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АНОТАЦІЯ

Проведено комплексне порівняльне дослідження біосинтетичних генних кластерів (BGC) вторинних метаболітів у представників роду Bacillus, ізольованих із різних середовищ з ізолятом з донних відкладень Чорного моря Bacillus subtilis ONU 1125. За допомогою інструментів біоінформатичного аналізу такими як antiSMASH, TYGS, BiG-SCAPE, clinker, UniProt, 3D-моделювання встановлено видові відмінності у складі та структурній організації кластерів PKS, NRPS, RiPP, та терпенових шляхів. 
Оцінено унікальність і еволюційні зв’язки BGC, виявлено консервативні ядра та додаткові модифікуючі гени, що формують різноманітний хімічний потенціал Bacillus. Проведено порівняння з промисловими штамами з метою визначення перспективних цілей для інженерної оптимізації BGC. Показано потенціал морських ізолятів Bacillus як джерела нових біоактивних молекул. Застосовані методи продемонстрували ефективність genome mining для виявлення природних продуктів. 
Кваліфікаційну роботу викладено на 87 сторінках, вона містить 4 таблиці та 13 рисунків. Наведено посилання на 87 джерела літератури латиницею. 
Ключові слова: Bacillus, вторинні метаболіти, BGC, NRPS, PKS, RiPP, genome mining, біоінженерія.

 A comprehensive comparative analysis of biosynthetic gene clusters (BGCs) for secondary metabolites was performed across Bacillus species, with Black Sea isolate Bacillus subtilis ONU 1125. Using bioinformatic tools such as antiSMASH, TYGS, BiG-SCAPE, clinker, UniProt, 3D-modelling, species-specific differences in PKS, NRPS, RiPP, and terpenoid, pathways were identified. BGC uniqueness, evolutionary relationships, core genes, and tailoring enzymes were assessed. Comparison with industrial strains identified targets for engineering. Marine isolates show potential as sources of novel bioactive molecules. Genome mining proved effective for discovering cryptic metabolites. 
The qualification thesis comprises 87 pages and includes 4 tables and 13 figures. The reference list contains 87 sources in Latin script. 
Key words: Bacillus, secondary metabolites, BGC, NRPS, genome mining, bioengineering.
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ВСТУП
Сьогодні, все активніше розвивається медицина, сільське господарство та інші галузі , які активно використовують біотехнології, проте ці галузі активно стикаються з потребою все більшої різноманітністю речовин, які б ефективно змогли винищувати бактерії та інших патогенів. У медицині є гостра потреба в новітніх антибіотиків, імунодепресанти а також протипухлинні засоби. Ці потреби можна задовільнити завдяки конструюванню необхідних вторинних метаболітів in silico а потім завдяки хімічному синтезу. 
Проте розробка de nova, займає багато часу через те, що більшість вторинних метаболітів складні, мають багато циклічних сполук чи великі кільця у молекулі синтез яких зазвичай складніший ніж звичайні хімічні сполуки, стереоізомери, коли з молекули яка складається з одних і тих же самих атомів поміняти функціональні групи чи атоми місцями у молекулі дзеркально і це вже буде зовсім нова молекула , тобто кожному окремому стереоізомеру потрібен окремий хімічний цикл а якщо цих циклів буде багато а таке у природі трапляється часто то синтез їх хімічним шляхом буде технічно складним та економічно недоцільним. Методом біоінформативного скринінгу вторинних метаболітів, можна відразу виявити ці сполуки завдяки таким програмам як AntiSmash чи Prism а потім хімічним синтезом можна покращити їх властивості, що зберігає купу часу[Wang et al ., 2025]. Процес скринінгу унікальних вторинних метаболітів зараз пришвидшився через активне застосування метагеномного аналізу, який здатен виявляти мікроорганізми, які не культивуються в лабораторних умовах, що підвищує різноманітність сполук [Avalon et al ., 2022]. 
Також завдяки дослідженням вторинних метаболітів та їх вплив на життєдіяльність людей можна знайти можливості для застосовування їх у господарстві дуже різноманітними методами. Наприклад завдяки дослідженню властивості бактерій проявляти поверхнево-активну дію було відкрито біосурфактанти, які можуть використовуватися людьми  як засіб для очищення від нафти, і як антимікробна речовина. [Mayegowda et al ., 2025].Ще можна зазначити, що є сидерафори які зазвичай використовуються бактеріями для захоплення заліза. Люди застосовують ці сполуки по-перше, як мішень для антибактеріальної терапії чи вакцинації, по-друге як троянського коня для анти-ракової терапії, бо ракові клітини активно захоплюють залізо чи антибактеріальної терапії зі схожої причини [Eras-Muñoz et al ., 2022]. 
	Сьогодні ці можливості стають ще ширшими, наприклад збільшення комп’ютерних можливостей для швидшого аналізу геномів прокаріот та еукаріот привело до того що біологи і біотехнологи можуть більше зосередитись на виявлені бактерій та їх вторинних метаболітах у незвичайних середовищах, з особливою екологією, там де є унікальні мікроорганізми з унікальними кластерами, таким наприклад є Чорне море яке має великий зміст сірководню, що утворює унікальний геном з унікальними біосинтетичними кластерами. На цьому буде зосереджена ця робота, з дослідженням B. subtilis ONU 1125, які були виявленні зі дна Чорного Моря. 
	Таким чином, метою роботи було аналіз кластерів біосинтетичних генів (BGC)  в геномі B. subtilis ONU 1125  та їх порівняння з кластерами іншими  предстаниками роду Bacillus методами порівняльної геноміки.
Для досягнення мети виконані наступні завдання:
1. Провести ідентифікацію та аналіз біосинтетичних кластерів вторинних метаболітів (BGC) в геномі B. subtilis ONU 1125   різними методами порівняльної геноміки.
2. Знайти та проанізувати споріднених до штаму B. subtilis ONU 1125   представників роду Bacillus  методами in silico
3. Провести  колінеарний аналіз геному  B. subtilis ONU 1125  та споріднених до нього штамів  роду Bacillus та провести оцінку їх  унікальності.
4. На підставі порівняльного аналізу провнсти аналіз експансії та скорочення генних сімейств у штамі B. subtilis ONU 1125
Предметом дослідження є кластери біосинтетичних генів штаму Bacillus subtilis ONU 1125, їх структура, функціональне наповнення та ступінь подібності/відмінності від аналогічних кластерів у геномах інших видів роду Bacillus. 
Об’єкт дослідження генетичний потенціал штаму B. subtilis ONU 1125  щодо біосинтезу біологічно активних сполук 
[bookmark: _heading=h.mnzjr4nysb06][bookmark: _GoBack]ВИСНОВКИ
1. У геномі штаму B. subtilis ONU 1125 ідентифіковано 13 генних кластерів біосинтезу (BGC), що кодують вторинні метаболіти. За типологією кластери поділяються на: нрібосомні пептидсинтетази (NRPS, 4 кластери), терпени та їхні прекурсори (4), рибосомально синтезовані та посттрансляційно модифіковані пептиди (RiPPs, 4), а також полікетидсинтетази (PKS, 1). antiSMASH забезпечує найширше покриття а саме 13 регіонів, Prism ефективний для передбачення структур NRPS/PKS, Bagel виявляє короткі RiPPs такі як ComX, UviB, пропущені універсальними програмами. Лише комбінований підхід забезпечує повний аналіз біосинтетичного потенціалу. Середня кількість BGC в геноме B. subtilis ONU 1125  складає 12,8, що корелює із середніми показниками, характерними для представників роду Bacillus.
2. На основі комплексного аналізу з використанням цифрової ДНК-ДНК гібридизації (dDDH) встановлено, що досліджуваний штам B. subtilis ONU 1125 належить до видового комплексу Bacillus subtilis. Він демонструє найвищий ступінь спорідненості з референтним штамами Bacillus subtilis ATCC 6051, про що свідчить значення dDDH 94,3%, що перевищує поріг видової ідентичності (70%) та підтверджує їх належність до одного виду.
3. Відсутність унікальних генетичних кластерів та висока колінеарність геному підтверджують безпечність штаму B. subtilis ONU 1125  для біотехнологічних застосувань
4. Аналіз експансії та скорочення генних сімейств у штамі B. subtilis ONU 1125  виявив чітку еволюційну тенденцію. Спостерігається статистично значуще збільшення кількості генів, пов’язаних з рухливістю (флагеліни), що свідчить про посилений розвиток хемотаксису. Одночасно відбувається скорочення сімейств генів, що відповідають за регуляторні функції та синтез цукрів. Сукупність цих змін вказує на адаптивний зсув від ризосферної ніші (тісна взаємодія з корінням рослин) до більш незалежного ґрунтового способу життя, де активна рухливість та пошук поживних речовин у просторі набувають ключового значення.
5. Виявлення атипового епіпептидного кластера: Ідентифіковано епіпептидний BGC у регіоні 3.1. Кластер присутній у 5 досліджуваних штамів, але має варіабельну архітектуру фланкуючих регіонів, що вказує на його регуляторну, а не антибіотичну функцію
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