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ВІДГУК

офіційного опонента  на дисертаційну роботу Борової Марії Миколаївни 

««Зелений» синтез флуоресцентних квантових точок CdS та характеристика їх властивостей»,  представлену на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія

Стрімкий розвиток нанобіотехнологій може стати визначальним кроком людства на шляху до створення нових методів та препаратів для лікування різноманітних захворювань, а нові можливості в медицині, які стануть доступними за допомогою розвинутих нанотехнологій, простягаються від діагностики організму людини до реальних засобів цілевої доставки ліків та практичної терапії. Зокрема, створення наноліків дозволить проводити більш специфічну терапію і забезпечити місцеву дію, що збільшить ефективність лікування та знизить побічні ефекти. Тому розробка нових наноматеріалів для застосувань в діагностиці захворювань, в системах доставки ліків та лікуванні стає останнім часом дедалі більш затребуваним напрямком.
Напівпровідникові квантові точки належать до класу сучасних функціональних наноматеріалів з вираженими люмінесцентними властивостями, що знаходить широке їхнє застосування для візуалізації, діагностики та лікування захворювань (тераностики), а також у системах передачі та обробки інформації. Зокрема, синтезовані наночастинки сульфіду кадмію використовують у біологічних дослідженнях для візуалізації рецепторів у живих клітинах,  детектування токсинів, імунофлуоресцентного мічення білків, протипухлинної терапії тощо.

З огляду на швидке зростання практичного використання напівпровідникових  квантових точок одним із пріоритетних напрямів розвитку нанотехнологій стає розробка та впровадження методів біобезпечного – «зеленого» синтезу таких систем. Тому синтез напівпровідникових квантових точок CdS з використанням різних біологічних організмів на сьогодні розглядається як новий перспективний напрям біотехнологічних досліджень, оскільки дозволяє суттєво зменшити навантаження на довкілля, є екологічно безпечним та економічно ефективним. Отже, тема дисертаційної роботи Борової М.М., яка присвячена розробці відтворюваних методик «зеленого» синтезу наночастинок CdS, дослідженню їх оптичних та  структурно-морфологічних властивостей, а також  цито- та генотоксичності,  є  актуальною.  Дисертаційна робота виконана у відділі клітинної біології і біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» у рамках проектів «Розроблення дослiдно-промислової технології синтезу точкових наночастинок за допомогою фітоємкостей та культури клітин рослин для вiзуалiзацii субклiтинних структур» (2010–2014 р.р.) та  «Розробка нанобіотехнологічних підходів отримання квантових точок сульфіду кадмію та дослідження їх біологічної активності» (2014-2016 р.р.) відділення цільової підготовки Київського національного університету імені Тараса Шевченка при Національній академії наук України.

Дисертаційна робота складається з анотації, вступу, семи розділів, узагальнення результатів та загальних висновків. У роботі наведено 5 таблиць, 40 рисунків, 2 додатки. Список використаних джерел містить 186 посилань. Загальний обсяг рукопису 174 сторінки. 

У вступі наведено загальну характеристику роботи, обґрунтовано актуальність теми, сформульовані мета і завдання дослідження. Охарактеризовано наукову новизну та практичне значення отриманих результатів. Вказано на зв’язок роботи з науковими програмами установи, в якій виконувалася дисертація. Наведено апробацію отриманих результатів роботи на вітчизняних та міжнародних конференціях та наявні публікації, відзначено особистий внесок здобувача.  

Перший розділ дисертації присвячено викладенню відомих літературних даних щодо особливостей кристалічної та електронної будови, оптичних властивостей, а також основних методів фізичного й хімічного синтезу кадмійвмісних квантових точок (CdS, CdSe, CdTe). Проаналізовано особливості біологічного синтезу кадмійвмісних квантових точок з використанням мікроорганізмів, грибів, водоростей, рослин. Вказано максимуми поглинання та люмінесценції, розміри, особливості морфології, характерні для кадмій-вмісних квантових точок, отриманих при застосуванні різних типів біологічних матриць. Розглянуто перспективи використання кадмійвмісних квантових точок у біологічних дослідженнях.

У другому розділі наводиться опис матеріалів і методів досліджень, які використовувалися у дисертаційній роботі. Зокрема,  як матриці для синтезу квантових точок CdS було обрано грам-негативну бактерію Escherichia coli (штам МН1), базидіальний гриб Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (штам 551), культуру бородатих коренів Linaria maroccana L, суспензійну культуру клітин Nicotiana tabacum L (BY-2). Описано умови культивування вказаних біологічних систем, методики синтезу квантових точок CdS, умови визначення оптичних та структурних характеристик отриманих наночастинок CdS. Вказано, що спектри оптичного поглинання отриманих зразків наночастинок CdS вимірювалися на спектрофотометрі Specord UV-VIS «Analytik Jena AG» (Німеччина), спектри люмінесценції – на спектрофлуориметрі Cary Eclipse «Varian, Agilent Technologies» (США).

 Характеризація структури та морфології синтезованих квантових точок СdS виконувалася методом трансмісійної електронної мікроскопії (ТЕМ) високого розділення з використанням електронного мікроскопу JEOL, JEM-2100F (Японія). На цьому ж приладі отримувалися електронограми синтезованих квантових точок CdS, здійснювався їх елементний аналіз (рентгенівський спектрометр з енергетичною дисперсією JED-2300T). 

Наведено методику функціоналізації отриманих квантових точок CdS поліетиленгліколем (ПЕГ) та бичачим сироватковим альбуміном (БСА). Отримані зразки досліджувалися  методом  оптичної спектрофотометрії. Представлено методику визначення токсичного впливу квантових точок CdS на рослинні протопласти, клітини HeLa та Drosophila melanogaster. 

У третьому розділі викладено результати експериментального дослідження оптичних та структурно-морфологічних характеристик квантових точок CdS, синтезованих з використанням E. coli. Показано, що для щойно синтезованих зразків CdS (E.coli)   характерні широкий максимум поглинання у діапазоні довжин хвиль 420 – 440 нм та вузький пік при 368 нм, яким  відповідають наночастинки діаметром 2,5 та 5,5 нм відповідно. Вузький максимум на довжині хвилі 368 нм (при збудженні випромінюванням з довжиною хвилі 340 нм) зумовлений екситонним поглинанням, яке проявляється при розмірах квантових точок, менших за 3 нм. Встановлено, що спектр люмінесценції свіжосинтезованих зразків має форму широкої смуги з максимумами на довжинах хвиль 422 та 470 нм. Показано, що через 10 та 30 діб після синтезу спектр мав вигляд симетричної смуги з максимумом вже на довжині хвилі 443 нм, а через 3 місяці після цього спектр залишався незмінним. З використанням ТЕМ досліджено морфологію, особливості кристалічної структури, а також визначено розподіл за розмірами квантових точок CdS (E.coli). Виявлено, що отримані квантові точки CdS не мали помітних структурних дефектів та характеризувалися наближеною до сферичної формою. Встановлено, що у синтезованому зразку переважаючою є фракція квантових точок з діаметром від 6 до 8 нм (близько 40 %). Електронограми синтезованих зразків містять дифракційні максимуми, які характерні для кристалічної структури вюрциту - гексагональної модифікації CdS. 

У четвертому розділі представлено результати  дослідження квантових точок CdS, синтезованих з використанням гриба P. ostreatus. Показано, що спектр поглинання квантових точок CdS (P. ostreatus) має вигляд широкої куполоподібної смуги з максимумом  на довжині хвилі 453 нм, якому відповідають наночастинки діаметром 5,5 нм. У спектрі люмінесценції квантових точок спостерігалися  декілька максимумів  при  431, 462, 486 нм, які відповідають екситонним смугам наночастинок різного діаметру. За даними ТЕМ було встановлено, що квантові точки CdS мають близьку до сферичної форму та однорідну структуру поверхні. Представлено діаграму розподілу наночастинок за розмірами, згідно з якою максимум розподілу (56%) припадає на наночастинки з діаметром  4,0 – 5,5 нм. За даними електроннографічних досліджень встановлено, що синтезовані квантові точки CdS також мають кристалічну структуру вюрциту.  

У п’ятому розділі  викладено результати дослідження оптичних та структурно-морфологічних властивостей  квантових точок CdS, синтезованих  за використання культур L. maroccana та N. tabacum (BY-2). Для квантових точок, синтезованих з рослинною матрицею L. maroccana, виявлено піки оптичного поглинання на довжинах хвиль 362, 398 та 464 нм, що відповідає фракціям квантових точок з середніми діаметрами 2,5 нм, 3,4 нм та 6,0 нм відповідно. Методом ТЕМ визначено морфологію синтезованих квантових точок CdS та показано, що переважаючою є фракція наночастинок діаметрами 5,5 – 6,5 нм, сумарна частка яких становить близько 30%. Встановлено, що спектр оптичного поглинання зразків наночастинок, синтезованих за допомогою суспензійної культури N. tabacum (BY-2), має максимум у короткохвильовій області спектру на довжині хвилі 292 нм. Показано, що такому піку відповідають наночастинки CdS з середніми розмірами 1,5 нм. За даними ТЕМ визначено морфологію квантових точок, синтезованих за допомогою N. tabacum. Згідно діаграми розподілу квантових точок за розмірами,  максимум розподілу знаходиться у діапазоні 3,0 – 4,0 нм, частка таких частинок складала разом біля 50%. 

Шостий розділ  містить отримані експериментальні дані щодо цито- та генотоксичного впливу синтезованих квантових точок CdS на рослинні  та тваринні моделі.  Зокрема, визначено вплив квантових точок CdS (N. tabacum) на виживаність протопластів Nicotiana tabacum L. та клітин HeLa. Дослідження токсичного ефекту квантових точок CdS на класичному модельному організмі D. melanogaster продемонструвало, що концентрації квантових точок CdS на рівні 0,4 мг/мл та 0,13 мг/мл не впливають суттєво на життєздатність мух.  Наночастинки CdS не чинили генотоксичного або мутагенного впливу на D. melanogaster. Доведено, що синтезовані квантові точки CdS можуть проникати в епідермальні клітини кореня, локалізуватися на ядрах рослинних клітин, а також осідати на ендоплазматичному ретикулумі. 

У сьомому розділі представлено результати функціоналізації поверхні синтезованих квантових точок CdS за допомогою ПЕГ та БСА. Досліджено спектри фотолюмінесценції функціоналізованих наночастинок та порівняно з вихідними наночастинками CdS, отриманими з використанням P. ostreatus.  Встановлено, що спектри фотолюмінесценції функціоналізованих наночастинок CdS мають протяжний максимум у діапазоні довжин хвиль 460 – 470 нм, який відсутній у спектрах вихідних наночастинок, що може свідчити про зв’язування молекул ПЕГ та БСА з поверхнею квантових точок CdS. Зроблено висновок, що модифікація поверхні наночастинок відкриває можливості управління характеристиками останніх.

Необхідно відзначити мультидисциплінарність та комплексний характер досліджень, виконаних у дисертаційній роботі Борової М.М.  У роботі поєднуються розробка та проведення «зеленого» синтезу квантових точок CdS з подальшими визначенням їх фізичних характеристик і біологічних властивостей. Експериментальне визначення оптичних параметрів синтезованих квантових точок CdS за спектрами поглинання та люмінесценції вдало доповнюється електронно-мікроскопічними дослідженнями (ТЕМ), електронографією та кількісним рентгеноспектральним елементним аналізом таких систем. Завдяки цьому виконано незалежну оцінку розмірів утворених квантових точок CdS оптичними методами та за даними ТЕМ, визначено їх морфологію і кристалічну структуру. Подальші дослідження токсичного впливу синтезованих  квантових точок CdS на рослинні протопласти, пухлинні клітини HeLa та D. melanogaster дозволили виявити відмінність біологічної активності квантових точок CdS,  синтезованих за допомогою різних біологічних матриць.

Важливо, що отримані у дисертаційній роботі Борової М.М.   експериментальні результати можна вважати достовірними, а зроблені на їх основі висновки достатньо обґрунтованими. 

У результаті виконання дисертаційної роботи Борової М.М. було  отримано  ряд нових наукових результатів, найголовнішими з яких можна вважати такі:
· вперше розроблено та реалізовано методику «зеленого» синтезу квантових точок CdS з використанням міцелію гриба Pleurotus ostreatus та рослин – культури бородатих коренів Linaria maroccana і суспензійної культури клітин Nicotiana tabacum (BY-2);
· експериментально визначено структурно-морфологічні характеристики синтезованих квантових точок CdS, виявлено варіювання розмірів квантових точок CdS залежно від обраної біологічної матриці;

· вперше показано, що отримані з використанням біологічних матриць люмінесцентні наночастинки CdS характеризуються істотно зниженим токсичним впливом на клітини різного походження у порівнянні з квантовими точками, отриманими традиційними хімічними методами, та іонами кадмію;
· виявлено, що створені шляхом «зеленого»  синтезу квантові точки CdS характеризуються інтенсивною люмінесценцію і завдяки нанорозмірам швидко проникають у клітини;

· розроблено методику функціоналізації квантових точок CdS, синтезованих у присутності біологічних матриць,  з використанням поліетіленгліколю та бичачого сироваткового альбуміну. За спектрами фотолюмінесценції функціоналізованих квантових точок CdS встановлено, що при функціоналізації відбувається зв’язування молекул ПЕГ та БСА з поверхнею синтезованих квантових точок CdS. 
Практичне значення результатів, отриманих у дисертаційній роботі Борової М.М. визначається тим, що запропоновано нову методику "зеленого" синтезу напівпровідникових наночастинок CdS з використанням ряду біологічних матриць. Варіювання розмірів синтезованих квантових точок залежно від обраної біологічної матриці відкриває принципові можливості спрямованого синтезу квантових точок CdS з заданим розподілом за розмірами. Встановлене у роботі зниження токсичного впливу квантових точок CdS, синтезованих за участі біологічних систем, у поєднанні з вираженими люмінесцентними властивостями відкриває можливості їх подальшого  використання як нанорозмірних люмінесцентних зондів у клітинній біології та біомедицині. Отримані результати можуть бути використані при розробці та створенні технологій «зеленого» синтезу квантових точок CdS із заданими структурно-морфологічними та біологічними властивостями.

Однак, не зважаючи на приємне враження, дисертаційна робота Борової М.М. не позбавлена певних недоліків:

1) В огляді відсутній аналіз, які саме варіанти синтезу наноточок кращі і саме за якими показниками?

2) Чому залишалась необхідність в продовженні досліджень, присвячених «зеленому синтезу» наноточок CdS, з використанням E.coli, грибів та рослин?

3)  Одним із аргументів на користь використання «зеленого синтезу» наноточок CdS, як флуорофорів, є їхня ціна. Тому цікаво було б представити в огляді хоча б приблизну порівняльну ціну різних варіантів синтезу матеріалів, які використовуються як флуорофори на сьогоднішній день.

4) В авторефераті і дисертації в підписах до частини рисунків, наприклад 1, 3, 5, 7 (автореферат) та 5.1, 5.2 та ін. (дисертація)  відсутні детальні підписи, що ускладнює сприйняття матеріалу без тексту.

5) Не обговорено, наноточки CdS, синтезовані автором за допомогою саме яких  біологічних систем, виявили найкращі характеристики.

Крім того, виникло декілька дискусійних та уточнюючих запитань до автора:

1) Чи пробували використовувати, як контролі при синтезі наноточок CdS культуральне середовище (до внесення клітин E.coli , після внесення, а також після культивування та послідуючого видалення клітин)? Чи можна говорити про матричний ефект клітин?
2) Як перевіряли стабільність наноточок, за якими параметрами?

3) На скільки відтворювані були розміри наноточок CdS, їхні спектри поглинання та люмінесценції отримані «зеленим» синтезом, від одного синтезу до іншого?

4) Як залежать розміри наночасток та інші характеристики від часу синтезу?

5) Чи досліджували стабільність наноточок, функціоналізованих ПЕГ та БСА?
6) Чому в препаратах квантових точок CdS, синтезованих за допомогою  Linaria Maroccana, такі значні домішки фтору та кремнію?

7) Чому не отримували патенти на синтез наноточок CdS за розробленою новою технологією з використанням базидіального гриба та рослинних екстрактів? 

8) Хотілося б отримати відповідь, синтезовані автором за допомогою саме яких  біологічних систем наноточки CdS виявили найкращі характеристики? 

Зроблені зауваження та рекомендації стосуються, в основному, покращення викладення матеріалу, не носять принципового характеру, не знецінюють якість виконаної роботи та не ставлять під сумнів справедливість основних результатів та висновків роботи.

За результатами досліджень, проведених при виконанні дисертаційної роботи, автором опубліковано 19 наукових праць, з них 7 статей у фахових 
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