40926 i А50926), афiнна хромато|рафiя. Статистична обробка та
математичний аналiз отриманих результатiв проведенi з використанням
сучасних методiв, адекватних поставленим завданням. Застосованi
бiоiнформатичнi методи дослiджень - аналiз нуклеотидних та амiнокислотних
послiдовностеЙ, анотацiя генiв, пошук та характеристика кластерiв
бiосинтетичних генiв, моделювання бiосинтетичних шляхiв iп silico,
фiлогенетичний аналiз амiнокислотних та нуклеотидних гtослiдовностей.
Застосування комплексу методiв дозволило отримати достовiрнi результати.

Третiй роздiл роботи присвячено плейотропним регуляторам
морфогенезу i вторинного метаболiзму стрептомiцетiв, що н€tлежать до аdрД-
опосередкованого каскаду i YtrА-пiдродини, як знаряддя для контролю
продукцii антибiотикiв. Вивченню гену аdрД присвячено багато робiт, оскiльки
BiH с найважливiшим глобальним регулятором бiосинтезу антибiотикiв у
стрептомiцетiв. Проте маJIо дослiдженою з€lJIишаеться фiлогенiя цього гену. З
Використанням бази даних GenBank автор здiЙснив пошук ортологiв AdpA у
стрептомiцетiв, Серед iснуючих 390 послiдовностей у 91 геномi стреtlтомiцетiв
було знайдено представникiв ортологiчноi групи.
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Автором було висунуто припущення, що ЩНК-зв'язувальний доменAdpA здатний функцiонувати без димеризацiйного i це може вести до
розширення можливостей зв'язування такого окремого домена в геномi. Щля
перевiрки цъого припущення було створено вектори для надекспресii генiв, що
кодують ортологи adpA або сегментiв цих же генiв, якi кодують лише !НК-
зв'язувальний домен. Отриманi вектори перенесено в штам S. coelicolor АЗ(2) з
нокаутом гена, якиiц кодуе формування повiтряного мiцелiю i споруляцiю.
Виявлено, Що введення повниХ генiв вiдновлюв€lJIо утворення спор, I-{e
вк€вув€Lло на те, що Bci цi регулятори маютъ когерентнi властивостi. Отже,
експериментаJIьно було пiдтверджено вихiдну гiпотезу автора: наявнiсть
димеризацiйного домена не обов'язкова для функцiонування AdpA.

Для того, щоб досягти функцiон€шьного стану тРНК дослiджуванi
стрептомiцети, було пiддано рiзноманiтним посттрансляцiйним модифiкацiям.
Було створено плазмiди pSAGA i pSAGAt, якi перенесли в клiтини
стрептомiцетiв штамiв S. albidus J1074 i bmiaA. Порiвнявши В-глюкуронiдазну
активнiсть отриманих рекомбiнантних штамiв виявилИ, Що модифiкЬцiя тРНК,
яку забезпечус фермент MiaA, е критичною для правильно.о ро..riзнавання
тРНК i трансляцiI ТТА-вмiсних генiв.

Iншою важливою родиною плейотропних регуляторiв продукцii
антибiотикiв i морфогенезу стрептомiцетiв с ytrА-пiдродина, один iъ них -LndYR - с з€Lлученим в регуляцii бiосинтезу ,S. globisporus l9l2 полiкетидного
антибiотика ландомiцину Е. Вивчено особливостi розповсюдження та фiлогенiiYtrА-РеГУЛЯТОРiВ В актинобактерiй, а також ik властивостi у пцof.n"rro.o
стрептоМiцета ,S. coelicolor Ml45. Проаналiзовано Bci доступнi в базi даних
GenBank геноми актинобактерiй на наявнiсть гомологiв. Всъого виявлено 17
гомологiВ В б геномаХ пiдкласу Coriobacteridae, з гомолога в 2 геномах
пiдкласу Rubrobacteridae i 76 гомологiв в 80 геномах пiдкласу дсtiпоьасtеridае,
вивчення геномного контексту та фiлогенiт знайдених генiв показ€шо, що цiгени найчастiше колокzшiзованi з генами Авс-транспортерiв. У модельного
штаму s. coelicolor було знайдено три гени ytrА-регуляторь, що н€шеж€ши до
рiзних клад. Не було виявлено радик€tльного 

".rпй"у 
вiдсутностi цих генiв на

продукцiю антибiотикiв та морфогенез, I_{e дало змогу припустити, що Ytrд-
регулятори стрептомiцетiв забезпечують адаптивну мiнливiсть органiзмiв, але
не вiдiграють ключовоi ролi у синтезi антибiотикiв.

у четвертому роздiлi викладено пiдходи до генно-iнженерних
манiпуляцiй iз Дсtiпорlапеs rectiliпeqtus NRRL в-16090 i Streptoйyr",
roseochromogeпes NRRL з504. Вибрано було саме Ti штами, в геномах яких
знайдено потенцiйнi кластери бiосинтетичних генiв пептидних антибiотикiв.
.щоступнiстъ цих штамiв для генно-iнженерних манiпуляцiй ранiше або не
вивч€Lлася, або описана як надзвичайно складний об'скт. Робота проводиласъ зi
споровим матерiалом. Щля того, Щоб знайти оптималънi умови споруляцii,
вивчено морфологiю Дсtiпорlапеs rectiliпeatus за умов росту на 

- 
рiзнихагаризованих середовищах. Визначено, Що спорангii формуються цим штамомна доволi поширеномУ поживномУ середовищi isЁз, €ше за умовпролонгованого кулътивування бiлъш як 10 дiб. Наступними етапами було
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отримання концентрованих спорових суспензiй, використання iнтегративних i
реплiкативних BeKTopiB та здiйснення перенесення пл€Lзмiд методом мiжродовоТ
кон'югацii з використанням клiтин Е. coliLT|2567 pUZ8002* як донорiв, а спор
штаму NRRL В-16090 як клiтин-реципiентiв. У результатi розробленоТ
методики частота перенесення pSAGA (система iнтеграцii срС31) становила
прибл. 10-3, а pKAGA1 (на ocHoBi pSG5 реплiкона) - прибл. 10-5. Проведенi
манiпуляцii показаiIи, що промотори aac(S)IVp, mоеЕ5р i tei2p забезпечують
сильну експресiю гена gusД, а отже е ефективними знаряддями для надекспресiТ
генiв в Дсtiпорlапеs rectiliпeatus.

У роботах iз S. roseochromogeпes NRRL З504 було використано не
трансформацiю протопластiв, яка частiше всього використовусться у
лабораторнiй практицi, а проведення генетичних манiпуляцiй зi споровим
матерiалом, у результатi чого вдыIося успiшно перенести плазмiди pSAGA
(срСЗ 1), pRAGA1 (qВТ1), pSoAGA2 (VWBl) i pKAGA1 (pSGs). З
використанням суiцидних плазмiд було проведено iнсерцiйний нокаут генiв та
отримано рекомбiнантний штам, не здатний до продукцii хлоробiоцину. Щей
штам було використано для подаJIьших дослiдженъ, зокрема для вивчення ролi
елементiв аdрА-опосередкованого регуляторного каскаду (генiв аdрД t ЬldД) у
продукцii антибiотикiв. Вектори було перенесено у рекомбiнантний штам, не
здатний до продукцii хлоробiоцину. Bci отриманi рекомбiнанти
надпродукув€Lли хлоробiоцин. Найвищi показники продукцii продемонструв€tIIи

рекомбiнанти, якi несли cloG \ поуG у складi pGCymRP21, продукуючи в 20 i З2
рази бiльше хлоробiоцину, нiж вихiдний штам. Активнiсть продукування
становила 169 i 2З9 мг/л, що с наЙвищим зареестрованим в лiтературi
показником продукцii хлоробiоцину.

П'ятий роздiл присвячено дослiдженню генiв, що контролюють
продукцiю глiкопептидних антибiотикiв бактерiями Nопоmurаеа gеrепzапепsis
АТСС 39727. Ifей штам видiлений порiвняно недавно (Маrсопе, Binda, 2016)
iталiйськими дослiдниками, з якими i працював Олександр Сергiйович,
проводячи генетичнi дослiдження продуценту. Щя культура цiкава тим, що
продукуе антибiотик А40926, який е попередником напiвсинтетичного
клiнiчного глiкопептидного далбаванцину, що використовують в клiнiцi для
лiкУвання iнфекцiй шкiри, спричинених стiйкими до антибiотикiв патогенами.
ТомУ важливим с вивчення можливостi застосування систем експресii генiв для
створення надпродуцентiв А40926 в IV. gеrепzапепsis. Оскiльки aac(3)IVp було
iдентифiковано автором як найактивнiший конститутивний промотор дJuI
Nопоmurаеа spp., його використшIи для надекспресii регуляторних генiв dbv3 i
dbv4. Експериментirльно пок€вано, що продукцiя антибiотика А4092б досягала
пiку пiсля 120 год росту у рекомбiнантних BapiaHTiB Il{, gеrепzапепsis pSAD3+
(ПРИбл. 500 мг/л) i pSAD4+ (майже 650 мг/л), Отриманi резулътати
ПРОДеМонструв€lJIи створення i ефективне застосування нових систем експресii
ГеНiВ В бактерiЙ роду lХ{опоmurаеа, що дозволило створити надпродуцентiв
промислово-важливого антибiотцка А40926.

Проведене секвенування i створення збiрки генома дозволило виявити26
пОтенцiЙних кластерiв бiосинтетичних генiв, включно з новим кластером
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гJIiкопептидних антибiотикiв. Було визначено новий кластер та проведено

моделювання бiосинтетичного шляху нового антибiотику д50926,

синтезованого Ir{, сохепsis DSM 45пd, iдентифiковано й9го продукцiю,

створено надпродУцентiв, а також продуцента Ь40926 на ocHoBtN, сохепsis,

У -о.rо*у роздiлi продемонстровано особливостi порiвнялъноi

фiлогенОмiкИ *nu"r.pi" генiв бiЁсинтеrу ,пi*оrrептидних антибiотикiв, Роботу

виконано з використанням можливостей бiоiнформатики, Проведено

дослiдження кластерiв генiв бiосинтезу глiкопептидних антибiотикiв рiзних

типiв, зосередивши основну y"u.y на антибiотиках ч типу, Глiкопептиднi

антибiотики типiв I- IV u*r"""o дiоr" "u Грам-позитlлвнi бактерii шляхом

зв'язування лiпiду II, у той час як у антибiотикЬ тиIIу V (TaKi як комппестатин)

мiшенню дii е u"ronir""" - ф.|r.*rr" утилiзацii компонентiв клiтинноi стiнки

бактерiй. Порiвняв тли |7 моделъних кластерiв генiв бiосинтезу глiкопеIIтидних

антибiотикiв (включно iз КБг бiосинтезу комппестатину - соm), дисертант

дiйшов висновку, Що у типу V вони еволюцiйно вiдмежованi вiд типiв I-IV,

Дuлi проаналirЬ"urо 2664 геномiв стрептомiцетiв в пошуках кластерiв

бiосинтетичних генiв глiкопептидних антибiотикiв, подiбних до ком''лестатину,

та виявпено Taki повнi послiдовно.тi кластерiв у Зз геномах, Моделювання iп

silico бiосинтетичних шляхiв, кодованих В знайдених кластераь дозволило

зробити припущення про iMoBipHicTb синтезу не тiлъки комплестатину, а i

нових гiпотетичних а"тибiотикiв норкомплестатину, N-малонiл_

норкомплестатину, N-ацетип-норкомплестатIану. Отриману послiдовнiсть

проаналiзуваJIи за допомогою antiSMASH 5,0, Отриманi у_ шостому роздiлi

резуJIьтати вк€вуютъ на стрептомiцетiв як на джерело нових гпд антибiотикiв

,rrу ч, подiбних до комплестатину. Отриманi результати дозволять

цiлеспрямовано проводити серед стрептомiцетiв пошук продуцентiв нових

антибiотикiв типу v, подiбних до комплестатину,

Усьомо*Уро,лiлiвизначеношляхиреryляцiiпродУкцiТантибiотикiвв
Streptomyces суапоgепus S136 як моделi для визначення шляхiв активацii

мовчазних KлacTepiB бiосинтетичних генiв,

Експерименти проведено зi штамом S, суапоgепиs_ 5136 - продуцентом

полiкетИдногО антибiотика ланДомiцину А (кластер - lan), який мае деякi

протираковi властивостi. Вивчено роль глобального позитивного реryляторного

гену аdрд, для чого секвеновано геном цього штаму. Отримана послiдовнiстъ

репрезентуваJIа лiнiйну хромосому розмiром 877з899 П,Н,, на якiй було

анотовано 7700 генiв, у тому числi iдентифiковано 41 кластер бiосинтетичних

генiв для рiзноманiтних вторинних метаболiтiв (включно iз ландомiцином -
lan). В геномi дослiдного штаму iдентифiковано ортолог ДdрД (названий

дdрдsсу), а в нуклеотиднiй поспiдовностi lan виявлено потенцiйнi сайти

зв'язування для Дdрд, у тому числi i той, що кодуе ключовий шлях-

специфiчний активатор транскрипцii Bcix структурних генiв lan, аJIе у даного

продуцента BiH втратив свою функ"jональнiЪть, Тому ряд аdрА-генiв з добре

вивчених видiв Streptomy"", 1S. coelicolor м145, S, ghапаеиsis (:viridosporus)

дтсс |4672, S. сlачuligеrиs дiсс 2'7064 i S. albus (:albidoflavus) J1074) бУЛО

надекспресовано в s. суапоgепus slзб. Гетерологiчнi аdрд-гени справляли
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позитивний вплив на синтез ландомiцину А, продукцiя якого рекомбiнантними
штамами становила в середньому 275 мгlл, що перевищувало продукцiю дикого
типу бiльше нiж у 15 разiв. Отже_ результати продемонструв€lли, що
застосування функцiон€шьних алелiв аdрД, якi походять з гетерологiчних
господарiв, е ефективним для пiдвищення продукцii ландомiцину А в
S, суапоgепus. За допомогою такого пiдходу вд€Llrося активувати синтез iнших
метаболiтiв, таких як пiгменти та антибiотик люцензомiцин. Користуючись
наявними вiдомостями гtро бiосинтез, у дисертацiТ було реконструйовано
бiосинтетичний шлях синтезу люцензомiцину. Було доведено, що у дикого типу
(S136) AdpA посилюе експресiю генiв як ландомiцину А, так i люцензомiцину.

Таким чином, проведенi дослiдження пок€}з€ши, що рiзнi алелi гена adpA
можуть бути ефективними для активацii мовч€tзних кластерiв генiв бiосинтезу
антибiотикiв у S. суапоgепus 3|З6, а, ймовiрно, i в iнших стрептомiцетiв.

Восьмий роздiл присвячено вивченню генiв стiйкостi до глiкопептидних
антибiотикiв у бактерiй. У роботах цього роздiлу дисертант виходив з даних
лiтератури про т€, що гени стiйкостi до антибiотикiв у актиномiцетiв-
продуцентiв, ймовiрно, е джерелом генiв стiйкостi у патогенiв. I_{e дозволило би
робити прогнози про механiзми стiйкостi до глiкопептидних антибiотикiв у
патогенних бактерiЙ. Створення детаJIьноi моделi функцiонування генiв
стiЙкостi (або vап генiв) проводили на моделi Д. teichomyceticus АТСС З||2I -
продуцента клiнiчно-важливого тейкопланiну. Виявилось, що експресiя vап
генiв виявилася нез€Lпежною i вiд шлях-специфiчного регулятора бiосинтезу
тейкопланiну.

В роботi було створено доволi повну модель функцiонування генiв
стiЙкостi до глiкопептидних антибiотикiв в l. teichomyceticus. Згiдно моделi
Гени стiЙкостi згрупованi у два оперони: tei2-3-4 (ортологи уапRS + ген
дигiдрофолат редуктази) i tеi7-б-5 (ортологи vапНАХ). Експресiя обох оперонiв
протягом всього життсвого циклу забезпечена сильними i конститутивними
промоторами, нез€uIежними вiд шлях-специфiчноТ регуляцii бiосинтезу
теЙкопланiну. Гiстидинова кiназа ТеiЗ мае конститутивну фосфорилазну
активнiсть, а ii сенсорниЙ домен розпiзнае не тейкопланiн, а спорiднений
глiкопептидний антибiотик А40926. Практично важливим е т€, що
охарактеризовано промотори le\2p i tei7p як потенцiйнi iнструменти для
наДексПресii генiв в Д. tеiсhоmусеtiсuлs, а також було створено тест-системи на
ocHoBi S, coelicolor для виявленнrI ванкомiцину в нг-дiапазонi.

Оскiльки у роботi було виявлено, що гени стiйкостi до глiкопептидних
антибiотикiв зустрiчаються не тiльки у продуцентiв, а й в актиномiцетiв, не
ЗДаТНИХ ДО ik продукцii, дослiджено розповсюдження i еволюцiю генiв стiйкостi
ДО ГЛiКОпептидних антибiотикiв серед Bcix актинобактерiй - уап гени
ВияВлялися з частотою приблизно IЗ% i були знайденi в 900 геномах
Actiпobacteria. У под€tльшому проведено скринiнг геномiв Bcix бактерiй,
ДОСТУПНИХ В базi Даних GenBank на 2022 piK. Виявлено, що гени стiйкостi до
ГГIА ЗнаЙдено у представникiв класiв Грам-позитивних бактерiй Bacilli,
Clostridia, Erysipelotrichia i Ktedoпobacteria, а також у представникiв Грам-
НеГаТИВНИХ бактерiЙ - класу Дпаеrоliпеае. Аналiзуючи фiлогенiю цих генiв,
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описано ряд можливих шляхiв горизонтального переносу генiв стiйкостi до
глiкопептидних антибiотикiв серед бактерiй.

наукова новизна положень, результатiв та висновкiв дисертацiйноi
роботи. .Щисертацiйне дослiдження мае самостiйний системний, цiлiсний,
характер та вiдзначасться високим piBHeM науковоi новизни. Вперше проведено
фiЛОГеНОмний аналiз АdрА-подiбних регуляторiв та визначено важливiсть i
значеннrI як окремих його доменiв, так i iнших компонентiв аdрД-
опосередкованого регуляторного каскаду ("u моделi S, albus (:albidoflavus)
J|074). На моделi лS. coelicolor АЗ(2) вперше вивчено функцii YtrА-подiбних
РеГУЛЯТОРiВ. РОЗроблено HoBi пiдходи i методи генно-iнженерних манiпуляцiй
ДЛЯ ПРОДУЦеНТа хлоробiоцину i потенцiЙного продуцента салiнамiд-подiбного
ПеПТИДНОГО антибiотика S, roseochromogeпes NRRL 3504. Вперше розроблено
генно-iнженернi манiпуляцii iз потенцiйним продуцентом нового
глiкопептидного антибiотика д. rесtiliпеаlиs NRRL в-16090. Розроблено HoBi
пiдходи до покращення бiосинтезу клiнiчно важливого антибiотика А4о926,
який продуку€ N. gеrепzапепsis АтсС 55076. Вiдкрито та описано бiосинтез
нового антибiотика А50926 - в N. сохепsis DSM 45|29. Визначено HoBi аспекти
позитивного впливу функцiональних алелiв аdрД на бiосинтез ландомiцину Д в
^S, суапоgепиs 5lЗ6, вперше пок€вано ik важливiсть для активацii мовч€вних
генiв. Вперше описано кластер бiосинтезу полiкетидного антибiотика
люцензомiцину. Побудовано повну модель функцiонування генiв стiйкостi до
тейкопланiну в А. teichomyceticus АтсС З1,|2|; вперше охарактеризовано
глобальне розповсюдження генiв стiйкостi до гпА на b."o"i даних
порiвняльноi геномiки.

практичне значення отриманих результатiв. У виконанiй роботi автор
мае здобутки важливого практичного значення. Серед них слiд вiдмiтити ,uni,
створення надпродуцентiв хлоробiоЦИнУ, якi за piBHeM його продукцii
перевершують аналогiв, описаних в лiтературi; розробка практичних пiдходiв
для надекспресii генiв в штамах Дсtiпорlаиеý spp. i Nопоmurаеа spp., створення
надпродуценту промислово-важливого антибiотика А40926 на ocHoBi 1/.
gеrепzапепsis АтсС 55076, щО переважас за продуктивнiстю описаних в
лiтературi, отримання €Lпътернативного продуценту A40926 на ocHoBi 1/.
сохепsis DSM 45129. Визначено вiрогiднi шляхи для активацii мовчазних генiв
синтезу антибiотикiв, зокрема люцензомiцину в S. суапоgепus S136 - на цi
результати автор отримав Патент УкраiЪи на винахiд. Автором створено
повний опис генiв стiйкостi до ГпА серед ycix бактерiй, що € важливим увизначеннi поширення множинно-резистентних патогенiв.

повнота викладу результатiв дисертацii в опублiкованих працях.
РеЗУЛЬТаТИ ДИСеРТацiйного дослiдження опублiкованi у фu"о""* статтях, з них
10 статей у журнадах Q 1 з IF 4 - 5,6,6 статей у журналах Q 2 з IF 2,9 - 6,2 i з
cTaTTi у журналах Q 3 з IF 2,6- З,9. CTaTi у мiжнародних виданнях iндексуеться
наукометричними базами даних scopus, web оf science, також опублiковано
роздiл у мiжнароднiй монографii видавництва springer. Отримано 1 патент та з
роботи опублiковано у фаховаих виданнях Украiни. Апробацiю матерiалiв
дисертацiТ пiдтвеРДЖено участю у мiжнародних та украiЪських конференцiях
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(19). I-{e Засвiдчус визнання результатiв дисертацiйного дослiдження
вiтчизняною та мiжнародною фаховою науковою спiльнотою.

ОЦiНКа ЗМiСry дисертацii. Щисертацiя Олександра Ющука викладена на
460 ДрУкованих cTopiHKax. Структура дисертацii повнiстю вiдповiдае
ВИЗНаЧеНиМ автором MeTi i завданням дослiдження. Список використаноi
лiтератури включае 1549 посилань. Робота мiстить l27 рисункiв i 29 таблиць (в
публiкацiях здобувача).

Анотацii украТнською та англiйською мовами вiдповiдають положенням,
ЩО ВИКЛаДенi в TeKcTi дисертацii та не мiстятъ даних, якi були б вiдсутнi в
основному TeKcTi роботи i оформленi вiдповiдно до дiючого Порядку
присудження наукових ступенiв.

З аНалiзУ змiсту дисертацiI мною, як офiцiйним опонентом, вбачаеться
ДОТРИМання вимог академiчноi доброчесностi в повному обсязi. Робота мiстить
посилання на згаданi у TekcTi джерела iнформацii, автором дотримано вимоги
норм законодавства про авторське право, надано повну iнформацiю про
резулътати науковоi дiяльностi, а також використанi методи дослiджень.

Iдентичнiсть змiсту авторефераry i основних наукових полоя(ень
дисертацii. У TeKcTi авторефератУ вiдображенО ocHoBHi положення, змiст,
результати i висновки виконаноi Ющуком о.с. дисертацiйноi роботи. Змiст
автореферату та ocHoBHi положення дисертацii е iдентичними.

Щискусiйнi положення, запитання та побажання щодо змiсry
дисертацii. Щослiдження виконано на високому piBHi з використанням сучасних
МеТОДИК, ТеКСТ ДИСеРТаЦii викладено чiтко i зрозумiло. Але деякi положення
потребують уточнень.

Запитання i зауваження:
- у дослiдженнях був використаний штам ,S. coelicolor М851. Як описуе

автор, цей штам був не здатний до формування повiтряного мiцелiю i
споруляцii. Проте вiдомо, що здатнiсть до утворення повiтряного мiцелiю
та споруляцii у стрептомiцетiв у значнiй Mipi з€шежить вiд умов
культивування. Наскiльки стабiльною була ця ознака у ,.S. coelicolor M851rj
Чи проявляв цей штам реверсiю до утворення повiтряного мiцелiю при
змiнi рiзних поживних середовищ або iнших умов культивування?- Висновок про те, що ЩНК-зв'язувальний домен AdpA може функцiонувати
без димеризацiйного було пiдтверджено на здатностi стрептомiцету
вiдновлювати споруляцiю i утворення повiтряного мiцелiю. Проте 

"ъВИЗНаЧеНО, ЯК ВiДСУТНiСТЬ потреби в димеризацii буд. впливати на
бiосинтез антибiотику.

- У дисертацiт виявлено консервативне положення Ттд-кодона у межах
iдентифiкованоi ортологiчноi групи. Проте у деяких ортологiв ТТД-кодон
за даними автора знаходився в iнших дiлянках. Чи з'ясував автор, яке
значення мае положеннrI цього кодону для функцiонування AdpA-
регуляторiв або синтезу антибiотикiв штамами, у геномi яких BiH Ъув
знайдений?

- Для проведення генетичних манiпуляцiй було використано не
протопласти, а споровий матерiал стрептомiцетiв. Вiдомо, що при
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yTBopeHHi спор вiдбуваютъся змiни бiлкових компонентiв клiтини з
великою кiлькiстю дисулъфiдних зв'язкiв, утворюеться кортекс - товстий
шар з комiрчастою структурою. У спорi немас води у вiльному cTaHi, не
вiдбуваються ферментативнi реакцii, нема дихання. Проте у спорi вiдносно
великий BMicT нуклеiнових кислот по вiдношенню
Пояснiть буд" ласка, як вiдбувалось перенесення
мiжродовоi кон'югацiТ з використанням клiтин Е,

до цитопл€}зNIи.
плазмiд методоNI

coli у спори
аКТИНОМiЦеТУ З Подоланням бар'еру споровоi оболонки та вiдсутнiстю успорi основних фiзiологiчних процесiв. Що того ж представники
Actiпoplal?es утворюють спори, якi мають джгутики i е рухливими.
,Щисертантом проаналiзовано бiльш як 2,5 тисячi геномiв стрептомiцетiв
для пошуку подiбних кластерiв синтезу комплестатину i виявлено лишезЗ повних подiбних кластери. Моделювання iп silico iмовiрних
бiосинтетичних дозволило автору викЕIзати припущення про можливiсть
iснування бiохiмiчних ан€шогiв комплестатину - норкомплестатину, N-
малонiл-норкомплестатину, N-ацетил-норкомплестатину. Проте
експериментЕuIьне пiдтвердження цiеi гiпотези вiдсутне, також не
приведено доказiв того, що iснування таких сполук з хiмiчноi точки зору
можливе з урахуВанням iхньоi стабiльностi. Серед iмовiрних продуцентiв
вказано три види: Streptomyce.ý Sp. вА2, YIM 121038 i S. spectabilzs NRRL
2792. ЧИ синтезуютЬ цi штами прогнозованi антибiотики у роботi не
сказано. БажанО булО бИ вказати, сереД якиХ родiв актиномiцетiв
перспективно проводити пошук продуцентiв цих нових антибiотикiв.
При вивченнi поширення генiв стiйкостi до глiкопептидних антибiотикiв,
було виявлено ix наявнiсть як у актиномiцетiв, так i представникiв iнших
класiв бактерiй. На думку автора джерелом генiв стiйкостi до
глiкопептидних антибiотикiв е caMi актиномiцети-продуценти цих
антибiотикiв. Хоча така гiпотеза icHy€ серед дослiднипь, ,rроrе докази
цього все ж недостатньо переконливi. Не можна виключати iншi шляхи
виникнення антибiотикорезистентних штамiв.
у результатi проведених генетичних манiпуляцiй дисертант отримав
практично важливi надпродуценти антибiотикiв - промислово-важливого
антибiотика А40926 на ocHoBi 1/. gеrепzапепsis Атсс 55076,
€tльтернативного продуценту А40926 на ocHoBi N. сохепsis DSM 45129.
люцензомiцину на ocHoBi ,S. суапоgепus 5136. Наскiльки стабiлъними е
отриманi продуценти при rx тривалих пересiвах, тобто при можливому ik
промисловому використаннi?
РеЗУЛЬТаТИ ПРОВеДеНОi РОботи свiдчать про iT важливе практичне значення,
зокрема, TaKi здобутки як створення надtlродуцентiв промислово-
важливого антибiотика А40926, ландомiцину А, продуцента A40926
розроблено шляхи активацii мовчазних генiв. Хоча 

"rrро"uдr*ення увиробництво в Украiнi цих здобуткiв поки неможливе унаслiдоквiдсутностi виробництва медичних антибiотикiв, все ж необхiдно було би
оформити документи, що охороняють iнтелекту€шьну власнiсть шляхом
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патентування. Серед ycix здобуткiв оформлено тiлъки один Патент
украiъи на винахiд - на продуцента люцензомiцину в s. суапоgепus slз6.

перерахованi зауваження не мають принципового характеру i не змiнюютъ
загалъноi високоi позитивноi оцiнки дисертацiйноТ роботи Олександра Ющука.

ЗагальнИй висновок та оцiнка дисертацii. Щисертацiйна робота Ющука
Олександра Сергiйовича с завершеною науковою працею, Актуальнiсть обраноi
теми, застосування сучасних методiв дослiджень, обrрунтованiсть наукових
ПОЛОЖеНЬ, ВИСНОВКiв, сфорМУльованих у дисертацii, ik достовiрнiсть та наукова
НОВИЗНа, ПОВНОТа ВИКЛаДУ В ОПУблiкованих працях свiдчать про високий piBeHb
представленоi роботи, яка вiдповiдае вимогам наказу MiHicTepcTBa освiти i
наукИ УкраiЪИ Jф40 вiд \2 сiчня 2017 року <Про затвердження вимог до
оформлення дисертацiй> та вимогам Порядку присудження та позбавлення
наукового ступеня доктора наук, затвердженого Постановою Кабiнету MiHicTpiB
УкраiЪи вiд 17 листопада 202I року ]ф1197, а fi автор ющук Олександр
сергiйович заслуговуе на присудження наукового ступеня доктора бiологiчних
наук з науковоi спецiальностi 0з.00.22 - молекулярна генетика.
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