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<Раrрабоrrлха бцоплеХвопоlччесхай .1апrфорлlьt бuосuпtаела фупNцuаNфlойо ах,пuв ой

пролltаеltрованпой фор\ы uл!оrерфераяо бепа-lЬ в бавrпaрuqlьцой сuсmоцеl,,

лредgгsвлеfiн}*ю нд aошсýовltе учfяоil сfеценн raаялtц*тд бполоrtlчесхrl tltylс
по спе!пальвостtr 0З,01.06 - Бrtотсrяо.rогвя (в To t чшсле бlrоrtаtlотехlrолоaпrr)

Апt.*t!ыocтb темы.
В мпстолщее врdмя_ц, Jtе,rснля чногиlt па t оdллзllо;!оtllчссt(}l \ состоя н нй челоiека! качествс

ффкгивныХ препарrтGв псfli)ль]ук)тся терапев1,1lчесхие рa,rомбllllантные белки и пептиды,

синтез}lруемые s раrrячяы\ сиa,I€ма\ ]кслреесиll, Особе ,lо sхт)aJlь!ым г!ре!став.lrется
лроизsодство реко бинбнlнты\ беlков челоасха. aHLlorH xolopыjr чрезвычайяо тудtю влll
практическн tевсвможпо спктgярOsоь хи]tlичесхк, Со вреýе,lи лримене яя в медяцпнскоii

практихе п9рвогО рехомбивrнт огО беlка 8нс!,линs в начLlё 90-х rодов прr&lоlо стоIеп!r|.
ко}'|lrчсстrо таких белков HeyxloнHo растет и амючает моltомонrшьныё онтrтгела. фактoра
свертымн}lя кровп. факторы роста - Iравулацитдрныil коJо8хестшrttулируючUljl фsктор роста,
макрофага-rьяый коло}lие.тим)лllр!ющrii фа,fiор. rпяiсрм&lьный фьтор ростR. фактор ро.та
тоitбоцитов. фактор роств фlrбробrасlов, LrиToKHHbi я Mнoj,Ile лр}Iие, Однýкý при теaтrроввltии
со']давяых рекомбинаilтrlыit бслtов и пеflтrдов на vоitе,1и теплокровных з неко,mрьal ý,),чt,ях

fiаноактс, ачсбцд}lыlrt. .lго ояlr не.пособtlьt oбсспечttтý Ф)t{tlдаемый тердпевтfiчвскяй эфФкr по

ряду причý,rt связанных с пr особеннос,r,ячп. TaKllM{ хок отл|оситеJьяо быст!Фе выведение и3

кровrного pyc.it& токсичноgть. xfiniyвolýllяocтb. ýротеолш1лчеaкая rеста6}fiьхость и другие, В
связи с угнм, дл, улучшеfiilя флзико-хялtнчесхих n фрмакокllпетllческих хаFаraерt{стнх

фкомбrt!ýmны\ 1эрвпýвтических бе.lýов 1lеобкодп],о прво]ltлть]lополнl{тельliые исследо9анr' и

рrзработки ло llx оптимпзilцttя, I,IMelHo этому Boltpoct н пLrсвящена ,lиссерrsцrоltllая работ!
Е.А.Зsо}lовой. чель Koтcrгxrlr coaтo!,,ln s Lrптllýпзпции фарчахоки&ет,]чaсхиt хара]iтеристi!к
лрелsрдтд иrrгерфрова бета-lЬ. ýивге?rрrечоfо в бактсряв,rьной сtсrеме зкaлрессия, В кýчестве

ocrlo0нoИ диссерrантом использоыt,lll стратзгия.0сalоааяхýя r]ý увеличеняи rfiдродня. }lчесхого

объема молек!..лы р€хоttбинднтfiого беrtкд. & иýlgн{o - пспоlьзоýаняе технологнп поiучения flЭГ,

Такнм обрsзом, преjrстаа],Iеи!]:lя ]tиссертацllонная р!бФr,а Звоно9ой fuВзовеrы АлексаяIроаlrы
ямяеrcя а{т},альной. поскольк\ ояа посвяшем решенчю сtрьёзноii ка),чно& я прим&цноЙ задачи.

свя:}аншой с разрsботкой бнотехн(rJоглчеЁкой плаформь: биосинтеза ф},нкц:{он!Llýяý активпоfi
fiролоfiгнроsая ой фG?мы l]яrcрферояа бgrа-!Ь 8 бактерв&lьиой сястеме эхслрессия,

В рsботе опиýаны стрдтегим кснстуирвsния бе]ковой \!олёц]ы. слитой е

лоспедовýтельносrью ПЛС. а TaKrrie усповя, по.,|уче$rя рехомбииантноrо белка, в Tol часле и при

масштsбнроваtlня процесas его бпосинl,е]а. У,лелеио првстапьtlсв sнllltlание рqlработке r,етодов

выделени, и очиетхи рекомбиrlаI{тýого целеsоrо ý€lKri. а т!кже аяаlизу его фкзнliо-ххмt]чеaкllх и

фaрvахокинстическкх xap.lýrepxcтr}i по cpaBHcllrlю с }lатланыY 8rl&1огоtl,

Нgучfiаr поsвпrа tl практпчесýаi tндчl!мость всслсдоа{{rrя fi получеfiпъ ре!rяьIэтов.
НяYчна! новtlзяа д нсýертацкоr нOй работь, ЗвФtluвой Е,А. опрелеiяется тем, что диссертаrlтом

впервце рsзрабоrsны ,xcllepкMeнTa]lbвble ло.а\оды д':1я фФквв8ого 6$оси}{rrза s бдх-тýрпмьпой
системе экспресспи (Дсrli) рекомбинакгного лtнтерферона бсrа-tЬ. прдстаr!яýцеrо собоЙ

гибридную мо,tекулу, состояцую пз eЙcтBel]tlo целевого беiкs и неýтрYlý_чрrрOвsн сm б€лкового
биопоjiимерs (ПАСi, Оригино'1ьяость рitботы заlg]ючает!, в том. l]to llри проектироваrии цýra8ой
бе.tковой молекlлы вспоj]g,ювilвы раlличкýlс мs!оды компьютср}lога мФде.lированвя. позво,lивш!е
предсказ8ть некотор!е ваrкt]ые харектерястихп со]лаваемой беrtiоsой моrеку,,lы с }пучlrrевяылlи
фsрмакокияетичеaкltмý похазателя1llt.

Для разрботки зхспериrlеfiLпьня\ подходоs эффктнвяOго биасfiвтý]а прлоягиров8няой

формы ркомбвнонтrог0 tmерферояа бета-lЬ. сикгезиррlrrого ! бактсрпмьпой cяcтeite
э{спрессии lE'.coli), дtlссергst!то со].1аяа сер}tя генsтllческиl констухц!fi, аЕ]юriающпrl
модrфицироsllнвъ,е нуме()l}lдяые поо]е,ll}ватеjlьностll, кодир}юlцlrе челевой белок и

нестrп),рировенный белковый поiипrер ГlАС. 8 mюке серr,я векторов llля ]кепр€сс и со:цаяяых

,екомбйвантяы]( rеноs s баr.-rерll&пыlой сист9vе. Разрsбо]аны оптимtulьиыс услоаия



ИНДУЦИбеЛьноЙ эксПрессии созданньtх целевых генов, подобраны оптим€tльные условиr{ при
масштабировании процесса биосинтеза исследуемого целевого белка.

ВажноЙ частью оппонируемой диссертационной работы является раздел работ, связанный с
ВЫДеЛеНИем РекОмбинантных белков из биомассы и их очисткоЙ. На данном этапе €tвтором
применены современные методы высокоэффективной жидкостной хроматографии. В результате
ПРОВеДеНных исслеДоВаниЙ диссертантом разработана схема вьцоления и очистки целевого
рекомбинантного белка, представленного функционально-активным образцом с чистотой более
90YоИ НеЗНаЧИТеЛЬНЫМ СОДержанием энДоТоксинов. С применением современных методов анализа
ДИССеРТаНТом Убедительно пок€вано, что вкJIючение ПАС-последовательности к целевой белковой
молекуле существенно увеличивает ее гидродинамический ралиус.

значительный интерес представляет часть работы, в которой приведены результаты
исследований по изучению физико-химических и фармакокинетических характеристик
полученного рекомбинzlнтного белка, модифицировzlнного присоединением неструктурированного
белкового биополимера ПАС. Установлено, что модификация целевой белковой молекулы
присоединениеМ ПАС-последовательности увеличивает ее стабильность и положительно
сказывается на биологической активности, что подтверждается экспериментами iп vitro, В серии
экспериментов iп yirro также убедительно продемонстрировzlно, что добавление к целевой
беЛКОВОй молекуле интерферона бета-lЬ приводит к двукратному увеличению периода его
полувыведения, что положительно ск€lзывается на его фармакокинетических свойствах.

полученные результаты моryт быть полезны исследователям, работающим в области
конструирования рекомбинантных белков медицинского назначения.

обоснованность и достоверность научных положений и выводов. Во Введении
ДИССеРТаНТОМ УбеДИтельно обоснована €кту€rльность исследования, чётко сформулированы цели и
за,цачи, а также положения, выносимые на защиту. основной рiвдел диссертации содержит
описание полученных результатов исследования и их обсуждение. Написан хорошо, материчrл
ИЗЛОЖеН ЛОГИЧНО, ДОСТаТОЧНО ИллюСТрирован. Обсуждение результатов проведено грutмотно.
обоснованность полученных результатов обеспечена применением современной научно-
методической базы, с использованием высокотехнологичных методов исследования и
сертифицированного оборудования, при постzlновке экспериментов использовzlлись адекватные
контроли.

!ОСТОВеРнОСть результатов работы не вызывает сомнений. Сделанные выводы строго
баЗИРУЮтСя на поJý/ченных результатuж исследованияи полностью им соответствуют.

ПО МатерИалам диссертации представлено семь работ, три из которых представлены в
журналах, входящих в список вАк. Работа прошла апробацию на ряде российских и
международных конференциях.

СТРуКтура и объем работы. ,Щиссертация построена по традиционной схеме: состоит из
ВВеДеНИЯ, ОбЗОРа ЛИтературы, описания матери€rлов и методов, результатов и их обсуждения,
выводов и списка цитируемой литературы. Работа хорошо иллюстрирован4 логически выстроена
и чёткО изложена. Работа изложена на l28 страницах машинописного текста, включает 20
РИСУНКОВ, 8 ТабЛИЦ И Приложение. К диссертационной работе приложен список публикаций,
вкJIючающий 182 источника, 179 из которых зарубежные.

Замечания.
В качестве замечаний следует отметить следующее:

1.,ЩиССертантом мzlло уделено внимания анализу имеющихся сведений об использовании
различных систем экспрессии дIя синтеза рекомбинантного интерферона бета-lЬ. Так, например,
СИНТеЗ РеКОМбинантного интерферона 1Ь человека в эукариотической системе экспроссии (клетки
табака), отличной от кJIетоК животных, также требуеТ некоторой модификации целевой молекулы
(Xu J, Tan L, Goodrum KJ, Kieliszewski MJ (2007) High-yields and extended sеrum half-life of human
interferon2b expressed in tobacco cells as arabinogalactan-protein fusions. Biotechnol Bioeng 97:99'|-
1008. doi: 10.1002/bit.2l407). Вкшочение материалов в главу <Обзор литературы> с более
ДеТЕtЛЬНЫМ ОПИСаНИеМ СИСтем экспресии дtя наработки анализируемого целевого белка дал бы
более глУбокое представление о возможностях синтеза исследуемого рекомбинантного белка.
2.ИМеЮтся некоТорые замечания, касающиеся отсутствия единообразия в обозначении целевой
белковоЙ молекулы, а также неструктуриров€lнного белкового биополимера (ГIАС и PAS),



отýутствип зн8ченнй т€шперsтуры пл8ыlевн, дrlя прн8ед€нных пtrcJЕдоватsльностей
олигокуклGOткдOв, отс)пствии обозначениЕ сдйтовдлп эндо}rуклв8з р€стрикии (Рисунок l0).
3.ПФrучgнх516 дкссертs}lтом резуrьтат. касающийся уs€лнчсн}!i биолtlгпческоf, 8KTп8t ogт}r
модифицировsнltoй формы интсферона бsm-|Ь (lFNPlb-PAS}. прсдýтавц,rяsт несомнвш}tый
ннтЁрес. в свлзн с чем 60зникает вопрос () прнчина.\ у8елtrченllя его активности по срввнению с не
молифнчированной форrrrоfi .

3rмrочешпG о соответствшс дшgсерташнш крштершяitt устаповлешшыm IIо.пожеппен о
порIдэ8е шршс rкlсшпfl уqзшыI gтэпеilеfi.

В ЦеЛОМ. д}rсЁертsцнонная рабmа ост8вляет оче}lь ýорOшее 8печатление. Уквзанные
}l€хrнач}fтельные н€дост8тхи нс уiltаJIяlот достоинст8 выпOлtlенной работы. 

'Гахим образом. сЧlfт8ю,
ЧТОДИССеРТаЦИОНН8' Работа 3воновоЙ Е,rнзавеl,ы А,rехсандровны сРаэработкабиотехнолоrичеýкоll
гъпаформы бшосинтеза функчионмьно акlквнOй про,;rоttгированноfi форrrы интерферна бетв-lь в

бакгериа,тьноfi системс1.1, полностью соотвsтствуст трбомн}rям, предъsýlяgмыu к кlнJцдsтским
ДНýССРгаЦвrм. а ее автор. Звонова Елизавета Алексанлрsн8, засJIуживает llpнcвoeН}tl нскоиоЙ
степенн кандпдаtц биолоrических ндук по спсцнaulьности 03,01.06 - БиотехноJlогия (в юм чиолс
бнонанотехно,rогии ).
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