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Акryальность темы диссертации

Последние годы в молекуjUIрной и клеточной биологии набrподается интенсивный

прогресс, связанный с ревоJIюционными открытиrIми, касЕIющимися кJIючевых моментов

генной и клеточной реryJUIции, в том числе затрагивtlющих механизмы клеточной

пролиферации, миграции, адгезии, взаимодействия и взаимовлvIянvý кJIеток разJIичных

тканеЙ организма, что особенно важно в свете поиска подходов к терапии разJIиIIных

заболеваний.

,ЩиссертациоЕное исследование И.В. Смирнова посвящено изучению эндогJIина,

явJUIющегося компонентом рецепторных комIIJIексов к факгорам из семейств трансформирующею

факгора роста бета (TGFP), костньгх морфгенетических белков (BMPs) и актиВИНа, СОЗДаНШО И

подробной характеристике монокпон{шьньD( антител (мкдт), специфичньж к этому

гликопротеину, которые по их свойствам, кzж следует из представленной работы, намного

превосходят их зарубежные аналоги. На сегодняшний день не представJutет сомнений

существенн€ш роль эндоглина и цитокинов суперсемейства тGF-В в реryJUIции процессов

ангиогоЕеза в эмбрионаьных и взросJых ткаIIJIх, неоангиогеЕеза и оIryхолевою

метастазирования. Появляются данные о его участии в лифференциации кJIеток t,тплмунной

системы, в реryJUIции жизнедеятеJьности мезенхимальных стволовых кJIеток.

гладкомышечных кJIеток и трофобласта. МКАТ к эндоглину моryт быть испоJъзованы не

ToJ15Ko дJUI прикJIадных и фундаментаJъных исследований, но и для разработки способов



медицинской диагностики и анти-ангиогеццой терапии, а также таргетной терапии в

онкологии. Таким образом, создание новою инструмента, каким явJIяется поJryченное

автором семейство МКАТ, распознающих мембранную и растворимую формы эндогJIина,

позвоJuIет совершенствовать методы его идентификации, количественного измерениrI и

качественного аЕаJIиза в различных биологических жидкостях и на мембранах разлиtIньD(

кJIеток, что опредеJIяет актуаJIьЕость выбранной темы диссертационной работы. В задачи

работы входили попучение, характеристика пропаратов рекомбинаrrгтrьгх молекуп

эндогJIина и исследование их иммуногенности на мышах; создание на основе

активированных rммфочитов мышей семейства гибрrrлом-продуцентов МКАТ к

эIцогJIину; исследование иммунохимшIеских свойств поJryченных реагентов и

определение областей их примененLш; создание двухцентровой системы

иплмунофермеЕтного ан.}JIиза (ИФА) дJuI колиtIественного определениlI растворшлой

формы эндогJIина; исследование и исследование возможности поJryченных реагентов как

инструментов дJuI изучениJI роли эндоглина в биологии кJIеток. Выполнение

поставлонных Еаучных задач явилось своевременным и актуЕrльным.

Научная новизна

Выполненная работа явJuIется комплексным, многофакторным исследованием,

KoToptUI позволила создать на основе современных высокотехнопогичных меюдик,

благодаря испоJIьзовutнию в качестве доноров иммунных спленоцитов мышей

FI(SJL/JxBALB/c), новый репертуар МКАТ к эндоглину, что дало tsозможность

сконструировать двухцентровую систему ИФА с высокой чувствитеJъностью к

молекулаN{ растворимого эндоглина. ,Щаннм система выявJuIет в среднем Еа два порядка

болъшие уровни эндоглина в плазме крови человека, чем коммерческие анЕlлоги, что

позволило поJryчить новые наrIные данные, касающиеся концентрации растворимою

эндогJIина в кровотоке, гетерогенности молекулы эндоглина, находящейся в

периферической крови и культура"iьной жидкости эндотелиоцитов чеповека. ,Щанные

денситометрического чшIzlJIиза свидетельствуют о юм, чю значения концентрации

эндоглина, поJryченные в системе антител 4Е4-4С9, сущоственно ближе к истинному

содержанию €lнтигеЕа, чем величины, оцределенные в коммерческом наборе.

Научно-пр актическая значим ость

Проведённое исследование позвоJIило научно обосновать возможность и

необходимость пересмотра существующих представлений об уровне растворимою

эндогJIина в плазме крови человека.
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Практическ€ш значимость работы зtlкJIючается в создtlнии первой на террrгории

Российской Федерации панели МКАI обеспечивающей вьuIвпение эIцоглина с помощью

методов вестерн-блота, иммуногистохимии, иммунофlryоресцеIщии и проточной

ци:гофлуорометрии. Разработана и охФактеризована двухцеЕтровФI система ИФА,

позвоJUIющшI проводить IФJIиtIественное определение содержания эндоглина в IIлtвме

крови чеповека. Ее качественные характеристики превосходят парап{етры широко

примешIемою коммерчесIою аналога. Созданные реtгенты и тест-системы моryт быть

использованы в прикладных и фунламент альных исследованиях.

,Щостоверность и обосцованность

Щель и задачи исследовtlниrl, положениJI, выносимые на защr,I:ry, сформулцрованы

ясно и убедительно. Щля полученшI рекомбинаптных молекул эндогJIина автор

испоJIьзовал методы очистки и визуtUIизации ЕукJIеиновых кислот, кJlонировtlЕиrt

фрагмеrrгов кДНК эгдогJIиЕа в векторные конструкIши, культивированиrI и

электротрЕlнсформации клеток E.coli, экспрессии и очистки синтезированных молекул

эндогJIина.,Ща;lее материалом дJIя исследованиrI сJryжили мыши ?FI(SJL/JxBALB/o),

которые бы.rпа подвергЕуты иммунизации поJryченными рекомбинантными молекулами

эндоглши. После создtlния гибрилом и поJгучения МКАТ к эндоглиЕу, автор осуществип

поJryчение молекул эндоглина, меченных биотином и конъюгированных с пероксрцазой

хрена, разработал методц ИФА, вестерн-бпот, что позвоJIило BbuIBJuITb эндогJIин в

биологических жидкостях, на гистологических срезах, в кJIеточЕых мазкalх, а также на

кJIетках методом проточной цитофlryорометрии. Здесь материutпом сJryжиJIи получешIые

из жировой ткаrш человека культуры МСК, а также перевиваемые ошухолевые кJIеточные

JIинии, предоставленные из коллекции ФГБУ (НИИ гриппtD) МЗ РФ.

Значительный объём данных, поJryчеЕныЙ при непосредственном rIастии автора,

который позволил адекватно использовать соответствующие задачам статистиЕIеские

методы, убеждает в обоснованЕости и достоверности поJryчеЕных результатов,

Оценка содержания работы

,ЩиссертаIшя написана согласно современным требованиrIм и состоит из введениrI,

обзора литературы, описаниJI материалов и методов исследовЕlниr{, главы по результатаh.l

собственных исследований, обсуждения, выводов и списка JIитературы. ,Щанные

иссподования изложены на 161 страницах текста. Работа содержит 10 таблиц и 40



рисунков. Список литературы вкJIючает 383 источника, в том числе б отечественных иЗ77

иностранных tlBтopoB.

Во введении автор детаJьно опредеJuIет.жтуtlJьность исследования, формушrрует

цеJъ и задачи, научЕую новизну и прtжтиllескую значимость, представJIяет резуJIьтаты

апробации работы, .тптчный вклад автора, а также положения, выносимые на защиту.

Лптературный обзор (глава 1) вьцержан в стипе монографии, в нем приводятся

подробrrые сведения, касаюцшеся существующих на текущий момент данных о строении

и функlдиях эндогJIина, его poJrи в эмбрионалъном развитии, цри разJIичных патологиJIх

человека, и всесторонний анаJIиз современного состояния проблемы, связанной с

созданием инструментов детекции и мониторинга этой молекулы, позвоJIяющю(

осуществjulть разнообразные иммунохимические исспедованиrI. обзор црекрасно

иJuIюстрирован, таблицы, представленные в обзоре, демоЕстрируют глубокую проработlсу

автором всех имеющихся источников JIитературы. Литераryрные данные описаны

хорошим языком и позвоJUIют опредеJIить место и значеЕие предпринятого исследованиrI

в системе существующих научных попожений, но следует отметить, что объем

литературного обзора явно завышен, состtlвJulя более 300/о текста всеЙ диссертацум, и

содержит сведения, Ее касающиеся непосредственно темы диссертации.

Во вmрой главе, <МатериаJш и методьD (17 стр.), подробно описtlны методы,

которые автор диссертаtшонного исследовutниrl испоJъзовt}л дJUI поJryчениrI

рекомбинантных молекул эндоглина, иммунизации мышей, созданI,IJI гибрилом-

проДуцентов мкАТ к эндогJIину, дJIя вьUIвлoниJI молекул эндогJIина в разJIичных

биологических жидкостях, на ткаIIевых срезах и кJIеточных препаратах, дJuI оценки

жизнеспособности кJIеток. Также представлены методы визуализации и статистической

обработки данных. Несколько трудно понять из текста с кu}ким материалом работал автор,

так как собствеrпrо описаЕие объектов, сJryжащих (материurлом) исследованиrI, fiе

выделеЕо в отдеJьный подраздел. ИспоJьзовtlЕие диссертаIfгом мЕогих молекуJuIрно-

биологических, Iд.Iтологических и морфологических методов свидетеJьствует о ею

высокой кваrпrфикации как экспериментатора. Объём изученного материаJIа и избраrпrые

методы статистиЕIеского анализа не вызывают сомнений в значимости и досюверности

поJryченных резуJътатов.

Третъя глава заЕимает 38 стр. и посвящена резуJьтатаIvI собственньпс

исследований. Автором была проведена работа по синтезу рекомбинантных молекул

эндоглина, которые обладали высокой иммуногенностью дJIя мышей FI(SJL/JxBALB/с),

приЕIем было установлено, чю ToJrьKo пептиды, поJryченЕые из кJIеток млекопитающих,

иIцуцируют продукцию аЕтител, взаимодействующих с мембранной формой антигена. В
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работе подробно охарактеризованы 12 штulп,lмов гибрилом-про.ryцеIIтоВ МКАТ К

эндогJIиЕу человека, создаЕных па основе иммунных спленоцитов мышей

FI(SJL/JxBALB/с), два из KoTopbD( быrп.r запатентованы (патент ]ф 2604|92 и

приоритетнаJI справка М 20151451З8 от 20,10.2015). Былпа иССпеДОВанЫ

иммунохимические свойства поJryченных I\{I(AT, которые распознtlют десять

конформационных и два лrтнейных эпитопа эндогJIина человока, пршIем IIять реагентов

распознают на молекуле ЕlIIтигена простраЕственно изоJIированные детерминаЕты, а семь

аптител связывают частично перекрьвrlющиеся эпитопы. На основе пар МКАТ, которые

быrи специфичны к пpocтpalrcTBeнHo разобщенным детерминtlllтtlп{, бы;пr созданы

двухцеЕтровые системы ИФА, основанные на различных сочетаниrIх иммоби-гпазованных

и меченЕых ферментом МКАТ и выявJuIющие разные концеЕтрации растворимоr0

эндогJIина. Система на основе запатентов€lнных ре€гентов 4Е4 и 4С9 была способна

опредеJuIть уровни аЕтигена, которые в среднем на два порядка цревышают зЕачения,

поJryченные 0 помощью анаJIоги.Iного коммерческого набора. В диссертационном

исследовании автором были продемонстрированы возможЕости созданных МКАТ к

эндогJIиIту в качестве иЕструментов дJuI изучения биологии кJIеток, что поЗвоjIилио

устtlIIовить, что экспрессиrI молекул CD105 на мембране кJIеток лабшьна и может

изменяться в зависимости от условий культивированиrI. Созданные МКАТ к эндогJIинУ

позвоJIиJIи иссJIедовать коЕцентрации этой молекулы в супернатантах кJIеточных KyJbTyp,

провести процедуры иммунопреципитации для очищения молекул эндогJIина и выдеJIить

э}цогJIин с разJIичным мопекуJUIрным весом с помоuрю вестерн-блота. Это позвоJIило

провести сравIIитеJъпый качественный и количественный анаJIиз обновления рецепторов

на мембранах изучаемых кJIеток. Проведенные исследованиJI привеJIи к закJIючению, что

поJryченные реагенты дают возможность проводить разностороннее изучение роли

эндоглина в биологии клеток, могут быть использованы дJUI выявления изменений в

ypoBIUIx экспрессИи эндогJIИна и изучения процесса иХ обновления на мембранах кJIеток.

Все поrryченные данные проиJIJIюстр ир ованы рисункttN,Iи высо кого качества.

Таким образом, автором убедительно поквано, что создtшнtш панеJь МКАТ

обеспечиввает в фундаrrлентаJIьных и прикJIадных исследовtlниях lшrлмуноаффинное

выделение молекул растворимого эндогJIина, их детекцию методом вестерн-блота и

двухцентровою иммуноанаJIиза, а также вьUIвление cD105 па мембраЕах кJIеток с

помошрю методов проточной щтоф.тryорометрии, иммуноф;ryоресценции и

иммуногистохимии.

В четвёртой главе (9 стр.) автором проводится обсуждение поJryченных

результатоВ исследованиjt, гд9 имееТ место подробный сравнительный анz}JIиз всей
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совокупности данных, имеющихся в мировой и отечественной ш{тературе, и детаJIьное

обсуждение резуJьтатов, что дает основаfiиJI дJuI формироваfiиrI поJIноценных выводов.

Выводы цеJIиком вытекают из резуJБтатов исследовЕlния.

Двтореферат и 8 rryбликаций, в том числе 2 в отечественных журнttлzlх,

рекомендовtlнЕых ВАК и одна - в рецензируемом иЕостранном хryрЕале, поJIно отражают

результаты исследованиrI.

Внедрешле результатOв исследов ания

Результаты, поJryченные в диссертаIшонном исследовании, запатентованы (патент

на изобретение Ns 2604192 от 20.10.2015 и зчuIвка на изобретение J\Ъ 2015145138 от

20.10.2015, положительное решение), и разработанные методики внедрены в лаборатории

гибридомной технологии Федера_тьного государственного бюджетного учреждения

кРоссийский научный центр радиологии и хирурм!Iеских техЕологиЙ> Министерства

здрчlвоохранения Российской Федераrши и в отделе вIIутрикJIеточной сигнаJмзаIши и

трЕlнспорта Федераrьного государственного бюджетпого учреждениrI <Инстиryт

цитологии Российской академии наук).

Рекомеtцации по дальпейшему внедрению

Резуrьтаты данного диссертационного исследованиrI моryт быть рекомендованы

дJuI внодрениrI в экспериментальЕую и кJIинико-экспериментarльную рабоry научно-

исследоватеJьских академических и медищ,шских учреждений. ПоrrученЕые МКАТ моryт

сJIужить основой дrrя разработки под(одов анти-ангиогенЕой и таргетной терагпrи, в том

числе в лечении злокачественных новообразований.

Замечапия. Кроме небольшшс заruечаний, касаюIцихся стиJuI оформления

диссертаJши, указанных выше, которы9 нискоJIько не вJIи,Iют на высокую положитеJьIIую

оценку данной работы, других шринципиаJьно вФкных зztд,Iечzlний нет.

заключение

,Щиссертация Смирнова Ими Валерьевича кСоздание и характеристика

монокJIоЕаJъЕых антител к эндоглину, маркеру мезенхимшых стволовых кJIеток и

эIцотеJIиJI>, представлеIIнtuI на соискание ученой степени канд}цата биологических наук,

явJuIется сalп,lосюятельной законченной кватпrфикационной научно-исследовательской

рабоюй, в коюрой содержится решение важной и актуальноЙ задачи - создtшиrl и

характеристики нового семейства МКАТ, распозfi.lющих мембранную и раствор}INlую

формы эндогJIина. Выводы и рекомеIцации достаточно обоснованы. По совокупности

6



критериев работа полностью соответствует требовtшиям п.9 кПоложения ВАК МО РФ О

порядке присуждения ученьж степеней>, утверждеЕным Постановлением Правительства

РФ от 24 сентября 2013 г. М842, предъявJIяемым к кандидатским диссертациям на

соискание ученой степени кандидата биологических наук по специzrльности 03.03.04 -
клеточнЕUI биология, цитологиЯ, гистолоГия, а ее автор заслуживает присуждения ученой

степени кандидата биологических наук.

отзыв заслушан и обсужлен на заседании Научного отдела онкоиммунологии

Федера-пьного государственного бюджетного учреждения кНаучно-исследовательский

институт онкологии им. Н.Н. Петрова> Министерства здравоохрttнения Российской

Федерации, протокол Jфl от к22> феврмя2Ot7 r.
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