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Актуальность темь! исследования.

,{ иссертация,{ мищия "11ьвовича Аминина посвящена рас1пифровке механизма

дойствия тритерпеновьгх гликозидов иглокожих' в частности голотурий, Ё&

иммунокомпетонтнь1е к]1етки. Актуальность исследов!1ния обусловлена необходимостьто

разработки новьп( подходов к регу.т1'{ ции функций иммунной системьт. )(орошло известно'

что имм} | ннь| е реакции протек[ } !от при согласованном вз'} имодействии нескольких типов

к.] теток' таких как нейщофильт, моноцить1, макрофаги, лимфоцить1 и другие. Р1зменение

фупкциональной активности одного типа клеток о помощь} о какого либо воздействия, как

правило, приводит к компенсаторньтм реакциям со сторонь1 других участников имму{ { ного

каскада. в результате итоговьтй иммуномодулирутощий эффект маскируется или

становится неуправ]ш{ емь1м. [ !оэтому, необходимь1м шредставляется разработка подхода'

при котором активное вещеотво способно взаимодейотвовать с разнь1ми типам1{

иммуннь1х клеток. 1ритерпеновь]о гликозидь|  обладатот вь| раженньтм мембранотропньтм

действием' механизм которого основан на способности гликозидов и3ме} 1ять ионну1о

проницаемость меплбран к.т1еток за очет взаимодейотвия со стеринами мембран. Фбщий

характер действия на мембраннь1е структурь]  р€вньтх типов к.]1еток делает персг]ективнь1м

применение тритерпеновьтх гликозидов голотурий в качеотве иммуномоду]ш{ торов.

Фднако систематические иоследования специфической иммунотропной активности этих

соединений не проводились, а механизм их взаимодействия о клеточнь1ми мембранами

иммуноц!{ тов остается не известнь1м.

0бщая методология и внутреннее единство работьп.

Б диссертации [ .| .Аминина использован систематический подход к изг1ени1о

физиолог;т.теской активнооти г1риродньо( соединений. Фбъединятощим стержнем работьт

яв.]ш1отся щитерпеновь1е гликозидь1 голотурий о установленнь!м строением и известнь1ми

химическими свойствами. Фпределение физиологической активности одних и тех же

соединений проведено на р{ шньтх уровнях иооледования 
­ 

молекулярном, клеточном и

организменном. [ !ри этом' зарегистрировань1 эффекть: гликозидов при неокольких

способах введения пероральном, внщрибрто1| 1инном' подкоя{ ном. 1акой подход

позво.тш{ ет автору наиболее полно представить картину взаимодейотвия тритерпеновь1х



гликозидов с биологическими сиотемами. | [ оскольку основ1{ ое внимание уде]ш{ ется

активности иммунной системьт' вполне логичнь1м яв]ш{ ется вьтбор макрофагов/моноцитов,

лимфоцитов и нейтрофилов в качестве клеточнь1х митшеней действия гликозидов. Бажно,

что автор не ограни!{ ивае^ сся только одним типом иммунокомпетентньп( клеток.

Р1спользованнь| е методь1 и г{ одходь1 дополня} от друг друга' а повь11| ]ение устойнивости к

эксперимент'} льнь1м опухолям и инфекциям указь1вает 11а интегр€1льное действие

исследованнь1х вещеотв на активность иммунной системьт. Б целом вся логика поотроения

работьл представ;ш{ ется вполне убедительной и свидетольствует о внугреннем едиг{ стве

работь:. Бсто цепонку собьттий, вьтзванньп( кукумариозидами в иммуннот? системе' автор

предст!в.]ш{ ет в обобщатощей схеме' г{ риведенной в заклточении.

Фсновнь:е научнь!е полоя(ения и степень их обоснованности.

Ёаиболее зна1{ имьтм вь1водом диссертации следует считать закл1очение о том' что

кукумариозид связь1вается с пуриновь1ми рецепторами зрель1х макрофагов и это

связь1вание приводит к активации клетки. Фбоснованность данного закл} очения не

вь| зь!вает сомнений. [ействительно, показано' что стиьгулирутощий эффект

кукумариозида отменяется г{ ри иопользовании селективньгх блокаторов или

специфинеских к пуринорецепторам антител' а так)ке при нокдауно генов д€1нньтх

рецепторов с помощьк) м,1льтх интерфериР} тощих Рнк. Более того' о влиянии

кукумариозида на пуриновь!е рецепторь1 овидетельствует увеличение экспрессии белка

Р2х4, вь1явленное о помощью иммуноблоттинга' а так)ке результать1 ана]1иза

взаимодействия гликозида с рекомбинантнь!м белком Р2х4, проведенного с помощьто

метода поверхностного пл€вмонного резонанса. Автор такя(е демонстрирует' что

динамика ответа макрофагов на аппликацито кукумариозида совпадает с таковой на

добавление в среду АтФ 
­ 

основного лиганда пуринорецепторов, а уда]теъ{ ие из средь1

АтФ приводит отмене эффекта гликозида. 3аклточение о том, что именно зрель1е

макрофаги яв]т'{ } отоя основной клеточной ми1шеньто действия к} к} .] \ 4ариозида сдел!} но на

основании двойного иммуноцитох| { мического окра1пивания клеток о применением

опоцифи.птьгх антител и клеточного аны\иза методами конфокальной микроскопии и

прото.птой цитофлуорометрии.

}  автора еоть вое основания полагать' что взаимодейотвие с пуринорецепторами и

перенос ионов к€} льци'т внутрь макрофагов лежит в оонове иммуностимулиру{ ощего

дейотвия гликозидов. Бо­первьтх, кукумариозид и другие тритерпеновь1е гликозидь|

стимулиру[от распласть1вание макрофагов, увеличива} от активность в них лизосом'

усиливат0т образование активньтх форм кислорода. Бо­вторьтх' г| ок€вано' что к} ъ4азид

увеличивает поглотительн} '} о активнооть нейтрофилов периферинеской крови человека'

стимулирует прод} кцито фактора некроза опу{ олей и интерлейкина­6 моноцитам1\  а



также восстанавливает мембранну} о экспреоси} о со3 у1 со4 молекул

иммунооупрессированньтми лимфоцитами крови человека. 1(роме того' исоледованнь| е

соединения оказь1в;} ли противоопухолевое рт антиинфекционное действие ] п т| то, ято

такя(е указь1вает на активацито иммунной системьт.

в качес7пве 3с!''ечан1/я к ёоннолоу разёелу рабопьт слеёуетп о7пл| е7пн1пь

неёостпапочное вн1/п'анше ав7пора к шн7перпрепацшш ёанньтх о сншэюеншш шлалаунной

акпшвнос7пш поё 0ейстпвше; 'п 7прш7перпеновь1х елшкозшёов. | { апршлаер, бьуло вьтявлено, чп1о

кукулпаршозш0 Ат]  снш)юае7п ак1пшвноспь лсакрофаеов (с.141, ршс.25Б), а ку:саазш0

поёавляеуп фаеоцштпарную ак1пшвносшь нейпрофшлов (с.1б4, шабл']7, ршс.17). 7акоюе

хо7пелось бьт усльотлла7пь 1'| ненше ав1пора о п1ол', поче] \4у купсазш0, ока3ь'вая ра3нос7пороннее

шл'л4унос/п1/л| улшру} ощее ёейстпвше, не вл1/яе7п на реакцшто | 17 у лцьаэллей?

Фчень ва)кнь1м результатом работьт представляется установление болков,

экспресоия которьп( изменяется | 1ри действии гликозидов на лимфоцитьт. | !ри этом

вьш{ влень1 как белки, экопрессия которьтх одинаково регулируется разнь1ми гликозидами,

так и белки, экспресоия которьтх характерна для дейотвия кукумариозида Аэ­2 ло

сравнени} о с действием фрондозида А. | [ рименение оамьгх современт{ ьтх методов

протеомного ана­ттиза с последу[ощей верификациой полу{ еннь{ х розультатов с 1томощь} о

иФА де]1а} от данное закп} очение весьма убедительньтм.

Ряд полох< ений, вь1носимь1х на защиту связан о характеристикой физиологической

активности кумазида' 3аявляомого как новое лекарственное средство' полг{ енное на

основе тритерпеновьтх гликозидов из голотурии. | [ олуненнь1е результатьт

свидетельству1от о безопасности приме1{ ени'{  д.1нного пре| 1арата. Фармакокинетичеокое

исследование проведено с иопользованием кумазида, меченного тритием, что яв]ш{ ется

классическим подходом. Анализ радиоактивньгх продуктов в органах у! тканях

лабораторньтх мьттттей пок€ш€} ш' что конценщация кумазида в оелезенке достигает

макоима]1ьнь| х значений за полчаса' а время полувь| ведения ооставляет | ] есколько часов.

| [ ртлнципи[ } льно важнь1м результатом яв.тш{ ется то, что кукумариозид Аэ­2 в течение

длительного времени не метаболизируется в ткани селезенки, что бьтло установлено

помощь} о такого вьтсокочувствительного и надожного метода как \ 4А[ )1­тоР масс­

спекщомещ14я.

| 1о ёанноллу разёелу хо/пелось бьт заёаупь авпору слеёутощше вопрось1. Р1оэюно лш на

основанцш полученньох ёанньтх сч111па!пь, ч/по 1/сслеёованньуе елшкозшёьт вьтвоёяпся чере3

почкц? !!онему, по мненцю ав77'ора, кукумарцо3шё пракшшческц не прон1/ кае7п в 1т'кан!|

селе3енкш ш как ] \ 4оэюно объяст+ шпь ак7п[ | ваццю ан/пш/пелообразутощшх 1{ пешок в селе3енке,

есл1/  кукумаршозшё концен7прцруе/пся прешл'ущеспвенно в обласупц соеёалноашельнопканной

капсульт?



.{ анньте диссертационного исследования 1широко алробировань1 в доклад{ !х на

конференциях разли!{ ного уровня. | { редставленньтй описок работ, опубликованньтх в

отечеотвенной и мея(ду[ { ародной печати' позво.тш{ ет судить о том>  что исследования

[ .)1.Аминина известнь1 1широкой наулной общественности. Бсе аспекть! проведенного

исследования на1пли отражение в рецензируемьтх журна­'1€} х' которь1е иметот вьтсокий

индекс цитирования и входят в перечень' утвержденньтй Бьтстпей атгестационной

комиссией д]ш{  докторских диссертаций.

!{ аунная нови3на полученнь[х результатов

Ёаулная новизна исследования зак]1} очается в растпифровке молеку"тш{ рного

механизма активации макрофагов к} кумариозидом. Бпервьте вьш!влено связь1вание

кукумариозртда с п)Финовь| ми рецепторамиР2\  семейства и показано' что это связь1вание

приводит к накоплени} о ионов к{ } льция в цитопл'вме макрофагов. } становлено' что

кукумариозид действует в качестве €} ллоотерического модулятора пуриновьп( рецепторов.

€вязьтваясь с ними' гликозид усиливает ответ клеток на А1Ф и частично снимает эффект

десенсттбил| тзации рецег{ торов. Бпервьте вьб{ вленьт белки, экспресоия которьгх изменяется

при деЁтотвии гликозидов голотурий на лимфоцить| . Баиболее значимь1ми признань1

белки, г| аству} ощ[1е в регу]б{ ции клетонной пролиферации, адгезии и 11одвиж} тости. Ряд

белков вовлеченьт в созревание фагосом' ремоделирование цитоскелета и оигн{ тль1{ у!о

щ€} нсдукци} о. )[ 'отановлень: основт{ ь| е фармакокинет!1ческие параметрь1'

хар!} ктеризу{ ощие поведение кумазида в организме при пероральном и внутрибртотпинном

введени11. | [ оказано, что м€} ксима.'тьньте концентрации препарата обнаружива} отся в крови'

оердце' желудке' печени' почк€| х 1т селозе[ { ке в шримерно рсшной степени. Бьтявлено' что

структурной трансформации кукр{ ариозида в ткани селезонки практически не

происходит' а его накопление наблтодается' главнь1м образом, в области капсуль1

селезенки.

3начение полученнь| х результатов для теории и практики

| | олутенньто нау1{ нь1е результать1 внооят вк'{ ад в понимание связи между

структурой и иммуностимулир1тощей активноотьто тритерпеновьтх гликозидов.

| { редложена концешция молекулярного механизма действия тритерпеновь1х гликозидов на

иммунокомпетентнь1е клетки' в частности макрофаги. | [ олутен масс1тв даннь1х,

необходимьтх д;ш создания нового лекаротвенного препФФа, ку\ [азида' обладатощего

им] \ (унотропной активность} о. Аатло 1{ ау{ ное обоснование применения кумазидав качестве

иммунокоррегиру} ощего средства шри нару1пениях функций иммунной системь1' в

чаотности при опухолевь| х и инфекционньгх заболеваниях, радиоактивном поражении.

Разработань1 экспериментш1ьнь1е подходь1 к примененито йА.[ ![А масо­опектроскопии



для определения тритерпеновьгх гликозидов в биологических тка} { ях. Р1спользованнь]е

методьт радиоактивного мечения гликозидов голотурий могут бьтть применень]  в

фармакодинамическом и фармакокинетическом анш1изе гликозидов другого

происхождеъ| ия. | { рактинеское применение в дальнейших нау{ ньтх исследов(1ниях могуг

найти разработанньте теот­системьт' экспрессиру{ ощие эстрогеннь1е или пуринергические

рецепторь1' на основе дрожжевьтх и бактериальньгх клеток.

€труктура и оформление диссертации.

[ исоертация д.л. Аминина представлена в виде рукописи, оформленной в

традиционной манере для работ, посвященньтх изу{ енито биохимичеоких механизмов

действия природньтх соединений. [ иссертация вклточает в себя 3 главьт и логично

завер1пена текст!} ми заклточения' вь| водами и спиоком литературь1.

3 главе Фбзор литературь1 кратко' но доотатояно информативно опись1в{ | } отоя

причинь|  исследовательского интереса к тритерпеновь1м гликозид'} м' а т€} кже

формулирутотся проблемь1 применения этих соединений для регу]ш{ ции физиологических

процессов. йне [ онр,1вилось' что автор вклточил в а11а]1итичеокий обзор даннь!е о

гликозидах не только животного' но и растительного происхождения. Фчень важнь1м и

уместнь1м яв]б{ етоя р€шдол' посвященньтй п} ?инергическим рецепторам, благодаря

которому легче восприним{ шотся результать1 проведенного исследования.

| { одробное описание всех г{ роведенньп( экопериментов дано в главе 1!1атериальт и

методь1' хотя некоторьте детали бьтли упущень1 автором. Бапример 
' 

не ука3ано какой

лшпополшсахаршё цсполь3овался ёля с7пш^ 4уляцшц ючепок? Ёе указано как в3ве11111вацшсь

лапкш лсьтшлей прш ре2шс!прс]цшш Рг3т' Бслц лапкш о7пре3сш!11сь, по по какой ераншце? Б

опь1пах с лейкоцш7пал!ш кровш человека не поня7пно цсполь3овался лтл оёшн ц поп эюе

образец кров1|  ёля полунен1/я 7прех клепочнь1х фракцшй (нейтпрофшлов' моноц1| 7пов ш

л шм ф о цштп о в), ак/пш в н о с 7пь ко 7п о рь1х 3 а/п е м о ё н о вр е м е н н о шз м е рял а сь ?

Б главо Результатьт исследования р€шдель1' содержащие даннь1е, необходимь1е д.]ш{

практического внедрения шрепарата кр{ азид' возмо} | (но' логичнее смотрелись бьт в

завер1| ]а} ощей чаоти данной главь1' то есть после изло)кения воех данньп( о молекулярном

механизме действия кукумариозида.

Р1зложенньтй матери€} л хоро1по г{ роиллтострирован' однако некоторь1е рисунки

хотелось бьт видеть более крупнь1ми. Фсобенно это каоается уникальньп( дан!{ ьп('

г{ олученньтх о помощь} о методов \ 4Р|  (с.189) и 1!1А.]1[ } 1 ви3уализации (с.20| ). Аа

страницах 188­190 подзаголовки' 3,ш{ влятощие о влиянии кум.вида на продолжительнооть

жизни, не соответству} от последу{ ощему тексту, которьтй' на с€} мом деле' опись!вает

влияние кум{ вида на рост опухолей.



Ёесомненньтм пл| осом оформления диссертации яв]ш| ется очень небольтшое

количество в тексте щамматических олшибок, неудачньтх вь1ражений и лабораторньп(

жаргонизмов. в целом оформление диссертации соответствует требованиям'

предъявляемь!м вАк. Автореферат полностьто отражает содер)кание работь1 и содер)кит

основнь]е идеу1 и вь1водьт диссертации.

3авертпая раосмотрение докторской диссертации Аплинина [митрия ­[ ьвовича

кйолекулярнь1е механизмь1 иммуномодулир} .| ощего действия кукр{ ариозида ф­2 и'

созданного на его основе лекарственного средства кум'вид))' важно подчеркнуть, что

представленн[ш{  дисоертационн[ш{  работа яв.тш{ ется законченной наулно­квалификационной

работой, в которой на основании вь1полненньп( автором исследований разра6отаньт

теоретические положеътия, совокупнооть которьтх моя{ но квалифицировать как новое

крупное научное дости} кение в биохимии: вьш{ снен молеку]1ярно_к]1еточньтй механизм

действия на иммунокомпетентнь1е клетки тритерпеновьтх гликозидов голотурий 
'т

вьш{ влень! закономернооти их биологической активности, необходимь1е для применения

данньтх веществ в медицине. .(исоертация удовлетворяет всем требованиям вАк РФ,

предъявляемь1м к докторским диссертациям, | |  пункту 8 к| [оло> кения о порядке

присужде1{ ия )д19нь| х степеней> > , а ее автор _ .{ митрий .] 1ьвович Аминигт _ безуоловно,

заолуживает прису)кдения у{ еной отепени доктора биологических наук по ог{ еци'} льности

03.01.04 _ биохимия.
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