Рецензия
на выпускную квалификационную работу магистра Русаковича Георгия Игоревича “ Конструирование прокариотических систем экспрессии генов, кодирующих протективные антигены Mycobacterium tuberculosis ”.


Туберкулез – заболевание животных и человека, вызываемое некоторыми видами рода Mycobacterium, является одной из основных причин морбидности и смертности в мире. В Российской Федерации смертность от туберкулеза в 2017 году составила 6,2 случая на 100 тыс. населения. Во многом высокая смертность вызвана устойчивостью микобактерий ко многим лекарственным препаратам. Вакцина БЦЖ (BCG, Bacillus Calmette-Guerin), полученная в начале XX века, по-прежнему является основной вакциной, которая применяется для профилактики туберкулеза во всем мире. Однако применение данной вакцины эффективно только для младенцев и детей младшего возраста и не рекомендуется взрослым из-за низкой эффективности т.к. вакцинация БЦЖ не способна существенно изменить иммунный ответ организма, сенсибилизированного микобактериями окружающей среды. Более того, защитный эффект вакцины может пропадать спустя 7 лет после вакцинации. Поэтому чрезвычайно актуальной является разработка подходов конструирования новых вакцин для профилактики, усиления иммунного ответа за счет ревакцинации и вакцинотерапии.

Выпускная квалификационная работа Русаковича Георгия Игоревича посвящена получению и характеристике вакцинных кандидатов для профилактики туберкулеза на основе гриппозных векторов, несущих гены протективных (вызывающих защитный иммунный ответ) белков M. tuberculosis GST-ESAT-6, GST-TB10.4 и GST-HspX. Таким образом, актуальность диссертационного исследования имеет выраженную теоретическую и практическую составляющие.


Работа Георгия Игоревича состоит из Введения, Обзора литературы, Материала и Методов, Результатов, Обсуждения, Заключения, Выводов, Списка литературы и Приложений. Обзор литературы написан понятным, литературным языком и выгодно отличается от других разделов диссертации. 

Используя целый спектр современных методов исследования, Георгий Игоревич создал набор генетических конструкций и штаммов-продуцентов для наработки белков GST-ESAT-6, GST-TB10.4 и GST-HspX и проанализировал антигенные свойства полученных гибридных белков ex vivo на спленоцитах мышей, инфицированных M. tuberculosis, и in vitro на сыворотках крови больных туберкулезом и здоровых индивидов.


В ходе работы Георгием Игоревичем были получены гибридные белки, которые могут быть использованы в качестве специфических индукторов при проведении иммунологических исследований. Интересными и перспективными являются данные о повышенном уровне антител к полученным гибридным белкам у людей с латентной формой туберкулеза, полученные автором при исследовании антигенных свойств гибридных белков на сыворотках крови. В дальнейшем предполагается изучение протективных свойств полученных белков на других моделях экспериментального туберкулеза.

В ходе прочтения представленной работы у рецензента возникли замечания к разделу Материал и Методы, который представляется неполным и небрежно оформленным. Так не описан целый ряд важных методов, использованных в работе, а именно: 2.13 Выделение плазмидной ДНК; 2.14 Cеквенирование; 2.16 Электрофорез белков. Более того непонятно, какой метод автор подразумевает в подразделе 2.21 Тактика «гейтирования»? Если речь идет о проточной цитометрии, то данный метод в работе не описан, хотя в разделе 3.6 Результатов и в Приложениях приведены полученные с его помощью данные. Также в разделе Материал и Методы ничего не написано о статистической обработке результатов. Создается ложное впечатление, что она не проводилась.

К разделу Результаты также есть несколько вопросов и замечаний:
1. Стр. 38. Описание праймеров для секвенирования должно быть приведено в разделе Материал и Методы.

2. Стр. 47. После Рисунка 11 (электрофореграмма элюата проб химерных белков GST-HspX, GST-TB 10.4 и GST-ESAT-6 после аффинной хроматографии) не указано количество полученных белковых продуктов, хотя есть указание на то, что оно было определенно с помощью программного обеспечения Unicorn 6.3. 
3. Стр. 47. Рисунок 13 (Результаты измерения оптической плотности после остановки ИФА). Автором представлены данные в первичном виде, затрудняющем понимание выполненного эксперимента. Приведенные данные не обработаны, не расшифрованы, нет связи с проанализированными образцами. 

4. Стр. 50 – Описание методов статистической обработки должно быть приведено в разделе Материал и Методы.

5. Стр. 50. Рисунок 14. – Приведен PrintScreen из программы STATISTICA. Описание выборок отсутствует, остается догадываться, что чему соответствует?
6. Стр. 51-52. Рисунки 15-17.  - Обследуемые группы не расшифрованы, размер выборок не приведен. Статистические различия не приведены, следует ли понимать, что они отсутствуют? На диаграммах (опять же это PrintScreen из программы STATISTICA) присутствуют не переведенные с английского термины вперемешку с русскими словами.
7. Стр. 52-53. Рисунок 18. Еще один «нечитаемый» для читателя рисунок. Приведена статистическая обработка в первичном виде, скопированная из статпрограммы. Может подобные результаты не стоит приводить, тем более что они мало обсуждены в тексте, а различия между группами выборок по каждому из антигенов недостоверны? 


Раздел Обсуждение по мнению рецензента написан очень кратко, составляет всего три страницы и не соответствует по объему требованиям, предъявляемым к магистерским дипломным работам.


В заключение хочется отметить, что представленная работа выполнена на современном методическом уровне, полученные экспериментальные данные не вызывают сомнений в их достоверности и полностью соответствуют сделанным выводам. 

Несмотря на выше приведенные замечания и вопросы, работа Русаковича Георгия Игоревича производит приятное впечатление и, по мнению рецензента, заслуживает оценки “отлично” с пожеланием внимательнее относится к вопросам оформления и обсуждения результатов.
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