


распространения. Следует отметить, что вышеперечисленные особенности подчеркивают 

не только актуальность выбранной темы исследований диссертанта, а также и ее широкую 

социальную значимость. 

Разработанные к настоящему времени методы и подходы в области молекулярной 

биологии, клеточной и синтетической биологии, а также биоинформатики, позволяют по-

новому взглянуть на открывающиеся возможности оценки вариабельности геномной 

вирусной ssRNA(+) при адаптации исследуемых вирусов к различным культурам клеток. 

Применение методов современной биологии дает возможность идентифицировать 

пространственную структуру вирусных белков, а также нетранслируемых областей генома 

и провести сравнительный анализ их изменений в зависимости от условий культивирования 

вируса в различных типах клеточных культур.  Именно в этом русле исследований и 

выполнена диссертационная работа А.В. Гладышевой, нацеленная на анализ 

вариабельности геномной вирусной РНК, а также на выявление особенностей 

пространственной структуры вирусных белков и нетранслируемых областей (5’ и 3’ UTR) 

нескольких видов вирусов, являющихся представителями флавивирусов и энтеровирусов. 

В диссертационной работе проведена адаптация различных штаммов вируса 

клещевого энцефалита, Зика и ECHO 3 к культурам клеток, выполнено их полногеномное 

секвенирование и получены молекулярно-генетические характеристики анализируемых 

штаммов. Исследована вариабельность пространственной структуры вирусных белков и 

нетранслируемых областей (5’ и 3’ UTR) вируса клещевого энцефалита штамма C11-13, 

вируса Зика штамма Faranah/18, вируса ECHO 3 штамма Sakhalin-11.293, а также 

определены полноразмерные нуклеотидные последовательности двух новых штаммов – 

Kindia tick virus (KITV), проведена их таксономическая идентификация и 

филогенетический анализ. На основании моделей и аннотированных вторичных структур 

5’ и 3’ UTR KITV проведен сравнительный анализ пространственной организации этих 

структур в сегментированной ssRNA(+) с аналогичными структурами несегментированной 

ssRNA(+) флавивирусов и энтеровирусов. 

 

Научная новизна и практическая значимость исследования и полученных 

результатов.  

Научная новизна диссертационной работы Гладышевой А.В. определяется тем, что 

диссертантом продемонстрированы широкие возможности использования современных 

методов молекулярной биологии и биоинформатики для выявления изменчивости 

вирусных белков и геномной ssRNA(+) на примере нескольких штаммов флавивирусов и 

энтеровирусов при их адаптации к различным клеточным культурам. Диссертантом 

впервые предсказаны вторичные структуры для 5’ и 3’ UTR для нового 

многокомпонентного вируса KITV с использованием двух выделенных новых штаммов 

этого вируса, а также впервые проведен сравнительный анализ этих областей с 

аналогичными областями флавивирусов и энтеровирусов. Основываясь на уникальных 

данных об особенностях организации исследуемых районов, диссертантом были 

сформулированы гипотезы об их значимости в процессе репликации многокомпонентных 

вирусов. Диссертантом охарактеризованы полногеномные последовательности вируса Зика 

африканского генотипа, а также вируса клещевого энцефалита сибирского региона, 

получены новые данные об их вариабельности при адаптации к различным типам клеток. 

Для вируса клещевого энцефалита предсказаны модели пространственной организации 

структур белков NS3 и NS5, а также вторичной структуры 3’ UTR области. Для вируса Зика 



выявлены новые мутации и новые сайты связывания MSI1-белка в области 3’ UTR 

вирусного генома. Полученные результаты представляют несомненный интерес и могут 

быть полезны исследователям, работающим в направлении выявления молекулярных 

факторов, определяющих патогенные свойства РНК-содержащих вирусов, что 

подчеркивает значимость данной работы не только с точки зрения фундаментальной науки, 

но и практического применения при разработке прогнозов против вирусов с высокой 

степенью изменчивости. 

Обоснованность и достоверность научных положений и выводов 

Во Введении диссертантом убедительно обоснована актуальность исследования, 

чётко сформулированы цели и задачи, а также положения, выносимые на защиту. Основной 

раздел диссертации содержит описание полученных результатов исследования и их 

обсуждение. Написан хорошо, представленный материал изложен логично, достаточно 

иллюстрирован. Обсуждение результатов проведено грамотно. Обоснованность 

полученных результатов обеспечена применением современной научно-методической 

базы, с использованием современных методов исследований. 

Достоверность результатов работы не вызывает сомнений. Экспериментальные 

данные получены на большом объёме проведённых лабораторных исследований с 

применением современных методик. Сделанные выводы строго базируются на полученных 

результатах исследования и полностью им соответствуют. Автореферат соответствует 

основным положениям исследований и выводов, представленным в диссертационной 

работе. 

По материалам диссертации представлено три работы, опубликованных в журналах, 

входящих в список ВАК, одного препринта и 12-ти тезисов в рецензируемых сборниках 

научных конференций. Работа прошла апробацию на ряде российских и международных 

конференциях. Публикации автора полностью отражают основные результаты 

проведённых исследований. 

Общая характеристика диссертационной работы 

Диссертационная работа Гладышевой А.В. построена по классической схеме. Работа 

изложена на 143-х страницах, состоит из введения, обзора литературы, описания 

использованных материалов и методов, результатов и их обсуждения, заключения, выводов 

и списка цитируемой литературы. Список литературы содержит 192 источника зарубежной 

литературы. Работа иллюстрирована 26 рисунками и 12 таблицами. 

Во Введении изложена актуальность темы и степень ее разработанности, 

сформулированы цель и задачи исследования, научная новизна и практическая значимость 

работы, а также основные положения, выносимые на защиту, апробация работы и личное 

участие автора. В обзоре литературы приведены современные данные литературы об 

особенностях организации генома РНК-содержащих вирусов, данные о морфологии 

вириона флавивирусов и энтеровирусов, их распространении и степени инфекционности. 

Представлены современные данные о функциональной значимости 5’ и 3’ UTR 

исследуемых вирусов, имеющих важное значение для репликации, трансляции, иммунной 

регуляции и патогенеза в целом. 

В разделе «Материалы и методы» подробно описаны использованные автором 

материалы и методы исследования, включая компьютерное моделирование, 

культивирования и титрования вирусов in vitro, молекулярно-биологические методы, 



связанные с выделением нуклеиновых кислот, обратной транскрипцией, ПЦР, а также 

анализом нуклеотидного состава генома исследуемых вирусов по Сенгеру и NGS. В целом 

данная глава свидетельствует о том, что работа выполнена на высоком методическом 

уровне с использованием современных молекулярно-биологических подходов и 

компьютерного анализа.  

В главе «Результаты и обсуждение» представлены результаты собственных 

исследований, где последовательно приводятся этапы проведения экспериментов с 

последующим обсуждением. Логически данная часть работы разделена на 4 подраздела, 

каждый из которых посвящен одному из четырех исследуемых вирусов, геном которых 

представлен одноцепочечной РНК положительной полярности – вирусу клещевого 

энцефалита штамма С11-13, вирусу Зика штамма Faranah/18,  энтеровирусу ECHO 3 

штамма Sakhalin-11.293 и многокомпонентному флавиподобному вирусу  KITV двух 

штаммов: KITV/2018/1 и KITV/2018/2. Результаты исследований каждого из этих 

подразделов представлены по однотипной схеме, включающей описание адаптации вируса 

к различным культурам клеток, анализ результатов его полногеномного секвенирования, 

выявление и локализацию аминокислотных замен относительно трехмерной структуры 

вирусных белков, сравнительный анализ 5’ и 3’ UTR районов генома исследуемого штамма 

вируса с другими штаммами, моделирование их вторичных структур и выявление 

изменений в этих районах, индуцированных в результате адаптации исследуемого 

вирусного штамма к различным клеточным культурам. Полученные результаты 

свидетельствует о том, что при адаптации исследуемых штаммов вирусов к лабораторным 

клеточным культурам выявляются различные генетические вариации генома, связанные с 

аминокислотными заменами в структуре вирусных белков, а также различные изменения в 

нетранслируемых районах РНК. Поскольку данные районы вирусного генома могут 

функционировать как цис-действующие элементы во время репликации и трансляции, 

выявляемые изменения отражают степень их адаптации к новым клеточным формам. В 

заключении диссертант приходит к выводу о способности вирусов редактировать свои 

геномы за счет мутаций в структуре вирусных белков и регуляторных 5’ и 3’ UTR районов 

генома.  

 

Замечания.  

При прочтении диссертации у меня возникли некоторые вопросы, главным образом, 

дискуссионного характера: 

1. Производилась ли первоначальная оценка гетерогенности вирусной популяции? 

Появление аминокислотных замен действительно связано с вирусной адаптацией к 

культурам клеток или же это отбор квазивидов в процессе жизнедеятельности вируса? 

      2.  Можно ли рассматривать полученные данные относительно роли предсказанных 

пространственных моделей  принципиально важных вирусных белков и 

нетранслируемых регионов геномной РНК различных вирусов для разработки 

противовирусных терапевтических препаратов нового поколения, поскольку 

существующие методы предсказаний моделирования вирусных белков и вторичных 

структур РНК имеют достаточно большой ряд ограничений? Каковы перспективы 

получения пространственных моделей экспериментальными методами? 

 

 

 




