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Актуальность темы диссертационною псследования

Эффективная профилаlстика гриппозной инфекции представJIяет

насущную проблему современного здравоохранения. Как показала практика,

посредством так наj}ываемых (сезонньD()) вакцин, аI(тивно испоJIЬЗУеМыХ

несколько десятилетий, нёвозможно полностью контролировать црипп. УЗКаЯ

специфичность иммунитета, создаваемого такими вакцинап,Iи, и ДпитеЛЬПЫЙ

период наработки нужного количества препар{хта нередко приводят к ситУаIIИИ

заIIаздываIIия или несоответствия штаммового состава вакцины и штаммОВ,

вызывающих эпидемию. В сJIучае развития пандемии'несостоятельноСтЬ

традиционньD( вакцин еще более очевидна. Кроме того, глобальная систеМа

мониторинга вирусов с целью выявления этиологического агента бУлУщеЙ

эпидемии требует огромного оргаIIизационною и ресурсного н€lпряжения. ВСе

это побудило специ€шистов ВОЗ изменить стратегию разработки вакцин [WHO

Global Influenza. "Strategy 20L9-2030"]. Вакцины нового поколения допжны

создавать длительный иммунитет к широкому круry вирусов гриппа, то есть

быть кросс_реактивными. При этом, быть безвредными и предотвращать

тяжелые формы гриппа и смертельные исходы.



Генно-иНженерные те,хнологиИ открылИ широкие перспективы дJIя

создания высокоиммуногенных кросс-реtжтивных вакцин на основе Ршных

платформ: вирусных векторов, вирусоподобных частиц, рибо- и

дезоксирибонуклеиновых кислот и т.д. Одно из направлений - разработКа

вакцин на основе химерных белков, в состав которых моryт входить поМИМО

целевых аIIтигенов и бепка носитеJIя, т€жже мол9кулы, обл4дающие

адъюваIIтными свойствами. Именно это актуальное направление

рекомбинЕlнтные белки и характеристика их специфических свойСТВ

рассматриваются в представленной диссертации. ,Щиссертантом были

исследовшlы физико-химические, иммуногенные и защитные свойстВа РЯДа

потенциапьно вакцинных рекомбинантных белков.

Следует отметить, что несмотря на работы многочисленных науIных

коллективов, по сей день нет зарегистрироваIIных кросс-реактивных ВаКЦИН

против гриппа. Поэтому настоящее полноценное исследование вакциННЫХ

белков представляет, бесспорную ценность и €лктуальность.

Научная новизна исследования, полученных результатов, выводов и

рекомендацпй

Автором впервые даIIа ршвернутая характеристика ряда оригинаJIьных

генетических рекомбинантов - фрагментов белков вируса гриппа и белка-

носителя флагеллина. Изучены физико-химические свойствао

иммуногенность, покil}ана связь ц)етичной струкryры и свойств/функций

белков. Исследоваrrа их безопасность дJIя разных видов лабораторных

животных (мыши генетических линий BALB/с, C57BL/6, хорьки) и

реактогенность.

Показаrrо, что вкJIючение в состав химерных белков консенсусного ДJIя

вирусов Н3 и Н7 фрагмента второй субъединицы НА, эктодомена белка М2

индуцирует иммунный ответ к вирусаrrл, относящимся не только к ра:}ныМ

субтипам в пределас одной филогенетической цруппы, но и к вирусам другой

филогенетической группы. В экспериментах исследован защитный эффеКТ
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против вирусов гриппа А субтипов Нlо Н5, Н2 (первая филогенетическая

группа) и Н3, Н7 (вторая филогенетическая группа).

Новые данные по особенностям иммунного ответа, длительности

вирусоносительства поJryчены при введении одних и тех же белков разныМи

способами.

Бесспорно интересным с научной точки зрения и до сих пор недостатоЧно

изученным явJIяется исследование клеточного л€tндшафта в носоглотКе и егО

изменени е по сле интран€вапьной иммунизаJдии.

Представлены пионерские данные по реакции хорьков на введение

кандидатной вакцины, в композицию которой вошел наиболее эффективНЫй

белок Flg-HA2-4M2ehs.

Новизной работы явJIяется исследование совместноЙ иммунизаIIИИ

животных химерным белком Flg-HA2-4M2ehs и инактивироваlrноЙ

гриппозной вакциной, которая привела к значительному усилению гоМо- и

гетерологичной защиты.

Все поlryченные новые факты и закономерности отражены в выводах

диссертации.

Степень обоснованности и достоверностп научных пололсениЙ,

выводов и рекомендаций

Работа представJIяет собой аIIаJIиз большого фактического материала,

поJryченного с использование адекватных методов исследования. Дана

р€LзноплановЕlя характеристика поJIученных белков, начинм от моделироваIIй

структурIIого положения аIIтигенов и определения Т- клеточЕых эпитопов и

конч€lя стабильностью. Местный и системный иммунный ответ на белКи

изучен с привлечением ряда лабораторных тестов, харжтеризующих как

гумораJIьное, так и клеточное звено иммунитета. ТестироваIIие на разных

вида)( лабораторных животных с поJryчением анапогичных результатов ДаеТ

уверенность в достоверности выводов по диссертационной работе. Описаrrие

результатов иллюстрировано понятными четкими графиками и рисунками С

приведением полноценной статистической обработки. В целом, автор широКО



и .уместно использует методы статистики с поJIным пониманием ИХ

математического смысла. Выводы основаны на раlноплановых исследоваIIиях

iп silico, iп vitro и iп vivo, на обширном матери€ше и соответствуют задачам,

поставленным перед диссертантом.

На защиry выносятся четыре положения, отр€DкаюIJIие новые результаты,

и обосноваrrные репрезентативным объемом материап4 современными

методами исследования, корректной статистической обработкой. Основные

положения, выносимые на защиту, полностью вытекают иЕ результатов

исследов жIия, четко сформулированы.

Материаrrы диссертаIдионного исследоваIIия были представлены на

международных конференциях: The fifth ESWI influenza conference (2014),

Riga; "Trends in influenza rеsеаrсh" Saint-Petersburg (2017); "Universal Influenza

Vaccines" (2018), Lausanne, Switzerland; <<Молекулярные основы

эпидемиологии, диагностики, профилактики и лечения актуальных

инфекций> СПб (2018); "Perspective technologies in vaccination and

immunotherapy", Saint-Petersburg (2020); Ш Международный фору, к,Щни

вирусологии 2022>>, СПб; Всероссийская конференция молодых ученых

<<Вирусные инфекции от диагностики к кJIинике>, СПб (202З); V

Международный форупл <,Щли вирусоло rпп 2024), СПб.

По теме диссертации опубликоваIIо 23 печатные работы: 13 научных
устатей в журнапах, входящих в перечень рецензируемых издании,

рекомендов€лнных ВАК РФ, и 10 тезисов докJIадов.

Содержапие диссертации, ее структура и объем

,Щиссертаrдионная работа написаIIа по общепринятой форме и состоит иi

введения, обзора научной литературы, гJIавы кМатериалы и методы)), гJIавы

кРезультатьD), обсуждения полученных результатов, выводов и списка

литературы.

Значительная часть обзора литерrхтуры посвящена белкам вируса гриппа,

их функциям и иммуногенности. Представлен также обзор универсапьных

вакцин, разрабатываемых в мировых научных центрах, и технологических
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платформ дJIя их разработки. Отдепьный р{Lздел посвящен белкУ фЛаГеЛЛИНУ

как носителю гаIIтенов, его адъювантным свойствам. В целом, обзор яВЛЯеТСЯ

логичным вступлением к представлению цели, задач работы, а также к

обсуждению собственных исследований. Обзор написан хорошим

литературным языком, основан на анаJIизе более 400 публикаций, чтО

свидетельствует об эрудиции автора и добросовестном подхоДе К

теоретиче скому обоснованию своих исследоваlrий.

В главе кМатериаJIы и методы) представлено описание белков, вирУСОВ,

систем культивирования вирусов, лабораторных животных, исполЬЗУеМЫХ В

работе. Представлено большое количество лабораторных метОДОВ:

иммунологических, вирусологических, микробиологических, а также МеТОДОВ

iп silico (биоинформаIIионные, статистические). Грамотный выбор метоДоВ

д€лл возможность ptr}HocTopoнHe охарактеризовать химерные белКи И ОТВеТ

иммунной системы на их введение, чем обеспечил достоверность сделаннЫХ

из работы выводов.

Глава <<Результаты) дает дизайн химерных белков и оценку физико_

химических свойств (чистоты, подлинности, стабильности). На двух

генетических пиниях мышей скрупулезно изучен и проанализиров€lн

иммунный ответ на введение белков. Представлен как гуI\,Iорагlьный ответ -

иммуноглобулинами кJIассов G (G2a, G1) и Ао так и клеточный: Т -клетки

продуценты ИФН-у, ИЛ-2. Показаlrо образование клеток иммунологичесКОЙ

памяти после иммунизilIии.

В послсдном разделе главы приводятся результаты изучения на хорьках

безопасности, иммуногенности и защитного действия кандидатной ваrсцины

кГрифлавак), раj}работанной на основе одЕого из изученных автором белКОВ.

В обсужлении автор соотносит свою рабоry с современными трендаМи В

вакцинологии, сопоставJIяет результаты и выявленные закономерности С

работаlrли других исследователей.

Общий объем диссертilIпп |69 страниц, вкJIючая 20 таблиц, 38 рисУнКОВ.

Завершает рабоry список сокраIIIений п список использованной литератУРЫ
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- 441 источник. Имеется 4 приложения - схемы гейтирования иммунных Т-

клеток и дизайн опыта на хорьках.

Рекомендации

Логичным и ближайшим продоJDкением выполненной работы, учитывая

положительный результат доклинического испытания, видится проведение 1-

ой фазы клинического исследования, подтверждения безопасности и

достаточноЙ иммуногенности кандидатной вакцины дJIя человеческого

организма.

Большой потенциаJI должны иметЬ химерные белки, в состав которых

вкJIючеНы участКи нукJIеопротеина. Рекомендуется продоJDкить исследование

этих белков с привлечениеМ релеваIIтных животных моделей.

Как предмет дJIя последующего более всестороннего исследовмия

крйне интересен бустируюпшй эффект в€кцин на основе химерных белков.

поrryченный в процессе диссертационной работы результат по этому вопросу

выглядит достаточно обнадеживЕ!ющим.

Автореферат диссертаIIии содержит все основные результаты,

поJryченные в ходе работы.

принципи€шьных замечаrrий по диссертации, форме изложения и

оформлению не возникло. Отдельные опечатки, в целом, не влияют на

восприятие текста.

К диссертанту есть два вопроса;

1. Как объясняется отсутствие заметного усиления протективности

вакцинного белка при вкJIючении в него фрагментов IтукJIеопротеина вируса

гриппа А, несуЩих несколько Т-клеточных эпитопов? Как видно из работы,

участки NP ощутимо расширяли функционаJIьность Т-клеточного ответа.

2. Один из изученных в диссертации рекомбинантных белков на

основе флагеллина, В отличие от всех остапьных, не содержит центральной

части (гипервариабельного домена), которЕ[я заменена НА2 эпитопоМ. СУд,

по данным, представленным в диссертаIIии, он также показываJI высокую

иммуногенность и обеспечив€lJI защиту иммунизированных животньгх от
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инфекции. С какой целью был создаrr белок с именно такой структурой и

почему его не использоваJIи в последующих экспериментах на животных?

заключение.

,,щиссертационная работа Шукпиной Марины Длександровны,

представленная к защите на соискание ученой степени кандидата

биологических наук по специапьности 1.5.10 - кВирусология) представJIяет

собой самостоятельно выполненную, законченную научно-

квапифиКЕlIIионнуЮ рабоry по €ктуаJIьности, объему проведенных

исследований, методическому уровню, научной ценности и практической

значимоСти отвеЧающую требованиям пп.9-14 <Положения о присуждении

ученых степеней), утвержденного постановлением ПравИтеЛЬСТВа РОССИЙСКОЙ

Федерации Ns842 от 24.09.20|3 г.(с изменениями В Ред. Постановлений

правительства РФ }lb 335 от 2l.О4.20Lб г.; Jr{b1024 от 28.08.2017г.; ЛЬ1168 ОТ

01.01.2018 г.; ЛЬ42б от 20.03.202Lг. с изменениями в действующей редакции

от 18.03.2023r.), предъявJIяемым к кандидатским диссертациям, а ее аВТОР,

шуклина Марина Апександровна, засJIуживает присуждения ей ученой

степени кандидата биологических наук по специаJIьности 1.5.10 Вирусология.

отзыв обсужден и одобрен на заседании ПроблемноЙ комиссИи пО

специапЬности <<Вирусология) ФБун (ниИ микробиологии и эпидемиологии

им. Пастера), протокол J\b 3/25 от 0б.1|.2025 r.
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