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от3ь|в
официального оппонента на диссертационнук) рабоц

[имоновой €офьи €ергеевнь[ на тему: <<€оздание вь|сокопродуктивнь|х
моноклональнь[х кпеточнь!х линий, экспрессирук)щих активнь|е
рекомбинантнь[е лизосомальнь|е ферменть| арилсульфатазу Б и

идуронат_2-сульфатазр>' продставленнук) на соискание уненой степени
кандидата биологических наук по специальности 1.5.б _ Биотехнология

Актуальность темь[

Фрфанньте генетические заболевания, к которь|м относится щуппа

мукопол*тоахаридозов, рассмащив€шотся как воокн€ш1 медицинск€ш| у1

соци€|"пьн€ш проблема. Ферментная недостаточность при

мукополисахаридозах |1 и !1 типов сопровождаетоя тяэкелейтшими

к.]1иническими проявлен \4ям\4 болезни и органической патологией.

Фдним из гутей лечения |1 улг{1шения качества жизни цри этих

заболеваниях является пожизненное использование ферментной

заместительной терапии.

|[олучение клонов-продуцентов лизооом€ш1ьнь1х ферментов,

оптимизация условии и пар{!]!1ещов их суопензионного |ультивирования _

необходимое звено разработки промь11пленной биотехнологии

отечественнь1х препаратов.

в этом отно1пении диссертационн€ш{ работа 1имоновой с.с.,

направленная на получение' изучение биологических свойств



вь1сокопродуктивнь1х монок.т1ональнь]х к.т1еточньтх лини|т' оохраня]ощих

вь|сокие ур6вни экспрессии активнь1х рекомбинантнь1х лизосом€|пьньтх

ферментов арилсульфатазьт в и идуронат_2_сульфатазьт' ре1шает ва)кну[о

задачу и является' несомненно' актуатльной.

€тепень обоснованности научнь!х полоясений, вь[водов ||

практических рекомецдаций, сформулированнь!х в диссертации

Анализ науиной литератшь1 по гщоблемам терап||у\

мукопол|4оахаридозов' молеку]1ярно_генети11еским |1 биотехнологи!1еским

подходам к ре1шенито проблемь1 разработки к]]еточнь]х систем биосинтеза

активньгх ферментов, для з€|местительной тералии позволип диссертанц

обоснованно вь:брать цель и сфорплулировать задачи иооледов аний.

}1спользованнь1е автором современнь1е методь| отвеч€}}от вь1сокому

уровн}о исследований, а полученнь1е в результате экоперимент€|'льной работьт

научнь1е даннь1е обобщень1 и проан€}пи3ировань1, что позволило обосновать и

сфортшулировать вь|носимь1е на защиту научнь]е поло)кени'{, вь|водь1 и

практичеокие рекоменд аци|4.

.{остоверность |1 новизна научнь|х пололсений, вь|водов п

практических рекомендаций

Ёаулная новизна исследований зак.]1}очается в том' что автором

теоретически обосновань! и экспериментапьно подтвер}кдень] методи!|еские

подходь1 по полг{енито к.]1онов_продуцентов рекомбин€}нтнь|х

лизосомальнь|х ферментов. Бпервь|е в России ооздань1 вь|сокопродуктивнь1е

к.т1еточнь|е л'1нии _ продуценть1 и установлено сохранение пощченнь|ми

монош1ональнь1ми к.]1етками вь!соких щовней продуцирования

арилоульфатазьт в о коэкспреооией вопомогательного формилглицин

генериру[ощего фермент а' у1 и[уронат-2-оу льфатазьл на протяжении не менее

60 к.]1еточнь|х генераций. Фптим|4зац14я уоловий у1 парамещов

суспензионного культивировани'{ кпонов о введением систему

дополнительнь|х фидеров и ионов меди обеспечило полг{ение ферментов с

вь1сокои }Аельнои активность}о.



экспериментапьнь|е даннь1е рас1шир'|}от знания в области биологии

рекомбинантнь1х к.]1еток в культуре. €озданнь]е крупнь1е банки к.]1еток в

)кидком азоте, сохран'1тощие стабильность биотехнологт1ческ!п(

характериотик после реконсервацп|4' обеспечившот возмо)кность их

практи!1еского использования. ||олутенньте даннь1е, несомненно,

обладатощие наутной новизной' представля}от значительнь:й интерес и

моцт бьтть использовань1 как основополаг€}|ощие рядом смежньп(

направлений иооледований' что отщь|вает возмо)кность их практичеокого

иопользован\4я р€вли(1нь|х о0ластеи 0иотехнологии 14 проведени'1

иоследов аний фундаментапьного и прик]1адного характера.

Рьтводь: и практические предло)кени'{ представля}от теоретическое и

практи[{еское значение и яв.]шгтотоя 6азой д.т1я датльнейплего разв|1тия

исследов аний по данношгу направленик).

,{иссертационн€ш1 работа 1имоновой с.с. вь1полнена на вь1соком

нау{но-методическом уровне' экспериментапьнь1е исследования

обосновань:, результать1 статиотически обработань: у| подверп{уть1

глубокошгу ана]1утзу.

Бсе вьттпе перечиоленное позволяет оделать закп}очение о вьтсокой

достовернооти нау|нь|х поло)кений, вьтводов и гщактических рекоме}ц аций

дисоертации 1имоновой €офьи €ергеевньт.

€оответствие диссерта!{[|!|: автореферата п публикаций

критериям <<]1опоя(ения о присуждении учень[х степеней>>

,{иссертация [имоновой с.с. <€оздание вь1оокогщодуктивньгх

моноклон€!'пьнь1х к.]1еточнь1х линий, экспрессиру!ощих активнь1е

рекомбинантнь1е лизосома']1ьнь1е ферментьт арилсульфатазу 8 и идр онат-2-

сульфатазу> написана хоро1шим наг{нь1м язь1ком, обладает внущенним

единством, содержит новь1е нагтнь|е результать|. Автореферат оодержит

основнь1е раздель1 диссертациу1у|рас|Фь1вает ее нау{нь1е положения. Бь:водьт

и практические предлох(ения' изложеннь1е в автореферате и Ау|ссертациу1'

идентичнь1. [исоертация у| автореферат ёоответству!от критери'|м



<<|{оло:кения о прису)кдену\и г{ень1х степеней>>. |{о теме диссертации

опубликовано 4 наг{нь1х работ, в том числе 3 статьи в рецензируемьп(

нау]нь1х |1зданиях, рекомендованньгх вАк }у1инистеротва образования и

науки Российской Федерации. |[о результатам иооледований получен один

патент на изобретение кш20201 0753з^ <<1{летка, продуциру!ощая о вьтсокой

эффективность}о активньлй белок арилсульфатазу Б, и способ полщ енияэтой

к.}1етки). Б опубликованнь1х статьях достаточно полно ощажень1 основнь1е

результать] экоперимент€}льной работь1 диссертанта.

.)[ичньпй в|&пад соискателя в разработку научной проблемь|

1имонов6й с.с. самостоятельно проведен анапиз разработанности

изулаемой проблемьт и определена тема диосертации' цель у1 задач\4

наг1ного исследов а|!щ' обоснован вьтбор матери€ш1ов и методов' освоены

необходимь1е мето дутки'цроведено обобще ние у\анапиз пощд1енньп( даннь]х.

3ксперимент€}пьн€ш{ работа по теме диссертационнь|х исследованутй

[имоновой с.с. проводилась самостоятельно на базе наг{но_

производственной ппощадки АФ <|енериум) в отделе к.]1еточной биопогии.

€нитато, что соиокатель лично сформулировапа' основаннь1е на

полг{еннь1х данньгх' вь1водь1 и практические рекомендации.

Апробация резул ьтатов. Результать| диссертационного исслед ования 6ьтли

представлень1 на наг{но_практических конференциях АФ <[енериум) в ик)не

2018 т. и202| т.

Фценка содер}!€ния диссертации и ее завер!шенности

,{иосертация изложена на |4| отранице, вклтоная 33 рисунка и 15

таблиц. €писок цитируемой литературь1 оодер)кит 154 источника.

Работа состоит из введения, обзора литерацрь1' материалов и методов

исследований, от{у|оаътия собственнь:х результатов исследований |т их

обоуждени'1, вь|водов' опиоан|4я практического иопользования результатов,

описка литератшь1 и приложений.

€щуктура и содер)кание диосертации полность}о соответствует

щебовану!ям, т1редъяв!1яемь1м к кандидатоким диссертациям.



Бо <<8ведениш> обоснована акц€ш1ьность ретшаемой проблемьт,

сформулировань1 цель у! задачи работьт, нау{н€|я новизна' г|рактическ€|{

3начимость и основнь1е положен|4я дутссертациу1, вь|нооимь1е на защиц.

)1итературнь:й обзор содержит тщательньтй анапиз литерацрь1 по

исследуемой проблеме, что ук€}зь1вает на глубину проработки темь1

исследова|тр1я.

<<}т1атериальт |4 методь1 исследований>> содержат сведения об

используемой клеточной культуре, реактивах, использованном

оборудовану1|4 и методах, !!Р!! помощи которь1х в работе бь:ли ре€}лизовань1

цель и поставле'ттньле задачи.

9сновнь:ми р€}зде лами результатов собственньтх исследов аний автором

вь1делень|: глава з : Разработка моноклон€шьньтх ю1еточньгх линутй и

технологии их культивирования для промь|1шленного производства

рекомбинантного активного фермента идуронат_2_сульфатазь1; гла_ва 4

по.ггг{ение монок.]1он€}пьнь1х к.]1еточнь|х линий рекомбинантного фермента

щутлсульфатазьт Б; глава 5 - Разработка вь1сокопрод}ктивнь1х

монок.]1ональнь1х к.]1еточнь|х лпний, коэкопресоиру]ощих арилсульфатазу Б и

формилглицин генериру]ощий ферментьт и технологии их щльт|4в|4роваЁ|\4я

д.]ш1 промь11цленного производства рекомбинантного активного фермента

арилсульфатазьт Б; глава 6 - Аооледов€1ние отабильности экопрессионнь|х и

ростовь1х характеристик к.]1онов_продуцентов идшонат_2_оульфатазь1 у|

арилоульфатазьт Б.

Фбсркдение вк.т1}очает в себя глубокий анапиз собственных

результатов эксперимента.гльной работьт, позволивтшей диссертанц

практически ре1шить все поставленнь1е задачи и вь1явить перспективь|

дальнейтших исследований в данном направлении.

в целом матери€|"п диссертащ,1отштой работьт цредсгав]1яет нау,птьй у|

практи!1еский интерес и яв.]ш{ется зако1г{еннь1м иоследованием' в котором

ре1шается ва)кн€ш наг{н€|.я проблема' име1ощ€ш{ существенное пр€кти!1еокое

значение д]1я отечественной медициньт и биотехнологии.



Бьтводьт у1 пр€|ктические рекомендациу1 написань1 в соответству1и о

цель}о и задачами исследов ания .и полностьк) вь|тека}от из результатов

проведенной работьт.

в этой овязи очит€шо' что диосертация 1имоновой с.с. яв[1яетоя

завер1шенной кваг:ификационнойработой, вь1полненной самостоятельно на

вь]соком нау{ном уровне.

Бсе вь11шеизло)кенное позволяет дать поло)кительну!о оценц

вь|полненной работе.

3амечания' по)келания и вопрось| по диссертации.

1) Автор о{мечает' что теоретическ€ш 6аза работьт оонована на

исоледованиях росоийоких у1 зарубежнь1х г{ень:х (сщ.10), однако в

обзоре литерацрь] нет ссь1лок на работьт отечественньтх у{ень|х.

2) в обзоре литерацрь1 представлена схема по]гг1ения стабильньлх линий

- продуцентов на оонове к.]1еток сно, однако нет ссь1лки на исто11ник

информации.

3) €нитало целесообразнь1м вк]11очать в диссертационнь1е работьт ра}дел

<<3аклточение по обзору литературь:>.

4) [отелось 6ьт полу{ить объяснение ф'*ц сни)кени}о удельной

активности идуро нат-2-су льфатазьт ( 1 2 $) при вь1соком вь1ходе целевого

продукта при биосинтезе при32,(?

Фтмеченные замечаът\4я не влия}от на обш1уо положительну}о оценщ

диосерта|1!АА!А, представлятощей законченное исследова!!у1е) несомненно'

оодержащее нау!}туто новизну и результатом которого явилось по]гг|ение и

создание криобанка монок.]1онш1ьнь|х к.]1еточньп( линий-гродуцентов

активнь]х рекомбинантнь1х лизосомапьнь1х ферментов арипсульфатазы 8 и

идшонат_2_сульфат€1зь1 д[!я замеотительной ферментной терапии цри

мукополисахаридозах 11 и !1 типов.

|{редставленная работа полезна в нау1ном и практи!1еском плане и

направлена на ре1шение акцш1ьной про6лемьт биотехнологи и и мёдицинь1.



Диссертационная работа соответствует специальности 1,5.6 -  

Биотехнология.

Заключение
Считаю, что диссертационная работа Тимоновой Софьи Сергеевны 

на тему: «Создание высокопродуктивных моноклональных клеточных линий, 

экспрессирующих активные рекомбинантные лизосомальные ферменты 

арилсульфатазу В и идуронат-2-сульфатазу», представляет законченный 

труд, выполненный лично автором, содержащий новые научные данные в 

области биотехнологии создания рекомбинантных терапевтических 

препаратов, расширяет арсенал клеточных культур -  продуцентов 

биологически активных препаратов и вносит реальный вклад в решение 

проблемы заместительной ферментной терапии при мукополисахаридозах II 

и VI типов.

Диссертационная работа по актуальности решаемой в ней задачи, 

научной новизне полученных результатов, их практической значимости, 

достоверности и обоснованности научных положений и выводов полностью 

соответствует требованиям пункта п, 9 «Положения о'^орядке присуждения 

ученых степеней», утвержденного постановлением Правительства РФ 

№ 842 от 24 сентября 2013, а её автор Тимонова С.С. заслуживает 

присуждения ученой степени кандидата биологических наук по 

специальности 1.5.6 -  Биотехнология.
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