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Акryальность

Актуальность темы, выбранной для диссертационного исследования, вполне оче-
видна: начаJIО 21-гО века ознаI\4еновалось с технологической стороны началом широкого
использоВания метоДов высокОпроизводитедьного секвенироваIIия для анirлиза природньгх
микробиомов, которое в результате дало возможность недостижимой ранее полноты и глу-
бины анализа микробньж сообществ, а со стороны понимания функций микробньп< сооб-
ществ - открытие их теснейшей интеграции с окружающими средами, и, как чаотный слу-
чай, с высшими организмами-хозяевами микробиоты. В полной мере это касается и кишеч-
ной микрОбиотЫ человека, вa'кностЬ которой в обеспечении саN,Iых различньIх сторон жиз-
недеятельности человека, в том числе и взаимодействйе микробиоты желудочно-кишеч-
ного тракта с центрtшьной нервной системой (the gut-brain axis), в последнее время стано-
вится все более и более очевидной. Однако целый ряд сложностей сопутствует исследова-
ниям В этой области, начиная от дизайна проектов, стандартизации пробоподготовки и за-
канчиваJI анализом данных. Одна и наиболее важная из них - это большой объем данньж,характеризуlощийся не только высоким разнообразием, но и высоким уровнем шумов, чрез-
вычайно усложняющих поиск биологически значимого сигнала. С другой стороны, то же
самое обилие данньгХ дает возмОжностЬ прOизводСтва бесконечного количества красивьIх
картинок, лишенньD(, впрочеМ, биологиЧескогО смысла. ПоэтомУ и сейчас, и еще долгоевремя такие исследования, ставящие перед собой задачу поиска следов вд1кных и реальньжбиологических феноменов в данньж высокопроизводительного секвенирования, не утратятсвоей актуальности.

Щостоверность и, новизна

ЩостоверНость исследоваЕиЯ обусловлена весьма представИтельноЙ вьiборкой доброволь-
Uев Qt[l=J06, N2:130), Кроме того, это исследование является первым крупномасштабным
интервеIIциоЕным исследованием изменения микробиома, выполненным нароссийской по-
IIуляции, что обуславливает очевидную новизну представленных данных.

Степень обоснованности Еаучных пололtений, выводов и рекоМендаций

щанное исследование носит по большей части фундаментальный характер в соответствии ссостоянием исследований в данной области, проходящих в настоящее время одну из
начальных фаз своего развития, и ориентировано не столько на поиски конкретньж практи-
ческиХ рекомендаций, сколЬко на понимание связИ диетических интервенций с динамикойкишечной микробиоты. обоснованность научных положений обусловлена использованием
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современНьIх статисТических орудиЙ, среди которых важное мосто занимают методы, свя-
заЕные с маrrIинньпи обу"rением, как нельзя кстати подходящих для анализа таких сложньIх
массивов информации.

ЗначимоСть длЯ наукИ и практиКи выводов и рекомендаций

как уже было сказано выше, значимость работьi заключается в поиске средств, позволяю-
щих детектировать компоненты дин€lп,Iики микробиоты, связанные с диетическими интер-
венциями и позвоJUIющие статистически достоверно идентифицировать их на фоне измене-
ний, вызванньгх нестабильностью микробиоты у отдельных индивидуалов, межиндивида-
tlJIьными рЕlзличиями, стохастическими изменениями и пр. Представленные выводы свиде-
тельствуют о том, что Автору это вполне удалось, причем, что особенно важно, речь идет
не только об обычньгх в такого рода исследованиях выявления дифференциально представ-
ленньж таксонов, но и о закономерностях гораздо более глубоких, таких, например, кото-
рые позвоJUIют вьUIвить общие черты В ДИН€lI\iIИке микробиоты шри интервенциях р€lзлич-
ного типа.

Струкryра и содер}кание диссертации, ее завершенность

Структура диссертации не вполне обычная (возможно, только для меня, конечно),
а именно, материалы и методы вместе с обсуждением излагаются отдельно для кФкдого из
экспериментЕlльньж р€lзделов. Во всем остаJIьном структура традиционна - обзор литера-
туры, экспериментальнаrI часть) выводы. Щиссертационное исследование с Приложением и
списком литературы изложено на 138 страницах текста, список литературы вкJIючает 286
источников. Выводы диссертации основаны на результатах собственных исследований ав-
тора и соответствуют задачам исследования.

подтверждение опубликования основных результатов в научной печати

по материалап{ диссертации опубликовано З статьи в рецензируемых наrIных жур-
налах (WoS, Scopus, Q1). Результаты работы бьтли lтредставлены намеждународной конфе-
ренции Nutrients (Барселона,2019) и международном конгрессе "Биотехнология: состояние
и персtrективы рЕlзвития" (Москва, 2019).

соответствие содержания автореферата основным пOложениям диссертации

Содержание и оформление автореферата соответствует требованиям ВдК Минобр-
науки РФ и в достаточной мере отражает основные положения диссертационной работы.

.ЩостоинСтва И недостатки диссертационной работыо оценка научной работы со-
искателя в целом, замечания по работе, вопросы

Прежде чем приводить замечанияивоIIросы к диссертации, я хотел бы оценить ее в
целом к€}к исследование, которое я прочитал с большим интересом: прекрасный обзор ли-
тературы, который и мне лично был весьrма полезен, так как за редкими исключениями мик-
робиомы, которые мы исследуем, довольно далеки от кишечньгх микробиомов человека. Но



с особым интересом я познакомился с экспериментальной частью, тЕж как Автор поставила

в своем исследовании цели по вьUIвлению крупных, можно сказать, интегральньD( законо-

мерностей в динамике кишечного микробиома и пойти гор€}здо дальше традиционных спо-

собов описания динаI\4ики, заключающихся в бесконечном описаIIии отдельньж таксонов,

численность KoTopbD( увеличивается или уменьшается в разного рода процессах. Мне часто

как ревьюверу и просто как читателю приходится шробираться через такие описания и по-

стоянно терять нить скучного повествования. При чтении данного исследования мне ску-
чать не пришлось, так как Автор сконцентрировала свое внимание на нескольких интерес-

ных феноменaх, имеющих не частный, а общий характер, и rrоказала, что 1) параметры ди-
наN{ки микробиома зависят от его исходньIх параметров, которые могут быть конкретизир-

ваны;2) олним из важных маркеров, характеризуIощих <мобильность) микробиома, служат
не доли определенньIх таксонов в его составе, а их кбалансы> (Bacteroidetes:Firmicutes), что

явJuIется весьма важным элементом современной композиционной статистики; 3) другим
важным параIvIетром явJUIется средневзвешенное колиЧесТВо генОВ В генОМ{Ж КИШеЧНОГО СО-

общества микроорганизмов; 4) наконец, немаловажными параметрами, определяющим

кмобильность)), явJuIются особенности метрик альфа- и бета-разнообразия. Автору удЕ}лось
также продемонстрировать, что существуют параметры микробиомов, опредеJuIющих его

динамику вне зависимости от типа интервенции, что также весьма интересно. Особо сле-

дует отметить широкое использование Автором методов машинного обучения, которые,

как мне кажется, не просто украсили эту работу, но были здесь в высшей степени }местны.
В общем, можно видеть, что Автор сосредоточилась не на формальньrх, простых для

описания, но при этом скучных и малополезньж для IIонимания феноменах, но выбрала бо-

лее рискованный и уязвимый для критики путь анализа. Я могу это только одобрить и под-

держать, а заодно и поблагодарить Автора, давшего возможность оппоненту вступить в

дискуссию. Хочу сразу заметить, что мои критические замечания имеют характер доброже-
лательной дискуссии и не умаляют достоинств работы, а скорее являются рtlзмышлениями,
которые Автор, надеюсь, учтет в булущих работах.

Первое заN{ечание носит общий характер и касается терминологического языка ра-
боты. Проблемы, о которых пойдет речь довольно общие, так как в русском языке еще не

сложилось терминологическое поле для обсуждения вопросов, связанньгх с анализом мик-

робиомов, но, тем не менее: 1) названия высших таксономических рангов (куровней)), как

выра)кается Автор), такие как (отделы), JIучше, именовать так, как делает большинство
отечествеIIньIх исследователей, включая научного руководителя этого исследования, -
кфилы>; 2) могу подсказать Автору, использующему термины (респондер) и (нересtrон-

дер)), альтернативный термин, пришедший из сельскохозяйственной микробиологии и

много десятилетий назад утвердившийся при описании действия микробных преrrаратов на

растения - ((отзывчивость); 3) вместо терминов (корреляционнаJI структура) или даже
(корреляционной анализ структуры родового состава)) лучше использовать терминологию,

устоявшуюся в работах по изг{ению сетевой организации сообществ: ((сети>), {{хабы)),

(ноды) и пр., хотя термин (кооператив) мне тоже нравится; 4) (последовательности после

обрезания> и кобрезание по баллу качества)) лучше заменить иностранным термином
(триммингD; 5) вместо (нормализации вектора признаков к сумме 1 путем деления на сум-

марное значение ридов на образец) лучше использовать простые термины ((частота) или
(представлеЕность) таксона без длинньгх описаний; 6) ксрелнее бета-разнообразие> звучит
крайне сомнительно, лучше говорить о конкретных метриках;7) (расстояние Эйтчитсонa>)



правильно бУде, кЭйтчисонa> (Aitchison distance).... Это не все, конечно, но Двтору стоит
внимательно поработать над языком изложения данных анализа микробиомов.

Второе заil{ечание касается использованных Автором метрик альфа- и бета-разнооб-
разия. Традиционно авторы исследований микробиоты используIот несколько индексов
разнообразия, не особенно углубляясь в смысл коэффициентов. Хочу обратить внимание,
что в индексах альфа-разнообразия принято выделять два вiDкньж тренда - evenness (ров-
ность расдределения) и richness (таксономическое богатство). Чтобы адекватно интерпре-
тировать смысл изменений индексов разнообразия, необходимо принимать во внимание
вклад параIvIетров еvеlшеss и richness в исirользуемые коэффициенты. Могу посоветовать
познакомиться с в9сьма древней, но прекрасной статьей на эту тему (DeJong, 1 975), в кото-
рой автор проан{rлизировал вклады evenness и richness в несколько коэффициентов рttзно-
образия, включiш используемый Автором коэффициент Шеннона (забавно, сейчас, пере-
сматривtUI эту статьЮ я заметил, что В качестве экспериментального материалы для этой
статьи бьши использованы данные Уиттакера - автора концепции уровней экосистемЕого
разнообразия: альфа-, бета-, гамма-). Общий смысл сказанного закJIючается в том, что ис-
пользование тех или иных коэффициентов разнообразия должно быть обосновано, исходя
из их свойств и конкретньж задач и гипотез проекта. Поэтому в данном исследовании мне
не хватает анЕrлиза коэффициентов, ориеIrтированных Еа анализ ровности распределения в
большей степеЕи, чем Шеннон, например, индекса Симпсона, что позволило бы рассмот-
реть закоЕомерности динамики с нескольких сторон. И здесь это было бы не просто стати-
стическим упражнением, так как авторы другой прекрасной работы Wittebolle et al., 2009
покtlзtulи, например, что микробные сообщества, характеризующиеся большей ровностью
распределения таксонов, быстрее и эффективнее справляются с внешними стрессовыми
воздействиями. Я думаю, что учет этих аспектов разнообразия был бы полезен и для этого
диссертационного исследования. Здесь уместно, кстати, похвЕlлить Автора за исследование
((математической составJUIющей) зависимости потенциала изменчивости от альфа-разно-
образия, с которым я познакомился с большим интересом, и которое Еапомнило мне работу
DeJong, процитированную выше.

То же самое касаетсЯ бета-разнОобразия, у котороГо тоже есть два тренда (если
можно так вьiразиться) - взвешенность (индексы, построенные с учетом представленности
таксонов) и невзвешенность (без уlета представленности), Автор исrrользов€}л два индекса
- взвешенный uniFrac и индекс Брея-кёртиса (о характере которого в смысле взвешенности
можно порассуждать). Частый вогtрос в работах такого рода- какой именно индекс исполь-
зовать. Один из вариантов - использование обобщенного индекса uniFrac, однако я бы по-
советовал исIIользовать обе версии этого индекса одновременно И именно при анализе дан-
ных, IIредСтавленньгХ Автором. В садлоМ деле, еслИ речь идеТ о пробиотических интеревен-
циях, в которых титр пробиотика чрезвычайно MtuI по сравнению с численностью кишечной
микрофлоры, то использование взвешенного UniFrac оставит исследователя в неведении об
изменениях, вызванньD( динамикой представленности минорньIх таксонов, в то время как
невзвешеннаjI версия uniFrac могла бы детектировать их влияние. Например, в данных,
представленньж на рис. 19, демонстрирующем изменения микробиоты, вызванные пробио-
тической интервеIIцией, использование невзвешенной версии uniFrac могло бы быть более
информативным (даже в том случаен, если изменения буду также невелики, как и в взве-
шенной версии),

t



следующая часть дискуссии посвящена весьма интересному наблюдению, связан-ному с Влиянием фактора, представляющего собой баланс Bacteroidetes:Firmicutes. оче_видно, что В этой части Автор приблизилась к инструментарию композиционной стати-стики (Gloor et al,, 20|7), неизбежность и важность которой широкое сообщество исследо-вателей микробиоты начинает осознавать (расстояния Эйтчисона, кстати, тоже являютсяважным инструментарием этой отатистики). При чтении этого раздела возник воtIрос о том,
кuж имечно, из мноЖества балансов фил Автор выбрала именно этот? На чем основывался
этот выбор и проверяла ли Автор в€lJIидносТь других балансов в качестве предикторов?

,Ща;lее ХОТеЛОСЬ бЫ ОСТаНОВИТСя на весьма интересной части работы, котор€uI свя_зывает потенциаJI изменеЕия микробиоты со средневзвешенным количеством генов на ге-ном в сообществе, Я хотел бы обратить внимание Автора на исследования, в которьж эко-логические стратегии микроорганизмов связываются с числом ррнк-опsронов на геном(что, возможноо также связано и с числоМ геноВ в геноме), и демонсТрируIот ясную связьмеждУ жизЕенЕыми стратеГиями микроорганизмов (копиотрофия/олиготрофия), способно-
СТИ К УТИЛИЗаЦИИ СПеКТРа СУбСТРаТОВ И ЧИСЛОМ рРНК-опернов. В частностиl д}м&ю, что дв_тору было бы интересно познакомиться с публикацией Wang et а1.,2022, с которой я хорошознаком, так как выступал здесь в качестве ревьювера.

наконец, хотелось бы коснуться одного из последних выводов о 
'ом, что степеньизменения микробиома можно предварительно оценить до интервенции ,'о его составу, пу-тем оценки расстояния до мно}кества Других образцов крупной выборки, содержащей поодному образцу микробиоты на индивида. Поправьте меня, если я ошибаrось, но в переводена русский язык, эта гипотеза, по всей видимости, могла бы быть сформулирована сJIедую-

щим образом: ((типичные микробиомы менее отзывчивы на интервенции, чем маргинitль-
ные>? Я не криТик}тО эту гипотезу, оЕа реально интересн ая и приэтом обладающаlI высо-ким эвристическим потенциалом. Но если это так, значит ли это, что микробиота большин-ства пациентов (относящихся к саN{ому большому кластеру нормы) булет малоотзывчива
на интервенции рЕLзличных типов?

остальные вопросы IIридется оставить без внимания, rrо причине их меньшей важ-ности и для того, чтобы не безмерно удлинять отзыв. Повторю лишь, что диссертация мнеочень понравилась, мои замечания являются лишь приглашением к дискуссии, они не
},]\4еньшают значимость лолrrенных результатов и Ilосят рекомендательный характер, а ре-цеЕзируемая диссерi,ационная работа Клименко Наталии Сергеевны представляется весьмаперсrrективной для развития этого направления исследований.

заключение о соответствии диссертации и автореферата требованиям <<поло-жения о прису}цДениИ учеЕых степеней>>, утвержденного Постановлением Правитель-ства РФ от 24.09.2013 лlb 842 в последней редакции

щиссертащионнаlI работа Клименко Наталии Сергеевны, представленнаJI на соиска-ние ученой степени кандидата биологических наук, является завершенной наулно-квали-
фикационной работоЙ, в котороЙ на основании выполненньж автором исследований решенанаучнаlI задача в области исследования динап.{ики кишечной микробиоты человека в ответнадиетические и}Iтервенции. ЩиссертационнаlI работа соответствует требованиям п. 9 <По-ложения о присуждении rIеных степеней), утвержденного Постановлением Правительства



РФ от 24.09.20lз }lъ 842 в последней редакции, предъявляемым к кандидатским диссерта-
циям, а ее автор заслуживает присуждения ученой степени кандидата биологических наукпо специЕtJIьности 1 .5. 8. - (математическая биология, биоинформатикa)).
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