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ВІДГУК
офіційного опонента на дисертаційну роботу Ісаєнкова Станіслава Валентиновича «Молекулярно-генетична та функціональна характеристика мембранних транспортерів, залучених до регуляції соле- і посухостійкості у рослин та детоксифікації арсену» подану на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 03.00.22 – молекулярна генетика

Рослинні організми повсякчас зазнають шкідливого впливу несприятливих факторів зовнішнього середовища. На відміну від тварин, вони не можуть активно уникати дії стресових факторів. Тому в процесі еволюції були вироблені численні захисні механізми, в тому числі, на молекулярному рівні. Різноманітні абіотичні стреси негативно впливають на рослини, пригнічуючи їх ріст, розвиток та продуктивність, що є важливою проблемою сільського господарства, оскільки потреби людства у продуктах харчування невпинно зростають.
Продуктивність сільського господарства залежить від багатьох факторів, головними з яких є наявність водних ресурсів та неорганічних елементів живлення, низький рівень засолення та відсутність важких металів і металоїдів. Водний та мінеральний баланс рослинної клітині забезпечується транспортними білками, або транспортерами, що розташовані в мембранах. Транспортери беруть участь не тільки у транспорті поживних речовин та посухостійкості рослин, а й залучені у механізмах стійкості рослин до дії багатьох типів абіотичного стресу, а саме - надмірного засолення ґрунтів і забруднення токсичними мінеральними сполуками.
В умовах глобальної зміни клімату тривалість та кількість періодів посухи зростає, поряд із виснаженням водних ресурсів багатьох регіонів світу. Діяльність людини призводить до акумулювання у воді та ґрунті надмірних концентрацій солей та токсичних сполук, зокрема арсену. З огляду на це стійкість сільськогосподарських рослин в умовах надмірного засолення, посухи та забруднення токсичними сполуками може бути збільшена за рахунок використання мембранних транспортерів у створенні нових сортів із підвищеними показниками стійкості до вищезазначених стресів. 

Вирішення цього питання потребує з’ясування механізмів підтримання іонного гомеостазу, соле- та посухостійкості рослин, виведення токсичних сполук, мінімізації навантаження на ґрунти мінеральних добрив. Для цього важливим є розуміння процесів поглинання, перерозподілу та накопичення у рослинному організмі головних іонів та металоїдів, а саме - Na+ та К+, сполук арсену. Дисертаційна робота Ісаєнкова С.В. присвячена вивченню молекулярної природи цих процесів та функцій мембранних транспортерів мінерального обміну та їх ролі у підтриманні осмотичного та іонного гомеостазу, а також у механізмах транспорту та детоксифікації сполук арсену. Саме тому представлену дисертаційну роботу слід вважати актуальною.
Дисертаційна робота побудована традиційно. Вона складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень та їх обговорення (представлених шістьма розділами), аналізу та узагальнення результатів досліджень, практичних рекомендацій, висновків, списку літератури. Текст дисертації з переліком літератури (456 джерел), ілюстраціями (87 рисунків, 5 таблиць) викладено на 306 сторінках. 
У вступі коротко обґрунтовується актуальність теми; зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами; мета та завдання досліджень; дано коротке визначення об’єкта, предмета та методів дослідження, викладені наукова новизна одержаних результатів та їх практичне значення; наведено дані про особистий внесок здобувача, апробацію результатів дисертації, публікації.

У «Огляді літератури» чітко і логічно викладено сучасний стан досліджень процесів транспорту мінеральних сполук за допомогою мембранних транспортерів, механізмів соле- та посухостійкості рослин, транспорту сполук на основі арсену, біогенезу та ролі рослинних вакуоль різних типів, типів внутрішньоклітинного транспорту білків до органел призначення. Особлива детально описано транспорт, ретранслокацію та компартменталізацію Na+ та K+, сполук арсену, та застосування цих механізмів у біотехнології рослин. 
У цілому огляд літератури свідчить про ґрунтовні знання автором сучасного стану проблеми у світі. Це дало можливість дисертанту обґрунтувати актуальність власних досліджень, вказати їх значення для світової практики. 
Розділ “Матеріали та методи досліджень” складається з 12 підрозділів, де дано характеристику плазмідних векторів, бактеріальних штамів, ліній дріжджів, вихідного рослинного матеріалу матеріалу, описано умови роботи з культурами E. coli, A.°tumefaciens та рослинним матеріалом, транскрипційний аналіз рослин, методи мікроскопії, методи фізіологічного, молекулярно-біологічного, генетичного та біоінформатичного аналізу, використані також методи статистичного аналізу даних. Такий широкий спектр методів дослідження є адекватний стосовно визначеної мети та поставлених задач дослідження, дав можливість авторові всебічно охарактеризувати поставлену проблему. 
Далі наведено шість розділів, які представляють результати власних досліджень та їх обговорення. У розділі 3 автор характеризує мембранний транспортер HvHKT2;1. Показано, що ген HvHKT2;1 переважно експресується у клітинах кортексу кореня, що свідчить на користь гіпотези про роль цього транспортера у поглинанні Na+ та/чи К+ з ґрунту. Аналіз профілю експресії HvHKT2;1 дозволив з’ясувати, що надекспресія цього гена призводить не тільки до збільшення загального рівня транскриптів у рослині, але також до появи експресії у клітинах центрального циліндра. Аналіз рослин з гіперекспресією гена HvHKT2;1 показав, що ці рослини мають вищі на 25–30% темпи росту, ніж контрольні (WT1 та WT2) при культивуванні на середовищах з високим вмістом Na+ та збільшений вмісту K+ у пагонах при культивуванні рослин з надекспресією гена цього транспортера в умовах дефіциту даного елемента. Таким чином робиться висновок про участь HvHKT2;1 у абсорбції K+ у коренях чи реабсорбції при низьких концентраціях цього елемента. 
Автором проведено детальний філогенетичний аналіз та показано різноманіття протонно-натрієвих обмінників родини NHX. 
Отримано рослини тютюну із експресією гена протонно-натрієвого обмінника ячменю HvNHX2. Показано, що у отриманих трансформантів параметри солестійкості значно підвищувались. Трансформовані рослини, що експресують HvNHX2, були здатні виживати протягом 4 тижнів на середовищі з летальною для рослин дикого типу концентрацією NaCl. Отже, запропонований автором підхід підвищення солестійкості рослин шляхом експресії генів протонно-натрієвих обмінників родини NHX був успішно підтверджений проведеними експериментами. 
У роботі здійснено клонування та функціональну характеристика ряду двопорових калієвих каналів родини ТРК різних видів рослин, а саме A. thaliana, O. sativa, H. vulgare, N. tabacum. Проаналізовано та відібрано 157 унікальних послідовностей потенційних калієвих каналів родини ТРК на основі аналізу специфічної доменної архітектури. Здійснено всебічну характеристику AtTPK1 із A. thaliana із використанням мутантних ліній A. thaliana. Показано клітинну локалізацію AtTPK1 та його роль у підтриманні внутрішньоклітинного та міжклітинного гомеостазу К+. Завдяки аналізу мутантних ліній рослин із втраченою функцією білка AtTPK1 та рослин з надекспресією відповідного гена автор продемонстрував важливу роль цього каналу у закритті продихових клітин.
Цікавими видаються дані стосовно функціональної та фізіологічної характеристики двопорових каналів ТРК із рису. Проведений аналіз фенотипів мутантних ліній рису, що втратили функцію двопорового калієвого каналу OsTPKb свідчить про важливе значення цього транспортного білка для росту та розвитку рослин і формування насіння. Згідно зі спостереженнями дисертанта дві незалежні мутантні лінії рису за геном OsTPKb мають набагато менший приріст біомаси у порівнянні з рослинами дикого типу та гетерозиготними рослинами. Вивчення ролі білків двопорових каналів родини ТРК у регуляції сольового та осмотичного стресів показало, що підвищення експресії гена, який кодує білок калієвого канала OsTPKa у рисі, може суттєво підвищувати стійкість рослин до високих концентрацій солей, водного стресу та дефіциту калію. Рослини із надекспресією гена OsTPKa демонстрували кращий рівень росту, зменшення накопичення Na+ у своїх тканинах за умов сольового стресу та дефіциту калію. Надекспресія OsTPKb у рослинах рису також спричиняє посилення стійкості рослин до дії сольового та осмотичного стресів. Результати вивчення експресії в протопластах химерних генів OsTPKa та OsTPKb з приєднаним до С-кінця EYFP та експерименти з колокалізацією OsTPKa та OsTPKb із маркерними білками протеїнових чи літичних вакуоль, а саме -TIP-GFP чи -TIP-EYFP, показали, що незважаючи на високий рівень ідентичності і за нуклеотидною послідовністю, і за амінокислотним складом, білки OsTPKa та OsTPKb мають різну не лише клітинну, а і вакуолярну локалізацію. Автором було створено серію химерних протеїнів, що складаються з різних частин одного та іншого калієвого каналу. Такий підхід дав змогу зрозуміти та ідентифікувати ділянку С-кінця між EF-мотивами каналу, що відповідає за вакуолярне розпізнавання цих двох транспортних білків. Подальше проведення сайт-направленого мутагенезу для заміни амінокислотних залишків дало можливість ідентифікувати три амінокислотні залишки, що суттєво впливають на характер клітинної локалізації та відповідають за органельну адресацію до протеїнових вакуоль. Показано, що лейцин у положенні 303, серин у положенні 313 та аспарагін у положенні 326 є головними детермінантами локалізації у протеїнових вакуолях. Біоінформатичний аналіз цієї ділянки послідовності вказує на те, що серин у положенні 313 може бути потенційним сайтом для фосфорилювання. 
Чималу увагу автор приділяє вивченню поглинання та транспорту арсену рослинними клітинами. У роботі досліджуються білки кандидати транспорту арсену. Показано, участь NIP-аквапоринів A. thaliana та фосфатних транспортерів MtPT з Medicago truncatula у різних аспектах транспорту As у рослинах. З’ясовано, що експресія гена дріжджової системи видалення AsІІІ в A. thaliana підвищує стійкість рослин до впливу As і на клітинному рівні, і на рівні організму в цілому. 
Проведені дисертантом дослідження значно розширили уявлення про участь мембранних транспортерів у процесах стійкості до сольового та осмотичного стресів, підтримки гомеостазу K+, механізмів транспорту сполук As. Показано, що модифікація транспорту іонів через плазматичну мембрану чи тонопласт вакуолі може посилювати і солестійкість, і стійкість рослин до осмотичного стресу. Це все дало авторові можливість розробити практичні рекомендації, які виділені окремим підрозділом. Важливим результатом роботи є те, що розроблено ефективні підходи для біотехнологічного та молекулярно-генетичного покращення важливих агрономічних та технологічних характеристик рослин, зокрема посухо- та солестійкості, збагачення на калій, зменшення або збільшення вмісту арсену. 
Отже, в роботі проведено комплексне дослідження та функціональна характеристика мембранних транспортних білків рослин, які беруть участь у транспорті моновалентних іонів та металоїдів (As); продемонстровано їх участь у механізмах соле- та посухостійкості, іонного гомеостазу та детоксифікації. Розроблено модель транспорту іонів Na+/K+ у рослинах за участі мембранних транспортних білків родин HKT, TPK, NHX; доповнено та розвинено модель транспорту сполук на основі As в рослинних організмах. Висновки в роботі обґрунтовані, логічно випливають із отриманих результатів. Найбільш важливими видаються висновки про роль білка HvHKT2;1 ячменю у абсорбції чи реабсорбції K+ у коренях при дуже низьких концентраціях цього елемента; про те, що експресія гена протонно-натрієвого обміннику HvNHX2 ячменю в клітинах тютюну покращує солестійкість цих рослин; про важливу для росту та розвитку рослин необхідність функціонування двопорового калієвого каналу OsTPKb; про покращення показників посухостійкості та зменшення накопичення Na+ у тканинах завдяки надекспресії гена калієвого каналу OsTPKa у рослин рису. Цікавим є висновок щодо аквагліцеропорину AtNIP7;1, який забезпечує транспорт тривалентної форми арсену (AsIII) через плазматичну мембрану та відіграє важливу роль у процесах поглинання цієї форми As у рослин. Встановлено також, що експресія гена, який кодує активну систему видалення AsІІІ із дріжджів - ScACR3, в A. thaliana підвищує стійкість рослин до впливу арсену і на клітинному рівні, і на рівні організму в цілому. ScACR3 підсилює здатність рослин видаляти As з тканин та сприяє його перерозподілу з коренів до пагонів.
За результатами дисертації опубліковано 38 наукових праць у профільних журналах та збірниках матеріалів конференцій, з них 24 статті у фахових виданнях та 14 тез у матеріалах всеукраїнських та міжнародних конференцій і з’їздів.
В цілому дисертація написана логічно, гарною українською мовою, проілюстрована якісними фотографіями. Проте слід вказати на деякі упущення рецензованої роботи:
1). Не зрозуміло, з якою метою було досліджено здатність AtTPK 1, 2, 3, 4, 5 та OsTPKа, OsTPKb утворювати функціональні канали у гетерологічних системах. Чим обумовлено вибір вакуолярних калієвих каналів родини TPK саме A. thaliana та рису, а не каналів NtTPK1а та NtTPK1b тютюну? Чи можна дані, отримані для E.coli екстраполювати на рослинні організми?
2). У роботі представлені філогенетичні дерева для різних транспортерів, побудовані з використанням методу зв’язування найближчих сусідів (neighbor joining, NJ). Проте цей підхід зазвичай застосовують лише для попереднього експрес-аналізу, оскільки отримані з його допомогою результати залежать від способу розрахунку генетичних дистанцій. Для філогенетичного ж аналізу краще було б застосувати один з евристичних алгоритмів, які використовують parsimony або likelihood критерії оптимізації дендрограми у поєднанні з bootstrap аналізом. Крім того, при описанні дендрограм дисертант припустився ряду неточностей. Так, на рис. 3.11 автор виділяє 4 клади. Проте, лише групи 3 та 4 дійсно є кладами (тобто мають походження від спільного предка), тоді як група 2 являє комбінацію з 3 окремих клад. 

3). Існує протиріччя між рис. 3.10, підписом під ним та обговоренням у тексті. Так, у тексті говориться, що індукція експресії HvNHX4 відбувається через 24 години інкубації на поживному середовищі, що містить 500 мМ NaCl. Це відповідає результатам, наведеним на рисунку, панель С. На противагу цьому, на панелі А індукція спостерігається за обробки 10% ПEГ, 24 год. 

4). Також робота містить ряд недоліків технічного характеру. Зокрема, автор паралельно використовує англійські та українські скорочення для одних і тих же термінів. Так, «літична вакуоля» у списку скорочень, у огляді літератури та на рис. 3.45 позначається як ЛВ, а на рис. 3.29 та 3. 30 – як LV; аналогічно протеїнові вакуолі – як ПВ та PSV; ендоплазматичний ретикулюм – як ЕР у тексті та на рис. 3.45, 3.46, або як ER – на рис. 3.29 та 3. 30 тощо. Деякі рисунки є занадто дрібними, інші невиправдано великими: рис. 3.44, де наводиться порівняльний аналіз амінокислотних послідовностей міг би бути дещо більшим, тоді як рис.3.47, 3.66 – занадто розтягнуті. Також в тексті немає посилання на рис. 3.31. 
Вказані недоліки не впливають на загальну позитивну оцінку роботи та не зменшують її наукове значення.
Представлена робота є самостійним завершеним дослідженням, що є актуальним, виконано на сучасному науковому рівні, характеризується новизною одержаних експериментальних даних і обгрунтованістю та новизною висновків. За обсягом та рівнем виконаних досліджень, їх аналізом, практичними рекомендаціями дисертаційна робота заслуговує високої позитивної оцінки.
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