ВІДГУК

офіційного опонента на дисертаційну Оленєвої Віри Дмитрівни «Функціональна роль ацетилювання α-тубуліну при розвитку стрес-індукованої аутофагії у Arabidopsis thaliana.», подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.11 – цитологія, клітинна біологія,  гістологія, 09 – біологія

Дисертаційна робота Оленєвої Віри Дмитрівни «Функціональна роль ацетилювання α-тубуліну при розвитку стрес-індукованої аутофагії у Arabidopsis thaliana.»,  присвячена вирішенню актуальної наукової проблеми, пов‘язаної із встановленням ролі ацетилювання α-тубуліну, як функціональної пост-трансляційної модифікації при реалізації стрес-індукованої аутофагії у Arabidopsis thaliana.

Для успішного виживання в умовах постійних змін навколишнього середовища рослини сформували мережу стратегій для акліматизації та адаптації. Одним з основних важелів цього складно регульованого механізму є ацетилювання α-тубуліну, як функціональної пост-трансляційної модифікації при реалізації аутофагії у рослин, індукованої дією ряду стресових чинників.
Про важливість та актуальність дисертаційної роботи свідчить і те, що вона виконувалася в рамках бюджетних НДР відділу геноміки та молекулярної біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України».
Дисертаційна робота написана за класичною схемою. Мета досліджень та завдання дисертаційної роботи тісно пов’язані і поступово розкриті у вступі, основній частині, що містить 4 розділи огляду літератури, зокрема дисертанткою приведено загальну характеристика процесу аутофагії у клітині рослин, розглянуто участь рослинного цитоскелету у регуляції процесів аутофагії, розглянуто стан досліджень  аутофагії у рослин,  як  адаптивного  процесу  у відповідь на дію стресових чинників, розділ - програмована клітинна загибель як наслідок дії стресових чинників у рослин  та розділи результати експериментальних досліджень та їх обговорення досліджень, узагальненні та висновках.

Дисертаційна робота викладена на 147 сторінках рукопису, у роботі наведено 36 рисунків, список використаних джерел містить 174  посилання.

Стан наукової проблеми, широкий спектр підходів до розуміння механізмів формування стійкості рослин до дії біотичних факторів довкілля висвітлені у огляді літератури. Авторка добре володіє сучасним станом та розвитком напрямків досліджень по даній проблемі, про що свідчать посиланнями на використані першоджерела, викладено добре систематизований матеріал, спрямований на  з’ясування особливостей метаболізму клітин рослин за умов дії абіотичних стресів.
У першому розділі дисертанткою наведено характеристику аутофагії, як процесу необхідного для ефективної переробки цитоплазматичних макромолекул в вакуолях клітин рослин, що приймає участь у регуляції росту та розвитку в процесі їх онтогенезу. Дисертантка детально розглядає механізми регуляції трьох типів аутофагії: мікро-, макро- та шаперон-опосередковану аутофагію.
У другому розділі приведено аналіз стану досягнень у дослідженнях механізмів участі рослинного цитоскелету у регуляції процесів аутофагії. Віра Дмитрівна Оленєва шляхи  пост-трансляційної модифікації тубуліну, зокрема ацетилювання, детирозилювання, фосфорилювання, поліглютамінування, а також полігліцилювання, що визначають функціональний стан мікротрубочок. Особлива увага приділена характеристиці процесу ацетилювання α-тубуліну клітин тваринного та рослинного походження. Дисертантка детально аналізує роль мікротрубочок у регуляції розвитку аутофагії, виділяючи їх сигнальну та транспортну функції.
Третій розділ присвячено аналізу ролі аутофагії клітин,  як  адаптивного  процесу  за дії стресових чинників середовища на рослини. Аналізуючи стан досліджень впливу метаболічного, сольового, осмотичного стресів та ультрафіолетового випромінювання на метаболізм клітин рослин, дисертантка відмічає, що експериментальних даних, які описують механізми впливу абіотичних стресів на цитоскелетні структури, недостатньо.
Методика досліджень описана у розділі 5 «Матеріали і методи досліджень», який містить ряд підрозділів та повною мірою відповідає поставленим задачам. Високому рівню вірогідності наведених у дисертації результатів та обґрунтованості зроблених висновків безумовно слугує використання широкого спектру сучасних методів досліджень.

У підрозділах 5.1 5-13 дисертанткою детально описана методика проведення досліджень. 

Істотно важливим надбанням в дисертаційній роботі є отримання трансгенної лінії рослин Arabidopsis thaliana, що стабільно експресує химерний білок GFP-Atg8h, які були використані для проведення та аналізу стрес-індукованої аутофагії з використанням широкого спектру методичних підходів, зокрема конфокального мікроскопа LSM 510 META (Carl Zeiss, Німеччина). 
Для візуалізації аутофагосом використовували флуоресцентний барвник монодансилкадаверин а для аналізу ацидифікації цитоплазми клітин використовували флуоресцентний барвник акридин оранжевий. Рослини фарбували барвниками, та аналізували за допомогою флуоресцентного мікроскопу Axioscope 40 (Carl Zeiss, Німеччина).

 Дисертанткою детально подана сучасна методика проведення полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією для визначення змін рівнів експресії генів α-тубуліну та експериментальні підходи  проведення імуногістохімічного  аналізу α-тубуліну у зрізах проростків A. thaliana.
В дисертації детально описана, зокрема методика використання моноклональних антитіл до ацетильованого α-тубуліну.

Структурно-біологічна оцінка взаємодії α-тубуліну з Atg8a, і ацетильованого α-тубуліну з Atg8a проведена з використанням сучасних програм.

Результати досліджень та їх обговорення, логічно структуровані  та викладені у розділі 6 на 56 сторінках.

Для дослідження впливу абіотичних стресових факторів на розвиток проростків A. thaliana Вірою Дмитрівною було проаналізовано зміни довжини коренів та гіпокотилів контрольних та експериментальних рослин, що зазнавали впливу ряду стресів, зокрема метаболічного, осмотичного та сольового, вивчено також вплив ультрафіолетового випромінювання у діапазоні 280-320нм.
Було показано, що найбільш виражені зміни відбуваються за дії сольового стресу (150 мМ NaCl). 
Аналіз оригінальних результатів дослідження Оленєвої В.Д. щодо ролі аутофагії у реалізації відповіді клітин на дію абіотичних стресів, було проведено з використанням проростків A. thaliana, вирощених у стресових умовах з додаванням  високоселективний  інгібітора цистеїнових протеаз Е-64 (10 мкМ), що викликає інгібування аутофагії на стадії деградації вмісту аутолізосом.
Дисертантка встановила, що за умов впливу стресових факторів та інгібування аутофагії, показники довжини коренів суттєво знижувалися, у порівнянні з рослинами, що не інкубувалися з Е-64. Враховуючи, що Е-64 блокує процес аутофагії, отримані Вірою Дмитрівною результати свідчать про адаптивну функцію аутофагії за умов впливу абіотичних стресів.
Дослідження морфологічних закономірностей розвитку аутофагії, внаслідок впливу абіотичних стресів проведені на  флуоресцентному та конфокальному лазерному скануючому мікроскопах з використанням флуоресцентний барвників: монодансилкадаверину і акридин оранжевого. 

Перший, із вказаних є загальновживаним маркером аутофагосом, а другий - показник розвитку аутофагії досліджених клітин.  Віра Дмитрівна відмічає, усі досліджувані стресові фактори мали наслідком появу монодансилкадаверин-позитивно забарвлених структур, що морфологічно відповідали аутофагосомам. Розвиток процесів аутофагії, індукований ультрафіолетовим випромінювання (41 кДж/м2) був притаманний як наземним так і підземним тканинам дослідних рослин, в той час, як дія інших стресових факторів мала вплив лише на клітини кореня. З огляду на отримані результати, дисертатка приходить до висновку, що аутофагія є адаптивним внутрішньоклітинним механізмом на дію досліджених нею факторів.

програмованної клітинної загибелі

Вважливі результати приведені Вірою Дмитрівною у розділі  6.4, де подані результати досліджень зі створеною трансгенною лінією A.thaliana, що стабільно експресує химерний білок Atg8h-GFP.  Відмічено, що вплив усіх досліджуваних стресових чинників мав наслідком підвищення рівня вільного GFP відносно рівня Atg8h-GFP, у порівнянні з контрольними рослинами. Крім того, передобробка проростків інгібітором аутофагії Е-64 викликала зниження рівнів GFP/Atg8h-GFP за дії досліджених стресів.
Результати проведеного  Вестерн-блот аналізу з використанням моноклональних антитіл до ацетильованого α-тубуліну вказують на значне підвищення рівня модифікованого білку за дії усіх стресових факторів. 

Результати оригінальних досліджень дисертантки наведені у розділі 6.5. Структурно-біологічна оцінка взаємодії α-тубуліну з Atg8a, і ацетильованого α-тубуліну з Atg8a. За допомогою біоінформатичного аналізу взаємодії Atg8а і α-тубуліну мікротрубочок, було вперше показано, що пост-трансляційне ацетилювання α-тубуліну забезпечує більш щільну і міцну взаємодію зазначених білків, шляхом зміни заряду і гнучкості залишків α-тубуліну у сайті зв'язування молекул.  

Переконливі результати  описані у розділі 6.6. Профілі експресії генів α-тубуліну, білка atg8, кінезинів, гексокіназ та генів ензимів, залучених до ацетилювання α-тубуліну при індукції аутофагії стресовими факторами. Підвищення рівнів експресії генів α-тубуліну та білка atg8 у проростках A. thaliana, зокрема, виявленА коекспресія генів tub4 і atg8a, atg8e при опроміненні УФ-В, генів tua1 і atg8e при голодуванні, tua3 і atg8f при сольовому та tua3 і atg8f, atg8e при осмотичному стресах, вказують на залучення відповідних пар білків до розвитку аутофагії, індукованої досліджуваними абіотичними стресовими чинниками.

Продемонстрована ко-експресія генів tub4 і atg8a, atg8e при опроміненні ультрафіолетовим випромінювання (41 кДж/м2); генів tua1 і atg8e при голодуванні; tua3 і atg8f при сольовому, та tua3 і atg8f, atg8e при осмотичному стресах, вказує на специфічність пар білків зазначених генів для розвитку аутофагії, індукованої абіотичними стресовими чинниками. Отримані профілі експресії генів elp3/деацетилаз та гексокіназ підтверджують функціональну роль ацетилювання α-тубуліну у процесі перебігу аутофагії, етапу, що є залученим до розвитку програмованої клітинної загибелі.  Суттєве підвищення транскрипційної активності генів KIN5B, KIN12B, KIN12F після опромінення ультрафіолетовим випромінювання (41 кДж/м2), генів KIN6, KIN7O, KIN7D, KIN12B при осмотичному-, та KIN6, KIN12B при сольовому стресах, дають нам можливість стверджувати про залучення продуктів зазначених генів кінезинів до реалізації адаптивної відповіді клітин рослин на дію стресових факторів.

Ґрунтуючись на виявлених профілях експресії гексокіназ при ультрафіолетовому опроміненні, Оленєва В.Д приходить до висновку, що найбільш вірогідним часовим проміжком переходу клітин від аутофагії до розвитку програмованної клітинної загибелі  є 24 години після впливу стресу.

Отримані профілі експресії генів elp3/деацетилаз та гексокіназ підтверджують функціональну роль ацетилювання α-тубуліну у процесі перебігу аутофагії, етапу, що є залученим до розвитку програмованої клітинної загибелі.  
За допомогою імуногістохімічного аналізу ацетилювання α-тубуліну під впливом досліджуваних стресових факторів вона найбільш виражено проявляється у молодих та меристематичних тканинах, а також у тканинах коренів (кореневому чохлику, епідермісі та перициклі), тобто дана модифікація має тканиноспецифічний характер.

Дисертаційна робота є  цілісним,   завершеним самостійним  дослідженням ролі ацетилювання α-тубуліну, як функціональної пост-трансляційної модифікації при реалізації стрес-індукованої аутофагії у Arabidopsis thaliana.
. За результатами дисертаційної роботи було опубліковано 16 праць, з них 8 статей (в т.ч. 3 – у зарубіжних журналах) та 8 тез доповідей в профільних журналах та збірниках матеріалів конференції.

Зміст автореферату повністю відображає структуру  дисертаційної роботи Віри Дмитрівни Оленєвої Висновки наведені в роботі є чіткими, достатньо обґрунтованими, вони логічно випливають з експериментальних даних отриманих Вірою Дмитрівною та повністю відображають їх зміст.

Завершуючи аналіз дисертаційної роботи Оленєвої В. Д. та високо оцінюючи в цілому дисертаційну роботу змушений констатувати,  в дисертаційній роботі Віра Дмитрівна відмічає: «Умови сольового стресу моделювали шляхом модифікації поживного середовища, що містило 150 мМ NaCl або 10 мМ манітолу для моделювання осмотичного стресу, відповідно».
На мою думку, не приведено достатньо обґрунтування вибраних концентрацій сполук, для можливості порівнювати результатів їх дії використовують більш, ніж у двічі вищу концентрацію манітолу за обрану концентрацію солі. 
Однак ці незначні недоліки не знижують загального враження щодо якості роботи. 
Підводячи підсумок роботи Оленєвої Віри Дмитрівни, слід зазначити, що дисертація є актуальним, оригінальним логічно завершеним дослідженням, виконаним на сучасному методичному рівні і має високу наукову та практичну цінність. Авторка проявила аналітичний склад мислення, вміння критично викласти та коректо інтерпретувати результати власних досліджень. Дисертація написана гарною мовою, акуратно оформлена, добре ілюстрована, отримані результати достовірні та статично оброблені.  
На підставі викладеного, вважаю, що дисертаційна робота Оленєвої Віри Дмитрівни «Функціональна роль ацетилювання α-тубуліну при розвитку стрес-індукованої аутофагії у Arabidopsis thaliana», за актуальністю, 
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NPakTHYHUM 3HAYECHHAM OJEPXKAHMX pe3ynpratiB Oe3 CyMmHIBy Biamosizae
BuMoram M.n. 11,12,13 «IlopsaKy npucy/keHHs HaYKOBUX CTYIEHIB | IPUCBOCHHS
BYEHOrO  3BaHHS ~ CTapLUIOrO  HAyKOBOTO  ChiBPOGiTHHKA», —3aTBepKEHOro
noctanosoto KaGinery Minictpis Vipainu sin 24.07.2013 p. Ne 567, a ii aBTop
3aCIyTOBY€ Ha MPHCY/UKEHHS HAYKOBOTO CTYIeHs KaHHaTa GioNoriuHiX Hayk 3a
crienianbricTio 03.00.11 — wwronoris, knitnea Gionoria, rictosoris, 09 —
Gionoris.
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