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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиоцтова кислота

8р – живильне середовище для культивування протопластів

nptII – ген неоміцинфосфотрансферази ІІ

yfp – ген жовтого флуоресцентного білку

АТФ – аденозинтрифосфат натрію
БАП – 6-бензиламінопурин
БСА – бичачий сироватковий альбумін

БШВНТ – багатошарові вуглецеві нанотрубки

ВНТ – вуглецеві нанотрубки

ДМСО – диметилсульфоксид

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота

дНТФ – дезоксирибонуклеозидтрифосфати
ДСН – додецилсульфат натрію

ЕДТА-Na2 – етилендиамінтетраацетат натрію двозаміщений

ЕСТ – екстракт скловидного тіла

КРС – комбінаційне розсіювання світла

ЛБ – Лурія-Бертані (живильне середовище для культивування бактерій)

МС – Мурасіге-Скуга (живильне середовище для культивування рослин)

МС5:М1 – модифікація живильного середовища МС
НОК – 1-нафтилоцтова кислота

ОШВНТ – одношарові вуглецеві нанотрубки

ПЕГ – поліетиленгліколь

ТЕМ – трансмісійна електронна мікроскопія

ФІТЦ – флуоресцеїн ізотіоціанат

ВСТУП

Генетична трансформація є одним із найбільш актуальних на сьогодні напрямків у рослинній біотехнології. У 2014 році загальна площа посівів трансгенних рослин у світі досягла 181,5 млн. га, що складає більше 10 % світових сільськогосподарських угідь [1]. Підраховано, що завдяки вжитку технології генетичної модифікації, використання пестицидів зменшилося на 37 %, а врожайність зросла на  22 %. За умов стрімкого зростання потреб у продуктах харчування, паливі, фармацевтичних сполуках, відновлюваній сировині, генетична трансформація розглядається як рішення, яке дозволяє найбільш ефективно подолати проблеми наростаючого дефіциту, а також зберегти довкілля від надмірного використання пестицидів та викидів вуглекислого газу. Найбільш актуальними завданнями генетичної інженерії рослин на сьогодні є підвищення продуктивності сільськогосподарських культур, покращення поживних та промислових якостей, надання стійкості до факторів біотичного та абіотичного стресу, модифікація біосинтетичних процесів, а також створення трансгенних рослин для фундаментальних досліджень рослинної біології [2-5]. Успіх таких розробок значною мірою визначається доступним біотехнологічним інструментарієм. У зв’язку з цим, постійно вдосконалюються існуючі та розробляються нові методи для підвищення ефективності і розширення можливостей привнесення чужинних генів у рослинні клітини.

У порівнянні із тваринними клітинами, генетична трансформація рослин ускладнена наявністю щільного зовнішнього бар’єру – клітинної стінки. Найпоширенішими на сьогодні підходами генетичної трансформації рослин є Agrobacterium-опосередкована трансформація, біобалістика, трансформація за використання поліетиленгліколю (ПЕГ), електропорація тощо [6-10]. При цьому, існуючі методи генетичної трансформації дозволяють успішно отримувати трансгенні рослини, проте для них притаманні недоліки, що спонукає до пошуку та розробки нових підходів.

У результаті застосування нанотехнологічного інструментарію у вирішенні завдань сучасної біотехнології виникла та активно розвивається така галузь як нанобіотехнологія [11, 12]. Один із найбільших напрямків нанобіотехнології ґрунтується на використанні наноструктур для доставки у клітини живих організмів цільових сполук, зокрема терапевтичних, генетичного матеріалу та зондів для візуалізації тощо. Так, наночастинки на основі металів використовуються у біомедичних підходах для терапії пухлин, а також для модифікації інших наноструктур [13]. Квантові точки, завдяки своїм винятковим оптичним властивостям, є перспективними зондами для візуалізації з високою інтенсивністю флуоресценції та стійкістю до фотовицвітання [14, 15]. Дендримери та ліпосоми також використовуються для доставки ліків та інших сполук у клітини [16, 17].
Нанорозмір у поєднанні із винятковими фізичними та хімічними властивостями є визначальними факторами, що лежать в основі успішного застосування наноструктур для доставки цільових сполук, зокрема генів, у живі клітини [18, 19]. Вважається, що нанорозмірні системи доставки генів у рослин дозволять подолати ряд обмежень, таких як низька ефективність, неконтрольована кількість копій привнесеного гена, сайленсинг, таксономічні особливості, технологічна складність, біологічна контамінація та складнощі сертифікації, пов’язаних із рядом існуючих методів генетичної трансформації [20].
Актуальність теми. Зважаючи на необхідність розширення та вдосконалення підходів генетичної інженерії рослин надзвичайно актуальним є дослідження можливостей використання наноструктур для перенесення генів у рослинні клітини. Вуглецеві нанотрубки (ВНТ), будучи майже одновимірними голкоподібними наноструктурами, що мають велику площу поверхні придатну для приєднання функціональних покриттів, адресних міток та молекулярних цільових вантажів, з одного боку, та демонструючи прийнятні рівні біологічної сумісності, з іншого боку, становлять значний інтерес у сучасних біотехнологічних розробках з точки зору можливості їх використання для спрямованої доставки молекул інтересу, зокрема екзогенного генетичного матеріалу, у живі клітини [21, 22].
Існують численні методи ковалентної функціоналізації ВНТ для застосування у різних сферах. Часто вони базуються на використанні високих температур та небезпечних реагентів, є довготривалими і технологічно складними, а також часто генерують продукт із низькою біологічною сумісністю [23-27]. З огляду на це, актуальними є розробка та впровадження підходів нековалентної екологічно безпечної та біологічно сумісної функціоналізації ВНТ.  Така функціоналізація базується на вандерваальсових та π-π-взаємодіях між молекулами ароматичних речовин, полімерів різної природи та поверхнею ВНТ [28-34]. Перспективною групою агентів для функціоналізації у даній сфері виступають молекули біологічного походження завдяки їх гідрофобно-гідрофільним властивостям [35-45].
ВНТ вже були успішно застосовані для доставки плазмідної ДНК, малих інтерферуючих РНК, білків та терапевтичних агентів у клітини ссавців [46-53]. Шляхом використання ВНТ проведено генетичну трансформацію клітин бактерій та ссавців [50-52, 54-57]. Залучення ВНТ до створення нових методик генетичної трансформації рослин, у свою чергу, асоційоване зі зняттям таксономічних обмежень, можливістю модифікації ВНТ для адресної доставки генетичного матеріалу у клітини та субклітинні структури, підвищенням ефективності, контрольованості та швидкості процесу, зниженням його деструктивності по відношенню до клітин-мішеней, порівняно з фізичними чи хімічними методами трансформації, а також уникненням небажаних ефектів, асоційованих з використанням біологічних методів трансформації [11, 58].
Раніше було продемонстровано здатність ВНТ доставляти молекулярні вантажі у рослинні протопласти [22, 59] та вкриті клітинною стінкою клітини рослин [60, 61]. При цьому, визначальними параметрами ВНТ для застосування у даній сфері є їх морфологія та тип поверхневої функціоналізації (ковалентна, нековалентна, властивості функціоналізувальних сполук) [22, 61-64]. Але до цих пір дослідження можливості використання їх у якості нанорозмірних переносників ДНК у рослинні клітини з метою реалізації потенціалу ВНТ у рослинній біотехнології ніким не проводилось. При цьому необхідною умовою є встановлення факторів, що впливають та підвищують ефективність даного процесу на всіх етапах від функціоналізації ВНТ до власне процедури трансформації рослинного матеріалу.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота були виконана у рамках проекту «Розробка системи генетичної трансформації рослинних клітин за допомогою вуглецевих нанотрубок» (2010–2014 рр., № 0110U004661) цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України «Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій».
Мета і задачі дослідження. Метою роботи була розробка підходу генетичної трансформації рослин за використання вуглецевих нанотрубок для перенесення плазмідної ДНК. Згідно з поставленою метою до завдань експериментальної роботи входило:

1. Розробити спосіб нековалентної функціоналізації ВНТ для проведення генетичної трансформації рослинних клітин за використання нанотрубок.

2. Розробити метод зворотного зв’язування цільової генетичної конструкції з ВНТ для доставки її у клітини.

3. Дослідити вплив функціоналізованих різними типами молекул ВНТ на рослинні клітини.

4. Оцінити  ефективність перенесення генетичного матеріалу розробленими носіями на основі ВНТ у клітини бактерій.

5. Розробити технологію доставки екзогенного генетичного матеріалу у рослинні протопласти за використання ВНТ.

6. Розробити технологію доставки екзогенного генетичного матеріалу у клітини, вкриті клітинними стінками, зокрема, в клітини калюсу та листкових експлантів тютюну, за допомогою ВНТ.

Об’єкт дослідження. Генетична трансформація рослин.
Предмет дослідження. Перенесення генетичного матеріалу у рослинні клітини за використання функціоналізованих одношарових та багатошарових вуглецевих нанотрубок.
Методи дослідження. Методи трансмісійної електронної, атомно-силової, світлової та люмінесцентної мікроскопії. Методи раманівської спектроскопії та спектрометрії ультрафіолетового, видимого і ближнього інфрачервоного діапазону. Методи культури та генетичної трансформації бактеріальних клітин. Методи культури органів і тканин рослин in vitro. Методи ізолювання та культивування протопластів рослин. Методи статистичного аналізу.
Наукова новизна отриманих результатів. У результаті проведених досліджень вперше показано можливість здійснення генетичної трансформації рослинних клітин шляхом використання вуглецевих нанотрубок як носіїв ДНК. Встановлено, що вищу ефективність перенесення генетичного матеріалу у рослинні клітини демонструють одношарові ВНТ, порівняно із багатошаровими ВНТ. Вперше досліджено вплив нековалентно функціоналізованих за допомогою ДНК, дНТФ, АТФ, бичачого сироваткового альбуміну, гумату натрію та компонентів екстракту скловидного тіла вуглецевих нанотрубок на рослинні об’єкти, а також встановлено кореляцію між типом використаного функціоналізуючого покриття та ефективністю перенесення ДНК нанотрубками. Запропоновані технологічні удосконалення функціоналізації вуглецевих нанотрубок для використання їх у генетичній інженерії рослин.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблено технологію генетичної трансформації рослинних клітин за допомогою вуглецевих нанотрубок, яка включає етапи функціоналізації ВНТ, зв’язування їх цільовими ДНК та саму процедуру трансформації. Розроблена технологія може застосовуватися для створення трансгенних рослин із використанням для трансформації протопластів і вкритих клітинною стінкою клітин рослин як вихідного матеріалу. У результаті проведених досліджень запропоновано ряд сполук для ефективної функціоналізації ВНТ. Результати проведених досліджень використовуються під час підготовки зі спеціалізації біології клітини та біоінженерії в ННЦ «Інститут біології» КНУ ім. Т. Шевченка при викладанні спецкурсів «Клітинна та генетична інженерія», «Основи біотехнології рослин», «Геноміка» та спецпрактикуму «Сучасні методи в біотехнології».
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РОЗДІЛ 1

ВИКОРИСТАННЯ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК ДЛЯ ГЕНЕТИЧНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ РОСЛИН (огляд літератури)

1.1.  Характеристика існуючих методів трансформації рослин, можливості та обмеження їх використання

Існуючі методи отримання трансгенних рослин загалом можна розділити на дві групи. До першої групи методів непрямого перенесення генів відносять біологічні підходи трансформації, зокрема з використанням вірусних частинок, бактерій Agrobacterium tumefaciens та Agrobacterium rhizogenes [6, 66]. До другої групи належать методи прямого перенесення генів – фізичні (електропорація, біобалістика, мікроін’єкція тощо) та хімічні (з використанням агентів, що дестабілізують плазматичну мембрану, таких як поліетиленгліколь (ПЕГ), диетиламіноетил (ДЕАЕ), декстран, диметилсульфоксид (ДМСО)) [Darbani et al. 2008]. Основними критеріями, що визначають застосовність кожного конкретного підходу генетичної трансформації є собівартість, безпечність, рівень складності процедури, таксономічна застосовність, можливість регенерації трансгенної рослини з окремої трансформованої клітини, частота подій трансформації, стабільність вставки трансгену, керованість, кількість копій трансгену на клітину тощо [67, 68].

1.1.1. Методи непрямого перенесення генів у рослинні клітини
Agrobacterium-опосередкована трансформація. Використання ґрунтових грам-негативних бактерій роду Agrobacterium (A. tumefaciens та A. rhizogenes) для генетичної трансформації ґрунтується на природній здатності їх вбудовувати специфічні послідовності ДНК у геном рослинної клітини [68, 69]. З 1980-х років до сьогодні цей вид трансформації широко використовується [70]. Для підвищення ефективності Agrobacterium-опосередкованої трансформації використовують модифікації такі, як додавання ацетосирінгону, вакуум-інфільтрацію, підвищення температури [71]. Розроблено метод генетичної трансформації рослин, у якому кДНК вірусу, що містить цільовий ген, попередньо вводиться до складу Т-ДНК Ті-плазміди Agrobacterium [72]. Даний метод розглядається як застосовний для широкомасштабного отримання продукту експресії привнесеного гена (наприклад, рекомбінантного протеїна) безпосередньо із транзієнтно трансформованого in planta матеріалу [73]. До переваг використання Agrobacterium-опосередкованої генетичної трансформації відносять: (1) точну інтеграцію ДНК послідовності та її відносно низьку копійність, (2) високу частоту стабільного вбудовування генів, (3) низький рівень сайленсингу трансгена і (4) здатність переносити відносно довгі послідовності Т-ДНК [74]. Водночас цей вид трансформації донедавна демонстрував низьку ефективність використання у однодольних рослин, зокрема злаків [67]. Окрім того, Agrobacterium-опосередкована трансформація часто спричиняє перенесення векторних послідовностей, які не є цільовими та може бути асоційована із виникненням регуляторних обмежень на етапі патентування та сертифікації отриманих трансгенних сортів [75].

Опосередкована вірусними частинками трансформація. Даний метод генетичної трансформації рослин заснований на природній здатності вірусів інфікувати живі клітини та переносити у них свій генетичний матеріал. З такою метою використовують, зокрема, вірус мозаїки тютюну та Х-вірус картоплі [73]. Для запобігання сайленсингу вбудованих трансгенів застосовують послідовності-супресори сайленсингу, а розмноження і поширення вірусів обмежується використанням мутантних вірусів, не здатних синтезувати білки капсиду [76]. Загалом, варто зазначити, що перенесення ДНК за допомогою вірусів асоційоване із ризиком рекомбінації та рядом небажаних ефектів, що знижують загальну ефективність трансформації. Окрім того, використання вірусів для трансформації на сьогодні часто зустрічається із рядом регуляторних обмежень, пов’язаних із питаннями безпеки.

1.1.2. Методи прямого перенесення генів у рослинні клітини
У порівнянні із тваринними клітинами, генетична трансформація рослин ускладнена наявністю щільного зовнішнього бар’єру – целюлозної клітинної стінки. У зв’язку з цим методи прямого перенесення ДНК ґрунтуються на механічному локальному ушкодженні стінки клітини або ж на використанні протопластів. Методи прямого перенесення генів виникли як альтернатива Agrobacterium-опосередкованій трансформації. Така необхідність була обумовлена таксономічними обмеженнями ефективного використання Agrobacterium [77]. При прямому перенесенні генів відбувається вбудовування різної кількості копій цільового гена у випадкових ділянках геному. Серед розроблених методів прямого перенесення генів – електропорація, біобалістична трансформація (син. бомбардмент, «генетична пушка», біобалістика), вакуумна інфільтрація, обробка ультразвуком, мікроін’єкція, використання волокон карбіду кремнію, лазерних мікропучків, електрофорезу, а також – застосування преципітувальних або дестабілізуючих мембрану протопластів хімічних сполук [78].

Біобалістика. Даний метод був розроблений у 1980-х роках для трансформації рослин, які не були сприйнятливими до Agrobacterium, та згодом був вдосконалений і набув широкого використання у отриманні трансгенних однодольних і дводольних рослин [79]. Суть методу полягає у застосуванні мікрочастинок вольфраму чи золота з приєднаними до їх поверхні молекулами ДНК для бомбардування інтактного рослинного матеріалу. З метою підвищення виживання клітин проводять попередню осмотичну обробку рослинних експлантів сполуками на зразок сорбітолу чи манітолу або часткове підсушування тканини-мішені [80]. Поряд із можливістю отримання стабільно трансформованого матеріалу, біобалістика досить часто використовується для дослідження транзієнтної експресії, також вона придатна для трансформації хлоропластів та перенесення множинних незалежних генних касет [66]. До факторів, що обмежують використання біобалістичної трансформації відносять ушкодження великих генетичних конструкцій під дією інтенсивного фізичного впливу у процесі перенесення, загибель рослинного матеріалу, високу вартість устаткування та витратних матеріалів [78].

Електропорація. У перенесенні генів за допомогою електропорації використовується індукована дією електричного струму оборотна дестабілізація клітинних мембран [81]. При цьому відбувається зміна полярності мембрани та утворення пор, внаслідок чого екзогенна ДНК проникає всередину клітин. Вихідними експлантами при електропорації найчастіше виступають протопласти. У свою чергу, складність отримання стабільно трансформованих ліній рослин із протопластів дещо звужує використання цього методу. Її практичне використання обмежене відносно стандартним набором видів рослин [82, 83]. Прикладення електричної напруги може пошкоджувати генетичний матеріал, спричиняти виникнення помилок кодонів і хибного транслювання кінцевого продукту. Окрім того, у результаті застосування електропорації відбувається ушкодження та загибель значної частини рослинних клітин.

Опосередковане ультразвуковою обробкою перенесення генів (сонопорація). Ультразвук здатний індукувати утворення каналів у клітинній стінці, клітинній мембрані та мембрані ядра у результаті кавітації рідкої фази [84]. На цьому ґрунтується використання ультразвукової обробки для доставки ДНК у рослинні клітини. Ушкодження клітин через розриви їх мембран внаслідок дії ультразвуку є обмежуючим фактором у застосуванні даного виду трансформації у чистому вигляді [85]. Водночас, існує модифікація методу Agrobacterium-опосередкованої трансформації з використанням ультразвукової обробки – SAAT (Sonication-Assisted Agrobacterium-mediated Transformation) [86].

Мікроін’єкція. Даний метод передбачає введення ДНК безпосередньо у рослинну клітину чи протопласт (у ядро чи цитоплазму) за допомогою скляної мікропіпетки із кінчиком 0,5-1 мкм у діаметрі [87]. Процедура застосовна лише для роботи із великими клітинами, є часовитратною і придатною лише при трансформації видів рослин, для яких розроблені ефективні протоколи регенерації з поодиноких клітин [88].

Трансформація за допомогою волокон карбіду кремнію. У цьому методі трансформації волокна карбіду кремнію (англ. whiskers – “вуса”) довжиною 10-80 мкм і діаметром 0,6 мкм додаються до суспензії, що містить рослинну тканину та плазмідну ДНК. У результаті інтенсивного перемішування волокна проколюють клітинну стінку та мембрану, що створює умови для проникнення екзогенних молекул ДНК усередину клітин [89]. Потенційними перевагами даного методу трансформації є відносна простота, швидкість і низька вартість, а також застосовність до різних таксономічних груп рослин [90]. Водночас, на практиці, використання даного методу асоційоване із низькою ефективністю трансформації, значним ушкодженням клітин та поганою регенерацією матеріалу [11]. Є повідомлення про застосування волокон карбіду кремнію для підвищення ефективності Agrobacterium-опосередкованої трансформації рослин [91].

Серед інших методів прямого перенесення генів – трансформація за використання ударних хвиль, лазерних пучків, електрофорезу. При застосуванні ударних хвиль кавітація зумовлює підвищення проникності мембрани клітини та створює умови для перенесення макромолекул на зразок ДНК усередину [92]. Даний метод знаходиться на етапі розробки, було показано його застосовність для трансформації клітин Escherichia coli [93]. Використання лазерних пучків для генетичної трансформації асоційоване з високою точністю, можливістю трансформації клітин, вкритих клітинною стінкою, застосовністю для трансформації органел [94]. Лазер створює тимчасові точкові отвори до ≈0.5 мкм у діаметрі у клітинній стінці, через які екзогенна ДНК потрапляє всередину клітини. Метод знаходиться на етапі розробки та досі мало використовується, оскільки потребує дорогого устаткування, а також точного встановлення параметрів, які потрібні для уникнення прикладення надлишкової енергії та запобігання загибелі оброблених клітин. Є повідомлення про використання електрофорезу для перенесення генів у рослинні клітини [95]. Суттєвим обмеженням методу є низька життєздатність клітин після процедури.

Хімічні методи трансформації рослин ґрунтуються на використанні преципітувальних чи дестабілізуючих плазматичну мембрану агентів (ПЕГ, полівініловий спирт, нітрат натрію, ДЕА), декстран, ДМСО, полібрен, фосфат кальцію) [7]. Дана група методів часто використовується для дослідження транзієнтної експресії чужорідного гена і є застосовною фактично до протопластів будь-яких видів рослин. Водночас, як і решта методів, що базуються на трансформації протопластів, дана система потребує відпрацювання ефективних видоспецифічних протоколів регенерації стабільно трансформованих рослин із протопластів. Трансформація за допомогою поліетиленгліколю (ПЕГ) є найбільш поширеним хімічним методом доставки ДНК у рослинні клітини [88, 96, 97].

Загалом, найбільш поширеними на сьогодні методами генетичної трансформації рослин є Agrobacterium-опосередкована трансформація та біобалістика [8]. Окрім них використовуються та вдосконалюються решта наведених методів, а також розробляються нові. Оскільки універсальний ефективний протокол трансформації рослин відсутній, широкий набір методик привнесення чужинних генів дозволяє обирати найбільш ефективний підхід у кожному окремому випадку залежно від виду рослин, типу експлантів та у відповідності до бажаного результату. При цьому, існуючі методи генетичної трансформації дозволяють успішно отримувати трансгенні рослини, проте для них притаманні недоліки, що спонукає до пошуку та розробки нових підходів.

1.2. Перспективи використання наноструктур у рослинній біотехнології

Сфери застосування наноструктур на сьогодні активно розширюються і охоплюють виробництво композитних матеріалів різного призначення, електроніки, машин та устаткування, лікарських і косметичних засобів, а також розробку цілого ряду новітніх підходів у наукових дослідженнях [98]. У результаті застосування нанотехнологічного інструментарію у вирішенні завдань сучасної біотехнології виникла та активно розвивається така галузь як нанобіотехнологія [11, 12]. Один із найбільших напрямків нанобіотехнології ґрунтується на використанні наночастинок для доставки цільових сполук у клітини живих організмів, зокрема терапевтичних та візуалізувальних агентів, генетичного матеріалу тощо.

Наноструктурами вважаються цілісні об’єкти, принаймні з одним із вимірів у діапазоні 1-100 нм [99]. На основі походження усі наноструктури можна умовно розділяють на 3 групи : 1) наночастинки природного походження, що утворюються у природних умовах під час виверження вулканів, у мінеральних композитах тощо; 2) наночастинки, що утворюються випадково у результаті антропогенної діяльності (побічні продукти при згорянні дизелю, вугілля тощо); 3) штучно розроблені людиною та створені наноструктури [100]. До останньої групи відносять наноструктури на основі вуглецю (фулерени, вуглецеві нанотрубки) або металів (напівпровідникові нанокристали (квантові точки), нанозолото, наноцинк, наноалюміній та нанорозмірні оксиди металів як TiO2, ZnO, Al2O3), дендримери – нанорозміріні полімери побудовані із розгалужених субодиниць, що володіють специфічною хімічною активністю, полімерні наночастинки, ліпосоми тощо.

Наночастинки на основі металів використовуються у біомедичних підходах для терапії у пухлин, а також для інкрустації інших наноструктур [13, 101]. Квантові точки, завдяки своїм винятковим оптичним властивостям, є перспективними агентами, що демонструють високу інтенсивність флуоресценції та високу стійкість до фотовицвітання [15]. Дендримери та ліпосоми також використовують для доставки ліків та інших сполук у клітини [16, 17].

Серед наночастинок, які вважаються придатними для розробки методів доставки ДНК у клітини – наночастинки на основі полімерів, фосфату кальцію, фосфату магнію, фосфату марганцю, кремнію, золота, магнетиту, а також вуглецеві наноматеріали тощо [18, 19, 102]. Нанорозмір у поєднанні із винятковими фізичними та хімічними властивостями є визначальними факторами, що лежать в основі застосування наночастинок для доставки цільових сполук, зокрема генів, у живі клітини.

Використання наноструктур для перенесення генів у рослин, розглядається як рішення, що дозволить уникнути контамінації, вузької таксономічної специфічності та проблем сертифікації, пов’язаних із біологічними методами трансформації. Водночас очікується, що це дозволить підвищити ефективність трансформації, зокрема контролювати кількість копій привнесеного гена на клітину, спростити мультигенну трансформацію, зменшити використання енергії, коштовного устаткування і дорогих витратних матеріалів, мінімізувати негативний вплив на клітини-реципієнти [20].

Ліпосоми. Ліпосоми являють собою колоїдні везикулярні структури, що складаються із одного чи більше ліпідних двошарів, які оточують еквівалентну кількість водних компартментів [103]. За використання ліпосом для доставки генів у клітини, ДНК завантажена до порожнини ліпосоми, проникає всередину протопласта внаслідок злиття ліпосоми із його мембраною. Ліпосоми були використані для доставки ДНК у протопласти тютюну, петунії, моркви тощо [16, 104, 105]. Зазвичай, для отримання ліпосом використовують ліпіди із позитивним зарядом, які легко вступають у взаємодію із негативно зарядженою ДНК і, переносячи ДНК, – із негативно зарядженою клітинною мембраною [106]. До переваг використання ліпосом відносять відсутність пошкоджувального впливу на ДНК, можливість контрольованого її вивільнення, нетоксичність, широку застосовність, а також значні можливості модифікації поверхні ліпосом [16].

Наночастинки. Використання наночастинок здебільшого сфокусоване на таких сферах як доставка ліків та генів у клітини ссавців, створення біосенсорів, тоді як для рослин їх використання поки що досить обмежене [107, 108]. Повідомляється про розробку крохмальних наночастинок, вкритих полі-L-лізином, які швидко та ефективно доставляли ДНК з послідовністю гена gfp у вкриті клітинною стінкою клітини суспензійної культури Dioscorea zingiberensis C.H. Wright [109]. У роботі [110] описано ефективне перенесення послідовності гена gfp у протопласти тютюну Nicotiana tabacum L. var. Petite Havana за допомогою мезопорових наночастинок кремнію. Окрім того, за використання біобалістики модифіковані наночастинками золота мезопорові наночастинки кремнію доставляли хімічний індуктор бета-естрадіол у вкриті клітинними стінками клітини трансгенного тютюну для активації індуцибельного промотора.

У іншому дослідженні повідомляється про розробку ефективного протоколу трансформації рослинних клітин методом біобалістики за використання мезопорових наночастинок кремнію, інкрустованих наночастинками золота [112]. Описано також успішне використання кремнієвих мезопорових наночастинок, функціоналізованих золотом, для доставки білка та плазмідної ДНК одночасно, а також одночасно двох різних плазмідних ДНК у клітини цибулі, тютюну Nicotiana tabacum var. Petite Havana і теосинте [113]. Показано здатність наночастинок сульфіду цинку, модифікованих полі-L-лізином, переносити плазмідну ДНК з геном gus у клітини тютюну за допомогою ультразвукової обробки [114].

Дендримери. Дендримерні наночастинки є синтетичними полімерами із симетричною архітектурою молекул та високим вмістом мультивалентних поверхневих залишків, здатних приєднувати цільові молекулярні вантажі [17, 114]. Описано доставку плазмідної ДНК з послідовністю гена gfp у клітини калюсу мітлиці Agrostis stolonifera L. cv. Penn-A-4 за допомогою полі(амідоамін)дендримерів [115].

Вуглецеві наноматеріали. Фулерени та вуглецеві нанотрубки мають значний потенціал застосування у конструюванні тканин, фармацевтиці, медицині та біотехнології [116-118]. Фулерени та їх похідні демонструють потужну антиоксидантну активність in vivo при незначній токсичності, застосовність у розробці методів доставки медикаментів та генів [119, 120]. Запатентовано використання модифікованих фулеренів у якості антиоксидантів для підвищення ефективності ряду існуючих методів генетичної трансформації рослин [121]. За використання функціоналізованого фулерену було здійснено доставку плазмідної ДНК з послідовністю гена gfp у тваринні клітини лінії COS-1 [122]. Перенесення генів у рослини за допомогою фулеренів ускладнюється наявністю клітинної стінки [123].

Вуглецеві нанотрубки (ВНТ) становлять значний інтерес у сучасних біотехнологічних розробках з точки зору можливості їх використання для спрямованої доставки молекул інтересу у живі клітини [58, 62]. Залучення ВНТ до створення нових методик генетичної трансформації асоційоване з рядом переваг, до яких слід віднести підвищену ефективність, широку таксономічну застосовність, високу відтворюваність, точність [11, 124]. ВНТ вже були успішно застосовані для доставки плазмідної ДНК, малих інтерферуючих РНК, білків та терапевтичних агентів у клітини ссавців [46-53]. За використання ВНТ проведено трансформацію клітин бактерій та ссавців [50-52, 54-57].

Паралельно з нашими дослідженнями продемонстровано здатність ВНТ доставляти молекулярні вантажі у протопласти [59, 62] та вкриті клітинною стінкою клітини рослин [60, 61]. Показано, зокрема, що окислені багатошарові ВНТ (БШВНТ) здатні проникати у протопласти Catharanthus roseus (L.) G. Don, уникаючи захоплення в ендосоми [62]. Останнє знижує ймовірність ферментативної деградації макромолекулярних вантажів ВНТ усередині клітини. Також продемонстровано проникнення одношарових ВНТ (ОШВНТ) у протопласти та вкриті клітинною стінкою мезофільні клітини Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. [59]. У іншому дослідженні показано різну субклітинну локалізацію мічених флюоресцеїн-ізотіоціанатом (ФІТЦ) ОШВНТ та комплексів мічених за допомогою ФІТЦ молекул ДНК із ОШВНТ у клітинах суспензійної культури BY-2 Nicotiana tabacum L. [60]. Загалом, результати ряду досліджень ілюструють можливість використання ВНТ для розробки методів спрямованої доставки сполук інтересу, зокрема ДНК, у рослинні клітини. Визначальними параметрами ВНТ для застосування у даній сфері є їх морфологія, характер поверхневої модифікації та доза [22].
1.3. Класифікація та властивості ВНТ, функціоналізація їх для застосування у біотехнології

1.3.1. Характеристика вуглецевих нанотрубок
Історія. Вперше відомості про вуглецеві нанотрубки (ВНТ) були опубліковані у 1991 р. японським вченим Суміо Іджимою [125]. Згодом було встановлено, що ВНТ властиві висока твердість, електро- та теплопровідність. Також вони володіють унікальною комбінацією розміру, структури та топології, винятковими механічними, електричними та оптичними властивостями [31]. Сфери застосування вуглецевих нанотрубок різноманітні: в якості каталізаторів, для поглинання і екранування електромагнітних хвиль, перетворення енергії, в анодах літієвих батарей, для зберігання водню, створення композитних матеріалів, польових транзисторів, датчиків, суперконденсаторів, біосенсорів та інших аналітичних пристроїв, у біоінженерії, лікуванні раку, адресній доставці медикаментів тощо [126-128].

Класифікація та властивості ВНТ. ВНТ побудовані із згорнутих у безшовну трубку шарів графену, в якій атоми вуглецю формують гексагональну решітку. Залежно від кількості шарів, ВНТ класифікують на багатошарові вуглецеві нанотрубки (БШВНТ) та одношарові вуглецеві нанотрубки (ОШВНТ) [129, 130]. ОШВНТ складаються з одинарного графенового циліндра, діаметр якого коливається у межах 0,4–2 нм. БШВНТ складаються з кількох вкладених коаксіальних циліндрів. Зовнішній діаметр БШВНТ, залежно від кількості шарів, може варіювати від 2 до 100 нм, тоді як внутрішній діаметр, у середньому, становить 1–3 нм. Довжина ВНТ коливається від сотень нм до десятків мкм [131].

Залежно від того, яким чином двомірна площина графену згорнута відносно її гексагональної решітки, ОШВНТ поділяють на три типи, які різняться за будовою та фізико-хімічними властивостями, – «крісло», зиг-заг та хіральні [132, 133]. Електронні властивості нанотрубок змінюються, залежно від їх типу: нанотрубки типу «крісло» мають металічні властивості, тоді як зиг-заг та хіральні нанотрубки можуть бути металічними або напівпровідниковими. У структурі ВНТ виокремлюють дві функціонально відмінні ділянки: власне трубку з гексагональним розміщенням атомів вуглецю та кінцеві зони (кепи), побудовані з п’яти- й шестичленних циклів, що чергуються, подібно до півсфери молекули фулерену.

Під час проведення реакцій функціоналізації, приєднання функціональних груп на поверхні ВНТ першочергово відбувається у кінцевих зонах та в місцях дефектів бічних стінок (пентагон-гептагонові пари, sp3-гібридизовані вуглецеві атоми, вакансії у решітці нанотрубки, «відкриті» кінці), які мають підвищену реактивність у порівнянні із ідеальною поліароматичною поверхнею нанотрубки [134]. Окрім цього, варто зазначити, що, на сьогодні, розроблені способи отримання нанотрубок різної форми: прямих, хвилястих, упорядкованих, довгих, тороїдальних, кільчастих, з «намистинками», розгалужених, зігнутих тощо [135].

Синтез та очищення ВНТ. Для отримання ВНТ використовують дуговий розряд, хімічне осадження з парової фази, лазерну абляцію, реакції циклічного окиснення та модифікації цих методів [132, 133, 136]. Синтез ВНТ вимагає присутності металу-каталізатора (Fe, Ni, Co, Y, Mo). Після отримання, перед безпосереднім використанням, ВНТ потребують очищення, оскільки містять залишки металу-каталізатора та аморфного вуглецю [31]. Розроблено спеціальні методи очищення ВНТ, що передбачають наступні етапи: газо- чи парофазне окислення, вологе хімічне окислення, центрифугування, фільтрацію, хроматографію ультразвукову обробку тощо [137-139]. Для оцінки якості ВНТ застосовують спектроскопію Рамана, спектроскопію ближнього інфрачервоного діапазону, термогравіметричний аналіз та комбінації цих аналітичних методів [140, 141].

1.3.2. Функціоналізація ВНТ для біологічного застосування
Для різних застосувань поверхневі властивості ВНТ модифікують за допомогою методів ковалентної і нековалентної функціоналізації. Ковалентна функціоналізація ВНТ, яка широко використовується, часто спряжена з виникненням численних розривів суцільної π-мережі і суттєвою зміною або втратою характерних механічних, оптичних та електронних властивостей ВНТ. Серед найбільш поширених підходів ковалентної функціоналізації – обробка хімічними речовинами (азотна, сірчана, перхлорна та інші кислоти, ефіри, альдегіди, аміни, тіоли, катіони арилдіазонію, карбени, озон, тетроксид осмію, хромати), часто – у поєднанні із дією мікрохвиль, ультразвуку, а також шляхом застосування імпульсного розряду, кріогенної деструкції, γ-опромінення [23-27] тощо.

Методи нековалентної функціоналізації ВНТ базуються на використанні вандерваальсових та π-π взаємодій між молекулами ароматичних речовин, сурфактантів, полімерів різної природи та поверхнею ВНТ [28, 30, 32]. Зокрема, для нековалентної функціоналізації ВНТ використовують додецилсульфат натрію, додекан-1-сульфонат натрію, 4-додецилбензолсульфонат натрію, броміди тетраалкіламонію, гексадецилтриметиламонію, цетилтриметиламонію, Тритон, Плюронік тощо. Нековалентна функціоналізація, на відміну від ковалентної, не змінює ряд специфічних властивостей ВНТ [31]. Водночас, нековалентна функціоналізація, як і ковалентна, може виступати базовим етапом для подальшого приєднання цільових молекул до поверхні диспергованих у водному середовищі ВНТ [142].

Оскільки дисперсним середовищем біологічних систем є вода, одним із основних обмежуючих факторів для застосування ВНТ у біотехнологічних розробках є їх гідрофобність [29, 34]. Зазвичай, гідрофобні ВНТ у водному середовищі утворюють щільні скупчення за рахунок вандерваальсових взаємодій, що виключає можливість безпосереднього застосування їх при роботі з біологічними системами. Існуючі методи функціоналізації, націлені на диспергування ВНТ у воді, базуються здебільшого на застосуванні критичних і енергетично витратних умов проведення реакцій (температури 500-600 °С) та небезпечних токсичних реагентів (концентровані кислоти, луги тощо), а також є тривалими в часі (до кількох діб) і технологічно складними [23, 24]. Наведені чинники значно обмежують застосовність ВНТ у біології та біотехнології у зв’язку з вузькою доступністю таких методів функціоналізації та, часто, підвищеною токсичністю їх продуктів для живих систем [33].

Іншим негативним аспектом згаданих підходів функціоналізації ВНТ є підвищена імовірність виникнення асоційованих з ними екологічних ризиків. При цьому, актуальною на сьогодні тенденцією у подальшому розвитку технологій є їх реорганізація згідно принципів “зеленої” хімії, що передбачає екологічну та енергетичну оптимізацію шляхом переважного використання відновлюваних ресурсів, помірних умов проведення реакцій і безпечних сполук [33]. Варто також зазначити, що сукупність таких чинників, як тип функціоналізації, просторове розміщення функціональних груп, морфологічні та структурні зміни ВНТ внаслідок модифікації, загалом, можуть істотно впливати на їхню поведінку у біологічних системах та детермінувати характер їх взаємодії з об’єктом [63]. Так, у ряді досліджень показано, що підбір адекватної методики функціоналізації дозволяє істотно знизити пошкоджувальний ефект ВНТ на живі системи [64]. Завдяки гідрофобно-гідрофільним властивостям, перспективною групою функціоналізувальних агентів виступають молекули біологічного походження. Зокрема, проводяться дослідження по диспергуванню у водному середовищі ВНТ нековалентно функціоналізованих нуклеїновими кислотами, білками, полісахаридами, сполуками ліпідної природи тощо [27, 35-45].

1.4. Вплив ВНТ на рослини, взаємодія та проникнення їх у рослинні клітини

Вплив ВНТ на рослини. Є дані як про негативний, так і про позитивний вплив ВНТ на рослинний організм. Водночас, показано, що функціоналізовані здатні диспергуватися у воді ВНТ виступають менш токсичними для рослинних клітин, ніж нефункціоналізовані ВНТ [22,  143]. Повідомляється, що рослини рису Oryza sativa, інкубовані з суспензією БШВНТ, функціоналізованих за рахунок приєднання природних органічних речовин, зацвітали пізніше та формували менше насіння, ніж контрольні рослини [144]. Результати досліджень впливу ОШВНТ на протопласти клітин листків арабідопсису A. thaliana та рису O. sativa за допомогою EM-TUNEL (electron-microscopic terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling) методу показали, що ОШВНТ індукують зворотну клітинну відповідь, зокрема агрегацію клітин, конденсацію хроматину з TUNEL-позитивною реакцією, зміщення плазматичної мембрани та накопичення Н2О2 [145].

У іншому дослідженні взаємодії високоочищених ОШВНТ з клітинами арабідопсису показано, що мічені флуоресцеїн ізотіоціанатом (ФІТЦ) ВНТ проникали крізь клітинну стінку листків мезофілу і виявлялися у цитоплазмі, лізосомах, мітохондріях, ядрі, хлоропластах, вакуолях [59]. При цьому, ОШВНТ у концентрації 50 мкг/мл індукували апоптоз у 70 % клітин після 48 год інкубації, тоді як нижчі дози стимулювали виживання і розвиток протопластів. Загалом, механізми токсичної дії ВНТ пов’язують з генеруванням оксидативного стресу, токсичністю присутніх залишків металів-каталізаторів, та фізичним ушкодженням – розривами мембран [146, 147].

На противагу є повідомлення, що інкубування насіння томатів Solanum lycopersicum L. з БШВНТ підвищує частоту проростання та прискорює ріст проростків [148]. Виявлений позитивний вплив БШВНТ на ріст і розвиток рослин томатів пов’язується з їх впливом на поглинання вологи насінням. Механізм дії ВНТ при цьому пояснюється створенням нанотрубками нових пор у оболонці насінини. Також припускається, що ВНТ здатні регулювати роботу існуючих водних каналів (аквапоринів). Оскільки є повідомлення, що активність водних каналів може бути модифікована дією різних типів стресу, зокрема високим осмотичним тиском, аноксією, важкими металами, рН, засоленням тощо [149].

Показано також, що оброблені БШВНТ томати швидше росли та формували вдвічі більше квітів, ніж контроль [150]. Для ряду рослин показано відсутність впливу навіть високих концентрацій ВНТ на проростання насіння [151]. Також ВНТ покращували ріст проростків кукурудзи Zea mays L., проростання насіння гірчиці Brassica juncea (L.) Czern., ріст коренів, пагонів у рослин нуту Cicer arietinum L., пригнічували елонгацію коренів у томатів S. lycopersicum та посилювали елонгацію коренів у цибулі Allium cepa L. та огірка Cucumis sativus L., стимулювали ріст, експресію генів та синтез білків у клітинах тютюну N. tabacum [152-156]. Окрім того показано, що ВНТ покращували продуктивність плодоношення та накопичення біомаси у ряду важливих сільськогосподарських рослин [117, 157]. Загалом, експериментальні дані свідчать про те, що характер впливу ВНТ на ріст і розвиток рослин залежить від концентрації, розміру та поверхневих характеристик нанотрубок, виду рослини та присутності супутніх компонентів [131].

Проникнення ВНТ у клітини. Через особливості будови та специфічні поверхневі властивості ВНТ можуть проникати крізь біологічні бар’єри у організмі ссавців, рослин та мікроорганізмів [159, 160]. Механізми поглинання, а також поведінка ВНТ у клітині досі остаточно не вивчені, а отримані у різних дослідженнях результати створюють суперечливу картину щодо розуміння цього питання [161, 162]. Поширеною є точка зору про те, що ВНТ поглинаються клітинами шляхом ендоцитозу [49]. Було показано, що ОШВНТ, вкриті білком чи ДНК, проникають у клітину за рахунок енергетично-залежних процесів [162]. Також є дані, що ВНТ можуть проникати у клітину енергетично-незалежним шляхом, і припускається, що механізм проникнення ВНТ залежить від поверхневих характеристик ВНТ [163, 164]. У різних дослідженнях показано субклітинну локалізацію ВНТ у цитоплазмі, ендосомах, лізосомах, вакуолях, мітохондріях, пластидах, ядрі [59, 161, 165, 166].

Згідно з однією із запропонованих експериментально обґрунтованих моделей, ВНТ проникають у клітину за рахунок реалізації двох різних механізмів. Поодинокі ВНТ прямо проходять крізь мембрану клітини, при цьому коротші ВНТ з більшою частотою проникають через плазматичну мембрану, ніж довгі ВНТ. Тоді як кластери (пучки) ВНТ захоплюються клітиною в процесі ендоцитозу. Пучки ВНТ в ендосомах відокремлюють поодинокі ВНТ, які проходять у цитоплазму крізь мембрану ендосоми. Згодом усі ВНТ в клітині збираються у лізосомах і екскретуються. Наголошується, що зв’язування з білками біологічних середовищ може суттєво змінювати поверхневі характеристики ВНТ in vivo [164].

У дослідженні механізму транслокації ОШВНТ різних діаметрів крізь мембрану клітини шляхом спонтанного проколювання (перпендикулярної вставки), індукованого лише тепловим рухом, було розраховано кількість енергії, що необхідна для вставки ВНТ у модельний фосфоліпідний двошар [167]. Виявилося, що енергія розриву фосфоліпідного двошару набагато вища за енергію теплового руху ВНТ. До того ж, проходження крізь мембрану під прямим кутом вимагає менше енергії, ніж входження НТ у клітину під іншими кутами. Також, спорідненість гідрофобних ВНТ до гідрофобного внутрішнього прошарку мембрани має гальмувати проникнення ВНТ в клітину і ускладнювати проходження ВНТ крізь мембрани. Такі результати можуть непрямо свідчити на користь того, що проходження ВНТ у клітину відбувається за рахунок енергетично-залежних процесів, зокрема ендоцитозу. При цьому, моделювання здійснювалося для чистих ВНТ, тоді як функціоналізація їх, як вже згадувалося, може змінювати характер взаємодії із біологічними структурами.

Докази опосередкованого ендоцитозом проникнення комплексів ВНТ з біомолекулами у клітини отримані у дослідженнях на тютюні N. tabacum [158]. Однак результати інших досліджень дали змогу виявити, що мічені ФІТЦ БШВНТ проникають у протопласти барвінку C. roseus здебільшого за рахунок дифузії через плазматичну мембрану. Набагато менше ВНТ потрапляють в клітину шляхом ендоцитозу [62]. Також встановлено, що збільшення концентрації ВНТ-ФІТЦ викликало пригнічення ендоцитозу внаслідок збільшення тонічності середовища. При цьому, імовірно, агрегати ВНТ у зовнішньому середовищі не здатні проникати у клітину безпосередньо перетинаючи мембрану, тому, залишаючись назовні, підвищують тонічність середовища, що, в свою чергу, інгібує процеси ендоцитозу. Тоді як окремі ВНТ проходять крізь клітинну мембрану, уникаючи ендоцитозного циклу, накопичуються у цитоплазмі і мігрують в органели.

Це створює підґрунтя для використання ВНТ як транспортерів цільових молекул у рослинні клітини. Оскільки уникнення ендоцитозного циклу і безпосереднє проникнення у цитоплазму дозволить захистити молекулярний “вантаж” ВНТ від дії ферментів. Всередині клітини ВНТ проникали у всі органели, зокрема спостерігалися у пластидах, вакуолях, ядрі. Довші ВНТ виявлялися переважно у цитоплазмі, ендоплазматичному ретикулумі, мітохондріях. Короткі ВНТ (менше 100 нм у довжину) краще проникали через клітинну мембрану і тяжіли до накопичення у ядрі, пластидах, вакуолях, що в подальшому може бути використане для адресної доставки певних молекул до цих структур.

У дослідженні [59] було встановлено, що, після проникнення у протопласти A. thaliana, ОШВНТ локалізувалися в лізосомах, потім проникали у цитоплазму та ядро. Вивчення інтенсивності флуоресцентного сигналу від ФІТЦ при витримуванні експериментальних зразків в різних температурних режимах також дозволило зробити висновок про відсутність температурної залежності інтенсивності проникнення у клітини кон’югатів ФІТЦ-ОШВНТ. Це підтверджує припущення про те, що в даному випадку мало місце енергетично-незалежне поглинання клітиною рослин ВНТ.

Доставка цільових молекул у рослинні клітини ускладнена через наявність щільного зовнішнього бар’єру – клітинної стінки. Це обмежує використання у рослин багатьох методів, прийнятних для клітин ссавців. Порівняно із звичними методами доставки молекул у рослинні клітини, вкриті клітинною стінкою, такими як біобалістика, електропорація, мікроін’єкція, розробки на основі використання наноструктур можуть мати ряд переваг, серед яких спрощення процедури, розширення застосовності, підвищення ефективності та керованості. Розробка методів використання нанотрубок в якості нанотранспортерів має практичне значення не лише для проведення генетичної трансформації рослин, але і для внутрішньоклітинного мічення та візуалізації.

Зокрема, у дослідженні Liu та ін. [158] було отримано комплекси ФІТЦ з окисленими ОШВНТ. Після інкубування їх з клітинами суспензійної культури тютюну BY-2 спостерігали інтенсивну внутрішньоклітинну флуоресценцію, пов’язану, на думку авторів, з проникненням цих комплексів до клітин. Механізмом, що опосередковує проникнення комплексів у клітини в даному випадку, на думку авторів, є рідкофазний ендоцитоз. На користь цього припущення свідчить встановлення температурної залежності інтенсивності внутрішньоклітинної флуоресценції. Крім того, обробка клітин інгібітором ендоцитозу вортманіном спричиняла зменшення більше ніж вдвічі інтенсивності флуоресцентного сигналу, порівняно з необробленими клітинами.

У іншій частині експерименту цими ж авторами, за допомогою обробки ультразвуком, було адсорбовано на окислених ОШВНТ однониткову ДНК, мічену ФІТЦ. Отримані стабільно дисперговані у воді кон’югати ОШВНТ-ДНК-ФІТЦ також успішно проникали в клітину. Внутрішньоклітинна флуоресценція, загалом, спостерігалася у більше, ніж 80 % клітин, інкубованих з ОШВНТ-ДНК, що свідчить про ефективність перенесення молекул ДНК нанотрубками у інтактні клітини рослин. Слід зазначити, що у клітин, інкубованих з ОШВНТ-ФІТЦ, флуоресценція спостерігалася переважно у вакуолях, тоді як у клітин, інкубованих з ОШВНТ-ДНК-ФІТЦ – у цитоплазмі. У даному дослідженні не було виявлено токсичності ВНТ для клітин рослин. Вони демонстрували нормальну морфологію, стан цитоплазми та рівень проліферації. Докладно основи та перспективи використання ВНТ у рослинній біотехнології, а також можливі механізми взаємодії ВНТ із рослинними клітинами розглянуто у оглядах [21, 58].

Загалом, на сьогодні, не дивлячись на значні досягнення генетичної інженерії рослин, актуальним є пошук та розробка нових підходів, що дозволять подолати обмеження та недоліки існуючих методів. У даному контексті, використання наноструктур для доставки молекул інтересу у живі клітини є одним із найбільш перспективних напрямків. Вуглецеві нанотрубки активно включаються у розробки у галузях біотехнології та біомедицини, оскільки мають достатню біологічну сумісність та структуру і морфологію, сприятливу для привнесення численних модифікацій.  З огляду на продемонстровану у описаних паралельно проведених дослідженнях інших вчених здатність ВНТ проходити у рослинні клітини та доставляти флуоресцентні зонди, обґрунтованим є дослідження можливості їх використання для генетичної інженерії рослин. Враховуючи вищевикладене, метою роботи було розробити технологію доставки цільового генетичного матеріалу у рослинні клітини у рамках створення  нового підходу трансформації.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Характеристика реактивів, які використовували в роботі

В роботі використовували реактиви виробництва фірм:

1. «Хіммед» (Україна): калій азотнокислий (KNO3), калій фосфорнокислий однозаміщений (KH2PO4), натрій молібденовокислий (Na2MoO4×2H2O), борна кислота (H3BO3), марганець сірчанокислий п’ятиводний (MnSO4×5H2O), кобальт хлористий шестиводний (CoCl2×6H2O),  кальцій хлорид двохводний (CaCl2x2H2O), кальцій хлорид (CaCl2), цинк сірчанокислий семи водний (ZnSO4×7H2O), гідроксид натрію (NaOH). 

2. «Макрохім» (Україна): амоній азотнокислий (NH4NO3), мідь сірчанокисла п’ятиводна (CuSO4×5H2O), MgCl2, D-сахароза.

3. ООО «Реактив» (Україна): залізо сірчанокисле семиводне (FeSO4×7H2O).

4. «Симбіас» (Україна): калій йодистий (KI).

5. «Біофарма» (Україна): натрій хлорид (NaCl).

6. «Sigma» (США): 2,4-дихлорфеноксиоцтова кислота (2,4-Д), тіамін-HCl (вітамін В1), дріжджовий екстракт, пептон, еквімолярна суміш дНТФ, НОК (1-нафтилоцтова кислота), дріцелаза, глюкоза, нікотинова кислота (вітамін РР), піридоксин-HCl (вітамін В6), фолієва кислота, кінетин, D-пантотенова кислота (вітамін В5), тіамін-HCl (вітамін В1), нікотинова кислота (вітамін РР), зеатин, БСА (бичачий сироватковий альбумін), L-пролін, БШВНТ, спермідин.

8. «Arry» (Німеччина): ОШВНТ.
7. «Merck» (Німеччина): мікробіологічний агар.

8. «Dushefa» (Нідерланди): ЕДТА-Na2, (етилендиамінтетраацетат натрію двозаміщений ), БАП (6-бензиламінопурин), глюкоза, D-манітол, біотин, мезо-інозитол.

9. «Serva» (Німеччина): целюлаза Onozuka R-10, ДМСО (диметилсульфоксид).

10. «POCH» (Польща): магній сірчанокислий семиводний (MgSO4×7H2O), цинк сірчанокислий семиводний (ZnSO4×7H2O).

11. ЗАТ Фармацевтична фірма «Дарниця» (Україна): АТФ-Na2 (р-н для ін’єкцій), ціанокобаламін (вітамін В12), спирт етиловий 96%.

12. «Біофарма» (Україна): екстракт скловидного тіла.

13. ВАТ «Київмедпрепарат» (Україна): канаміцин, цефотаксим.

14. «Humintech GmbH» (Німеччина): гумат натрію.

15. «ДнепрАзот» (Україна): гіпохлорит натрію (NaOCl) (комерційний препарат «Білизна»).
Канаміцин розчиняли у воді, фільтрували через фільтр з діаметром пор 0,45 мкм («Millipore», США) та готували маточний розчини в концентрації 1 мг/мл. Маточні розчини фітогормонів БАП та НОК готували шляхом розчинення наважок для отримання концентрації 10 мг/мл та 1 мг/мл у ДМСО [168]. Концентрація матричного розчину була підібрана таким чином, що вміст ДМСО у кінцевих середовищах для вирощування тютюну не перевищував 0,01 %. Маточні розчини 2,4-Д готували шляхом розчинення наважки даного фітогормону у 500 мкл 96 %-го етилового спирту та подальшим додаванням 9,5 мл дистильованої води до досягнення концентрації фітогормону 0,2 мг/мл. Маточні розчин кінетину, ІОК, піридоксину, рибофлавіну готували шляхом розчинення наважки даних сполук у 500 мкл 1N розчину NaOH із подальшим розбавленням у необхідній кількості стерильної дистильованої води. Маточні розчини цефотаксиму, решти вітамінів та фітогормонів готували шляхом безпосереднього їх розчинення у стерильній дистильованій воді та фільтруванням через фільтр з діаметром пор 0,45 мкм. Усі маточні розчини зберігали в холодильній камері за температури -20 °С та додавали до живильних середовищ, температура яких не перевищувала +40-45 °С – у випадку термолабільних сполук, зокрема канаміцину. Решту матричних розчинів додавали у живильні середовища перед автоклавуванням. Усі інші реактиви, які були використані в дослідженнях вироблені в країнах СНД і мали кваліфікацію ч.д.а. і о.с.ч.

2.2. Рослинний матеріал

У дослідженні використовували вирощені в умовах in vitro рослини тютюну Nicotiana tabacum L. Асептичні рослини культивували за температури 24 °С при 16-годинному фотоперіоді на живильному середовищі, що містило мікро- та макросолі Мурасіге-Скуга (МС) [169], 30 г/л сахарози, 8 г/л агару (рН 5,8).

Стерилізація насіння N. tabacum. Насіння N. tabacum поміщали у пластикову пробірку об’ємом 1,5 мл («Eppendorf», Німеччина) та додавали 1 мл 5 %-го розчину гіпохлориту натрію (NaOCl). Стерилізацію проводили за кімнатної температури (22-24 °С). Через 15 хв розчин гіпохлориту натрію відбирали та додавали у пробірку 1 мл стерильної дистильованої води. Пробірку перевертали протягом 2-х хв, після чого відбирали воду. Проводили ще 2 відмивання стерильною дистильованою водою протягом 5-ти та 10-ти хв, відповідно. Простерилізоване насіння пророщували у чашках Петрі на твердому живильному середовищі МС за температури 24 °С при 16-годинному фотоперіоді. Розмноження стерильного рослинного матеріалу проводили мікроживцюванням.

2.3. Генетична конструкція, використана в роботі

Характеристика плазмідної ДНК. Для генетичної трансформації використовували плазмідний вектор pGreen 0029 [170], люб’язно наданий Центром Джона Інеса (Великобританія), що містив химерний ген α-tip eyfp, до складу якого входила послідовність гена мембранного білка протеїн-зберігаючих вакуоль (α-tonoplast intrinsic protein, α-tip), злитого із репортерним геном жовтого флуоресцентного білка EYFP (enhanced yellow fluorescent protein, eyfp) під контролем 35S промотора та nos-термінатора, а також селективний маркерний ген nptII неоміцинфосфотрансферази, який забезпечує стійкість до антибіотика канаміцину, під контролем 35S промотора та nos-термінатора. (Рис. 2.1).
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Рис. 2.1. Схема генетичної конструкції α-tip eyfp (А) та вектору           pGreen 0029 (Б)

Приготування компетентних клітин бактерії Escherichia сoli, їх трансформація та ізолювання плазмідної ДНК. Приготування компетентних клітин бактерії Escherichia coli штаму DH5α та їх генетичну трансформацію плазмідною ДНК pGreen 0029 проводили за методикою [171]. Плазмідну ДНК із трансформованої бактеріальної культури E. coli штаму DH5α ізолювали за методикою [172]. Культуру клітин бактерії E. coli штаму DH5α вирощували на живильному середовищі LB (пептон – 10 г/л; дріжджовий екстракт – 5 г/л; NaCl – 10 г/л; рН 7) [173]. Селекцію трансформованих бактеріальних клітин проводили на середовищі LB, що містило 100 мг/л канаміцину. Ізольовану плазмідну ДНК зберігали за температури -20 °С. Концентрацію плазмідної ДНК визначали спектрофотометрично за допомогою BioPhotometer plus (“Eppendorf”, Німеччина).

2.4. Функціоналізація ВНТ та отримання комплексів плазміди із ВНТ

Характеристика ВНТ та приготування розчинів для функціоналізації. У експериментах використовували комерційні ОШВНТ та БШВНТ, синтезовані методом хімічного парофазного осадження (Табл. 2.1). На основі дистильованої води подвійного очищення, отриманої за допомогою системи для очистки води Barnstead Easypure II (“Thermo Scientific”, США), у пластикових пробірках об’ємом 1,5 мл (“Eppendorf”, Німеччина) готували серію розчинів для функціоналізації, об’ємом по 1 мл, наступними речовинами: дволанцюгова плазмідна ДНК (0,5 мг/мл), ізольована з попередньо трансформованих компетентних клітин E. сoli штаму DH5α згідно методу [171] (ампліфікована в E. coli являла собою плазміду pGreen 0029 [170]); еквімолярна суміш 4-ох дезоксирибонуклеозидтрифосфатів (дНТФ), у вигляді натрієвих солей дезоксиаденозинтрифосфату, дезоксигуанозинтрифосфату, дезоксицитидинтрифосфату та тимідинтрифосфату із сумарною концентрацією 0,5 мг/мл; бичачий сироватковий альбумін (БСА) у концентрації 10 мг/мл, гумат натрію у концентрації 10 мг/мл; L-пролін у концентрації 10 мг/мл; пептон у концентрації 10 мг/мл, спермідин у концентрації 10 мг/л. Двозаміщену натрієву сіль аденозинтрифосфату (АТФ) у концентрації 10 мг/мл та екстракт скловидного тіла використовували у вигляді готових комерційних водних розчинів. Як контроль використовували бідистильовану воду.
Таблиця 2.1
Характеристики використаних ВНТ

	
	ОШВНТ
	БШВНТ

	Номер та виробник продукту
	ARS002 (“Arry”, Німеччина)
	698849 (“Aldrich”, США)

	Довжина, мкм
	5-20
	2,5–20 (10 – середня)

	Діаметр, нм
	1-2 – зовнішній
	6-13 – зовнішній

2-6 – внутрішній

	Чистота, мас. частка, %
	90
	99

	Площа поверхні, м2/г
	400
	220

	Кількість шарів у стінці
	1
	7-13


Процедура функціоналізації ВНТ. ВНТ додавали у серію функціоналізувальних розчинів у розрахунку 1 мг ВНТ на  1 мл кінцевого розчину та перемішували протягом 3 хв за допомогою центрифуги-вортекса Microspin FV-2400 (“BioSan”, Латвія), після чого обробляли ультразвуком з частотою 22 кГц за температури 25 ºC (UM-4, “Unitra” Unima Olsztyn, Польща, 40 Вт) протягом 120 хв. Результати функціоналізації оцінювали за ступенем виходу ВНТ у дисперговану фазу. Візуально це виявлялося у появі інтенсивного стійкого чорного забарвлення розчинів. При повній відсутності диспергування ВНТ утворювали компактні крупні агломерати розміром 1-3 мм, що осідали на дні пробірки або знаходилися на поверхні водної фази. Отримані зразки зберігали за температури 4 ˚C та використовували для подальших досліджень.

Приготування комплексів плазмідної ДНК pGreen 0029 із ВНТ. Для приготування трансформаційних комплексів плазмідну ДНК у концентрації 1 мг/мл додавали у колоїдний водний розчин функціоналізованих ВНТ у концентрації 1 мг/мл у об’ємному співвідношенні 5:1 для ОШВНТ  і 6,7:1 для БШВНТ, витримували протягом 5 хв за температури 80 °С на водяній бані ThermoStat plus (“Eppendorf”, Німеччина) та охолоджували суміш на льоду протягом 5 хв. Свіжу суміш готували щоразу безпосередньо перед використанням.

2.5. Трансформація протопластів N. tabacum за використання ВНТ

Ізолювання протопластів. Протопласти з мезофілу листків тютюну ізолювали у асептичних умовах за модифікованим методом ферментативного розщеплення клітинної стінки на основі описаних у [174-176]. Молоді листки з 2-го по 6-й на стеблі площею по 1,5-3 см2 загальною масою 3-4 г тютюну, нарізані тонкими смужками від центральної жилки, інкубували протягом 14 год у суміші ферментів, що містила 0,6 % целюлази Onozuka R-10, 0,3 % дріцелази, 0,5 M сахарози та 5 мM CaCl2, за температури 24 °С у темряві. Протопласти, що знаходились у ферментному розчині фільтрували через нейлоновий фільтр із діаметром пор 0,2 мм. Фільтрат збирали у стерильну пробірку і по стінці нашаровували зверху 2 мл розчину W5 (154 мM NaCl; 5 мM KCl; 125 мM CaCl2; 5 мM глюкози; pH 5,7) таким чином, щоб нижній і верхній розчини не змішувалися. Центрифугували при 1000 об/хв протягом 30 сек (ЦЛУ-1 “Орбита”, “Ветінструмент”, Україна) і відбирали прошарок живих протопластів, що по градієнту розташовувалися на межі двох розчинів. Ресуспендували протопласти у 8 мл розчину W5, центрифугували протягом 30 сек при 1000 об/хв. Після чого відбирали надосадову рідину та ресуспендували протопласти у середовищі 8р [177].

Вихід протопластів у результаті процедури ізолювання розраховували безпосередньо після ізолювання як співвідношення кількості непошкоджених протопластів на 1 г використаної для ферментації листкової тканини. Рівень виживання протопластів визначали підраховуючи кількість морфологічно нормальних протопластів та ушкоджених. До критеріїв морфологічно нормальних протопластів відносили: рівний контур, сферична форма, відсутність видимих розривів мембрани, відсутність «зморщування».

Визначення пошкоджувальної дії функціоналізованих ВНТ на протопласти. До ряду аліквот суспензії щойно виділених протопластів об’ємом 1 мл, що містили по 1×106 протопластів, ресуспендованих у живильному середовищі 8р у пластикових чашках Петрі (d = 35 мм), додавали колоїдний розчин функціоналізованих ВНТ з розрахунку досягнення кінцевої концентрації ВНТ 1, 15, 30, 45, 60 та 75 мкг/мл. Суспензію у чашках перемішували, обертаючи їх у горизонтальній площині. Після цього протопласти витримували протягом доби за температури 24 °С на розсіяному світлі. Як контроль використовували протопласти, що культивували у живильному середовищі 8р.

Трансформація протопластів за використання ВНТ. Для приготування трансформаційних комплексів 1 мг/мл плазміди додавали у колоїдний розчин функціоналізованих ВНТ у концентрації 1 мг/мл у співвідношенні для ОШВНТ 5:1 (100 мкл ДНК на 20 мкл ВНТ для трансформації протопластів у суспензії об’ємом 1 мл) і БШВНТ 6,7:1 (100 мкл ДНК на 15 мкл ВНТ для трансформації протопластів у суспензії об’ємом 1 мл). Для трансформації додавали суміш функціоналізованих ВНТ з плазмідою рGreen 0029 до ряду аліквот суспензії щойно ізольованих протопластів у живильному середовищі 8р об’ємом по 1 мл що містили приблизно 1×106 протопластів, з розрахунку кінцевої концентрації ОШВНТ та БШВНТ у суспензії 20 мкг/мл та 15 мкг/мл, відповідно. При цьому у якості контролю трансформації до контрольного зразку протопластів додавали еквівалентну кількість ДНК у еквівалентному об’ємі стерильної дистильованої води. Через 24 год культивування на розсіяному світлі за температури 24 ºC оцінювали транзієнтну експресію.

2.6. Трансформація калюсу тютюну за використання ВНТ

Індукція калюсогенезу із листкових експлантів та регенерація пагонів із калюсу. При підборі середовищ для калюсогенезу було досліджено 8 модифікацій складу середовища на основі МС, що відрізнялися вмістом сахарози, вітамінів та фітогормонів. У результаті, для індукції калюсогенезу ізольовані листкові експланти культивували на живильному середовищі підібраного складу, з робочою назвою МС5:М1, що містило макро- та мікросолі  МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, 1 мг/л D-пантотенової кислоти (вітамін В5), 2 мг/л БАП та 2 мг/л НОК (рН 5,8). Культивування експлантів проводили при 16-годинному фотоперіоді за температури 24 °С протягом 2-ох тижнів, після чого використовували калюс для подальших досліджень. Для регенерації пагонів експланти калюсу культивували середовищі МС5:М1 за аналогічних умов.

Визначення ефективної селективної концентрації канаміцину. Ізольований калюс переносили на свіже живильне середовище МС5:М1, що містило антибіотик канаміцин у концентраціях 25, 50, 75, 100 і 125 мг/л. Як контроль використовували калюс, що культивували на живильному середовищі без канаміцину. Результати дії різних концентрацій канаміцину на регенерацію калюсу оцінювали через 4 тижні. Частоту регенерації пагонів розраховували як частку експлантів, що формували пагони від загальної кількості експлантів для кожної концентрації канаміцину у середовищі.

Трансформація калюсу за використання ВНТ. Для трансформації калюсу N. tabacum було використано наступні концентрації ВНТ: 40 мкг/мл ОШВНТ і 30 мкг/мл БШВНТ. Трансформаційні комплекси готували за описаною процедурою з наступними кількісними співвідношеннями. 40 мкл розчину  функціоналізованих за використання БСА ОШВНТ або 30 мкл розчину  функціоналізованих за використання БСА БШВНТ змішували із 100 мкл плазмідної ДНК (у концентрації 1 мкг/мкл). Проводили процедуру зв’язування ДНК із ВНТ, описану вище. Після цього доводили об’єм трансформаційної суміші до 1 мл стерильною дистильованою водою. Трансформаційну суміш готували щоразу безпосередньо перед використанням. Як контроль використовували трансформаційну суміш без ВНТ.

Використовували калюс, що утворювався через 2 тижні на листкових експлантах на середовищі МС5:М1. Калюсну тканину розділяли на експланти розміром близько 5-8 мм. Далі їх поміщали у стерильну 50 мл пластикову пробірку (близько 100 експлантів) та додавали 5 мл рідкого живильного середовища МС. Закривали пробірку пластиковою кришкою та 2-3 хв інкубували експланти з живильним середовищем злегка перемішуючи. Після цього живильне середовище зливали. До експлантів додавали 2 мл трансформаційної суміші, яка містила комплекси плазміди pGreen 0029 із ВНТ. Стерильною скляною паличкою ретельно перемішували експланти у пробірці протягом 2-3 хв, злегка притискаючи їх. Протягом 3-ох діб експланти культивували на твердому живильному середовищі МС5:М1 на розсіяному світлі при 16 годинному фотоперіоді за температури 24 °С. Після цього їх переносили на ідентичне за складом середовище, доповнене канаміцином у концентрації 50 мг/л, та продовжували культивування за згаданих умов при нормальному освітленні. Пересадку на свіже селективне середовище проводили кожні 3 тижні.

2.7. Трансформація листкових дисків тютюну за використання ВНТ

Оцінка регенераційного потенціалу листкових дисків та дослідження впливу віку експлантів на якість регенерації. Експланти листя асептичних рослин тютюну, з 2-го по 6-й на стеблі, поміщали на живильне середовище для регенерації пагонів, що містило макро- та мікросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, а також 0,1 мг/л НОК і 1 мг/л БАП для індукції регенерації пагонів. Перенесення листкових експлантів на свіже середовище проводили кожні 3 тижні. Через 6 тижнів оцінювали частоту регенерації пагонів, характер регенерації та визначали середню кількість пагонів на експлант.

Визначення селективної концентрації канаміцину для листкових дисків. Підбір селективної концентрації канаміцину здійснювали за його впливом на регенерацію пагонів з експлантів на середовищі МС для індукції пагонів, що містило канаміцин у  концентраціях 25, 50, 75, 100 і 125 мг/л. Як контроль використовували експланти, що культивували на середовищі без канаміцину. Кожні 3 тижні експланти переносили на свіже живильне середовище. Результати впливу канаміцину на листкові експланти тютюну оцінювали через 5 тижнів.

Трансформація листкових дисків. Для трансформації цього типу експлантів було використано наступні концентрації ВНТ: 40 мкг/мл ОШВНТ і 30 мкг/мл БШВНТ. Трансформаційні комплекси готували так, як описано у підпункті «Трансформація калюсу за використання ВНТ». Для генетичної трансформації листкові сегменти шириною 5-7 мм протягом 48 год культивували на твердому живильному середовищі МС для регенерації пагонів. Далі їх (близько 100 експлантів) поміщали у стерильну 50 мл пластикову пробірку, додавали 5 мл рідкого живильного середовища МС для регенерації пагонів. Закривали пробірку та 1-2 хв м’яко перемішували вміст пробірки, перевертаючи її. Після цього, надлишок рідини зливали. У пробірку з листковими експлантами додавали 2 мл свіжоприготовленої суміші, що містила комплекси плазмідної ДНК з ВНТ, і перемішували стерильною скляною паличкою близько 2 хв. Потім експланти поміщали на тверде живильне середовище МС для регенерації пагонів. Через 3 доби культивування за температури 24 °С при 16-годинному світлоперіоді експланти переносили на ідентичне за складом свіже середовище МС, що містило селективний агент канаміцин у концентрації 50 мг/л та продовжували культивувати за аналогічних умов. Пасаж експлантів проводили кожні 3 тижні. У дослідженні впливу пре-культивування листкових експлантів на ефективність генетичної трансформації частину експлантів не пре-культивували, а трансформували безпосередньо після ізолювання. 

2.8. Аналіз отриманих результатів

2.8.1 Характеристика водних колоїдних систем функціоналізованих біомолекулами ВНТ

Трансмісійна електронна мікроскопія. Дослідження зразків функціоналізованих ВНТ за допомогою трансмісійної електронної мікроскопії (ТЕМ) проводилось на мікроскопі JEM-200А (“JEOL”, Японія) у режимі білого поля за прискорювальної напруги 200 кВ. Зразок препарували на основу з мідної сітки з діаметром отворів 100 мкм, вкритої вуглецевою плівкою товщиною 5 нм методом “ультразвукового туману” [178]. Трансмісійно-мікроскопічне дослідження, а також інтерпретація його результатів  була проведене за люб’язної участі н.с. В.О. Глазунової та доктора фіз.-мат. наук, с.н.с. Т.Є. Константинової на базі Донецького фізико-технічний інститут ім. О. О. Галкіна НАН України (Київ).

Атомно-силова мікроскопія. Вивчення за допомогою атомно-силової мікроскопії (АСМ) проводили на приладі AFM NanoScope IIIa (“Digital Instruments”, США) у контактному режимі. Плівки зразку товщиною 50-100 нм на кремнієвих підкладках отримували методом центрифугування (spin-coating) шляхом послідовного нанесення 3-5 шарів. Атомно-силова мікроскопія та аналіз її результатів були проведені за люб’язної участі канд. фіз.-мат. наук, с.н.с. О.Ф. Коломиса та канд. фіз.-мат. наук, с.н.с. П.С. Смертенко на базі Інституту фізики напівпровідників імені В.Є. Лашкарьова НАН України (Київ).

Спектроскопія ультрафіолетового, видимого та ближнього інфрачервоного діапазону. Спектрофотометричний аналіз спектрів поглинання зразків функціоналізованих ВНТ у діапазоні довжин хвиль 190-1100 нм здійснювали на приладі SPECORD 210 (“Analytik Jena AG”, Німеччина) за використання програмного забезпечення WinASPECT 2.3.1.0 (“Analytik Jena AG” 1998-2000, Німеччина). Як контроль використовували бідистильовану воду. Для вимірювання оптичної густини колоїдних розчинів функціоналізованих біомолекулами ВНТ готували серію розведень колоїдного розчину та розчину відповідної функціоналізувальної сполуки.

Раманівська спектроскопія. Спектри мікрокомбінаційного розсіювання світла (мікро-КРС, Раманівські спектри) були отримані за кімнатної температури за допомогою спектрометра T64000 (“Horiba Jobin Yvon”, Японія), оснащеного конфокальним мікроскопом BX-41 (“Olympus”, Японія) (довгофокусний 50-кратний об'єктив, апертура 0,60) і реєструвалися охолоджуваним 1024x256 ССD-детектором (“Andor”, Ірландія). Збудження мікро-КРС здійснювалося випромінюванням безперервного Ar-Kr лазера (“Spectra-Physics”, Німеччина) моделі 2018-RM з енергією збуджуючого випромінювання Езбуд=2,54 еВ (488,0 нм). Точність визначення частоти фононних ліній становила ≤0,2см-1. Раманівська спектроскопія та аналіз її результатів були проведені за люб’язної участі канд. фіз.-мат. наук, с.н.с. О.Ф. Коломиса та канд. фіз.-мат. наук, с.н.с. П.С. Смертенко на базі Інституту фізики напівпровідників імені В.Є. Лашкарьова НАН України (Київ).

2.8.2. Оцінка активності цільової ДНК у складі комплексів із ВНТ
Компетентні клітини E. coli штаму DH5α трансформували за стандартним протоколом [171] з використанням: (а) плазміди pGreen 0029; (б) комплексів плазміди рGreen 0029 з функціоналізованими ВНТ. У якості контролю використовували чисті компетентні клітини E. coli штаму DH5α. Селекцію матеріалу проводили на агаризованому живильному середовищі ЛБ, що містило 100 мг/л канаміцину, протягом 24 год у термостаті ТСО-1/80 СПУ (“Смоленск СКТБ СПУ”, Росія) за температури 37 ˚С. Після чого підраховували кількість колоній-нащадків трансформованих бактеріальних клітин на чашках Петрі.

2.8.3. Оцінка частоти трансформації за використання ВНТ
Протопласти. Спостереження протопластів тютюну проводили за допомогою люмінесцентного мікроскопу Axioskop 40 (“Carl Zeiss”, Німеччина) із вбудованим фотоапаратом. Комп’ютерну обробку мікрофотографій проводили за використання програмного забезпечення AxioVision LE 4.8.2.0 (“Carl Zeiss MicroImaging GmbH”, Німеччина, 2010). Для детекції флуоресцентного сигналу білка YFP використовували збудження світлом з довжиною хвилі ~450-490 нм та фільтр для детекції емісії у діапазоні 500-550 нм. Результати трансформації протопластів оцінювали через 24 год культивування у рідкому живильному середовищі 8р на розсіяному світлі за температури 24 ºC. Частоту транзієнтної трансформації протопластів визначали як частку протопластів, що демонстрували транзієнтну експресію вбудованого гена від загальної кількості протопластів в досліді. Підрахунок протопластів здійснювали за допомогою камери Горяєва.

Калюс та листкові диски. При оцінці частоти трансформації підраховували загальну кількість використаних у процедурі експлантів та визначали кількість експлантів, на яких було отримано регенеровані пагони у процесі селекції. Регенеранти переносили для укорінення на безгормональне селективне середовище, що місило мікро- та макросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару і 50 мг/л канаміцину. Через 4 тижні після перенесення на середовище для укорінення проводили підрахунок кількості регенерантів, що укоренилися. При оцінці результатів укорінення, частоти трансформації вираховували як кількість експлантів, що дали принаймні один укорінений регенерант до загальної кількості використаних експлантів у експерименті. 

2.9. Статистична обробка даних
Усі експерименти проводили у п’яти повторностях. Статистичну обробку даних проводили шляхом розрахунку довірчих інтервалів і відносної похибки для нормального розподілу з використанням критерію Ст’юдента для 5 %-го рівня значущості за методикою, описаною у [179]. Статистичну перевірку достовірності відмінностей між середніми значеннями проводили за використання t-теста Ст’юдента для рівня значущості 5 %. Побудову графіків та діаграм проводили за використання програми Microsoft Excel.

РОЗДІЛ 3

ФУНКЦІОНАЛІЗАЦІЯ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК ТА ОТРИМАННЯ КОМПЛЕКСІВ НАНОТРУБОК З ЦІЛЬОВИМИ ДНК
Важливим аспектом для реалізації потенціалу застосування ВНТ у біотехнології рослин є розробка технологічно-адаптованих та екологічно-безпечних методів функціоналізації ВНТ, що дозволяють генерувати гідрофільний біологічно-сумісний продукт. Методи функціоналізації ВНТ хімічними сполуками за основоположним принципом можна класифікувати наступним чином: (1) ковалентне приєднання хімічних груп шляхом проведення реакцій на кон’югованому скелеті ВНТ та (2) нековалентне супрамолекулярне обгортання і абсорбція функціональних молекул на поверхні нанотрубок [Balavoine et al. 1999, Ramos-Perez et al. 2013]. Ковалентна функціоналізація ВНТ дуже широко застосовується, проте вона часто спряжена із виникненням численних розривів суцільної π-мережі ВНТ і суттєвою зміною або навіть втратою їх характерних механічних, оптичних та електронних властивостей. На відміну від цього, нековалентна модифікація дозволяє зберегти згадані властивості ВНТ [Sanchez-Pomales et al. 2010], що надає їй значну превагу перед ковалентною модифікацією у ряді застосувань. Окрім того, як вже згадувалося, ковалентна модифікація поверхні ВНТ здебільшого є технологічно складною, енергетично затратною, потребує наявності специфічного устаткування та використання токсичних хімічних реагентів. Альтернативою для підходів рослинної біотехнології є використання нековалентної функціоналізації ВНТ, заснованої на природній здатності ряду сполук вступати у взаємодію із ВНТ [132]. Для розробки методу доставки ДНК у рослинні клітини за допомогою ВНТ нами було проведено підбір способів нековалентної функціоналізації ВНТ з метою диспергування їх у воді. Також було охарактеризовано властивості утворених кон’югатів на основі ВНТ, розроблено метод зв’язування ВНТ із цільовою плазмідною ДНК та показано збереження функціональної активності цільових ДНК у комплексі із ВНТ.

3.1. Порівняння результатів застосування різних сполук для нековалентної функціоналізації ВНТ

Загалом ВНТ погано диспергуються у більшості розчинників. Сильні вандерваальсові взаємодії між окремими ВНТ призводять до агрегації останніх у рідкому середовищі [25]. Процес функціоналізації полягає у зміні поверхневих властивостей нанотрубок шляхом приєднання певних хімічних груп чи молекул. Ці агенти маскують властивості гідрофобних стінок ВНТ і замінюють їх на характерні для приєднаних молекул. Реактивність ВНТ пов’язана з неспівпадінням π-орбіталей суміжних атомів карбону внаслідок деформації, індукованої просторовим викривленням [138]. Нековалентна функціоналізація передбачає використання взаємодій між гідрофобними доменами амфіфільних молекул та поверхнею ВНТ. При цьому відбувається супрамолекулярна адсорбція чи обгортання різних функціональних молекул навколо ВНТ. Функціоналізація надає ВНТ здатності взаємодіяти з цільовими сполуками, а також диспергуватися у різних середовищах з утворенням колоїдних розчинів. При цьому доцільно вживати саме термін “колоїдний”, оскільки він характеризує дисперговані у рідкій фазі частинки, хоча б один з вимірів яких коливається в межах від кількох до 1000 нм. Тоді як в істинних розчинах дисперговані молекули або іони утворюють комплекси розміром до кількох нм. Здатність ВНТ утворювати колоїди зумовлює також наявність такого параметру водних систем ВНТ, як стабільність. Оскільки частинки у колоїдних розчинах схильні поступово агрегувати та осідати [180].

Мета застосування ВНТ у проведеному дослідженні вимагала адаптування їх властивостей для перенесення екзогенного генетичного матеріалу у рослинні клітини. Ключовими аспектами при цьому було (а) отримання водних колоїдних систем ВНТ з використанням біологічно-сумісної та технологічно виправданої методології; (б) вкорочення ВНТ з огляду на відому кращу здатність коротких ВНТ проникати у живі клітини, порівняно із довгими ВНТ, які мають тенденцію формувати агрегати назовні клітинної стінки та мембрани [144]. При цьому мали реалізуватися критерії зниження потенційної токсичності та підвищення біологічної сумісності ВНТ, а також – доцільності та ефективності використаної методики.

У проведеному дослідженні нековалентну функціоналізацію ВНТ проводили з використанням ряду сполук біологічного походження різної хімічної будови, обраних у відповідності до двох наступних критеріїв: 1) припустима, з огляду на хімічну структуру, здатність вступати у взаємодії з поверхнею ВНТ та опосередковувати їх диспергування у воді; 2) нетоксичність, неспецифічність, доступність. Нами було досліджено ефективність використання опосередкованої ультразвуковою обробкою нековалентної функціоналізації ОШВНТ та БШВНТ у водному середовищі за допомогою дволанцюгових ДНК, дезоксирибонуклеозидтрифосфатів (дНТФ), двозаміщеної натрієвої аденозинтрифоcфорної кислоти (АТФ), бичачого сироваткового альбуміну (БСА), комерційного екстракту скловидного тіла (ЕСТ), отриманого з очей свійських тварин, L-проліну, пептону, спермідину та гумату натрію.

У результаті було показано стабільне диспергування ОШВНТ та БШВНТ у водному середовищі за рахунок опосередкованої ультразвуковою обробкою нековалентної функціоналізації за умов використання дволанцюгової плазмідної ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, компонентів ЕСТ та гумату натрію (Рис. 3.1: б-е). У чистій воді та зразках, що містили протеїногенну гетероциклічну амінокислоту L-пролін, продукт неповного ферментативного гідролізу білків різного походження, що являє собою суміш пептидів та амінокислот – пептон та біогенний поліамін спермідин, диспергування ВНТ за використаних умов не спостерігали (Рис. 3.1: а, є-з). Колоїдні водні системи функціоналізованих ВНТ зберігали стабільність за температури 4 °С протягом різних проміжків часу – від 3-ох до 10-ти місяців, залежно від типу функціоналізувального агента (Табл. 3.1). Вперше показано можливість використання екстракту скловидного тіла та гумату натрію для неспецифічного диспергування ВНТ у водних середовищах.
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Рис. 3.1. Функціоналізація ОШВНТ (зверху) та БШВНТ (знизу) біомолекулами: 1 – К (Н2О); 2 –ДНК; 3 – дНТФ; 4 – АТФ; 5 – БСА; 6 – екстракт скловидного тіла; 7 – гумат натрію; 8 – L-пролін; 9 – пептон; 10– спермідин
Показане формування стабільних водних систем гідрофільних кон’югатів ВНТ із біомолекулами розглядається як результат прояву гідрофобно-гідрофільних властивостей використаних функціоналізувальних сполук. Як відомо, гідрофобні домени біомолекул здатні вступати у π-π-стекінг та вандерваальсові взаємодії із поверхнею ВНТ [11, 31, 52]. У свою чергу, дистальне орієнтування гідрофільних доменів, адсорбованих до поверхні ВНТ біомолекул, опосередковує диспергування утворених кон’югатів на основі ВНТ у воді. Організуюча роль у вказаних взаємодіях належить ініціювальному механічному впливу ультразвукової обробки та координуючому ефекту водного оточення. Так, механізм дії ультразвуку у даному випадку полягає у подоланні вандерваальсових взаємодій між гідрофобними поверхнями ВНТ та дезагрегації останніх у водному середовищі [181], а також у зміні конформації функціоналізувальних молекул, сприятливій для взаємодії їх гідрофобних сайтів з поверхнею ВНТ [182]. Цей процес пов’язаний із кавітацією рідкої фази під час ультразвукової обробки, при якій має місце формування, ріст та зникнення порожнин у середовищі [181].

Таблиця 3.1
Стабільність функціоналізованих ВНТ у часі, місяців

	Тип нанотрубок
	Тип функціоналізувального покриття

	
	ДНК
	дНТФ
	АТФ
	БСА
	Екстракт скловидного тіла
	Гумат натрію

	ОШВНТ
	6
	6
	6
	10
	6
	3

	БШВНТ
	6
	6
	6
	10
	6
	3


При утворенні комплексів ДНК, дНТФ, АТФ з ВНТ, імовірно, азотисті основи вступають у π–π-стекінг взаємодію з поверхнею ВНТ, а гідрофільні цукро-фосфатні групи спрямовуються у бік дисперсного водного середовища. Варто зазначити, що використання окремих дНТФ для функціоналізації є актуальним для досягнення специфічності функціоналізувального покриття [184]. Окрім того, штучно синтезовані послідовності нуклеїнових кислот, одноланцюгові ДНК, а також окремі дНТФ використовуються у ряді технологічних підходів для розділення різних типів ВНТ [32, 184, 185]. Водночас, для процедур рутинної біофункціоналізації з метою водного диспергування ВНТ використання нативних дволанцюгових ДНК дозволяє істотно зменшити вартість та спростити технологію функціоналізації [44, 186]. Порівняно з одноланцюговими молекулами ДНК, для яких показано здатність диспергувати ВНТ у воді, використання дволанцюгових молекул у ряді підходів є більш економічно вигідним та методично простішим. Використана у проведених експериментах методика функціоналізації ВНТ за допомогою ДНК концептуально наближена до методики, описаної японськими дослідниками в експериментах з ОШВНТ [187].

Взаємодія ВНТ з водорозчинними білками, гідрофобні домени яких перебувають у згорнутому стані, та подальше утворення здатних диспергуватися у водному середовищі кон’югатів пов’язується з конформаційними змінами, що реалізуються як розгортання та згортання молекул білка під дією ультразвукової обробки [45]. Як відомо, гідрофобність білків значною мірою визначається їх амінокислотним складом та послідовністю амінокислот у поліпептидному ланцюзі [188]. Тому у різних роботах показано ефективність одних і непридатність інших білків для нековалентної функціоналізації ВНТ та диспергування їх у водному середовищі [25, 188]. Є дані про те, що присутність у складі білкової молекули таких амінокислот, як гістидин, що містить гетероцикл, і триптофан, який містить ароматичне кільце та гетероцикл, значною мірою впливає на здатність білків опосередковувати диспергування ВНТ у воді [189]. Окрім того, можна припустити важливу роль у цьому процесі таких ароматичних амінокислот, як фенілаланін та тирозин.

Більше 10 % із 583 амінокислотних залишків молекули глобулярного білка БСА складають гістидин, триптофан, фенілаланін та тирозин [190, 191], а близько 40 % амінокислотних залишків його мають неполярні радикали. Це, очевидно, у сукупності зі сприятливою зміною конформації молекули білка під дією ультразвукової обробки, спричиняє високу стабільність водних дисперсних систем нековалентно функціоналізованих за допомогою БСА ВНТ.

Основними складовими водного екстракту скловидного тіла, що, опосередковують диспергування ВНТ у воді можуть виступати фібрилярний білок колаген, протеоглікани та гіалуронова кислота. Так, при зв’язуванні гідрофобних ділянок білкової частини молекули протеоглікану з поверхнею ВНТ гідрофільні вуглеводневі частини можуть “заякорювати” утворені кон’югати у водному середовищі. При цьому гіалуронова кислота – високогідрофільний глікозаміноглікан [192] – здатна виконувати додаткову стабілізуючу роль. Характерним для колагену є високий вміст залишків амінокислот L-проліну, 3-гідроксипроліну та 4-гідроксипроліну [193].

Водночас, використання чистого L-проліну не було ефективним для функціоналізації ВНТ з метою їх водного диспергування. З огляду на це, можна припустити, що диспергування ВНТ у водному середовищі компонентами екстракту скловидного тіла є результатом комплексної дії групи сполук білкової та вуглеводної природи. До складу молекул гумінових кислот входять численні ароматичні ядра, карбоксильні та карбонільні групи, спиртові та фенольні гідроксили [194], що очевидно, обумовило показану здатність гумату взаємодіяти із ВНТ і диспергувати останні у водному середовищі. Водні системи кон’югатів ВНТ та гумату натрію демонстрували найменшу стабільність у часі. Водночас, гумінові кислоти та їх солі є поширеними у навколишньому середовищі органічними сполуками. У зв’язку з цим, отриманий результат показує можливість спонтанної модифікації ВНТ при вивільненні їх у навколишнє середовище.

Варто відзначити, що, у зв’язку зі зростанням кількості інтегрованих міждисциплінарних досліджень, присутні численні повідомлення про отримання кон’югатів ВНТ з білками, вуглеводами, нуклеїновими кислотами та іншими молекулами біологічного походження для застосування у фізиці, електроніці, матеріалознавстві, біології та медицині [195-197]. Проте здебільшого основою для такого приєднання біомолекул виступають ВНТ, попередньо ковалентно модифіковані за допомогою класичних фізичних та хімічних методів [198]. При цьому привнесені хімічні групи на поверхні ВНТ вступають у хімічні реакції з цільовими біологічними молекулами та опосередковують формування відповідних кон’югатів. Іноді, після генерування хімічних груп на вуглецевому скелеті ВНТ, застосовують приєднання проміжних сполук, на зразок поліелектроліту полідіалілдиметиламонію хлориду, таких полімерів, як поліаліламін, поліетиленімін, поліетиленгліколь та їх сумішей, котрі, у свою чергу, вступають у взаємодію із цільовими біологічними молекулами [55, 199].

Водночас, у зв’язку з необхідністю розробки екологічних та технологічно-адаптованих методів водного диспергування ВНТ для використання у підходах біотехнології, актуальним залишається дослідження можливості використання біологічних молекул як засобу першої лінії у функціоналізації ВНТ, за рахунок використання їх здатності нековалентно взаємодіяти з поверхнею нанотрубок. Окрім того, вивчення нековалентних взаємодій ВНТ з молекулами біологічного походження створює підґрунтя для прогнозування їх поведінки у живих організмах та навколишньому середовищі.

3.2. Дослідження властивостей функціоналізованих ВНТ

Трансмісійна електронна та атомно-силова мікроскопія зразків ВНТ, функціоналізованих дволанцюговою ДНК. Дослідження водних дисперсних систем кон’югатів ВНТ із біомолекулами за допомогою ТЕМ дозволило встановити присутність протяжного функціоналізувального покриття на поверхні просторово розділених нанотрубок (Рис. 3.2). Це засвідчує високу афінність використаних функціоналізувальних молекул до поверхні ВНТ, поєднану із здатністю їх виступати у ролі проміжної гідрофобно-гідрофільної фази під час диспергування ВНТ у водному середовищі. Результати ТЕМ також підтвердили, що ультразвукова обробка призводить до вкорочення 80 % оброблених ВНТ до довжин менше 1 мкм.
[image: image3.jpg]



Рис. 3.2. Зображення БШВНТ, отримані за допомогою трансмісійно-електронної мікроскопії: А – нанотрубки, функціоналізовані молекулами дволанцюгової ДНК (стрілкою вказано нанотрубки, вкриті біологічною речовиною); Б – нефункціоналізовані ВНТ після ультразвукової обробки. Масштабна позначка – 300 нм
Останнє розглядається як засіб підвищення ефективності проникнення ВНТ у клітини та субклітинні структури в розробці методів цільової доставки молекул інтересу наноносіями на основі ВНТ [60, 62, 118, 200]. Результати дослідження зразків функціоналізованих ВНТ за допомогою АСМ (у контактному режимі) показали зростання їх діаметру, обумовлене адсорбцією функціоналізувальних молекул на поверхні нанотрубок (Рис. 3.3).
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Рис. 3.3. Результати атомно-силової мікроскопії зразків БШВНТ, функціоналізованих за допомогою ДНК: а – тримірне зображення, ціна поділки по осі х – 1000 нм, по осі z – 200 нм; б – двомірне зображення із лінією топографічного перерізу у перпендикулярній площині; в – двомірний топографічний переріз, одиниці вимірювання по осі х – нм, по осі у – мкм. Трикутник вказує на нанотрубку
Зокрема, наведений на рис. 3.3 топографічний профіль показує, що діаметр функціоналізованої БШВНТ складає близько 30 нм, тоді як максимальний номінальний діаметр використаних у дослідженні чистих БШВНТ – 13 нм (Табл. 2.1). Таке збільшення діаметру є наслідком адсорбції функціоналізувального покриття на поверхні ВНТ.

Спектроскопія ультрафіолетового, видимого та ближнього інфрачервоного діапазону зразків функціоналізованих ВНТ. Результати аналізу спектрів поглинання водних дисперсних систем комплексів ВНТ з функціоналізувальним молекулами (діапазон довжин хвиль 190-1100 нм) показали формування стабільних полідисперсних колоїдних систем, що підкорялися закону Бугера-Ламберта-Бера. Оптичне поглинання розведених розчинів мало лінійну залежність від ступеня розведення зразків. Було зафіксовано нерівномірне зростання оптичної густини усіх зразків функціоналізованих ВНТ, порівняно із розчинами відповідних функціоналізувальних агентів у однакових концентраціях.

У зоні 190-210 нм для всіх зразків фіксували дуже інтенсивне поглинання, зумовлене тим, що для біологічних молекул загалом характерним є інтенсивне поглинання у дальній ультрафіолетовій області спектру (300-200 нм) завдяки ряду специфічних хромофорів, як подвійні та потрійні зв’язки між атомами карбону, бензольні кільця, аміногрупи тощо [201-203]. Зокрема, поглинання пептидного зв’язку у білках — СО — NН — знаходиться у зоні довжин хвиль 185 – 240 нм, у цій зоні та у більш короткохвильовій частині розміщені смуги поглинання аліфатичних бокових ланцюгів амінокислотних залишків. Ароматичні залишки амінокислот триптофану, фенілаланіну та тирозину мають смуги поглинання у ділянці 280 нм, азотисті основи ДНК – у ділянці 260 нм [204].

Посилення поглинання зразків функціоналізованих ВНТ відбувалось зі збереженням загальної форми спектру, характерного для розчину чистої функціоналізувальної сполуки. Так, спектр поглинання використаної для функціоналізації дволанцюгової ДНК мав характерний пік при довжині хвилі 260 нм.

Для зразків БШВНТ, функціоналізованих дволанцюговою ДНК, за однакової концентрації ДНК, змінилася форма спектру, за рахунок нерівномірного приросту оптичної густини системи для різних довжин хвиль. Зокрема, для колоїдного розчину БШВНТ, функціоналізованих дволанцюговою ДНК, поглинання у зоні довжин хвиль близько 190 нм зросло майже вдвічі (від 0, 48 відн. од. до 1 відн. од.), тоді як у зоні довжин хвиль близько 260 нм поглинання збільшилося майже у 5 разів (від 0,2 відн. од. до 1 відн. од.) (Рис. 3.4).
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Рис. 3.4. Приріст інтенсивності поглинання колоїдного розчину БШВНТ функціоналізованих ДНК відносно інтенсивності поглинання чистої ДНК у діапазоні 190-1100 нм.  [С] ДНК = 10 мкг/мл, [С] ВНТ = 20 мкг/мл. По осі х: [А] – оптична густина, відн. од.; по осі у: λ – довжина хвилі, нм
Відомо, що поглинання у зоні довжин хвиль 260 нм зумовлено азотистими основами, а інтенсивність поглинання при однаковій концентрації має обернену залежність від ступеня впорядкованості структури (зростає у ряді: дволанцюгова ДНК – одноланцюгова ДНК – вільні нуклеотиди) [202]. Окрім того, один із піків поглинання ВНТ знаходиться у зоні довжин хвиль 260 нм [205].

Таким чином, зафіксоване стрімке зростання поглинання комплексів ДНК-ВНТ у зоні довжин хвиль 260 нм, очевидно зумовлене зниженням впорядкованості структури молекул ДНК у результаті процесу функціоналізації та взаємодії з поверхнею ВНТ, з одного боку, та накладанням власного поглинання ВНТ. Відбувається розгортання подвійного ланцюга, виникають одно- та дволанцюгові розриви ДНК. При цьому, оскільки в даному випадку ДНК виступає механічною фазою-посередником для диспергування гідрофобних ВНТ у водних середовищах, описані зміни є сприятливими як такі, що сприяють міцності та стабільності нековалентного функціоналізувального покриття.

Варто відмітити, що для зразків ВНТ, функціоналізованих АТФ та сумішшю дНТФ, приріст оптичної густини відбувався більш рівномірно в усьому дослідженому діапазоні довжин хвиль, що очевидно зумовлено відсутність ефекту зниження впорядкованості структури, який мав місце у випадку із дволанцюговою ДНК.

У випадку функціоналізації ВНТ за використання БСА (Рис. 3.5), гумату натрію та компонентів екстракту скловидного тіла непропорційна зміна інтенсивності поглинання очевидно також пов’язана зі зміною просторової конформації задіяних молекул, в результаті якої експонуються на поверхні або виявляються «захованими» окремі хромофорні групи. Окрім того, загалом для впорядкованої альфа-спіральної структури білків характерне зниження оптичної густини, порівняно із менш впорядкованою структурою «клубка», яка може виникати в результаті порушення нативної структури білка під дією зовнішніх факторів [202].
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Рис. 3.5. Приріст інтенсивності поглинання колоїдного розчину ОШВНТ, функціоналізованих за використання БСА, відносно інтенсивності поглинання розчину БСА у діапазоні 190-1100 нм. [С] ДНК = 10 мкг/мл, [С] ВНТ = 20 мкг/мл. По осі х: К – кратність приросту, разів; по осі у: λ – довжина хвилі, нм

Вторинну структуру білка БСА на 50-70 % складають альфа-спіралі, а в колагені – основному компоненті екстракту скловидного тіла – уся структура побудована на з альфа-спіралей [206]. При функціоналізації, можна припустити зміни їх нативної структури із супутнім зменшенням впорядкованості. У результаті чого відбувається також зростання оптичної густини розчину комплексів білків із ВНТ.

Для спектрів ВНТ функціоналізованих за використання екстракту скловидного тіла (Рис. 3.6) та гумату натрію було зафіксовано істотне зниження поглинання у діапазоні 190-210 нм, порівняно із вихідною речовиною, поряд із зростанням поглинання у решті дослідженого спектру. Дане явище може бути спричинене сильною адсорбцією окремої фракції мінорних сполук з розчину на поверхні ВНТ, оскільки у обох випадках препарати, використані для функціоналізації, є мультикомпонентними.
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Рис. 3.6. Різниця інтенсивності поглинання водного колоїдного розчину ОШВНТ, функціоналізованих за використання екстракту скловидного тіла,  та розчину екстракту скловидного тіла у діапазоні 190-700 нм. По осі х: [А] – оптична густина, відн. од.; по осі у: λ – довжина хвилі, нм

Так екстракт скловидного тіла містить, окрім колагену, інші поліпептиди, вуглеводні компоненти тощо, а гумату натрію – набір органічних кислот та їх солей, ряд біогенних речовин. Таким чином, можна припустити, що ВНТ у вказаних випадках адсорбують на себе мінорні біогенні компоненти, внесок хромофорів яких знижується у загальний спектр.

Загалом, оптична густина систем комплексів на основі ОШВНТ була дещо вищою, ніж оптична густина систем комплексів на основі БШВНТ (Рис. 3.7). Останнє, у свою чергу, очевидно зумовлено більшою сумарною площею поверхні ОШВНТ, ніж БШВНТ на одиницю маси. Для зразків функціоналізованих молекулами біологічного походження ВНТ найбільший приріст оптичної густини фіксували у діапазоні довжин хвиль 250-500 нм із поступовим зниженням приросту у діапазоні 500-950 нм. Причини цього, очевидно, включають описані вище зміни оптичної густини біологічних сполук, що можуть мати місце при утворенні їх комплексів з ВНТ за використаних умов. Окрім того, порівнюючи спектри поглинання комплексів на основі ВНТ та чистих сполук біологічного походження, використаних для функціоналізації, варто відмітити наступне. Для самих ВНТ властиве поглинання в ультрафіолетовій, видимі та ближній інфрачервоній частинах спектру [205]. Розміщення піків та форма спектру у цьому випадку залежить від ряду чинників, таких як тип ВНТ (хіральні, зиг-заг чи «крісло») їх морфологія та структура, зокрема наявність дефектів поверхні [207] При цьому, вкорочення, поява «відкритих» кінців, дефектів поверхні, а також поверхнева функціоналізація можуть спричиняти істотну зміну характерних для чистих ВНТ спектрів поглинання, аж до зникнення одних піків і виникнення нових. 
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Рис. 3.7. Графік різниці інтенсивності поглинання колоїдного розчину ОШВНТ функціоналізованих за використання БСА та розчину БШВНТ функціоналізованих за використання БСА у діапазоні 190-1100 нм. По осі х: [А] – оптична густина, відн. од.; по осі у: λ – довжина хвилі, нм

Оскільки поглинання ВНТ у вказаному діапазоні обумовлюється електронними переходами між сингулярностями Ван Хова для одномірних систем [208, 209], то зниження рівня Фермі нижче сингулярностей Ван Хова унеможливлює переходи між сингулярностями та призводить до зникнення характерних піків поглинання ВНТ [210]. 

З огляду на вищенаведене, можна зробити висновок про те, що отримані спектри поглинання зразків функціоналізованих ВНТ не є простим накладанням спектру поглинання біологічної сполук та спектру поглинання ВНТ. При проведеній нековалентній функціоналізації ВНТ біомолекулами має місце ряд якісних змін у всіх речовин-учасників процесу та призводить до формування структур із новими властивостями, що фіксується появою складних комбінованих спектрів поглинання.

Раманівська спектроскопія зразків ВНТ функціоналізованих дволанцюговими ДНК. Результати проведеного дослідження зразків функціоналізованих ВНТ за допомогою Раманівської спектроскопії продемонстрували збереження ряду характерних властивостей спектру ВНТ після процедури функціоналізації. Водночас, для функціоналізованих молекулами ДНК ОШВНТ було зафіксовано зміни у ділянці радіальної дихальної моди (radial breathing mode, RBM) – смуги низькочастотних коливань в області частот 150-250 см-1, порівняно з вихідними ОШВНТ (Рис. 3.8). Присутність даної смуги спектру обумовлена симетричними радіальними коливаннями атомів вуглецю у стінці нанотрубки [211]. Наявність і чітка вираженість її є типовою ознакою ОШВНТ, оскільки в БШВНТ радіальним коливанням атомів вуглецю перешкоджають стінки сусідніх шарів нанотрубки [212]. У спектрі функціоналізованих ОШВНТ смугу RBM не детектували, очевидно, у зв’язку із наявністю функціоналізувального покриття на поверхні нанотрубки.
Іншою характерною особливістю спектрів мікро-КРС ВНТ є наявність G-смуги, яка є найбільш інтенсивною і знаходиться в області 1500–1600 см-1. Ця смуга характеризує тангенціальні коливання атомів вуглецю в площині графенового шару. Залежно від структурної досконалості і величини викривленості графенового шару, G-смуга може відрізнятися за частотою і формою. У спектрах мікро-КРС чистого графіту, наприклад, G-смуга має вузьку і нерозділену форму [212]. Відношення інтенсивностей смуг D/G характеризує співвідношення кількості матеріалів з невпорядкованою і впорядкованою структурою в зразку.
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Рис. 3.8. Спектри раманівського розсіювання світла необроблених (1) та функціоналізованих ДНК одношарових (2) ВНТ. По вертикалі: інтенсивність, ум. од., по горизонталі – раманівський зсув, см-1. Смуги спектру: RBM – радіальна дихальна мода, D-смуга, G-смуга, 2D-смуга.

Для спектру функціоналізованих за допомогою ДНК ОШВНТ спостерігалось зростання співвідношення інтенсивностей смуг D/G порівняно із співвідношенням інтенсивностей смуг D/G чистих ОШВНТ (0,625 проти 0,125). Це свідчить про появу дефектів sp2-гібридизованої структури, які можуть виступати місцями першочергового зв’язування з функціоналізувальними молекулами, а також про зростання фракції коротких ВНТ після функціоналізації. D-смуга, присутня в діапазоні 1250–1450 см-1 Раманівських спектрів усіх вуглецевих матеріалів, обумовлена коливальною модою, пов’язаною з крайовими ефектами графену. Підвищена інтенсивність цієї смуги може бути спричинена присутністю аморфної фази вуглецю, наявністю дефектів у структурі ВНТ, зокрема появою sp3-гібридизованих структур, а також високою часткою вкорочених нанотрубок з “відкритими” кінцями і, як результат, посиленням крайових ефектів [213]. Ці дані зокрема узгоджуються із результатами дослідження зразків за використання трансмісійної електронної мікроскопії.

Варто зазначити, що під час функціоналізації приєднання сполук часто відбувається у кінцевих зонах та у місцях дефектів бічних стінок ВНТ, таких як пентагон-гептагонові пари, sp3-гібридизовані вуглецеві атоми, вакансії у решітці нанотрубки, “відкриті” кінці тощо, які мають підвищену реактивність, у порівнянні із ідеальною поліароматичною поверхнею нанотрубки [25]. Утворені дефекти можуть робити внесок як у покращення взаємодії функціоналізувального покриття з поверхнею ВНТ, так і інтенсифікацію проникнення ВНТ у клітини за рахунок реактивності «відкритих» кінців та загального зменшення середніх довжин ВНТ.

3.3. Нековалентне зв’язування плазміди із ВНТ

Як уже згадувалося, ароматичні ділянки азотистих основ ДНК здатні вступати у нековалентні π-π-стекінг взаємодії із поліароматичною графеновою поверхнею ВНТ [11, 31]. Ця властивість була використана нами, зокрема, для нековалентної функціоналізації ВНТ за використання ДНК, суміші дНТФ та АТФ. Проте, у нормальному стані ВНТ у воді формують агрегати за рахунок Ван дер Ваальсових взаємодій, а ароматичні ділянки молекул ДНК перебувають у термодинамічно найбільш вигідному впорядкованому стані, за якого стекінг відбувається між сусідніми парами основ [202]. За таких умов, для індукції тимчасових нерівноважних станів для утворення комплексів необхідне прикладення зовнішнього впливу у вигляді механічних чинників, температурних чи хімічних.
У проведеному нами дослідженні на етапі функціоналізації для індукції взаємодій функціоналізувальних агентів із поверхнею ВНТ ми використовували ультразвукову обробку, яка спричиняє кавітацію рідкої фази та результуюче збільшення мобільності і взаємної реактивності елементів оброблюваної системи. Для приєднання цільових молекул плазмідної ДНК pGreen 0029 такий підхід не придатний, адже використані умови ультразвукової обробки спричиняють руйнування цілісності, необоротні пошкодження ДНК та, відповідно, втрату її функціональної активності [214].
З іншого боку, є повідомлення, що дисперговані у воді ВНТ, навіть після генерування на їх поверхні карбоксильних груп, майже не взаємодіють із суперспіралізованими плазмідними ДНК [205]. В той час як лінійні ДНК, отримані в результаті рестрикції плазмідних ДНК, приєднуються нековалентно до ВНТ. Такий ефект пояснюють просторовими обмеженнями, пов’язаними із високою компактизацією суперспіралізованої ДНК та недоступністю азотистих основ у її складі.
При цьому, вважають, що отримані в результаті рестрикції плазміди лінійні дволанцюгові молекули ДНК взаємодіють із поверхнею ВНТ головним чином у ділянках одноланцюгових регіонів – «липких кінців». Проте, також показано приєднання рестриктованих ДНК із «сліпими» кінцями до ВНТ – в такому випадку можливим механізмом є часткове розкручування ДНК у присутності ВНТ із подальшою взаємодією. Так, зокрема було показано раніше, що ОШВНТ індукують дестабілізацію подвійної спіралі ВНТ [215]. Водночас, для генерування кільцевих та частково денатурованих форм, суперспіралізовану плазмідну ДНК піддають нагріванню. Такі ДНК зв’язуються із ВНТ [205]. При цьому, основна роль відводиться утвореним у результаті нагрівання одноланцюговим ділянкам ДНК. З одного боку, описане явище розглядається як підґрунтя для розробки методів вилучення лінійних чи денатурованих форм ДНК із сумішей. З іншого боку, це створює основу для розробки методів нековалентного приєднання цільових молекул ДНК до наноносіїв на основі ВНТ.

Таким чином, у основу процедури зв’язування цільової плазмідної ДНК pGreen 0029 із функціоналізованими ВНТ нами було покладено процес температурної денатурації або плавлення ДНК. Загалом, плавлення ДНК – це процес переходу регулярної подвійної спіралі лінійної молекули ДНК у невпорядкований клубок окремих ланцюгів [216]. Плавлення високомолекулярної ДНК займає діапазон температур від 3 до 20 градусів, залежно від співвідношення вмісту та розподілу AT- і GC-пар вздовж молекули. Температурою плавлення вважають температуру, при якій половина молекули ДНК знаходиться у вигляді петель. У кільцевих замкнених ДНК топологічні обмеження, більш істотно ніж розподіл AT- і GC-пар уздовж основного ланцюга, визначають характер плавлення ДНК [217].
Температура плавлення довгих ланцюгів ДНК зазвичай вища за температуру плавлення коротких ланцюгів. Факторами, що також впливають на плавлення ДНК також є рН, йонна сила розчину тощо. Розходження ланцюгів ДНК під час плавлення відбувається у результаті руйнування слабких водневих зв’язків та площинних взаємодій між залишками азотистих основ ДНК. Температура плавлення ГЦ пар вище, ніж температура плавлення АТ пар, оскільки у першому випадку руйнується 3 водневі зв’язки, а у другому – лише 2. Важливим моментом даного процесу є зворотність денатурації, навіть за умов повного розходження ланцюгів. Ренатурація відбувається при пониженні температури чи рН. Здебільшого плавлення ДНК починається при 55 °С і закінчується при 110 °С [218].

Наведена інформація лягла у основу етапу дослідження, метою якого було нековалентне зворотне приєднання цільових молекул ДНК до поверхні функціоналізованих ВНТ зі збереженням функціональної активності ДНК та можливістю їх спонтанного від’єднання від ВНТ у клітинах. З огляду на це достатньою було визначено часткову денатурацію молекул ДНК. Практично, нековалентне приєднання молекул плазмідної ДНК pGreen 0029 до поверхні ВНТ проводили шляхом термозалежного процесу розгортання-згортання молекул ДНК, внаслідок чого при розгортанні молекули ДНК, індукованого підвищеною температурою, ароматичні ділянки азотистих основ вступали у гідрофобну π–π-стекінг взаємодію з вільними зонами поверхні ВНТ.
З урахуванням вище наведеного температурну денатурацію ДНК проводили у присутності функціоналізованих ВНТ за температури 80 °С протягом 5 хв з подальшою ренатурацією на льоду протягом 5 хв. У такому випадку використання нижчих температур, ніж температури, потрібні для суттєвого роз’єднання ланцюгів ДНК (90-100 °С), дозволяє скоротити імовірність виникнення пошкоджень молекули ДНК, що в подальшому можуть вплинути на її функціональність у клітинах-реципієнтах. Водночас, для більшості ДНК температура 80 °С є достатньою для утворення одноланцюгових ділянок [219], здатних вступати у взаємодію із ВНТ. При цьому, в умовах кімнатної температури утворені комплекси ДНК із ВНТ є термодинамічно стабільними та, на відміну від чистих ДНК, у складі подібних комплексів із ВНТ молекули ДНК можуть уникати внутрішньоклітинного руйнування нуклеазами [220].

У інших підходах, що передбачають зв’язування цільових ДНК із наноносіями, використовують різні принципи, залежно від хімічних та фізичних властивостей наноносія. Зокрема, його хімічну будову, склад, заряд. У різних дослідженнях повідомляють про нековалентне приєднання ДНК до наночастинки фосфату кальцію, вуглецю, кремнію, магнетиту, фосфату стронцію, фосфату магнію, фосфату мангану. Комплекси вказаних наночастинок використовувалися для доставки ДНК у живі клітини, при цьому характеризувалися відносно низькою токсичністю і хорошою здатністю до зберігання [19, 221, 222].

3.4. Трансформація бактеріальних клітин за використання ВНТ
Оцінка функціональної активності плазмідної ДНК pGreen 0029 у складі комплексів з функціоналізованими ВНТ була проведена шляхом трансформації бактеріальних клітин E. coli штаму DH5α вказаними комплексами. При цьому, як контроль проводили трансформацію бактеріальних клітин чистою плазмідною ДНК pGreen 0029 методом температурного шоку [171]. Окрім того, досліджували вплив додавання функціоналізованих ВНТ до ДНК безпосередньо перед трансформацією без проведення описаної вище процедури термозалежної індукції приєднання ДНК до поверхні ВНТ. Оскільки використана конструкція містила селективний маркерний ген неоміцинфосфотрансферази nptII, частоту трансформації оцінювали за кількістю колоній у чашках Петрі на середовищі ЛБ, що містило 100 мг/л канаміцину через добу після трансформації. При цьому, на чашках Петрі із висіяними чистими компетентними клітинами E. coli штаму DH5α через 24 год селекції росту колоній не спостерігали (Додаток А: 1). Тоді як на чашках Петрі із висіяними клітинами, трансформованими (а) чистою плазмідою, (б) простою свіжоприготовленою сумішшю плазміди із ВНТ та (в) комплексами плазміди із ВНТ, отриманими в результаті процедури зв’язування, опосередкованого температурною обробкою, було показано утворення численних колоній трансформованих бактеріальних клітин (Додаток А: 2-9).

Використання комплексів рGreen 0029-ВНТ, незалежно від типу функціоналізації ВНТ, було асоційоване з частотою трансформації бактеріальних клітин, співставною з частотою трансформації з використанням чистої плазмідної ДНК pGreen 0029 (Рис. 3.9). Більше того, за використання ОШВНТ спостерігали достовірне при 5 %-му рівні значимості підвищення частоти генетичної трансформації на 10-14 %, залежно від типу функціоналізувальних агентів, відносно контролю. За використання БШВНТ частота генетичної трансформації бактерій зростала на 5-8 %, залежно від використаного функціоналізувального покриття, порівняно із контролем. Проте різниця значень частоти генетичної трансформації отриманих за використання БШВНТ і у контролі (за використання чистої плазміди) не була статистично достовірною.
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Рис. 3.9. Частота трансформації (по вертикалі, %) клітин E. сoli штаму DH5α комплексами pGreen 0029 з ОШВНТ та БШВНТ, функціоналізова-ними за використання ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, компонентів екстракту скловидного тіла та гумату натрію. 100 % – частота  трансформації при використанні pGreen 0029 у чистому вигляді
Частота трансформації бактеріальних клітин за використання простої свіжоприготовленої суміші pGreen 0029 з ВНТ (без процедури опосередкованого термічною обробкою зв’язування ДНК із ВНТ) знаходилась на рівні частоти трансформації при використанні чистої ДНК.

Підвищення частоти генетичної трансформації бактерій E. coli та Neisseria meningitidis у присутності ВНТ, порівняно із використанням чистої плазмідної ДНК описане у роботах [54, 56, 57]. При цьому, на відміну від проведеного нами дослідження, у згаданих роботах у якості базового методу використовували електропорацію або механічну обробку для індукції ефекту Йошіди [223]. Водночас, процедуру зв’язування ДНК із ВНТ не проводили. ВНТ, таким чином, діяли окремо, як нанорозмірні індуктори процесу перенесення ДНК. У проведеному ж нами дослідженні, підвищення частоти трансформації спостерігалося саме у зразках із використанням комплексів ВНТ, зв’язаних із ДНК. Враховуючи обидва можливі механізми, зовнішню індукцію проникнення та безпосереднє перенесення ДНК, показаний ефект загалом розглядається як позитивне підґрунтя використання ВНТ для генетичної трансформації живих клітин загалом.
Загалом, на даному етапі роботи було розроблено спосіб стабільного диспергування ОШВНТ та БШВНТ у водному середовищі для за рахунок опосередкованої ультразвуковою обробкою нековалентної біологічно-сумісної функціоналізації за допомогою дволанцюгової ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, компонентів ЕСТ та гумату натрію для використання у створенні нового методу трансформації рослин. Запропонована процедура функціоналізації є швидкою, проводиться при звичайних умовах без використання токсичних реагентів та забезпечує отримання стабільних протягом кількох місяців асептичних колоїдних водних систем функціоналізованих ВНТ. Таким чином, обраний підхід визначає можливість використання функціоналізованих ВНТ у підходах рослинної біотехнології. Досліджено властивості функціоналізованих ВНТ та проаналізовано зміни, спричинені функціоналізацією. Встановлено, що у результаті запропонованої процедури функціоналізації відбувається формування аморфного покриття на поверхні ВНТ, що опосередковує диспергування останніх у водному середовищі. Окрім того, у результаті процедури функціоналізації відбувається вкорочення ВНТ, формування «відкритих» кінців та високореактивних локусів у стінці нанотрубки. Перераховані фактори є сприятливими для ефективного використання ВНТ у якості переносників генетичного матеріалу, оскільки забезпечують гідрофільність, здатність нанотрубок приєднувати цільові молекули ДНК та проходити усередину рослинних клітин.

Окрім того, було розроблено протокол приєднання цільових молекул ДНК до поверхні функціоналізованих ВНТ з метою отримання трансформаційних комплексів – кон’югатів ДНК із ВНТ, в яких ДНК залишається неушкодженою та здатною від’єднуватися від поверхні ВНТ після проникнення комплексу усередину клітини-мішені. У результаті було продемонстровано здатність іммобілізованих у складі комплексів молекул ДНК від’єднуватися від поверхні ВНТ усередині клітин та показано збереження високої функціональної активності плазмідної ДНК pGreen 0029 після доставки її у клітини нанотрубками.
Результати проведених досліджень опубліковані у роботах [124, 224, 225].
РОЗДІЛ 4

ТРАНСФОРМАЦІЯ ПРОТОПЛАСТІВ N. TABACUM L. ЗА ВИКОРИСТАННЯ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК

Унаслідок руйнування клітинної стінки єдиним зовнішнім бар’єром протопластів є плазматична мембрана, що полегшує проникнення екзогенних молекул у їх середину та значно підвищує чутливість протопластів до впливу зовнішніх чинників [118]. У зв’язку з цим протопласти широко використовуються у біологічних дослідженнях для вивчення метаболізму рослинних клітин, встановлення впливу різних факторів, а також для проведення генетичної трансформації. Цілий ряд методів генетичної трансформації рослин ґрунтується на використанні протопластів як вихідного матеріалу для трансформації [7, 82, 88, 97]. Це, зокрема, методи за використання ПЕГ та інших мембрано-дестабілізуючих агентів, електропорація тощо. При цьому, у результаті дії хімічних чи фізичних впливів відбувається утворення пор у мембрані протопластів. Через пори екзогенна ДНК, що міститься у оточуючому розчині, проникає у цитоплазму. Після усунення дії дестабілізуючого чинника, значна частина протопластів відновлюють цілісність плазматичної мембрани та починають формувати клітинну стінку. При цьому, поглинута ДНК може транзієнтно експресуватися вже через добу після проведення трансформації.

У ряді підходів використовують репортерні гени, продукти яких легко детектувати для встановлення та оцінки частоти транзієнтної експресії привнесеного генетичного матеріалу у протопластах. Інша група підходів спирається на довготривале культивування, селекцію та регенерацію протопластів з метою отримання стабільно трансформованих рослин-регенерантів із одиничних трансформованих протопластів. Стабільна трансформація рослинних за використання протопластів є методом вибору при обмеженій застосовності інших підходів, таких як Agrobacterium-опосередкована трансформація тощо.

У випадку розробки методу на основі використання ВНТ для перенесення ДНК у рослинні клітини, протопласти виступають моделлю, яка очікувано є найбільш сприйнятливою до поглинання комплексів ВНТ-ДНК, та, як наслідок, – найбільш схильною до прояву можливого пошкоджувального впливу ВНТ. Успішна розробка методу генетичної трансформації рослинних клітин за використання ВНТ ґрунтується на здатності останніх проникати усередину клітин, як уже згадувалося. Водночас, не зважаючи на вуглецеву біологічно сумісну природу ВНТ, за певних концентрацій вони чинять пошкоджувальний вплив на живі клітини при безпосередній взаємодії за рахунок механічних пошкоджень та індукції метаболічного стресу в клітинах [146, 147].

У зв’язку з цим нами у роботі було досліджено вплив різних концентрацій нековалентно функціоналізованих за допомогою біологічних молекул різної природи ОШВНТ та БШВНТ на протопласти мезофілу листків тютюну Nicotiana tabacum L. У результаті було визначено прийнятні до застосування концентрації ВНТ у подальшій розробці методу трансформації рослинних протопластів. У подальшому було показано перенесення функціоналізованими ВНТ плазмідної ДНК у рослинні протопласти та продемонстровано транзієнтну експресію привнесеного гена у протопластах тютюну. Також було проаналізовано залежність частоти трансформації від типу ВНТ та їх функціоналізувального покриття.

4.1. Встановлення впливу ВНТ у різних концентраціях на виживання протопластів

У проведеній роботі для ізолювання протопластів використовували асептичні рослини тютюну N. tabacum введеного у культуру in vitro шляхом пророщення стерилізованого насіння на твердому живильному середовищі Мурасіге-Скуга. Поширеним для стерилізації насіння підходом є використання кількох етапів стерилізації, що передбачають послідовну обробку рядом агентів, таких як етиловий спирт, гіпохлорит натрію (NaOCl), гіпохлорит кальцію (Ca(ClO)2), перекис водню, хлорид ртуті (ІІ) (HgCl2), нітрат срібла (AgNO3) тощо [226-228]. Водночас для ефективного проростання насіння бажаною є мінімізація обробки агресивними речовинами під час стерилізації [229, 230]. У проведеній роботі для стерилізації насіння тютюну було використано одноетапну стерилізацію 5 %-м розчином гіпохлориту натрію протягом 15 хв, що дозволило отримувати вільний від контамінувальних агентів матеріал та, водночас, не знижувало його життєздатність. 

Протопласти ізолювали із мезофілу листків асептичних рослин тютюну N. tabacum методом ензиматичного гідролізу компонентів клітинної стінки [174-177]. Загалом, використана процедура ізолювання протопластів дозволяла отримувати стабільний вихід близько 1,5×106 життєздатних протопластів на 1 г тканини листка. Різні дослідження показують рівень виходу протопластів, який варіює у широких межах від порідку 104 до порядку 107 на г тканини листка, що, у свою чергу, визначається особливостями вихідного матеріалу та процедури ізолювання [231-233]. Проте спільними ознаками життєздатних протопластів, що ідентифікуються візуально, є такі морфологічні показники, як сферична форма, рівний контур плазматичної мембрани, відсутність видимих ушкоджень [234, 235] (Рис. 4.1). Після ізолювання через добу культивування за температури 24 °С на розсіяному світлі у рідкому живильному середовищі 8р виживання протопластів складало 91±2 %. Варто відмітити, що загибель 10–25 % протопластів через добу після ізолювання пов’язують із сублетальним ушкодженням частини протопластів у процесі процедури ізолювання [233].
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Рис. 4.1. Протопласти мезофілу листків N. tabacum після процедури ізолювання: а – морфологічно повноцінний збільшений живий протопласт; б – загальний вигляд протопластів у полі зору. Масштабна позначка –  20 мкм

Прогрес використання ВНТ у нанобіотехнологічних підходах значною мірою лімітується відсутністю вичерпної інформації з приводу механізмів взаємодії та впливу ВНТ на рослинні клітини. Різні дослідження відзначають як позитивний, так і негативний ефект ВНТ на ріст та розвиток рослин [148, 155, 236]. Механізми дії ВНТ пов’язують зі змінами у функціонуванні судинної системи рослин, внаслідок фізичного проникнення у неї нанотрубок, та модифікацією експресії генів у відповідь на спровокований нанотрубками стрес. Результати вивчення взаємодій ВНТ із рослинами на клітинному рівні свідчать про здатність нанотрубок проникати через клітинну стінку та накопичуватися у різних субклітинних структурах, таких як лізосоми, мітохондрії, хлоропласти, вакуолі, ядро тощо [59].

Характер впливу ВНТ на рослинні клітини може варіювати у широкому діапазоні: від позитивного у нижчих концентрацій ВНТ до негативного у високих концентрацій ВНТ. До механізмів, що спричиняють негативний вплив ВНТ на клітини рослин відносять фізичне ушкодження клітинних структур нанотрубками, порушення енергетичного метаболізму, накопичення реактивних форм кисню та генерування оксидативного стресу [25]. Біологічно-сумісна функціоналізація гідрофобних ВНТ та диспергування їх у водному середовищі, у свою чергу, дозволяють суттєво знизити токсичність ВНТ для рослин. При цьому, вплив ВНТ на рослинні клітини здебільшого демонструє дозо- та часозалежний характер, а також визначається рядом характеристик ВНТ, таких як кількість їх шарів, довжина, тип поверхневої модифікації тощо. З метою встановлення робочих концентрацій ВНТ для трансформації рослинних об’єктів нами було досліджено влив різних концентрацій нековалентно функціоналізованих ОШВНТ та БШВНТ на протопласти мезофілу листків рослин тютюну N. tabacum.

У результаті дослідження було виявлено відсутність вираженої залежності ступеня пошкоджувального впливу ВНТ від типу використаного функціоналізувального покриття (Додатки Б, В). Це підтверджує припущення про застосовність даних типів функціоналізації для розробки біотехнологічних підходів на основі використання ВНТ. Водночас було показано зростання кількості загиблих протопластів пропорційне до зростання концентрації використаних ВНТ у ряді 1, 15, 30, 45, 60 та 75 мкг/мл. Також, спостерігали підвищений негативний вплив БШВНТ на виживання протопластів, порівняно із ОШВНТ (Рис. 4.2, 4.3). Так, у відповідності до вказаних концентрацій у зразках із ОШВНТ виживало 90,5±0,9; 84,3±0,9; 59,6±0,9; 29,1±1,3 та 3,2±1,2 % протопластів, при концентрації ОШВНТ 75 мкг/мл спостерігали повну загибель протопластів. У зразках із БШВНТ виживало відповідно 90,7±0,6; 74,2±0,8; 49,4±1; та 20,9±1,6 %, при 60 та 75 мкг/мл гинули усі протопласти.
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Рис. 4.2. Залежність рівня виживання протопластів тютюну (вісь у, %) від концентрації ВНТ (вісь х, мкг/мл). 24 год інкубації. Виживання протопластів у контролі 91±2 %. *достовірна відмінність
Загалом для ОШВНТ було показано наявність більш широкого діапазону застосовних концентрацій, ніж для БШВНТ при роботі з протопластами. Виявлена відмінність, очевидно, зумовлена структурними особливостями БШВНТ, порівняно із ОШВНТ, зокрема – меншою вираженістю у них ефекту одновимірності, властивого ВНТ. На основі отриманих результатів та встановленого прийнятного рівня виживання протопластів близько 75 %, для подальшої розробки методу доставки екзогенних ДНК у рослинні протопласти було обрано відповідні вказаному рівню виживання ВНТ концентрації ОШВНТ та БШВНТ, відповідно – 20 мкг/мл і 15 мкг/мл.
Загалом, нанорозмір ВНТ, очевидно, виступав критичним фактором встановленого їх негативного впливу на виживання протопластів N. tabacum. Так, макророзмірний вуглецевий матеріал – активоване вугілля, широко використовується у культурі рослин in vitro для покращення процесів ембріогенезу, калюсоутворення, укорінення, росту пагонів тощо [Pan, van Staden, 1998], а також регенерації протопластів [Kunitake et al., 1995] і не виявляє негативного впливу на рослинні клітини.
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Рис. 4.3 Результати впливу функціоналізованих БСА ОШВНТ у різних концентраціях (мкг/мл) на протопласти, 24 год інкубування: а – 1; б – 15; в – 30; г – 45; д – 60; е – 75. К – контроль. Стрілками вказано загиблі протопласти та їх агломерати. Масштабна позначка – 20 мкм

Ряд попередніх досліджень підтверджують, що ВНТ індукують клітинну відповідь у рослин, зокрема агрегацію клітин у суспензії, конденсацію хроматину з TUNEL-позитивною реакцією, зміщення плазматичної мембрани та накопичення Н2О2 [151, 155, 238], при цьому критичним для прояву токсичних ефектів є саме нанорозмір ВНТ. Механізми токсичної дії ВНТ загалом пов’язують із генеруванням оксидативного стресу, токсичністю наявних залишків металів-каталізаторів і механічним ушкодженням – розривом мембран [146, 147]. У подібному дослідженні описано загибель значної частини протопластів Arabidopsis thaliana L. після доби інкубування із нефункціоналізованими ОШВНТ у концентрації 25 мкг/мл [145]. Інші автори відмічають загибель більше 80 % протопластів A. thaliana протягом 48 год культивування у середовищі із нефункціоналізованими ОШВНТ у концентрації 50 мкг/мл [59]. Водночас, нижчі концентрації нанотрубок були асоційовані із хорошим виживанням протопластів та незначною вираженістю негативних ефектів. Такі дані, загалом, узгоджуються із отриманими у нашому дослідженні.

Варто, також, зазначити, що ряд досліджень впливу нефункціоналізованих ВНТ на рослинні клітини, вкриті клітинною стінкою, демонструють значний негативний ефект таких ВНТ на клітини. Так, у дослідженні дії нефункціоналізованих БШВНТ на клітини суспензійної культури рису Oryza sativa L. показано, що при концентрації БШВНТ 20 мкг/мл через 48 год культивування більшість клітин мали змінену морфологію та ознаки вступу на шлях загибелі, тоді як при концентрації 80 мг/л у всіх клітин через 48 годин спостерігали некроз [238]. При дослідженні впливу чистих БШВНТ на клітини суспензійної культури A. thaliana було показано суттєве зниження показників виживання клітин вже через добу при концентрації 10 мкг/мл [144]. У проведеному ж нами дослідженні, при концентраціях ВНТ описаних у роботах [144, 238] виживання протопластів, що є більш чутливими об’єктами, порівняно із рослинними клітинами, вкритими клітинними стінками, знижувалося лише на 10–20 %, порівняно з контролем. У даному випадку можна припустити зниження негативного впливу ВНТ на виживання протопластів, у зв’язку із наявністю функціоналізувального покриття.

4.2. Трансформація протопластів за допомогою ВНТ

Для дослідження ефективності перенесення екзогенних ДНК у рослинні протопласти було використано векторну конструкцію pGreen 0029, застосування якої дозволяє проводити оцінку ефективності трансформації за транзієнтною експресією репортерного гена eyfp жовтого флуоресцентного білка вже через добу після проведення процедури трансформації. З огляду на результати, отримані при дослідженні впливу різних концентрацій ВНТ на протопласти тютюну, для генетичної трансформації протопластів N. tabacum використовували ОШВНТ у концентрації 20 мкг/мл та БШВНТ у концентрації 15 мкг/мл. Частка виживання протопластів при використанні вказаних концентрацій ВНТ складала близько 75 % через добу інкубування, тоді як даний показник у необробленому контролі складав 91 % (Рис. 4.2).

Протопласти після ізолювання ресуспендували у рідкому живильному середовищі 8р для досягнення щільності протопластів близько 1×106 протопластів на мл, оскільки показники пошкоджувального впливу ОШВНТ та БШВНТ на протопласти були визначені саме для такої щільності протопластів. Роль дотримання концентрацій у даному випадку полягала у збереженні відносно сталого співвідношення протопластів та ВНТ у середовищі. Загальна тенденція дії ВНТ на протопласти є незмінною. Проте істотне варіювання співвідношення протопластів та ВНТ у середовищі може призводити до суттєвої зміни як рівня виживання протопластів, так і частоти їх генетичної трансформації. Так при значному зростанні кількості протопластів у незмінній одиниці об’єму, за сталої кількості присутніх ВНТ, негативний ефект їх концентрації у певний момент почне стрімко знижуватися, у зв’язку із зниженням частки загиблих в результаті дії ВНТ протопластів у загальному числі протопластів. І, навпаки, при суттєвому зниженні кількості протопластів, при сталій кількості ВНТ, показник їх пошкоджувального впливу може стрімко зрости аж до 100 %, у зв’язку із тим, що в певний момент зниження кількості протопластів при незмінній кількості ВНТ, число загиблих під дією ВНТ протопластів стане рівне загальному числу протопластів у незмінній одиниці об’єму. Такий ефект може мати місце у зв’язку із «нелінійністю» поведінки ВНТ у середовищах. Зокрема, не змінюючи істотно таких основних життєво-важливих показників середовища як тонічність, рН, вміст різних компонентів, локально взаємодіючи із протопластами, адсорбуючись на їх поверхні та проникаючи всередину, ВНТ, таким чином виявляються вилученими з середовища. При цьому, інші протопласти, навіть за високих концентрацій ВНТ, можуть стохастично уникати взаємодії з останніми. Таке явище ми не раз спостерігали у процесі дослідження – появу серед більшості загиблих протопластів при високій концентрації ВНТ поодиноких живих, які, очевидно, уникли безпосереднього фізичного контакту з ВНТ. Таким чином, будучи нанорозмірними структурами, ВНТ діють як матеріал, а не як речовина.

У результаті проведення генетичної трансформації протопластів мезофілу листків N. tabacum комплексами плазмідної ДНК pGreen 0029 з ВНТ за описаною процедурою було показано експресію гена eyfp у протопластах через добу після трансформації (Рис. 4.4). У контролі з додаванням у суспензію протопластів еквівалентної кількості чистої плазмідної ДНК pGreen 0029 транзієнтної експресії репортерного гена не спостерігали.
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Рис. 4.4. Транзієнтна експресія гена eyfp у протопластах N. tabacum через 24 год після трансформації за допомогою ОШВНТ (1-3), та БШВНТ (4-6). Масштабна позначка – 20 мкм

Оскільки як переносники цільових молекул ДНК у протопласти використовувалися ОШВНТ та БШВНТ, функціоналізовані 6-ма типами препаратів біологічного походження – ДНК, суміш дНТФ, АТФ, БСА, компонентами екстракту скловидного тіла та гуматом – було проведено аналіз залежності частоти транзієнтної експресії гена eyfp у протопластах, від типу використаного функціоналізувального покриття, а також від кількості шарів ВНТ.

У результаті було показано вищу частоту транзієнтної експресії репортерного гена у протопластах, трансформованих за використання ОШВНТ, ніж за використання БШВНТ (Табл. 4.1). Водночас було встановлено відносну однорідність результатів частоти генетичної трансформації за умов використання ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, ЕСТ у якості функціоналізувальних агентів у межах кожного типу ВНТ. Тоді як для ОШВНТ і для БШВНТ, функціоналізованих гуматом, значення частоти транзієнтної експресії були істотно нижчими за середній показник у однорідній групі значень отриманих з використанням ВНТ, функціоналізованих рештою агентів.
Таблиця 4.1
Частота транзієнтної експресії гена eyfp у протопластах тютюну залежно від типу використаних ВНТ та функціоналізувального покриття, %

	Тип ВНТ
	Тип функціоналізувального агента

	
	ДНК
	дНТФ
	АТФ
	БСА
	ЕСТ
	Гумат

	ОШВНТ
	16,2±1,4
	15,7±1,3
	15,8±0,9
	16±1,5
	16,1±1,5
	10,7±1,7

	БШВНТ
	12,9±1,2
	12,2±0,9
	12,5 ± 1
	12,8±1,9
	12,4±2,5
	7,3±0,9


Примітка: Межі довірчих інтервалів розраховані з використанням значення критерію Ст’юдента для 5 %-го рівня значущості.
Статистичний аналіз показав присутність достовірної різниці частоти трансформації протопластів з використанням функціоналізованих гуматом натрію ВНТ, порівняно із функціоналізованими іншими типами агентів ВНТ. Водночас, серед решти показників у групах функціоналізованих ОШВНТ і БШВНТ достовірної різниці відмічено не було. Середня частота трансформації із використанням функціоналізованих за допомогою ДНК, дНТФ, АТФ, БСА та ЕСТ ОШВНТ складала 16±0,7 %, а БШВНТ – 12,6±0,6 %. Тоді як середній показник частоти трансформації протопластів для функціоналізованих гуматом натрію для ОШВНТ був нижчим на 33 %, а для БШВНТ – на 42 % і складав, відповідно 10,7 та 7,3 % (Табл. 4.2). З огляду на це, на основі отриманих результатів, функціоналізовані гуматом натрію ВНТ було виключено із досліджень по створенню методу трансформації.

Загалом, під час розробки методів генетичної трансформації за використання різних наноносіїв для доставки ДНК у клітини протопласти є часто вживаним об’єктом [222]. При цьому, окрім відсутності клітинної стінки, у даному випадку мають значення такі фактори як поверхневий заряд плазматичної мембрани протопласта, розмір її пор тощо. Оскільки мембрана протопластів має негативний заряд, для перенесення ДНК у протопласти використовують позитивно заряджені ліпосоми. Вважається, що за таких умов підвищується імовірність злиття ліпосоми із мембраною протопласта. Проте, як вже згадувалося, отримання стабільних трансформантів із протопластів є досить тривалим та трудомістким процесом. У дослідженні [110] було показано доставку цільового гена та його хімічного індуктора у протопласти N. tabacum cv. Petite Havana мезопоровими кремнієвими наночастинками функціоналізованими триетиленгліколем з частотою близько 7±3 %. У проведеному нами дослідженні як ОШВНТ, так і БШВНТ були ефективнішими при перенесенні репортерного гена у протопласти тютюну, забезпечуючи його експресію у 16 % та 13 % протопластів, відповідно. При цьому, максимальна встановлена нами частота транзієнтної експресії складала 16  % при використанні 100 мкг ДНК на 1×106 протопластів при застосуванні ОШВНТ. Загалом, використання ВНТ як переносників екзогенних ДНК у рослинні протопласти є менш деструктивним по відношенню до протопластів, часозберігаючим та відносно простим для застосування. Водночас, існує можливість підвищення ефективності генетичної трансформації за використання ВНТ шляхом підбору ряду параметрів, зокрема типу модифікації ВНТ, дози тощо.

Загалом, на даному етапі роботи було проведено оцінку впливу ОШВНТ та БШВНТ, функціоналізованих за використання ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, компонентів ЕСТ та гумату натрію, на протопласти тютюну та встановлено застосовні концентрації ВНТ для проведення трансформації. Було встановлено, що більш виражений пошкоджувальний ефект для протопластів демонстрували БШВНТ, порівняно із ОШВНТ. Водночас, було показано, що тип функціоналізувального покриття не впливав на рівень виживання протопластів у межах кожної використаної концентрації ВНТ. Відповідно до мети дослідження, було розроблено технологію трансформації рослинних протопластів за використання ВНТ для перенесення цільового генетичного матеріалу. За результатами аналізу частоти транзієнтної експресії гена eyfp було встановлену вищу ефективність використання носіїв на основі ОШВНТ, порівняно із носіями на основі БШВНТ – 16 та 13 %, відповідно. Окрім того, було показано, що функціоналізація нанотрубок гуматом натрію була асоційована із нижчими показниками частоти транзієнтної експресії, порівняно із функціоналізацією рештою використаних у дослідженні молекул.

Результати проведених нами досліджень опубліковані у роботах [239-241].

РОЗДІЛ 5
ТРАНСФОРМАЦІЯ КАЛЮСУ N. TABACUM ЗА ВИКОРИСТАННЯ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК

Оскільки отримання трансформантів з протопластів є дещо технологічно складним та тривалим процесом, актуальною є розробка нових підходів трансформації рослинних клітин, вкритих клітинною стінкою з використанням наноносіїв. Діаметр ОШВНТ, менший за 5 нм, дозволяє припускати можливість їх безпосереднього проходження через пори клітинної стінки рослин [118], що підтверджується експериментально [22, 59, 60]. Водночас, мікророзмірний діапазон довжин ВНТ виступає обмежуючим фактором для ефективного проникнення їх у клітину. Саме тому для доставки цільових вантажів у клітини, вкриті клітинною стінкою рослин, обґрунтованим вважається використання вкорочених ВНТ. БШВНТ, у свою чергу, розглядаються як менш пристосовані для проходження через клітинну стінку наноносії, у зв’язку з їх більшим діаметром. З метою підвищення їх проникної здатності, БШВНТ модифікують приєднанням целюлаз для локального руйнування целюлозної оболонки рослинної клітини у місці контакту з модифікованою нанотрубкою [61], однак така модифікація може ускладнювати приєднання цільових макромолекулярних вантажів до поверхні ВНТ, а також їх вивільнення усередині клітин-мішеней. Нами було проведене дослідження можливості використання функціоналізованих ОШВНТ та БШВНТ для доставки генетичного матеріалу у клітини калюсу тютюну, вкриті первинною клітинною стінкою, та клітини листкових експлантів тютюну, вкриті вторинною клітинною стінкою. Даний розділ присвячений опису результатів отриманих при роботі із калюсом.

5.1. Індукція калюсогенезу тютюну, підбір селективної концентрації канаміцину та визначення застосовних концентрацій ВНТ
При використанні калюсу як вихідного матеріалу для проведення генетичної трансформації, порівняно із використанням інтактних тканини рослинного організму, виникає ряд сприятливих аспектів, пов’язаних із анатомічними та фізіологічним особливостями калюсної тканини. Серед останніх – високий вміст дедиференційованих клітин, пластичні клітинні стінки, високий регенераційний потенціал на живильному середовищі із ефективною комбінацією регуляторів росту. Поряд із цим, індукція калюсогенезу із рослинних експлантів, за умов адекватного підбору складу живильного середовища, є відносно методологічно простою процедурою та дозволяє легко масштабувати процес до необхідних об’ємів. Варто відмітити, що при трансформації калюсу отримання стабільно трансформованих рослин-регенерантів значно пришвидшується, порівняно із використанням протопластів. Частота індукції калюсогенезу та регенерації залежить від генотипу рослини, що використовується в роботі, а також від типу вихідних рослинних експлантів. У свою чергу, ефективність кінцевого результату трансформації лімітується життєздатністю, а також морфогенетичним потенціалом калюсної тканини.

У проведеній нами роботі як вихідні експланти для індукції калюсогенезу використовували листки тютюну. Спираючись на літературні дані по отриманню калюсу із листкових експлантів тютюну [242-245] нами було підібрано склад живильного середовища для індукції калюсогенезу під робочою назвою МС5:М1, що містило макро- та мікросолі МС,  30 г/л сахарози, 8 г/л агару, 1 мг/л D-пантотенової кислоти та по 2 мг/л БАП та НОК. При культивуванні на даному живильному середовищі листкові диски тютюну протягом 2-ох тижнів формували калюс, який у подальшому регенерував з утворенням 12±2 пагонів на експлант (Рис. 5.1). При подальшому перенесенні на безгормональне агаризоване живильне середовище МС, пагони-регенеранти нормально розвивалися.
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Рис. 5.1. Калюсогенез з листкових експлантів тютюну на середовищі MС5:М1. Масштабна позначка –  1 см, ціна поділки лінійки –   1 мм

Канаміцин – природній антибіотик з групи аміноглікозидів І-го покоління, що отримують із продуктів життєдіяльності гриба Streptomyces kanamyceticus. Даний антибіотик часто використовується у біотехнології рослин у якості селективного агента, оскільки досить поширеним є використання селективного маркерного гена nptII неоміцинфосфотрансферази, отриманого із транспозона Tn5 бактерії Escherichia coli штаму K12 [246]. Вказаний маркерний ген забезпечує стійкість до антибіотиків з групи аміноглікозидів – канаміцину, неоміцину, генетицину та паромоміцину та G418 [247, 248]. Загалом канаміцин інгібує біосинтетичні процеси у рослин, що виявляється у пригніченні проростання насіння та формування коренів, уповільненні росту і розвитку проростків, зменшенні довжини меживузль стебел, карликовості, втраті хлорофілу тощо [249]. Такі порушення при культивуванні на живильних середовищах із канаміцином викликають уповільнення розвитку та загибель рослин чи тканинних експлантів. Натомість, успішно трансформований геном стійкості до канаміцину рослинний матеріал зазвичай нормально розвивається за присутності оптимальних селективних концентрацій антибіотика у живильному середовищі [250]. Діапазон застосовних у рослин концентрацій канаміцину варіює від 50 мг/л до 500 мг/л та визначається генетичними особливостями рослини, умовами культивування, типом експлантів тощо [251].

У роботі для трансформації використовували вектор pGreen 0029 з селективним маркерним геном стійкості до канаміцину nptII (Рис. 2.1). У зв’язку з цим було визначено селективну концентрацію канаміцину для відбору трансгенних регенерантів після трансформації калюсу. Визначення селективних концентрацій канаміцину проводили на основі аналізу впливу різного вмісту його у живильному середовищі на пригнічення здатності калюсу до регенерації шляхом формування пагонів. У результаті, через 4 тижні культивування на живильному середовищі, що містило канаміцин у концентрації 25 мг/л відбувалося збільшення маси експлантів та формування осередків регенерації пагонів, проте інтенсивність формування пагонів була дещо уповільненою порівняно із контролем, що не містив канаміцину (Рис 5.2). Окрім того, пагони, що утворювалися, мали світло-зелений колір та змінену морфологію.
При дії концентрації канаміцину 50 мг/л відбувалося незначне наростання калюсу, регенерація була відсутня. При дії вищих концентрацій канаміцину спостерігалася загибель калюсу – він оводнювався і набував бурого забарвлення. У результаті проведеного дослідження, ефективною селективною для калюсу було обрано концентрацію канаміцину у живильному середовищі 50 мг/л.
При підборі застосовних концентрацій ВНТ для роботи із рослинними клітинами, вкритими клітинною стінкою, виходили із даних, отриманих для протопластів тютюну та літературних відомостей з питань впливу ВНТ на рослини в цілому та рослинні клітинні культури. Протягом останнього часу накопичено досить значний масив даних, при аналізі якого можна ідентифікувати загальні тенденції характеру взаємодії ВНТ із рослинами та фактори, що впливають на даний процес.
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Рис. 5.2. Результати підбору селективної концентрації канаміцину для N. tabacum. Концентрація канаміцину у живильному середовищі МС5: М1 (мг/л): 1 – 0; 2 – 25; 3 – 50; 4 – 125. 4 тижні культивування. Масштабна позначка – 1 см
Загалом, функціоналізовані здатні диспергуватися у воді ВНТ, виявляються менш токсичними для рослинних клітин, ніж нефункціоналізовані ВНТ [22, 143, 144]. Тому ми опрацювали дослідження, що стосуються розгляду впливу саме функціоналізованих диспергованих у воді ВНТ на рослини.
Для БШВНТ у концентраціях до 40 мг/л не було відмічено істотного негативного впливу на метаболізм, ріст і розвиток рослин Zea mays L. Навпаки, було показано їх позитивний ефект у такій концентрації на ряд параметрів розвитку та метаболічних показників [154]. В іншому дослідженні встановлено, що ВНТ у концентраціях вище 50 мкг/мл можуть спричиняти оксидативний стрес, накопичення реактивних форм кисню та індукувати клітинну загибель, тоді як у нижчих концентраціях вони здатні позитивно впливати на метаболізм рослин [145, 151, 252]. Тоді як механізми позитивного впливу ВНТ на рослини пояснюють впливом помірного фізіологічного стресу, який викликає зміни у експресії генів, сприятливі для показників росту і розвитку рослин [153, 254, 255]. Водночас, тип ВНТ, їх довжина, характер функціоналізації, а також вид рослин, умови та тривалість експозиції, особливості експонованої тканини детермінують результат впливу ВНТ на рослину [148, 155,158, 255].

У випадку, коли рослинна тканина експонується до дії ВНТ, у вигляді експлантів чи суспензійної культури калюсних клітин, значна частина ВНТ, особливо тих, що мають більші довжини, залишається у міжклітинному просторі, водночас більш короткі ВНТ проникають у клітини [59, 236, 256]. При цьому загалом дози нижчі за 50 мкг/мл у більшості випадків чинять лише незначний негативний вплив або не впливають негативно на рослинний матеріал. У дослідженні [153] показано інтенсивне посилення росту томатів, що відмічали при зростанні концентрації ВНТ аж до 500 мкг/мл. У багатьох дослідженнях, у діапазоні концентрацій 20-40 мкг/мл ВНТ відмічають покращення росту і розвитку на рівні цілої рослини і посилення клітинного росту і поділу на рівні окремих клітин у культурі. Позитивний вплив ВНТ, при цьому, як і негативний у іншому ряді досліджень, асоціюють саме з нанорозміром ВНТ. Оскільки активоване вугілля, як давно відомий «скавенджер» радикалів та антиоксидант, викликає у десятки разів менший вплив на посилення росту, ніж ВНТ [257, 258]. Так, у згаданому дослідженні [153] ВНТ у концентраціях 5-500 мкг/мл посилювали приріст калюсної тканини тютюну до 55-64 %, тоді як активоване вугілля у еквівалентному діапазоні концентрацій викликало максимальний приріст 16 %.

З огляду на використання функціоналізованих вкорочених ВНТ, з одного боку, та бар’єрну роль клітинної стінки, з іншого боку, для трансформації калюсу та листкових дисків N. tabacum було використано вдвічі вищі концентрації ВНТ, ніж для трансформації протопластів: 40 мкг/мл ОШВНТ і 30 мкг/мл БШВНТ. Було відмічено відсутність негативного впливу ВНТ у вказаних концентраціях на морфологію та життєздатність експлантів калюсу N. tabacum (Додаток Г).

5.2. Трансформація калюсу тютюну за використання ВНТ

На даному етапі дослідження здатність ВНТ переносити ДНК у рослинні клітини, вкриті клітинною стінкою, оцінювали шляхом аналізу частоти стабільної трансформації калюсу. Для цього використовували калюс, який формувався на листкових експлантах тютюну на середовищі МС5:М1 протягом 2-ох тижнів культивування. Для приготування трансформувальних комплексів використовували ОШВНТ та БШВНТ, функціоналізовані БСА. Коротко, калюсні експланти ізолювали та інкубували із комплексами плазмідної ДНК pGreen 0029 із ВНТ у розрахунку концентрацій 40 мкг/мл ОШВНТ і 30 мкг/мл БШВНТ. Після 3-ох діб культивування експлантів на живильному середовищі МС5:М1, що містило 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, 1 мг/л D-пантотенової кислоти, 2 мг/л БАП та 2 мг/л НОК за температури 24 °С при 16-годинному фотоперіоді на розсіяному світлі, експланти переносили на ідентичне за складом живильне середовище, що містило канаміцин у концентрації 50 мг/л. У процесі культивування спостерігали поступове інгібування росту та загибель калюсної тканини, поряд із поодинокими осередками регенерації пагонів.

Варто зазначити, що однією зі складнощів аналізу результатів стабільної трансформації рослинного матеріалу є досить поширене явище формування рослин, які починають регенерувати на селективному середовищі, але не є дійсними трансформантами  і надалі гинуть [68]. Це явище може обумовлюватися двома основними причинами, у випадку використання канаміцину як селективного агенту. По-перше – великий розмір початкового експланта. При цьому, канаміцин із живильного середовища інтенсивно дифундує у нижні шари експланта, тоді як далі його дифузія може частково лімітуватися проміжними шарами клітин. По-друге, у процесі регенерації пагони можуть з не пояснених причин набувати часткову стійкість до антибіотику. Широковживаним та ефективним підходом, який дозволяє ідентифікувати стабільно трансформовані геном стійкості до канаміцину регенеранти є тест на їх здатність до укорінення. При цьому, нетрансформовані регенеранти на селективному середовищі для укорінення виявляються нездатними сформувати корені, тоді як трансформовані експланти укорінюються та ростуть.

З метою елімінації випадкових регенерантів у проведеному нами дослідженні усі регенеранти, отримані у результаті трансформації калюсу, переносили для укорінення на безгормональне селективне середовище МС, що містило макро та мікросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару та 50 мг/л канаміцину. Рослини, які укоренилися на живильному середовищі із 50 мг/л канаміцину, ідентифікували як стабільні трансформанти.

За використання наноносіїв на основі функціоналізованих ОШВНТ та БШВНТ було проведено трансформацію калюсу N. tabacum та показано регенерацію пагонів із трансформованих за допомогою ОШВНТ (Рис. 5.3) та БШВНТ тканин на селективному середовищі. Загалом було встановлено майже втричі вищу частоту трансформації калюсу за використання ОШВНТ, аніж БШВНТ (Табл. 5.1). Частота стабільної трансформації калюсу N. tabacum за використання ОШВНТ як наноносіїв складала 8,3±1,5 %, а за використання БШВНТ – 3,3±0,8 %. Такі результати узгоджуються із даними про здатність ВНТ проходити крізь клітинну стінку рослинних клітин та показують можливість перенесення ними ДНК у функціонально активному стані у клітини рослин.
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Рис. 5.3. Рослини-регенеранти, отримані з калюсу N. tabacum, трансформованого за використання ОШВНТ, на селективному середовищі через: а – 3 тижні; б – 4 тижні; в – 6 тижнів. Масштабна позначка – 1 см
Таблиця 5.1

Результати оцінки частоти стабільної трансформації калюсу                         за допомогою ВНТ

	Тип використаних ВНТ
	Частка експлантів, що регенерували, %
	Частка експлантів із регенерацією пагонів, здатних до укорінення, %
	Ефективність трансформації (регенерантів на експлант, шт.)

	ОШВНТ
	11,3±2,4*
	8,3±1,5*
	2,5±0,9

	БШВНТ
	5±1,3*
	3,3±0,8*
	2,3±0,8


Примітка: *присутня достовірна різниця між відповідними значеннями параметру для ОШВНТ і БШВНТ при перевірці за t-тестом Ст’юдента для рівня значущості 5 %. Межі довірчих інтервалів розраховані з використанням значення критерію Ст’юдента для 5 %-го рівня значущості.

Водночас, достатньо низькі встановлені рівні стабільної генетичної трансформації, особливо для БШВНТ, очевидно обумовлені просторовими обмеженнями, такими як довжина ВНТ, з одного боку, та присутність клітинної стінки, з іншого боку. При цьому, шляхами підвищення ефективності генетичної трансформації рослинних клітин, вкритих клітинною стінкою, за використання ВНТ є застосування дуже коротких ВНТ – довжиною 100-300 нм, а також переважне використання ОШВНТ, які мають діаметр, менший за середній діаметр пор у клітинній стінці.

Загалом, на даному етапі роботи було розроблено методику генетичної трансформації калюсу тютюну та показано вищу ефективність перенесення цільових молекул ДНК за допомогою ОШВНТ, порівняно із БШВНТ, що у свою чергу, найімовірніше зумовлено просторовими обмеженнями при проходженні ВНТ через клітинну стінку клітин калюсу. Таким чином, було показано можливість використання ВНТ для трансформації не лише протопластів, але і рослинних клітин, вкритих первинною клітинною стінкою і встановлено частоти генетичної трансформації за використання ОШВНТ і БШВНТ на рівні 8 і 3 %, відповідно.

Результати проведених досліджень опубліковані у роботах [239, 240].

РОЗДІЛ 6

ТРАНСФОРМАЦІЯ ЛИСТКОВИХ ДИСКІВ N. TABACUM ЗА ВИКОРИСТАННЯ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК

6.1. Підбір умов регенерації та селективної концентрації канаміцину для листкових дисків тютюну

На відміну від попередніх використаних рослинних об’єктів – протопластів, позбавлених клітинної стінки та клітин калюсу, вкритих лише первинною клітинною стінкою, – клітини листкових експлантів характеризуються наявністю вторинної клітинної стінки. Це, у свою чергу, ускладнює проникнення екзогенних об’єктів усередину клітин при трансформації. Для проведення дослідження нами було відпрацьовано протокол регенерації пагонів з листкових дисків тютюну на живильному середовищі, що містило макро- та мікросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК. У місцях травмування експлантів на 3-й тиждень культивування відмічали появу регенеруючих пагонів, а також утворення щільного компактного світло-зеленого калюсу, на поверхні якого формувалися численні адвентивні бруньки, що в подальшому також розвивалися з утворенням нормальних пагонів. Загалом, на 5-й тиждень культивування показник частоти регенерації пагонів складав 100 %, кількість пагонів на експлант становила в середньому 15,1±1,7.

Було відмічено вплив фізіологічного віку використаних листкових експлантів на характер регенерації та морфологію регенерованих пагонів: при збереженні ефективності регенерації на рівні 100 %, пагони, отримані із листків рослин старших за 12 тижнів, мали світло-зелене забарвлення, значна чистина листків були видовженими, окремі – лінійними (Рис. 6.1: а). Тоді як регенеранти, отримані із листків молодших рослин мали насичене зелене забарвлення, нормальну морфологію листків та хорошу життєздатність (Рис. 6.1: б). При перенесенні на безгормональне живильне середовище, що містило макро- та мікросолі МС, 30 г/л сахарози і 8 г/л агару вони укорінювалися та розвивалися у морфологічно нормальні рослини.
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Рис. 6.1. Морфологія регенерантів, отриманих на середовищі МС для регенерації із листкових експлантів 14-ти-тижневих (а) та 7-тижневих (б) рослин. 6-й тиждень регенерації. Масштабна позначка – 1 см

Оскільки у проведеному дослідженні, як і для трансформації попередніх об’єктів, використовували генетичну конструкцію, що містила послідовність селективного маркерного гена неоміцин фосфотрансферази nptII, який забезпечує стійкість до канаміцину, нами було визначено селективну концентрацію антибіотика для відбору трансгенного матеріалу. Варто зазначити, що серед решти агентів, які можуть використовуватися для селекції трансформованого геном nptII матеріалу, канаміцин вважається найменш токсичним [259]. Для тютюну найбільш часто використовують селективні концентрації канаміцину у діапазоні 50-100 мг/л. При подальшій оцінці здатності ВНТ переносити генетичний матеріал у клітини листкових експлантів тютюну, так само як і при роботі з калюсом, оцінюваним показником стабільної генетичної трансформації була регенерація пагонів. У зв’язку із цим, підбір селективної концентрації канаміцину здійснювали за його впливом на регенерацію пагонів з листкових експлантів на середовищі, що містило макро- та мікросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК, а також канаміцин у концентраціях 25, 50, 75, 100 і 125 мг/л.

У результаті було встановлено, що, як і при роботі з калюсом, оптимальною для селекції трансформантів є концентрація канаміцину 50 мг/л. При культивуванні листкових експлантів тютюну на регенераційному живильному середовищі, що містило 25 мг/л канаміцину через 5 тижнів спостерігали неповне інгібування регенерації, окрім того, листкові експланти суттєво збільшувалися у розмірі та зберігали темно-зелене забарвлення (Рис. 6.2: 2). Водночас, у листків спостерігали пожовтіння вздовж судинних пучків у порівнянні з контролем (Рис. 6.2: 1), а інтенсивність регенерації була значно меншою. 
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Рис. 6.2. Результати підбору селективної концентрації канаміцину для листкових експлантів (1-4) N. tabacum. Концентрація канаміцину у живильному середовищі, (мг/л): 1 – 0; 2 – 25; 3 – 50; 4 – 125. Культивування протягом 5-ти тижнів. Масштабна позначка – 1 см

Додавання канаміцину у середовище у концентраціях 50 мг/л і вище зумовлювало втрату забарвлення тканини листкових експлантів та перешкоджало регенерації пагонів. Для листкових експлантів тютюну ефективну селективну концентрацію канаміцину було визначено як 50 мг/л. Критерієм трансгенної природи регенерантів, як уже згадувалося, виступає здатність регенерованих пагонів укорінюватися на живильному середовищі, що містить канаміцин у селективній концентрації [168, 248]. Водночас, навіть для трансгенних рослин, вирощування на живильному середовищі, що містить канаміцин у селективній концентрації, впродовж тривалих періодів часу (6-12 місяців) негативно відображається на здатності формувати корені, а також істотно знижує ефективність перенесення рослин із умов культивування in vitro в умови ґрунту.

6.2. Трансформація листкових дисків тютюну                                за використання ВНТ 

Для розробки методу генетичної трансформації листкових експлантів тютюну за використання  ВНТ у якості переносників ДНК використовували листкові експланти, ізольовані із 6-10-тижневих рослин тютюну. Оскільки, як було показано на попередніх етапах дослідження, саме такий вік донорних рослин забезпечував оптимальні кількісні та якісні показники регенерації пагонів із ізольованих листкових експлантів. Відомо, що процеси морфогенезу під дією екзогенних регуляторів росту у рослин в культурі in vitro активуються у місцях механічного пошкодження тканини експлантів [260]. З огляду на це збільшення ранових поверхонь є визначальним фактором підвищення ефективності розробок, що засновані на отриманні рослин-регенерантів із вихідного рослинного матеріалу.

Як було показано на попередніх етапах дослідження, ВНТ демонстрували здатність переносити генетичний матеріал у протопласти тютюну та вкриті клітинною стінкою калюсні клітини. При використанні для трансформації носіями на основі ВНТ безпосередньо тканини листкових експлантів, очікувані перешкоди для ефективного перенесення цільових ДНК були пов’язані із відносною найбільшою метаболічною статичністю та інертністю інтактних клітин, а також найбільш щільними клітинними покривами, зокрема наявністю первинної і вторинної клітинної стінки, порівняно із протопластами та калюсом. У зв’язку з цим при розробці методу трансформації листкових експлантів за допомогою ВНТ нами було проведено оцінку впливу попереднього витримування травмованих листкових експлантів на регенераційному середовищі – пре-культивування – на результати трансформації.

Варто відмітити, що при Agrobacterium-опосередкованій генетичній трансформації листкових пластинок тютюну пре-культивування ізольованого рослинного матеріалу є поширеним методичним прийомом [260]. Зазвичай воно передбачає витримування ізольованих листкових експлантів на регенераційному живильному середовищі без селективного агента перед проведенням трансформації потягом 24, 48 чи 72-х годин. Підвищення ефективності Agrobacterium-опосередкованої генетичної трансформації, при цьому, вважається результатом накопичення vir-індукуючих рослинних метаболітів у травмованих ділянках листкових пластинок у процесі прекультивування та, відповідно, зростання компетентності рослинних клітин до зараження бактерією [168, 261]. Проте, у нашому дослідженні прекультивування викликало інтерес як потенційний спосіб підвищення ефективності перенесення генетичного матеріалу за допомогою ВНТ у клітини листкових експлантів з огляду на наступні відомості. Так, вважається, що в процесі реакції на поранення рослинної тканини, під дією регуляторів росту у складі середовища для пре-культивування розпочинається активний поділ клітин на ранових поверхнях [262]. Новоутворені клітини, по суті – попередники калюсної тканини, мають тонші клітинні стінки, порівняно із рештою клітин листка. Окрім того, у клітинах, які знаходяться у фазі активних поділів, присутні усі компоненти системи реплікації ДНК у робочому стані, що може сприяти більш активному включенню привнесених екзогенних молекул ДНК у рослинний геном. У зв’язку з наведеним, при проведенні процедур и трансформації використовували щойно ізольовані листкові експланти, а також експланти, що, після ізолювання, протягом 48 год  попередньо культивували на живильному середовищі для регенерації пагонів, що містило макро- та мікросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, 1 мг/л БАП і 0,1 мг/ НОК.

Для трансформації листкових експлантів комплекси з плазмідною ДНК готували на основі ОШВНТ та БШВНТ функціоналізованих БСА. Зв’язування плазміди з функціоналізованими ВНТ проводили за описаною методикою із розрахунку робочих концентрацій ВНТ для листкових експлантів, як і для калюсу, 40 мг/л ОШВНТ і 30 мг/л БШВНТ. Коротко, листкові експланти, як і при роботі з калюсом, змочували рідким середовищем МС, що містило 1 мг/л БАП та 0,1 мг/ НОК. Після чого, інкубували листкові сегменти із комплексами плазміди з ВНТ. Протягом перших трьох діб експланти культивували на твердому живильному середовищі для пагоноутворення за температури 24 °С при 16-годинному фотоперіоді. Після чого експланти переносили на ідентичне за складом свіже середовище МС, що містило селективний агент канаміцин у концентрації 50 мг/л та продовжували культивувати за аналогічних умов. Тривалість регенерації рослин складала 6 тижнів (Додаток  Д). 

На наступному етапі регенеранти переносили для укорінення на безгормональне тверде селективне середовище МС, що містило 50 мг/л канаміцину. Як уже згадувалося, здатність ізольованих регенерантів укорінюватися на живильному середовищі із селективним агентом вважається підставою для ідентифікації трансгенних рослин. З огляду на це, за результатами 4-х-тижневого етапу укорінення, проводили ідентифікацію трансформантів.

Загалом, за використання ОШВНТ та БШВНТ нами було проведено трансформацію листкових дисків N. tabacum та показано регенерацію і укорінення пагонів-регенерантів за присутності у середовищі канаміцину у концентрації 50 мг/л (Рис. 6.3).
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Рис. 6.3. Рослини-регенеранти отримані з листкових експлантів N. tabacum, трансформованих за використання ОШВНТ, на середовищі, що містило 50 мг/л канаміцину, через: 1 – 4 тижні; 2 – 6 тижнів; 3 – 8 тижнів. Масштабна позначка – 1 см

У результаті проведеного дослідження було показано, що пре-культивування на живильному середовищі МС протягом 48 год істотно впливало на ефективність генетичної трансформації листкових експлантів за використання ВНТ (Табл. 6.1). Так, щойно ізольовані експланти не були сприйнятливими до трансформації за використання БШВНТ, тоді як експланти після пре-культивування, трансформовані БШВНТ у майже формували регенеранти, здатні до укорінення, із частотою 2,5±0,9 %. А при використанні ОШВНТ пре-культивування дозволило достовірно майже вдвічі підвищити ефективність стабільної трансформації – із 3,5±0,9 % до 6,3±0,8 %. Таким чином, зміни у раньовій тканині протягом 48-ми год пре-культивування на живильному середовищі МС для регенерації пагонів, виявилося фактором, сприятливими для підвищення частоти проникнення ВНТ із приєднаною плазмідою у клітини.

Таблиця 6.1

Результати оцінки частоти стабільної трансформації листкових дисків тютюну за допомогою ВНТ

	Тип використаних ВНТ
	Частка експлантів, що регенерували пагони,  %
	Частка експлантів, що регенерували пагони здатні до укорінення, %
	Ефективність трансформації (регенерантів на експлант, шт.)

	Відсутнє прекультивування листкових експлантів

	ОШВНТ
	5,8±0,8
	3,5±0,9
	1,6±0,6

	БШВНТ
	0
	0
	0

	Присутнє прекультивування листкових експлантів

	ОШВНТ
	9±1,3*
	6,3±0,8*
	2,9±0,7

	БШВНТ
	3,3±0,8*
	2,5±0,9*
	2,7±0,6


Примітка: Межі довірчих інтервалів розраховані з використанням значення критерію Ст’юдента для 5 %-го рівня значущості. *присутня достовірна різниця між відповідними значеннями параметру для ОШВНТ і БШВНТ при перевірці за t-тестом Ст’юдента при рівні значимості 5 %.
Варто відмітити, що, як і у дослідженні, проведеному по трансформації калюсу, частина пагонів, що регенерували на селективному середовищі виявилися нездатними укоренитися на безгормональному середовищі МС, яке містило 50 мг/л канаміцину, що свідчило про їх нетрансгенну природу. Тоді як, решта пагонів, очевидно у результаті успішної інтеграції чужорідного гена, укорінювалися на безгормональному селективному середовищі МС та нормально розвивалися (Рис. 6.4).

Поряд із проведенням пре-культивування, за результатами нашого дослідження,  доцільним є використання ОШВНТ для трансформації рослинних клітин вкритих клітинною стінкою. Як і у випадку із калюсом, вищу частоту стабільної трансформації було показано при застосуванні ОШВНТ як переносників генетичного матеріалу, порівняно із БШВНТ – 6,3±0,8 % проти 2,5±0,9 %.
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Рис. 6.4. Укорінення пагонів-регенерантів на селективному середовищі МС. Масштабна позначка – 1 см

Загалом, у результаті трансформації калюсу та листкових дисків, частота трансформації за використання ОШВНТ була у 2,5 рази вище, ніж за використання БШВНТ (Рис. 6.5). У цьому випадку, як і у випадку трансформації калюсних клітин, клітинна стінка, очевидно, затримувала проходження БШВНТ у рослинні клітини. При цьому, показники частоти трансформації листкових дисків були нижчими за відповідні показники для калюсу, імовірно, з огляду на наявність вторинної клітинної стінки у клітин листкових дисків, тоді клітини калюсу вкриті первинною клітинною стінкою. Встановлене у дослідженні значення частоти транзієнтної експресії репортерного гена у протопластах за використання ОШВНТ для трансформації було на 27 % вище за відповідне значення, отримане з використанням БШВНТ (Рис. 6.5). Таким чином, ОШВНТ виступали більш ефективними переносниками цільових ДНК для всіх використаних модельних рослинних об’єктів. У результаті продемонстровано можливості застосування розроблених на основі ОШВНТ наноносіїв генетичного матеріалу для трансформації протопластів та клітин рослин, вкритих клітинною стінкою. Водночас наноносії, створені на основі БШВНТ, виявляли достатню ефективність при застосуванні лише для трансформації протопластів, оскільки при використанні їх для трансформації рослинних клітин, вкритих клітинною стінкою, спостерігалась значно нижча частота трансформації, ніж при використанні ОШВНТ.
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Рис. 6.5 Частота транзієнтної експресії цільового гена у протопластах та частота трансформації калюсу і листкових експлантів N. tabacum (по вертикалі, %) за умов використання ОШВНТ та БШВНТ як переносників ДНК. Для значень кожної пари присутня достовірна різниця при перевірці за t-тестом Ст’юдента для рівня значимості 5 %
Таким чином, нами вперше було проведено генетичну трансформацію рослинних клітин за використання ВНТ. Варто зазначити, що є дані про застосування інших нанорозмірних систем доставки у рослин. Зокрема, наночастинки кальцію фосфату розміром 20-50 нм переносили ДНК з геном gus у клітини гіпокотилів Brassica juncea L. cv. Pusa Jaikisan із ефективністю, співставною із ефективністю Agrobacterium-опосередкованої трансформації [263]. Наночастинки сульфату цинку, вкриті полі-L-лізином, були використані для опосередкованої ультразвуком генетичної трансформації листкових експлантів тютюну, при цьому було показано ефективність стабільної трансформації дещо вищу за класичну трансформацію за використання ультразвукової обробки, що автори пов’язали із протекторною дією на ДНК зв’язування із наночастинками [113] У дослідженні [109] використовували крохмальні наночастинки, вкриті полі-L-лізином, для індукованої ультразвуком доставки ДНК у клітини калюсу рослин Dioscrea Zigiberensis GH Wright. Використання ультразвуку обґрунтовувалось його здатністю індукувати утворення тимчасових пор в клітинній стінці рослин, а також мембрані ядра і мембрані клітини. Останнє мало виступати сприятливим фактором для інтенсифікації проникнення наночастинок із ДНК у клітину і ядро. При цьому частота транзієнтної експресії у клітин суспензійної культури складала  5 %. Було показано також експресію генів, привнесених за допомогою мезопорових кремнієвих наночастинок інкрустованих наночастинками золотими у листки проростків тютюну за допомогою бомбардування, та показано близько у 2,5 рази нижчу частоту експресії гена gus, порівняно із використанням комерційних золотих наночастинок 600 нм у діаметрі [110].

З огляду на наведенні дані, варто зазначити, що перенесення генів у рослинні клітини є складнішим процесом, ніж у тваринні клітини. Останнє зумовлено присутністю щільної клітинної стінки у рослинних клітин. У зв’язку з цим існує широке різноманіття вже розроблених методів трансформації для використання у генетичній інженерії рослин. З розвитком нанотехнології протягом останнього десятиріччя активно досліджується можливість створення та застосування нанорозмірних систем доставки генів у рослинні клітини. Потенційно, використання наноносіїв у даній сфері здатне забезпечити вирішення ряду проблем, асоційованих із традиційними методами трансформації. При цьому, розроблений нами метод доставки екзогенних ДНК у рослинні клітини, вкриті клітинною стінкою, характеризується співставною використанням інших наноносіїв ефективністю. Водночас, він не потребує додаткової обробки рослинного матеріалу ультразвуком, застосування генетичної пушки, а також технологічно складної та коштовної модифікації самих носіїв, як модифікація наночастинками золота тощо. Це робить даний метод відносно технологічно простим, легко масштабованим, а також таким, що не потребує наявності складного та коштовного устаткування, як біолістика. Окрім того, він не є таким часовитратним і технічно складним як мікроін’єкція, таким пошкоджуючим для клітин як електропорація. Не спряжений із контамінацією матеріалу біологічними патогенами, як Agrobacterium-опосередкована трансформація. Водночас, приготування функціоналізованих ВНТ, а також трансформаційних комплексів, як і сама процедура трансформації є відносно простими, енерго- та ресурсозберігаючими. Підвищення ефективності трансформації у рамках розробленого методу може бути здійснене за рахунок підбору параметрів функціоналізації та структурної модифікації ВНТ.

Загалом, на даному етапі роботи було розроблено процедуру трансформації клітин листкових дисків тютюну за використання ВНТ та показано вищу частоту трансформації за використання ОШВНТ, ніж БШВНТ – 6 і 2,5 %, відповідно. Це, у свою чергу, узгоджується із результатами досліджень, проведених нами по трансформації протопластів та калюсу. Водночас, зафіксовані нижчі показники трансформації, порівняно з показниками трансформації решти об’єктів, очевидно пов’язані із наявністю найбільш щільного зовнішньоклітинного бар’єру  у клітин листкових дисків – вторинної клітинної стінки. 

Результати проведених досліджень опубліковані у роботах [239, 240].

РОЗДІЛ 7

УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

У результаті проведеного дослідження було розроблено технологію генетичної трансформації рослин за використання нековалентно функціоналізованих біомолекулами ВНТ як переносників цільових ДНК на таких модельних об’єктах, як протопласти мезофілу листків, калюс, а також листкові диски тютюну Nicotiana tabacum L.

Для досягнення цієї мети було розроблено та відпрацьовано метод нековалентної функціоналізації гідрофобних ВНТ з метою їх водного диспергування за використання ряду молекул біологічної природи, таких як дволанцюгова плазмідна ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, компоненти ЕСТ та гумату натрію. При цьому варто відзначити, що поширена у інших сферах ковалентна модифікація поверхні ВНТ здебільшого є технологічно складною, енергетично затратною, потребує наявності специфічного устаткування та використання токсичних хімічних реагентів [30]. Альтернативою для підходів рослинної біотехнології є використання нековалентної функціоналізації ВНТ, заснованої на природній здатності ряду сполук, зокрема деяких біомолекул, вступати у взаємодію із ВНТ [132]. Нами було запропоновано підхід функціоналізації ВНТ для застосування у біотехнології, що дозволяє генерувати біологічно-сумісний продукт. З використанням нетривалої ультразвукової обробки у водному середовищі за кімнатної температури вказані сполуки опосередковували стабільне диспергування ВНТ у воді. У результаті, наноносії були адаптовані до перенесення екзогенного генетичного матеріалу у рослинні клітини. Оскільки, по-перше, вони формували полідисперсні водні колоїдні системи у присутності біологічно-сумісних сполук, які зберігали стабільність протягом 10-ти (за використання для функціоналізації БСА), 6-ти (за використання для функціоналізації ДНК, дНТФ, АТФ, ЕСТ) та 3-ох (за використання для функціоналізації гумату натрію) місяців. По-друге, як показали дослідження за допомогою атомно-силової і трансмісійної електронної мікроскопії та аналіз раманівських спектрів розсіювання світла функціоналізованими ВНТ, процедура функціоналізації забезпечувала істотне зменшення середніх довжин близько 80 % ВНТ до значень менше 1 мкм (при початкових довжинах 2,5 – 20 мкм, із середньою довжиною 10 мкм). Вкорочення, у свою чергу, в літературі розглядається як сприятливий фактор для покращення ефективності проникнення ВНТ у клітини [144].

Варто зазначити, що ОШВНТ і БШВНТ диспергувалися однаково ефективно за використаних умов. При цьому, атомно-силова та трансмісійна електронна мікроскопія дозволили візуалізувати протяжне покриття біомолекулами окремих ВНТ. Дослідження раманівських спектрів розсіювання світла функціоналізованими ВНТ показало збереження ряду характерних піків, що підтверджує мінімальні модифікації основних структурних, оптичних і електронних властивостей ВНТ. Водночас, було відмічено зростання кількості дефектів у стінці ВНТ, появу sp3-гбіридизованих станів із підвищеною реактивністю, а також посилення крайових ефектів, що свідчить про появу «відкритих кінців» та розрив довгих ВНТ на вкорочені. Зафіксовані зміни є сприятливими для зв’язування цільових молекул ДНК та підвищення здатності ВНТ проникати у клітини.

Показане формування гідрофільних кон’югатів пов’язується з гідрофобно-гідрофільними властивостями використаних біологічних молекул. Для плазмідних, одно- та дволанцюгових ДНК, синтетичних полінуклеотидних ланцюгів, сумішей дНТФ раніше повідомляли про їх здатність вступати у нековалентні взаємодії із поверхнею ВНТ [25, 37, 44]. При цьому, часто вказані повідомлення стосуються розробки методів розділення ВНТ із різними структурними характеристиками за рахунок різної афінності їх до окремих нуклеотидів та полінуклеотидних послідовностей. Використання даних речовин для функціоналізації ВНТ у біотехнологічних підходах є також виправданим, проте може підвищувати вартість або технологічну складність досліджень. У проведеному нами дослідженні було показано співставну із наведеними вище речовинами ефективність використання комерційних препаратів АТФ та ЕСТ, а також застосовність гуматів для неспецифічного диспергування ВНТ у водних середовищах, що можуть бути альтернативою вказаним вище речовинам.

На наступному етапі дослідження нами було розроблено процедуру зв’язування цільової плазмідної ДНК із функціоналізованими диспергованими у воді ВНТ за використання явища часткової термічної денатурації нуклеїнової кислоти за температури 80 °С. У основу даної процедури було покладено процес, при якому ароматичні ділянки азотистих основ ДНК вступають у нековалентні π-π-стекінг взаємодії із поліароматичною графеновою поверхнею диспергованих ВНТ [11, 31]. Так, загалом відомо, що у нормальному стані ароматичні ділянки молекул ДНК перебувають у термодинамічно найбільш вигідному впорядкованому стані, за якого стекінг відбувається між сусідніми парами основ [202]. За таких умов, для індукції тимчасових нерівноважних станів необхідне прикладення зовнішнього впливу у вигляді механічних чинників, температурних чи хімічних. У проведеному нами дослідженні на етапі функціоналізації, для індукції взаємодій функціоналізувальних агентів із поверхнею ВНТ використовували ультразвукову обробку, яка спричиняє кавітацію рідкої фази та збільшення мобільності і взаємної реактивності елементів оброблюваної системи. Для приєднання цільових молекул плазмідної ДНК pGreen 0029 такий підхід не був придатний, оскільки ультразвукова обробка спричиняє пошкодження ДНК та відповідно втрату її функціональної активності [214]. У зв’язку з цим у основу процедури зв’язування цільової плазмідної ДНК pGreen 0029 із функціоналізованими ВНТ нами було покладено процес температурної денатурації ДНК. При цьому, утворені в результаті нагрівання одноланцюгові ділянки ДНК виступали сайтами π-π-стекінг взаємодій між поверхнею ВНТ та азотистими основами ДНК під час ренатурації.

Збереження активності плазміди у складі комплексів з функціоналізованими ВНТ, а також здатність іммобілізованих молекул ДНК від’єднуватися від поверхні нанотрубок усередині клітини було підтверджено шляхом трансформації бактеріальних клітин E. coli штаму DH5α. Частота трансформації комплексами плазміди з ВНТ була співставною з частотою трансформації чистою ДНК. За використання ОШВНТ спостерігали достовірне підвищення ефективності генетичної трансформації бактеріальних клітин на 10-14 %, залежно від типу функціоналізувальних агентів, відносно контролю.

Розробка технології доставки екзогенних ДНК у рослинні клітини проводилася за використання як модельних об’єктів протопластів мезофілу, калюсу, а також листкових дисків тютюну N. tabacum L. Такий вибір об’єктів дозволив проаналізувати можливість використання різних типів ВНТ для генетичної трансформації рослинних об’єктів за умов відсутності та наявності клітинної стінки у клітин-мішеней. Дослідження впливу функціоналізованих ВНТ на протопласти показало присутність дозозалежного зниження виживання протопластів під дією нанотрубок. При використанні ОШВНТ та БШВНТ у концентрації 1 мкг/мл виживання протопластів достовірно не відрізнялося від такого показника у контролі. Збільшення концентрації ВНТ у живильному середовищі обернено пропорційно корелювало із  часткою живих протопластів після 24 год інкубування. При цьому, було встановлено відсутність залежності між часткою загиблих протопластів та типом використаного функціоналізувального покриття за однакової концентрації ВНТ. Це, у свою чергу, підтвердило еквівалентну біологічну сумісність усіх 6-ти типів використаного функціоналізувального покриття.

Водночас, за дії однакових концентрацій ОШВНТ та БШВНТ, виживання протопластів стрімкіше знижувалося у зразках із БШВНТ, які, таким чином, виявляли більш виражений пошкоджувальний вплив на протопласти тютюну. Так, виживання протопластів під дією ОШВНТ у концентраціях 1, 15, 30, 45 та 60 мкг/мл складало у відповідному порядку 90,5±0,9; 84,3±0,9; 59,6±0,9; 29,1±1,3 та 3,2±1,2 %, при дії ОШВНТ у концентрації 75 мкг/мл спостерігали повну загибель протопластів. У зразках із БШВНТ у аналогічних концентраціях виживало відповідно 90,7±0,6; 74,2±0,8; 49,4±1; та 20,9±1,6 % протопластів, при дії БШВНТ у концентраціях 60 та 75 мкг/мл гинули усі протопласти. Виявлена відмінність, очевидно, зумовлена структурними особливостями БШВНТ, порівняно із ОШВНТ, зокрема – менш вираженим ефектом одновимірності, властивого нанотрубкам. На основі отриманих результатів для подальшої розробки технології доставки екзогенних ДНК у рослинні протопласти було визначено застосовні концентрації ОШВНТ і БШВНТ – 20 і 15 мкг/мл, відповідно.

У результаті проведення трансформації протопластів мезофілу N. tabacum комплексами цільової плазмідної ДНК з ВНТ було показано експресію гена eyfp у протопластах. Було виявлено вищу ефективність використання ОШВНТ для перенесення генів у протопласти, порівняно із БШВНТ. Окрім того, було встановлено відсутність достовірних відмінностей між значеннями частот транзієнтної експресії за умов використання у якості переносників цільової генетичної конструкції ВНТ, функціоналізованих ДНК, дНТФ, АТФ, БСА та ЕСТ. Водночас, при використанні ВНТ, функціоналізованих гуматом натрію, значення частоти транзієнтної експресії були достовірно нижчими за середній показник однорідної групи значень, отриманих з використанням ВНТ, функціоналізованих рештою агентів. Так, середня частота транзієнтної експресії трансгену у протопластах, трансформованих із використанням функціоналізованих за допомогою ДНК, дНТФ, АТФ, БСА та ЕСТ ОШВНТ складала 16±0,7 %, а БШВНТ – 12,6±0,6 %. Середній показник частоти трансформації протопластів для функціоналізованих гуматом натрію ОШВНТ та складав, відповідно, 10,7±1,7 % та 7,3±0,9 %. Загалом, окрім здатності ВНТ переносити екзогенні ДНК у рослинні протопласти, отриманий результат узгоджується із результатами досліджень, які стверджують про уникнення молекулами ДНК у складі комплексів з ВНТ нуклеазного розщеплення усередині клітин [220]. Використання ВНТ як переносників екзогенних ДНК у рослинні протопласти є менш деструктивним підходом по відношенню до протопластів, ніж ряд існуючих методів трансформації. Окрім того, запропонований нами прокол є часозберігаючим та придатним для рутинного застосування. Варто зазначити, що у роботі [110] показано доставку чужорідного гена у протопласти N. tabacum cv. Petite Havana мезопоровими кремнієвими наночастинками функціоналізованими тріетиленгліколем з частотою 7 %.

На наступному етапі, підбір робочих концентрацій ВНТ для трансформації калюсу та листкових експлантів тютюну здійснювали на основі результатів, отриманих при дослідженні впливу ВНТ на протопласти, а також аналізу літературних даних. З огляду на використання функціоналізованих вкорочених ВНТ, з одного боку, та бар’єрну роль клітинної стінки, з іншого боку, для трансформації калюсу та листкових дисків N. tabacum було використано вдвічі вищі концентрації ВНТ, ніж для трансформації протопластів: 40 мкг/мл ОШВНТ і 30 мкг/мл БШВНТ. Відзначають загалом, що чисті ВНТ у концентраціях менше 50 мкг/мл здебільшого не впливають негативно на рослинний матеріал, або ж чинять незначний пошкоджувальний вплив. При дії БШВНТ у концентраціях до 40 мг/л не було відмічено істотного негативного впливу на метаболізм, ріст і розвиток рослин Zea mays. Навпаки, було показано їх позитивний ефект у такій концентрації на ряд параметрів розвитку та метаболічних показників [154]. У дослідженні [153] продемонстровано інтенсивне посилення росту томатів, що відмічали при зростанні концентрації ВНТ аж до 500 мкг/мл.

Оскільки генетична трансформація рослинних об’єктів у нашій роботі проводилася генетичною конструкцією, що містила селективний маркерний ген nptII, було здійснено підбір ефективної селективної концентрації канаміцину для калюсу та встановлено її значення на рівні 50 мг/л. На наступному етапі дослідження було розроблено протокол трансформації калюсу тютюну за використання наноносіїв на основі функціоналізованих БСА ОШВНТ та БШВНТ і показано регенерацію та укорінення трансформованих пагонів-регенерантів N. tabacum на селективному середовищі. Загалом було встановлено майже втричі вищу ефективність трансформації калюсу з використанням ОШВНТ для перенесення ДНК, аніж БШВНТ. Частота трансформації калюсу N. tabacum за використання ОШВНТ складала 8,3±1,5 %, а за використання БШВНТ – 3,3±0,8 %. Такі результати узгоджуються із даними про здатність ВНТ проходити крізь клітинну стінку клітин рослин та показують можливість перенесення ними цільових ДНК у функціонально активному стані.
Під час роботи з листковими дисками тютюну селективною було визначено концентрацію канаміцину у живильному середовищі 50 мг/л. При розробці технології генетичної трансформації листкових дисків тютюну за використання ВНТ було показано, що  попереднє культивування на живильному середовищі МС для регенерації, яке містило макро- та мікросолі МС, 30 г/л сахарози, 8 г/л агару, а також 0,1 мг/л НУК і 1 мг/л БАП, протягом 48 год істотно підвищувало частоту трансформації. Так, не було отримано рослин-регенерантів у результаті трансформації щойно ізольованих листкових дисків за використання БШВНТ. Тоді як на листкових дисках після попереднього культивування, трансформованих за використання БШВНТ, формувались регенеранти, здатні до укорінення на селективному середовищі, із частотою 2,5±0,9 %. Значення частоти трансформації листкових дисків за використання ОШВНТ складали, відповідно, 3,5±0,9 % – без попереднього культивування експлантів і 6,3±0,8 % – із попереднім культивуванням.

Варто зазначити, що, поряд із відсутністю повідомлень про успішну трансформацію рослинних клітин з використанням ВНТ, є дані про інші нанорозмірні системи доставки. Зокрема, наночастинки кальцію фосфату розміром 20-50 нм переносили ДНК з геном gus у клітини гіпокотилів Brassica juncea L. cv. Pusa Jaikisan [263]. Наночастинки сульфату цинку вкриті полі-L-лізином були використані для опосередкованої ультразвуком генетичної трансформації листкових експлантів тютюну [113] У дослідженні [109] використовували крохмальні наночастинки вкриті полі-L-лізином для індукованої ультразвуком доставки ДНК у клітини калюсу рослин Dioscrea Zigiberensis G H Wright. Ефективність транзієнтної експресії при цьому складала 5 %.

З огляду на отримані результати варто відзначити, що використання калюсу як вихідного матеріалу для трансформації рослин за допомогою розробленої методики може мати ряд технологічних переваг порівняно з використанням протопластів, та вищу ефективність, порівняно із використанням листкових дисків як матеріалу для трансформації. Зокрема, отримання рослин-регенерантів із трансформованих клітин калюсу є менш тривалим та трудомістким процесом, порівняно з необхідністю їх регенерації з протопластів.

Таким чином, накопичений протягом останнього десятиріччя потенціал нанобіотехнології дозволив нам реалізувати можливість створення та практичного застосування нанорозмірних систем доставки генів у клітини рослин. Потенційно, використання наноносіїв у даній сфері здатне забезпечити вирішення ряду проблем, асоційованих із вже усталеними методами генетичної інженерії рослин. У цьому контексті, розроблений нами метод дозволяє проводити достатньо ефективну доставку екзогенної ДНК функціоналізованими ВНТ у рослинні протопласти та клітини, вкриті клітинною стінкою. При цьому, застосування такого методичного підходу не передбачає додаткової обробки рослинного матеріалу ультразвуком, використання генетичної гармати, а також складної та коштовної модифікації самих носіїв. Це робить даний метод технологічно простішим, легко масштабованим, швидким і менш деструктивним для клітин.
ВИСНОВКИ

У результаті проведеного дослідження запропоновано методику функціоналізації вуглецевих нанотрубок (ВНТ), отримання їх трансформаційних комплексів з цільовими ДНК для генетичної трансформації та розроблено технологію трансформації рослинних клітин з використанням функціоналізованих ВНТ як носіїв екзогенних молекул ДНК.

1. Розроблена методика нековалентної функціоналізації ВНТ за рахунок використання ДНК, дНТФ, АТФ, бичачого сироваткового альбуміну, компонентів екстракту скловидного тіла та гумату натрію забезпечує отримання стабільних водних полідисперсних колоїдних систем функціоналізованих вкорочених ВНТ, котрі можуть бути застосовані у генетичній інженерії рослин як носії генів.

2. Розроблена процедура зворотного зв’язування генетичної конструкції з ВНТ забезпечує формування комплексу наноносія з цільовою ДНК, що є необхідною умовою для перенесення її у геном клітини-мішені з наступною інтеграцією і експресією. 

3. Продемонстровано, що ступінь пошкодження рослинних протопластів під дією ВНТ не залежить від типу молекул, використаних для функціоналізації нанотрубок. Показано нижчий рівень пошкодження протопластів внаслідок обробки одношаровими ВНТ у порівнянні з наслідками обробки багатошаровими ВНТ. У концентрації 1 мкг/мл ВНТ не знижують показник виживання протопластів. Використання одношарових та багатошарових ВНТ у концентраціях 20 і 15 мкг/мл, відповідно, асоційоване із зниженням рівня виживання протопластів до 75 %, порівняно із 90 %-вим рівнем виживання у контролі. При дії одношарових та багатошарових ВНТ у концентраціях вище 60 мкг/мл пошкоджується більшість протопластів.

4. Встановлено, що одношарові та багатошарові ВНТ здатні ефективно переносити генетичну конструкцію pGreen 0029 у клітини бактерії Escherichia coli штаму DH5α з подальшою експресією чужорідного гена, а тип використаних для функціоналізації нанотрубок молекул не впливає на частоту трансформації бактеріальних клітин за допомогою як одношарових, так і багатошарових ВНТ.

5. Розроблена технологія доставки екзогенного генетичного матеріалу у протопласти тютюну з використанням ВНТ, функціоналізованих за допомогою ДНК, дНТФ, АТФ, бичачого сироваткового альбуміну та екстракту скловидного тіла, забезпечує транзієнтну експресію репортерного гена eyfp (жовтий флуоресцентний білок) у протопластах за умов використання одношарових ВНТ на рівні 16 %, і за умов використання багатошарових ВНТ – на рівні 13 %. При трансформації за допомогою ВНТ, функціоналізованих гуматом натрію, зафіксовано нижчу частоту експресії цього гена – 11 та 7 % у випадку використання одношарових та багатошарових ВНТ, відповідно. Таким чином, при в цілому співставній ефективності перенесення генетичного матеріалу одношаровими і багатошаровими ВНТ у протопласти, трансформація за допомогою одношарових ВНТ має перевагу у використанні.

6. Розроблена технологія доставки екзогенного генетичного матеріалу у вкриті клітинною стінкою рослинні клітини за допомогою одношарових та багатошарових ВНТ забезпечує трансформацію калюсу геном неоміцинфосфотрансферази nptII з частотою 8 та 3 %, відповідно, а листкових дисків – з частотою 6 та 2 %, відповідно. Таким чином, при трансформації калюсу та листкових дисків частота стабільної трансформації за умов використання одношарових ВНТ є у 2,5 рази вищою за частоту трансформації вказаних об’єктів при використанні багатошарових ВНТ.

7. Отримані результати дозволяють розглядати одношарові ВНТ як більш ефективні переносники генетичного матеріалу при подальшому удосконаленні нового підходу генетичної інженерії рослин для трансформації як протопластів, так і вкритих клітинною стінкою клітин, котрий здатний забезпечити транзієнтну експресію чужерідних генів, а також стабільну трансформацію рослинних об’єктів. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Розроблену технологію трансформації рослинних протопластів та вкритих клітинною стінкою рослинних клітин пропонується використовувати у біотехнологічних програмах для створення генетично-модифікованих рослин-представників різних таксономічних груп.
2. Розроблений підхід функціоналізації ВНТ з використанням ЕСТ, АТФ, гумату натрію пропонується використовувати у біотехнологічних підходах для нековалентної функціоналізації ВНТ з метою отримання їх водних дисперсних колоїдних систем, як альтернативу використання ДНК, БСА, дНТФ.
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Додаток А

Ріст колоній-нащадків трансформованих плазмідною ДНК з геном nptII клітин Esherichia сoli штаму DH5α
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Трансформація за використання чистої плазмідної ДНК (2), суміші плазмідної ДНК і ОШВНТ (3), а також трансформаційних комплексів ДНК із функціоналізованими ОШВНТ (агенти функціоналізації ОШВНТ: 4 – ДНК, 5 – дНТФ, 6 – АТФ, 7 – БСА, 8 – екстракт скловидного тіла, 9 – гумат натрію). Через 24 год культивування при температурі 37 °С на середовищі ЛБ, що містило 100 мг/л канаміцину. 1 – результати посіву чистих компетентних клітин. Діаметр чашки Петрі – 90 мм

Додаток Б

Залежність виживання протопластів мезофілу тютюну (вісь у, %) від концентрації ОШВНТ у середовищі (вісь х, мкг/мл) та типу їх функціоналізувального покриття (ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, екстракт скловидного тіла, гумат натрію)
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24 год інкубації. Виживання протопластів у контролі – 91%

Додаток В

Залежність виживання протопластів мезофілу тютюну (вісь у, %) від концентрації БШВНТ (вісь х, мкг/мл) у середовищі та типу їх функціоналізувального покриття (ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, екстракт скловидного тіла, гумат натрію)
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24 год інкубації. Виживання протопластів у контролі – 91%

Додаток Г

Калюс, оброблений БШВНТ у концентрації 30 мкг/мл через 5 діб після обробки (1) та через 3 тижні після обробки (2)
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Масштабна позначка – 1 см

Додаток Д

Регенерація пагонів із трансформованих з використанням ОШВНТ листкових дисків на селективному середовищі
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Трансформація з етапом прекультивування листкових дисків протягом 48 год на середовищі для регенерації. Масштабна позначка – 1 см
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