
МИНИСТЕРСТВО НАУКИ И ВЫСШЕI О ОБРАЗОВАНИЯ УТВЕРЖДАJО 
РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

. . Директор Федеральноrо государст-
ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БюджЕтнрЕi .-, в~r.о бюджетного учре--мден~~я 

УЧРЕЖДЕНИЕ НАУКl-1 l.,v 'нау~ .. ,~стuтута ф11ЗИОЛОГIШ расте-
ин СТИТУТ ·" ~ к11й пм. ~.v\. Т м11рязева Россuй-

Ф ИЗИ ОЛО ГИИ РАСТЕНИЙ , crroйaк~frи ау(л.-корр. РАН 
им. К.А. Тимирязева 1

1~ , • . \ • д. А. лось 
Российской академии наук ~ · 

127276. Москва, И-276, Ботаническая ул.::Н 
Тел. (499) 678-54-00, Факс (499) 678-54-20 .,, 

IZ-mail: ifr@ippras.ru 

HaNo - от - . -
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Федерального государственного бюджетного учреждения науки Институrа физиологии 
растений им. К. А. Тимирязева Российской академии наук о диссертационной работе 

Махазеnа Дмитрия Сергеевича «Регуляция генов семейства JAZ посредством РНК­
интерференции как инструмент активации вторичного метаболизма в клеточных куль­

турах растений», представ.1енной на соисю.шие учёной степени кандидата биологиче­

ских наук rю специальности 1.5.6 - Биотехнология (биологические науки). 

Культура клеток и тканей растений - это генетически определённая популяция 

соматических клеток. штамм клеток, выращиваемый in viu•v. В 30-е годы прошлого ве-
1<а Gautl1erct и Nobecourt во Франции и Wl1ite в США независимо получили первые 
ку:~ьтуры растительных тканей на полностью синтетических средах. Совершенствова­

ние пи пrrе.1ьных сред. в том числе применение фитогормонов, 1юзволпло значительно 

расширить видовой и тканевоli спектры ·жсплантов растений для культивирования in 

vif1•o. 

В конце 50-х годов ХХ века список растений, ткани и клетки которых культиви­

ровали in vit1·0, был значительно пополнен и по данным классической монографии R. 
Gautheret 1959 t·ода включал уже 142 вида. В 60-е годы ХХ века. да и в нача.1е &0-х 1·0-

дов, ещё можно бы,10 следить за 11убликаниями о новых культурах клеток растений и, 

безус:rовно, в пополнении сниска тон залавали школы Р. Готре, Ф. Уайта, А Хильдеб­

рандта, Ф. Скуга. Х. Стрита. О. l 'амборrа, Р. Бутснко. 
Уже в те годы бы:~ осознанный выбор растений для получения культивируемых 

клеток, связанный с их химическим составом, представляющих интерес для фармацев­

тики и других отрас:rей промышленности. Как правило, биологически активные веп'(е­

ства (ьАВ) растительного r1роисхождсния являются продуктами вторич1юi·о метабо-

' лизма (вторичные соединения) и играют важнейшую роль в современной медицине. Их 



использование часто ограничено достунностыо растительных ресурсов и .vюжет пред­

ставлять серь~зную угрозу для редких и исчезающих видов лекарственных ра"-тений. 

Радикальным решением нроблемы возобновляемого ресурса цеm-1ых вторичных 

метаболитов является биотехнологический способ получения биомассы культур клеток 

высших растений. содержащей целевые БАВ. Тем нс менее. к настоящему времени из­

вестны лишь десятки примеров коммерческого применения культуры клеток для про­

изводства БАБ. Основной причиной сложившейся ситуации является недостаточная 

продуктивность ку.1ьтур клеток по вторичным соединениям. Используя традиционные 

методы - селекuию продуктивных штаммов. оптимизаuию сред, добавление химиче­

ских предшественников синтеза - можно повысить продуктивность культур клеток 

растеш1й. 

Безусловно, свою лепту в решение проблемы должны внести генно-инженерные 

нодходы, поскольку настройка экспрессии генов, определяющих синтез целевого про­

дукта. может существенно ~1змеюпь биосиптетическис способности клеток in vit,·o. В 
связи с зтим, диссертационная работа Махюена !{. С., посвящёиная регуляции вторич­

ного метаболизма в культуре клеток растений через модуляцию экспрессии генов JAZ. 
весьма актуальна и представляет большое теоретическое значение. 

Цель диссертационной работы - оцепить применимо<.,-ть механизма РНК­

интерференции генов JAZ, супрессоров сигнального пути жасмонатов в решении про­
блемы повышения синтеза вторичных метабол11тов культивируемыми клетками расте­

ний на примере культур клеток Arabldopsis tlшliana и f"itis ,•inf{era. 

Следует сразу сказюъ. что поставлеш.ая цель дост111·11ута, а подученные но­

вые резу.1ьтаты 11 сдеJiанпые вывоitы 11мсют важное теоретическое и практиче­
ское значе1111е. Впервые 11оказано, что нарушение экспрессии гена At.JAZ/ и его гомо­

лога VvJAZ9 в культурах клеток арабидопсиса и винограда. соответственно, значитель­

но активирует синтез вторичных метаболитов без значительного негативного влияния 

на рост культур, что обеспечивает высокую продуктивность клеточных линий: с РНК­

интерференцией. Показана возможность влиять на устойчивость культур клеток к 

абиотическим стрессорам (холод, засоление) через модуляцию экспрессии генов JAZ. 
Полученные и рс:1боте результаты могут быть использованы в области биотехнологиче­

ского производства фармаколоrически значимых соединений на основе культивируе­

мых к.1сток растений. 

Структура, объЬ1 11 содержап11е д11сссртаци11. Л:иссертациоиная работа оформ­

лена в соответствии с требованиями ПАК РФ. Материал диссертации изложен на 142 
стр" которые включают 24 рисунка и 3 таблицы, и состоит из разделов: введение, обзор 

литературы. матсриа..1ы и методы. результаты и обсуждение, заключение, выводы и 

список :ппературы (232 источника). 
Во введении, автор обосновывает актуальность темы исследования, определяет 

его пели и задачи, формулирует положения, выносимые на защиту. 

В обзоре .:штературы кратко изложены представления о культурах клеток расте­

ний, о вторичных метаболитах и регуляции их синтеза, подробно изложены сведения о 

' сигнальном пути жас~онатов и роли белков супрессоров - JAZ. Рассматриваются во-



просы биоинженерной методологии (РНК-интерференция и агробактериальная транс­

формация), излагаются данные об объектах исследования и их вторичных метаболитах. 

Обзор литературы определённым образом демонстрирует :эрудицию автора и желание 

показать актуальность диссертационной работы. 

В методиt1еской главе даётся краткая информация о биоинформатическом анали­

зе JAZ-reнoв. излагаются методы создания генетических конструкций и получения ис­

кусственной микроРНК (имиРНК) для прицельного нарушения -экспрессии генов 

AtJAZJ и v,,JAZ9. Описывается получение трансгенных культур клеток А. 1J1aliana и V. 
vini/era, постановка экспериментов, молекулярно-генетический анализ экспрессии ге­
нов интереса и химический анализ вторичных метаболитов культивируемых клеток. 

Работа вь1110.;ше11а с применением самых современных б11отехнолоrическ11х, мо­

J1екуJ1ярно-б11ологичесю1х, фuз11ко-х111\-111чесю1х и аналитических методов 11 отра­
жает высокий ')Кспсрименталы1ыii уровень Д1tссертащ1011ной работы. 

Достоверность результатов основывается па применении современных методов 

оuенки статистической достоверности нолученных данных и корректной их интерпре­

тации. 1 Iолученные выводы сделаны на основе достаточного числа биологических и 
аналитических повторностей. 

Глана «Результаты и обсуждение» показывает, что Д. С. Махазену удалось убеди­

тельно продемонстрировать, что подавление экспрессии генов AtJAZl и гена v,,JAZ9 
посредством РНК-интерференции приводит к активации биосинтеза гmокозинолатов и 

камалексина в культуре клеток и А. tlюliana (без ингибирования роста культуры) и 

трс.шс-резвератрuш1. н кулыур~ кле1ок i ~ i•in(fera (с небольшим снижением индекса 
роста). соответственно. Кроме того, ингибирование экспрессии гена AtJAZJ в культуре 
к"1еток арабпдопсиса усиливает действия абиотических стрессоров на биосинтез кама­

:тексина и обеспечивает устойчивость этой культуры к холоду. Обнаруженный -эффект 

является перспективным направлением для биоинженерного получения холодоустой­

trnвых растений. Подавление экспрессии генов .JAZ является перспективным rенно­
инженерным инструментом активации биосинтеза втори1,шых метаболитов. Все полу­

ченные результаты обсуждены и подкреплены сопоставлением с ранее опубликован­

ными данпы~ш других исс.1едователей. 

В разделе «Закmочсние» Дмитрий Сергеевич подводит итог проведённому иссле­

дованию и затем делает обоснованные Выводы. 

Несмотря на общее. весьма положительное впечатление и несомненные достоин­

ства, диссертация Д. С. Махазена не лишена некоторых недостатков. 

Замечаu11я. 

Восприятию текста мешает нередко встречающееся песоrласование слов в пред­

;южении и употребление странных слов. ненужных англицизмов и неуместных выра­

жений. Например: ... активаторньrй эффект; ... таргетные гены; ... в пищевых, лечеб­
ных, культурных и косметических целях; хранение зародышевой плазмы: ... трихом:ов 
в листьях (прямо по Набокову!)\; рестрипировали ферментами; имеются данные о 

SNFl-связанной киназы 1 (SnJU<I) (видимо об SNFl-подобной киназе!). 



Многое из этого объясняется использованием не очень качественного перевода 

без последующего вдумчивого редактирования. 

Кроме того. периодически белки JAZ неожиданно становятся факторами транс­
крипции, которыми они не являются (см. стр. 9. стр. 34). Диссертант часто считает си­

нонимами фитоалексины и вторичные метаболиты и использует своеобразную класси­

фикацию д..1я вторичных соединений. Утверждается (на стр. 10), что среди 13 изоформ 

семейства JAZ. именно JAZJ играет ключевую роль в реr·уляции вторичного метабо­
лизма (Song et а! .. 2011 ; Gtю et а/., :ю 18). Однако в этих статьях нет прямого указания 

на то, что JAZJ играет к:почевую роль в регуляции вторичного метаболи:Jма. Утвер­
ждается, что абиотические и биотические стимулы активируют фосфолиrrазы в пла­

стидной мембране, способствvя синтезу линоленовой кислоты в растении ( стр. 27). 

Очевидно. снособствуя высвобождению а-линоленовой кислоты! 

Наконец, в списке литературы нег источников на русском языке, хотя работ, в 

том tшсле приоритетных, по культивируемым in 11itm клеткам растений и вторичным 

соединениям в культурах клеток - очень много. 

Вопросы. 

1. Методология РНК-интерференции предполагает трансформащпо клеток. Мож­
но ли 11 каким образом модифицировать подход. чтобы избавиться от трансгеноза? 

2. Насколько дошо сохраняется Jффект подавления экспрессии AtJAZl и VvJAZ9 
в культурах клеток. в том числе без селективного давления канамицина? 

3. Каковы будут последствия РНК-интерференции для нескольких генов JAZ? 
Указанные замечания, в основном. носят дискуссионный характер и не вл11яют 

11а общую полож1-1тельную оценку 11сследова1111я, выпош1енноrо Д. С. Махазеным. 

Автореферат и опубликованные диссертантом работы отражают основные ре­

зу;rътаты исследования. Опубликовано 2 статьи в ведущих международных журналах 

из списка ВАК Минобрнауки РФ и одна статья в рецензируемом журнале из списка 

ВАК. 

Диссертация Д. С. Махазеиа представляет собой самостоятелъnую научно­

квалификационную работу. которая выпоm1ена на высоком научно-теоретическом и 

методическом уровне. 'Экспериментальные данвые и методические подходы диссерта­

ции могут бьrrь использованы в биологических учреждениях и биотехнологических 

пронзводства.х нри оптимизации синтеза вторичных соединений в культивируемых 

клетках растений, а также в учебном процессе при чтении курса лекций по физиологии 

и биотехнологии растений в ВУЗах Российской Федерации. 

Диссертация соответствует паспор1у св~щшльности 1.5.6 - «Биотехнология)) 

(биологические науки), отвечает требованиям пунктов 9-14 «Положения о присужде­
нии учёных степеней». утвержд~нного Постановлением Правительства Российской 

Федерации от 24 сентября 201 З года № 842 (с изменениями Пост'а.11оw1ением Прави­

тельства Российской Федерации от 28 авгусТ3 2017 года №1024 «О внесении измене­

ний в Положения о присуждении учёных степеней»). а её автор Махазен Дм11тр11й 



Сергеевич заслуЖimает присуждения учёной степени кандидата биологичесю1х 

наук по с11ециалыюсn11.5.6- <<Биотехнолоrня» (биолог11ческ11с наук11). 

Отзыв подготовлен доктором биолоrичесю1Х наук, ведущим паучным сотрудни­

ком Носовым А. В. и обсужд~н на расширенном: заседании лаборатории биологии 

культивируемых клеток Института физиологии растений. Итоги голосования: «за» -
единогласно (протокол № 1 от 5 апреля 2022 г.). 

Доктор био,1огнческих наук, 

ведущий научный сотрудник 
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Организация: Федеральное государственное бюджетное учреждение науки инсти­

тут физиологии растений им. К.Л. Тимирязева Российской академии наук. 
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