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Актуальность исследования 

Вторичные метаболиты растений являются важными биологически 

активными веществами и находят широкое применение в фармакологии и 

пищевой промышленности. Поиск растительных ресурсов для промышленного 

получения этих веществ представляет собой сложную научную и практическую 

задачу. Одним из способов решения данной проблемы является 

биотехнологический подход, основанный на культивировании клеточных 
культур растений-продуцентов. Основной проблемой в данном направлении 

является низкая продуктивность существующих в настоящий момент клеточных 

культур. Поэтому поиск способов повышения продукции вторичных 

метаболитов клетками растений в условиях культивирования представляет 

собой актуальную задачу. Диссертация Махазена Дмитрия Сергеевича 

представляет собой попытку решения данной проблемы. В этом смысле 

представленное диссертационное исследование представляется весьма 

актуальным. 

Одним из путей решения данной проблемы является поиск 

универсальных и эффективных инструментов генетической инженерии 

растительной клетки, позволяющих управлять ее вторичным метаболизмом. 

Поиск таких инструментов осложняется тем, что при интенсификации синтеза 

вторичных метаболитов необходимо сохранить высокие ростовые 

характеристики получаемых трансгенных культур. В рамках диссертационного 

исследования Дмитрий Сергеевич предпринял удачную попытку снизить 

экспрессию регуляторных генов, продукты которых репрессируют пути 

биосинтеза вторичных метаболитов. Данный подход представляется 

перспективными, так как затрагивает регуляторные клеточные системы. Такое 

вмешательство может в итоге оказать более существенное и стойкое влияние на 

синтез вторичных метаболитов, чем классические попытки на основе 

сверх.экспрессии генов ферментов биосинтеза или транскрипционных факторов. 

В своей работе автор сосредоточился на генах сигнальной системы жасмоновой 

кислоты (ЖК) - супрессионных факторах транскрипции семейства JAZ. 
Исследование эффекта инактивации супрессоров семейства JAZ на биосинтез 
вторичных метаболитов бьша проведена методом, основанным на природном 

механизме РНК-интерференции. 



Структура диссертационной работы 
Диссертация Махазена Д. С. имеет классическую структуру, изложена на 

142 страницах, содержит 24 рисунка и 3 таблицы. Список литературы 
насчитывает 232 наименования. Диссертация состоит из введения, обзора 
литературы, описания использованных материалов и методов, главы 

«Результаты и обсуждение», выводов и списка литературы. 

Во введении к представляемой работе Дмитрий Сергеевич формулирует 
тему исследования, демонстрирует ее актуальность, определяет цель и задачи. 

Целью представленной автором работы являлась оценка эффекта 
ингибирования экспрессии генов JAZ на вторичный метаболизм и 
продуктивность клеточных культур винограда и арабидопсиса, а также 

исследование молекулярных механизмов, лежащих в основе этого эффекта. Для 

достижения этой цели бьmи поставлены следующие задачи: 

1. Получить трансгенные клеточные культуры арабидопсиса и 
винограда, экспрессия гена JAZ в которых ингибирована посредством 

механизма РНК-интерференции. 

2. Изучить эффект ингибирования экспрессии генов JAZ на 

продукцию азот-, серосодержащих соединений в культуре арабидопсиса и 

транс-резвератрола в культуре винограда. Оценить экспрессию генов ферментов 

биосинтеза и регуляторных ТФ. 

3. Оценить активаторный эффект экзогенной ЖК, как имитации 

биотического стрессового стимула, на биосинтез и продуктивность 

фитоалексинов в нормальных и JАZ-ингибированных клеточных линиях. 

4. Оценить активаторный эффект абиотических стрессовых стимулов 

(низкие температуры и засоление) на биосинтез и продуктивность 

фитоалексинов в нормальных и JАZ-ингибированных клеточных линиях. 

5. Оценить экспрессию маркерных генов основных сигнальных систем 

растительной клетки (АБК, ЖК и АФК), для выявления их взаимодействия и 

участия в конститутивной активации ЖК-сигнальной системы, опосредованной 

ингибированием экспрессии гена JAZ. 
Поставленные задачи полностью соответствуют теме исследования и 

удачно раскрывают ее суть. 

В главе «Обзор литературы» автор подробно освещает современное 

состояние представлений о системах гормональной регуляции у растений, их 

влиянии на синтез вторичных метаболитов и возможностях управления этими 

процессами. Особое внимание уделено сигнальному пути жасмоновой кислоты, 

а также взаимодействию данного пути с другими гормональными системами. 

Автор излагает современные данные о методе ингибирования экспрессии генов 

посредством механизма, основанном на природной РНК-интерференции. 



Описывает возможность применения этого метода для активации синтеза 
вторичных метаболитов растений. 

В главе «Материалы и методы» подробно описаны методы получения и 
анализа трансгенных клеточных культуры. В ходе работы бьmи использованы 

современные методы получения генетических конструкций и трансгенных 

культур. Для количественного анализа вторичных метаболитов бьш 
использован высоконадежный метод ВЭЖХ. Для изучения молекулярных 

механизмов, лежащих в основе стимуляции синтеза вторичных метаболитов, 

автором был применен метод полимеразной цепной реакции с детекцией в 
реальном времени. Данный метод незаменим для анализа уровня экспрессий 

различных генов. Статистическая обработка данных произведена методами Т­

статистики, широко используемым для биологических работ. Использованные 

автором методы адекватны поставленным задачам, высокоинформативны, 

надежны, обеспечивают высокий методИческий уровень вьmолнения работы. 

Глава «Результаты и обсуждение» включает в себя изложение 

полученных экспериментальных данных, и их анализ в рамках современных 

представлений о механизмах гормональной регуляции у растений. Основные 

представленные результаты включают в себя анализ генетической информации 

с использованием высокоэффективного биоинформационного подхода и 

моделирование рекомбинантной конструкции in silico, а затем сборка этой 

конструкции in vitro. На следующем этапе бьmи получены трансгенные 

клеточные культуры, трансформированные полученными автором 

конструкциями. Далее Дмитрий Сергеевич приводИт результаты исследования 

ростовых характеристик и продукции вторичных метаболитов 

трансформированными культурами в контрольных и в стрессовых условиях. 

Последняя часть главы посвящена анализу молекулярного механизма действия 

ингибирования генов JAZl и JAZ9 на ростовые свойства и продукцию 

вторичных метаболитов. Изучение механизма представлено не только анализом 

экспрессии генов, связанных с сигнальными путями жасмоновой кислоты и 

абсцизовой кислоты. Автор предпринял попытку объединить и обсудить 

взаимодействие различных сигнальных систем, привести полученные 

результаты в одну общую картину. 

Таким образом представленная диссертационная работа является 

целостным исследованием демонстрирующим все этапы работ от 

формулирования идеи до анализа физиологического ответа, что вызывает 

глубокое удовлетворение. 

Результаты работы представлены на двух конференциях, по теме 

диссертации опубликовано две статьи в журналах входящих в базы WoS/Scopus 
и список ВАК (журналы Journal of Biotechnology, Plant cell tissue and organ 



cultures ). Данные журналы являются ведущими в области биотехнологии и 
культур клеток. 

Научная новизна и практическая значимость полученных результатов 
Научная новизна представленной работы заключается в том, что бьша 

впервые показана активация биосинтеза вторичных метаболитов (камалексина в 
клеточных культурах арабидопсиса и транс-резвератрола в культурах 

винограда) в которых ингибирован гены JAZJ и JAZ9 соответственно. Также 
впервые бьша показан молекулярный механизм ответственный за данные 
явления. 

Полученные результаты могут быть использованы для получения 
клеточных культур - эффективных продуцентов различных вторичных 

метаболитов, так как полученный эффект активации бьш показан на растениях 

реализующих разные биосинтетические пути. Незначительное снижение 

ростовых характеристик клеточных культур при ингибировании генов JAZl и 
JAZ9 повышает практическую ценность полученных результатов. Отдельный 
практический и научный интерес представляет увеличение толерантности 

трансгенных культур к холодовому стрессу, что открывает возможности для 

получения холодоустойчивых сортов культурных растений, особенно 

актуальных для отечественного сельского хозяйства. 

Обоснованность и достоверность полученных результатов и выводов 

диссертационной работы 

При выполнении работы Дмитриев Сергеевичем бьши использованы 

современные, высокоинформативные методы молекулярно-биологических и 

биохимических исследований. Использованные методы адекватны 

поставленным задачам, протоколы методик подробно описаны в разделе 

«Материалы и методы». Совокупность выбранных автором методов и 

статистическая обработка данных обеспечивают достоверность и 

обоснованность полученных результатов. Приведенные автором результаты 

опубликованы в ведущих рецензируемых журналах по биотехнологии и 

молекулярной биологии растений, апробированы на конференциях. В следствии 

этого, полученные данные не вызывают сомнений. Сделанные автором выводы 

обоснованы, соответствуют полученным данным и логично вытекают из них. 

Автореферат соответствует содержанию диссертации. 

Вопросы, замечания и комментарии к диссертационной работе 

В ходе чтения к диссертационной работе возникли следующие вопросы: 

1. Уровень гомологии генов JAZl из A.thaliana и JAZ9 из V. vinifera 
относительно невысок - 47%. Насколько корректно сравнение функций двух 
генов при таком уровне гомологии? 



2. Почему при получении трансгенных культур A.thaliana не было 
получено культуры, трансфомированной «пустым вектором» не содержащим 

последовательности имиРНК, как это было сделано для V. vinifera? 
Также к работе имеется несколько замечаний: 

1. Среди положений, выносимых на защиту, положение №5 является, на 
мой взгляд, лишним. Во-первых: количество положений выносимых на защиту 

вполне можно ограничить четырьмя. Во-вторых: судить об универсальности 

предложенного подхода с использованием РНК-интерференции на основании 

исследования двух видов растений, несколько преждевременно. Однако не 

могу не согласиться с автором что такой поход выглядит привлекательным и 

многообещающим. 

2. Бьшо бы интересно реконструировать целые растения из полученных 
автором трансгенных культур, чтобы понять, можно ли использовать 

устойчивость к холодовому стрессу, обнаруженную на каллусах, в 

практическом растениеводстве. Выражаю надежду, что такой эксперимент в 

дальнейшем будет поставлен. Получение холодоустойчивых и 

высокопродуктивных сортов культурных растений является весьма актуальной 

практической задачей, особенно для России. На мой взгляд, обнаруженная 

автором холодустойчивость представляет едва ли не больший практический 

интерес, чем интенсификация синтеза резвератрола, ради которой исследование 

начиналось. 

В тексте работы можно отметить наличие небольших стилистических 

недостатков во введении, изложении и обсуждении полученных результатов. 

Изложенные замечания не умаляют достоинств работы Махазена Д.С. и 

не в коей мере не могут препятствовать присуждению автору ученой степени 

кандидата биологических наук. 

Заключение 

Диссертационное исследование, проведенное Махазеным Д. С. 

«Регуляция генов семейства JAZ посредством РНК-интерференции как 

инструмент активации вторичного метаболизма в клеточных культурах 

растений», представленное на соискание ученой степени кандидата 

биологических наук по специальности 1.5.6 - Биотехнология (биологические 
науки) является законченной научно-квалификационной работой, в которой 

представлены данные об активации вторичного метаболизма при помощи 

ингибирования генов семейства JAZ у растений, исследован молекулярный 

механизм данного явления и предпринята попытка оценить дальнейшие 
перспективы применения метода ингибирования генов JAZ в биотехнологии 
растений. Работа вьmолнена на высоком научном и методическом уровне. 

Актуальность темы, достоверность полученных результатов, обоснованность 



сделанных выводов, теоретическая и практическая значимость результатов 

диссертационной работы соответствует требованиям п. 9-14 «Положения о 
порядке присуждения ученых степеней», утвержденного Постановлением 

Правительства Российской Федерации от 24.09.2013 г. № 842 (ред. от 01.10.2018 
с изм. от 26.05.2020), а её автор Махазен Дмитрий Сергеевич заслуживает 
присуждения ученой степени кандидата биологических наук по специальности 

1.5.6 - Биотехнология (биологические науки). 
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