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ЗАКЛЮЧЕНИЕ ДИССЕРТАЦИОННОГО СОВЕТА Д 002.121.01 НА БАЗЕ  Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт биохимии и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций  (ИБФМ РАН) 
ПО ДИССЕРТАЦИИ НА СОИСКАНИЕ УЧЕНОЙ СТЕПЕНИ

 КАНДИДАТА НАУК 
аттестационное дело №

решение диссертационного совета от  05.07.2015г  № 1
О присуждении Новотоцкой-Власовой Ксении Александровне, гражданке Российской Федерации, ученой степени кандидата биологических наук.

Диссертация «Холодоактивные липолитические ферменты психротрофных микроорганизмов, выделенных из многолетнемерзлых осадков» 
по специальности 03.02.03 – микробиология, 
принята к защите 20.03.2015 протокол №2  диссертационным советом Д 002.121.01 на базе Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт биохимии и физиологии микроорганизмов имени Г.К. Скрябина Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций, 142290 Московская область, г. Пущино, пр-т Науки, д.5, (приказ Рособрнадзора № 1925-1812 от 11.09.2009 г. о создании диссертационного совета).
Соискатель Новотоцкая-Власова Ксения Александровна 1980 года рождения. 
В 2002 году соискатель окончила факультет почвоведения Московского Государственного Университета имени М.В. Ломоносова;

В 2009 году соискатель освоил программу подготовки научно-педагогических кадров в аспирантуре при Федеральном бюджетном учреждении науки Институт физико-химических и биологических проблем почвоведения Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций.
Соискатель работает в должности научного сотрудника в лаборатории криологии почв Федерального бюджетного учреждения науки Институт физико-химических и биологических проблем  почвоведения Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций России.  
Диссертация выполнена в лаборатории криологии почв Федерального бюджетного учреждения науки Институт физико-химических и биологических проблем почвоведения Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций России. 
Научные руководители: 
доктор геолого-минералогических наук Гиличинский Давид Абрамович, умер 18.02.2012; 
кандидат химических наук Петровская Лада Евгеньевна, старший научный сотрудник лаборатории инженерии белка Федерального бюджетного учреждения науки Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Федеральное агентство научных организаций России.

Официальные оппоненты:

Петрова Майя Александровна, д.б.н., заведующая сектором анализа и хранения микроорганизмов лаборатории молекулярной генетики микроорганизмов Федерального бюджетного учреждения науки  Институт молекулярной генетики Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций России;
Пименов Николай Викторович, д.б.н., руководитель лаборатории реликтовых микробных сообществ Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт микробиологии имени С.Н. Виноградского Российской академии наук, Федеральное агентство научных организаций России
дали положительные отзывы на диссертацию.

Ведущая организация 
Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук Федеральное агентство научных организаций России 
в своем положительном заключении, подписанном 
д.б.н. Плотниковой Еленой Генриховной, ведущим научным сотрудником лаборатории молекулярной микробиологии и биотехнологии 
указала, что диссертация посвящена решению актуальной проблемы выяснения механизмов выживаемости микроорганизмов при длительном нахождении в условиях низких температур. Работа направлена на поиск специфических особенностей ферментов микроорганизмов из вечной мерзлоты, обеспечивающих их адаптацию к экстремальным условиям существования, на примере липолитических ферментов. В работе использованы современные методы выделения ДНК, амплификации генов, секвенирования и анализа полученных нуклеотидных последовательностей, а также целый набор молекулярно-генетических и биохимических методов для получения и характеристики рекомбинантных белков (липолитических ферментов). Диссертация является законченной научно-квалификационной работой, в которой содержится решение актуальных задач микробиологии экстремофильных (психрофильных) прокариот: выделены и охарактеризованы бактерии из криопэгов в вечной мерзлоте, обладающие липолитической активностью; исследованы холодоактивные липолитические ферменты(EstPc, Lip1Pc и Lip2Pc) психрофильной бактерии Psychrobacter cryohalolentis K5T, что имеет существенное значение для микробиологии, молекулярной биологии и биотехнологии.

В отзыве ведущей организации было сделано замечание по поводу названия работы так как в нем обозначены "микроорганизмы, выделенные из многолетнемерзлых осадков, но в основных разделах диссертационной работы приводятся данные о бактериях, выделенных только из "переохлажденных высокоминерализованных вод в толще вечной мерзлоты (криопэгов)". Это замечание не имеет принципиального характера и не влияет на общую положительную оценку работы. Диссертационная работа соответствует специальности 03.02.03 - микробиология и удовлетворяет требованиям, предъявляемым к кандидатским диссертациям, а ее автор заслуживает присуждения степени кандидата биологических наук.  

Соискатель имеет 29 опубликованных работ, в том числе  по теме диссертации 19 работ, опубликованных в рецензируемых научных изданиях 4; 2 работы опубликованы в зарубежных журналах, 2- в отечественных журналах,  14  - в материалах международных конференций. Имеется российский патент. Общий объем опубликованных статей по теме диссертации 33 страницы. Вклад соискателя в проведение исследований, результаты которых опубликованы в работах, является основным. 

Наиболее значимые работы по теме диссертации:

1. Novototskaya-Vlasova К., Petrovskaya L., Yakimov S., Gilichinsky D. Cloning, Purification, and Characterization of a Cold-Adapted Esterase Produced by Psychrobacter cryohalolentis K5T from Siberian Cryopeg. // FEMS Microbial Ecology, 2012, № 82, Р. 367-75.

2. Петровская Л.Е., К. А. Новотоцкая-Власова, Е. В. Спирина, Г.В. Хохлова, Е. М. Ривкина, Д. А. Гиличинский, Д. А. Долгих, академик РАН М. П. Кирпичников. Липолитические ферменты микроорганизмов из криопэгов вечной мерзлоты. // Доклады Академии Наук, 2012, Т. 445, №1, С.102-105.

3. Новотоцкая-Власова К.А., Петровская Л.Е., Ривкина Е.М., Долгих Д.А., Кирпичников М.П. Характеристика холодоактивной липазы Psychrobacter cryohalolentis K5T и ее делеционных мутантов. // Биохимия, 2013, Т. 78, вып. 4, С. 501–512.

4. Novototskaya-Vlasova K., Petrovskaya L., Kryukova E., Rivkina E., Dolgikh D., Kirpichnikov M. Expression and chaperone-assisted refolding of a new cold-active lipase from Psychrobacter cryohalolentis K5T. // Protein expression and purification, 2013, Vol. 91, P. 96-103.

5. Новотоцкая-Власова К.А., Петровская Л.Е., Щербакова В.А., Ривкина Е.М., Гиличинский Д.А. Патент «Рекомбинантная плазмидная ДНК pEstPc, кодирующая полипептид со свойствами эстеразы Psychrobacter cryohalolentis K5T,  и штамм бактерий Escherichia coli - продуцент полипептида со свойствами эстеразы Psychrobacter cryohalolentis K5T». Патент #2478708, Дата выдачи патента 09.10.2013.
На диссертацию и автореферат поступили отзывы : 

1. от Мулюкина Андрея Львовича д.б.н., и.о. ведущего научного сотрудника лаборатории выживаемости микроорганизмов Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт микробиологии имени С.Н. Виноградского Российской академии наук;
2. от Вейко Владимира Петровича д.б.н., профессора, главного научного сотрудника лаборатории молекулярной инженерии Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт биохимии имени А.Н. Баха. Российской академии наук;
3. от Цыганкова Анатолия Анатольевича д.б.н., заведующего лабораторией биотехнологии и физиологии фототрофных микроорганизмов Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт фундаментальных проблем биологии Российской академии наук;

4. от Долгих Дмитрия Александровича, д.б.н., профессора Биологического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова;
5. от Соиной Веры Сергеевны, к.б.н., старшего научного сотрудника кафедры биология почв факультета Почвоведения МГУ имени М.В. Ломоносова;

6. от Демидова Никиты Эдуардовича, к.г.-м.н., старшего научного сотрудника лаборатории криологии почв Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институт физико-химических и биологических проблем почвоведения Российской академии наук.

В большинстве отзывов отмечается актуальность данной работы по изучению холодоактивных липолитических ферментов. Авторы всех отзывов подчеркивают использование широкого спектра современных микробиологических, биохимических и молекулярно-генетических методов при выполнении диссертации. Наибольший интерес вызвала часть диссертации, посвященная амплификации, клонированию и экспрессии генов холодоактивных липолитических ферментов Psychrobacter cryohalolentis. В отзыве Вейко В.П. подчеркивается что автором отработаны практически все стадии биотехнологического получения рекомбинантных белков, обладающих липолитической активностью, созданы эффективные штаммы-продуценты этих ферментов. Именно этот факт придает проведенному исследованию высокую практическую значимость, т.к. полученные липолитические ферменты могут найти самое широкое использование в тонком химическом синтезе, пищевой и легкой промышленности, а также при биоремедиации сточных вод и почв. 
Авторы всех отзывов считают диссертацию соответствующей всем требованиям Положения о порядке присуждения ученых степеней, принятого ВАК при Минобрнауки РФ, а соискатель заслуживает присуждения ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.02.03 - Микробиология. 

 В отзывах на автореферат были сделаны следующие замечания:
1. Использование буфера Tris-HCl, хотя и допускается в целом ряде работ, не может быть признано правомерным при исследовании оптимального температурного значения, а также термостабильности фермента, т.к. данный буфер является в значительной степени температуро-зависимым (Вейко В.П.);

2. Выявление сигнального пептида у белка EstPc сразу же предполагает выяснение его функциональной активности - транслокации про-белка в периплазматическое пространство клеток, что в работе не было продемонстрировано. Более того, не до конца выяснена ситуация с явлением отсутствия экспрессии соответствующего гена в клетках E.coli. Предположение, что "вероятной причиной отсутствия или крайне низкого уровня экспрессии полноразмерного гена estPc может быть его неправильная локализация в клетках E.coli" не может быть признано окончательным, тем более на фоне наличия биосинтеза белка с делетированным сигнальным пептидом (Вейко В.П.);

3. В тексте допускается неточность в выражении "клонировали полноразмерный ген", хотя, скорее всего, клонировали фрагмент ДНК, кодирующий структурную часть гена (т.е. сам полипептид) (Вейко В.П.);

4. Замечание касается обоснованности использования термина «психрофилы» (скорее, речь идет о психротолерантных бактериях) (Мулюкин А.Л.)

5. Замечание относится к недостаточно подробному описанию данных и неясности графического материала на стр.13. Как соотносится полное подавление активности при инкубации при 45°С в течение 15 минут (рис.6) и его термостабильность после прогрева даже при 60-80°С в те же сроки (рис.7). Схему соответствующих экспериментов следовало отразить подробно, как и привести полную подпись к рис.7 (Мулюкин А.Л.);

6. Было бы желательно привести комментарии к стр. 19 по поводу важности глицерина для эффективного рефолдинга Lip2Pc и выбора его высокой концентрации (45%) (Мулюкин А.Л.);

7. Почему только добавления шаперона не оказалось достаточным для проявления активности рекомбинантного белка? (Мулюкин А.Л.);
8. В названии вместо термина осадки следует использовать термин вечная мерзлота, многолетнемерзлые породы или криопэги (Демидов Н.Э.);

9. В первом предложении автореферата дается неточное определение термина "вечная мерзлота", также противопоставляются термины "грунты" и "осадочные породы", что не вполне правомерно (Демидов Н.Э.);

10. В автореферате отсутствует определение узкоспециального термина "криопэг", тогда как именно микроорганизмы, выделенные из них являются объектами исследования (Демидов Н.Э.). 
Выбор официальных оппонентов и ведущей организации обосновывается их компетентностью в областях изучения особенностей микробных сообществ холодных местообитаний, их биохимических и геномных адаптаций к низкотемпературным условиям.  
Диссертационный совет отмечает, что на основании выполненных соискателем исследований:

разработана научная идея о криопэгах, как источниках психроактивных галотолерантных бактерий, обладающих липолитической активностью. Получена и охарактеризована коллекция психроактивных галотолерантных бактерий, обладающих липолитической активностью. В результате филогенетического анализа установлено, что выделенные культуры принадлежат к двум основным филумам Actinobacteria и Firmicutes. Сконструированы высокоэффективные системы экспрессии в E. coli генов трех липолитических ферментов, а также гена липазоспецифического шаперона психроактивной бактерии Psychrobacter cryohalolentis. Разработаны методики культивирования штаммов-продуцентов и очистки рекомбинантных белков. Разработана методика рефолдинга in vitro одного из белков с участием липазоспецифического шаперона;
предложена схема липолитической системы психроактивной бактерии P. cryohalolentis , методы получения и очистки трех липолитических холодоактивных ферментов;
доказано наличие  в криопэгах психроактивных галотолерантных бактерий, обладающих липолитической активностью, наличие холодоактивных липолитических ферментов у психроактивной бактерии P. cryohalolentis, наличие высокой липолитической активности при низких температурах у трех полученных и очищенных липолитических ферментов, а также относительно высокая термостабильность двух из них;
введены новые представления о свойствах микроорганизмов, выживающих в условиях вечной мерзлоты; показано наличие липолитической активности у психроактивных, галотолерантных бактерий, выделенных из отрицательнотемпературных рассолов (криопэгов) в вечной мерзлоте; охарактеризованы свойства липолитических ферментов P. cryohalolentis и установлено, что EstPc является относительно термостабильной эстеразой, обладающей высокой активностью при низких температурах, Lip1Pc – липазой, способной эффективно утилизировать при пониженных температурах субстраты с длиной углеводородной цепи С10-С12, а Lip2Pc – холодоактивным липолитическим ферментом, способным использовать субстраты с длиной углеводородной цепи С14-С16 и обладающим относительно высокой термостабильностью. 

Теоретическая значимость исследования обоснована тем, что:

доказано наличие липолитической активности у микроорганизмов, выделенных из экосистемы вечной мерзлоты. Доказано наличие холодоактивных липолитических ферментов у психротрофного микроорганизма Psychrobacter cryohalolentis;
применительно к проблематике диссертации результативно использован комплекс микробиологических, молекулярно-генетических и биохимических методов исследования, в т.ч. методы накопительного культивирования образцов, скрининга на наличие липолитической активности у изолятов, филогенетического анализа, генно-инженерного конструирования рекомбинантных плазмид, трансформации бактериальных штаммов и их культивирования, хроматографического выделения и очистки белков, определения ферментативных характеристик рекомбинантных белков; 
изложены данные о видовом составе липолитических бактерий криопэгов, данные о биохимических свойствах липолитических холодоактивных ферментов Psychrobacter cryohalolentis;
раскрыта роль N-концевого домена для активности и термостабильности белков, принадлежащих к семейству HSL;
изучены впервые выделенные липолитические ферменты психроактивной бактерии P. cryohalolentis из арктического криопэга. 
Значение полученных соискателем результатов исследования для практики подтверждается тем, что:

разработаны методики культивирования штаммов-продуцентов и очистки рекомбинантных белков. Разработана методика рефолдинга in vitro Lip2Pc с участием липазоспецифического шаперона LifPc;
определены перспективы использования штаммов-продуцентов для получения новых холодоактивных липолитических ферментов для применения в промышленности;
представлены рекомендации по использованию материала из криопэгов вечной мерзлоты в качестве потенциальных источников новых холодоактивных липолитических ферментов, перспективных для применения в различных отраслях. 
Оценка достоверности результатов исследования выявила:

для экспериментальных работ результаты получены на сертифицированном оборудовании; показана воспроизводимость результатов исследования; 

теория согласуется с экспериментальными данными, полученными по теме диссертации;
использованы современные биохимические, молекулярно-биологические и микробиологические методы.

Личный вклад соискателя состоит в:

получении и обработке основной части данных (создание коллекции микроорганизмов, обладающих липолитической активностью, культивирование Psychrobacter cryohalolentis, клонирование генов, культивирование трансформантов, определении активности ферментов), их обсуждении и подготовке основных публикаций по выполненной работе.
На заседании 05.06.2015 г. диссертационный совет принял решение присудить Новотоцкой-Власовой К. А. ученую степень кандидата биологических наук.

При проведении тайного голосования Диссертационный совет в количестве __18__ человек, из них _8_ докторов наук по специальности защищаемой диссертации 03.02.03 Микробиология, участвовавших в заседании, из _24_ человек, входящих в состав совета, проголосовали: за присуждение ученой степени – _18_, против присуждения ученой степени - _0__, недействительных бюллетеней - _0__.

Председатель 

Диссертационного совета Д 002.121.01

чл.-корр. РАН, д.б.н., проф.                                                         Л.В. Калакуцкий 

Ученый секретарь 

Диссертационного совета Д 002.121.01,

д.б.н.                                                                                                  Т.В. Кулаковская 

«_05___» ______июня_________ 2015г.
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