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ВІДЗИВ
офіційного опонента Дробик Надії Михайлівни про дисертаційну роботу Бурлаки Ольги Миколаївни «Розробка технології генетичної трансформації рослин за допомогою вуглецевих нанотрубок», подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Актуальність теми. Робота Бурлаки О.М. присвячена важливій проблемі – розробці підходу генетичної трансформації рослин за використання вуглецевих нанотрубок для перенесення плазмідної ДНК.

Відомо, що ключовим етапом створення трансгенних рослин є оптимізація протоколів генетичної трансформації та вибір оптимального способу перенесення генів інтересу до геному рослин. У цьому контексті, використання наноструктур для доставки екзогенного генетичного матеріалу у живі клітини є одним із найбільш перспективних напрямків. Вуглецеві нанотрубки (ВНТ) активно включаються у розробки в галузях біотехнології та біомедицини, оскільки мають достатню біологічну сумісність та структуру і морфологію, сприятливу для привнесення численних модифікацій. З огляду на морфологію ВНТ, встановлену для них здатність проходити у рослинні клітини та доставляти флуоресцентні зонди, обґрунтованим є дослідження можливості їх використання для генетичної інженерії рослин.

Дисертаційне дослідження виконане в ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» у рамках проекту «Розробка системи генетичної трансформації рослинних клітин за допомогою вуглецевих нанотрубок» (2010–2014 рр.) цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України «Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій».
Достовірність і обґрунтованість результатів наукових положень і висновків. Подані у дисертації узагальнення та висновки обґрунтовані великим масивом результатів проведених експериментальних досліджень, і тому носять об’єктивний характер. У дисертаційній роботі Бурлака О.М. проводила дослідження на модельному об’єкті – тютюні (Nicotiana tabacum L.) з використанням ВНТ; аналіз отриманих результатів проведено з використанням адекватних сучасних методів і підходів.
Новизна отриманих результатів. За матеріалами наукових досліджень автором вперше: проведено генетичну трансформацію рослинних клітин з використанням вуглецевих нанотрубок як носіїв ДНК; встановлено вищу ефективність перенесення генетичного матеріалу у рослинні клітини за допомогою одношарових вуглецевих нанотрубок (ОШВНТ), порівняно із багатошаровими вуглецевими нанотрубками (ВШВНТ); досліджено вплив нековалентно функціоналізованих за допомогою ДНК, дезоксирибонуклеозидтрифосфату (дНТФ), АТФ, бичачого сироваткового альбуміну (БСА), гумату натрію та компонентів екстракту скловидного тіла (ЕСТ) ВНТ на рослинні об’єкти і проаналізовано взаємозв’язок між типом використаного функціоналізуючого покриття та ефективністю перенесення ДНК ВНТ.

Практичне значення отриманих результатів. Автором розроблено методику функціоналізації ВНТ, отримання їх трансформаційних комплексів з цільовими ДНК для генетичної трансформації та розроблено технологію генетичної трансформації рослинних клітин з використанням функціоналізованих ВНТ як носіїв екзогенних молекул ДНК. Розроблена технологія може збути застосована для створення трансгенних рослин інших видів із використанням для генетичної трансформації протопластів і вкритих клітинною стінкою клітин рослин як вихідного матеріалу. 
Позитивним є те, що отримані та узагальнені результати уже використовуються при викладанні спецкурсів «Клітинна та генетична інженерія», «Основи біотехнології рослин», «Геноміка» та спецпрактикуму «Сучасні методи в біотехнології» для студентів спеціалізації біологія клітини та біоінженерія у ННЦ «Інститут біології» Київського національного університету ім. Тараса Шевченка. Ці матеріали можуть бути використані у навчальному процесів для студентів біологічних та біотехнологічних спеціальностей інших закладів вищої освіти. 

Рекомендації щодо подальшого використання результатів роботи та доцільність продовження і розвитку відповідних досліджень. 
Розроблену автором технологію генетичної трансформації рослинних протопластів, калюсу та листкових дисків за допомогою ВНТ, що не передбачає додаткової обробки рослинного матеріалу ультразвуком, використання генетичної гармати, а також складної та коштовної модифікації самих носіїв, можна у майбутньому використати для створення трансгенних рослин – представників різних таксономічних груп. 

Запропонований Бурлакою О.М. підхід функціоналізації ВНТ з використанням ЕСТ, АТФ, гумату натрію доцільно використовувати у біотехнологічних дослідженнях для нековалентної функціоналізації ВНТ з метою отримання їх водних дисперсних колоїдних систем.
Повнота використання в роботі наукової літератури у даній галузі. Список використаних літературних джерел включає 263 найменування, із них більшість – в іноземних виданнях, що дозволяє повністю охарактеризувати сучасний стан розробки проблеми в світі. 

Оцінка наукової та літературної якості складу матеріалу і стилю дисертації та автореферату. Дисертація Бурлаки Ольги Миколаївни написана у традиційній формі, оформлена відповідно до вимог ДАК МОН України і викладена на 160 сторінках комп’ютерного тексту. Дисертація складається із переліку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, чотирьох розділів, у яких наведено результати досліджень та їх обговорення, узагальнення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел. Робота добре ілюстрована – містить 22 рисунки і 5 таблиць, які допомагають кращому сприйняттю отриманих автором результатів. 

У вступі дисертант обґрунтовує актуальність використання ВНТ, зважаючи на їх розмір, велику площу поверхні, придатну для приєднання функціональних покриттів, адресних міток та молекулярних цільових вантажів, для доставки цільових сполук, зокрема генів, у живі клітини. Автор вказує на доцільність встановлення факторів, що впливають та підвищують ефективність використання ВНТ для генетичної трансформації на всіх етапах – від функціоналізації ВНТ до власне процедури трансформації рослинного матеріалу.
У розділі 1 «Використання вуглецевих нанотрубок для генетичної трансформації рослин» Бурлакою О.М. розглянуто та проаналізовано літературні дані щодо існуючих методів генетичної трансформації рослин, можливостей та обмежень їх використання; перспектив використання наноструктур у рослинній біотехнології; наведено класифікацію та властивості ВНТ, а також їх функціоналізацію для застосування у біотехнології. Особливу увагу приділено впливу ВНТ на рослини, взаємодії та проникненню їх у рослинні клітини.
Огляд літератури написаний ґрунтовно із залученням значної кількості сучасних вітчизняних та іноземних наукових джерел з досліджуваної тематики. Слід зазначити, що кожен із підрозділів огляду є теоретичною базою для експериментальних розділів дисертаційної роботи. Наприкінці «Огляду літератури» автором зроблено короткий підсумок і обґрунтовано необхідність проведення досліджень, яким присвячена дисертаційна робота. Це, з нашої точки зору, дозволяє краще зрозуміти хід експериментального дослідження та структуру рецензованої роботи. 
У розділі 2 «Матеріали і методи досліджень» наведено відомості щодо вихідного рослинного матеріалу, генетичної конструкції, що використана у роботі, функціоналізації ВНТ та отримання комплексів плазміди із ВНТ, генетичної трансформації протопластів, калюсу та листкових дисків Nicotiana tabacum L. за використання ВНТ. Автором наведено опис методів, що були використані для аналізу отриманих результатів, а саме: трансмісійної електронної, атомно-силової, світлової та люмінесцентної мікроскопії, раманівської спектроскопії та спектрометрії ультрафіолетового, видимого і ближнього інфрачервоного діапазону, статистичного аналізу.

Раціональний підбір методичних підходів дозволив автору успішно реалізувати основні завдання дисертаційної роботи. 

Наведені у дисертаційній роботі результати дослідження та їх обговорення представлено у чотирьох розділах (Розділи 3–6). 
У межах розділу 3 автором наведено результати порівняльного дослідження щодо застосування різних сполук (ДНК, дНТФ, АТФ, БСА, компонентів ЕСТ та гумату натрію) для нековалентної функціоналізації ВНТ, а також результати дослідження властивостей функціоналізованих ВНТ. Автором розглядається підхід функціоналізації ВНТ для застосування у біотехнології, що дозволяє отримувати біологічно-сумісний продукт. Встановлено, що з використанням нетривалої ультразвукової обробки у водному середовищі за кімнатної температури наведені вище сполуки опосередковували стабільне диспергування ВНТ у воді. У результаті, наноносії були адаптовані до перенесення екзогенного генетичного матеріалу у рослинні клітини. Наведено результати розробки процедури зв’язування цільової плазмідної ДНК із функціоналізованими диспергованими у воді ВНТ за використання явища часткової термічної денатурації нуклеїнової кислоти за температури 80 °С, а також результати генетичної трансформації бактеріальних клітин за використання ВНТ.
У розділі 4 розглянуто розроблення технології генетичної трансформації протопластів N. tabacum з використанням вуглецевих нанотрубок. Дисертант наводить результати дослідження впливу ВНТ у різних концентраціях на виживання протопластів. Показано, що розроблена технологія доставки чужорідного генетичного матеріалу у протопласти тютюну з використанням ВНТ, функціоналізованих за допомогою ДНК, дНТФ, АТФ, БСА та ЕСТ, забезпечує транзієнтну експресію репортерного гена eyfp (жовтий флуоресцентний білок) у протопластах за умов використання ОШВНТ на рівні 16 %, і за умов використання БШВНТ – на рівні 13 %. При генетичній трансформації за допомогою ВНТ, функціоналізованих гуматом натрію, зафіксовано нижчу частоту експресії цього гена – 11 та 7 % у випадку використання одношарових та багатошарових ВНТ відповідно. Автор підсумовує, що генетична трансформація протопластів за допомогою ОШВНТ є більш ефективною порівняно з використанням БШВНТ.

У розділі 5 «Трансформація калюсу N. tabacum за використання вуглецевих нанотрубок» подано результати, що стосуються індукції калюсогенезу, підбору селективної концентрації канаміцину та визначення концентрацій ВНТ для генетичної трансформації калюсу. Бурлакою О.М. розроблено протокол генетичної 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. Дисертантом встановлено майже втричі вищу ефективність генетичної трансформації калюсу з використанням ОШВНТ для перенесення ДНК, аніж БШВНТ.

У розділі 6 «Трансформація листкових дисків N. tabacum за використання вуглецевих нанотрубок» представлено дані щодо підбору умов регенерації та селективної концентрації канаміцину для листкових дисків тютюну, а також результати генетичної трансформації листкових дисків за використання ВНТ. Показано, що попереднє культивування на живильному середовищі МС для регенерації протягом 48 год підвищувало частоту трансформації. У результаті генетичної трансформації щойно ізольованих листкових дисків за використання БШВНТ отримати рослини-регенеранти не вдалося. У той же час, 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 генетичної трансформації листкових дисків за використання ОШВНТ складали, відповідно, 3,5±0,9 % – без попереднього культивування експлантів і 6,3±0,8 % – із попереднім культивуванням. 

Позитивним, на наш погляд, є те, що після подачі результатів дослідження автор проводить їхнє узагальнення у розділі 7. Наведений у роботі підсумок сприяє кращому розумінню структури представленої роботи, дозволяє виокремити найважливіші теоретичні та практичні результати дисертаційної роботи та визначити перспективи подальших досліджень. 

Висновки, які зроблені здобувачем, відповідають меті і завданням дисертації та обґрунтовані експериментальним матеріалом. 

Автореферат у цілому відповідає змісту дисертації.

Повнота викладу основного змісту дисертації в опублікованих працях у наукових виданнях, затверджених ДАК МОН України. Основні положення дисертаційної роботи відображені у 28 публікаціях, що включають 6 статей в провідних наукових виданнях, 1 статтю у збірниках наукових праць, 1 главу у монографії, 20 тез доповідей у збірниках матеріалів конференцій.
Водночас, до дисертаційної роботи можна висловити низку побажань і зауважень.

1) Назва розділу 1 «Використання вуглецевих нанотрубок для генетичної трансформації рослин» не повністю відповідає представленій в ньому інформації. На наш погляд, цей розділ доцільно було б розділити на два. У першому представити матеріал, що стосується характеристики існуючих методів генетичної трансформації рослин, можливостей та обмеження їх використання, а у другому – використання вуглецевих нанотрубок для генетичної трансформації рослин. 
2) У змісті дублюється назва розділів 4, 5, 6 та підрозділів 4.2, 5.2, 6.2. відповідно. У роботі часто зустрічаються повтори (наприклад, стор. 81 та 84, стор. 28 та 95 тощо). Позначення на рис. 3.1 (стор. 53 дисертації) не відповідають тим, які використовуються при поданні та обговоренні результатів у тексті роботи.
3)  Наведені у роботі результати, крім теоретичного, фундаментального значення, без сумніву мають важливе практичне значення. Автором вперше розроблено технологію генетичної трансформації рослин за використання вуглецевих нанотрубок. Важливість отриманих результатів автор підкреслює, наводячи практичні рекомендації у кінці роботи. Залишається незрозумілим, чому нові, отримані вперше результати не захищені патентом. 
4) У підрозділі 6.2 «Трансформація листкових дисків N. tabacum за використання вуглецевих нанотрубок» після подання отриманих результатів автор спочатку порівнює ефективність генетичної трансформації листкових дисків тютюну за допомогою ВНТ з цим же показником для протопластів та калюсу, а в кінці підрозділу наводить висновок, що стосується лише процедури генетичної трансформації листкових дисків тютюну. На наш погляд, після подання інформації про генетичну трансформацію протопластів, калюсу та листкових дисків тютюну за допомогою ВНТ можна було б порівняти особливості та ефективність генетичної трансформації з використанням трьох об’єктів, навівши цю інформацію в окремому підрозділі, або ж у кінці розділу 6. 
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5) YV nwucepramii € HeBmami BHpasW, CKIAAHI Ui CIPUNHATTS pEdYeHHS,
PYCH3MH, HEBIPHO BXXMBAIOTHCS TEPMIHH 1 CIOBOCIONYYEHHS: HAIPHKIA, XOpOIIa
KUTTE3aTHICTh, XOPOIlle BH)KABAHHS MTPOTOILIACTIB, YKMCJIO IPOTOILIACTIB — 3aMicTh
KITBKICTh IIPOTOILIACTIB, KBITH — 3aMiCTh KBITKH TOIIO.

Onnak, 3a3HaveHi 3ayBaKeHHS | NOOa)XaHHS He BIUIMBAIOTh HA 3araibHy
IIO3UTUBHY OILIIHKY pOOOTH.

BucHoBOK mnpo BianOBigHiCTH AHcepTalii BCTAHOBJIEHHM BHMOraM, fKi
Npex’ABJSITLCH 10 HAYKOBOIO CTYNEHs KAaHAUIaTa GioJIOri9HHX HayK.

Haroun oOuiHKY nmcepraiiiHoi po6otH bypmaku O.M. y wuinomy, ciin
3a3HAYUTH, [0 BOHA € 3aBEPIICHUM HAyKOBHUM [OCITI/DKEHHSM, SKE& MICTUTH
BUDIIIEHHS 3aBIaHHS — PO3POOKY TEXHOJIOrIi TeHeTUYHOT TpaHchOopMAIlii POCTHHHIX
KIITHH 3 BUKOPHCTaHHSM (YHKIIOHAII30BaHWX BYTJIENEBHX HAHOTPYOOK SIK HOCIIB
eK30reHHux Monexyn JJHK.

Beaxaro, 1m0 po6ora «Po3pobka TeXHOIOTII reHeTHYHOI TpaHchopMallii pocIHH
3a JIOIIOMOIOI0 BYIJIEIIEBHX HAHOTPYOOK» 3a CBOEIO aKTYalbHICTIO, 06CAroM
BHUKOHAHUX JOCTIIKEHb, IXHIM TEOPETHYHUM i MPAKTHYHKMM 3HAYECHHSM, BiAIOBiIaE
nacmopTy creniansHocTi 03.00.20 — GioTexnooris, a Takox BuMoram JAK MOH
YKpalH¥, IO CTaBJIATECS 10 KaHIUIATCHKHUX JUCEpTalil, a ii aBrop, Bypnaka Ombra
MrikonaiBHa, 3acoyroBye IpHUCYIDKEHHsS 1 HAyKOBOTO CTYIIeHS KaHIHIATa

GionorivHMX Hayk 3a crerianbHicTio 03.00.20 — 6i0TeXHOIOTsL.

OdoiniitHuii OMOHEHT,

IOKTOp 6i0I0TIYHUX HayK, Ipodecop,

IeKaH XiMiko-6io0riuHoro hakyis eTys 1
Wi ne
O eumup 4
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H. M. JIpo6ux
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