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Щиссертационная работа О.А. Шадриной посвящена из}п{ению влияниrI

двух клеточньtх белков, Кu и SFPQ, на транскрипцию с промотора вируса

иммунодефицита человека. Транскрипция вирусных генов сразу после

инфициРованиЯ клеткИ виlI-1 - довольно хорошо изуrенный процесс,

однако протекание транскрипции в латентном состоянии вируса и особенно

ее активация при выходе из латентности еще недостаточно исследованы. В
ЧаСТНОСТИ, ВаЖНОЙ проблемоЙ молекулярной биологии и вирусологии

является выяснение роли конкретных клеточных белков в этих процессах.

fiля белка SFPQ ранее не было описано влияние на транскрипцию виLI-l,
хотя имеются данные о его участии в репликации этого вируса. Щля белка ku
СУЩеСТВУеТ РЯД ИССЛеДОВаниЙ, ук€lзывающих на его участие в транскрипции

виtI-1, однако, результаты этиХ исследоВаний достаточно противоречивы.

Безусловно, изучение новых механизмов реryляции транскрипции виII-1

является актуаJIьной задачей, посколькУ можеТ привести к созданию новых

ПОДХОДОВ К ТеРаПИи ВИ!I-1, основанных на поддержании латентного

состоянияили выхода из него.

В своей работе для изучения влияния белков SFPQ и Ku на

транскрИпциЮ с промоТора ВИtl-l Шадрина о.А. предложила две системы,

имитирующие как раз латентное состояние вируса: вектора, кодирующие

РеПОРТеРНЫЙ белок под контролем промотора ВИtl-l и интегрированный

ПРОВИРУС. В РабОте Впервые показано, что суперэкспрессия SFPQ приводит к

ПОВЫШениЮ уровня траЕскрипции с промотора ВИrI-1 и установлен сайт

связываниJI белка SFPQ в составе длинных концевых повторов (LTR).

Однако, основное внимание Шадрина О.А. уделила гетеродимерному белку



Кu, основная функция которого в клетке участие в репарации

двуцепочечных р€}зрывов по механизму негомологичного соединения концов.

Помимо этого, Кu участвует еще в большом количестве клеточных

процессов, среди которых репарация АР-сайтов в ЩIК, V(D)J recombination,

поддержание длины теломер. В своей работе Шадрина О.А. пок€Lз€Llrа, что

белок Ku присутствует на LTR и является положительным фактором

инициации транскрипции с промотора ВИЧ-1. С целью изучения возможного

механизма влияниrI Ku на транскрипцию в работе проведено исследование

РНК-связывающих свойств препарата рекомбинантного белка Ku. Впервые

пок€вано, что Ku взаимодействует с мЕLпым ядерным 7SK

рибонуклеопротеидом важным реryлятором транскрипции ВИ1I-1.

Безусловно, полученные в работе результаты являются новыми и вносят

важный вклад в решение фундаментtLгIьных вопросов регуляции

транскрипции ВИlI-1.

Щиссертация Шадриной О.А. построена по общепринятому плану,

изложена на 135 страницах и вкJIючает следующие р€вделы: введение, обзор

литературы, матери€tлы и методы, результаты и обсуждение, заключение,

выводы, список литературы и дополнительные материаlrы. Работа содержит 8

таблиц, 37 рисунков, 181 цитируемый источник, а также 1 приложение в

р€}зделе дополнительные матери€Lлы.

В р€вделе <<Введение>> автор обосновывает акту€Lлъность работы,

определяет цели и задачи, описывает новизну полученных данных. Также в

этом рЕLзделе описаны основные подходы, которые бьши применены при

выполнении диссертационного исследования и которые позволяют

сформировать представле}Iие о нем.

Раздел <Обзор литературы)) посвящен роли белков Ku, SFPQ и NONO,

а также длинной некодирующей РНК МАТ1 в жизненном цикле ВИII-1. В

первом подр€Lзделе кратко описан жизненный цикл вируса. Во втором

подр€}зделе приведены результаты исследований о влиянии белка Ku на

транскрипцию ВИLI-1. Несмотря на то, что большая часть диссертационной



работы посвящена изучению роли Ku в транскрипции ВИtI-1, в обзоре

Литературы дана минимiLпън€ш характеристика белка Ku и его основных

КЛеТочных функциЙ и кратко изложены существующие на данныЙ момент

данные, свидетельствуIощие об участии Кu в транскрипции ВИ1I-1. Тем не

Менее, приведённая информация хорошо систематизирована, вьuIвлены

существующие противоречия и сделано заключение о том, каких данных не

хватает для понимания роли Ku в транскрипции ВИlI-1. Третий и четвертый

подразделы обзора литературы посвящены белкам SFPQ и NONO и длинноЙ

НеКОДиРУюЩеЙ РНК МАТ1, которые вместе формируют параспекли. В нIтх

ДОВОльно подробно изложен матери€lJI про строение и функций SFPQ, NONIO,

NEAT1 и Параспеклей в целом. Наибольший интерес представляет подрЕ}здел,

посвященныЙ описанию роли SFPQ, NONO и NEATl в жизненном цикле

ВИ1I-1. Несмотря на то, что существующие данные достаточно

противоречивы и не позволяют сформировать rlолную картину }п{астия

SFPQ, NONO и МАТ1 в репликации вируса, Шадриной О.А. удЕLлось эти

данные обобщить и найти некоторые новые закономерности.

Раздел <Материапы и методы) содержит данные об использованных в

РабОте реактивах, олигонуклеотидных праймерах, пл€вмидных конструкциях

и многочисленных методах. Спектр использованных в работе методических

приемов и технологий весьма широк, и все они отлично подходят для

решениrI поставленных в работе задач. Совершенно очевидно, что Шадрина

О.А. является ква-пифицированным специ€tлистом, хорошо владеющим

широким спектром современных методов молекулярной и клеточной

биологии, биохимии и генной инженерии.

РазДел <<Результаты и обсуждение) состоит из 4 частей. Первая часть

посвящена изучению роли белка SFPQ в транскрипции ВИ!I-1. В работе

используются репортерные вектора с геном люциферазы светлячка под

контролем реryляторного участка генома ВИlI-1 - длинного концевого

повтора (LTR), содержащего вирусный промотор, или контрольного

промотора цитомег€rловируса (СМV). Показано, что суперэкспрессия белка



SFPQ приводит к повышению уровня экспрессии люциферазы с промотора

LTR примерно на ЗOОА, а с промотора СМV на 75Yо. Несмотря на силъный

эффект SFPQ на экспрессию с промотора СМV, в работе далее исследуется

влияние SFPQ на LTR, влияние на СМV отделъно не обсуждается. На основе

ан€шиза литературных данных автор предполагает нсlJIичие сайта связывания

SFPQ в tJЗ регионе LTR. Это предположение подтверждено при ан€Lлизе

связывания рекомбинантного белка SFPQ с участком,ЩНК, соответствующим

U3 региону LTR методом торможениJI в геле, а также с помощью

футпринтинга ЩНКазой I. Важность этого взаимодействия для транскрипции

с промотора ВИLI-l проверена на культуре кJIеток: получен вариант

репортерного вектора с делецией U3 региона в LTR и пок€вано, что

экспрессия репортера с него не зависит от уровня SFPQ.

Остальные части раздела <Результаты и обсуждение>> посвящены

изучению роли в транскрипции с промотора ВИLI-1 субъединиц ДFil(-

зависимой протеинкин€lзы DNA-PK: гетеродимера Кu7O/Кu80 и

катаJIитической субъединицы DNA-PKсs. Шадриной О.А. пок€}зано, что

транскрипция репортера с промотора ВИlI-1 положительно реryлируется

обеими субъединицами гетеродимера Ku, а эффект DNA-PKсs негативный и

очень незначительный. Очень важно, что негативный эффект DNA-PKсs на

транскрипцию обнаружен и для промотора СМV, в то время как эффект Ku

на СМV практически отсутствует. Соответственно, автор делает вывод о

специфичности влияния только гетеродимера Ku, но не DNA-PKсs, на

транскрипцию с промотора ВИtI-1 и далее пытается установить механизм

этого влияния.

Шадриной О.А. проведено исследование РНК-связывающих свойств

гетеродимера Ku, для чего пришлось оптимизировать методику экспрессиИ И

очистки рекомбинантного белка из клеток E.coli. В диссертационной рабОте

описаны несколько подходов по выделению гетеродимера, и лишь один из

них привел к получению препарата белка. Проведен анапиз взаимодействия

р€tзных структур РНК с выделенным гетеродимером Ku, которыЙ позвОЛИЛ
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заключить, что для связывания Ku с РНК в первую очередь важна

пространственная структура РНК: Ku предпочтительно взаимодействует со

шпильками, которые обладают выпетливанием вблизи термин€tльной петли.

Показано, что Ku связывается с TAR РНК, которая является важным

реryлятором элонгации транскрипции ВИLI-1. Помимо этого, проведен

анаJIиз данных из базы ENCODE по взаимодействию субъединицы Ku70 в

клетках с РНК, которые подтверждают, что большинство РНК,

взаимодействующих в клетке с Кu70, имеют шпилечную структуру с

выпетливанием около термин€Lльной петли. Автор обсуждает свои

результаты, полученные для белка человека, и сравнивает их с

опубликованными исследованиями РНК-связывающих свойств дрожжевого

Ku.

На основании того, что Ku взаимодействует с TAR РНК iп vitro, было

проверено предположение о ТАR-зависимом механизме влияния Ku на

транскрипцию с промотора ВИLI-1. С этой целью Шадрина О.А. полrIила

репортерный вектор с делецией региона LTR, кодирующего TAR, и показапа,

что Ku влияет на транскрипцию с этого вектора также, как и с вектора с

полноразмерным промотором. Таким образом, высказанн€ш гипотеза не была

подтверждена. Ща-гrее в работе исследуется взаимодействие Ku с малой

ядерной 7SK РНК, которая является важным реryлятором транскрипции

ВИLI- 1 . Шадриной О.А. пок€вано, что 7SK РНК ко-иммунопреципитируется с

суперэкспрессированым Ku7O-Flag/Ku8O-Flag из клеток НЕК 29ЗТ. Кроме

того, установлено, что рекомбинантный Ku непосредственно

взаимодействует с iп vitro транскрибированной 7SK РНК, а также установлен

сайт связывания с ней. Автору уд€tлось установить, что кроме 7SK РНК, Ku

также соосаждается с белками ее комплекса: HEXIM1 и Cdkg, которые

участвуют в регуляции транскрипции ВИ1I-1 на стадии элонгации. С целью

проверить, что влияние Ku на транскрипцию ВИ}I-1 обусловлено его

взаимодействием с комплексом 7SK РНП, в работе был проведен анzLпиз

стадии транскрипции, на которую влияет Ku. Анализ количества форпl



вирусной РНК иммунопреципитация хроматина за антитела

инициаторной и элонгационной формам РНК-полимерЁвы II в клетках дикого

типа и клетках с нокаутом Ku70 показал, что недостаток Ku в клетке снижает

эффективность стадии инициации транскрипции. Это позволило автору

диссертации заключитъ, что ассоциация Кu с комплексом 7SK РНП не

определяет влияние Кu на транскрипцию с промотора ВИrI-1.

Отделъный подраздел 4.4 главы <Результаты и обсуждение) посвящен

анапитической работе с данными транскриптомного и протеомного

исследований кJIеточных линий дикого типа и с нокаутом Ku. Шадрина О.А.

предположила, что эффект Ku на транскрипцию может быть опосредован

изменением уровня некоторого транскрипционного фактора, зависящего от

уровня Кu в клетке. Поиск транскрипционного фактора, для которого, с

одной стороны, известно участие в реryляции транскрипции ВИlI-1, z с

другой стороны естъ значительное изменение уровня в кJIетках с нокаутом

ku, позволил выявить 5 генов, которые могут )л{аствовать в Кu-зависимой

реryляции транскрипции ВИ11-1. Хотя в диссертационном исследовании

содержится только анаIIитическая работа по поиску возможных посредников

Кu-зависимой реryляции транскрипции ВИLI-1, его результаты явJuIются

заделом для нового важного исследования.

Таким, образом, в диссертационной работе Шадриной О.А. показано

влияние гетеродимера Ku на транскрипцию ВИLI-l, установлена стадия

транскрипции, на которую это влияние оказывается, предложено и проверено

несколько возможных механизмов, которые могли бы объяснить

наблюдаемый эффект Ku, хотя установить дет€Lпьный механизм пока не

уд€lJIось.

Щиссертационная работа выполнена Шадриной О.А. на высоком

уровне, использован широкий набор современных методов молекулярной

биологии, проведены как биохимические, так и клеточные эксперименты.

Основные результаты получены автором диссертации самостоятельно, В

диссертации также приведено небольшое количество необходимых Для



шонимания полноЙ картины исследования экспериментов) выполненных

указанными в тексте коллегами Шадриной О.А. Выводы, сдеJIанные в работе

на основании анапиза пол)ченных результатов, основаны на большом объеме

фактического матери€Lла. Щостоверность положений и выводов подтверждена

результатами статистической обработки эксперимент€lJIьных данньIх.

Основные результаты описаны в дв)D( обзорах и трех эксперимент€Lпьных

статьях в рецензируемых журн€Lлах) а также представлены на

международных конференциях. .Щиссертационная работа аккуратно

оформлена, присутствуют необходимые рисунки, подкрепляющие сделанные

выводы.

По содержанию диссертации принципи€Lпьных замечаний нет. Тем не

менее, несколько моментов вызывают вопросы или замечания.

1. Обзор литературы посвящен белкам SFPQ, NONO и NEAT-I РНК и

их роли в репликации ВИlI-1, однако, в диссертации исследуется только

влияние белка SFPQ на транскрипцию, но не NONO. Учитывая, что SFPQ и

NONO имеют схожую структуру и моryт в клетке функционировать как

гетеродимер, интересно было бы проверить, какой эффект на транскрипцию

ок€lзывает NONO.

2. Большая часть результатов и обсуждений посвящена изучению роли

Кu в транскрипции ВИLI-1, причем значительная часть исследования касается

РНК-связывающих свойств гетеродимера. В обзоре литературы акцент

делается на роли белков SFPQ, NONO и некодирующей РНК NEAT1 в

репликации ВИЧ-1, а для Ku отводится небольшой раздел. Учитывая, что в

работе активно обсуждаются имеющиеся данные о взаимодействии Ku с

РНК, на мой взгляд, было бы логично расширить подр€вдел в обзоре

литературы, посвященный Ku, сведениями об РНК-связывающих свойствах

этого белка.

З. В работе описан эксперимент по соосаждению рекомбинантных

белков Ku и HEXIMl, однако иллюстрации для него не приведеЕо.



4. В работе использован рекомбинантный белок Ku, выделенный из Е.

coli. Однако известно, что функцион€lJIьная активность эукариотических

белков во многом определяется и регулируется посттрансляционными

модификациями, которые отсутствуют в бактериальных клетках.

Потенци€Lпьно возможно влияние этих модификаций на обнаруженные

закономерности.

5. Клеточные эксперименты проводились на линии ШК293Т,

характеризуюrцейся высоким содержанием Ku. Будут ли закономерности,

обнаруженные на этой линии, справедливы для кJIеток с меньшим

содержанием белка Ku?

6. Текст диссертации содержит некоторые орфографические и

стилистические ошибки и несогласованности.

Вместе с тем, указанные замечания не умЕtляют значимости

диссертационного исследованиrI. !иссертация отвечает требованиям,

установленным Московским государственным университетом имени

М.В.Ломоносова к работам подобного рода. Содержание диссертации

соответствует паспорту специ€Lпъности 03.01.03 - <Молекулярная биология>>

(по биологическим наукам), а также критериям, определенным пп. 2.|-2.5

Положения о присуждении )п{еных степеней в Московском государственном

университете имени М.В.Ломоносова, а также оформлена, согласно

приложениям Jф 5, б Положения о диссертационном совете Московского

государственного университета имени М.В.Ломоносова.

Таким образом, соискатель Шадрина О.А. заслуживает присуждения

ученой степени кандидата биологических наук по специ€Llrьности 03.01.03 -
<Молекулярная биология>>.

Официальrrый оппонент:

доктор химических Hayкj, академик РАН

заведующая лабораторией

биоорганической химии ферментов



Федера_пьное государственное бюджетное учреждение науки

<Институт химической биологии

и фундамент€Lпьной медицины СО РАН)

Лаврик Ольга Ивановна

Контактные данные:

22.0з.202|

и фундамент€Lпьной медицины СО РАН)

Лаврик О. И. удостоверяю:

Ученый секретарь ФГБУН

<<Институт химической биологии

и фундаментчlJIьной медицины СО РАН>

к.х.н. П.Е. Пестряков

9

тел. : 7(383)-36З-5|-94, e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

Специальностъ, по которой официаJIъным оппонентом

защищена диссертация:

02.00.10 - Биоорганическая химия

Алрес места работы:

630090, г. Новосибирск, пр. Лаврентьева, д. 8,

ФГБУН <<Институт химической биологии

и фундамент€Lllьной медицины СО РАН)

Тел. : 7(383)-3бЗ-5 Т-94; e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

Подпись сотрудника

ФГБУН <Институт химической биологии
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