
отзыв
официального оппоЕента доктора медицинских наук, профессора

Ненашевой Натальи Михайловны на диссертациоЕную работу
Никольского АлексанДра Аркадьевича на тему: <<Роль экспрессии гена

Stat| в нейтрофильном воспалении при бронхиальной астме>,
представJIенную на соискание ученой степени кандидата биологических наук

по специаJьности 3.2.7. А.п;lергология и иммунология

Акryальность темы диссертации

БронхиальнчuI астма (БА), распространенное восп€lпительнОе ЗабОлеВание

органов дыханиrI, которое характеризуется большой гетерогенностъю В ОТнОШеНИИ

фенотипов заболевания, то есть наблюдаемых свойств организма, которые

форrируются в результате взаимодействия генотипа и окружающей среды. Термин

"фенотиП" описываеТ этИ свойства, а "эндотип" объяснrIет конкретный

биологический путь, который определяет наблюдаемые свойства фенотипа, и

зЕlвисит от эпигенетических факторов. Олним из эндотипов БА явJUIется тяжелая

форма астмы с нейтрофильным воспалением в дыхательных гIутях.

Известно, что факгор трtшскрипции STAT3 связzш с тяжелой формой БА,

сопровождающейся нейтрофильным восп€lлением. SТАТЗ акгивирует Тh2, и Thl7-

клетки, макрофаги и увелиtIивает IIроникновение нейтрофилов и эозинофилОв в

легкие, повыш€ш экспрессию молекул адгезии и их представленность на

поверхности эндотеличlпьных кJIеток. В результате происходит ПРивлеЧение

нейтрофилов с развитием нейтрофильного воспаления в бронхах, гиперсекреции

слизи, а в последующем и формирования ремоделирования дщхателъных гцlтей.

Нейтрофильный тип воспчшениrI при БА связzlн с IIлохо-контролируемым течением

заболевания, струкtурными изменениями стенки бронхов и ограниtIенным

эффекгом кортикостероидной терапии. В отлиtIие от эозинофильной БА, для

нейтрофильной БА не существует пока эффекгивных методов терzшии и кРаЙне

aKTyulJIbHa потребность в разработке новых методов лечения дzшного фенОтипа

заболевания.

Разработка новых методов лечениlI, как пр€lвило, возникает путем

исследованиrI кJIючевых мехчшизмов патогенеза, что cocTaBJUIeT суть даннОй

работы и определяет ее безусловную актучtльность. Один из перСПекТИВных



использование феномена интерференции РНК. Цель данной работы ЗаКIIЮЧzlЛаСЬ В

из)л{ении роли экспрессии гена Stat3 в нейтрофильном восПаПеНИИ ПРИ

бронхиальной астме.

степень обоснованности научных положений, выводов и рекомендаций,
сформулированных в диссертации

СформуЛировiшнЫе в .щIссертsционНом исследованиИ цель, задачи, на)л{ные

положенуlя и выводы подгверждaются данными исследовануIя) сформулированы

логиtIно и основаны на литераryрно-библиографических д€шных, досТаТоЧноМ

числе экспериментальных исследований, использовании современных методов

исследования (ПолимеразнffI цепнuUI реакция в peaJIbHoM времени; Проектиров€шие

и синтез миРНК с использованием автоматического синтезатора Oligo Pilot 10;

Скрининг активности миРНК in vitro на кJIетках L929 (фибробласты мыши);

БиологическчuI активность комплекса siSТАТ3лТР in vivo) и статистиtlеской

Statistica 12.5). Задачиобработке материалов исследоваIIия (програшrма

исследования сформулированы в полном соответствии с целью работы. По итОгаМ

диссертации сформулировано'7 выводов, которые соответствуют постzlвленныМ

задачам исследов€шия. Выводы четко сформулированы и логиtIно вытек€lЮт иЗ

результатов проведенного исследовzшиrl.

На}..rно-практическ€UI значимость данной работы заюIючается в тОм, чТО

была создана экспериментальная модель на мышах, имитирующая резистенТнУЮ

кортикостероидам бронхиальную астму с нейтрофильным типом воспilJIения,

Прещlоженный протокол позволяет индуцировать у мышей все важные признаки

патологии, вкJIючая нейтрофильное восп€lление, которое р€lзвивается при помОщи

Тhl7_зависимого гIути. Созданная модель может быть использована в

практических цеJUIх дJIя тестирования новых средств терапии данной патологии.

Новизна и достоверность поJIученных резуJIьтатов, выводов и рекомендациЙ,
сформулированных в диссертации

В данной работе автором был предIожен новыЙ протокол дIя индукции

экспериментЕIльной бронхиальной астмы (БА) с нейтрофильным типом воспrlлениll

у мышей. Эксперимент€lJIьно было показано, что рчlзвитие болезни у мышей СвяЗ€lнО



овzrльбумина, в смеси с адъювrштом Фрейнда и липополисахаридом Escherichia

coli.

Уникатrьные молекryлы миРНК были созданы автором с применениеМ

специztльной методологии проекгирования. В экспериментах iп yitro и iп vivо на

модели БА у мышей было показано, что при комIшексировании с пептиДныМ

носителем ФТР) данные молекулы проявляют эффекгивное свойство подuшления

экспрессии гена Stat7 в разлиtIных типах кJIеток, вкIIючаII Тhl7-клетки.

В работе впервые было пок€вано, что инг€lляционное введение

иммунобиологи!Iеского комппекса, содержаrцего молехryлы миРНК, нrшравленные

против гена Stat|, а т€кже пептид-носитель LГР, сгlособствует значительному

подавлению проявлений заболевания у мышей. Уменъшение экспрессии целевого

гена в ткани легких наблюдалось в результате введениlI данного KoMIUIeKca, что

свидетельствует о его эффеlстивности при ингчшuIционном применении.

В работе автором проведен анапиз взzммосвязи между подчшлением

Stat? при использовании синтетических молекул миРНК и

степенью проявJIени;I симптомов бронхиальной астмы. Впервые было показано, что

пятикратное инг€lJIяционное введение разработанного комплекса миРНIt/пептид-

бронхов и снижение

нейтрофилы,

носитель вызывает восстановление

количества провоспzlJIительных

бронхоальвеолярном лаваже и ткани легких у животных в эксперименте.

Результаты исследования свидетельств)rют о возможности использов€шия

интерференции РНК как потенциального под(ода дJIя лечения кортикостероид-

резистентной броrтхиальной астмы, котор€ш хараIсгеризуется нейтрофильным

типом воспаления. Это является первым экспериментальным подtверждением

эффекгивности данного подхода.

,Щемонстрируется воспроизводимость поJryлIенных данных при проведении

экспериментов в рztзличных условиях, что свидетельствует о надежности и

достоверности полученных результатов. Полученные Никольским А.А.

экспрессии гена

толщины стенок

клеток, вкJIюччUI

з



экспериментчtпьные данные

статистических методов.

обработаны с применением адекватных

Полнота изложения резуJIьтатов диссертации в научной печати

основные результаты диссертации опубликованы в 9 статьях в научных

журналаХ, которые вкпючеНы в переЧень рецеНзируемых периодшIеских научных

изданий, рекомендованных лля огryбликования основных научных результатов

докторских и кандидатских диссертаций (назв€шиrI журн€lлов: (Jolrrnal of

Immunological Methods>, кИммунология}, KBiochemistry (Moscow)>>,

кБиотехнологиlI)), кРоссийский аллергологический xrypнaD). В УкаЗаННых

статьях описаны проведенные исследования и сформулированы соответствующие

научные и практиtIеские выводы. Результаты работы предстzшлены и ОбСУждеНЫ

на на)чно_практиtlеских конференциях, в том числе международIых.

Оценка содержания и оформления диссертации, её завершенность В целОМ,
замечания по оформлению диссертации

,Щиссертация Никольского Александра Аркадьевиtrа имеет традиционную

структуру, вкIIючtlющую введение, обзор литературы, описание материrlлов и

методов, результатов исследования, обсуждение, выводы и список литераТУРы.

Работа изложена на 128 страницах машинописного текста и иJшюстрирована

24 рисунками и 4 таблицами. Список литературы вкIIючает 228 источникоВ, В тоМ

числе 30 отечественных и 198 зарубежных.

Во введении обоснована актуапьность темы исследования, представлена

научнzш новизна и практическzш значимость диссертации. Прелставленные цель и

задачи корректно сформулированы, однако они расположены не в раЗделе

"Введение", а в разделе "Обзор литераryры".

В литераryрном обзоре содержится компетентное изложение особенностей

рtlзлиtlных фенотипов бронхиальной астмы, а также рассматривается BzDKHocTb

кJIеток, цитокинов и молекулярных факгоров, вкIIюч€и транскрипционный факгОР

STAT3, в возникновонии нейтрофильной астмы. Кроме того, рассматривulются

современные по.щоlрI к лечению бронхиальной астмы.

Из главы кМатериалы и мето.щI)) следует, что автором испольЗОВЕIН

достаточный набор совремешных методов, обеспечивших надежность поJIученных



результатов. Все полгученные данные подвергнуты адекватной статистической

обработке с использованием методов непараметрического zшчlпиза.

В главе <<Результаты) автор дет€rпьно опис€tп свои исследованvIя.' которые

вкIIючали создiшие эксперимента-гrьной модели бронхиальной астмы с

нейтрофильным типом воспzlJIения, синтез молекул миРНК, способных подавлять

экспрессию гена Stat?, и катионного дендримерного пептида в качестве носитеJuI

дIя молекул миРНК. Результаты показали, что ингulJlяционное введение этого

терапевтиtIеского комплекса на экспериментапьной модели бронхиалъной астмы

привело к снижению проявления основных признаков заболевания, За счет

подztвления Тh17-иммунного ответа, о чем свидетельствует значительное

уменьшение экспрессии I||'7аиIlrl'7f в кJIетках БАJI. При этом экспрессиrI гена IfnT,

являющегося маркером Тhl-иммунного ответа, и гена Il4, который явJuIется

маркером Тh2-иммунного ответа, не изменяпись.

В разлеле <Обсужление) проводится анапиз и сопоставление поJryченных

utBTopoм результатов с имеющимися в мировой наl^rной литературе данными. Семь

выводов диссертации сформулированы четко и вытекают непосредственно из

экспориментальных дiшных, поJIученных диссерт€штом.

Содержание, изложение и оформление матери€lла д4ссертационной работы

соответствует всем установленным правилЕlм. ПредставленнЕuI работа явJuIется

выполненным на соответствующем поставпенным цели и задачам уровне на)л{ным

трудом. В ней решены важные дJuI иммунологии на}цно-прzжтисIеские задачи.

Подробно, на достаточно высоком теоретшIеском и методологическом уровне

описаны исполъзованные в работе методы исследовшlия. В праrсгической части

работы дана содержательнzи интерпретация полученных результатов исследования

с большим колиtIеством рисунков и таблиц и их аргументированный, пошrобный

анализ.

Магериал в работе изложен с соблподением вIIутренней логики, межд/

р €вделами суще ствуот логиtIе скzш вз€tим о связь . Пр о слеживается тщательнаlI работа

по каждой поставленной задаче. Полностью раскрыта тема работы, решены задачи,

достигнута постчшленн€lя цель.



В тексте работы имеется ряд стилистиtIеских недочетов, которые не носяТ

принципиzlльного характера и не снижilют теоретической и практической ценнОсти

научной работы Никольского А.А.

.Щиссертационнчш работа ocTaBJuIeT впечатление закончеЕности И

целостности.

В процессе рецензирования возникJIо несколько вопросов:

1. При экспериментilпьном моделиров€шии нейтрофильной БА у мышей

отмечапись признаки )частия Th2 ответа, в частности, цродукциrI

€UIперген-специфических IgE аптител. Значит ли это, по мнениЮ €штора,

что не существует искпючительно эозинофильный или нейтрофильный

фенотип воспzlJIениrI дыхательных путей при БА, а скорее

преимущественно эозинофильный или нейтрофильный?

2. Согласно нед€шним исследованиям, трiлнскрипционный фшсгор STAT3

)лIаствует не только в Thl7-, но и Th2-oTBeTe, кооперируясь с SТАТб,

возможно ли предположить, что уменьшение гиперэкспрессии Этого

факгора булет влиять и на Т2-воспаление?

3. Какие нежелательные эффекты можно предположить в результате

подавлениrI экспрессии STAT3 ?

В целом оценивzlю представленную диссертацию положительно.

Соответствие содержания автореферата основным положениям
диссертации

Содержание автореферата полностью соответствует основным положениrIм,

изложенным в диссертационной работе. Автореферат оформлен соответственно

заклrочение

требованиям.

Таким образом, диссертация Никольского Александра Аркадьевича на тему.

кРоль экспрессии гена Stat| в нейтрофильном воспалении при бронхиальной

астме), представгIеннzlя к защите на соискание 1^rеной степени к€шдидата

биологических наук, является законtIонной нry..rно-квчlJlификационной работой,

содержащей новое решение актуальной научной задачи разработки молекулы

миРНК, которые специфически подавляют экспрессию гена Stat?, siSTAT3-|426,



что позволило определить роль экспрессии гена stat? в нейтрофильном воспалении

при бронхиальной астме.

По своей актуапьности, практической значимости, новизне поJцrчgIIц"r*

результатов, объему и достоверности материzша предст€шленнtш работа

соответствует требованиям п. 9 Положения <О порядке присужДениЯ )л{еныХ

степенейD, утвержденного Постановлением Правительства Российской Федерации

J\b842 от 24 сентября 2013г (в редакции ПостановлеЕия Правительства РФ ]ф101 от

26.от.2023г), преДъявляемЫм к дисСертациоНным работам на соискание уrеной

степени кандидата наук, а ее автор Никольский АлександР АркадьевиЧ

заслуживает присуждения 1пrеной степени кандидата биологических наук по

специztльности 3 .2,'7 . Аллергология и иммунология.
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