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ВІДЗИВ
офіційного опонента Дробик Надії Михайлівни про дисертаційну роботу Матвєєвої Надії Анатоліївни «Створення рослин-продуцентів біологічно активних сполук шляхом Agrobacterium-опосередкованої трансформації», подану до захисту на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Актуальність теми. Робота Матвєєвої Н.А. присвячена важливій проблемі – отриманню шляхом Аgrobacterium-опосередкованої трансформації та дослідженню ліній трансгенних рослин, що продукують природні і рекомбінантні біологічно активні сполуки (БАС).

Відомо, що поряд з іншими галузями, доцільним є використання генно-інженерних підходів для створення рослин, які є продуцентами цінних біологічно активних сполук, або для підвищення вмісту БАС у рослинах. Використання рослин, які традиційно застосовують у медицині, у якості об’єктів генетичної інженерії дозволяє отримати суперпродуценти БАС та одночасно сприяти збереженню природних популяцій рослин. У цьому контексті перспективним є отримання трансгенних рослин, що продукують рекомбінантні сполуки; визначення можливості одночасного підвищення рівня накопичення у трансгенних рослинах природних БАС та синтез рекомбінантних білків, які кодуються перенесеними до геному рослин чужорідними генами; відбір продуктивних ліній рослин, отримання на їх основі нових лікарських форм для лікування різних захворювань. 

Важливим етапом біотехнологій отримання трансгенних рослин є створення ефективної системи генетичної трансформації, наявність якої дозволяє скорочувати час та отримувати більшу кількість трансгенних ліній.

Дисертаційне дослідження виконане у відділі генетичної інженерії Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України у рамках чотирьох бюджетних тем, а саме: «Вивчення фізіолого-біохімічних і молекулярно-біологічних особливостей функціонування та успадкування гетерологічних генів в рослинних системах» (2015-2019 рр.), «Вивчення функціонування рослинних систем, які містять гетерологічний генетичний матеріал» (2010-2014 рр.), «Вивчення поведінки перенесених генетичних маркерів у трансгенних рослин з цінними агрономічними та фармацевтичними властивостями» (2007-2011 рр.) та «Створення культур ізольованих та трансгенних коренів іn vitro та аналіз їх біологічної активності» (2010-2014 рр.). 

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 Матвєєвої Н.А. для проведення дослідження залучено великий обсяг вихідного рослинного матеріалу, зокрема: рослини класів Дводольні (Cichorium intybus, Lactuca sativa, Ruta graveolens, Artemisia tilesii, Althaea officinalis, Bidens pilosa, Tragopogon porrifolius) та Однодольні (Lemna minor).

Для вивчення цього рослинного матеріалу автором застосовано сучасні методи: культивування рослин in vitro; генетична трансформація за використання Agrobacterium tumefaciens та Agrobacterium rhizogenes; молекулярно-біологічні (ПЛР, ЗТ-ПЛР); фізіологічні; біохімічні; метод високоефективної рідинної хроматографії; статистичної обробки даних.
Новизна отриманих результатів. За матеріалами наукових досліджень автором вперше: запропоновано та застосовано підходи для оптимізації методики генетичної трансформації лікарських рослин різних видів; методом A. tumefaciens-опосередкованої трансформації отримано трансгенні рослини C. intybus та L. sativa з геном інтерферону-α2b людини або генами антигенів Mycobacterium tuberculosis; із застосуванням A. rhizogenes без етапу отримання культури «бородатих» коренів одержано трансгенні рослини L. minor, які несуть гени esxA та fbpB антигенів ESAT6 та Ag85B M. tuberculosis і синтезують цільовий білок; визначено можливість генетичної трансформації лікарських та їстивних рослин L. sativa, A. tilesii, B. pilosa, T. porrifolius з використанням A. rhizogenes та створено культури «бородатих» коренів, у тому числі такі, що мають ген інтерферону-α2b людини; кількісно визначено, що у культурі трансгенних коренів одночасно накопичуються як природні сполуки (фруктозовмісні цукри, артемізинін), так і рекомбінантні білки (інтерферон-α2b людини, антигени M. tuberculosis).
Практичне значення отриманих результатів. Зважаючи на те, що Матвєєвою Н.А. дослідження з розробки методики генетичної трансформації проводилися із використанням восьми видів рослин, що належать до чотирьох родин та двох класів, отримані результати, у яких враховано особливості такого різнопланового рослинного матеріалу, можуть бути використані для високоефективного створення біотехнологічних рослин і «бородатих» коренів інших близьких до вивчених видів рослин. Автором створено колекцію біотехнологічних рослин, яка налічує 96 зразків восьми видів рослин. Екстракти з колекційних зразків виявляють пребіотичну (C. intybus), УФ-протекторну (C. intybus), антимікробну (R. graveolens), противірусну (C. intybus, A. officinalis, B. pilosa, L. sativa, A. tilesii) активність. Наявність такої активності дає підстави вважати отримані зразки потенційним джерелом БАС з антимікробними, противірусними, антиоксидантними та іншими лікувальними властивостями.

Поряд із цим, добре було б, щоб отримані автором результати були використані у навчальному процесів для студентів біологічних та біотехнологічних спеціальностей закладів вищої освіти. На жаль, про це автором не сказано як у дисертації, так і в авторефераті. 

Рекомендації щодо подальшого використання результатів роботи та доцільність продовження і розвитку відповідних досліджень. 
Розроблений і запатентований авторами разом із співавторами спосіб отримання трансгенних рослин ряски методом A. rhizogenes-опосередкованої трансформації (щляхом прямої регенерації із пазушних меристем без стадії утворення «бородатих» коренів та калюсу) можна у подальшому використати для створення трансгенних рослин інших видів. Це дозволить значно скоротити час отримання трансгенних рослин та створювати трансгенні рослини з генами, що становлять практичний інтерес.

Дисертантом встановлено, що біотехнологічні підходи за використання Agrobacterium-опосередкованої трансформації є ефективним шляхом для створення досліджених їстівних та лікарських рослин, які одночасно є продуцентами природних та рекомбінантних біологічно активних сполук. Такий підхід можна застосувати як основу для інших рослин із такими ж властивостями. 
Для ефективної генетичної трансформації рослин R. graveolens, у яких синтезуються сполуки з антимікробною активністю, автором запропоновано та апробовано ефективну методику, що полягає у подовженні терміну кокультивування експлантів з суспензією агробактерій. Проведення досліджень у цьому напрямі є перспективним для інших видів рослин, які виявляють протимікробну активність.
Повнота використання в роботі наукової літератури у даній галузі. Список використаних літературних джерел включає 854 посилання, 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 Матвєєвої Надії Анатоліївни написана у традиційній формі, оформлена відповідно до вимог ДАК МОН України і викладена на 361 сторінці комп’ютерного друку. Дисертація складається із переліку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів дослідження та їх обговорення, які включають п’ять розділів, узагальнення, висновків, переліку посилань. Робота добре ілюстрована – містить 91 рисунок і 28 таблиць, які допомагають кращому сприйняттю отриманих автором результатів. 

У вступі дисертант вказує на актуальність розробки ефективних біотехнологічних підходів з використанням Agrobacterium-опосередкованої трансформації (А. tumefaciens та A. rhizogenes) для отримання «бородатих» коренів або трансгенних ліній рослин. Важливим завданням є використання для цих цілей лікарських рослин, що продукують рекомбінантні сполуки; визначення можливості одночасного підвищення рівня накопичення у трансгенних рослинах природних БАС та синтез рекомбінантних білків, які кодуються перенесеними до геному рослин генами; відбір продуктивних ліній рослин, які є джерелом отримання природних і рекомбінантних БАС для лікування вірусних, бактеріальних та інших захворювань.
Розділ Огляд літератури включає п’ять підрозділів, у яких Матвєєвою Н.А. розглянуто та проаналізовано останні досягнення біотехнології у створенні трансгенних рослин. Особливу увагу приділено характеристиці методів генетичної трансформації, у тому числі використанню агробактерій; обговорюється важливість генетичної трансформації їстівних та лікарських рослин, які становлять інтерес як продуценти біологічно активних сполук. 
Огляд літератури написаний ґрунтовно із залученням значної кількості сучасних вітчизняних та іноземних наукових джерел з досліджуваної тематики. Слід зазначити, що кожен із розділів огляду є теоретичною базою для експериментальних розділів дисертаційної роботи. Одним із підрозділів огляду літератури є «Узагальнення огляду літератури», де автором зроблено об’ємний підсумок і обґрунтовано необхідність проведення досліджень, яким присвячена дисертаційна робота. Це, з нашої точки зору, важливо, оскільки дозволяє краще окреслити шляхи реалізації поставлених у роботі завдань та проаналізувати отриманий експериментальний матеріал. 

Однак, на наш погляд, деякі питання «Огляду літератури» можна було б подати лаконічніше або вилучити з огляду, особливо ті, що стосуються загальної характеристики генетичної інженерії рослин та способів перенесення чужорідних генів, оскільки це загальновідома інформація. Одним із підпунктів, наприклад, є «Створення рослин, стійких до гербіцидів». Виходячи із отриманого експериментального матеріалу, доцільніше було подати підпункт «Створення рослин, стійких до важких металів» і т.п. 
У розділі 2 «Матеріали і методи досліджень» наведено відомості щодо вихідного рослинного матеріалу, вирощування рослин в асептичних умовах, характеристики агробактерій та векторних конструкцій, які використовували для генетичної трансформації. Матвєєвою Н.А. подано оптимізацію методики генетичної трансформації рослин, а також наведено конкретні методики генетичної трансформації усіх досліджених видів рослин. Автором охарактеризовано молекулярно-біологічні, фізіологічні; біохімічні методи аналізу трансгенних рослин та «бородатих» коренів, а також методи статистики.
Слід зазначити, що саме раціональний підбір методичних підходів дозволив автору успішно реалізувати основні завдання дисертаційної роботи. 

Наведені у дисертаційній роботі «Результати дослідження та їх обговорення» включають п’ять розділів (Розділи 3–7). 
У межах розділу 3 автором наведено підходи та шляхи оптимізації методик генетичної трансформації для створення «їстівних» рослин – продуцентів рекомбінантних білків та інших біологічно активних сполук, а саме C. intybus і L. sativa. Дисертантом розглядається підбір умов генетичної трансформації для отримання «бородатих» коренів і трансгенних рослин, а також їх молекулярно-біологічний аналіз.
У розділі 4 розглянуто схеми розроблення технології генетичної трансформації лікарських рослин L. minor, T. porrifolius, A. officinalis, A. tilesii, B. pilosa та R. graveolens – продуцентів біологічно активних сполук. Дисертант наводить результати введення рослин цих видів в культуру in vitro, підбір оптимальних умов для проведення їх генетичної трансформації, а також молекулярно-біологічний аналіз отриманих «бородатих» коренів і трансгенних рослин.
У розділі 5 «Визначення впливу генетичної трансформації на морфо-фізіологічні параметри трансгенних ліній» подано особливості отриманих трансгенних коренів різних видів, а саме їх фенотипові подібності/відмінності; реакцію на дію абіотичних стресових чинників на прикладі стресу, модельованого сполукою токсичного Cr(VI), а також зміненого температурного режиму; вміст фотосинтетичних пігментів як маркера стресового стану рослинного організму.
Розділ 6 «Синтез природних та рекомбінантних біологічно активних сполук у трансгенних рослинах та «бородатих» коренях» присвячено розгляду особливостей накопичення рекомбінантних сполук та природних БАС у «бородатих» коренях і трансгенних рослинах досліджених видів, а також оцінці біологічної (протимікробної, антиоксидантної УФ-протекторної, противірусної) активності екстрактів з трансгенних коренів лікарських рослин різних видів
У розділі 7 автор наводить видовий та кількісний склад колекційних зразків трансгенних рослин та наявність перенесених генів і зазначає, що колекція включає трансгенні рослини п’яти (27 ліній) та «бородаті» корені семи (69 ліній) досліджених видів. Матвєєва Н.А. підкреслює важливість цієї колекції, оскільки екстракти з колекційних зразків виявляють УФ-протекторну, антимікробну та противірусну біологічну активність. 

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 51 публікації, що включають 34 статті у провідних фахових виданнях та іноземних журналах, 2 статті у монографіях, 1 патент на корисну модель, 16 тез доповідей у збірниках матеріалів конференцій.
Водночас, до дисертаційної роботи можна висловити низку побажань і зауважень.

1) У змісті роботи є наявні повтори, він дуже обширний (викладений на 7 сторінках друкованого тексту) і тому важко сприймається. Для уникнення повторів деякі пункти (підпункти) у змісті роботи можна було б об’єднати і охарактеризувати у межах одного пункту. Зокрема, у розділі 2. підрозділи 2.2. і 2.3 можна було б не виділяти окремо, а об’єднати їх, давши їм назву «Агробактерії та векторні конструкції, які використовували для генетичної трансформації». У змісті також дублюється назва підрозділу 4.1 і пункту 4.1.2 і практично дублюється назва підрозділів 4.3 і пункту 4.3.2, 4.4 і 4.4.1, 4.5 і 4.5.1, 4.6 і 4.6.1 відповідно. На наш погляд, доцільно виділити лише підрозділи, пункти підрозділів не виділяти, інформацію пунктів розглянути у межах підрозділу, виділивши, наприклад, напівжирним шрифтом.
2) У змісті роботи недоцільним є використання абревіатури, адже перелік умовних скорочень подається після змісту. Крім того, не вся використана у тексті роботи абревіатура розшифрована. 
3) У розділі «Матеріали і методи досліджень» наведено методики генетичної трансформації усіх досліджених видів рослин. На наш погляд, недоцільно наводити усі методики, а навести загальні методики трансформації з використанням А. tumefaciens та A.rhizogenes, а особливості генетичної трансформації кожного конкретного виду подати у вигляді узагальненої таблиці або ж конкретизувати цю інформацію при поданні результатів генетичної трансформації рослин кожного виду. Тим більше, що багато інформації, що стосується генетичної трансформації рослин конкретного виду, автор подає як у розділі «Матеріали і методи досліджень», так і у результатах досліджень.

4) У дисертації недоцільно наводити склад загальновідомих живильних середовищ, слід подати на них лише посилання, а уже модифікації середовищ доцільно вказати у тексті матеріалів і методів, а при потребі – при поданні результатів дослідження. У підрозділі 6.3 Матвєєва Н.А. представляє результати вивчення біологічної активності екстрактів з трансгенних коренів лікарських рослин різних видів, а дані, що стосуються противірусної активності, чомусь наводить у попередньому підрозділі.
5) У роботі для отримання «бородатих» коренів і трансгенних рослин автор використовує представників трьох родин класу Дводольні – родини Айстрові (5 видів), родини Рутові (1 вид), родини Мальвові (1 вид) та класу Однодольні – родини Ряскові (1 вид). Такий широкий, різноплановий вибір рослинного матеріалу дозволив автору отримати результати, що стосуються особливостей генетичної трансформації різних груп рослин. Однак, хотілось би, щоб при узагальненні отриманих результатів автор порівняв результати генетичної трансформації видів, у першу чергу це стосується видів однієї і тієї ж родини, та встановив подібність запропонованих методик. Це важливо, оскільки, на думку дисертанта, розроблені підходи можуть бути використані і для інших видів рослин. 
6) Позитивним, на наш погляд, є те, що після подачі результатів дослідження автор проводить їхнє узагальнення. Наведений у роботі підсумок дозволяє виокремити найважливіші теоретичні та практичні результати дисертаційної роботи. Однак, узагальнення досить обширне, автор підсумовує кожен етап проведеного дослідження, а потім проводить узагальнення результатів ще раз, що призводить до наявності повторів, що, на наш погляд, недоцільно і ускладнює сприйняття матеріалу.
7) Складною для сприйняття є інформація, подана на рис. 5.13–5.16, 5.18 дисертації. Ці рисунки можна було б збільшити (змінити їх формат), оскільки розміри представлених на них позначень, а також легенди є малими, і тому важко вловити відмінності між різними варіантами. Підписи до рис. 4.4 та 6.3 некоректні. На рисунках наведено електрофореграми продуктів ампліфікації ДНК, а не електрофореграми результатів ПЛР аналізу.
8) Характеризуючи вихідний рослинний матеріал у підрозділі 2.1, доцільно було б подати назви родин, до яких належать досліджувані види. Для реактивів назва фірми та країни виробника наводиться лише при першому згадуванні. 

9) У дисертації є невдалі вирази, складні для сприйняття, громіздкі речення, деякі русизми, граматичні та стилістичні помилки, невірно вживаються терміни і словосполучення: наприклад, замість пагін (рослина без кореня) вживається термін рослина; замість відмінність вмісту каротиноїдів (хлорофілів) – різниця у вмісті каротиноїдів (хлорофілів) і т.п.
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Opnnak, 3a3HaveHi 3ayBakeHHs i moGakaHHA He BIUIMBAIOTh HAa 3arabHy
TIO3UTUBHY OLIHKY POGOTH.

BucHOBOK mnpo BiANMOBigHiCTH JHcepTanii BCTAHOBJIEHHM BHMOraM, siKi
npen’sIBJISIOTHCS 10 HAYKOBOI'O CTYIEHsI JOKTOPA Gio/IOriYHuX HAYK.

Jlaroun omiHKy auceprauiiiHoi po6otn MarBeeBoi H.A. y winomy, cnix
333HAYMTH, IO BOHA € 3aBEpIICHHM HAyKOBHM JOCII/DKEHHSAM, SKe MIiCTUTh
BHUpIIIEHHsS 3aBIaHHS — OTPHMaHHs LULIXOM Agrobacterium—onocepeKoBaHOl
TpaHchopMalii Ta BUBYSHHS JiHIN TPAaHCTEHHUX POCIHH ab0 «OOpONaTHX» KOPEHiB,
SIKi IPOIYKYIOTh IPHPOLHI Ta peKOMOiHaHTHI 6i0IOri4HO aKTHBHI CIIONYKH.

Bpaaro, mo po6oTra «CTBOpEHHS POCIHH-IIPOYLEHTIB Oi0NOTiYHO aKTUBHHX
CIONYK HUIIXOM Agrobacterium-onocepekoBaHoi TpaHchoOpMalii», 3a CBOEK
aKTyaJbHICTIO, OOCSIOM BHKOHAHHX [OCII[DKEHb, IHTEPIPETAL€r0 OTPUMAHHX
Ppe3ynbTaTiB, IXHIM TEOPETHYHHM i IPaKTHYHHM 3HAYCHHSM, BiAIOBiJae MacmopTy
creriansHocTi 03.00.20 — GioTexHomnoris, a Takox Bumoram JAK MOH Vkpaiuu,
0 CTaBIATECA JO JOKTOPCHKHX HucepTanii, a ii aBrop, MarBeeBa Hapis
AmnaToniiBHa, 3aCIIyrOBYy€ IIPHCYUKEHHS 1 HayKOBOIO CTYIIEHs JOKTOpa GionoridHmux
Hayk 3a crenianbhicto 03.00.20 — GioTexHOMOTiS.

Odiniiinuii onoHeHT,
JIOKTOp Gionoriunux Hayk, npodecop, / ha ,,54\
WP a4 ‘,
JZleKaH XiMiK0-GioMori9HOro GaKyIsTefy, o> \\\
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