
отзыв
официальною оrrпонента на диссертационную работу

Генералова Евгения Алексапдровича <<Биохимические основы биомедицинского

применения полисахаридов из клубненосных растений>>, представленную на

соискание уrеной степени доктора химических наук по специальности

1.5.4. Биохимия.

Акryальность темы

Акryальность данной диссертационной работБr на соискание уrеной степени

доктора химических Еаук по специальности 1.5.4. Биохимия опредеJIяется тем, что она

находится на стыке фундшлентаьной гликобиологии и передовой биомедицинской

науки и соответствиом наиболее приоритетным нtшравлениllм современной биохимии

и биомедицины, а имеЕно - rrоиску и моJIекуJшIрно-биохимическому обоснованию

использовttния новьIх природньD( соединений в терапевтических целях.

Полисахариды являются универсальными и многофункциональньпrли биомолекулами,

и|рающими центраJIьную роль в струкryрной' организации живьIх систем,

энергетическом обмене и, что особенно важно, в механизмах иммунного ответа и

патогенеза многих заболеваrrий. В условиях современного роста заболеваемости,

снижения эффективности стандартньD( методов лечения и необходимости разработки

HoBbIx, безопасньж терапевтических агентов, поиск и глубокое изу{ение биологически

активньD( природньD( соодинений приобретает первостепенное значение. Особую

ценность работе rrридает комплексный поltкод, направленный не только на описание

биологической активности, но и на установление механизмов действия на

молекуJIярном и клеточном ypoBнrlx.

Щиссертационное исследование сфокусировано на полисчжаридньIх

комплексtж, экстрагируемьIх из досцaпного растительного сырья 
- 

топина:rлбура

(Неliапthus tuberosus Z.) и картофепя (Sоlапum tuberosum L.). Акryальность работы

подтверждается тем, что, несмотря на известность биологической активности

РаСтительньD( экстрiжтов, биохимические механизмы, лежащие в основе их

потенциальноЙ противооIIухолевоЙ, противовоспалительноЙ, противоязвенноЙ,

РаДИОпРОТекторноЙ и противовирусноЙ активности, остztются , недостатоцIо

ИССЛеДОВанными. В задачи диссертантанта входило не ToJlьKo описатъ биологическиЙ



эффект, но и установить, какие физико-химические особенности этих полисахаридов

(молекулярнzuI масса, мономерньй состав, тип гликозидньж связей, наJIичие белковьпс

примесей) детерминируют их многовекторное биологическое действие.

Особую значимость работе придает исследование биохимических основ

ttктивности: установление взаимодействия поJIисахаридов с кJIючевыми рецепторtlпли

иммунокомпетентньD( кJIеток (Dectin-l и TLR-2/6) и аrrализ изменений в экспрессии

генов, регулирующих воспЕtлительные, ttнтиоксидантные и tlпоптотические каскады.

Решение этих сложньтх биохимических задач позвоJuIет перейти от описательного

подхода к созданию научно обоснованньж техЕологий производства и применениrI

этих веществ в биомедицинских цоJuж. Таким образом, даннffI работа вносит

существенный вклад в теоретическую гликобиологию и открывает прямые

перспективы для созд€lниrl HoBbD(, эффективньrх и безопасньIх средств профилакгилса

и терtшии социЕIJIьно значимьж заболеваний.

Степень обоснованности и научная новизна

Работа демонстрируот высокий уровень науrной новизны. Автором впервые

поJцлIены, охарактеризовzlны (вкшочая молекуJIярную массу, моносахаридный состав,

природу гликозидньu< связей и нчuIитIие белковьж примесей) два разлиIIньD( по

структуре и активности полисilхаридньD( комплекса. Отмечено, что HTLP явJuIется

высокомолекулярным Р-глюканом (1-2 М!а) с В-(1+3)- и В-(1---+4)-связями, тоца как

STP гликопротеин (70 Ца) с Р-(1+{)-связями. Это структурноо рtlзлиIме

обуславливает рtвницу в паттернах их биологической активности.

В работе дродемонстрирован широкий спектр iп vivо специфической

активности полисахаридов: иммуноадъiзантная (по методу Ерне),

противовоспz}лительЕаll (в модели LРS-индуцировчшного воспалениlI в

макрофагоподобньтх кJIетках ТНР-1, карманной цранулемы, каррагинаIIового и

формшlинового отека), противоязвеннчш (в модеJuгх Селье и окабэ),

ПРОТиВоопУхолевая (в модели карциномы Льюиса и карциносаркомы Уокера) и

раДиопротекторная активность (в модеJIях абсошотной выживаемости,

колоЕиестимуJuIции КОЕ-С, микроядерном тесте при рzвличньIх дозчlх и типtж

облучения).

АвтОРОм Впервые предложены и эксперимент€Iльно подтверждены гипотезы о

механизмах tжтивнОсти: для HTLP - доквана зависимость активации мtжрофагов

RAW 264.7 (продукция TNF-cr) от экспрессии рецепторов Dectin-l и TLR-6 и влияние



на транскриптомньй профиль кJIеток ТНР-1 (стимуляция IL]B, ILб, IL10, IL]2B, CSF-

], CD40, CD80, СD274);для STP -продемонстрировчlно влияние натранскриптомньЙ

профиль кJIеток ТНР-1 (подавление IL6, TNE ILl, стимуJuIция IL]0, NRF2, ВСL2),чтО

согласуется с его противовоспаJIительными и репараторными эффектами.

В работе обоснован и успешно rrрименен комплексный методологическиЙ

rrодход, интегрирующий передовые методы физико-химического аЕализа фазли'шrые

виды спектроскоflии и хроматографии, КД, SERS и др.), доклинические модели и

трчlнскриптомный анаJIиз (КГ-qРСR).

,Щиссертационная работа Генералова Евгения Алексаrrдровича явJuIется

примером комплексною и глryбокого исследования в области биохимии природIIьD(

полисахаридов. Автор не ограничился оrrисанием' биологической tжтивности с

использованием разлиtIньш моделей, а провел рz}зностороннее исследование

биохимических механизмов действия вьцеленньтх поJIисахаридньIх комплексов,

вкJIючая физико-химические характеристики, взаимодействие с клеточными

рецеrтторчlми и влияние на эксrrрессию генов. Применение широкого спектра

современных анаJIитических, биохимических и доклинических методов, таких к€к

ВЭЖХ, ГПХ, ГЖХ, спектроскопические методы (оптическая, ИК, Раллановская, К,Щ),

атомно-силоваJ{ микроскопия, методы определения биологической аюивности lп

yitro и iп vivo, а такжо молекуJuIрно-биологические методы (КГ-qРСR, нокаут генов

целовых рецепторов) позволило rrолуIить важные результаты относительно

биохимических основ биологической активности этих полисахаридньIх комплексов.

Разработанные и использованные подходы и предложенные гипотезы моryт быть

экстрrшолированы и применены в отношении др)гих биологически активньIх

молекул.

ТаКИМ Образом, на)л{наJI новизна работы закJIючается в фунлtlментtlльном

расширении знаний о природньD( полисахаридах, установлении HoBbIx молекуJIярньж

мехЕtнизмов их действIбI, выrIвлении pttнee не опис€lЕньпr биологических активностей,

а также в разработке комплексного методологического инструментария дJUI

дальнейших исследований в гlпrкобиологии и прикJIадной фармакологии.

Степень обоснованности научных

сформулированньш в диссертации

ЩиссертационнаlI работа Генералова Евгения

собой законченное исследование, которое издожено

положении и выводов,

Александровича представJuIет

компактно на 260 страницах



мz}шинописЕого текста, иJшюстрировано б3 рисункаrrли, 18 таблицаtrли. Работа имеет

не кJIассическое привыtIное построение, но хорошо стр}ктурироваЕа и состоит из

введения и 3 глаз, а тtжже вкJIючает в себя Зак-тпочение, Основные результаты и

выводы, Список литературы. Каждая из глав завершается обобщающими выводами,

сформулированными как Еа основе литературных, т€к и полrIенных автором даяньD(.

Список цитируемой литературы содержит 518 источников.

Раздел Введение содержит информацию об актуiLльности, цели и задачах,

исследовчlния, теоретической и практической значимости полуIенньж результатов,

приведены положония, выносимые на защиту диссертационной работы.

Научные положения, вьшосимые на защиtу, в полной меро отрalкают

ценность и новизну проведенного исследованIбI.

Вторая пIава диссертационной работы rrосвящеЕа детu}льному описанию

методологической базы исследования, обеспечивающей достоверность п

всесторонность поJгrIенных резуJIьтt}тов. Соискателем был применен поlцод,

включающий методы органического анализа, биохимической очистки,

фармакологического скрининга и молекулярно-биологического анализа. ,Щля

количественного определения углеводов использоваJIся фенол-сернокислотrrьй

метод, а содержание белковой примеси опредеJIялось по методу Лоури. Вьцеление и

первичное фракционирование поJмсахаридньD( комплексов HTLP и STP

осуществJIялось пугем водной экстракции с последующей тштгенциальной

ультрафильтрацией с использоваIIием мембран с различными порогап{и отсечки (300

к,Ща и 10-100 кДа), что позволило рt}здеJIить фракции по молекулярной массе. ,Щля

дальнейшей очистки применялась гель-проникаюrLIzш и ионообменная

хромЕIтография, а молекулярнtUI масса конечньж препаратов была определена методом

гельпроникающей хроматографии с использованием стандартов декстранов. Физико-

химические характеристики вкJIючаJIи регистрацию оптических спектров

поглощения, снrIтие ИК-Фурье спектров (с использованием ATR приставки), а также

применение спектроскопии комбинационного рассеяния, в том числе

поверхностно-усиленной (SERS). Конформационный анализ гIроводился методом КД.

.Щля установления моносахаридЕого сост{ша образцы подвергались кислотному

гидролизу, после которого анiuIиз проводился методчtNIи ВЭЖХ и ГЖХ (после

ДеРиватизации). ,Щополнитольно использовчIлись гель-электрофорез дJuI

приблизительноЙ оценки молекуJuIрн.ш масса (ММ) гJIикопротеина STP, а тtкже



аI\4инокислотньй анаJIиз белковой примеси. Морфологию и харtжтер агрегации

молекул визуtlлизировztли с помощью атомно-силовой микроскопии..Щля определения

типов гJIикозидньпr связей проводиJIась специфическ€ш ферментативная обработка (cr-

а:rлилазой, литиказой, целлюлазой) с контролем остаточной биологической активности

по методу Ерне. Оценка биологической активности включала обширньй комплекс

моделей: ИММУНОСТИМУJUIЦИЯ, противово спаJIительные модели

(каррагинановыйiформалиновьй отек, цранулема), противоязвенные модели (Окабэ,

Селье), противоопухолевrul активность (карчиносаркома Уокера, карцинома Льюиса),

радиопротекторные тесты (выживаемость, микроядерньй тесц КОЕ-С) и

противовируснаrI активность (SARS-CoV-2 в модели сирийских хомячков).

Биобезопасность оценивzrлась через цитотоксйческие тесты, тесты на

анафилактогенность, tlллергизирующую активность, острую и субхроническую

токситIность, м)лагенность (тест Эймса), а также эмбриотоксичность. Исследование

молекуJIярньD( механизмов вкJIючало анализ цитокинового профиля (ELISA) и

количественную ПЩР в реЕIльном времени (КГ-qРСR) дJuI оценки экспрессии генов в

кJIетках ТНР-1. ,Щпя установления рецеIIторной специфичности HTLP примешIJмсь

методики с использовilнием лентивирусных конструкций дJuI нокаута генов

рецепторов (Dectin-l, TLR-2/6, СRЗ) и блокироваIIие рецепторов специфическими

моноклонtulьными антител€lN,Iи на мtжрофагальной линии RAW 264.7. Статистическая

обработка данньж проводилась с примеЕением как стандартньIх методов (t-критерий

Стьюдента, Краскела-Уоллиса, Кокса) и rrоправок (Бонферрони), тiж и редко

используемьж (перестановоIIнЕUI энтропия), тго обеспечивает высокую достоверность

полrIенньD( выводов.

Третья гJIава представJuIет собой основную содержz}тельную часть

ДиссерТации, где подробно изложены, визуализировrlIIы и критически

проанализированы экспериментitльныо результаты, полrIенные в ходе решения

ПОСТаВЛенньж заДач. Глава логически разделена на два крупньж блока: установление

физико-химических свойств соединений и дета_пьное изrIение их биологической

zктивности и молекулярньж механизмов.

Раздел Физико-химические свойства полисахаридов посвящен идентификации

и оrrисzlнию физико-химических характеристик выделенньD( комплексов HTLP и STP.

HTLP вьцелен как высокомолекуJuIрный (1-2 МДа) полисtжарид с примесным

СОДеРЖzШИеМ белка (0,5%). STP, напротив, бьш поJtучен KEIK гликопротеин средней

молекулярной массы (около 70 к!а) с содержанием белка до 9%. Проведена



сравнительнzш характеристика растворимости и рН водньж растворов. Структурный

анализ подтвержден методами спектроскопии: оптические и ИК-спектры выявили

харtжтерные дJuI углеводов колебания, Раtrлановская спектроскоrrия и SERS

дополнительно подтвердили нtlлиtlие основньIх функционZUIьньIх групп. Анализ

кругового дихроизма (КЩ) позволил сдеJIать предположениJI о конформационIIьD(

особенностях цепей. Анализ монgсulхаридного состава методtlп{и ВЭ}О( и ГЖХ

установил, что в HTLP основной моносахарид - глюкоза, а STP - гаJIактоза и

арабиноза. Гель-электрофорез покz}зЕtл ММ STP 70 к.Ща, а анализ аминокислотного

состава STP определил его аN{инокислотный cocTttB. АСМ-изображения покz}зaIJIи

разлиIшую морфологию адсорбированньIх частиц HTLP и STP на поверхности.

Эксперименты с ферментаrrли покЕlзt}ли нЕIличие В-(1-3)- и В-(1-4)-связей в HTLP, .rго

опродеJu{ет его биологиtIеск},ю активность в модели Ерне.

Раздел Биологическая активность содержит результаты, докЕtзывilющие

терапевтический потенциаJI 
. 
исследуемьD( соединений и их молекуJIярно-

биохимические механизмы биологической активности.

Оба полисахаридньж комплекса, HTLP и SТR продемонстрировали

статистически значимую митогенную активность, стимулируя образоваrrие

антителообразующих кJIеток в селезенке. При этом HTLP показшr более высокий

коэффициент стимуляции, что свидетельствует о более выраженной

колониестимулирующей (иммуноадъювtlнтной) активности.

В противовоспаJIительньD( модеJuIх обнаружены рiLзличиrI в профиле действия.

Оба вещества эффективны в модели каррагинанового отека. Однако только HTLP

покt}зЕlл выраженн}.ю активIlость в модели формалинового отека (характерного дJuI

анальгетической €жтивности), в то время как STP ее не проявил, а в модели карманной

гранулемы STP показаJI более выраженное антиэксс)дативное деЙствие,

превосходящее действие HTLP.

.Щля STP установлена xapaкTepнffI биологическм активность в рЕвличньж

модеJuIх. Установлено, что STP проявJuIет выраженную противовирусную активность

в iп viуо модели инфекции SARS-CoV-2 у сириiтских хомяtIков, значительно снижtul

вирусньЙ титр в легких и предотвращая потерю веса. При этом STP не подавляп

образование вируснейтр€}лизующих антител, а, нrlпротив, стимулировaл их выработку,

демонстрируя адъювантные свойства. Важноо что STP не показал прямой

цитотоксиtшости в культуре клеток Vеrо. С другой стороны, STP продемонстрировzrл

высокую эффективность в модеJuD( хронической (<ацетатной>>, Окабэ) и острой



(Селье) язвы желудка. Набrподался выраженный дозозависимыЙ эффекц

гtревосходящий trо ряду морфологических показателей (качество регенерации,

отсутствио фиброза) стандартные препараты (Омепразол, Раrrитидин). Этот эффект

связан с модуляцией цитокинового ба_панса (снижение уровней IL-IP, IFN-y,

IIовышение - IL-4) и уJtrIшением гистологической картины регенерации слизистоЙ.

Щпя HTLP установлена характернiш биологическuI аюивность в других

моделях. В противоопухолевьD( моделях HTLP проявил выраженную

антиметастатическую активность (до 75О/о торможения метасТz}Зирования карцинОМЫ

Льюиса) и ингибирование роста первичной опухоли. Монотерапия HTLP не вызывЕIла

прямого цитотоксического эффекта на опухолевые кJIетки iп yitro. Совместное

применение HTLP с химиопрепаратом ЛХС-1269 пок'азало синергетиtIеский эффекц

что подтверждает его poJtЬ как химиоадъювЕшта, а также его способность

поддерживать лейкопоэз в условиях цитостатической тер€lпии. Кроме того, HTLP

продомонстрировr}л выраженнце радиопротекторные свойства. В моделях протонного

и рентгеновского облуrения HTLP существенно повышал 30-дневную вьDкиваемость

мьшIей, а в летаJIьньж дозzж (8.0 и 8.5 ф) увеличивЕ}л вьDкиваемость в 3-5 раз по

срчtвнению с контролем. Радиозащитный эффект подтвержден в тесте на число

колониеобразуrilщих единиц спленоцитов (КОЕ.С), где HTLP стимулировzrл

пролиферацию гемопоэтичееких стволовых кJIеток, и в микроядерном тесте, где он

снижал цитогенетические повреждеЕия ДНК.

Вместе с тем, бьrло проведено доклиническое изуIение биобезопасности

полисахаридньD( комплексов в рzLзлитIньIх модеJuIх (iп vitro на RAW 264.7, iп vivо на

нескольких видtlх животIIьD(), которые показаJIи, что ни STP, ни HTLP не проявJuIют

цитотоксичности, не обладают анафилактогенной, аллергизирующей, мутагенной,

эмбриотоксической или тератогенной чtктивностью. Л,Щsо для обоих веществ нЕlходятся

в ди€ш€lзоне грilil{мов на килогрtlп{м массы тела, что свидетельствует об их

маJIотоксичности.

В этой же пIаве приводятся дtшные об изl"rении молекуJuIрньD( механизмов

биологической активности. Этотраздел представляет собой логическую кульминацию

исследования. Ана.тшз генноЙ экспрессии в клетках ТНР-1 поквал комплексную

модуJuIцию противовоспiuIительньDь aпоптотиtlеских и антиоксидантньIх путей. .Щля

HTLP бьшо эксперимент.rльно докtвЕtно, что его способность индуцировать TNF-o в

кJIетrcж RAW 264.7 полностью зависит от совместной активации рецепторов Dectin-l
,и TLR-2/6, .tTo было rrодтверждено как методами нокауtа генов этих рецепторов, TtlK



и блокировчшием их специфическими антителаIuи. ДIý STP механизмы, вероятно,

связаны с ингибироваЕием экспрессии генов провоспалительньIх факгоров.

В целом, диссертация Е.А. Генералова заслужцвает самой высокой

положительной оценки, ее можно охарактеризовать как экспериментttльное

исследование высокого. уровня с впечатJUIющими практическими результатами,

связЕtнными с внедрением полученньIх препаратов на основе природньD(

полисахаридньD( комплексов в пищевую и фармацевтическую отрасль ЕАЭС. Работа

имеет логичную структуру, целостна и содержит новые наушыо результаты.

Проведенный анализ публикаций, teKcTa диссертации и автореферата соискатеJuI

позвоJIяет прийти к выводу, что поставленные задачи решены, цель работы

достигнута, а опубликовЕtнные результаты и автоРеферат полностью отражают

содержtlние диссертации. Представленные в работе наrшые положениrI, результаты и

выводы достоверны и обосновzIны.

Е.А. ГенерiLлов автор большого числа статей с хорошей цитируемостью кtж

отечествонными, так и зарубежньпли исследоватеJuIми. По теме диссертационной

работы им опубликовано 19 статей, из KoTopbIx 15 статей - в рецензируемьD(, в том

числе высокорейтинговьIх, отечественньD( и зарубежньтх изданил(, входящих в базу

ялра <elibrary Science Index> и в международные базы цитировчlния V/еЬ of Science и

Scopus, сделаны докJIады нароссийских и международньтх конференциях, полуrен 1

российский патент. Материалы диссертации отражены в опубликовЕIнньж автором

работах.

При ознzжомлении с текстом диссертационного исследовtlния возникли

некоторые зilмечания и воIIросы:

1. В работе покЕ}зано отсутствие пршлой цитотоксиtIности обоих полисtжаридов.

Тем не менее, HTLP проявJuIет противоопухолевую активность. Имеются ли

данные по активации zlIIоптоза в опу(олевьIх KJIeTKElx при совместном

применении HTLP и химиопрепарчIта JIХС-1269, отличньD( от прямого

цитотоксического действия сtlп{ого JЖC-1269? Как можно объяснить

синергетический эффект химиопреп аржа с полис.жаридом?

2. Возможно, стоило обсудить в работе, кчжие методы, помимо использовtlнньIх

в работе, могли бы быть применены для более детального изуIения стрlктуры

полисахаридньD( комплексов и определения молекуJIярного мехtшIизма их

биологической акгивно сти?



З. Имеется ли хотя бы гипотетическое объяснение сходной

иммуЕостимулирующей активности IIо методу Ерне обоих соединений и

различной активности в противовоспЕIлительньIх моделях?

4. Отсутствие прямой противовирусной активности STP iпvitrо (в клеточной

культуре Vеrо), при нЕtличии выраженного эффекта iп vivo (у хомяков),

убедительно укzlзывает на иммуIIомодуляторный механизм. Однако, связь

между модуJuIцией генной экспрессии в KJIeTKtlx ТНР-1 и защитой легких от

вирусной реtrликации у хомяков требует более явного обсуждения. Как

именно изменение в этих генах приводит к противовирусному эффекry ir
viyo?

5. В работе имеется некоторое количество граммаТических и стиJIистических

ошибок.

Однако данные замечанIбI и вопросы нисколько не умаJuIют значимости

проведонного исследовЕlния и качества подготовлонной диссертации. Они связаны с

контекстным утоtIнением наrшьж гипотез и полrIенньтх соискатолем результатов, не

влиJIют на обоснованность положений, выносимьIх на затrIиту, и не снижают обlrцуrо

положительную оценку работы.

,Щиссертация Е.А. ГенераловаявJuIется зtжонченной на5пillg-квалификационной

работой, в которой на основании выпоJIненньD( ulBTopoм исследований решена B€DKHEUI

наrшая проблема установлениrI биохимических механизмов биологической

активности и физико-химических характеристик полисахаридньD( комплексов,

полуIенньж из клубненосньIх растений, с целью их биомедицинского применения и

разработки HoBbD( JIекарственньж rrрепарi}тов на их основе, что имеет большое

социttльно-медицинское значение. Вклад проведенньIх исследований и разработок в

р€lзвитие отечествеЕного биомедицинского комплекса подтвержден реализацией

промышленного производства нескольких биологически активньD( добавок и одного

лекарственного средства, внедрение KoTopbD( вносит значительньй вклад в рtввитие

страЕы. Тем самым работа Е.А. Генерi}лова поJшостью отвечает критериям,

опреДеленным пп. 2.|-2.5 Положения о присуждении rIеньIх степеней в Московском

государственном университете имени М.В. Ломоносова.

заключение

,Щиссертация Генералова Евгения Александровича <Биохимические основы

биомедицинского применениlI полисахаридов из клубненосньD( растений> отвечает



требованиям, установленным Московским государственным университетом имони

М.В. Ломоносова к работам подобного рода. Содержание диссертации соответствует

специаJIьности 1.5.4. Биохимия (химические науки), а тzкже критериrIм,

определенЕым пrr. 2.|-2.5 Положения о присуждении ученьIх степеней в MockoBcкoм

государственном университете имени М.В. Ломоносова. .Щиссертация оформпена

согласно требованидл ПоложениlI о совете по защите диссертаций на соискание

уrеной степени кандидата наук, на соискание уrеной степени доктора наук

Московского госуцарственного университета имени М.В. Ломоносова. В связи с этим

соискатель Генералов Евгений Александрович заслуживает присуждениlI степени

доктора химичоских наук по специапьности 1 .5.4. Биохимия.
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