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ВІДГУК

офіційного опонента на дисертаційну роботу Олександра Сергійовича Ющука «Генетичний контроль біосинтезу тейкопланіну в Actinoplanes teichomyceticus» подану на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук (доктора філософії) за спеціальністю 03.00.22 – молекулярна генетика, 09 – біологія
Значна кількість антибіотиків продукуються актинобактеріями – грам-позитивних бактеріями з ГЦ-багатим геномом. Пошук і вивчення біології продуцентів нових антибіотиків, а також підвищення їхнього біосинтезу є важливим завданням молекулярної генетики та біотетехнології.

Важливим класом антибіотиків є глікопептиди, які використовуються при лікуванні захворювань спричинених грам-позитивними мультирезистентними бактеріями. Основними медичними антибіотиками цього класу тейкопланін та ванкоміцин. Тейкопланін володіє високою тканинною проникністю та характеризується кращою ніж ванкоміцин фармакокінетикою. Проте, висока ціна препарату обмежує його широке використання у клініці. Це зумовлено низьким рівнем продукції антибіотика штамом A. teichomyceticus.  Тому на сьогодні важливо питання створення надпродуцентів тейкопланіну. Одним із сучасних підходів у створенні таких штамів A. teichomyceticus можуть бути генно-інженерні методи. Для цього необхідно глибоке розуміння особливостей генетичного контролю біосинтезу тейкопланіну, що в свою чергу пов’язано з контролем морфологічної диференціації A. teichomyceticus. В представленій роботі вивчаються роль генів, які контролюють процеси глікозилювання та ацетилювання аглікону тейкопланіну; особливості шлях-специфічної регуляції біосинтезу тейкопланіну у A. teichomyceticus продуктами генів tei15*, tei16* та tei31*; досліджується транскрипційна організація кластера генів біосинтезу тейкопланіну та роль генів потенційних глобальних регуляторів bldDAT, absBAT, whiGAT і ssgBAT, у морфогенезі A. teichomyceticus і біосинтезі тейкопланіну. Такий підхід дає можливість зрозуміти механізми генетичного контролю біосинтезу тейкопланіну в A. teichomyceticus. Тому робота  О.С. Ющука  є актуальною.
Дисертаційна робота побудована традиційно. Вона складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень та обговорення (представлених чотирма розділами), узагальнення результатів досліджень, висновків, списку літератури. Текст дисертації з переліком літератури (177 джерел) та ілюстраціями (66 рисунків, 12 таблиць) викладено на 229 сторінках.
У вступі коротко обґрунтовується актуальність теми; зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами; мета та завдання досліджень; дано коротке визначення об’єкта, предмета та методів дослідження, викладені наукова новизна одержаних результатів та їх практичне значення; наведено дані про особистий внесок здобувача, апробацію результатів дисертації, публікації.

У «Огляді літератури» чітко і логічно викладено сучасний стан проблеми. Охарактеризовано структуру, класифікацію та особливості біосинтезу глікопептидних антибіотиків. Детально описано глобальну регуляцію вторинного метаболізму та морфогенезу у актинобактерій. Викладений матеріал супроводжується ілюстраціями.   
У цілому огляд літератури свідчить про ґрунтовні знання автором сучасного стану проблеми у світі. Це дало можливість дисертанту обґрунтувати актуальність власних досліджень, вказати їх значення для світової практики. 
У розділі “Матеріали та методи досліджень” перелічені реактиви, середовища та умови культивування штамів, описано використані у роботі мікробіологічні, біохімічні, генно-інженерні та біоінформатичні методи. Такий широкий спектр методів дослідження, адекватний стосовно визначеної мети, дав можливість авторові досягти поставлених у роботі задач дослідження. 
Далі наведено шість розділів, які представляють результати власних досліджень та їх обговорення.  
В розділі 3.1. проводиться підбір оптимальних промоторів для експресії в A. teichomyceticus. Для цього досліджено активність гетерологічних промоторів із S. coelicolor - cdaRp; actII-R4p; wblAp та aac(3)IVp.  Виявлено, що активність промотора aac(3)IVp приблизно в 2-3 рази вища, ніж активність cdaRp та wblAp, хоча і нижча, ніж активність actII-R4р. На базі інтегративного вектора pSET152 створено платформу для експресії генів у A. teichomyceticus, в якій бажаний ген може бути клонованим під контроль промотра aac(3)IVp – вектор pSETPAm. Ефективність створеної платформи показано на прикладі надекспресії гена фактора рециклінгу рибосом frrAT. Рекомбінантний штам A. teichomyceticus pSETPAm frrAT продукував у 8 разів більше тейкопланіну у порівнянні із штамом дикого типу.

Розділ 3.2 присвячений вивченню ролі генів tei3*, tei10*, tei11*, tei13* та tei30* у біосинтезі тейкопланіну. Гени tei3* та tei10* кодують глікозит-трансферази. Для дослідження функцій ферментів, кодованих генами tei3* та tei10* за допомогою методу Redirect були створені мутанти за цими генами. Виявлено, що мутанти A. teichomyceticus tei10*::aac(3)IV та tei3*::aac(3)IV не продукували нормальний комплекс тейкопланіну. Проаналізовано похідні тейкопланіну, що продукувалися цими мутантними штамами за допомогою ВЕРХ із мас-спектроскопією та ВЕРХ із тандемною мас-спектроскопією. Показано, що глікозитрансферази Tei10* та Tei1 функціонують одна за одною у процесі біосинтезу тейкопланіну. В той же час Tei3* володіє високою афінністю до неглікозильованого аглікону та до його глікозильованих версій і функціонує по мірі появи цих субстратів.

Створення мутантів за генами tei11* tei13* та tei30 дало можливість дисертантові дослідити роль вказаних генів в біосинтезі тейкопланіну. Зокрема, дані аналізу in vivo доводять, що ген tei11* кодує ключовий фермент, який забезпечує приєднання ліпідного бічного ланцюга в процесі біосинтезу тейкопланіну. Нокаути генів tei13* та tei30* в A. teichomyceticus не впливали на біосинтез тейкопланіну, Отже продукти цих генів не є важливими для нормального біосинтезу тейкопланіну.
У розділі 3.3. досліджуються гени шлях-специфічних транскрипційних регуляторів у A. teichomyceticus - tei15*, tei16* та tei31*, що кодують StrR-, LuxR та Xre-подібний регулятори, відповідно. Створення та аналіз надекспресорів нокаутів за геном tei31* дали можливість стверджувати, що цей ген не відіграє ролі у продукції тейкопланіну. 
Використання експериментальних та біоінформатичних підходів дозволило авторові встановити транскрипційну організацію кластера генів біосинтезу тейкопланіну. Виявлено 18 моногенних та поліцистронних транскрипційних одиниць. Біло досліджено, які саме з них піддаються регулюванню шлях-специфічних регуляторів Tei15* та Теі16*. Для цього експресія всіх транскрипційних одиниць була вивчена у штамів із нокаутованими генами Tei15* та Теі16* за допомогою напівкількісної ПЛР із зворотньою транскрипцією. На отриманих даних зроблено припущення, що експресія переважної більшості транскрипційних одиниць кластера генів біосинтезу тейкопланіну залежить від шлях-специфічних регуляторів Tei15* та Теі16*. При цьому, Теі16* є ієрархічно вищим, ніж Теі15* та ініціює транскрипцію гена tei15*.
Розділ 3.4. присвячений дослідженню генів, продукти яких задіяні в забезпеченні біосинтезу тейкопланіну ароматичними амінокислотами-попередниками. Тут здійснюється детальний філогенетичний аналіз префенатдегідрогеназ актинобактерій, досліджується роль генів tei14* та tei24*, що кодують дезокси-D-арабіногептулозонат-7-фосфатсинтазу (DAHPS) та префенатдегідрогеназу (PDH), відповідно. Надекспресія власного (tei14*) та гетерологічного (dahpsecABAL) генів DAHPS призводила до збільшення продукції тейкопланіну. Сконструйовані штами A. teichomyceticus із надекспресіями гетерологічного гена pdhsecABAL (не містить АСТ-домена), як і вкороченого варіанта гена tei24*tr (в якому штучно було видалено АСТ-домен), не відрізнялися продукцією тейкопланіну від штаму дикого типу. В той же час, штам A. teichomyceticus tei24*+, в якому надекспресовано повну версію гена tei24* синтезував утричі більше тейкопланіну, ніж контрольний штам. Із отриманих даних випливає, що С-термінальна ділянка Tei24* необхідна для позитивного ефекту надекспресії відповідного гена на рівень біосинтезу тейкопланіну. Автором робиться припущення, що Tei24* підлягає зворотному інгібуванню тирозином, а PDHsecABAL та Tei24*tr втратили їхні АСТ-домени, а отже не можуть інгібуватися продуктами реакцій, які вони каталізують.
Особливості морфології та життєвого циклу A. teichomyceticus, що досліджувались із використанням методів світлової та сканувальної електронної мікроскопії викладені у розділі 3.5. Автором перевірено ріст A. teichomyceticus на низці найпоширеніших середовищ, що використовують для культивування актиноміцетів, досліджено умови виходу та проростання спор A. teichomyceticus, морфологічну диференціацію A. teichomyceticus.  
Глобальна регуляція біосинтезу тейкопланіну та морфогенезу у A. teichomyceticus досліджується у розділі 3.6. Здійснено пошук генів, що кодують компоненти Bld- та Whi-каскадів у геномі A. teichomyceticus, досліджено AdpA-опосередковану регуляцію в A. teichomyceticus in vitro та in vivo, показано роль генів глобальних негативних регуляторів bldD та absB в регуляції морфогенезу та вторинного метаболізму A. teichomyceticus. Позитивним глобальним регулятором стрептоміцетів є транскрипційний регулятор AdpA із регулоном у понад 1000 генів. Дисертант дослідив особливості організації геному A. teichomyceticus in silico, та виявив, що цей організм не має справжнього ортолога стрептоміцетних adpA. Відсутніми були і найважливіші аспекти adpA-опосередкованої регуляції, характерної для стрептоміцетів.
В роботі робиться узагальнення всіх отриманих даних. Висновки в роботі логічно випливають із отриманих результатів. Автором вперше показано in vivo, що гени tei3* та tei10* контролюють глікозилювання аглікону тейкопланіну, а ген teі11* - приєднання бічного аліфатичного ланцюга; встановлено послідовність функціонування глікозилаз та ацетил-трансфераз у декоруванні аглікону тейкопланіну: Tei10* → Tei11* → Tei1; досліджено транскрипційну організацію кластера генів біосинтезу тейкопланіну, де виявлено 18 потенційних полігенних та моногенних транскрипційних одиниць. Важливим видається висновок про те, що adpAAT80 та adpAAT3 – гомологи AdpA в A. teichomyceticus – є позитивними регуляторами біосинтезу тейкопланіну, а їх надекспресія веде до зростання рівнів біосинтезу цього антибіотика. Вперше описано етапи життєвого циклу штаму A. teichomyceticus. Результати, отримані в роботі, представляють важливе практичне значення, оскільки можуть бути використані для покращення промислових штамів A. teichomyceticus, шляхом створення рекомбінантних штамів із клонованими структурними і регуляторними генами біосинтезу тейкопланіну.
У цілому результати експерименту дисертантом викладено чітко та логічно, проілюстровано якісними фотографіями Отримані результати обговорюються з огляду на вже відомі у світовій науковій літературі факти, що свідчить про глибоку обізнаність здобувача у даній області досліджень. В кінці кожного підрозділу автором робиться висновок з отриманих даних. Особливо позитивно слід відмітити складені автором схеми (напр., рис.3.10, 3.12, 3.23, 3.32, 3.60), що в узагальнюючій формі ілюструють отримані результати та припущення. Проте, слід вказати і на деякі упущення рецензованої роботи:
1. Об’єм роботи дещо перевищує загальноприйняті норми. Можна було би скоротити огляд літератури, зокрема інформація про структуру та класифікацію глікопептидних антибіотиків, механізми стійкості бактерій до них.

2. У підрозділі 3.2.1. досліджується роль генів tei3* та tei10* в біосинтезі тейкопланіну. Для цього створюються мутанти за даними генами. Проте в тексті написано, що «штами із нокаутами генів tei11*(?) відібрано …». Отже, не зрозуміло, про який ген іде мова.
3. Для з’ясування питання, чи ген tei31* контролює біосинтез тейкопланіну, автором створено нокаути та надекспресори гену tei31*. Аналіз отриманих штамів показав, що за рівнем синтезу тейкопланіну вони не відрізнялися від A. teichomyceticus дикого типу. Після цього було перевірено експресію цього гена в клітинах A. teichomyceticus дикого типу і виявлено відсутність відповідної РНК. А чи не слід було би спершу перевірити рівень експресії у дикого типу, а потім, при необхідності, створювати нокаути та надекспресори?
4. На рис. 3.30 приводяться результати аналізу експресії ram-кластера в культурах A. teichomyceticus залежно від складу поживного середовища. Аналіз проводився за допомогою напівкількісної ПЛР, де в якості матриці використано кДНК, отриману із культур, що росли на середовищах ISP2 та ISP3. ПЛР-продукт на електрофореграмі спостерігався лише у випадку використання ISP3, а у випадку ISP2 продукт ампліфікації відсутній (панель а). При цьому на панелі (б) як контроль показано зразки сумарної РНК для культур, вирощених на обох середовищах. Проте, такий котроль не може свідчити про наявність кДНК. Тобто, не виключено, що відсутність ПЛР-продукту при використанні ISP2 може бути наслідком відсутності кДНК у пробі (напр., реакція зворотної транскрипції не відбулась). Більш коректним контролем могли би слугувати гени «домашнього господарства», продукт ампліфікації яких був би присутній в обох зразках кДНК.  
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«TlopsinKy MpUCYIUKeHHs! HAyKOBHMX CTYIEHIB», SKiii 3aTBEpIKEHO TOCTAHOBOKO
KaGinery Minictpis Vkpainu Bix 24 munus 2015 poky Ne 567 (3i 3mimamu,
BHECEHHMH 3TifHO 3 mocrtaHoBamu KM Ne656 Bin 19.08.2015 ta Ne 1159 Bin
30.12.2015 p.), a i asrop Omekcammp Cepiiiiopry IOmyk 3acmyrosye
TPUCY/KEHHST HAYKOBOIO CTyTeHs KaHauaarta 6ionoridiux Hayk 31 creniaibHOCTI

03.00.22 — mMoJeKyJ1sipHa reHeTHKa.

Odiuifinuit onoseHT

NIOKTOp Gi0JTOTiUHIX HayK, TOLUEHT

npodecop kadeapu MOIEKYISIPHOI FeHETUKK

Ta GioTexHonorii YepHiBeLbKOro HALIOHATBHOTO

yHiBepcuTety imMeni FOpis ®enprkosuua %///V/
MOH VYkpaiun ¢

LLIManuyk

30 aucromana 2017 poky





