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<ТрансформацшI с9ленит-ионов бакгерIбIми рода Дzоsрirillum с образованием

наночастиц селенa>), представленIтlто к защите в диссертационный совет Д 350"002.01
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Акryальность темы диссертации

Разработка новых экономически выгодньIх и экологIдIески tIистых методов дJuI

поJгyIеншI наночастиц с Еужными свойствами дJuI применения в рzlзлшшых областях

наЕOтехнологии, нанобиотехнологии и медицины в настоящее BpeMrI вызывает большой

интерес. В чаgгности, внимание исследователей всё чаще щ)ивлекает возможность

поJtучениrI наноматериrlлов с использовzlнием биологическrж объекгов (бакгерии, грибы,

растениrI, их компоненты и всевозможные биомолекулы). Такой по,щод представJuIет

собой itльтернативу существyющим химиtIеским методам поJtr{еншI наночастиц.

Пролукчия наночастиц с использованием бакгерий сравнительно более дешев€uI; многие

произведенные таким п},тем наночастиIщ стабильны и часто обладаrот

аrrгибакгериа-llьной активностью и друп.{ми свойствами, полезными дJu{ использованIдI в

медицине. Условия бакгериа_пьного синтеза и биохимшIеские механизмы остtlются

недостаточно изу{еЕными. В диссертаIионной работе Мамчеlжовой П.В. обсуждаrотся

оба этих аспекта. Соискатель предлагает условия для синтеза наночастиц селена -
rrолупроводникового материала, используемого в электронике, солнечной энергетике и

других областях технологии, а также в медицине в качестве противоракового агента.

Дргой блок исследований в диссертационной работе посвящен непосредствеЕно

механизмам восстановлениJI селенит-ионов бакгер}шми рода Дzospirillum. В связи со

всем вышеперечисленным, предстZIвлеFIное исследование явJUIется актуzrпьным и

направлено на решение современных вzDкных на)цно-технолошцесюж задач.

: Научная новизна и практическаязначимость исследовапия

В работе впервые было исследовано токсиtIеское влIФIЕие селенит-ионов на рост

семи бакгериa}JIьньгх вI4дов рода Дzоsрirillum, и при этом было покrвано, что все

исследуемые автором виды способны к сиЕгезу наночастиц селена в процессе роста.

Были оцределены наиболее устойчивые к действию селеЕI,rга штаммы, один из которьж,



Д. thiophilum BY-S, способен выдерживать до 15 мМ селенита. Этот штаN{м авторы

рекомендrют использовать для биоремедиации загрязненных селеном почв и tIриродных

водоемов. Отметим, что эта рекомендаIц,Iя вполне гракгиIIна, поскольц, шо данным

нilшLD( собственньIх исследований, данный IIITaMM обладаsт также набором свойств,

позвоJшIющрD( отнести его к ризобакгериям-фшгостимуJu{нтам (PGPR), и, соответственно,

навяду с биоремедиацией может способствовать росту и рaзвитию растений.

Быrrа разработана оримнальнauI схема синтеза наночастиц селена, шозвоJuIющаlI

управл.rгь рtlзмерами и гомогенностью пол)чаемьD( наночастиц, а также их

локrtJIизацией у азоспирилл, что существенно облегчает 0тделение нtlночастиц от кJIеток.

При применении этой схемы, вкIIючающей r,пrrqубащ.то отмытьD( от среды кпеток с

селенитом, возможно использование на порядок ббльшрп< коIщеЕIраций селенита, чем

при выращиваыии этрur бакгерий в его присугствии. Кроме этого, кJIетки, как было

flокt}зано, остilются жизнеспособными, а значит, возможно lD( повторное использование.

Эта схема, как было покiвано в работе, применимаи цш другLгх бакгерий, что расширяет

возможность выбора IIITzt},1MoB, имеюIIцD( полезные свойства, помимо улrIшающIж рост

растений азоспирилл (как дrrя биоремеди€lции, так и дIя поJý,чениlI нtlночастиц).

по.lц..rеrпrые наЕочастиIFI были всесторонне охарактеризованы с использованием

просвечивающей элекгронной мищроскопии, динамшIеского рассеяниrI света, ИК-фурье-

спектроскопиии КР-спекгроскопии. Ог наночастlшI был отделен биополимерный слой,

rrокрывающий их поверхность, и исследован с помощью имN{уЕохими!IескID( методов и

денатурирующего ПААГ-элекгрофореза. С помощью МТТ-теста было покЕlзано

угнетение дыхательной акгивности кJIеток HeLa полученными наночастицами.

Был исследован механизм синтеза наночастиц у бактерий рода Дzоsрirillum.

Было показано, что селенит-ионы поступают в кJIетку без участиlI протонзависимого

транспорта, а вынос зародышей наночастиц, происходит с его )частием. В синтезе

наночастиц участвует бактериальная система денитрификации. Также было

установлеIIо, что участие редокс-системы глутатиона, показанной для других

бактерий в качестве основного пути детоксификации селенит-ионов, у ;lзосrrирилл

важной роли не играет.

Обоснованность и достоверность Еаучных положений и выводов

Большой объем эксrrериментЕLльных данных, полученных современными

сертифицированными методами, их адекватнru{ интерпретация и статистическtul



обработка позвоJuIют сделать вывод о достоверности полученных результатов.

Для определония токсичности селенит-ионов были использованы

фотометрические данные; для каждого варианта опыта было использовано не менее

трех повторностей. Способность к восстановлению селенит-ионов с образованием

наночастиц, помимо окраски суспензий, была подтверждена с использованием

\просвечивающей электронной микроскопии. Для подбора методики синтеза

наночастиц был исследован ряд параметров: концеЕтрацIдI селенит-ионов, fIлотность

бактериальной культуры, рН раствора, скорость центрифугированиrI. Был проведен

мониторинг синтеза наночастиц с использованием просвечиваrощей электронной

микроскопии. Харакгеристика полученных наночастиц была проведена с

использованием современных физико-химических методов. Также были

использованы иммунохимиIIеские методы и электрофоретическое исследование.

Угнетаrощее влиlIние наночастиц, полrIенных с помощью бактерий рода Дzоsрirillum,

ца дыхание кJIеток HeLa было продемонстрировано с помощью МТТ-тестq активно

использующегося в настоящее BpeMrI. Оценки скорости восстановлениlI нитрит-ионов

и конечной концентрации селенит-ионов tIроведены спектрофотометрическими

методами, а отдельные биохимические механизмы восстановления исследуются с

использованием соответствующих ингибиторов. Все вышеперечисленное говорит о

достоверности rrолученных данных и обоснованности сделанных выводов.

Положения, выносимые на защиту, логически обоснованы, соответствуют заявленной

цели и задачам исследоваIIиII.

Краткая характерпстика основЕого содержания диссертации

Основное содержание работы вкJIючает введение, обзор литературы, матери{}пы

и методы, результаты исследований и их обсуждение, выводы. Во введении

соискатель обосновываsт акryiLльность тематики исследованиlI, степень

разработанности проблемы, новизну и значимость исследования, устанавливает цель

и задачи, tIозвоJuIющие достичь этой цели, а также связь исследованиrI с научно-

исследовательскими программами. Обзор литературы изложен на 36 стр., содержит

акту€lJIьные данные о восстановлении соединений селена бакгериями и

использовании бактерий в качестве кJIеточных фабрик для производства наночастиц,

а также об использовании последних. Глава <Материа-irы и методы> описывает

детЕtльные IIланы экспериментов с использованием адекватных методов

a
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исследования. Результаты исследований и их обсуждение изложены в семи главах,,

поделенных на смысловые блоки. Влиянию селенит-ионов на рост рiвличных видов

itзоспирилл посвящена первtul глава. Затем подробно обсуждается получение

наночастиц селена с использованием бактерий рода Дzospirillum и подбор условий

синтеза. Следующие четыре главы описывают характеристику свойств полученных

наночастиц, вкJIючая физико-химические свойства суспензий, состав поверхностного

биополимерного слоя наночастиц и влиlIние наночастиц на кJIетки HeLa. Изучение

механизмов восстановлениrI селенит-ионов чвоспириллами описано в закJIючительной

главе: уrастие протон-зависимого транспорта изу{ается с использованием ингибитора

протонной помпы; индукциJI белков поверхности бактерий и периплазмы в

присутствии селенита изу{ается методом элекtрофореза в полиакриламидном геле;

участие редокс-системы глутатиона из)пIается с помощью ингибитора кJIючевого

фермента синтеза глутатиона; роль системы денитрификации опредеJuIется

сравнением восстановлениlI селенит-ионов и нlr!рит-ионов с использованием штамма

Д. brasileпse Sp7 и его производных. Выводы обоснованы проведенными

экспериментами и логически вытекают из грамотного анаJIиза полученных автором

результатов и литературных данных.

Замечапия и предложения

По проделанной работе имеется ряд замечаний и предложений.

1) Поскольку была разработана оригинitпьнчш методика бактериального синтеза

наночастиц селена, возможно, следовtUIо бы оформить патент.

2) При определении цитотоксичности наночастиц селена по дыхательной

активности Еа кJIетках HeLa концентрации суопензий наночастиц рilзличны.

Нагляднее было бы стандартизировать их концентрации в суспензиrж перед тестом.

3) На рисунках 1А и 3 в литературном обзоре, адаIIтированных из литературных

источников, следовчtпо перевести надписи Еа русский язык.

4) В тексте диссертации прогryщена табл. 4 (после табл. 3 идёт табл. 5), т.е. в

работе имеется 4 таблицы (а не 5, какукЕвано в автореферате, с.6,и дисс., с. 10).

Вышеуказанные замечания не являются существенными, т.к. не затрагивают

выводов и результатов работы, а относятся в основном к оформлению данных, и ни в

коей мере не снижают безусловно положительной оценки работы.
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заключение

С yIeToM вышеизложенного можно закJIючить, что диссертаIц{оннzuI работа

Мамченковой П.В. явJuIется законtIенным исследованием, выполненным на высоком

методшIеском }ровне с использованием современньtх исследовательских методов.

Работа содержит решение актуztпьЕой задачи поJг}^IеншI наночастиII с использованием

биологических объекгов, в данном сJгr{ае бактерий, и определоншI ггугей

восстановлениrI селенит-ионов у используемьrх бакгерий.

Считаю, что по колшIеству экспериментIIJIьных матери€rлов и качеству

tIроведенного исследовz}ниJ{, актуttпьности, науIной новизне и rrр€ктиtlеской значимости

диссертационнzш работа Мамченковой П.В. <Тршсформtilшя селенит-ионов бакгер}uIми

рода Дzospirillum с образованием наночасгшI селенa>) полностью соответствует

требоваrпаям Iш. 9-14 <<Положения о порядке присуждениlI )ченьD( степеней>),

утвержденного Пост.lновлением Правlтгельства Российской ФедераIцпл от 24 сеrrгября

2013 г. Ns 842 (с yreToM последующих Постановлений Правr.rгельства РФ Ns 335 от

21.04.20|6 г., N 748 от 02.08.201б г., Nч б50 от 29.05.2017 г., J\b 1024 от 28.08.2017 г.,

J\b 11б8 от 01.10.2018 г.), а соискатель Мамченкова Полина Владимировна засJryживает

присуждениJI уIеной степени кitндидата биоломческI,D( наук по специirльностям 03.02.03

- микробиологиJI и 03.01.06 - биотехнологIбI (в том числе бионанотехнологии).
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