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ОТЗЫВ ВЕДУЩЕЙ ОРГДНИЗАЦИИ
На Диссертационную работу Треryбчак Татьяны Владимировны кСвойства
ИСКУсстВенньгх вариантов белка ортопоксвирусов, связьтRаIощего фактор нокроза
ОПУхОли), представленнуIо на соискание уrеной степени кандидата биологических
наук по специальности 1.5.3 - молокуJIярная биология.

АКryальность темы псследованпя и ее связь с планами отрасJIевой науки

ГИПерпродукция фактора некроза опухоли (ФНО) явJIяется причиной ряла
ТЯЖеЛЬЖ ЗаболеваrrиЙ человека, среди которьtх наr,rбольшую социальную значимость

ИМееТ РеВМаТОИдныЙ артрит. Согласно современным представлениям, именно

ЦИТОТОКСИЧеСКИМи Эффектами ФНО обусловлены основныо проявления заболевания,

В ТОм Числе порalкения хряща и кости. В настоящее время от него страдают около 57

МЛН ЧеЛОВек по всему миру. В группу риска попа\дшот люди в возрасте от 30 до 50 пет.

,ЩЛЯ ЛеЧепия данпого заболевшrия главным образом применяются

ингибиторы ФНО, полученные на основе кJIоточньrх рецепторов ФНО и

монокJIонапьньD( антител. Однаrсо, несмотря на продемонстрированную

Эффективность применения существующих шrти-ФНО препаратов при лечении

РеВМатОиДного артрита, существует необходимость разработки новьгх препаратов.

ТаКая необходимость обусловлена ограниченной доступностью данньrх препаратов

ДJIя населения из-за высокой стоимости, а также потерей чрствительности к

лекарственному средству в процессе лечения.

,ЩиссертациоЕнаrI работа Трегубчак Татьяны Владимировны посвящена

ИЗrIению биопогических своЙств рекомбинантньur вариантов ФНО-связывающего

кУТВЕР,КДАЮu 
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белка СrmВ ортопоксвирусов. Белок СrmВ ортопоксвирусов рассматриваотся в

качестве основы дJIя разработки IIoBbD( ФНо-блокаторов, Идея рассмотрения
вирусньгх белков в терапевтических цеJIях в первуIо очередь обосновшrа их высокой
эффективностью связывtlния с белками-мишенями порalкаемого организма.

Таким образом, aKTyщIbHocTb темы диссертационной работы Трегубчак
ТатьянЫ ВлqдимиРовны, связаrrноЙ с изученИем свойсТв рекомбинантньD( белков,

полуIеЕньгх Еа основе ФНо-связывающего бепка CrmB ортопоксвирусов не вызывает

никаких сомнений.

,щиссертшдионная работа Трегубчшс Татьяны Вл4димировны выполнена в

соответстВии с планОМ Н8lп1119-исследовательской работы, проводимой в ФБУН ГНЩ

ВБ <Вектор> Роспотребналзора.

научная новизна псследования, полученных результатов, выводов и

рекомендаций, сформулированных в диссертации
Автором впервые представлены данные о биологических свойствах

рекомбиншrтньrх вариантов белка Сrmв ортопоксвирусов. Была изr{ена

функциональная значимость различньD( доменов белка Сrmв дJIя проявления Фно-
нейтрапизующей активности - впервые было показаЕо, чго РLАD-субдомен белка

значим дJIя нейтрализшlии биологических эффектов Фно. Кроме того, в

экспериментах in vitro было показаЕо, что удаJIение хомокин-связывающего домена
белка СrmВ ортопоксвирусов не приводит к потере ФНо-нейтрализующих свойств

таких вариантов белков. В диссертационной работе описано получеЕие

рекомбинантньIх вариантов белков на основе функциональньD( доменов белка Сrmв
как В эукариотическоЙ системе экспрессии, так и в прокариотической, описаны

преимущества и недостатки использования каждой из упомянутьгх систем экспрессии

при наработке белков. Впервые при помощи методов сайт-натlравленного мутагенеза

ИЗ)ЦеНЫ Видоспецифи.пrые отличия в отношении ФНО-нейтрализующей активности

между белкаrrли СrmВ вируса натураJIьной оспы и СrmВ вируса оспы коров -
УСТановлена значимость пролина в 7-й позиции РLАD-субдомена белка СrmВ вируса

НаТУРаJIЬНОЙ оспы дJIя проявления ФНО-нейтрализующей активности относительно

ФНО челоВека.,Кроме того, большой блок работ посвящен изуIению иммуногонньD(

СВОЙСтв белка СrmВ вируса натуральной оспы, впервые показано, чго белок CrmB

ВИРУСа натУральIIоЙ оспы с удапенным хемокин-связывающим доменом обладает

СНИЖеНными иммуЕогенными свойстваrrли относитепьно полноразмерного белка

СrmВ ВирУса натуральной оспы. Также в диссертационной работе изложены

РеЗУЛЬТаТЫ.Работ по примеIIению под(одов генноЙ терапии на модели коллаген-
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индуцироВанIIого артрита у крыс. В даIIньD( экOперимента( в качостве

терапевтического средства использовалась рекомбинаlrтная плtr}мидншI ЩНК на
основе вектора pcDNA, содоржащая ген, кодирующий белок СrmВ вируса
IIатурщIьНой оспы с удаленЕым хемокин-связывающим доменом.

полуrенные данные имеют фундаментшIьное значение й вносят
существенный вкл4д в совремеЕные представпения о ФНо-связывающих белка,х

ортопоксвирусов. Тшсже полrIенные данные раскрывают терапевтический потенциал

вирусньD( рецепторов ФнО дJIя лечения патологических состояний человека,

опосредованньIх гиперпродукцией Фно. Таким образом, научншI новизна

диссертационной работы Трегубчаrс Татьяны Вл4димировны не вызывает никаких
сомнений.

Значпмость для Еаукп п пропзводства (практики) полученных автором

дпссертацпп результатов

работа Трегубчак Татьяны Вп4димировIIы имеет вФкное практическое

значение. В настоящее время на рыЕке биологических препаратов отсутствуют Фно-
блокаторы отечественного производства, которые используются дJIя лечения

патологий, обусповленньD( гиперпродукцией Фно. Результаты, полlrченные в

диссертаIIионной работе, свидетельствуют о том, что рекомбинантный вирусный

белоК СrmВ вируса натураJIьной оспы и полуIенные на его основе рекомбиншrтные
варианты белков могуг бьrгь использованы как основы дJIя создания отечествонньIх

ФНо-блоКаторов. ИспользоВаннаЯ прокариоТическаrI систома экспрессии дJIя

полуrения рекомбиншrтньD( вариантов бепков СrmВ ортопоксвирусов может

значительно снизить себестоимость такого препарата, так как импортные препараты

в основном нарабатываются на культуре клоток сно.
СтепенЬ обоснованностп и достоверности научных положений, выводов

и заключений

,ЩостоверНость резуЛьтатоВ работы, представленной в диссертации Трегуб.iак

ТаТЬЯНЫ ВЛ4димировны обеспечена применением современньIх методик, правильным

выбором модельньD( объектов и применением адекватньtх методов статистической

обработкИ полуIеннЬD( резульТатов. Щели и з4дачи сформироваЕы кратко и ёмко, они

соответствуют теме диссертационного исследовtlIIия по указаЕному профилю.

ПОЛОЖеНия, выносимые Еа защиту, и выводы полностью соответствуют

поставленным задачап{ И полученным результатап{. Обсуждение результатов

ВЫПОЛНенО на основе современньгх представлений о вирусньrх ФНО-связывающих

белках и о терапии заболеваний, обусловленньгх гиперпродукцией Фно. Список
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литературньж источников .включаот в собя соврем9нную и актуальную дпя
обсуждаемой проблематики научIIую литературу.

результаты работы Трегубчак Татьяны ВлqдимировIIы были продставлены на
многочисленньж российских и международньж конференциях. Кроме того, по теме

диссертаЦионной работЫ былО опубликовано 5 статей в журналФ( из перечня,

рекомендованного ВАК.

Общая оценка работы

.щиссертаrдионная работа Трегубчак Татьяны Вл,4димировны имеет
традиционную структуру и состоит из списка сокрацений и условных обозначений,
введения, основной части, вкJIючающей обзор литературы, описание выполненньD(

работ, закJIючения, выводов и списка литературы. ,Щиссертаrция изложена по
монографическомутипу, объемработысоставJIяет 161 страницу, вкJIючает 17табпиц,
3 7 рисунк оъ, 242 библиографических ссыJIки.

Во введеНии автоР лаконично излЕгает актуальнQсть темы исслодования,

степень ее разработанности, цель и з4дачи, наrшую новизну, тооретическую и
практическую зЕачимость работы, методы исследования, положения, выносимые на
3аттIИТ}, степенЬ достоверностИ и аrrробадии результатов. Также во введении

приводится информацЕя о вкJIаде автора в работу.

Раздел <Обзор литературьD содержит структурированный материал о

биологический ролИ Фно, О механизмах развития патологических состояний,

опосредованньIх гиперпродукцией Фно февматоидного артрита, псориатического

артрита и септического шока). Подробно описаны молекуJIярные каск4ды, которые

запускаюТся в резУльтате связывания ФНО с соответствующими рецептораJчIи.

.щетшtьно описаны пабораторные модели ревматоидного артрита, как наиболее

социапьно значимого заболеваrrия, вызванного гиперпродукцией Фно. На основаrrии

проведенногО tшализа литературньгх д:шньD( о существующих модеJIях

ровматоидного артрита сделано заключение, что (золотым стандартом> среди

разработаrrньж моделей является модель коппаген-индуцированного артрита.,щалlее

описанЫ пятЬ основньгх препаратов, применяемьIх дJIя лечения заболевшrий,

опосредованньf,х гиперпродукцией Фно, и подходы, которые применяются при

РаЗРабОТКе ЕовьIх шlти-ФНО-препаратов. Кроме того, описаны свойства всех

ИЗВеСТНЬD( к настоящему времени ФНО-связывающих белков ортопоксвирусов и их

УНИКаЛЬные характеристики относительно кJIеточньD( рецепторов ФНО. Следует

зап{етить, .rTo обзор литературы дает исчерпыRающую информацию по IIредмету

исследования. Переходы между главаN,Iи очень лаконичны.



Раздел кМатериаrrы и методы) содOржит информаIIию об иопользовавшихся

в работе реактива(, материаIа< и лабораторньD( животньD(. Раздел написана очень

подробно и содержит большое разнообра:}ио использованньD( в работе методов.

ИспользованIIые методологические подходы адекватны поставленным задачап{.

раздеп крезультаты и их обсуждение) содержит 1 1 глаз, в которьж изложены

все резулЬтаты рабоТы. В главе 3.1 приводится описание результатов, полrIонньж при

изуIениИ иммуIIогеНньж свойСтв поJIноразмерного белка СrmВ вируса натуршlьной

оспы - показано, что белок Сrmв вируса натуральной оспы при многократном

введении мышаI\,l обл4дает высокой иммуногенностью. Главы з.2-з.6 описывают

полrIение рекомбинантньD( вариантов белков Сrmв ортопоксвирусов в

бакуловирусной системе экспрессип. Из б полученньж рекомбинантньпr вариантов

белков, в качестве паиболее перспективного белка дJIя создания ФНО-блокатора,

рассматривается белок Сrmв вируса натуральной оспы. Такой вариант белка

сохраняеТ способность нейтра.тtизовать действие ФнО как jи vitro,TaKп iпvivо. Главы

з.7-з.9 содержат результаты по полrIению белка СrmВ вируса натураJIьной оспы в

прокариотической системе экспрессии, а также по изrIению свойств полrIенЕого

белка. Такой вариант белка сохраняет способность нейтрализовать действие Фно iи
yitro И облqдает сниженными иммуногенными свойствад,tи относительно

полноразмерного белка Сrmв вируса натуральной оспы. Глава 3.10 описывает

изучение видоспецифичньгх отrrичий между бепка.тrли Сrmв вируса натуральной оспы

И СrmВ вируса оспы коров проведено моделирование белок-белковьf,х

взшlмодействий междУ Фно и вирусными рецептораlrли. В прокариотической системе

ЭКСПРеССИИ полrIеЕы мутантные варианты белка СrmВ вируса оспы коров и проведен

SРR-анапиз (измерение Ко методом поверхностно-пл€вмонного резонанса)
ЭффеКтивности взаимодействия рекомбинантньгх вирусньгх белков с ФНО мыши и

ЧеЛОВеКа. ГПаВа 3.11 посвящена изуIению применения пожода генной терапии дJIя

лечения артрита у крыс.

СледУет отметить, что очень подробно описаны все этапы работы,

ОбОСноваrrы логические пореходы между главап{и и прaвомерны сделанные выводы и

положения, выносимые на зациту.

Замечания к дпссертационпой работе

Замечания к данной диссертшIионной работе незначительны и имеют в

большей степеЕи дискуссионный характор:

1. В обзоре литературы очень подробно и полно описаны совроменные

стратегии разработки новьгх шrти-ФНО препаратов, однtlко, в тексте
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диссертаIIионного исслодовtшия oTcyTOiByoT пояснонио, почому в качестве вектора

доставки TNF-BD ВНО использоваJIи плазми,ry pcDNA3.1. На мой взгляд, но хватает

хотя бы сжатого описания векторов, используемьIх дJIя генной терапии.

2. В разделе <Материа"тtы и методьD отсутствует описание

гистологических исспедований.

3. В таблице 3.12 приводится сравнительная характеристика анти-ФНО

препаратов. При сравнении экономичности наработки действующего вещества

угверждается, что затраты на наработку белкового продукта TNF-BD ВНО в

бактериях E.coli, позволит сократить затраты минимум в 2 раза, по сравнению с

затратаI\dи, необходимыми для наработки белка в эукариотических кJIетка(. На моЙ

взгJIяд, необходимо пояснить, кчlким образом проводился расчот.

.Щанные заN,Iечания не влияют на выводы работы и не снижают значимость

полгIенньD( резупьтатов.

Соответствие автореферата основным поло}кениям диссертацпи

Автореферат Трегубчак Татьяны Вла,димировны полностью отражает

содержание диссертшIионной работы, изложен на 24 страницtlх и включает все

основные ре}делы. Текст четко структурирован, результаты проведенньD(

исследований хорошо проиллюстрированы.

Подтверщдение опублпкованных основных результатов диссертации в

научной печати

Результаты диссертilIии отрФкены в 20 опубликовtlнньD( работаr<, вкltючаЯ 5

статей, опубликованньD( в журнаJIФ( списка, рекомендованного ВАК Министерства

образовшrия и науки Российской Федераrlпп, 14 тезисов в сборникаr конференций, 1

патент Российской Федершдии.

заключение

,ЩиссертационншI работа Трегубчак Татьяны Вл4димировны <<Свойства

искусственньrх вариантов белка ортопоксвирусов, связывающего фактор некроза

оп)rхоли)), представпенная к заIците на соискание уrеной степени кандидата

биологических наук по специальности 1.5.3 - молекуJIярная биология, явJIяется

законченной науrно-ква.тrифицированной работой, в которой продставпены IIовые

данные о биологических свойствас рекомбинантIIьD( вариfiIтов белков, получонньrх

на основе ФНО-связывающего белка СrmВ ортопоксвирусов.

Выполненная работа по своей актуальности, науrной новизне, объему

выполненЕьD( исследовшrий и практической значимости полгIенньtх результатов

полностью соответствует п. 9 кПоложение о порядке присуждения гIеньD( степеней>>,
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УТВеРЖДенЕого Постановлением Правительства Роосийской Федершlии от 24,09.2013

Г. Ns 842, предъявJIяемьгх'к диссертациям на соискание уrеной степени кандидата

НаУК, а аВтор представленной диссертации Трегубчак Татьяна Владимировна

ЗаСлУЖивает присвоения ученой степени кандидата биологических наук по

специаJIьности 1.5.З - молекуJIярнм биология.

,ЩиссертаrдионнzuI работа Трегубчак Т.В. кСвойства искусственньIх вариаIIтов

белКа ортопоксвирусов, связывающего фш<тор некроза оп)D(оли)), представленную на

СОиСКание уrеной степени каЕдидата биологических наук по специальности 1.5.3 -
МОлеКУлярная биология, заслушаЕа и обсуждена на объедиЕенном научном семинаре

профильньп< лабораторий ИМБ РАН 23 апреJIя 2025 г, (протокол М3).

Отзыв Еа диссертацию составила:

Зазедующая пабораторией

механизмов и коЕтроJIя трансJIяции

Института Молекулярной Биологии

им. В.А. Энгельгардта РАН,

ведущий науrный сотрудЕик,

кандидат биологических наук

Эпектроннм почта: alkalaeva@eimb.ru

Подпись к.б.н. Алкалаевой Е.З. у,

пfl алаева Е.З.

к ]L > И ,ХJ 2025 г.

РАН, к.ф.
2025 года,

Сведения об организации:

Федеральпое государственное
мопекуJIярной биологии им. В.А. Энгельгардта
рА.н).

По.гговый 4дрес: ГсП-1, 119991, Российская
Вавилова, д.З2. ИМБ РАН.

Тел. : +7 (499) 135-23-1 I, +7 (499) 135-1 1-60

Мрес официального сшlта : https ://www. eimb. ru
ЭлектроннаrI почта: isinfo@eimb.ru

Коновшlова Е.В.

гIреждение науки Институг
Российской академии наук (ИМБ

Федераrдия, г. Москва, ул.


