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oФициAЛьIIoгo OПIIOIIЕHTA

нa.циссepтaциollЕylo paбoтy к.M. Клипrинoй <<Генeтический aIIaлиз сисTrм тoксиII.

aнтитoксиII сyпepсeмeйствa RеlBЕ y лaктoбaциЛл)' ПpeДстaвЛellrryю нa сoискallиe

yненoй сTeПеIIи кaII.ЦIrДaтa биoлoгических IIayк Пo спецI{aльIIoсТll :

03.02.07 _ Генeтикa.

,{иcсеpтaциoнIlaя paбoтa К.М. К.тп,Iминoй пoсвящeнa иосЛeдoBzlIIиIo сиотrМ Toксин-

tlIIтитoксиII y Лzlктoбaцилл, пpи.rём, y Tеx IIpе,цсTaBителей poдa Lаctobаcillus, кoTopые

ЯBJIяIoToЯ cимбиoнтaми чrлoBокa. B связи c этим xoчеTсЯ oтМеTиTь' чTo Мaе этoгo гo.цa

испoлIIилoсь 170 лeт сo дIIя po)к.цeнутя И.И. MrчникoBa, Bеликoгo pyсскoгo )пIeIIoгo,

ЛaypraTa Hoбeлевскoй пpемии, кoтopьй ЯBуIЛcЯ oсIIoBoIIoЛoжHикoМ yчония o симбиoнтнoй

микpoфлope и ee BЛwl;ъ|ЙIl IIa opгallизМ челoвrкa. CoвpeMeIIIIые МrToдЬI исслeдoвaний

ПoзBoJIяIoT IIo-IIoBoмy пo.цoйти к этoй пpoблeме. B тeчение ПoоледIIиx дByx .цrсятплeтуIЙ

нaблпoдaется prзкor BoзpaсTilllиr иIITrprсa к симбиoнтнoй микpoфлope чеJIoBrкa.

Mнoгoкpaтнo BoзpoсЛo тlиcлo пyбликaций, IIoсBящeIIIIь[x yглyблённoмy из)пrrниIo

oT,цrЛЬIlьD( IIpo.цсTaBитeлей микpoбиoмa чlЛoBекa' a Taюкr vтх взaимo,цrйсTBиIo о

opгallизМoм xoзяиIla. Pезyльтaтьr исследoвaний IIoолеДIIиx JIrт нaIIoЛHиJIи pеaJIьIIьIM

сoдep)кllниеM BыокaзьIBЕIIIие Мечникoвa: <<MнoгoчисЛrнIIыe paзнooбpaзHЬIe aссoцИaIIl*IkI

микpoopгzlllизМoB' IIacеJIяIoщие пищеBapительный TpaкT чlЛoвlкa, B зIlaчитrльнoй стeпени

oПpеДоJIяIoT ДyxoBllor и физи.rескoe з.цopoBЬr челoBекD).

Иссле.цoвaниro llopМzlлЬIloгo микpoбиoцеIloзa И егo изменений tlp:,;l бoлезняx

пoсBящoIIьI глoбarrьныe IIaциoIIaJIЬIIЬIе и Ме)к,цyIIapo.цIIьIе IIpoектЬI. B 2008 г. бьIл зallyщrн

глoбaльный IIpoекT кMикpoбиoм чеЛoвrкa>' цеJIЬ кoтopoгo paсшифpoвкa гelloМa

бaктеpий, IIacеJIяIoщих челoвечеcкий opгalrизм. oднaкo сеpьёзнoй пpoблемoй гIpи

из)дIеIIии микpoбиoмa ЯBIIЯeTcЯ oтсyTстBие эффективньп< гeнoв-биoмapкеpoB ДЛя видoвoй

и IIITtlМмoвoй идeнтификaции бaктеpиaлЬIIьD( кoМПoIIеIIToв. PaзpaбoTкa Taкиx мapкеpoB и

TrxнoЛoгиЙ дllя.циztгIIoсTики coсTaBa микpoбиoтьr чеJIoBrкa иМeеT кЕlк IIaуIIIol' Taк и

пpикJIaДIIor зIIaчеIIиr. ПpедлaгarМor aBтopol{ испoлЬзoBЕlIIиe для этoй цrЛи сисTем ToксиII-

zlIITиToксин (TA систем), IIесoMIIrннo' яBJIяеTся opигиIIulлЬIIЬIм и oIIpЕlB,цtlIIHЬIM llo,цxo.цoМ.

Cистемьr ToксиII-zшITиToксиII систoМы сyщrстByloт y бaктеpvlЙ, apхetrт, a Taк)ке' BеpoяTIIo' y

oдHoкJIеToчIIьD( гpибoв и' сле,цoBaтeJIьIIo' IIpисyтсTBoBaJIи y oбщегo IIpедIIIeсTBeIIникa Bсеx

}киBьD( сyщесTB. Пoскoлькy y IvlIIoгoкJIeToчIIЬIx opгzlllизМoB oIIи не oбнappкlllы' этo

yкшыBarT IIa иx BшкнyIo Gиoлoгическylo poль имrIIIIo дJIя o.цнoкJIетoчIIЬIx opгaIIизМoB.



oднaкo иx фyнкции .цo cих гIop ПprдсTulBJUIIoTся Bo МIloгoм зaгa,цoчIlыМи .цJIя

иоcлeдoBaTелей. Имеется Iпиpoкий диaпaзoll ПprдпoJlo)кerтиfft, B pяДe сщrtlarв'

IIo.цTBrp)кДённьпr экспоpиМrIITtlльIIo' _ oT IIpизH,IIIия иx (€гoисTичIIьIМи)) геIIeTичrcкими

элемеIITaмИ, Дo IIaДrЛrIIия иx фyнкцуI'INIv\ oбеспечивulloщиMи Bы)киBzlIIиr ПoIIyJIяции B

неблaгoпpI,I.яTIIьIx yсЛoBияx зa счёт гибели чaсTи кJIeToк (тaк I{aзЬIBaеМЕlя

IIpoгpaМMиpoBaIIIIaя гибель клетoк).

Taким oбpaзoм, диссrpTaциoIIIIaя paбoтa к.M. Климинoй лr}киT B pyслr

оoBpeMrIIнЬIx иоcлrдoвaний пo дaннoй Tel\{aтикr и BIIoЛIIе aкTyaлЬнa.

B пpoцесcе исслrДoBшrий aвтopoм peIIIЕLлись слеДyloщиr oсIIoBIIЬIе зaДaчи:

l. Coздaниr и xapaктepиоTикa кoллекции лaктoбaкгepиЙ, BЬЦrЛeIIIIьIx из микpoбиoTьI

з.цopoBьD( лtoДей цеIITpЕUIьIIoгo pегиoнa Poосии.

2. Aнaлиз in silico TA сисTeм сyпrpceМrйствa RеlBЕ B сrкBeниpoBaIIIIьIх геIloМtlх

лaктoбaциЛЛ и из)ДIoIIиe пoЛиМopфизмa и фyнкциoIIиpoBaIrI{я B кJIеTкzlx Е. coli ТA систeм

из IIITaММoв лaбopaтopнoй кoллrкции.
,3. 

Изy.reние prгyJlяции экспprосии ТA сисTeмы Yоf-YoеBr,а y IIITaмMoB L'rhаmnosus.

4. Пoиск и xapaкTеpиcTикa HoBьD( TA сиcтем у L.hеlveticus.

5. Испoльзoвaние TA сисTеM B кaчесTBr биoмapкеpoв дJIя изyIеIIия IIITaМMoвoгo

paзнooбpaзия лaктoбaцилл.

,{иссеpтaциollнtш paбoтa К.M. Климинoй l,Iзлo)кrнa нa 190 сTpaIIицЕlх

MzlIIIиIIoIIисIIoгo Tlкстa' BкJIIoчaет 27 тaблvIц' 36 pисyнкoв. Cписoк цитиpyеМoй литrparypы

вкJIIoчaеT Т77 нaименoвaний. ,{иссepтaция IIoстpoеIIa Пo Tpa'цициoIIIIoМy IIJIzшIy 14

сo.цrp)киT: BBедrIIиr, oбзop ЛиТoPaTypы' мaтеpиaЛы и MеTo.цьI' prзyльтaтЬI и oбсyхдения,

зtlкJIIoчrIIие, BЬIBo.цьI' спиоoк сoкp€}Iцений, списoк лиTepaTypъl vl 5, B оoBoIсyIIнoсTи,

oбъёмньтx IIpилo)кrIIий, в кoтopьD( пprдcTaBЛeIIы: ПoоледoвaтельIIoсTь гeнa I6SRNA

IIITaММoB из лaбopaтopнoй кoЛJIекции (Пpилolкение A), HyклеoтидIIые пocлrДoBaтrльHoсTи

Мr)кгеIIIIoгo paйoнa, пprдIшесTByIoщегo oпеpoнy F0F1 AТФ-синтaзы (Пpилoжениe Б),

HyклеoтидIIыr Пoслr.цoBaTrлЬHoсти TA cисTrм Lаctobаcillus rhаmnosus (Пpилoжениr B),

ПpедпoлaгaеМЬIr TA сисTемы B IIITaмМax L. helvеticus DСP45,7|, н10 уI R0052.

ПpeдпoлaгaеМЬIе TA сисTeМьI B IIITtlп,lМе L. helуеticus DCP457I (Пpилoжeние Г),

BьIpaвнивaIIиr IIyкJIеoтиднoй ПoоJIrдoBaTrльHoсTи гeIIoB гpyIIПЬI relB_I (Пpилolкенtle [), a

Taк)кr блaгoдapнoсTи.

oбзop ЛиTеptlтypы пoсвящён к.пaсоификaции у1 пpoблeме идентификaции

лaктoбaцилл, oбщeй xapaкTеpистике и клaссификaциI{ TA систем, paзнooбpaзиro TA

сиcТем II типa, Мехzlllизмaм дoйствия и биoмиrшrIIяI\,l Toксинoв TA сиcTеМ. YсTaIIoBЛеIIIIыM



и пpe.цпoлaгaемьIl\{ фyнкциям TA систем и иx ПpaкTичеcкo}Дy испoЛьзoBaIIиIo. Tемьl,

зaTpoIIyгьIе в oбзopе' IIrПoсprдcTBrIIнo cBязaIIo о зa,цaчaми ,циcсrpTaциoннoй paбoтьI. Пo

Мepr изЛo)кения мaTrpиzшIa aBTop oTMrчaeT IIeoднoзIIaчIIьIr prзyJIЬTaтЬI IIrкoTopЬD(

исcЛе,цoBztIIий и не pеrшённыr пpoблемьI. Taк, pacсМaTpиBzrя pzЦ}IlooбpaзньIе MoлrКyJIяpIIo-

гeIIеTичeскиr Пo.цxo.цы' исIIoЛЬзyrМьIe ДIIЯ идентификaции эTID( Микpoopг.lнизмoв,

yкaзыBaеTся нa oTоyTстBие yIIиBеpсEtЛЬIIoГo МrTo'цa' ПoзBoJUIIoщегo ToIПIo oпpr.цеJlять

ви.цoвoй LI rrrтaммoвьrй coсTulB лaктoбaцилл B )кeJЦIдoIIнo-киIIIrтIIIoМ TpaкTr ёкT)

чеЛoBекa. Пpедстaвляroт бoльrшoй интopоc пpиBrДrIIIIые в o6зopе .цaнIIьIr o связи TA

сисTeM с oбщeй peryлятopнoй системoй бaктepий, yкЕLзыBЕlIoщие Ha иx Ba.rltнyк)

биoлoгическyo poль. oбзop IIaIIиciшI xopolп}Il\,I языкoМ, чиTaеTся с иIITеprсoМ.

Единствeннaя IIrToчIIoоTь cBязaIIa с тpaктoвкoй TrpмиIIa (кoЛoIIизaциoнн.UI

peзисTeIITIloсTЬ).

B глaве ''МaтеpиaльI и МеTo,цЬI'' изЛaгaeTся IIIиpoкий спектp микpoбиoлoгическиx,

МoЛrКyJlяpнo-гellrTичеcкиx и биoинфopмaTическI{x МоTo,цoB' иcпoJIЬзoBaIIIIЬIx aвTopoМ .цJIя

pеIIIеHI,Iя IIoоTzlBЛенньтx зaДaч. oн вкшочaет paбory с бaктepиямvт Lасtobаcillus, E. coli уl B.

subtilis, BьЦrлrIIие ДHк, PHК и электpoфoprз B aгapoзIloМ гrЛr' ПI{P.aмплификaциro,

секBениpoBtlIIиe ДFIК vI биoинфopмaтический aIIaJIvIЗ) oбpaтнylo TpaнскpиIIциIo 11

кoличrсTBеIIнyIo ПЦP B pr)киМе praЛьIloгo BprмеHи, oпpедеJIеIIие Toчки I{aЧaJIa

TpЕlIIскpиIIции' сoз.цallиr pzхtличIIЬD( гoIIеTичоскиx кoнстpyкuий kt пЛatМид'

кoнcTpy}lpoBЕlllие TpaнскpипциoIIIIьD( фьroзoв, B ToМ чиcЛl' B coсTaBе xpoмocoМьI B. subtilis.

Taким oбpaзом, дJIя pеIIIeния пoстt}BлeIIIIЬD( зa.цaч aBTop ПpимeIIяеT сaмЬIe сoBpеМеIIIIЬIe

мrтoДьI иссЛrДoBzlIIия.

Пoлгy.lенный К.М. Климинoй B llpoцеccе pеIIIrнI{я ПoсTzlBЛеIIIIЬIx зaДaЧ

эксПrpиментaлlьный МzITrpиЕLJI IIpе,цсTzlBЛен в 7 pzв.цеЛzlх глtlBЬI <<Pезyльтaтьl и oбсyжлrllия).

Эти pезyльт.IтьI чprзBьIчaйнo oбъемнoй и тpyДorМкoй paбoтьI пoдpoбнo излo)кeIIЬI' xopoшIo

.цoЦлv1eнTиpoBallы и иJIJIюсTpиpoBaIIьI.

Ha пеpвoм этaпе B сoвIurcтнoй paбoте с ,{.Х. Кясoвoй aBTop пpoвеJla BидoByк)

идентификaцуIlo 62IIITzlMМoB лaктoбaцилл из лaбopaтopнoй кoллекции' кoTopaя BкJIIoЧaJIa

IIITaмMЬI' BЬЦелеIIIIьIе из opгallизМa чеЛoBrкa и IIpo}IьIIIIJIeIIные IIIтaмМьI' исПoЛьзyемЬIе

.цJIя IIpoизBo,цсTBa пpoбиoтикoв, БA,{oв и кисJIoмoлoчIIьIx пpoдyкToB. Этo oсущrcTBJIяJIoсь

о IIoмoщЬю кJlaссичrскoгo Пoдxoдa _ oпpедеЛeкvlЯ нyкJIroTиднoй пoоле.цoBaтeльнoсTи гrIIa

16s PHк, нo .цJIя РЯДa IIITtlмМoB эTo yдllлoсЬ с.цеJIaTЬ ToЛЬкo ггрём oпprдоЛrllие

IтyкJIеoтиднoй пoследoBaTrлЬIIoсTи Мe)IсeнIIoгo paf,loнa,IIpе.цIIIеоTByющrгo oпepoнy F0F1



ATФ-синтaзьl (Метoд paзpaбoтaн Е.У. Пorryэктoвoй и B.H. .{aнилeнкo). Toннaя Bи.цoBajI

xapaкTеpисTикa IIITIII\,IMoB бьшa BDкIIa в Дarrнoй paбoте Пoтoмy' чTo из}пIrнньrе ТA сисTеMЬI

B IIo.цulBJIяющeм бoльIпинстBе ЯBJIяIoтся Bи.цoсIIецифи.rньшuи и' о ,цpyгoй отopoньr, TA

сисTемьI ПpедIloлztгaJloсь иоIIoJIЬ3oBaть B кaчесTBе I\{apкrpoB 'цJIя изуIeIIия BиДoBoгo и

IIIтaммoBoгo мнoгooбpaзия лaкгoбaциrш. Cлeлyrт oTМgтиTЬ' чтo Пpи эToM бьшa

пeproПpeдеJlоIla Bи.цoBaя ПpиIIaдЛе)I(нocть pЯдa ПpoизBoдсTBеIIнЬD( IштtlМмoB' чтo имееT

BaIсIoе зIIaчrIIие пpи иx дa.rrьнейrпrм иоПoЛЬзoBaFIvIvц a B ПеpсIIектиBr '| ДIIЯ

мoдификaции этI.tx IIITtlI\dМoB c Iloмoщьro метaбoлическoй иIDкеIIеpии. К сoжaлollик)'

pезyлЬTaT paбoты, пprдсTzlвЛеннoй BдaнIIoМ paзделr' IIе oTpzDI(еII B BЬIBo.цtlx.циссrpTaIIии.

Ha втopoм эTaIIr paбoтьI бьIл oсyществлён биoинфopмaтический IIoиск TA cистем

cyllrpcемrйствa RelBЕ TиIIa B секBеIIиpoBЕlнIIЬIx гelloМilx лa.lсгoбaциrш (пo сoстoяIlиIo нa

20|1 гoд), пpи.rём, в Tеx BиДax' кoTopыe' кaк бьIлo нaй.ценo нa ПprДьIДyщoм эTaIIr,

пpеoблaдa.тrи B B миIqpoбиoтr здopoBьD( лпoдeй цеIITpaльIIoгo peгиoнa Poссии| L.cаsei,

L.fermentum, L'plаntаrum, L.rhаmnosus p| L.helvеticus. Paзличньrе TA сиoTеI\льI бьшlи

oбнapyrкеньI ToJIЬкo B IIIтЕlммzlx L.rhаrnnosus, L.cаsеi lа L'helуeticus. УcтaнoBлеIIa Taк}ке

cтpy(тypa мoдyлeй идентифициpoBaIIIIьD( TA систeм сy[rpсrмействa RelBЕ, кoTopaя былa

oтIIесенa к 9 (A _ Г) типaм. Пo этoмy paзДеJly сЛrДyrT oTмеTиTь, чTo ,цaнIIЬIe тaблIаЦ |2 tl

13 нyждaroTся B бoлее пoдpoбнoм ПoЯсIlеIIи}I' ПoскoЛьIсy B ПprдсTaBJIrнIIoM Bидr oIIи IIr

cpaзy вocIIpиIIимaIoTся tlитaTелeм.

Ha следyloщrм эTaIIe из}rIIaJIсЯ генoмньй и генный пoлимopфизм TA сисTеI\,I

cyllrpcrN,lейcтвa RеlBЕ, oбнappкенIlьтx B IIITЕIMM€Iх L.rhаmnosus, L'cаsei п L.helvеticus. C

этoй цельro иx аlлплифициpoBzl"Jlи с ПoМoщьIo ПI{P и сeкBeIIиpoBaJIи IIoJгrIrнIIые ПЦP-

Пpo.ЦyкTЬI. Кpитеpием геIIoМIIoгo пoлимоpфизМa ЯBJIялoоЬ нaJI}IIIиa ИIILIoTсyTсTBиr гrHoB B

кoнкprTHЬD( геIloмax' кpиTrpием гrIIIIoгo пoлимopфизмa изI\{еIIeни.я B IIyкJIеoTи,цнoй

IIocлrДoBaTелЬIIoсти гeIIoB.

B rптarrлмarr L.rhаmnos,l"s B геIlzlx тoксиIIa бьlли oбнapyженЬI IIyкJIeoтиДIIьIl, a TaЮкe

IIyкJIеoTи,цIIые и cooTBrTстByIoщиr иМ zlМиIIoкисЛoTIIыr зaмеIIы. B oднoм IIITaММr reн rеlEI

сoдrp)кaJl IS-элеменц кoтopьrй, кaк бьIлo ycTaIIoвлеIIo' IIpиIIa.цлr)кaJI к IS3 семействy. B

сBязи с TaкиI\,l пoлимopфизмoм пpeдIloлaгaeTcщ чTo нr вce oбнapy)кеIIIIЬIе AТ.системьr

фyнкциoнaJlьнo Е!кTиBIIьI. Paзличньrе IIyклroTи,цIIые, a TaIOкe нyкJIroTиДныe '1

сooTBеTсTByIoщиr иM aм}IIIoкислoтIIыe зaмеIIы были oбнapylкены уI пpи из)пIеIIии

пoлимopфизI\da геIIoB TA-систем B lптz!мI\{tlx L.helveticus I[ B IIITzlMмaх L.cаseL B пpoцессе

эTI{x исcЛе.цoвшrий B IIeкoтopьD( IIITaI\,Iмoв бьrли нaйдены oдинoчные геHЬI ToксиIIoB, a

Taк)ке oбнapyженa неoбьтчнaя сисTrМa' IIpисyтстByIoщaя Bo Bсex шIтaММ{lx L.hеlveticus, в

кoтopoй oбa генa aнIIoTиpyIoTcя кaк aIITиToксины. Пoкaзaнo TzlЮке, xoTя и нa небoльrцoй



Bыбopке' Чтo B lllтaммal( L'helvеticus' BьI,цlлlнHЬD( из xtКТ сo'цrp)киTся бoльrшoе кoлиЧесTBo

TA-систrм. Этo нaбrпoДениr сooTBrTстByrT IIrкoTopЬIм JIиTepaTypным ,цaIIHыl{ o бoльшroм

тIисJIе AI систем B IIrкoTopЬD( cимбиoнтнЬD( IIITzlмм€lx.

oбнapyжонIlaя B prзyЛьTaTе IIpoBr.цеIIнЬтx B эTиx pa:l.целa( иссЛедoBaIIий ви,цo. и

IllTaММo-cпецифиvнocть TA-систrм сyllеpсемействa RеlBЕ oбoонoвьrвaоT BыBoД aBтopa o

Toм' чTo paспpeДеление TA-сисTeI\,t Mo)I(rT бьrть иcпoлЬзoBallo 'цJIя Bи.цoBoй и rптa:rлмoвoй

xapaкTopиоTики лaлсгoбarlилл.

ЧетвёpтьIй pzlздeЛ гЛzlBьI <<Pезyльтaты уI oбcy:к,Ценил> IIoсBящеII из)ruIеIIик)

фyнкциoниpoBallия TA cиотем лaкгoбaциJIJI B кJlrткax E.coli. C этoй цrльIo гeньr были

кJIoIIиpoBaIIЬI в BекTopы, co,цеp)IGlIIIие ИПTГ-индyциpyемьй llpoмoTop. Пorrуreнньrе

гибpидrые плtrtМиды пepeнoсили с пoМoщьlo тpшrофopп,Iaции B кJIеTки E.coli BL21(DЕ3)'

B кoтopьD( IlpoМoTop был шстивrII B ПpисytсTBиI{ IPTG Пpи индyкцIш эксПprссии геIIoB

ToкоиIIoB в pяДе cл)r.rarB нaблroДaли в paзнoй cтrIIеIIи Bьцpalкrннoе IIoдaBлeIIиr poсTa

кJIеToк' чTo сBи,цеTeлЬсTBoBaлo o сиIITrзr ToксиIIoB B кJIrTкЕlx E.coli. Этoт фaкг

IIoдTBep)кдЕlют экcIIеpиМrIIты с oдIloBpемeннoй экcпpессией cooTBеTсTByroщегo

zlIITитoксиIIa, IIpи кoтopoй poсT BoссTtlIIulBл}IBzlJIся. Taким oбpaзoм, BЬIBo'ц zrBTopa o Toм' чтo

ДIIЯ pЯДa TA.cиcтем пoкuulalla aкTиBIIoсTЬ кaк ToксиIIoB' т:lк и zlIITиToксинoB B кJIеTкax

E.coli, пoлIIoсTЬIo сooтBеTоTByeт pезyльTaTaм пpoBeдeIIIIoгo иcслr.цoBaIIия.

Cледyroщий paздeл гJIaBы пoсBящеH изyчoIIиIo рrryJIяции эксПprсcии ТA системы

Yеfl\d-YoеB y IIITaIuмoв L.rhаmnosus. flpvl zшIzLJIизr HyкJlroт}l.цнoй пocлrДoвaTеЛЬIlocти IIa

yчaсткr' пpедIIIrcTByIoщей сooтвrтсTвyющeмy oпrpoнy бшr oбнapyясrн тaк нaзьвaемьй

BoX-элемеIrЦ кoTopьrй paопoлaгarTся B llrкoдиpyк)щиx oблaсTяx B кoJIичrсTBe |2.1З кoпий

И' IIpисyTствyеT вo Bсrx сrкBeIIиpoB:lIIньD( гrlloМar( L.rhаmnosиs. B oпытaх пo yдлиIIеIIиIo

пpaймepa бьIлo oбнapyrкeнo 2 caiттa иIIищиaции Tpaнскpипции B ollоpoне, чтo yкa.!ьIBarT IIa

сyщoсTвoвaниr ДByx пpoМoтopoв' кoтopыe llulxoДятся BIIyгpи TA cистеil,lьI. Зaтeм, о

IIoмoщью 'цoтIoлII}IтельIIoгo Метo.цa (oпpeделенtlя дeфпцvlтIIЬD( мPHК), yдul"Jloсь lloкaзaть

нaJIичиe пeprд oIIepoIIoМ oсIIoBIIoгo llpoМoTopa. Кpoме тoгo, эTиl,I )кr МеTo.цoм вьrявлeн ещё

o,циII пpolvfoTop, кoтopый llaxoдится зa oпrpoнoМ уt иII}lцицpyrT тpaнскpипциIo в

пpoTиBoпoлo)IGIoм II:шIpaBЛeIII{и. B ДaльнейIIIrМ из)дIaJIaсЬ {lкTиBIIoстЬ пpедпoлaгael\,IЬIx

ПpoмoTopoB и }rIIaсTкa BoХ. C этoй целЬю кoнотp}иpoBaлиоЬ фьюзьI сooTBеTсTByIoщиx

пpoмoтopoB с гellol\d.pепopтёpoм p-гaлaктoзИДaзЬt' кoTopыr вcTpaиBaJIись B гeIIoМ B. subtilis.

oкaзa.rroсь' чTo zlкTиBrII ToJIЬкo ocнoвнoй пpoмoTop' пpинём, егo фyнкциoIIиpoBzlIIие IIе

ЗaвlИcуlT oт эЛrМrllтa BoХ. Xoтя зaкrпoчrllие aвTopa o (слo)EGIoй отpyкгypе>> TA сиcтrMьI

YefМ-YoеBц1 u| IIaJI}Iчиe IIеpe.ц oпеpolloМ yIIaсTкa Box I| сooTBrтсTByет ,цaнIIым



ПpoBе.цrнньD( эксIIеpиMlIIтoB' IIa IIЕIIII BзгJIя.ц' BpЯд JIи cтoиT BьIДеJIЯTь oгo в oT,цeлЬIIЬIи

BыBoд .цисcrpTaциollнoй paбoTьI. Cамa пo себе кoHсTaтaци'I (cJIo)кнoсTи>> без выяонeния её

IIpиpoдЬI и зIIaчеIII,I,я IIe Мo)кrT быть пpедсTaBЛrIIa кaк знaчимый pезyльтaт иссJlrДoвaния. B

ДействителЬIIocти )кr пpoBrдrllнzrя paбoтa сoздaЛa пpе.цIIocьIJIки NIЯ пoолr.цyющиx

экоПеpиMеIIToB' сBязaIIIIьD( с из)пIеHием тpaнскpипциoннoй aкTиBIIoсTи геlIoB yеfМ.yoеBц'

в cTpесcoBьD( yсJIoBияx метoдoМ RTq PCR. Этo исслеДoBaниo ПoкiaзaJlo' чTo эксrrpocсия

oпrpoнa иIIДyциpyeTся пpи пoBьIIIIеIIии TeMпrpzxтypьI и з€tBиоиT oт фaзьI poсTa кyлЬтypы.

Кpoме тoгo, oIIa BapьиpyеT B зzlBисимoсTI{ oT luTaммa' из кoTopoгo бьIлa Bы,цrлrIIa.

ПoэтoIшy сooTBeTсTByroщий тгyrrкг BыBo.цoB пoЛIIoсTьIo oбoснoвaн. Здесь сЛе,щyеT Tzlк)кr

ЗaметиTь' чTo lloмеpa тaблиц нa стp.l04 дисcеpTaции )rкulalrы IIеBepнo.

6-й paздел гЛaBы <iPезyльтaтьr и oбсyждеIIInя) IIoсBящrн пoискy и xapaкTrpиcTикr

IIoBьD( TA систем у L.helveticus. [tтя эToгo сIIaчaJIa oсyщеcTBилоя IIoиск Tzlк}Ix сисTrМ B

ceкBeHиpoBaIIIIьD( гelloмax этoгo ви.цa лaктoбaцилл, v| пoсJIr aнaJlизa гol\,loлoгии

zlMиIIoкислoтIIЬD( IloсЛrДoвaтельнoотей BЬIдoЛиJIи 27 нoвъп< IIpе.цIIoJIaгarI\,IЬIx TA систем.

Зaтем oIIpе.цrJIялИ HaJIkIЧIпe этиx с}IсTеI,I B чеTЬIprx pocсийских IIITaММ€lx L. helvеticus,

BьIДeлeIIIIЬIx из opгz}Ilизмa Челoвrкa. B peзyЛьтaTе B IIиx oбнapyxили геIIьI 18 (из 2.7) T^

сиcTеМ. Бьшro пoкaзallo, чTo IIo IIaJI}IтIIIIo или oTсyтсTBиIo гrIIoB llprДПoЛtlгaоIvlЬтх ToксиIIoB

TA сиcтем лaбopaтopllЬIr пIтaмМы oтJIичzlJI}lсь Дpyг oT дpyгa. '{aлeе, из)пIuшIся генньrй

пoлимopфизМ IIo .цaнIIыМ ЛoкyctlМ. oкaза;roсь, чтo BIIyTpи кaждoй из BьIяBJIеIIIIЬD( и

ПpozшIztJI}Iз}1poBElIIIIьD( сиcTrМ IIyкJIroTидIIыr пoсЛe.цoBaтrльнoсTи геIIoB y Bcrx 4-x

лaбopaтopньтx IIITulммoB бьrли и,цеIIти.IIIЬI IIЛиI oTличaJIись едц,IIIичIIьIМи зaI\{еIIaМи зa

искJIIoчением o.цнoй cисTlМьI' в кoтopoй бьшa Пoкa:}aнa зIIaчиTеЛьIIaя дrгpa.цaцI{.я гrIIa

ToксиHa. ПpедпoлaгaeМые геIIьI Toксинoв были кJIoIIиpoBzlIIьI B E.coli и изуIaJIaсь иx

BIIуIЯHИI нa poсT кJIrToк B yслoBияx иII.цyкции с IIoMoщЬю иПTГ. B peзyльтaте вьrяв.rrенo 3

геIIa ToксиIIoB' кoTopьIе Пpи экспprссии IIo.цЕIBJIяJIи poсT кJIетoк. B oДнoм сJгrIaе yдaлoсь

Iloкfflaть' чтo сBoIo ttктиBIIoсTь пpoяBJlял B кJIrткa( E' coli и сooTBeTствyloщий aнтитoксиII.

Taким oбpaзoм, 6 тгрlкт BывoДoB.циссеpтaциoннoй paбoты TzlЮкr пoЛIIocTьIo oбoснoвшr.

Hш<oнец, в 7 ptlзделе гJIaBы <<Pезyльтaты k| oбоy:кдения> IIa oснoBaIIии

IIpoBeдеIIIIoгo биoинфopмaтивнoгo zшItlJIизa paсПpeдoлrllllя гeIIoB сyпepсeМrйствa RelBЕ в

сrкBrIIиpoB€tIIIIЬD( гrIIoмD( бaктrpий poдa Lаctobаcillus пoкanaнo' чTo эти геIIы Mo]кнo

исПoльзoB aТЬ ДIIЯ идентификaции Bи.цoB и IIITaмMoB лaктoбaцилл.

B кpaткoм Зaклroчeнии aBTop IIoдBoдиT иToги IIpoBrДrIIнoй paбoтьI.

Taким oбpaзoм, Климинoй К.М. впеpBьIr IIpoBе,цrнo иссЛrдoBallvтe HaJIиIЧуIЯ)

paзнooбpaзfiЯ It tloЛvlмopфизмa сисTrм тoксиII-aIITитoксиII y лaктoбaциJLII, B чaспIoсTи, y

IIITaМмoв L.rhаrnnosus, L.cаsei и, L.hеlуeticus. oбнapylкеIlьI и иссле,цoBaIIы нoвые TA



сисTrМы B IIIтaММax L.helvetiсus. Пoкaзшra aкTиBIIoсTЬ pядa TA cистем B кJIеTкaх E.coli.

Пoкaзaнo, чтo TA систеI\,1ЬI МoгyT быть испoЛЬзoBttIIьI B кaчeсTBr биoлoгичeскиx мapкepoB

ДJIя xapaктrpисTики сooбществ l\dикpoopгutнизмoB' IItlIIpимop' в микpoбиoTr ЧеЛoBrкa. Эти

pезyлЬTЕxTьI IIprДсTaBJIяIoT зIIaчиTельньrй TеoprTичrcкий и пpЕlкT}Iчrокий интеpес. Paбoтa

BьIIIoлIIeHa IIa BьIсoкoМ lla)rrщ6-цетo.цичrскoМ ypoвIle' cBи.цrTеЛЬсTByIoщeм o тoМ, .rгo К.М.

Климинa ЯBIIЯaTcЯквaлифициpoвaIIIIьIМ cпrциaJlистoм B oблaсти гrHeTики.

Пpиведенньrе Пpи oбсyхс,Цении paбoты зaI\{oчztIIия не BЛияrT Ha сyTь

диссеpTaциoннoй paбoты и eе oбш1ylо ПoЛo)киTrлЬI{ylo oцeнкy. Bьrвoдьr, сфopмyлиpoBallнЬIr

B .циссеpTaциoннoй paбoтe, cJIe,цyIoT из эTaIIoB llpo,цeЛztllнoй экспеpиMrIITzUIьIIoй paбoтьI и

BПoлIIr oбoснoвaньI. ,{иссеpTaIIИЯ гpaмoTнo IIaIIисaнa и xopoпIo oфopмленa. B тексте

иМrrTся Bсrгo JIиIIIЬ IIесIФлькo oIIrчaToк и opфoгpaфичrскиx orпибoк.

Coдеprкarrио paбoтьr Климинoй К.М. oтpalкrllo B б печaтньтx paбoтax, B ToМ tlисЛe B

3 стaтьяx в зapyбежHьD( IIayчI{ьD( издallиfl( и в 3 стaтЬяx B poссийскиx )кypЕ.lЛtlx' кoTopьIе

peкoМeIIдoB,lIIIIьD( BAк Минoбpнayки; мaтеpиaЛы .циоcrpTaции IIroДнoкpaTIIo

IIpе.цстaBJIялись IIa Мr}кДyllapo,цIlьтx 11 pocсийских кoнфеpeнцияx, oтryбликoвaны B

сбopникax TезисoB кoнфеpeнций.

Aвтoprфepaт B IIoлIIoй меpе oTparlсaеT сo.цrpясallиr .циссеpTaции.

Taким oбpaзoм, Пpe.цсTaBлеHIIzlя .циссеpтaциollнzlя paбoтa пo свoей отpylсгypr и

сo.цrp)кЕ}IIиIo B IIoлIIoй мepе oTBечarт тpeбoвarrиям ггyrктa 9 <<Пoлolкения o пopяДке

IIpисy)кДеIIия yчrIIьIx отепеней>> J\b842, yTBep)кдёIIнoгo ПpaвиTeJIьсTBoм Poосийcкoй

Федеpaции oт 24 оентябpя 20|3 r., a rе :}BTop, _ Климинa Ксения Mиxaйлoвнa _

IIеоoМIIrннo' зacJry)киBaеT IIpисBoеHI{я искoмoй сTеIIeIIи кulllДиДaтa биoлoгичеcкиx IIayк Пo

сIleциztЛЬHoсти 03.02.07 _ генетикa.
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