
отзыв
официального оппонента доктора биологических наук Хайдукова Сергея Вшlерьевича на

диссертационную работу Беленюк Василия.Щмитриевича кОсобенности фенотипа клеток

иммунной системы у больньж перитонитом>, представлонную на соискzlние уrеной степени

кандидата биологических наук по специЕtльности 14.03.09 - кJмническая иммуfiология и

аллергология.

Акryальность темы диссертационной работы

Акryальность диссертационной работы Беленюк В.Д. продиктоваfiа высокой

значимостью дJIя кJIинической иммунологии проблем тяжельD( инфекционно-воспrtлительньD(

заболеваний (в частности, т€lких как распространённьй гнойный перитонит РГП),

иммунопатогенез которьж до конца не ясен. Не смотря на постояЕное рЕrзвитие методов

хирургического лечения и применяемой лекарственной терапии, смортIIость при РГП

сохраIIJIется Еа уровне 20-ЗOО/о, а при рzl:!витии полиорганной недостаточЕости может достигать

90%. Известно, что при РГП значительную роль в формировании характера течеIIия

забопевания игрtlют процессы, протекчlющие в иммунной системе. Формируется вьIра:кенная

активация врожденного иммунитета, обусловленная высоким уровнем вовлечениrI в процесс

воспЕtления всех популяций фагоцитов, при этом часто отмечается угнетение адzштивного звена

иммунноЙ системы. Зачастую рчtзвитие РГП опредеJuIет IIzlличие нарушений в регуляторньD( и

эффекторньD( механизмах местного и системного иммунитета. Иммунньй ответ при РГП часто

харaжтеризуется снижением количества NК-клеток, tмсла и Ежтивности Т_лимфоцитов, а также

снижением поглотительной функции нейтрофилов и моноцитов. Из-за ЕарушениrI баланса про-

и противовоспzшительЕьIх механизмов иммунной системы при РГП может формироваться

иммунодефицит, что на фоне проводимоЙ терапии будет в знаIIитеJIьной степени усугфлять
точение основного заболевшлия.

Таким образом, диссертационнаlI работа Беленюк В.Д. посвященнм из)чению

особенностеЙ реакции иммунитета на абдоминальную инфекцию и поиск HoBbD( маркеров

РulннегО проГнозирования исхода и течения заболевания, безусловIIо, явJIяется актуzrльноЙ и

значимой дJuI науки и rrрактической медицины.

Научная новизна работы
В диссертационной работе Беленюк В.Д. впервые определены зzжономерности

распреДеления субгrопуляциЙ моЕоцитов у больньпr РГП в дооперационном и после-

ОПерационЕом периоде на фоне стандартноЙ терzlпии. Обнаружено, что у больньж с

неблагоприятным исходом РГП в дооперационном rrериоде сЕижается содержание зрельж NK-
и NКТ-клеток в периферической крови, в том числе, и относительно покчвателей пациентов с

благоприятным исходом заболевания. Впервые установлено, что в дооперащионЕом периоде
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при благоприятном исходе РГП повышается количество активированньf,х Т-регуляторньж

кJIеток. Показано, что в дооперационном шериоде и в течение двух недель после операции при

благоприятном исходе РГП увеличивается содержание CD62L+ Т-лимфоцитов. При этом у

пациентов с неблагоприятным исходом РГП повьгшение ЕIисла tжтивировalнItьIх Т-регуляторных

кJIеток вьUIвJшIотся только на третью недеJIю наблюдения. Предстztвлены новые данные о

xE)aKTepHbD( дJIя благоприятного и неблагоприrIтного исхода РГП изменениях

субпопуляциоЕного состzша В-пимфоцитов и количества активироваIIньIх В-кпеток в крови.

Обнаружено, что в плzвме крови больньur с неблагоприятным исходом РГП одновременно

повышaются коЕцентрации провоспЕtлитольного IL-8 и противовоспztJIительного IL-10, что

может дополнительЕо усугублять течение воспалительного процесса и оказывать

ингибирующее влияние на реактивность Т-клетотшого иммуIIного ответа.

Научно_практическая значимоеть исследований

На основаrrии комплексного исследования автором выполнен tlн€шиз иммунологического

профиля пациентов в динilмике лечения распростр.шенного гнойного перитоIIита с уrётом

исхода заболевания.

,Щанная работа направлена на расширение знаний об особенностях реакций клеток

иммунноЙ системы в зависимости от исхода РГП. Полуленные результаты раскрывают

взаимосвязь между неЙтрофилалли, субпопуляциями моноцитов, NK-, NКТ-клеток и

процессzlп{и подttвлениll адаптивного иммунитета. Определен вклад Тh-клеток в течение

воспалительFIого процесса при РГП.

Практическая значимость работы закJIючается в разработке способа прогнозирования

исхода течеЕия распространенного гнойного перитонита на осЕовЕtнии исследования

фенотипического состава рогуJuIторньпr Т-клеток и В-лимфоцитов (Щитометрический способ

прогнозирования исхода распространенного гнойного перитонита // Патент на изобретение RU

2691742 С1, 18.06.2019. Заявка Ns 2018119060 от 23.05.2018).

,Щостоверность и обоснованность научных поло}кений и выводов, сформулированных в

диссертации

.Щиссертационная работа выполнена на высоком нzщrщlо-r"тодическом уровне и

пРеДСтаВJIяет собоЙ завершенное исследование. Сформулированные автором цель и задачи

исследования достигнуты полностью. ,Щостато.пrая выборка пациентов, продуманный дизайн,

применение критериев вкJIючения и искJIючения при отборе пациентов, использование

современньIх методов и соотвотствующаrI постЕtвленным задачап4 статистическruI обработка

данньж свидетельствуют о достоверности и обоснованности полrIенньж результатов.Наl^rные

положения, выносимые на защиту, базируются на изучении большого объемы

экспериментаJIьного материала. Вьтводы обоснованы результатапiIи исследований, четко

сформулиров.lны и отрЕDкают сугь проведенньD( исследований. Следует отметить личное
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у{астие автора во веех этzшЕж лабораторЕой части работы (подготовка биоматериала, анализ

фенотипа кJIеток иммунной системы методом проточной цитометрии, проведение ИФА

zlнztlrиза, вьшиска и Е}нzшиз попученньD( данньтх). Науrные положения и выводы,

сформулированIIые в диссертации, представлены и обсуждены на международньж и

российских научньж конференциях. Основные результаты исследовzlния опубликованы 18

печатньIх работах, из них 7 статей в журн€rлах, рекомендованньD( ВАК Министерства

образования и науки РФ для публикации материалов диссертационньIх работ, индексируемьIх в

базах Web of Science и Scopus, получен 1 патент.

Оценка содержания и завершенности диссертации

.Щиссертация имеет кJIассическую структуру и состоит из введения, обзора литературы,

описания материzlлов и методов исследования, результатов собственньтх исследований,

ОбсУждения, закJIючения, вьтводов и списка литературы. .Щиссертация изложена на 146

страIIицах машинописного текста, проиJIJIюстрирована 44 таблпцzlпdи и 19 рисункаrчrи. Список

литературы вкJIючает l 62 бпблпографических изданий.

Во введении четко fiредставлена актуальность избранной темы и степень ее

освещённости. Щель исследования сформулирована корректно, поставлеЕные задачи

обоснованы целью и служат ее достижению. ,Щалее автор формулирует все необходимые

элементы диссертационного исследования: наrшую новизну, теоретическую и практическую

значимость работы, положени1 выносимые на защиту, степень достоверности и апробащию

результатов исслодования. Положения, выносимые на защиту, отрalк€lют наиболее значимые

результаты проведенного исследованиJI.

Предстазленньй автором обзор литературы основан как Еа отечественньD(, так и на

зарубежньur истоIIниках, что позвоJuIет автору достаточно полно раскрыть состояние проблемы

и опредеJUIет место и значение предпринятого исследоваIIия в системе существующих HarIHbD(

зншrий. Текст обзора достатотшо структурирован и логичен, н€lписtшI с соблюдением норм

русского языка.

В главе кМатериа_шы и методыD автор подробно описывает критерии отбора пационтов и

лабораторные методы, использованные в исследованйи. Автором проведено обследование 35

пациентов с острыми хирургическими забопеваниями и травм€t]чIи орг€}нов брюшной полости,

осложнившимися РГП, 38 относительЕо здоровьтх людей, которые в да;rьнейшем, на основаIIии

исхода заболеваrrия, бьши разделены на группы: боrьные с благоприятным исходом РГП;

больные с неблагоприятным исходом РГП; контроль. .Щалее дается детальное описztние

алгоритмов забора крови, иммунологических методов исследования и используемьIх методов

статистической обработки данньrх. Выбор методов обоснован целью, соответствует задачапd,

поставленньIх tlвTopoм, и в оптимальной мере спужит их решению и достижению цели.
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В главе кРезультаты собственньж исследований>> подробно и последовательно

представлены результаты данного диссортационного исслодовzlниll. В частности, автором

показано, что фагоцитарный индекс нейтрофилов в дооперационIIом периоде и до 21-х суток

наблюдения у больньrх с благоприятным исходом РГП увеличен в 2 раза по сравнению с

контроJIьным диапазоном. При этом у пациеIIтов с благоприятным исходом РГП в

дооперационном периоде и до 21-х суtок наблюдения ъ 1,5-2 раза относительно контрольной

группы и в З-4 pzвa относительно группы с неблагоприятным исходом РГП повышено

фагоцитарное число нейтрофилов. Автор указывает, что у пациентов с благоприятным

течением РГП иммуновоспалительньЙ процесс характоризуется 2-х кратным снижением

количества СDl4*СD16-моноцитов в периферической крови и 1,5 кратньпл увеJIичением

содержаЕиrI СD14+СD16*моноцитов. У пациентов с неблагоприятным течением заболевания, на

фоне снижения числа CD14++CD16- моноцитов, увеличеIIия содержания CD14+CD16+

МОнОцитоВ В порвые 3 недели лечения не наблюдалось. Автор отмечает, что в дооперационном

периоде у пациентов с благоприятным исходом РГП снижено содержание зрельж NK- и NKT_

кJIеток, восстановление тплсла KoтopbIx осуществJUIется к концу послеоперациоЕного периода за

счет повышениlI колиtIества CD3-CD16*CD56di*-, CD3-CDI6-CD56* и сD3+сD16-сD5б+ и

CD3*CD8+CD16*CD56* клеток, соответственно. У пациентов с неблагоприятным исходом РГП
СОДеРЖtlНие Зрельж NK- и NКТ-клеток снижено в ходе всего периода набrподения.

В работе продемонстрировано 2-х кратное повышение числа регуJuIторньD( Т_

лимфоцитов и CD62L* регу.тlяторньD( Т-клеток у пациентов с благоприятным течением РГП. У
ПаЦИеЕТОВ с неблагоприятIIым течонием РГП количество данньD( кJIеток в дооперациоЕIIом

пориоде и в течение двух недель rrослеоперационного лечения остается неизмеЕным, к 4-й

неДеле их содерж{lние сЕижается в 1,5 раза относительно значений контрольной группы. Также

автор укtlзываот, то у больньж с неблагоприятным исходом РГП наблюдztлось 2-х кратное

повышение числа активированньD( CD19*CD5* лимфоцитов. При этом в течение всего

послеоперационного периода количество CD19*, CD19+CD27- и CD19*CD5- лимфоцитов, а

также кJIеток, экспрессирующих СD23-рецептор, у больньuс с неблагоприятным исходом РГП в

2-2,5 раза выше, чом у лиц с благоприятным исходом заболевания. На основЕlнии пол}ценньж

данньж автором разработан способ прогнозирования исхода РГП на основании расчёта

КОЭффИЦИента Т-клеточной регуJuIции (КТКР), предстzlвJIяющий собой соотношение

относительного содержaния Вl-лимфоцитов к относитепьному содержанию чжтивированньпr Т-

peryJUITopHbD( кJIеток. В работе показано, что зIIачение КТКР равное или вьппе 4,2З

СВИДеТеЛЬСТВУет о снижении Т-регуляторноЙ активIIости иммуновоспалительного процесса и

повышение количества В 1 -лимфоцитов.
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В главе <Обсуждение результатов исследования> автором проведен тщательныЙ

срtlвнительный анiulиз собствепньIх результатов и данньIх, опубликовчшIIьD( в Российской и

мировой наl"пrой литературе, что дает осFIование дjIя формирования полноценньD( выводов.

В кЗакшочении)) автор кратко обобщает поJгrIенные розультаты.

Выводы работы коЕкретны, информативны, следуют из поJгуIенЕых данньDL на}цно

обоснованы и достоверны, соответствуют поставленным задачаN,I и отра)кают основные

положениrI дIссертации.

Автореферат диссертации оформлен в соответствии с существующими требованиями,

его содержаIIие соответствует данным, предстtlвлонным в диссертации) и содержит осIlовные

резуJIьтаты и выводы.

,Щиссертационнм работа по своему содержЕlIIию полностью соответствует

специальности 1 4.0З.09 - клиническzш иммунолотия й zrллергология.

Текст диссертации содержит единитIые опечатки и стилистические неточности, которые

не влияют на общую положительную оценку работы. ПринципиаJIьIIьD( заlrлечаний нет.

В ходе изуIениJI диссертационной работы возникJIи следующие вопросы.

1. В ходе исследовzIния особенностей реакции иммунной системы при РГП проводился анаJIиз

тоJIько периферическую кровь? Оценивались ли особенности местной реакции?

2. Проводилась ли оценка изменения субпопуляционного состава нейтрофилов на фоне

течения Ргп?

3. Насколько достоверно можно оценивать исход РГП, используя в прогнозе только

результаты по клеткtllи адчштивного иммунитета? При этом в данной работе

продемонстрированы характерные изменения у нейтрофилов, моноцитов и NК-клеток и

почему эти IIараN,Iетры не бьши вкJIючены в zшIгоритм прогноза?

заключение

,Щиссертационнitя работа Беленюк Василия.Щмитриевича кОсобенности фенотипа кJIеток

иммунной системы у больньпс перитонитом), является зчвершенной ноlп1116-*"алификационной

работой, в которой решены поставленные на}чЕые задачи, имеющие значение дJuI кJIиЕической

иммунологии, а именно исследованы особенности фенотипа и уровней экспрессии

активационньIх и адгезионньD( молекул на мембране нейтрофилов, моноцитов, NK-, NKT-, Т- и

В-клеток крови у больньпс РГП в зависимости от исхода заболевания, на основе выявленЕьж

изменений в фенотипе кJIеток врожденного и приобретённого иммуIIитета, вьцелены критерии,

имеющие прогностическое значение дJuI оценки исхода течеЕиlI РГП, разработан способ

прогноза исхода РГП.

По своей актуzrльЕости, методическому уровню, науrной новизIIе, теоретической и

практической значимости диссертационнaш работа Беленюк В.,Щ. соответствует критериям,

установленным в пункте 9 <<Положения о порядке присуждениrI rIеньж степеней>>,
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утвержденного постановлением Правительства Российской Федерации от 24 сентЯбря 201З г. Ns

842 (В ред. ПостановлениЙ ПравителЬства РФ от 21.04.2016 Ns 355, от 02.08.2016 Nэ 748, от

29.05.2017 Ns650, от 28.08.2017 Ns t024, от 01.10.2018 м 1168), а ее автор заслуживает

присуждения искомой уrеной степени к€шцидата биологических наук по специальности:

14.03.09 - кJIиническаII иммунология и чrллергология.
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