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OT3b1B 
Be)J,YllleH opraHH3aUHH 0 HaYl.lHO-npaKTH4ecKoH ueHHOCTH )J,HccepTaUHH KoweBepoBoH BephI 

Bna)J,HcnaBoBHhI «Ponh EEAl-nono)l.<HTenhHhlx Be3HKyn B 3H)J,OUHT03e peuenTopa 

3IIH)J,epMMhHoro cpaKTopa pOCTa H HX 6HoreHe3», npe)J,CTaBneHHOH Ha COHCKaHHe Y4eHOH 

CTeneHH KaH)J,H)J,aTa 6HonorH4eCKHX HayK no cneUHMhHOCTH 03.03.04 - «KneT04HM 6HOnOrH5!, 

UHTOnOrH5!, rHCTOnOrH5l» 

AKryaJIbHOCTb TeMbI pafioTbI 

3H)J,OUHT03 Ilpe,llCTaBJ15leT C060H Pa3HOBH,llHOCTh Be3HKYn5!pHOrO TpaHcnopTa, 

nOMOlllhlO KOToporo KneTKa IlonyqaeT H copTHpyeT BHeWHlO1O HHcpopMaUHIO, IlHTaTenhHhle 

BellleCTBa H HHylO MaTepHIO, B TOM LIHcne, HHcpeKUHOHHhle areHThl. B LIaCTHOCTH, 3H)J,OUHT03 

06ecrreLfHBaeT ,llnHTenhHoe CPYHKUHOHHpOBaHHe MeM6paHHhIX peuerrTopOB, KOTophle nocTyrralOT 

B KneTKY nocne CB5!3hIBaHH5! ropMOHOB H npO,llOmKalOT pa60TaTh B COCTaBe 3H,llOCOM, HnH 

peUHKJ1HpyIOT Ha rrOBepXHOCTh KJ1eTKH, HnH ,llerpa,llHpyIOT BMeCTe C nHraH,llOM B COCTaBe 

nH30COM. TOHKHH 6MaHC 3THX npoueCCOB o6ecneLIHBaeT a,lleKBaTHhle peaKUHH KneTKH Ha 

B03,lleHCTBH5! BHeWHeH Cpe,llhI H CHfHMhI, rrocTyrralOlllHe OT ,llpyrHx KneTOK MHorOKneTO"IHOrO 

opraHH3Ma. HapyweHHe rrpoueCCOB 3H,llOUHT03a H MO,llyn5lUHH BHYTpHKJ1eTOLIHOH 

CHrHMH3aUHH B 3H,llOTenHH COCY,llOB MO)l(eT HMeTh ,llMeKO H,llYIllHe IlOCne,llCTBH5! B nnaHe 

peryn5!UHH COCY,llHCTOrO TOHyca, OHKOTHLIeCKoro ,llaBneHH5! B Ilna3Me KpOBH H nO,llne)l(alllHX 

TKaH5IX, COCY,llHCTOH IlpOHHuaeMOCTH, IlpOTeKaHH5! BocnMHTenhHhIX peaKUHH, aHrHoreHe3a. 

HapyweHHe 3H,llOUHT03a THP03HHKHHa3HhIX peuenTopOB, LIaCTO CB5!3aHhI C HX aKTHBaUHeH, 

HeKOHTpOJIHpyeMhIM POCTOM H ,lleneHHeM KJ1eTOK, nOBhlweHHeM HX ,llBHraTenhHOH aKTHBHOCTH 

H rrepeKJIIOLIeHHeM MeTa6onH3Ma, LITO xapaKTepHO LlJ15l pOCTa H MeTaCTa3HpOBaHH5! OIlyxoneH. 

TeCHM CB513h 3H,llOCOM C aYTocpameH H MaCTep-peryJI5lTOpOM KneTOLIHoro MeTa6oml3Ma 

(6enKOBhIM KOMIlneKCOM mTOR) YKa3hIBaeT Ha B03MO)l(HyIO ponh 3H,llOUHT03a B npoueccax 

CTapeHH51 H B pa3BHTHH O)l(HpeHH51 H caxapHoro )J,Ha6eTa - 3a6oneBaHHH, 4aCTO conYTCTBYlOlllHX 
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основным сердечно-сосудистым патологиям. Таким образом, несмотря на ярко 

выраженный фундаментальный характер, рассматриваемая работа весьма важна и для 

практической медицины, в том числе, для кардиологии, в плане понимания молекулярных 

основ патологических процессов вследствие нарушения работы внутриклеточных 

сигнальных систем. Актуальность диссертационной работы В.В. Кошеверовой, 

посвященной выяснению фундаментальных механизмов внутриклеточной сортировки 

сигнальных везикул, содержащих классический тирозинкиназный рецептор, не вызывает 

сомнений. 

 

Объем, структура и основное содержание работы 

Диссертационная работа изложена на 130 страницах и содержит 27 рисунков, 22 из 

которых относятся к результативной части и, как правило, состоят из нескольких панелей 

результатов каждый. Написана работа в традиционной форме и состоит из разделов: 

«Введение», «Обзор литературы», «Материалы и методы исследования», «Результаты», 

«Обсуждение», «Заключение», «Выводы», «Список литературы» (240 источников), 

благодарности и список сокращений. 

Во Введении кратко описан процесс рецептор-зависимого эндоцитоза, даны виды 

эндосом и обозначена фундаментальная проблема, которой посвящена диссертационная 

работа. Она состоит в выяснении возможности существования постоянного везикулярного 

компартмента, обеспечивающего ранние этапы эндоцитоза в направлении лизосомальной 

деградации. Предполагается, что белок ЕЕА1 специфически маркирует этот компартмент. 

Научная актуальность данного исследования аргументирована, показано существование 

двух альтернативных моделей эндоцитоза, в рамках которых автор разрабатывает свою 

гипотезу. Четко сформулирована цель исследования, даны задачи и основные положения, 

выносимые на защиту. Во Введении обозначены научная новизна, теоретическая и 

практическая значимость работы, личный вклад автора, приведены сведения об апробации 

результатов, перечислены публикации автора по материалам диссертации. 

Обзоре литературы состоит из 6 разделов. В них приведена необходимая для 

понимания работы информация о путях везикулярного транспорта в клетке; общие 

принципы организации эндоцитозного пути; функции, биогенез и молекулярные маркеры 

ранних эндосом; механизмы созревания поздних эндосом и Rab-конверсии; взаимосвязь 

эндоцитоза с аутофагией; и использование рецептора эпидермального фактора роста как 

главной модели рецептор-зависимого эндоцитоза. Обзор литературы содержит несколько 

схем, проясняющих некоторые аспекты эндоцитозного пути и формирования везикул. 

В разделе Материалы и методы представлено подробное описание всех методов 

исследования и обработки полученных результатов. В работе использованы три основных 

методических блока, включая электрофорез и иммуноблоттинг для анализа белкового 
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состава клеточных мембран; культивирование и трансфекцию клеток; флуоресцентную 

микроскопию и обработку изображений фиксированных (иммуноцитохимия) или живых 

(прижизненный анализ) клеток. Следует отметить, что прижизненный флуоресцентный 

анализ позволяет одновременно регистрировать динамику трех флуоресцентно-меченых 

белков. Это часто снимает вопросы о возможности артефактных результатов, связанных с 

условиями проводки клеточных образцов. Примененный в работе лазерный сканирующий 

микроскоп Leica TSC SP5 позволяет разрешать объекты, близкие по размеру везикулам и 

эндосомам. Вместе с тем, как отмечено ниже, исключительно малый размер исследуемых 

объектов находится на пределе разрешения современной микроскопии. Поскольку данное 

исследование имеет ярко выраженный демонстрационный характер (не включая 

причинно-следственных экспериментов с помощью генетических манипуляций с 

экспрессией белков интереса), следует особо отметить сложность поставленных задач и 

высокий экспериментальный уровень их решения. Резюмируя, использованные в работе 

методы адекватны для решения поставленных задач на современном уровне развития 

исследовательских технологий.  

Результаты работы получены с использованием ставшей уже классической модели 

рецептор-зависимого эндоцитоза рецептора эпидермального фактора роста. Эта модель 

хорошо налажена и давно изучается в лаборатории, где выполнялась данная работа. Для 

нее использовали также стандартную и хорошо охарактеризованную культуру клеток 

HeLa. Вероятно, в будущем можно ожидать расширения полученных результатов в 

отношении других клеточных моделей, включая первичные культуры и/или опухолевые 

клетки, для которых рецептор-зависимый эндоцитоз имеет ключевую значимость.  

В разделе Результаты исследования представлены экспериментальные обоснования 

существования стабильного везикулярного компартмента, маркированного ЕЕА1. Во-

первых, автор показывает, что мембранная локализация ЕЕА1 присутствует до рецептор-

зависимого эндоцитоза, и существенно не изменяется после его активации. Во-вторых, 

автор демонстрирует сегрегацию ЕЕА1-содержащих везикул от зрелых эндосом, проясняя 

при этом довольно слабо изученный механизм так называемой Rab5/7-конверсии. В 

третьих, пристальное внимание уделяется происхождению пула предсуществующих 

ЕЕА1-эндосом. Автор показывает, что хотя эндоцитозный путь связан с аутофагией, этот 

пул эндосом не является аутофагосомальным. Напротив, наиболее вероятно, что биогенез 

ЕЕА1-эндосом связан с участием аппарата Гольджи и, возможно, эндоплазматического 

ретикулума, что характерно для многих стабильных везикулярных компартментов клетки. 

Экспериментальные результаты подробно и детально иллюстрированы в печатной работе, 

а для рецензирования работы были также предоставлены оригинальные видеозаписи. Они 

демонстрируют достижение автором высокого профессионального уровня и наглядную 

основу для сделанных по работе выводов. 

В отдельном разделе Обсуждения результатов автор в высшей степени тщательно 

анализирует полученные данные в свете данных других исследователей. Для дискуссии 
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ею использован обширный список публикаций последних лет, что отражает как важность 

и актуальность изучаемой научной проблемы, так и глубину личного понимания и участия 

автора. Хотя многие вопросы нашли подробное обсуждение, некоторые из них остались за 

кадром и обозначены ниже в разделе Основные замечания. 

Наконец, в Заключении В.В. Кошеверова резюмирует основные достижения своего 

диссертационного исследования, переходя к формулировке Выводов. Выводы, сделанные 

по работе, отвечают исходным задачам и дают все основания расценивать проведенное 

исследование как полностью законченное. 

 

 

Новизна исследования  

Автором получены новые фундаментальные знания о молекулярных механизмах 

рецептор-зависимого эндоцитоза. В частности, экспериментально подтверждено наличие 

стабильного пула предсуществующих ЕЕА1-содержащих везикул, получены новые 

данные об их биогенезе и предложен новый механизм Rab5-Rab7 конверсии, которая 

обеспечивает регуляцию жизненного цикла сигнальных везикул. Примечательно, что для 

получения этих знаний использован метод прижизненного анализа везикулярной 

динамики в модельных клетках. Он позволяет визуализовать процессы слияния ранних 

везикул и сегрегацию эндосом на более поздних этапах эндоцитозного пути. Такой подход 

и практические наработки должны быть шире использованы при проведении современных 

клеточно-биологических исследований в различных областях экспериментальной науки. 

 

 

Научно-практическая значимость работы 

Теоретическая значимость работы заключается в расширении фундаментальных 

знаний о молекулярных механизмах эндоцитоза как важного механизма реакции клеток на 

воздействия внешней среды и гуморальной регуляции в многоклеточном организме. 

Автором описан механизм эндосомального транспорта с участием предсуществующего 

пула ЕЕА1-содержащих везикул, что позволяет под новым углом рассматривать процессы 

внутриклеточного транспорта и сигнализации в норме и патологии. Углубленное 

понимание фундаментальных принципов организации эндоцитозного пути в клетках 

разных органов открывает возможности для разработки новых фармакологических 

препаратов с целью подавления проонкогенных сигнальных путей и метаболических 

нарушений, затрагивающих различные системы организма, в том числе, сердечно-

сосудистую систему. Материал диссертации может быть использован в образовательных 

целях для подготовки специалистов медико-биологических специальностей. 
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Основные замечания 

Нисколько не умаляя фундаментальную значимость работы, очевидный уровень 

достигнутого профессионализма и высокое качество полученных данных, хотелось бы 

остановиться на некоторых технических и методических аспектах исследования, а также 

особенностях изложения материала. Они требуют обсуждения, поскольку, на наш взгляд, 

отражают текущий предел экспериментальных возможностей для изучения, фактически, 

нанообъектов. Совокупная аргументация, приведенная и тщательно выверенная автором, 

звучит крайне убедительно и согласуется с независимыми результатами других авторов. С 

большой долей вероятности, концепция предсуществующего везикулярного компартмента 

имеет все основания быть принятой, по крайней мере, в отношении некоторых рецепторов 

и лизосомального пути транспорта везикул. Тем не менее, основной контраргумент может 

быть связан с недостаточным аппаратным разрешением, что не дает однозначности и 

оставляет поле для дальнейших исследований. Однако следует еще раз отметить, что с 

квалификационной точки зрения исследование проведено на высочайшем уровне, выводы 

сформулированы аккуратно и обоснованы полученными данными. Основные замечания 

по работе приведены ниже в порядке изложения диссертационного материала. 

1. Традиционно принято сопоставлять выводы поставленным задачам. В данной работе 

поставлено 5 задач, сформулировано 4 основных выносимых на защиту положения, и 

сделано 6 выводов. В данной работе соответствие задач и выводов, на первый взгляд, 

не очевидно. Представляется, что такое затруднение возникает в результате 

несфокусированной формулировки задач. Например, задача 2 звучит как "оценить 

характер взаимодействия белка ЕЕА1 с мембранами...", задача 3 – как "изучить... 

поведение везикул в реальном времени", а задача 4 – как "проанализировать процесс 

конверсии...". Без четкой расшифровки и характера ожидаемого результата довольно 

затруднительно проследить формальное соответствие задач выносимым положениям и 

выводам, которые сделаны предметно, но несколько в ином порядке и в описательном 

стиле.  

2. Текст очень насыщен информацией, используется много сокращений, в том числе для 

названий многочисленных белков и плазмидных конструкций. Часто используется 

английская терминология, что допустимо, так как русские эквиваленты отсутствуют. 

Хорошо заметно, как автор подробно объясняет свои экспериментальные действия, их 

результаты и значимость, что получается весьма успешно. Тем не менее, текст страдает 

от перегруженности предложений, что затрудняет прочтение. Материал мог бы быть 

представлен более четко, если бы диссертант ограничил размер предложений и 

придерживался тезисного стиля изложения, разделяя утверждения и пояснения к ним. 
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3. Обзор литературы посвящен описанию многокомпонентных и многостадийных путей 

формирования внутриклеточных везикул, их транспорта и сортировки. Возможно, было 

бы полезно более полно проиллюстрировать эти процессы и их участников, особенно 

учитывая большое количество обзорных статей по этим вопросам.  

4. Основное критическое замечание в плане интерпретации экспериментальных данных 

связано с работой на пределе разрешающей способности прижизненной микроскопии. 

Автор справедливо указывает, что объекты площадью 20000 нм2 находятся на пределе 

разрешения данным методом. Это значит, что достоверно разрешаются симметричные 

объекты размером порядка 140х140 нм, что несколько превышает размер ранних 

везикул и эндосом, но меньше размера поздних эндосом и мультивезикулярных телец. 

Именно поэтому результаты микроскопической колокализации белков на ранних 

эндосомах, в том числе содержащих ЕЕА1, должны интерпретироваться и обсуждаться 

крайне осторожно. Представляется, что этому вопросу можно было уделить больше 

внимания в разделе Обсуждения результатов. В плане дискуссии, интересует мнение 

автора, насколько велика вероятность того, что исследуемые белки (ЕЕА1, Rab5/7) 

могут находится на разных мембранах близко расположенных и/или контактирующих 

эндосом?  

5. Эксперименты выполнены с использованием одной стандартной модели и одной линии 

клеток. Это оставляет потенциальную возможность того, что предложенный автором 

механизм с участием постоянного пула ЕЕА1-содержащих везикул специфичен для 

некоторых типа клеток и/или их поверхностных рецепторов. Хотя автор и упоминает о 

такой возможности, ей стоило бы уделить больше внимания в разделе Обсуждение. 

6. Хотелось остановиться, казалось бы, на частном вопросе использования метода FRAP. 

Несмотря на трудоемкость и сложность этого метода, его применение для исследования 

таких высокодинамичных внутриклеточных структур, как EEA1-содержащие везикулы, 

заслуживает особой оценки. Он позволил с высоким уровнем достоверности сравнить 

время жизни EEA1 на мембране в клетках, находящихся в различных условиях (норма, 

сывороточное голодание, активация эндоцитоза). Анализ динамики белка EEA1 вблизи 

везикулярных мембран был проведен без дополнительных модификаций (например, 

трансфекции клеток CD74 антигеном, что увеличивает размер везикул, но уменьшает 

их подвижность). Такие воздействия могли бы повлиять на время жизни EEA1 на 

мембране. Вместе с тем, в качестве контроля для такого анализа отбирались одиночные 

везикулы. Однако после стимуляции эндоцитоза рецептора эпидермального фактора 

роста такие структуры скорее "гибридные". Они могут представлять мультидоменные 

одиночные эндосомы или кластеры эндосом, как это можно заметить на приведенных 

иллюстрациях. По-видимому, имело смысл также провести анализ одиночных ЕЕА1-

везикул, не включивших мембраны с рецептором ЭФР после стимуляциии эндоцитоза. 
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Это могло позволить более четкую интерпретацию данных по увеличению времени 

жизни доли ЕЕА1, "фиксированной" между мембранами контактирующих везикул. 

7. Наконец, в плане изложения, Обсуждение результатов было бы полезно разделить на 

отдельные секции, согласно полученным результатам, завершая раздел формулировкой 

единой непротиворечивой концепции. Учитывая глубину анализа, иногда 

затруднительно удерживать логику, структура которой нарушается в таких, например, 

ситуациях, как обсуждение разных экспериментальных подходов, использованных в 

работе (стр. 99, сверху). В то время как первый логично обозначен "Во-первых", его 

обсуждение занимает несколько параграфов, и остается неясным, что автор имела в 

виду "во-вторых" и далее. 

Сделанные замечания не являются принципиальными, не умаляют научную и 

фундаментальною значимость работы, не ставят под сомнение основные результаты и не 

снижают в целом положительную оценку диссертационной работы В.В. Кошеверовой. 

 

Рекомендации по использованию результатов и выводов диссертации 

Результаты и выводы диссертационной работы В.В. Кошеверовой могут быть 

использованы в образовательном процессе при чтении лекций студентам медико-

биологических специальностей в университетах России. Полученные автором данные 

могут быть использованы при планировании и проведении научных исследований в 

следующих научно-исследовательских учреждениях России: в институте цитологии РАН, 

в ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» МЗ РФ, в 

Московском научно-исследовательском онкологическом институте имени П. А. Герцена, 

на факультете фундаментальной медицины МГУ им. М.В. Ломоносова, научно-

исследовательских подразделениях ФГБОУ ВО «РНИМУ» имени Н.И. Пирогова МЗ РФ, в 

институте экспериментальной кардиологии «РКНПК» МЗ РФ.  

 

Заключение 

Анализ диссертационной работы Кошеверовой В.В. позволяет заключить, что 

сформулированные в данной диссертационной работе задачи успешно решены, 

положения, выносимые на защиту, доказаны и научно обоснованы, выводы логично 

вытекают из соответствующих экспериментальных данных. Работа содержит новые 

фундаментальные научные результаты, которые могут иметь прикладное значение. По 

материалам диссертации опубликовано 12 печатных работ, в том числе, 3 статьи в 
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