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Актуальность темы диссертации

путей. сопровождающееся восп€lлениgм, одышкой, кашшем, заложенностью в

груди, свистящими хрипами и другими симптомами. Это распространенное

заболевание, диагностируемое у 18о/о насе.пения в различных регионах мира.

Общее число пациентов превышает 300 млн. В России заболевание выявлено

у 10 млн человек, что составляет около 7Оh населения страны. В настоящее

время бронхиа_гrьная астма рассматривается как гетерогенное заболевание,

которое вкJIючает несколько фенотипов и эндотипов. Некоторые

исследователи утверждают, что в патогенезе бронхиальной астмы у{аствуют



не только эозинофилы, но и другие воспitлительные кJIетки, вкJIючаII

нейтрофилы, и выделяют бронхиальную астму с нейтрофильным типом

воспаления как отдельный фенотип. Этот фенотип характеризуется тяжелым

течением и низкой чувствителъностью к глюкокортикостероидной терапии.

Изучение патогенеза БА с нейтрофильным типом воспilJIения и разработка

новых методов лечения, преодолевающих резистентность к

глюкокортикостероидам, являются актуальной задачей в области

ztллергологии и кпинической иммунологии. Ранее было установлено, что

важную роль в патогенезе бронхиальной астмы с нейтрофильным типом

воспzlлениrl играет факгор транскрипции STAT3. Этот белок активирует Th2-

и Тh17-клетки, макрофаги и увеличивает проникновение нейтрофилов и

эозинофилов в легкие, повышая экспрессию молекул адгезии и их

представленность на поверхности эндотелиаJIьных кJIеток. В работе

исследована возможностъ направленной регуjIяции экспрессии гена Stat? в

модельной системе на животных при помощи специфической малой

интерферируюrцей РНК (миРНК) с целью подавлениJI рzlзвития

Тема диссертации соответствует специztльности <<3.2.7 , Аллергология и

иммунологиJI)) согласно паспорту научной специzlльности: исследованvIя,

посвященные изу{ению патогенеза иммуноопосредованных (аллергии,

первичные и вторичные иммунодефициты, аутоиммунные болезни) и других

нейтрофильного восIIаления. Автором разработана модель нейтрофильной

бронхиальной астмы на мышах, синтезирована соответствующ€ш миРНК, дгlя

эффекгивной доставки использовано компгIексирование

дендримерным пептидным носителем, исследована

активность комплекса. Все вышесказанное свидетельствует

диссертационного исследования.

Соответствие темы диссертации указанной специальности

этой миРНК с

специфическая

об актуальности

заболеваний).



Основные результаты диссертационной работы

Разработана модель бронхиальной астмы у мышей, которая

характеризуется преобладанием нейтрофильного тиIIа воспаления. Мышей

линии BALBic иммунизировzlли модельным аллергеном - овальбумином,

адъювантом Фрейнда, а затем проводили провокацию аJшергеном в смеси с

липополисахаридом Е. coli. У мышей проявились кJIючевые признаки

бронхиальной астмы: гиперреактивность бронхов, ремоделирование

респираторного тракта и инфильтрация легочной ткани нейтрофилами.

Патология формироваJIась с }п{астием Тhl7-иммуного ответа, что

соответствует клинической картине заболевания. Модель бронхиальной

астмь1 у мышей с нейтрофильным типом воспаления была использована дJIя

изr{ения патогенеза заболевания и тестирования нового подхода к её

лечению.

Также были разработаны молекулы миРНК, которые специфически

подавляют экспрессию гена Stat7 как iп vitro, так и iп viyo. Были

спроектированы 5 вариантов молекул миРНК, каждаJI из которых состоит из

двух РНК-олигонукJIеотидов смыслового и антисмыслового. Наиболее

активный вариант миРНК - siSTATЗ-l426 - был использован в последующих

экспериментах iп yiyo. Так как молекулы миРНК не могут самопроизвольно

проникать в цитоплазму кJIеток, был использован катионный дендримерный

IIептид LTP, который обеспечивает доставку нукJIеиновых кислот (включая

миРНК) в различные типы кJIеток млекопитающих. flанный пептид был

ранее синтезирован в лаборатории пептидных иммуногенов ФГБУ кГНI]

Институт иммунологии)) ФМБА России. В результате был сформирован

KoMIuIeKc, содержащий молекулы миРНК, ингибирующие ген S/a/-3, и пептид-

носитель LTP. оптимальное соотношение миРНК и LTP в комrrлексе

siSTAT3/LTP составляет |lT2,5 по массе.

В экспериментах iп vitro было показано, что комппекс siSTATЗ/LTP

способен ингибировать экспрессию гена Stat3 в кJIетках L929 и в Thl7-

кJIетках. В экспериментах iп yivo в модели на мышах было пок;tзано, что



ингаJIяционное введение комплекса SiSTAT3/LTP приводит к снижению

уровня экспрессии гена Stat7 в кJIетках бронхоальвеолярного лаважа, а также

снижению количества нейтрофилов, ремоделирования бронхов и

восстановлению толщины стенок бронхов. Кроме того, было отмечено

снижение экспрессии генов Тh17-цитокинов.

Щостоверность результатов исследования

Автором использованы современные методы исследования,

подобранные в соответствии с целями и задачами работы. Эксперименты

хорошо спланированы, полrrенные результаты обработаны с помощью

адекватных методов математической статистики и достоверны. Количество

экспериментов и объем поJý/ченных данных достаточны для формулировки

обоснованных выводов.

Научная новизна

В работе исследованы новые методы индукции экспериментальной

бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспzLления в

эксперимент€}льной модели на животных. Автором впервые была разработана

уникztльная молекула миРНК, которая совместно с пептидным носителем

(LTP) может подавJuIть экспрессию гена Stat3 в различных типах кJIеток,

вкпючzш Тh17-клетки. В экспериментах iп vitro и iп viyo на модели БА у
мышей впервые было продемонстрировано, что введение созданного

иммунобиологического комплекса приводит к уменьшению экспрессии

целевого гена в ткани легких и к существенному подавлению проявлений

заболевания у животных.

В работе впервые из}ruIена взаимосвязь между подавлением экспрессии

гена Stat| с помощью синтетических молекул миРНК и выраженностью

проявлений БА. В результате пятикратного ингiLJuIционного введения

разработанного комплекса миРНК/пептид-носитель происходит

толщины стенок бронхов и снижение уровнявосстановление



ткани легких

предположить,

эффекгивным

провоспапительных кJIеток (нейтрофилов) в бронхоzlльвеолярном лаваже и

животных.

интерференции

кортикостероид-резистентной БА с

нейтрофильным типом воспаления. Исследование в целом открывает новые

разработки инновационных методов лечения этого

экспериментаIIьных

что исполъзование

подходом к терапии

все это позволяет

рнк может стать

перспективы дJIя

заболевания.

Теоретическая значимость

в ткани легких экспериментilльных животных может

путем подавления экспрессии гена Stat3 в Тh17-клетках,

ztльвеолярных макрофагах, фибробластах и эндотели€LгIьных кJIетках. Это

может привести к уменьшению выработки цитокинов, необходимых для

развития нейтрофильного воспаления в легких, а также снижению

ремоделированиrI бронхов. Пол1^lенные результаты расширяют понимание

роли гена Stat! в патогенезе бронхиальной астмы с нейтрофильным типом

воспаления.

Научно-практическая значимость

Важный аспект наlпrно-практической значимости исследования

закJIючается в разработке экспериментzlJIьной модели на животных, KoTopzUI

имитирует резистентную к кортикостероидам нейтрофильную бронхиальную

астму. Автор предлагает протокол, позволяющий индуцировать у мышей все

основные признаки патологии, вкJIючая нейтрофильное воспаление, которое

развивается по Тhl7-зависимому пути. Созданная экспериментilJlьнzш модель

представJuIет собой ценный инструмент для тестирования новых средств

В диссертационной работе были выявлены новые молекулярные и

кJIеточные механизмы развития бронхиальной астмы с нейтрофильным

типом воспаirения. Продемонстрировано, что нивелирование патологических

проявлений

ITроисходить

терапии данной патологии. Резулътаты работы могут иметь важное значение



для поиска новых эффективных методов леченияи контроля резистентной к

кортикостероидам нейтрофильной бронхиальной астмы с }лIетом

индивидуапьных особенностей пациента.

!ругой существенный аспект нау{но-практической значимости работы

состоит в том, что был предложен инновационный подход к терапии

кортикостероид-резистентной бронхиальной астмы с нейтрофильным

воспаJIением. В разработанной экспериментальной модели на животных

показано, что локztльное подавление экспрессии гена Stat3 в ткани легких при

помощи синтетических молекул миРНК существенно снижает

нейтрофильное воспапение, которое явJuIется важным признаком

кортикостероид-резистентной БА. Подавление его может стать кJIючевым

этапом в терапии этой патологии.

ТаКЖе бОЛЬШУЮ на}п{но-практическую значимость представJuIет

разработка оригинilльного комrrлекса, которьlй включает молекулы миРНК

против гена фаrсгора транскрипции Stat3 мыши и катионный дендримерный

пептид LTP в роли носителя. Этот комппекс, который фактически является

кандидатом на лекарственный препарат, обеспечивает адресную доставку

миРНК к клеткам-мишеням и эффекгивное подавлениеспецифической

экспрессии целевого гена Stat?. В экспериментzlльной модели бронхиальной

астмы с нейтрофильным типом воспztления продемонстрирована способностъ

созданного комплекса при пятикратном ингчlляционном введение подавлять

основные проявлениrI патологии бронхиальной астмы. Такой комплекс имеет

широкие перспективы применениrI в лечении различных заболеваний,

вкJIюччш онкологические, аугоиммунные и инфекционные заболевания.

Комплеко миРНК + пептид-носитель может стать основой дJIя разработки

новых терапевтических средств, точно и эффективно воздействующих на

конкретные типы кJIеток и регулирующих экспрессию генов, вовлеченных в

патогенез заболевания.

Материалы диссертации могут быть использованы в наl"rной и

медицинской практике исследователъских центров, занимающихся



вопросами кJIинической иммунологии, rLплергологии и пульмонологии, а

также при обr{ении студентов биологических и медицинских ВУЗов и в

системе постдиrrломного образования.

Общая характеристика диссертационной работы

ЩиссертационнаlI работа имеет традиционную струIсrуру, изложена на

128 страницах текста. Работа иJIJIюстрирована 24 рпсунками и 4 таблицами.

Список литературы включает 228 источников, в том числе 30 отечественных

и 198 зарубежных.

В разделе кВведение) обоснована aкTyzrлbнocTb темы, сформулированы

цель и задачи исследования) аргументированы научная новизна и

практическая значимость работы.

Глава <Обзор литературы) демонстрирует знание диссертантом

современной отечественной и зарубежной научной литературы по изучаемой

проблематике. Глава кМатериалы и методы) посвящена использованным в

работе методам определения оценки степени тяжести БА,

биотехнологическим методзм, а также молекулярно-генетическим методам

исследования.

В главе <Результаты) приведены данные исследований по разработке

экспериментальной модели для изу{ения биологической активности миРНК

iп yitro и iп viуо, поиску подходов к терапии нейтрофильной бронхиалъной

астмы с использованием синтетиtIеских молекул миРНК и катионного

дендримерного пептида LTP в качестве носителя. Результаты исследований

показzLJIи, что пятикратное ингzlJUIционное введение созданного

терапевтического комплекса снижает степень проявления основных

признаков заболев ания у эксперим ентzlльных животных.

В главе кОбсуждение) приводится анализ результатов исследования и

сопоставление их с имеющимися в настоящее время данными,

опубликоваЕньlми в мировой научной литературе.



Выводы обоснованы пол}ченными экспериментчlльными данными,

четко сформулированы.

Материалы диссертации доложены на российских и международных

рецензируемых

конгрессах и конференциях, По результатам диссертации опубликовано 9

статей в научных журнr}лах, которые вкJIючены в перечень

периодических научных изданий, рекомендованных дJIя опубликования

основных научных результатов докторских и кандидатских диссертации.

Автореферат полностью отражает содер жание диссертации.

заключение

,Щиссертация Никольского Александра Аркальевича кРоль экспрессии

геЕа Stat? в нейтрофильном воспалении при бронхиа-шьной астме) на

соискание ученой степени кандидата биологиtIеских наук по специчlльцости

<<3,2.'7. Аллергология и иммунологияD явлrIется нау{но-квалификационной

работой, в которой осуществлено решение акт)rальных задач, имеющих

существенное значение дJUI чtJIлергологии и иммунологии: создана модель

кортикостероид-резистентной нейтрофильной бронхиальной астмы у мышей,

которrш точно воспроизводит основные характеристики этого заболевания;

док€}зана перспеIсгивность применениrI интерференции РНК для целевого

воздействия на кгIючевые факгоры патогенеза бронхиа-гlьной астмы с

нейтрофильным воспrtлением; разработаны молекулы миРНК для

эффекгивного подавления экспрессии гена Stat3 iп чitrо и iп vivo; создан

комплекс, состоящий из молекул миРНК и катионного пептида-носителя

LTP, который обеспечивает эффекгивную доставку миРНК к кпеткам-

мишеням и демонстрирует высокую активностъ iп vitro и iп чiчо,

,Щиссертация полностью соответствует требованиям, предъявляемым к

кандидатским диссертациrIм (п.9-14 кПоложения о присуждении rIеных
степеней>>, угвержденного пOстановлением Правительства Российской

Федерации Jt 842 от 24 сентября 2013 года с изменениrIми постановлениrI



Правителъства Российской Федерации Nр '723 от 30.01.20|4; J\b 3З5 от

2Т.а4.2а\6 г.; Ns '748 от 02.08.20lб г., ]фб50 от 29.05.2017; N9 |024 от

28.08.2017 т.; Nsl168 от 01.10.2018 г.; Nэ 426 от 20.а3.2а21 г.; J\b 1539 от

11.09.2021 ..), а ее автор заслуживает присуждения 1"lеной степени каЕдидата

биологических наук по специапьности <<З.2.7. Аллергология и иммунология).

Отзыв заслушан, обсужден и угвержден на заседании кафедры

кинической аллергологии и иммунологии Федерального государственного

бюджетного образователъного у{реждения высшего образования

кМосковский государственный медико-стоматологический университет им.

А.И. ЕвдокимоваD Министерства здравоохранения Российской Федерации

(протокол Ns 5 от l0 ll,qx 2023 r),

Гришина Татьяна Ивановна

Щокгор медицинских наук (13.03.09), профессор,

Заведующая кафедрой клинической аJIлергологии и иммунологии
ФГБоУ Во МГМСУ им. А.И. Евдокимова Минздрава России
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Подпись доктора медицинских наук, профессора

удостоверяю
Ученый секретарь
МГМсУ им. А.И.
Минздрава России
д.м.н.профессор
( /5) 0s 2а23 r.

Адрес:

Александрович

1274'73, г. Москва, ул. .Щелегатская, д.
Тел. : +7(495) б09-67-00
е-шаil: msmstt@tnslnsu.rtt
сайт,. http s : //ms msu. ru
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