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На сегодняшний день, в условиях высокой социальной значимости онкологических 

заболеваний, поиск новых методов и подходов к противоопухолевой терапии является 

актуальной задачей. Очевидно, что эта задача может решаться на основе принципа 

междисциплинарности, с использованием достижений фундаментальной медицины и ряда 

областей биологии, химии и физики. Традиционные методы медикаментозного лечения 

злокачественных новообразований, несмотря на широкое применение и 

общепризнанность, имеют ограничения, связанные с малой специфичностью воздействия, 

высокой побочной токсичностью, а также лекарственной устойчивостью некоторых 

опухолей. Особое внимание при разработке новых терапевтических подходов уделяется 

персонализации лечения, призванной обеспечить максимально возможный 

терапевтический эффект и безопасность в каждом конкретном случае. В связи с этим, при 

создании противоопухолевых препаратов предпочтение отдается агентам, обладающим 

направленностью (таргетностью) действия в отношении опухоли. В реализации этого 

подхода первостепенную роль играют опухолеспецифичные молекулы-мишени, 

терапевтическое воздействие на которые приводит к элиминации опухолевых клеток.  

Диссертационная работа Соколовой Е.А. является примером такого 

междисциплинарного подхода, реализуемого в рамках совместного проекта 

Нижегородского государственного университета им. Н.И. Лобачевского и Института 

биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 

основной целью которого является разработка и исследования агентов для таргетной 

терапии опухолей с гиперэкспрессией рецептора-мишени HER2 – агрессивных 

новообразований, трудно поддающихся лечению. В работе, с одной стороны, создана 

модель HER2-гиперэкспрессирующей опухоли человека, позволяющая наблюдать и 

количественно характеризовать рост опухоли в организме животного на основе 

регистрации флуоресценции опухолевых клеток. С другой стороны, результатом работы 

явилось создание HER2-специфичного иммунотоксина, содержащего токсический 

фрагмент псевдомонадного экзотоксина А, и изучение его свойств in vitro и in vivo. 
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Учитывая указанное выше, следует признать, что работа Е.А. Соколовой является 

чрезвычайно актуальной и востребованной как с точки зрения фундаментальной науки, 

так и экспериментальной медицины. 

Диссертация Е.А. Соколовой выстроена по традиционной схеме и содержит 

введение, обзор литературы, описание материалов и методов исследования, изложение и 

обсуждение полученных результатов и список использованной литературы (219 

источников). Работа изложена на 134 страницах, содержит 33 рисунка и 6 таблиц.  

Обзор литературы посвящен свойствам белков, содержащих генетически 

кодируемые флуорофоры и называемых обычно  GFP-подобными или просто  

флуоресцентными белками,  и их использование в качестве флуоресцирующих меток 

опухолевых клеток. Второй раздел обзора посвящен перспективам использования 

клеточного рецептора HER2 в качестве мишени для таргетного терапевтического 

воздействия. Наконец третий раздел обзора посвящен иммунотоксинам как таргетным 

противоопухолевым агентам, причем наиболее подробно проанализирован 

псевдомонадный экзотоксин А, который применялся для решения задач диссертационной 

работы. В целом обзор литературы свидетельствует о хорошем владении диссертантом 

информацией по исследуемой проблеме, отличается логичностью и полнотой изложения, 

многосторонним анализом рассматриваемого вопроса и может быть рекомендован к 

опубликованию.  

В главе «Материалы и методы» подробно описана экспериментальная часть 

исследования. Работа выполнена с использованием широкого спектра современных 

методов и свидетельствует о реальной мультидисциплинарности работы. Диссертантом 

продемонстрировано владение методами работы с объектами разного уровня организации, 

в том числе рекомбинантными белками, клетками в культуре in vitro и лабораторными 

животными. Использованы методы трансфекции, специфического окрашивания 

субклеточных структур, иммунофлуоресцентного анализа, хроматографии и 

электрофореза, лазерной сканирующей микроскопии, анализа механизмов гибели клеток с 

использованием проточной цитофлуориметрии, оценки терапевтического потенциала 

противоопухолевых агентов на животных-опухоленосителях и др. В целом, методический 

аспект исследования производит хорошее впечатление и позволяет говорить о высоком 

техническом уровне проведенного научного исследования. 

Глава «Результаты и обсуждение» включает четыре раздела, причем первые два 

посвящены созданию адекватной экспериментальной модели, а последние два – попытке 

создания нового таргетного противоопухолевого препарата и его испытаний на 

полученной модели.  Первый раздел описывает получение флуоресцирующей 
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производной линии клеток аденокарциномы яичника человека SKOV-3 путем 

трансфекции клеток геном дальнекрасного флуоресцентного белка TurboFP635 (Katushka) 

и создание ксенографтной опухолевой модели после перевивки флуоресцирующих клеток 

иммунодефицитным мышам. Для полученной модели подтверждена экспрессия 

флуоресцентного белка и рецептора HER2. 

Во втором разделе показано применение полученной флуоресцирующей модели 

для визуализации опухоли на уровне целого животного методом поверхностного 

флуоресцентного биоимиджинга. Исследована возможность количественного анализа 

роста подкожно привитой опухоли на основе ее интегральной флуоресценции: показана 

высокая корреляция данных флуоресцентного имиджинга и объема опухолевого узла. 

Продемонстрирована также высокая информативность флуоресцентного биоимиджинга 

опухоли, в частности, при обнаружении непальпируемых экспериментальных опухолей. В 

качестве апробации созданной опухолевой модели проведен флуоресцентный мониторинг 

роста опухоли при воздействии цисплатина. 

Третий раздел посвящен получению рекомбинантного иммунотоксина 4D5scFv-

PE40, состоящего из анти-HER2 антитела формата scFv и токсической части 

псевдомонадного экзотоксина А, и оценке его влияния на рост опухоли in vivo с 

использованием созданной флуоресцирующей опухолевой модели. В рамках этой части 

исследования была проведена работа по подбору условий экспрессии, бактериальной 

наработке и очистке рекомбинантного иммунотоксина. Для количественной оценки 

терапевтического эффекта иммунотоксина был проведен длительный мониторинг 

животных с привитыми модельными опухолями и определен ряд численных показателей 

опухолевого роста (коэффициент скорости роста опухоли, период удвоения опухоли, 

коэффициент торможения роста опухоли). Проведенный анализ показал выраженное 

замедление развития опухоли под действием иммунотоксина. 

В четвертом разделе описаны результаты изучения механизма действия 

иммунотоксина 4D5scFv-PE40. Показано, то иммунотоксин специфично связывается с 

рецептором HER2 на клетках, затем попадает в клетку в результате клатрин-

опосредованного эндоцитоза. При сравнении экспериментальных и литературных данных 

обнаружено, что иммунотоксин, подобно псевдомонадному экзотоксину А дикого типа, 

транспортируется из аппарата Гольджи в эндоплазматический ретикулум. Показано 

существенное снижение интенсивности биосинтеза белка в клетках под действием 

иммунотоксина. Также установлено, что механизмом клеточной гибели в результате 

действия иммунотоксина является апоптоз. Показано, что цитотоксический эффект 

иммунотоксина является высокоселективным в отношении клеток, экспрессирующих 
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