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ВІДГУК
офіційного опонента Борисової Тетяни Олександрівни
 на дисертаційну роботу Борової Марії Миколаївни 
«Зелений» синтез флуоресцентних квантових точок CdS та характеристика їх властивостей», подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Актуальність теми. Дисертаційна робота Борової М.М. присвячена розробці відтворюваних методик «зеленого» синтезу квантових точок CdS за допомогою бактерії Escherichia coli, гриба Pleurotus ostreatus та рослин – Linaria maroccana, Nicotiana tabacum (BY-2), дослідженню оптичних та структурно-морфологічних характеристик синтезованих квантових точок CdS, а також встановленню їх біологічної активності на рослинних та тваринних тест-системах.
Необхідно відзначити, що флуоресцентним напівпровідниковим наночастинкам (квантовим точкам) притаманні специфічні оптичні властивості, які надають їм суттєвих переваг над широковживаними органічними флуорохромами. Зокрема, напівпровідникові квантові точки при зовнішньому оптичному збудженні випромінюють світло у широкому діапазоні частот – від ближнього ультрафіолету до червоної області спектру, причому спектр їх випромінювання визначається розміром частинок. При цьому вони виявляють високу фотостабільність. Такі особливості зумовлюють високий інтерес щодо використання квантових точок у різноманітних флуоресцентних методах. Квантові точки CdS мають значний потенціал для застосування у фотохімічному каталізі, як елементи сонячних батарей, нелінійних оптичних матеріалів, різного роду люмінесцентних приладів, а також як люмінесцентні зонди для дослідження структури ДНК, мічення білків, окремих органел, відслідковування у реальному часі внутрішньоклітинних процесів.  
У той же час,  основні хімічні методи синтезу квантових точок CdS потребують достатньо складного лабораторного обладнання, високотоксичних хімічних агентів – летких прекурсорів металів, диметилукадмію (Cd(Me)2), газофазних халькогенідів (H2Te), та виконуються за умов кипіння токсичних органічних розчинників. Саме тому актуальним питанням є пошук та розвиток альтернативних екологічно безпечних, відтворюваних, економічно виправданих та менш енергозатратних методів синтезу напівпровідникових наноматеріалів. Дисертаційна робота Борової М.М. спрямована на вирішення такої задачі на прикладі квантових точок сульфіду кадмію. 
Дисертаційне дослідження виконане у відділі клітинної біології і біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» у рамках проекту «Розроблення дослiдно-промислової технології синтезу точкових наночастинок за допомогою фітоємкостей та культури клітин рослин для вiзуалiзацii субклiтинних структур» (2010–2014 р.р., ДР № 0110U004665), а також за підтримки проекту 3/28 «Розробка нанобіотехнологічних підходів отримання квантових точок сульфіду кадмію та дослідження їх біологічної активності» (2014-2016 р.р.) відділення цільової підготовки Київського національного університету імені Тараса Шевченка при Національній академії наук України  (PK 0114U003873).
Достовірність і обґрунтованість результатів, наукових положень і висновків. Представлені у дисертації узагальнення та висновки обґрунтовані значним масивом результатів проведених експериментальних досліджень і тому носять об’єктивний характер. Зокрема, для характеризації кристалічної структури та морфології синтезованих квантових точок CdS застосовувалися методи оптичної абсорбційної та люмінесцентної спектрометрії, електронної трансмісійної мікроскопії, електронографії, рентгеноспектрального елементного аналізу, результати яких є взаємодоповнюючими. При виконанні досліджень накопичувалася достатня статистична база експериментальних даних та виконувалася їх коректна статистична обробка. Аналіз та інтерпретація отриманих результатів дисертантка виконувала з залученням відомих літературних джерел, присвячених біологічному синтезу напівпровідникових квантових точок,  та виконувала їх коректне порівняння з результатами власних досліджень. Це дозволило досягти логічної узгодженості окремих розділів дисертації та сформулювати обґрунтовані висновки дослідження. 

Новизна отриманих результатів. За матеріалами дисертаційного дослідження Боровою М.М. отримано ряд нових наукових результатів. Зокрема,  вперше: 
· розроблено методики «зеленого» синтезу квантових точок CdS за використання гриба Pleurotus ostreatus, культури «бородатих» коренів Linaria maroccana і суспензійної культури клітин Nicotiana tabacum; 
· продемонстровано можливість варіювання розмірів квантових точок CdS залежно від обраної біологічної матриці; 
· показано, що отримані з використанням біологічних матриць люмінесцентні наночастинки CdS характеризуються істотно зниженим токсичним впливом на клітини різного походження у порівнянні з квантовими точками, отриманими традиційними хімічними методами, та іонами кадмію; 
· виявлено, що створені шляхом «зеленого»  синтезу квантові точки CdS характеризуються інтенсивною люмінесценцію і завдяки нанорозмірам швидко проникають у клітини; 
· розроблено методику функціоналізації синтезованих зразків квантових точок CdS з використанням поліетіленгліколю та бичачого сироваткового альбуміну.
Практичне значення отриманих результатів. Автором запропоновано нові методики "зеленого" синтезу напівпровідникових квантових точок CdS. Встановлений у роботі низький токсичний вплив квантових точок CdS, синтезованих за допомогою біологічних матриць, у поєднанні з вираженими люмінесцентними властивостями відкриває можливості їх подальшого використання як нанорозмірних люмінесцентних зондів у клітинній біології та біомедицині. Розроблену автором технологію «зеленого» синтезу напівпровідникових квантових точок CdS за допомогою біологічних матриць можна у майбутньому використовувати для створення наночастинок іншого хімічного складу, зокрема, наночастинок металів, наночастинок структури «ядро-оболонка», які знаходитимуть застосування у різних напрямах біотехнології, наприклад, як носії ДНК або як переносники лікарських засобів тощо.  
Повнота використання в роботі наукової літератури у даній галузі. Список використаних літературних джерел включає 186 найменувань, більшість з них – в іноземних виданнях, що дозволяє у повному обсязі охарактеризувати сучасний стан розробки даної проблеми у світі. 

Оцінка наукової та літературної якості складу матеріалу і стилю дисертації. Дисертація Борової Марії Миколаївни написана у традиційній формі, оформлена відповідно до вимог МОН України і викладена на 174 сторінках комп’ютерного тексту. Дисертація складається з анотації, переліку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, семи розділів, у яких наведено результати досліджень та їх обговорення, узагальнення результатів, висновків, додатків, списку використаних джерел. Робота добре ілюстрована – містить 40 рисунків і 5 таблиць, які допомагають кращому сприйняттю отриманих результатів. 

У вступі дисертантка обґрунтовує актуальність обраної теми, мету і завдання дослідження. Визначає об’єкт та предмет дослідження, характеризує наукову новизну та практичне значення отриманих наукових результатів.  Наводить перелік вітчизняних та міжнародних конференцій, на яких апробовано результати роботи. 

У розділі 1 «Властивості, методи синтезу та перспективи застосування кадмій-вмісних квантових точок» Боровою М.М. розглянуто та проаналізовано літературні дані щодо існуючих методів фізико-хімічного синтезу кадмій-вмісних квантових точок, наведено загальні оптичні та структурно-морфологічні властивості, які притаманні наночастинками такого складу, вказано існуючі літературні дані щодо біологічного синтезу цих квантових точок за допомогою різних біологічних систем, а також викладено перспективи застосування квантових точок на основі кадмію у клітинно-біологічних дослідженнях. Огляд літератури написаний ґрунтовно із залученням значної кількості сучасних вітчизняних та іноземних наукових джерел з досліджуваної тематики. 
У розділі 2 «Матеріали і методи досліджень» наведено відомості щодо об’єктів дослідження, а саме, у роботі було використано грам-негативну бактерію Escherichia coli, базидіальний гриб Pleurotus ostreatus екстракт «бородатих» коренів Linaria maroccana, а також культуру суспензійних клітин Nicotiana tabacum. Автором наведено опис методів, що були використані для аналізу отриманих результатів, зокрема, метод оптичної спектрофотометрії, трансмісійної електронної мікроскопії високого розділення, люмінесцентної мікроскопії, проточної цитометрії, метод культури тканин in vitro та методи 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 п’яти розділах (Розділи 3–7). 
У межах розділу 3 «Синтез квантових точок CdS за використання бактерії Escherichia coli» автором наведено результати «зеленого» синтезу квантових точок сульфіду кадмію з використанням бактерії E. coli. Виконано дослідження спектрів поглинання та фотолюмінесценції синтезованих наночастинок при збуджуючому випромінюванні з довжиною хвилі 340 нм. Показано, що у спектрах оптичного поглинання спостерігається характерний «блакитний» зсув, який свідчить про виникнення квантового обмеження внаслідок нанометрових розмірів утворених частинок CdS. Встановлено, що спектри фотолюмінесценції наночастинок CdS (E. coli) мають максимуми в області 440 нм. Синтезовані наночастинки CdS залишаються стабільними протягом 3 місяців після приготування зразків. 

У розділі 4 «Синтез квантових точок CdS за використання базидіального гриба  Pleurotus ostreatus»  розроблено технологію «зеленого» синтезу квантових точок CdS за допомогою гриба P. ostreatus (гливи). Під час культивування міцелію гриба P. ostreatus з солями CdSO4 та Na2S  отримано напівпровідникові наночастинки (квантові точки) CdS. За допомогою оптичного спектрального аналізу встановлено, що спектр поглинання має вигляд широкої куполоподібної смуги з максимумом на довжині хвилі 453 нм. Відзначимо, що для монокристалів ця величина становить 515 нм, у той час як саме для квантових точок CdS з урахуванням «блакитного зсуву» характерним є максимум у межах 450 – 470 нм. У спектрі фотолюмінесценції спостерігалися декілька максимумів на довжинах хвиль 431, 462, 486 нм. Використовуючи метод трансмісійної електронної мікроскопії продемонстровано, що отримані квантові точки переважно мають розміри у діапазоні 4,0 – 5,5 нм.  

У розділі 5 «Синтез квантових точок CdS, отриманих за використання рослинних матриць» представлено результати стосовно розробки методики «зеленого» синтезу квантових точок CdS з використанням рослин Linaria maroccana та Nicotiana tabacum. Виявлено, що у спектрах фотолюмінесценції квантових точок (L. maroccana) спостерігаються три максимуми у діапазоні довжин хвиль 425 – 500 нм, що відповідають наночастинкам з розмірами в інтервалі 4,0  – 7,0 нм. Характерною особливістю спектрів люмінесценції квантових точок CdS (N. tabacum)  є поява плеча інтенсивності з максимумом на довжині хвилі 381 нм, що зумовлено зменшенням розмірів синтезованих частинок до 3,5 нм. Досліджено структурно-морфологічні особливості синтезованих наночастинок CdS за допомогою методів трансмісійної електронної мікроскопії (ТЕМ) та електроннографії. За даними ТЕМ було визначено  розподіли квантових точок CdS за розмірами: для наночастинок CdS (L. maroccana) – максимум розподілу за розмірами припадає на 6,0 –  7,0 нм, тоді як для CdS  (N. tabacum) максимум розподілу відповідає розмірам  3,0  – 4,0 нм. Наночастинки мають переважно сферичну або еліпсоїдальну форму, однорідну структуру поверхні. Методом електронографії показано, що всі наночастинки характеризуються гексагональною кристалічною будовою (структурна модифікація сульфіду кадмію вюрцит).
У розділі 6 «Дослідження цитотоксичних впливів синтезованих квантових точок сульфіду кадмію» представлено дані щодо токсичного впливу синтезованих квантових точок CdS на рослинні та тваринні моделі. Встановлено, що використання низьких концентрацій квантових точок не має негативних впливів на морфологію та життєздатність рослинних клітин (на прикладі рослинних протопластів як найбільш чутливої системи). При використанні квантових точок CdS у концентраціях 6 – 12 мкг/мл відсоток неушкоджених протопластів знаходився у межах 80 – 90 %. При цьому варто відзначити, що використання квантових точок, отриманих хімічними методами у діапазоні зазначених концентрацій, виявилося надзвичайно токсичним для досліджуваних організмів. Окрім протопластів, вплив синтезованих квантових точок CdS було досліджено на клітинах лінії HeLa (клітини раку шийки матки людини). За результатами досліджень найнижчий токсичний вплив мали квантові точки CdS у розведенні 1:8 – 1:16. Відсоток живих клітин становив при цьому 85 – 95%. З поступовим зростанням концентрацій частка живих клітин дещо знижувалась і становила 42 – 80% залежно від біологічної матриці. Найнижчий токсичний вплив продемонстрували квантові точки CdS, які синтезовані за допомогою P. ostreatus. Дослідження токсичного ефекту квантових точок CdS, на класичному модельному організмі Drosophila melanogaster продемонструвало, що концентрації квантових точок CdS на рівні 0,13 та 0,4 мг/мл не впливають суттєво на життєздатність мух. Наночастинки CdS не чинили також генотоксичного або мутагенного впливу на D. melanogaster.

Розділ 7 «Функціоналізація поверхні квантових точок CdS» присвячено розробці методики функціоналізації отриманих шляхом «зеленого» синтезу квантових точок CdS за використання поліетиленгліколю (ПЕГ) та бичачого сироваткового альбуміну (БСА). Встановлено, що спектри фотолюмінесценції функціоналізованих квантових точок CdS мали відмінності від спектрів вихідних наночастинок CdS, а саме, в області довжин хвиль 460 – 470 нм спостерігався протяжний максимум, відсутній у спектрах вихідних наночастинок. Крім того, спектри не містили максимумів, характерних для вихідних розчинів ПЕГ та БСА, що може свідчити про перехід молекул ПЕГ та БСА у зв’язаний стан з наночастинками CdS.   

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

Повнота викладу основного змісту дисертації в опублікованих працях у наукових виданнях. Основні положення дисертаційної роботи відображені у 19 наукових працях, що включають 7 статей у фахових наукових виданнях (3 статті у закордонних фахових виданнях, які входять до наукометричної бази Scopus), 11 тез, опублікованих у матеріалах конференцій, та 1 розділ у закордонній монографії. 
Водночас, по дисертаційній роботі можна висловити ряд  зауважень:
1. Важливою особливістю квантових точок CdS, отриманих у роботі,  є складна органічна оболонка, сформована у процесі біологічного синтезу. Саме оболонка визначає відмінності у токсичному впливі квантових точок CdS, синтезованих з використанням різних біологічних культур. Однак, у дисертації не наведено даних щодо особливостей структури та хімічного складу оболонок синтезованих квантових точок CdS.
2. При дослідженні ефектів функціоналізації квантових точок CdS дисертантка обмежується тільки двома функціоналізуючими агентами - поліетиленгліколем та бичачим сироватковим альбуміном. У той же час, було б доцільно розширити коло функціоналізуючих речовин, зокрема, використати полімери  декстрин-поліакриламід. Крім того, варто залучити до таких досліджень методику трансмісійної електронної мікроскопії (ТЕМ).
3. У дисертаційній роботі детально представлені методики синтезу квантових точок CdS та наведена їх подальша характеризація.  Однак, з’ясуванню механізмів синтезу квантових точок CdS за використання залучених біологічних матриць приділено недостатньо уваги. 

4. При виконанні елементного рентгеноспектрального аналізу у досліджуваних пробах окрім елементів Cd та S у помітних кількостях спостерігаються такі елементи, як Na (21%), Cl (22%), О (26%), F (19%). У дисертаційній роботі автор не пояснює причин наявності таких домішок. 
5. Робота містить певну кількість стилістичних помилок та технічних огріхів. Зокрема, на стор. 19 бажано було б дати посилання на роботу, в якій зазначено, що синтез кадмій-вмісних наночастинок опосередковують бактеріальні ферменти. На стор. 52 доцільно перефразувати речення у першому абзаці, яке є складним для сприйняття.  На стор. 96 автор повторюється, наводячи загальну характеристику квантових точок CdS, про що детально зазначено в огляді літератури. На стор. 121 некоректно сформульоване речення, яке стосується застосування водного розчину солі CdS. На стор. 130 автор некоректно зазначає, що токсичність іонів кадмію знижується за рахунок покриття поверхні наночастинок  біологічною оболонкою. 
Однак, зазначені зауваження і побажання не впливають на загальну позитивну оцінку роботи. 

Даючи оцінку дисертаційної роботи Борової М.М. слід зазначити, що представлена робота є завершеним науковим дослідженням, яке виконано на сучасному науковому рівні. Вважаю, що робота «««Зелений» синтез флуоресцентних квантових точок CdS та характеристика їх властивостей» за своєю актуальністю, обсягом виконаних досліджень, їхнім теоретичним та практичним значенням, відповідає паспорту спеціальності 03.00.20 – біотехнологія, а також вимогам МОН України до кандидатських дисертацій, 
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