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ФундаментаJIьные исслеllования вирусов растений крайне важНЫ ДЛЯ

развития устойчивого сельского хозяйства. Глубокое пон!lмание механИЗМОВ

взаимодействлtя вирусов с рас,гением позволяе,г разрабаr'ывать бОЛее

эффективные и экономическлl оправданные стратегиIi защиты расТеНИИ,

позволяющие избежатЬ потерЬ урожая и, соответственно, дефицита

продовольствия по всему миру. Более того, актуальность провоДИМЫХ

исследований обусловлена наличием большого количества пробеЛОВ В

col]peMeHHoM Ilонимании разJtиLlных аспек,tов вирусноl,о I]а,гогенеза в

растениях, таliих как экспрессия генов вирусов, взаимодействие вируса с

рас,гением-хозяином, 
,грансIlорт вируса по рас,геtiIл}о.

защитного отtsета растеiiия на иrtфекцLIю,

сРормирование

В диссертационной работе /{ениса Александровича Черги HrleBa l{зУЧеНЫ

свойства белка р42 X-Brrpyca шаЛота I{ белка vDRB вируса, обнар\,хtенt-Iого в

трансllрИптомных конl,i.lгах бриевого мха [)iсrапuп1 S(:oparium, Обr,едlttlrlет )ти

два белка llринадле}Itносl,Ь К гройномУ генномУ б;rоку (,гGt]), ко,t,орый

распространен среди BlrpycoB растений и белки, необходимые дл,s транспорта

вирусов. I-ены р42 и vDRB перекрыВаютсЯ с осноt]ными генами б.,tока и

яв,IIяiотся дополнительIlыми к HLlM, TaкllN4 образом, образу,я мс)д)/jII4, состоящие

рrз четырех генов. Версiятной при.лtlной возникновения этих Nlодулей может

быть адаптация виру,са к определенным растеtiиям-хозяевам, при

инфицированilи которых tlзччаемые белки выпо.llняют специфические

dlункции, допt)_пняюшие ак,гивности бе.,tков ТGВ.

Щиссер,т:rционная работа lI.A. ЧергI4нцева изложена на 150 сТраНИЦаХ,

соllерж}i'г ]69 иcTOLtHt.il(OB JlитеРатуры, lб рисунков, l таблиrЦ} И ВК.;lЮЧ&е'Г

с_гtеil\lошI,,tс раздсльl: <tВгзс,це}lие)), <<Обзор литерilтуры), <<N4аТеРИаЛЫ И

\,lеl Oлы))' <<Результаl'I}l)), <<обсr,;кДеFlия)). <Заключение)) и <Спрtсок

jlитератуРы,,. Структ,,",ра дI.тссерl,аu}rи соответствует требованиям к

оформленлiю диссертаtlt4он}{ых работ. R разделе <Введение> автоР четкО

форшrу,ллrру,еl' це-цИ и З?,,-lЗЧll, выносltмые на защиту гlоложения, а также

обосновывает актуальность ра(rоI,ы. ее научную и практLrческую значимость,

gtlr.tсывае,l, испоJlЬзовtlflные i\,1е,го.itы. jtи.tный вклаJI в работу, апробацию и



cTeIleHb достоверности результатов. Положения, выносимые на з8щиту,

опубликованы в трех стат,ьях в рецензируемых международных журналах.

Раздел <Обзор литературы)) довольно объемный и состоит из

нескольких глав, в которых тшательно и полно представлен анализ

современных научньIх /laHHblx, что помогает опредеJlить значимость

полученных результатов и их положение относительно других исследований,

касаюшейся взаимодействия вируса с растительной юIеткой. Первая часть

обзора литературы знакомит читателя с транспортными белками вирусов,

особенно подробно рассIuатривается транспортная система TGB и ее вариации

.у разных групп вирусов. В следуюшей обширной части гiрlrведено описание

посттранскрипционного РНК-сар"тленсинга в растениях, обсуждается роль
данного процесса в заIлите растения оl, вирусной инфекции, прLlводятся

примеры активности белков вируса, способных подавлять Ilротивовирусный

ответ. Завершается обзсrр литературы рассмотрением опублt,tкованных данных
о белках vDRB и р42, тем самыN,I делается логичный перехол к освещениЮ

проб;ематики. решаемой в работе в ра]\{ках поставленных задач.

Раздел <N4атерие-tы и ме,годы)) со/tержит гrодробное описание

использованных методик, реактивов и оборулования. t-Iабор методик

coof ве,гсl,вует пOставленным задачам, а гIолнота их изJIожения позt]оляет при

необходимOстLI воспро}iзвести прOведеrIные эксперименты.

Раздел <Результаtы)) представлен дву]\1я частяNlи, первая посвящена

иссJ,Iедованию р42, втоilая - vDRB. /{ля р42 Х-вируса tI]алота была показана

способность транслироваться на тетрацистронной \!агрице по \1еханизм)'

<<leaky scanning,). при сравнигеJIьном ана.Iизе I,еномньIх последовате:lьносгей

близкородствеI{ных вирчсов было обнаружено, что такой механизм NiIожет

явjIяться общим для Tpatlc ля|лии р42 у представителей рода ,4llexiyirus.

fJальнейши€ иссIiЁцования белков р42 и vDRB, результаты когорыХ

I,tзложены в ,цвух частях раздела, бы.ци проведены по одному алгоритму.

N4eToltolvr конфокальной ми(роскоltиlt участков ткани листt,ев l\,liсоtiапа

Ьепthаmiапа, временно' экспрессируюшllх рекомбинантные вариантьt р42'и
vDRB, слитые с ' последовагельностью GFР, была ycTaHoBJleHa

внутриклеточная локаJII,Iзация двух белков. ГIолсазано; что оба бе.пка имеЮТ

lIигопJ-Iазматическую локализацию: р42 при этом формирует нитевидные

структчры, располо)hенные вдоль м}lкр()грубо.tек. а также lельца. которые

могчl быr,ь связаны с микl)отрl,бочками; r,,DRB образуег мелкие тельца,

распо.Ilоже}{t-lые рядом с меплбранами ЭПР и не имеюшlие ги.црсlфобнОr'О

солержиNiого BHyTplr. Д"rя двух бе-,tксlв была

нчклеLlL{Ot}ые ки(:лоты в условиrIх iп чirrо,

эффектлrвrrо связыват,ь сlдноцепOчеr{ную
)

показана спсlссlбttость связывать

Обнарirlкено, что р42 способен

РНК, а vDRB сRязывает и



одноtlепочечную и двуцепочечную РНК. В случае VDRB автором

предполагается, что связывающая активность в отношении двуцепочечной
РНК является неспецифической и может быr,ь обуслов-пена

электростатическими взаимодействиями. Путем сайт-направленного
мутагенеза было показано, что за взаимодействие с двуцепочечной РНК у
vDRB отвечает его РНК-связываюп]ий домен, который был ранее предсказан

биоинформатически.
В связи с обнаруженной способнос,l,ью связывать РНК, даJIее белки были

исследованы на пред1\1ет влияния на метаболизм РНК в клетке. В этих

экспериментах Д.А. Чергинцевым были использованы общепринятые
тестовые системы, позволяющие установить влияние белков на процесс РНК-
сайленсинга. Временно экспрессированный в листьях белок р42 оказался

способен ингибировать РНК-сайлеtiсинг, вызваtrный одноцепочечной РНК, но

не двуцелочечной РНК. Эти данные согласуются с обнаруженной РНК-
связывающей активностью р42, Также р42, однако, оказался неспособен

влиять на транспорт сигнала сайленсинга, который происходит благодаря

межклеточному перемещению малых интерферирующих PtlK. В тестовой

системе с использованием рекомбинантного вируса морщинистости турнепса

ТСV-GFР рr12 проявил функции слабого супрессора сай.llенсинга, частично

облегчакlщего межклеточный тра}Iспорт вируса. Белок vDRB также не

проявлял активности подавления сайленсинга, вызванного одно- и

лвуцепочечными РНК и не влиял на межклеточный транспорт сигнала

сайленсинга. По сравнению с р42, vDRB проявил себя более сильным

суt]рессором сай.lrенсинга в тестовой системе с использованием ТСV-GFР.
Для р42 также была обlrаружена способность подавлять нонсеF{с-

опосредованный распад РНК, вызванный длинной 3'-концевой
нетраFIслируемой областью, Полученный результат интересен в контексте

наличия у альфа-подобных вирусов характерной особенности кодировать

субгеномные РНК, 3'-концевая область которых не транслируется и может

таки\,1 образом служить активатором разрушения РНК. Показанная активность

белка р42 может сttособствовать уtsеличению времени жизни таких

транскриптов и способствовать развитию вирусной инфекции.
Активность белка vDRB была также исследована в контексте инфекшии

Х-вируса. картофеля (ХВК), для чего была создана генно-инженерная

конструкция, содержащая полногеноN,Iную копию ХВК, модrлфицированнук)

для экспрессии vDRB. Пр" заражениLl растений Лi Ьепthапоiапа бы.ltо

обнаружено, что 1эекомбинантный XBK-vDRB вызывает менее существенньlе

симптомы на растениях, чем ХВК дикого типа. Однако, несмотря на

ослабление симптомов, зараженr{ые XBK-vDRB растения накапливаЛИ
3



СУщественно больше вируса и содержали меньше свободных от инфекции

УЧасТкоВ ткани. Эти результаты указывают на довольно необычное

функционирование vDRB как белка-супрессора сайленсинга, так как лля

других вирусных супрессоров, как правило, характерна индукция защитных

реакший в растении, что сопровождаеl,ся развитием более серьезных
симптомов, реакцией гиперчувствительности и некрозами.

Таким образом, в работе Д.А. Чергинцева проведен комплекс
исследований белков р42 и vDRB, в ходе которых был установлен ряд
функций данных белков, позволяющих отнести их к категории вирусных

.супрессоров РНК-сайленсинга. Следует отметить, что исследования
проводились с использованием растений lViсоtiапа Ьепthаmiап.а, стандартного
модельного объекта для вирусолог1.1и раст,ений, поэтому полученные

результаты могут показывать не всю картину функционирования
исследованных белков, которую можно проследить только на природных
хозяевах вирусов.

В разделе <Обсуждение)) диссертационной работы автор подводит итоги

резуль,I,а,гов исследовании Ll сtsязывает полученные .г{анные с известными
материалами из литературы. В разделе выдвигаются предположения о

вероятных механизмах функционированияр42 и vDRB, при э,гом испоJIьзуется
инфоршrация, приведенная в расширенном виде в разделе обзора литературы.

После внимательного прочтения работы возникло нескоJIько вопросов,
замечаний и пред,rlожений.

Замечания:

l. В обзоре литературы изложено большое количество актуального и

важного материала, однако он не структурирован таким образом, чтобы
подчеркнуть необходимость текущего исследования, Автор не

подLIеркивает пробелы в сушествуIощих зIIаFIиях о вирусном заражении
и обзор оканLIивается довольно внезапно, переходя к N4атериалам и

N4еr-одам и) далее, к Результатам.

2. В обзоре очень подробно рассмотрено разнообразие супрессоров
саЙленсинга у разных вирусов (на мой взгляд, этот раздел можно было
бы даже сократить), однако мало внимания уделеFrо специфичности
противовLlрусного ответа растения. Насколько разными могут быть
такие ответы? Это показало бы, в какой мере появление дополнительных
генов может слуя(Ltть цели адаптации вируса к хозяину,

3. Немного удивительно отсутствие ссылок на литературу в Методике.
Казалось бы, большинство методов ранее описаны в публикациях,
однако автор их просто гrодробно изJlожил без отсылки к

первоисточFrику (кроме последовательIIостей).
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4. Я бы рекомендов€uIа чуть подробнее описать выращивание растений
(грунт, полив солями, если был), а также механическую инокуляцию.
Зачем листья посыпали диатомитом и как вводили !НК? Раздел про 5'-
RACE сЛеДоВало бьт назвать как-то более понятно, описав кратко
принцип ме,года.

5. На рисунке 7 изображены последовательности р42 у разных вирусов, в

ТоМ числе, оказывается, у Rehmannia allextvtrus этого гена нет.
Интересно было бы узнать, в чем отличия этого вируса в плане
заражения) насколько отсутствие р42 влияет на его активность?
Мелкое замечание: в разделе 1.З Резуль,гатов описано изменение
соотFIошения РНК:белок (Рис. 8), а в 2.1 белок:РНК (Рис. 12). Это, скорее
всего, случайность, но, може,г быть, в такой инверсии есть смысл.
Страница 89: как было описано ранее - где? - можно наблюдать красную
кайму шириной 10-15 клеток - не мог бы автор пояснить, что собой
представляет эта полоса?
На рисунке 13 изображены тельца, содержащие vDRB-GFP, которые не

колокализуются с несколькими маркерами органелл. Весьма
любопытно, это за тельца. Вероятно, локализацию в дальнейшем можно
было бы изучить с помощью ТЭМI и меченых золотом антител.
В Обсуждении автор переходит от одного гена/белка к другому без

всякой связки. Сравнения двух изучаемых белков между собой ни в
резулы,атах, ни в обсуждении нет, а в Заключении появляется
СРаВнение. N{He кажется, здесь есть логическая недоработка: если в

работе есть 2 белка, то надо объяснить, почему их выбрали (ведь эти
вирусы и последовательности не родственные), и гораздо легче было бы
воспринимать данные в виде сравнения двух объектов, Почему от такого
построения отказались?

Вместе с тем, указанные замечания не умаляют значимости
Диссертационного исследования. !иссертация отвечает требованиям,

УСТановленным Московским государственным университетом имени
М.В.Ломоносова к работам подобного рода. Содержание диссертации
соответствует специальности l.5,3
биологическим наукам), а также критериям, определенным пп. 2.1-2.5
Положения о присуждении ученых степеней в Московском государственном

университете имени М.В.Ломоносова. Щиссертационное исследование
Оформлено согласно требованиям Положения о совете по защите диссертаций
на соискание ученой степени кандидата наук, на соискание ученой степени

6.

7,

8.

9.



доктора наук Московского государственного университета имени

М.В.Ломоносова.
Таким образом, соискатель Чергинцев Щенис Александрович

заслуживает присуждения ученой степени кандидата биологических наук по

специа_пьности 1.5.3 - Молекулярная биология (биологические науки).
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