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Атгестационное дело

Решсцие диссертационного совgIа от 15 ноября

присуждении Мсженской Дарье АIцреевне ученой

биологических наук.

Диссертация <Создацие прототипа универсальной живой гриппозной

вакциtlы на основе внекJIеточного дом9на М2 белм вируса гриппа AD по

специаJlьцости 1.5.10 вшрусология приIurта к защите 02 авг 2022 года, цротокол

Лs 6, диссертациокным совgтом Д 2l,1.0l':'.01 на базе Федерального

государствецного бюджgrного учрехдения (Научно-исследовательский инстичд

гриппа имаЕи А.А. Смородинцевa)) МиниgI9рства здравоохранения Российской

Федерации (l97376, СанкI-Псгербург, ул. проф. Попова, д.l5/l7).

Соискатель Мехенская,Щарья Андреевн4 1994 года рождеflия, в 2018 году

окончила магистратуру Санкr-Пчгербургского попитсхtlичсского уt иверсt{тЕта

Пsтра Великого по специальности ((Физика>). В 2022 году окончила аспиранryру

на базс Федерального государственного бюдх(етного Еаучного учрехдениJI

<Инстицд экспериментальной медицины> по специальности 1.5,10 -
(вирусология>.

.Щисссртачия выпопнена в отделе вируаологии им. А.А. Смородинцева

Федерального государствецного бюдхgrного научного учреждения <rИнстr.rцл

эксп€римента.JIьной медицины).

Научный руководитель:

Исакова-Сивак Ирпна Нпколаевца, член-корреспондент РАН, докIор

биологических наук, заведуюцая лабораторией иммунологиtt и профилактики

влtрусных инфекций отдела вирусологиt{ им. А.А. Смородинцеsа ФГБНУ (ИЭМ>.
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Официальные оппонеrгrы :

Ленёва Ирина Анатольевпа - ,Щокгор биологических наук, завед},ющая

лабораторией экспериментадьной вирусологип Научно-исследовательского

института вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАН

Зарубаев Влддимир Викгоровпч - Докrор биологических науц ФБУН

<Санкг-Псгербургский научно-псследовательский иЕсIицд эпидемиолоrии и

мицrобиологии им, Пастера>> Федоральной сrryжбы по надзору в сфере защtтгы

прав потебителей и благоttолучия человека -
длIи положI{тельные отзывы на диссертацию.

Ведущая организация Федеральное Государсrвеппое бюджетпое

паучное учре2rцение "Нациоflальный исс.педовательский центр

эппдемиолоIпц п микробпологип пмеци почетttого академпка Н.Ф. Гамалеll"

Министерства здравоохрапеЕия РФ, в сво€м положительном отзыве, подписанном

Еленой Ивановной Бурцевой - доктором медициttских наук, руководtIтелем

лаборатории этиологии и эпидемиологии гриппа Инстиryт вирусологци им.

Д.И. Ивановакого ФГБУ (НИЦЭМ им. Н.Ф.Гамалеи>>, указала, что

диссертацпонная рабOга Мех(енской .Щарьи Андреевны на тему <<Создание

прототипа универсальной живой гриппозной вакцины на освове внекJIеточцого

домена М2 бслка впруса гриппа Ar>, представленнiц к защпте на соrlскание

ученой сгепецц кандидата биологических наук по специальности 1.5.10 -
вирусология, явJUIется законченной научно-квалифимционной работой, в которой

содерхится решсriие задач по разработке универсмьноЙ живой Фиппозной

вакцины на основе вяеклеточного домена М2 белка вируса гриппа А и

исследоваtlию безвредносги, иммуногенности и кросс-протеюивной акгивttости

перспективных кандидатЕых штаммов. По акryальносги, на;lчной новизне,

объему выполненных исследовакий и пракгической значимости полученЕых

резупьтатов работа полностью соответствуsт требованиям п. 9 <<Положения о

порядке присухдения учеЕых степеней>, ),тверждсflного Постановлением

Правительства Российской Федерации от 24.09.20lЗ Nч 842 (в действующей

редакции), прсдъявляемым к дцссертациям на соискание учешой степени

кандидата биологических цаук, а ее автор заслуживает присуждения степени

кандидата биологических наук по специальности 1.5,10 - вирусология.



Соискатель имеег 18 опубликованных работ по теме диссертации! из

которых б научных статей в хурналах, входящих в международные системь]

цитирования и реферативпые базы данных Web of Sсiепсе и/или Scopus, и 12

тезисов докладов на отечественцых ll мсждуЕародных конференциях.

В диссертации 0тс).тств}.ют недостоверttьlе сведения об опубликованных

соискателем ученой сtепеrrи работах, в которых изложены основныо научные

результаты диссерIации,

Основпые научные результаты диссертационного ксследоваtIия

опубликованы в рсцснзируемых научных изданиrIх:

В обзорных статьях <<M2e-based чпiчсrsаl influenza vaccines: а historical

overview and пеw арргоасhеs to dcvelopmcnt" ( l ) и кtпПцепzа vaccine: рrоgrеss in а

vaccine йаt elicits а Ьгоаd immцпе rеsропsе> (2) обобщены лtттературные данцые о

современных направлениях исследоваЕий в области созданиrl универсальных

гриппозных вакцин, в том числс с использованием в качестве целевого антигеца

М2е белка вируса гриппа А, а также проведен эволюциоцный ана.,rиз М2 белков

всек вирусов гриппа А ,Iюдей, птиц и свикей, в результатс которого была

пред.lожена оIlтимЕцьная комбинация из 4-х фрагментов М2е д.пя разработки

М2е-направленцых вакцин с максимацьцой широтой охвата циркулирующих

вирусов. В статьях <<Вrоаd cross protection Ьу lecombinant liче attenuated influerиa

H3N2 seasonal virus expTessing conserved М2 cxtracellulaT domain in а chimeric

hemagglutiniu (З), (А strategy to elicit M2e-specific antibodies using а recombinant

H7N9 livc attenuated influenza чассiпе expressing multiple М2е tandem гереаts> (4) и

(Geneгation and charactelization of чпiчеБаl live-attenuated influenza чассiпе

candidates containing multiple М2е epitopes> (5) изложены материалы цtетьей

главы диссертации, описывающие результаты конструирования рекомбинантных

прототипов упиверсальной живой fриппозной вакцины, изгlениJr их свойств в

системе in vitro, а также оценки бсзопасностк, иммуногенности и rrротекгивной

актцвности в эксIlерl{меrfiах на мышах. В статье <Universal live-attenuated

influenza yaccine candidates eKpressing multiplc М2е epitopes protect fcrlets against а

high-dose hetelologous чiгus challenge> огryбликованы материалы изученпя

безвредности, иммуцогеЕности и кросс-протекtивной акIивносги отобранных

кандидатов в универсальную ЖГВ в экспериментах на хорьках.
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Наиболее зкачимые работы:

l. Mezhenskaya D., Isakova-Sivak I., Rudenko L. M2e-based чпiчеваl

influenza vaccines; а historical overview and new аррrоасhеs to deyelopment // Joumal

ofBiomedical Sсiепсе -2019, -Т.26, л! l. - с. 76,

2. lsakova-Sivak I., Stepanova Е., Mezhenýkays D., Matyushenko V.,

Prokopenko Р., Sychev I., Wong Р. F., Rudenko L. Influenza vaccine; ргоgrсss in а

чассiпе that elicits а broad immuпе Tesponse // Expert Review ofVaccines. - 2021. - Т.

20, N9 9. - с. 1097-11 12.

3. Park В. R., Kim К. Н., Kotomina Т., Kim М. С., Кwоп Y. М., Jeeva S., Jцпg

Y. J., Bhatnagar N., Isakova-Sivak I., Mezhenskaya D., Rudenko L., Wang В. Z., Kang

S. М. Broad cIoss protection Ьу тесоmЬiпапt live attenuated influenza H3N2 seasonal

virus eKpressing сопsеrчеd М2 exhacellular domain in а chimeric hemagglutinin //

Scientific Reports - 202l- - Т. 1 1, N9 l. - С. 4l5l.

4. Mezhenskaya D., Isakova-Sivak I., Kotomina Т., Matyushenko V., Kim М.

С., Bhatnagar N., Kim К. Н., Кшrg S. М., Rudenko L. А Strategy to Elicit М2е-

Specific Antibodies Using а Recombinent H7N9 Live Attenuated Iпfluепzа Vaccine

Expressing Multiple М2е Тапdеm Repeats // Biomedicines. - 202|. - Т. 9, Jl! 2. - С,

1з3.

5. Kotomina Т., lsakova-Sivak I., Kim К, Н., Park В. R., Juпg Y. J., Lee Y.,

Mezhenskaya D., Мафushепkо V., Kang S. М., Rчdепkо L. Genelation and

characterization of univeTsal Live-Attenuated Influcnza vaccine candidates

Containing Multiple М2е Epitopes // Vaccines (Baset). - 2020. - Т. 8, М 4. - С. 648.

6. Mezhenskaya D., Isakova-Sivak I., Matyuýhenko v., Donina S., Rekstin А.,

Sivak К., Yakovlev К., Katelnikova А., Kryshen К., Маkаrоч V., Rudenko L.

UniveTsal Live-Attenuated Influenza Vaccine Candidates Expressing Multiple М2е

Epitopes Prot€ct Feretý against а Нiф-Dоsе Heterologous Virus Challenge // Viruses.

_202|. _т.lз, лъ 7. _ с. 1280,

На дпссертацию и автореферат поступилп отзывы:

1) кандидата медицинских паук, заместителя генерального директора по

научной и производственной работе ФБУН ГНI{ ВБ <Векгор> Роспотребнадзора

Нечаевой Елены Августовны;

2) доrсгора медиципских наук, заслуженного работника высшей школы

Российской Федерации, профессора кафедры мпкробиологии, доцента ФГБВОУ



ВО Военно-медицинской академии имени С.М. Кирова Малышева Владимира

Васильевича;

3) локгора медицинскr( наук, старшего на}чного сотудника Института

молекулярной биологии l,r генетики ФГБУ (СЗФИЦ им. В.А. Алмазоваl>

Минздрава России Головкица Алексея Сергеевича;

4) кандидата физико-математичсских наук, дбцеrrта Высшей школы

биомедицицских систем и технологий ФГАоУ Во СПбПУ Забродской Яны

Алексаrrдровны.

В отзывах подчеркивается аrryальность темы проведенЕого исследования,

показана значцмость поJlучеtlllых теоретическlо( и практических результатов.

Выбор официальных оtIпонентов обосновываgтся их компетеt{тностью в

данной области цауки, достиженшIми, большпм опытом и наличием лубликаций в

сфере дпссертачиоttного исследовация, их согласием на оппонировацие и

рец€цзироваIiие настоящей работы и способностью определкть теоретическую и

практическ},ю цеtlность выполненной научно-исслsдовательской работы и

произведен в соотвsIствии с требованиями пунюа 22 ((Положения порядке

присужденшr ученых gIепецей) N9 842 от 24.09.20|З r.

Выбор велущей оргдirtзации обусловлен тем, что Федоральное

государственЕое бюдr<сгное )п{реждение (нациоtlальный исследовательский

цсflтр эпидемиологии и микробиологии имени почЕтного академика Н.Ф.

Гамалеи>> является одним из передовык учреждекий, в KoIopoM работают

признанные специ;Lлlлсты в сфере экспериментальной медицины, молекупярной

биологии и вирусологии.

Диссертационный сов9т отмечает, что на основании выполненtiых

соискателем исследований;

сконструированы рекомбинаrлные штаммы живой fриппозной вакцины

(ЖГВ) подтипов HlNl, H3N2 и H7N9 на основе 0течественного донора

атгенуации А/Ленингра,ч/ l34l t 7/57, кодирующие в своем гецоме 4 копии М2с

белка;

прод€монстрrrровацо, что дополнительные эпитопы М2е не оказывают

цегативного влияЕия на рспликативные свойства вакцинных штаммов;

показдцо, что интанalзrцьнiц иммунизация живmяых рекомбинантными

lцIаммами Жгв+4м2е приводит к вырабmке статrlстически достоверно более
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высоких уровней анти-М2е аflтител по сравнению с кJIассическими lIIтаммами

ЖГВ, При этом встраивlпiие М2е эпитопов в молекулу гемагглютинцца

стимулирует вырабmку более высоких уровней М2е-специфических антителJ по

сравнению с инкорпорированием генов М2с эпитопов в рамку считывания NSl

белка,

продеrrrопстрировацо усилеllие кросс-протективцого потенциала живой

гриппозной вакцины при внесеции в геном вакциtlного штамма дополнительных

генов, кодир},ющшх эп1.1топы М2е;

устаповлепо, что одпим из механизмов, обеспсчивающим перекрестtIуIо

защиту иммунизировацных животных от зараr(ениJr г9терологичным вирусом

гриппаr явJuIстся секреция М2е-специфических мтител В-клgIками,

расположенкыми в медиастинalльных лимфатических у3лах жllвотных, на ранних

сгадиях после инфицированrlя;

отобрап кандидат ЖГВ-tIА+4М2е д]я завершениrr докIIинических

испьпаний на безопасность препарата. На основании полученных данных будет

подготовлено досье на получение разрешения для проведеЕия первой фазы

кJlицических испытаний яа добровольцах.

Теоретпческая 3цачuмость исследования обосновапа тем, что:

смодс,rироваRы поаледоватепьности вставок из целевьlх М2е-эпитопов д'Iя

конструированlIя живой гриппозной вакциrrь1 с максимально широким покрытием

вирусов грl{ппа А, циркулирующих среди людей, свиней и птиц. .Щанные

последовательtlости таюке моryт быть использовацы для дизайна универсальной

гриrrпозной вакциtlы на осцове других платформ, включм векторцые вакцицы!

рекомбинаrпные белковые технологиц, а таюкс вакцины Еа осЕове нукJIелIновых

кислот.

показано, .rrо М2е-спеuифические антшела обеспечивают защиту

организма за счет своей функциональвой акгивности, а }tMeHHo - комплемеIIт-

зависимой цитотоксичностri!

Зпачецпе получеппых соискателем результатов llсследованпя для

црактпкп цодтверждается т€м, что:

обоснована возможность целена[равленного усиJlенлlrl спекгра защитного

действия живой гриппозной вакцины за сч9т встраивакия дополцитсльных геIiов

М2е-эпитопов в геном вакцинного lцтамма. В перспектliве анaцогичкая стратегия



мо)r(ет быть адаптt{рована для созданtIя универсальноЙ гриппOзЕOЙ вакцины с

I,lспользованием других консервативных антигенов вируса фиппа А и/или В.

отобраlr кандидат ЖГВ-НА+4М2е для завершения полного цикла

докJIицических исследоваций и цроведения первой фазы кJIинических испь!таний

на добровольцах. Успеrлная апробация данного прототипа уяиверсальной

гриппозной вакцlлны в к.липич€ских цсследованиях позволит защитить Еаселенllе

от любого BtloBb возникающего вируса гриппа А, в том числе пандемического

варllанта, и снизliть заболеваемоqтъ и см9ртность от гриппа li его осложнений,

отработапа методология оперативной подгOтовки рскомбинантных

вакцинllьш штаммов для их включения в состав сезонtlых и паЕдемичсских

живых гриппозных вакцин.

Оцепка достоверностп результатов исследования

экспериментальцая работа была проведена с

сертифичированного оборудования, проходящего плановый

техкический осмотры;

прцпцип псследоваппя базируотся на обширном объеме лrтtсратурных

данЕых об использовании эктодомсна М2 белка вируса гриппа А д5я

конструирования фиппозных вакцин широкоI о спекгра действия:

обосцовавЕость выводов подтверхда9тся значительцым объемом

IIроведецньж эксперимецтiлльных исследовакий и вослроизводимостью

результатов оцецки иммуногеt{ных и кросс-протективных свойств

сконструированных вакцинных прототипов с использоваЕием различных моделей

живOтных;

пспользовацы совремеццые вирусологические, молекуJU{рно-геtIетические!

иммунологические, биопнформатические и статистичссме методы исследоваций;

устаповлено отс)"тствце совпадеftий авторских результатов с данными

других исследователей, опублшкованными в независимых литературных

источниках.

ЛпчЕый вклад соискателя состоит в самостоятельном проведеЕии

важцейшцх этацов исследовация, вкJIючая анаJlиз лlflературных данцьiх по тсме

исследования, rrоиск консервативных участков М2е биоиЕформатичсскt{ми

методами, коцструирование рекомбинантных вакцинных штаммов методами

обратной гексгики, изучение свойств вакцинных кандидатов в системс iп vitro,

выявилаl чт0

использованием

И КОЕТРОЛЬНО_
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изучение иммуногеЕных и кросс-протективных свойств вакцинtlых прототипов на

модели гриппозной инфекции у мышей и xopbкoBJ а также статистическую

обработку данных, иЕтерпретацию и осмысление полученкых результатов.

,Щиссертационный совет пришел к выводу о томj что диссертация

Меженской,Щ.А. <<Создание uрототипа универсальной живой гриппозной вакцияы

Еа осцове вкекJIеточного домена М2 белка вируса гриппа А> представляет собой

научно-квалификационнJто работу и соотвЕтствует требоваIrиям, предъявляемым

к диасертации на соискание ученой стецени кандидата биологических наук п.9-11

((Положения о rrорядк9 присуждения ученых степенейr. утвсржденttого

Постановлением Правительства РФ от 24 сеЕтября 201З г. ]Ф 842 (в действlтощей

редакции), и прпнял решение ПРИСУ,ЩИТЬ Мсженской ,Щарье Андреевне

ученую степень кандидата биологическик наук по специальности 1,5.10

ВИРУСОЛОГИJL

При проведении тайного голосования, диссертациовный совет в коли,Iестве

15 человек, из них 14 докторов наук по специальцости 1.5,10 вирусоJlогия,

участвовавших в засадаЕии, из 20 человск, входящих в состав совета,

прогоJIосовали:

За присуждение учецой степени - 15.

Против - 0,

Недействrtrельныхбюллетеней 0.

Председатель
диссертациоrrного
докrор биологичес Жилинская И.Н,

Ученый секретарь
кандидат би Амосова и.В.

16 ноября 2022 г.


