
отзыв
tIлеЕа диссертационного совета на диссертацию Ландграф Галины на тему:

кМОЛЕКУJUIРНО-КJIЕТОЧНЫЕ МАРКЕРЫ В ДОКJIИНИIIЕСКОЙ
ХАРАКТЕРИСТИКЕ ПОЛИВАJIЕНТНЫХ ВАКЦИН ПРОТИВ ГРИПIIА И

БАКТЕРИАЛЬНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ), предстtlвленную на соискаIIие учоной степени
кандидата биологических наук по науtIной специальности 1.5.11. Микробиолоfия

Аrсryальность темы исследования

Современньй вектор в исследовtlниях и в прzжтических разработках в области

борьбы с гриппом состоит в необходимости замещения гриппозньж моновtкцин

вакцинальными препаратапdи более широкого спектра действия и сложного состаза. В

этом нЕlпрilвлении встает ряд проблем, без решения которьж невозможен переход к

эффективному созданию поливалеЕтньIх вtкцин. В первую очередь это обеспечеЕие

быстрой и надежной диффереЕциtlльной оценки компонентов сложньD( вtlкциIIаJIьньтх

препаратов. Следующей проблемой явJuIется оценка взаимного влияния отдельньD(

компонентов в сложЕьD( вакцинах. ОпределеЕие реtжции организма человека на каждьй

из компонентов поливалентной вакцины в отдельности и их суммарное действие

становится важнейшей задачей. Наr<онец, создание, оценка безопасности и эффективности

вакцинньD( препаратов, вкJIючtlющих помимо вирусов антигены бактериа.ltьной природы,

становится все более акryалlьной задачей. Решение перечисленньгх задач явJIяется

необходимым условием для эффективного контроrrя и профилiлктики эпидемий гриIша.

цели и задачи исследования. rrчти их Dешения

Главная цель работы Ландграф Г. состояла в том, чгобы определить способы

быстрой и воспроизводrмой оценки безвредности и потенциаJIьной эффективности

вновь создаваемых поливаJIентных вакцин на основе живой гриппозной вакцины

(ЖГВ) и рекомбинантных пепгидов стрептококков цруппы В. ,,Щля этого автору

предстояло сначапа решить ряд чисто методиtIеских задач. Во-первых, нужно

было выбрать и адаптировать метод, который бы позволял быстро анilIизировать

олигоrтукJIеотидный полиморфизм в геноме реассортантных вакцинных штаммов.

Раосмотрев используемые в настоящее время методы, автор сделаJIа выбор в

пользу метода ПЦР в реаJIьном времени после обратной транскрипции (ОТ-ПЦР-

РВ) с анаJIизом высокого разрешения кривых плавления. ,,Щальнейшая апробация

пок{tзаJIа правильность сделанного выбора. ,Ща.пее предотояло найrги и испытать

способ оценки репликации вирусов каждого из штаммов в составе поливакцины.

Выбор был сделан в пользу исследований на культураJ( юIeToK MDCK ,
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ЗаРЕDкенных ЖГВ, с после.ryющим анаJIизом культураIIьных жидкостей методом

ОТ-ПЩР-РВ и технологии TaqMan. Наконец, в части работы, выполненной in vivo,

ПРеДСтояло выбрать метод дJUI оценки репликации вирусов в легких и нозЕUIьных

ходах вакцинированных и зарФкенных животных. Сопоставление с

традиционными методами показаJIо, что и в данном сJryчае ОТ-ПЩР-РВ с

технологиеЙ TaqMan способно обеспечить быстрое проведение анаJIизов.

ОтработанЕые приемы исследованиrI позволили поJrучить информативные и

достоверные результаты в экспериментilх по изучению безопасности и защитной

эффекгивности вакцин, созданных на основе ЖГВ и пептидов сц)егrгококков В.

Объем и cTnvKrypa диссертации

Рассматриваемая диссертация Ландграф построена по традиционноIчry плану и

СОДержит вводную часть, обзор научrrой литературы, описчшIие методов исследов€lния,

РеЗУльТатов, обсуждение, закJIючительную часть, выводы и список цитированной

литературы. В тексте диссертации удачно соотносятся объемы ршньD( частей. В обзоре

литературы затроIrуты все существенные дJIя формулирования цели и задач работы
Вопросы. При этом обзор нtшисан сжато и хорошо иллюстрировtlн. Изложение методов

ДостатоIIно кратко и информативно, везде приведены ссылки на исходные оригинальные

МеТОДы. В кtDкдом разделе главы кРезультаты> приведены ссылки на публикации

соискатеJIя, в KoTopbD( изложены соответствующие результаты. Зас.тrуживает высокой

оценки раздел кОбсуждение), который продемонстрировtIп знtlние научной литературы и

умение с разньD( сторон рассмотреть собственные результаты.

хаDактеристика Dезчльтатов и анализ выводов

Текст, оrrисывающий результаты выпоJIненньD( исследоваrrий, изложен достаточЕо

сЖато и явJIяется фактически комментарием к многочисленным и хорошо вьшолненным

графическим материttлzlм.

Первые две задаtIи работы, явJuIющиеся методическими, решены в традиционном

СТИЛе. Метод для быстрого скрининга геномов peaccopT€lнTнbD( вtжцинньD( штап{мов с

использованием ОТ-ПЦР-РВ и последующего анализа кривьD( плавленЕя был известен

ра}Iьше применительно к (диким)) шт€lluм€thd вируса. Соискатель адtlптировtulа, испыта.ла и

сравIIила эффективность модифицировtшIIого метода анtшиза для реассортЕIIIтIIьD(

штtlп,{мов с результатап{и ПЩР-рестрикционного анализа тех же шт€tп,lмов и показала

преимущество нового способа, в особенности применительно к вирусtlп,r гриппа птиц,

которые моryт бьrгь потенциально опасными дJIя человека. Эти результаты вошли в

первьй вътRод.



Вторая из методических задач состояла в упрощении метода дифференцировtlнного

определения инфекционньпr тиц)ов вирусньIх штЕlпdмов в cocтEtBe тривtжцины.

Адаптироваrrньй вариант ОТ-ПЦР-РВ с использованием технологии TaqMan дJIя анализа

репликации каждого из штЕlп{мов вируса в тройной ЖГВ in vitro в культурах кJIеток

MDCK пока}ал преимущество в специфичности, ч/вствительности, воспроизводимости и

экономиIшости в сравIIеЕии с методом титровtlния на куриньD( эмбрионах. Этот же мgгод

позволил в дальнейшем оцонить репликацию вирусов не только in vitro, но и in vivo в

оргtlнизме вIжцинироваIIньD( мышей. Изложенныо результаты посJrужили основой для

второго вывода.

Решение перочисленньD( задач позволило tlBTopy перейти к главной части работы -
к докJIиническому изучению эффективности и безопасности одновременного применения

ЖГВ и бакгериальньtх вЕжцинальньD( пептидов Вас-белков стрептококков группы В.

Сначаrrа была изучена биология вирусов в составе ЖГВ в мышах после

вакцинации. Введение мышам ЖГВ или ЖГВ в ассоциации с бактериаJIьным

пештидом приводило к стимуJIяции выработки ряда цитокинов, которые

обеспечиваJIи первичIryю защиту и организацию адагIтивного иммунного ответа.

Однако уровень и сроки этой стимуляции указываJIи на безопасность

использованиrI поливаJIентной вакцины в плане ин.ryкции ((цитокинового шторма)

или рttзвитиrl аутоиммунной патологии. ,Щобавление в вакциtIу рекомбинантного

полипептида ScaAB оказывЕuIо дополнительный защитный эффекг от

гриппозной инфекции. Этотпептид не только проявлял адъювантный эффекг в

отношении ЖГВ при иЕтраназальном введении, но и обеспечивал защиту от

гетерологичных вирусов |риппа, возможно, за счет стимуляции интерферона l-го

типа. В работе проведено исследование профиля мышиных иммуноглобулинов,

образующихся в ответ на введение ЖГВ или ЖГВ в ассоциации с бактериальными

пептидами. Специфические антитела образуются только через 21 недели

после иммунизации, поэтомуэффект ранней неспецифической защиты,

обеспечиваемой ЖГВ, ассоциированной с бактериапьным пептидом, особенно

ва)кен при вакцинации в условиях циркуляции не только вирусов Iриппа, но и

этиологических агеЕтов других респираторных инфекций.

наччная новизна. теоретическая и практическая значимость Dаботы

При создаrrии комплексньD( препаратов против вирус-бактериальньD( инфекций

необходимо изучать совокупность факторов, коррелирующих с затцитой организма. К



таким фактораlrл относятся рёакции врождеЕного иммунитета, а также реакции

адаптивного иммуЕитета. Известно, что исследование клето!Iньж иммунологических

реакчий явJIяется трудоемким и дорогостоящим процессом. Соискатель теоретически

мотивировала информативность, а затем продемонстрировала в экспериментЕlх iп yitro gа

культурах кJIеток человека (ТНР-1) возможность оценки суммарной активности

компонентов кJIето.IньD( и ryморальньD( факторов врожденного иммунитета tryтем

определения методом ОТ-ПЦР-РВ раЕнего цитокинового профиля после действия

вilкцинньD( вирусов ЖГВ п рекомбинантIIьD( пептидов стрептококков. Изучение

экспрессии и продукции рtlнних цитокинов в кJIеточньIх культурах в ответ на введение

вирусньD( иJIи вирус-бактериальIIьтх вакцин может сJIужить новым критерием оценки KEIK

безвредности вновь разрабатьшаемьD( препаратов, TtlK и прогнозирования их запIитного

действия. Такжо впервые показано, что при введении рекомбинантного пептида ScaAB

наблюдается повышеЕие экспрессии ранних цитокинов и хемокинов, и это повышение

положительно коррелирует с последующей защитой от гомологичной и гетерологичной

гриппозной инфекции.

Модифицировtlнные и адаптировЕlllные методы оценки репJIикtщии вирусов гриппа

в составе ЖГВ на KJIeTKElx MCDK с последующей оценкой ОТ-ПЦР-РВ важны для

практической вирусологии и моryт быть широко использованы.

КDптические замечанпя п вопросы к дискyсспи

Рецензируемая работа Ландграф Г, является целостным, хорошо спланиров€[IIным,

чотко вьшолнеЕIIым и грап{отIIо изложенным диссертациоЕным исследовtlllием.

Встречающиеся в тексте, особенно в последних главах, грtll\dматические опечатки, не

снижают высокой оценки работы.

В порядде дискуссии хотелось бы усjIышать ответ соискатеJIя на следуюIций

вопрос:

Исследование эффективности и безопасности комплексЕьIх вulкцин, вкJIючающих

вирусы гриппа и баIстериаJIьные пептиды, выполноно на животньD( с полноценноЙ

иммунной системой. Какие модеJIи вы нtlN,Iерены использовать, .rгобы оценить

безопасность и эффективность тех же вакцин дJIя иммунокомпроментировtlнных

животньD( (состояние иммуносупрессии, аллергический стаryс)?

заключенпе

,Щиссертация Ландграф Галины на тему: кМОЛЕКУJUIРНО-КЛЕТОЧНЫЕ МАРКЕРЫ В

докJIиничЕскоЙ хАрАктЕристикЕ ПоЛивАлЕНТНЫХ ВАКЦИН ПРОТИВ

гриппд и БдКТЕРИДJIЬНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ> представJIяет саN{остоятельную



закончеЕную научно-квалификшщоЕIIую рабоry, в которой содержится решение
актуальнЬD( дJIя зд)ЕlвоохраЕеIIия HayTIHbD( зацач, а именЕо разработка и испыташш
быстрьur, надежньD( и экономиtIньD( методов оцеЕки поJIивапептIIьD( вtжцинньD(

препаратов против вируса гриппа й сопутствующих бактериапrьньur инфекций.

Рецензируемм работа Лапдграф Га.тrины (МоЛЕкуJUIрно-кJIЕточныЕ мдркЕры в
ДОКJIИНИЧЕСКОЙ ХАРАКТЕРИСТИКЕ ПОЛИВАJIЕНТНЫХ ВДКЦИН ПРОТИВ
гршIIIА и БАктЕриАпьнЫх ослоЖнЕнИЙ) полностью соответствует осIIовным

требоваtrияrл, устаrrовлЬнным Приказом от 19.1 |.202l }lb 1 1 18l/1 кО порядке присуждеЕия

ученьIх степеней в Санкт-петербургском государственном уIIиверситете), а соискатель

ландграф Га.пина заслуживает присуждеЕиrI учеIIой степени каIцидата наук по наупrой
специЕlJIьЕости 1.5.11. Микробиология. Нарушения rryHKToB 9 и 11 указанЕого Порядща в

диссертtщии не уст€lновпеЕы.
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