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АНОТАЦІЯ
Проведено дослідження актинобактерій роду Streptomyces ізольованих з поверхонь мідій Одеської затоки Чорного моря на виявлення генних кластерів нерибосомних пептид-синтетаз. За результатами досліджень у штамів  Streptomyces ambofaciens Myt7b, Streptomyces ambofaciens ONU 561 були виявлені генні кластери. Відображено морфологічні та культуральні властивості штамів.
Дослідження штамів актинобактерій з кластерами NRPS, на антагоністичну активність проти індикаторних мікроорганізмів Kocuria rhizophila DSM 348 та  Рseudomonas putidа KT 2440 показало, що найбільш пригнічувальну дію проявили актинобактерії  до грампозитивної бактерії – Kocuria rhizophila DSM 348. Більш стійким тест-штамом, який не піддався пригніченню є грамнегативна бактерія – Рseudomonas putidа KT 2440.
Біоінформатичний аналіз показав наявність кластерів NRPS. В штамах Streptomyces ambofaciens Myt7b, Streptomyces ambofaciens ONU 561 були виявлені унікальні біосинтетичні кластери, включно з гібридами NRPS/PKS. Унікальним є кластер, що продукує сидерофор целіхелін. Доменні структури і регуляторні елементи, виявлені в геномах, свідчать про здатність досліджуваних штамів продукувати нові вторинні метаболіти з потенційною антимікробною активністю.
Роботу викладено на 64 сторінках, вона містить 30 рисунків, 4 таблиці. Наведено 3 джерела кирилицею та 88 джерел літератури латиницею.
Ключові слова: нерибосомні пептид-синтетази, нерибосомні пептиди, актинобактерії, синтез антибіотиків, NRPS, антагоністична активність

Actinobacteria of the genus Streptomyces isolated from the Odessa Bay of the Black Sea were studied for the presence of nonribosomal peptide synthetase (NRPS) gene clusters. As a result, gene clusters were identified in the strains Streptomyces ambofaciens Myt7b and Streptomyces ambofaciens ONU 561. The morphological and cultural properties of the strains were also characterized.
The study of Actinobacteria strains with NRPS clusters for antagonistic activity against the indicator microorganisms Kocuria rhizophila DSM 348 and Pseudomonas putida KT 2440 showed that Actinobacteria exhibited the strongest inhibitory effect against the Gram-positive bacterium Kocuria rhizophila DSM 348. The Gram-negative bacterium Pseudomonas putida KT 2440 was more resistant and showed no signs of inhibition.
Bioinformatic analysis revealed the presence of NRPS clusters. Unique biosynthetic clusters, including NRPS/PKS hybrids, were identified in the strains Streptomyces ambofaciens Myt7b and Streptomyces ambofaciens ONU 561. Among the most significant is the cluster responsible for the production of the siderophore coelichelin. Unique domain structures and regulatory elements discovered in the genomes indicate the capability of the studied strains to produce novel secondary metabolites with potential antimicrobial activity.
The study is presented on 64 pages, containing 30 figures and 4 tables. The bibliography includes 3 sources in сyrillic and 88 sources in latin script.
Keywords: nonribosomal peptide-synthetase, nonribosomal peptides, actinobacteria, antibiotic synthesis, NRPS, antagonistic activity.
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NRPS – Нерибосомна пептид-синтетаза
PKS – Полікетидсинтетаза
М – Маркер молекулярної ваги
dNTP – Дезоксирибонуклеотидтрифосфат
DMSO – Диметилсульфоксид
АТФ – Аденозинтрифосфат
MIBiG – Minimum Information about a Biosynthetic Gene Cluster
DNA – Дезоксирибонуклеїнова кислота
PCR (ПЛР) – Полімеразна ланцюгова реакція
PCP – Білок переносник
TE – Тіоестераза
CAR – Каталітична антибіотична редуктаза
ABC – ATP-зв’язуюча касета (ATP-binding cassette)
EDTA – Етилендіамінтетраоцтова кислота
AТФ – Аденозинтрифосфат
BLAST – Basic Local Alignment Search Tool
smBGC – secondary metabolite biosynthetic gene clusters






[bookmark: _gjdgxs]ВСТУП
Останніми роками морський мікробіом привернув значну увагу завдяки своєму потенціалу для відкриття нових генів, що кодують метаболіти з антимікробними властивостями. Геномний аналіз мікроорганізмів виявляє численні приклади генних кластерів, відповідальних за біосинтез складних вторинних метаболітів, які, однак, не пов’язані з вже відомими [Alexander et al., 2010].
Актинобактерії виробляють різноманітні вторинні метаболіти з високим фармакологічним і комерційним інтересом. З відкриттям актиноміцину було відкрито низку антибіотиків з типу Actinobacteria, особливо з роду Streptomyces. Після виявлення наявності вторинних метаболітів в актинобактерій, інтерес щодо їх досліджень значно підвищився  [Barka et al., 2016].
Дослідження синтезованих нерибосомних пептидів (NRP) є актуальним, оскільки зі зростанням резистентності мікроорганізмів до антибіотиків, стає необхідним знаходити нові антибіотичні препарати. Виділені з нових штамів актинобактерій нерибосомні пептид-синтетази (NRPS) потребують глибокого дослідження, оскільки їх роль не виявлена до кінця [Alexander et al., 2010].
Метою даної роботи є дослідження кластерів генів нерибосомних пептид-синтетаз штамів Streptomyces ambofaciens Myt7b, Streptomyces ambofaciens ONU 561 актинобактерій, ізольованих з поверхонь мідій Одеської затоки Чорного моря.
Для досягнення мети даної роботи були поставленні наступні завдання:
1. Дослідити морфологічні та культуральні властивості штамів Streptomyces ambofaciens Myt7b, Streptomyces ambofaciens ONU 561  актинобактерій, ізольованих з поверхонь мідій Одеської затоки Чорного моря.
2. Виявити кластери генів нерибосомних пептид-синтетаз у штамів Streptomyces ambofaciens Myt7b, Streptomyces ambofaciens ONU 561 
3. Дослідити антагоністичну активність штамів актинобактерій, в яких наявні кластери генів нерибосомних пептид-синтетаз
4. Провести біоінформатичний аналіз штамів на наявність кластерів NRPS та визначити продукти синтезу
Об’єкт дослідження – антибіотична активність морських актинобактерій
Предмет дослідження – кластери генів нерибосомних пептид-синтетаз морських актинобактерій роду Streptomyces.
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1. Штами актинобактерій Streptomyces ambofaciens Myt7b та Streptomyces ambofaciens ONU 561 характеризуються типовими для роду Streptomyces властивостями, а саме – утворенням шорстких колоній, та добре розвиненого жовто-пігментованого повітряного та субстратного міцелію.
2. Виявлено генні кластери нерибосомних пептид-синтетаз у штамах Streptomyces ambofaciens Myt7b та Streptomyces ambofaciens ONU 561. 
3. Дослідження  антагоністичних  властивостей показало, що найбільш пригнічувальну дію проявили актинобактерії  до грампозитивної бактерії – K. rhizophila DSM 348. Більш стійким тест-штамом виявилася грамнегативна бактерія – Р. putidа KT 2440. Було встановлено, що актинобактерії культивовані на поживному середовищі Гаузе 2 мають найкращий антибіотичний потенціал.
4. Аналіз геному Streptomyces ambofaciens Myt7b та Streptomyces ambofaciens ONU 561, показав, що штам Streptomyces ambofaciens ONU 561 містить 36 біосинтетичних кластерів, п’ять із яких відповідають за синтез нерибосомних пептидів.  Штам Streptomyces ambofaciens Myt7b має 44 біосинтетичні області у геномі, з них 4 зумовлюють нерибосомний синтез. 
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