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щиссертационная работа Щ.А.чергинцева посвящена изучению двухбелкоВ вирусоВ растениЙ , р42и vDRB, которые кодируются генами модулей,родственных тройному блоку транспортных генов (ТGВ). TGB характерендля ряда вирусов растений и три белка, кодируемые им, необходимы дляТРаНСПОРТа ВИРУСа' НаЛИЧИе беЛКа Р42 является отличителъной чертойпредставителей рода дllехivirus, его открытая рамка трансляции расположенапосле рамоК другиХ геноВ тGВ и перекрывается с З'-концевым участкомТРеТЬеГО ГеНа TGB, ОТКРЫТаЯ РаМка трансляции белка vDRB расположенаперед TGB, перекрывается с 5'-концевой областъю первого гена TGB.новизна исследов аниязаключается в том, что в настоящей работе свойства ифуrпцr" р42 и vDRB были изучены впервые.
изучение свойств белков вирусов является важным как сфундаментальной точки зрения для исследования процессов патогенеза, так,потенциuLпьно, и с праКтической, - новЫе полученные данные моryт бытьисполъзованы при разработке способов защиты растений от инфекций.

!иссертационная работа изложена на 150 страницах и включает
разделы: введение, список сокращений' обзор литераryры, материЕtлы иметоды, результаты, обсуждение, заключение и список литературы,представленный зб9 источниками. Работа иллюстрирована 1б рисунками ивключает одну таблицу.

во введении диссертации указаны цель и задачи исследов ания,сформулированы положения, выносимые на защиту, а также отраженыакту€шьность работы и ее значимость, описаны объект
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использованные методы, вклад автора,

достоверности выносимых на защиту

приведены сведения о степени

положений, материЕLл которых
опубликован В трех статьях, в журн€tлах, входящих в Ql и Q2 по базам
WoS/Scopus.

обзор литературы довольно обширный, начинается подр€вделами,
содержаЩими краткое описание транспортных белков вирусов растений и
более дет€Lлизованное для белков TGB. Затем следует рЕвдел,
раскрывающиЙ предстаВлениЯ о рzвнообразии и эволюции ТGВ-содержащих
вирусов, основная часть обзора литературы представляет собой подробное
описание процессов, лежащих в основе Рнк-сайленсинга в растениях,
механизмов противодействия растений вирусной инфекции
использованием Рнк-сайленсинга, а также приведен обзор известных
белков-супрессоров сайленсинга вирусов растений с характеристикой
способов подавления ими противовирусной защиты. Завершается обзор
литературы изложением ранее полученных данных о непосредственных
объектах исследования, €Lллексивирусах И, в частности, Х-вирусе лука-
ша-пота, а также о тетрацистронном транспортном блоке и кодируемом им
белке vDRB.

РаздеЛ <<МатерИ€шы и методы)) содержит подробный перечень методик,
связанных С получением использованных в работе генно-инженерных

конструкций, И о работе с ними. Также приведены данные об
использованных способах выделения белков и постановке связывания белков

включает

экспрессии

трансформацию

генов, заражение

с нуклеиновыми кислотами. Разнообразие методов довольно широкое и

растений агробактериями для временной

растений вирусами с помощью инокуляции и
агроинфильтрации, работу с векторами, несущими инфекционные копии
вирусов, конфокальную эпифлуоресцентную микроскопию,
количесТвеннуЮ пLр, амплификацию 5'-концевых участков с помощью 5'-



RACE, Вестерн-блот, исполъзование биоинформатического анализа. Помимоэтого, р€вдел содержит Подробный список использованных реагентов,ферментов, олигонуклеотидов и коммерческих наборов для работы снуклеиновыми кислотами.

раздеr' резулътатов состоит из двух частей. В первом приводятся
данные по работе с р42 ShVx, во втором про белок vDRB изпредполагаемого вируса, идентифицированного в транскриптомных контигах
растений Diсrапum sсораrium и colobaпthus quiteпsis.

В ходе работЫ Чергинцевым д.А. были картированы 5'-концевыенуклеотиды двух субгеномных Рнк Х-вируса лука-шuurота и было
установлено, что белок р42 способен синтезироваться на матрице рнк,имитирующей субгеномную Рнк вируса, используя механизм <leaky
scanning>> для инициации трансляции. основываясъ на транскриптомных
данных вирусов рода Allexivirus было также показано, что механизм <leakyscanning> может быть общим У представителей рода для инициации
трансляЦии четвертоЙ открытоЙ рамки субгеномной РНК, кодирующей белок
р42, В ряде общепрИнятыХ модельных экспериментов соискателем былопоказано, что р42 способен супрессировать Рнк-сайленсинг, вызванный
одноцепочечной рнк, но не проявляет активности в отношении сайленсинга,
инициируемого двухцепочечной рнк, что согласуется с полученными
данными о способности р42 связыватъ одноцепочечную Рнк в услови ях iпvitro, Было установлено, что р42 способен проявлять слабую активностьсупрессора сайленсинга в контексте инфекции вируса морщинистости
турнепса, В экспериментальной системе с использованием репортернойконструКции, соДержащеЙ кодируЮщуЮ последоВательностъ GFP с длиннойз'-нетранслиремым участком, было показано, что р42 способен подавлять в
РаСТеНИИ НОНСеНС-ОПОСРеДованный 

распад рнк, вызываемый длинными з,_нетрансЛируемымИ областями мРНК. Для белка vDRB была обнаружена
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способность связывать различные варианты нуклеиновых кислот: одно- и
двухцепочечную рнк, а также днк. Путем сайт-направленного мутагенеза
было показано, что за специфичность связывания двухцепочечной рнк
отвечает домен белка vDRB, имеющий определенное сходство с рнк-
связывающими доменами клеточных белков, участвующих в процессах Рнк-
сайленсинга. Несмотря на То, что vDRB также был неспособен
супрессировать сайленсинг, вызываемый двухцепочечными рнк, а также и
ОДНОЦеПОЧеЧНЫМИ, В ОТЛИЧИе ОТ Р42, бЬlЛО ОбНаружено, что vDRB проявлял
значительную активность В качестве супрессора Рнк-сайленсинга в
контексте вирусных инфекций. При экспрессии vDRB в составе Х-вируса
картофеля зараженные растения проявляли более слабые симптомы
инфекции, но накапливали больше Рнк вируса по сравнению с растени ями)
зараженными вирУсом, не экспрессирующиМ vDRB. Также с использованием

рекомбиНантныХ белков, слитых с GFP, была пок€вана локЕUIиза ция р42 и
VDRB внутри клеток, однако причина наблюдаемой лок€шиза ции и ее роль в

функциОнированИи белка не была рассмотрена в рамках данной работы.

раздел обсуждений содержит резюме полученных результатов
обобщение С привлечением данных, известных из литературы.

иих

Автор
выдвигаеТ предполОжениЯ относительнО возможных стратегий,
использУемыХ белкамИ р42и vDRB для подавления противовирусного ответа
В растении, ПРИводятся известные анuшIогичные механизмы

функционирования белков других вирусов.

несмотря на общую положительную оценку работы, к ней есть
несколько замечаний и вопросов.

описание некоторых стандартных процедур, например, квыделение и
очистка плазмидЫ из бактери€шьных клеток), <Амплификация с помощью
полимерa}зноЙ цепноЙ реакции>>, <<Электрофорез в агарозном геле), <<Реакция



рестрикции) и ряда Других приведено с ненужными подробностями, что
неуместно в кандидатской диссертации.

в разделе t.2 в эксперименте по картированию 5' концов рнк с
помощью 5,-RACE (Рисунок 5) идентифицированы субгеномные рнК вируса
ShVx только для TGB 1 и СР. Однако, сигнал для СР намного слабее, чем для
TGBI, хотя СР вероятно синТезируется в больших количествах, чем белки
TGB и можно было бы ожиДать обратное. Было бы полезно это отметить и
прокомментировать.

В разделе 1,5 на страницах 89-90 представлены результаты анализа
способности белка р42 супрессировать сайленсинг, индуцированный оцРНК.
!ля этого проводили два эксперимента - растен ия N. Ьепthаmiапа дикого
типа или трансгенные растения продуценты GFР инфильтриров€цIи
векторами для ко-экспрессии GFP с р42 или с пустым вектором. При этом
результаты были р€вными. В случае трансгенных растений р42 не окЕвыв€tл
влияния на Рнк-сайленсинг, а В нетрансгенных примерн о в 2р€ва повыш€rл
экспрессию GFP, что диссертант интерпретирует как супрессию сайленсинга.
остается неясным, зачем была использована первая система и с чем связаны
наблюденные р€вличия.

в разделе 1.б исследуется влияние белка р42 на нонсенс-
опосредованный распад рнк' при этом все эксперименты проводили в
условиях подавления Рнк-сайленсинга (коэкспрессия совместно с
супрессором р14). Для чего это дел€шосъ? Вполне возможно, что
наблюдаемое повышение свечения GFP-LUTR в присутствии р42 может
бытЬ обусловЛено не подавлеНием NMD, а совместным влиянием белков р14
и р42 на сайленсинг. Вполне можно было бы экспрессировать GFP и GFР-
LUTR и без супрессора р14, по крайней мере, флуоресценцию GFP обычно
видно и так.

В разделе 2.1 исследуется

одноцепочечную РНК, двухцепочечную

способность vDRB связывать

РНК и двухцепочечную ЩНК, при



это все субстраТы с тоЙ или иной эффективностью связыв€lJIись. Почему не
проверили одноцепочечную ДНКZ

В разделе 2,4 исследуется влияние 
'DRB на межклеточный транспорттсv-GFР и пок€вано, что vDRB способствует транспорту ТСV-GFР из

клеткИ в клеткУ и значиТельнО увеличиВает р€Lзмер инфицированных локусов.
Но почему из этого делается вывод о том, что vDRB супрессирует именно
сайленсинг, а не как-тО влияеТ именно на межклеточный транспорт?
Аналогичный вопрос и в отношении экспериментов с белком р42.В разделе 2.5 при исследовании влияния vDRB на инфекцию рvх
показано, что симптомы, вызванные PVX-vDRB, были менее выраженными и
менее сильными, чем те, которые были вызваны рvх. Но при этом уровеньРНк вируса в случае РVХ-чDRВ был выше, чем для РVх. Эти данные
выглядят противоречивыми и неясно, почему диссертант делает заключениео том, что экспрессия vDRB в контексте
ингибирование р€ввития РНК-сайленсинга.

инфекции РVХ вызыв€Lла

вместе с тем, указанные замечания не умаJIяют значимости
диссертационного исследования. Щиссертация отвечает требованиям,
установленным Московским государственным университетом имени
м.в.ломоносова К работам подобного Рода. Содержание диссертации
соответствует специ€шьности 1.5.з Молекулярн.ш биология (rо
биологиЧескиМ наукам), а также критериям, определенным пп. 2.|-2.5
положения о присуждении ученых степеней в Московском государственном
университете имени М.в.ломоносова. {иссертационное исследование
оформлено согласно требованиям Положения о совете по защите
диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук, на соискание
ученой степени доктора наук Московского государственного университета
имени М.В.Ломоносова.
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Таким образом, соискатель Чергинцев Щенис Александровичзаслуживает присуждения ученой степени кандидата биологических наук поспеци€lJIъности 1.5.3 - Молекулярная биология (биологические науки).
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