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ВІДГУК
на дисертаційну роботу Бурлаки Ольги Миколаївни «РОЗРОБКА ТЕХНОЛОГІЇ ГЕНЕТИЧНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ РОСЛИН ЗА ДОПОМОГОЮ ВУГЛЕЦЕВИХ НАНОТРУБОК», представлену на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Наразі одним із найважливіших напрямів сучасної біотехнології є нанобіотехнологія, зокрема використання наноструктур для доставки у клітини цільових сполук. Актуальними є дослідження з розробки методів використання наноструктур для перенесення генів у клітини рослин. Перспективним тут може бути застосування вуглецевих нанотрубок (ВНТ), які вже більш-менш успішно застосовуються для доставки плазмідної ДНК, малих РНК, білків тощо у клітини тварин та у бактерії. Проведено окремі досліди і з рослинними клітинами, зокрема показано можливість доставки деяких молекул за допомогою ВНТ як у інтактні клітини, так і у протопласти. Проте можливості застосування у біотехнології ВНТ як переносників ДНК практично не вивчені, такі досліди до початку проведення рецензованої роботи мені невідомі. Тому роботу О.М. Бурлаки, присвячену розробці методів генетичної трансформації рослин на основі використання вуглецевих нанотрубок для перенесення плазмідної ДНК слід визнати важливою та актуальною як з практичного боку, так і для подальшої розробки фундаментальних основ біотехнології рослин.
Дисертаційну роботу побудовано за традиційним типом. Вона складається із вступу, семи розділів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел та додатків. На початку роботи наведено перелік умовних скорочень. Текст зі списком літератури (263 джерела), ілюстраціями (22 рисунки та 5 таблиць), п’ятьма додатками у вигляді фотографій та рисунку викладено на 160 сторінках машинопису. 

У вступі коротко обґрунтовується актуальність теми; звۥязок роботи з науковими програмами, планами, темами; наведено мету і задачі дослідження; дано коротке визначення використаних обۥєкта, предмета та методів дослідження; викладено наукову новизну отриманих результатів та їхнє практичне значення; наведено дані про особистий внесок здобувача, апробацію роботи та публікації результатів досліджень, структуру і обсяг дисертації, а також висловлено подяки.
Розділ 1 – це огляд літератури, в якому детально проаналізовано результати досліджень та наявні відомості з використання вуглецевих нанотрубок для генетичної трансформації рослин. Огляд літератури складається з чотирьох невеликих розділів, у яких тим не менше досить ретельно аналізуються останні дані з існуючих методів трансформації рослин, можливості та обмеження їхнього використання; перспектив використання наноструктур у рослинній біотехнології; класифікація та властивості ВНТ, функціоналізація їх для застосування у біотехнології; вплив ВНТ на рослини, взаємодія та проникнення їх у рослинні клітини. В цілому огляд літератури написано лаконічно, але в ньому достатньо повно висвітлено останні експериментальні дані з питань, що мають відношення до теми дисертації. Огляд свідчить про ґрунтовні знання автором сучасного стану в даній галузі досліджень, критичне відношення до опублікованих результатів, здатність вичленувати і узагальнити головне з масиву розрізнених літературних відомостей, чітко викласти стан та перспективи досліджень, а також коротко і зрозуміло обгрунтувати актуальність, роль та значення власного дослідження у контексті накопичених світовою наукою знань.

У розділі 2 “Матеріали і методи досліджень” чітко та ясно охарактеризовано використані реактиви; дослідні обۥєкти (рослинний матеріал, генетичні конструкції); коротко описано методики функціоналізації ВНТ та отримання комплексів плазміди з ВНТ, трансформації протопластів, калюсу та клітин листкових дисків тютюну за допомогою ВНТ, а також особливості аналітичних методів і методів статистичної обробки даних. Підкреслено ті модифікації методів, які були застосовані автором для підвищення ефективності досліджень. У цілому було використано сучасні методи, за допомогою яких отримано коректні результати, адекватні стосовно поставлених задач дослідження.
Розділ 3 «Функціоналізація вуглецевих нанотрубок та отримання комплексів нанотрубок з цільовими ДНК» складається з чотирьох невеликих частин. Тут наведено результати власних досліджень з порівняння застосування різних сполук для нековалентної функціоналізації ВНТ; з дослідження властивостей функціоналізованих ВНТ; з нековалентного зв’язування плазміди із ВНТ; із трансформації бактеріальних клітин за використання ВНТ. Для трансформації рослинних клітин автор розробила підхід нековалентної функціоналізації гідрофобних ВНТ, що дозволило генерувати біологічно-сумісний продукт. Внаслідок проведеної функціоналізації біологічними молекулами, ВНТ формували полідисперсні водні колоїдні системи, які зберігали стабільність, залежно від використаних умов, протягом 3-х-10-ти місяців. Вперше показано можливість використання екстракту скловидного тіла та гумату натрію для неспецифічного диспергування ВНТ у водних середовищах. За допомогою атомно-силової та трансмісійної електронної мікроскопії було візуалізовано покриття біомолекулами окремих ВНТ. Вивчення раманівських спектрів показало збереження характерних піків ВНТ після функціоналізації, і, відповідно, мінімальні зміни основних структурних, оптичних і електронних властивостей ВНТ. Зафіксовано також зміни, асоційовані із покращенням здатності ВНТ зв’язувати цільові молекули та переносити їх у клітини-мішені. Крім того, автор розробила процедуру зв’язування цільової ДНК із функціоналізованими ВНТ за допомогою часткової термічної денатурації нуклеїнової кислоти. Збереження функції цільової ДНК у складі комплексів з функціоналізованими ВНТ, а також здатність іммобілізованих молекул ДНК відриватись від поверхні ВНТ усередині клітини, було підтверджено шляхом трансформації бактеріальних клітин E. coli штаму DH5α. Частота трансформації бактерій комплексами ВНТ з плазмідною ДНК була аналогічною або вищою за частоту трансформації цільовою ДНК без ВНТ та не залежала від типу функціоналізації ВНТ.

Розділ 4 “Трансформація протопластів N. tabacum за використання вуглецевих нанотрубок” складається з двох частин: 1. Встановлення впливу ВНТ у різних концентраціях на виживання протопластів та 2. Трансформація протопластів за допомогою ВНТ. Наведені тут результати дослідження впливу функціоналізованих ВНТ на протопласти тютюну продемонстрували однакову біологічну сумісність усіх 6-ти типів використаних функціоналізуючих покриттів та, відповідно, можливість їх застосування у сфері біотехнології. На основі отриманих результатів для подальшої розробки методу доставки екзогенних ДНК у рослинні протопласти було визначено оптимальні концентрації одношарових (ОШВНТ) і багатошарових вуглецевих нанотрубок (БШВНТ). Після трансформації протопластів N. tabacum з використанням ВНТ було виявлено експресію репортерного гена eyfp та встановлено вищу частоту транзієнтної експресії цього гена у протопластах, трансформованих з використанням ОШВНТ, ніж за умов використання БШВНТ. Окрім того, було встановлено відсутність достовірних відмінностей між значеннями частот транзієнтної експресії у протопластах, трансформованих за використання ВНТ, функціоналізованих ДНК, дНТФ, АТФ, БСА та компонентами екстракту скловидного тіла. Середня частота транзієнтної експресії для ОШВНТ складала 16±0,7%, для БШВНТ – 12,6±0,6%. За використання для трансформації ОШВНТ і БШВНТ, функціоналізованих гуматом натрію, значення частоти транзієнтної експресії були дещо нижчими.

У розділі 5 «Трансформація калюсу N. tabacum за використання вуглецевих нанотрубок» та близькому до нього за змістом розділі 6 «Трансформація листкових дисків N. tabacum за використання вуглецевих нанотрубок» наведено результати дослідів індукції процесів калюсогенезу тютюну, підбору селективної концентрації канаміцину, визначення застосовних концентрацій ВНТ, результати трансформації калюсу за використання ВНТ та результати подібних дослідів на прикладі листкових дисків тютюну. Для трансформації калюсу і листкових дисків використовували ОШВНТ у концентрації 40 мкг/мл і БШВНТ у концентрації 30 мкг/мл. Трансформацію проводили за допомогою генетичної конструкції, що містила селективний маркерний ген неоміцинфософтрансферази nptII, тому спочатку визначили селективну концентрацію канаміцину, що становила 50 мг/л. За розробленим автором протоколом здійснено трансформацію калюсу та листкових дисків тютюну з використанням ВНТ і продемонстровано регенерацію трансформованих пагонів на селективному середовищі. При цьому встановлено майже втричі вищу ефективність трансформації калюсу з використанням ОШВНТ, аніж БШВНТ. При розробці методу трансформації листкових дисків було показано, що ОШВНТ здатні доставляти генетичний матеріал у клітини щойно ізольованих листкових експлантів, тоді як для трансформації з використанням БШВНТ було необхідним попереднє культивування протягом 48 год листкових експлантів на живильному середовищі для регенерації. Попереднє культивування також підвищувало частоту трансформації листкових дисків із використанням ОШВНТ. Автор підкреслює, що виявлене нею значення частоти транзієнтної експресії перенесеного гена у результаті трансформації протопластів за умов використання ОШВНТ було на 27% вище за таке, отримане за використання БШВНТ. За трансформації калюсу та листкових експлантів, частота трансформації при використанні ОШВНТ була у 2,5 рази вище, ніж при використанні БШВНТ.

Важливим і цікавим є розділ 7 «Узагальнення результатів дослідження». Це досить детальний, усесторонній і глибокий узагальнюючий аналіз результатів досліджень. Підсумком цього аналізу є наступне твердження автора «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.». З цим положенням я цілком погоджуюсь як з повністю підтвердженим узагальнюючим висновком, зробленим автором на основі власного експериментального матеріалу, отриманого сучасними методами досліджень.

У цілому експериментальний матеріал викладено чітко, лаконічно і логічно, основні результати достатньо підтверджено оригінальними та якісними ілюстраціями, зокрема, унікальними фотографіями та схемами. У процесі викладу автор ретельно і критично аналізує власні результати, робить у процесі опису коректні заключення та підсумки. Обговорення та узагальнення проведено чітко, на високому професійному рівні, із залученням літературних даних по всьому тексту дисертації, воно свідчить про те, що автор своїм дослідженням зробила істотний внесок у подальший розвиток новітніх напрямів досліджень у галузі біотехнології рослин.

Висновки роботи нові, обґрунтовані, логічно випливають з експериментальних даних. Вони викладені досить чітко, лаконічно та ясно. Особливо важливим є узагальнюючий висновок, який передує останнім семи розширеним висновкам.

Зауважень щодо наукової частини рецензованої дисертаційної роботи, які б негативно впливали на її оцінку, у мене немає. Проте у мене викликала здивування відсутність патентів та авторських свідоцтв за результатами дослідження, значна частина яких (результатів), на мою думку, є патентоспроможною. Якщо говорити прямо, то відсутність запатентованих розробок для дисертаційної роботи у галузі «БІОТЕХНОЛОГІЯ», на мою думку, є істотним недоліком.

Оцінюючи дисертаційну роботу в цілому, слід визнати її як завершене самостійне дослідження, що є актуальним, виконане на сучасному науковому рівні, характеризується новизною одержаних експериментальних даних і 
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