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отзыв

официаrrьного оппонента на диссертацию Крылова Вадима Борисовича на тему

кгалактофуранозилсодержащие олигосахариды: синтез и приложение в

иммупохимических исследованиях грибковых и бакгериальньш патогеновD,

предстЕlвленную на соискание ученой степени доктора химических наук по

специшIьности 1 .4.g. -Биоорганическrш химия, оформленную в виде наушIого доклада,

Акryальность темы исследования

Углеводы играюТ одну иЗ ключевых ролей в клеточном сигналинге, распознЕlвании и

коммуникации клеток с внекJIеточными компонентаI\,{и и друг с Другом, а также явjIяются

неотъемлемыми участниками в пост-трансляционньIх модификациях белковьIх структур

[д. F. Costa et al., Тrепds Сапсеr 2020. 6,7577. В отличие от других биополимеров - белков

или нуклеиновых кислот - углеводы могут иметь нелинейную структуру, Их ветвление

происходит за счет наJIичия нескольких гидроксильных групп, при асимметрических

a1oцa€lx углерода, что существенно увеличивает разнообра:lие возможных структур, Эта

многовариантность еще больше возрастает для восстанавливtlющих гексозньD(

фрагментов, способных существовать в состоянии динамического равновесия в виде

пиранозной, фуранозной и ациклицеской форм,

в кJIетках млекопитающих присутствуют 9 основных моносахаридов, из KoTopbD(

построена большая часть наших олиго- и полисахаридов: D-глюкоза, N-ацетил-D_

глюкозаIuин, D-галактОза, N-ацеТил-D-галактозамин, D-манноза, D-ксилоза, I-фукоза,

глюкуроновiш кислота и N-ацетипнейраминовая кислота, относящаяся к сиаловым

кислотам [Р. Sosicftc et al., Biochemistry 2020,59, 3064]. Большинство из этих соединений

могут быть, как получены из экзогенньIх источников, используя транспортеры семейства

SLc2д, так И быть синтезированьldе поуо исходя из глюкозы, При этом рff}нообразие

приролньжМоносЕжаридоВДалеконеисчерпыВаеТсядеВятью((челоВеческиМи)

углеводами. Например, гuUIактоза в фуранозной форме, входящая в состав

гликоttротеинов, гликолипидов и полисахаридов у патогенньн бактерий, грибов и

простеЙшиХ не входиТ в состаВ гликаноВ человека и млекоПитающих, Это делает

галактофуранозил-содержащие структуры удобными мишенями для вакцин и

специфическими МаРКеРа]\,Iи для разработки диагностических тест-систем для таких

социtlльно_значимых заболеваний как инвазивный аспергиллёз легких, криптококковый

менингит, а также для терапии внутрибольничных инфекций, вызываемых

грtlIчIотрицательной бактерией Klebsiella рпеumопiае, Отсутствие гаJIактофуранозы у



млекопитающих и человека минимизирует возможность IIобочньtх реакций при

вакцинации и увеличивает чувствительность и специфичность диагностикуN{ов,

Создание гликоконЪюгированНьIх вакциН и диагностикуIиоВ для вышеуказанных

заболеваний требует проведения синтеза библиотек олигосахаридов, содержащих

галактофуранозильные фрагменты, что является нетривиtшьной задачей ввиду отсуtствия

необходимого набора синтетических методов. В связи с этим, рецензиРуема,I работа В, Б,

крылова, посвященная разработке синтетических методов для синтеза сложных

галактофуранозилсодержащих олигосахаридов, из}чению их конфигураuионных

особенностей и конформаuионной динаN,lики, исследования их иммуномодулирующего

деЙствия, а также созданию иммуноферментньIх диагностикумов и прототипов

аналитических тест-систем для опредепения углеводных маркеров грибковьIх

заболеваний, несомненно, является акту€}льноЙ задачеЙ,

Научная новизна.

ВходеВыпоJIнениясВоегоисслеДоВанияВ.Б.КрылоВполУчилценЕыенаr{ные

результаты. Эти результаты можно условно отнести к нескольким (научЕым сюжетам)):

1) РазработКа новогО синтетическогО метода дJlя получеЕия гаJIактофуранозидньtх

строительньгх блоков; синтез олигосахаридов, структурно родственных грибковым и

бактериальным полисахаридztм, содержащих в своем cocтtlвe галактофуранозидные

звенья.

2) Исследование пространСтвенногО строениЯ И конформаuионноЙ ДИНаIчrИКИ

галактофуранозип-содержащих производньIх,

3) Иммунохимические исследовчlния синтезированных полисахаридов, содержащих

гiIлактофуранозидные звенья и создzlние на их осЕове прототипов диагностических тест-

систем.

ВпервойчастирабоТыприисслеДоВаЕииреакцийисчерпыВаюЩего

сульфатирования углеводов в присутствии сильньIх кислот была обнаружена селективнаJI

изомеризация пиранозидов в фуранозные формы соответствующих углеводов (пиранозид-

фуранозная перегруппировка или пФп) с сохраIIением конфигурачий при

асимметрических атомах углерода и о-заместителей, На достаточно большой серии

пиранозньж субстратов установлены границы применения и огрЕtIIичения открытой пФп,

Показано, что моносахариды с галакто- и глюко-конфигурациями пираЕозньж цикJIов и с

экваториальным расположениеМ аномерного заместителя в условиях пФП приводят к

соответствующим фуранозапr с хорошими - высокими выходап4и, Напротив манно-

производные, а также пиранозиды с аксишIьной конфигурачией аномерного центра не



подвергаются пиранозид-фуранозным трансформациям, Эти исследоваItия, наряду с

квантово-химич9скими расчетами позволили предложить возможцый механизм ПФП,

предполагающий в качестве ключевых стадий протонирование фуранозного кислорода с

последующим образованием пятичленного диалкилсульфата, сопровождающимся

раскрытием пиранозного цикла, с последующей рециклизацией, Также удалось объяснить

почему, как правило, термодинамически более стабильная пиранозншI форма

превращается в фуранозную.

на следующем этапе, пФп была эффективно примеЕена для препаративного

синтеза библиотек олигосахаридов, родственных антигеЕным полисахаридtlI,I грибковых и

бактериальньIх патогенов, таким как галактоманнану Д, Jumigatus, о-цепи ЛПС к,

рпеumопiае, дигетерогликану Е, faecalis, гаJIактоксиломаннану с, пеоfоrmапs, Эти

патогены вызывают смертельные заболевания - инвазивный аспергилез, больничные и

внебольнИчные пневмонии с высокой степенью антибиотикорезистентностью, Считаю,

что выполЕение этого сложнейшего синтетического фрагмента диссертации потребовала

виртуо:3ного владения методами тонкого органического синтеза,

во второй части работы с применением спектроскопии Ямр (корреляции cosy,

ROESY, TocSY, HMQC, нмвс, NOESY и другие), а также квантово_химических

расчетов было исследовано пространственное строение и проведен конформационный

аналиЗ синтезированЕых фуранозидньш производньж, Бьшо проведено моделирование

геометрии связей между фуранозными и пиранозными остатками, Изучены изменения

классических конформационньIх состояний пиранозного цикJIа, происходящие при

исчерrIывающем сульфатировании, что, в конечном итоге, является движущей сипой

пФп. Проведены исследования конформационной подвижности галактофуранозильных

остаТкоВВсосТаВеболеесложныхМолекУл:олигосахариДоВИо-лактильньж

производньIх, что позволило выявить полный набор конформеров фуранозидных колец и

устанOвить их содержание в равновесной смеси,

СинтезирОванные в работе олигосахариды, родственнЫе О-цепи ЛПС бактерии К,

рпеuпtопiае, были использованы для исследования лектиновой активности лизоцима

челоВека'позволяюЩейЭТоМУзаЩитномУбелкУиммУннойсисТеМыраспознаВаТь

клеточныесТенкиграМоТрицаТеЛьнЬIхбактерий.НаосновеэкспериМенталЬнЬIхДанньIх-

ямр-спектроскопии в растворах и изучения монокристалла комплекса олигосахарида с

лизоt(,имом с помощью метода рсд, а также теоретических подходов построена

трехп[ернаrI модель углевод-белкового взаимодействия дисахарида с лизоцимом человека,

ПредложеннаJI моДель позвОляет эффективно оценивать взаимодействия лизоцима с

разлIнныМи низкомОлекулярными олигосахаридными лигандап{и,



и, наконец, в третьей части работы исследованы иммунохимические свойства

библиотек олигосахаридньIх лигандов, соответствующих иммунодетерминантным

фрагментам основных полисахаридов стенки грибковьгх патогенов (га.пактоманнап

Дspergillus, маннан Caпdida, о-(l---3)-глюкан Дspergillus, и других). Были определены

углеводl{ые эпитопы в составе полисахаридов клеточной стенк.и грибов, ответственные за

формирtrвание иммунного ответа. Установлено, что профиль цитокинового ответа

макрофаrгов, обработанных гликоконъюгатаIvIи, был преимущественно

провоспалительного типа Thl со значительным увеличением высвобождения ТNFо, IL-6 и

|L-12. Это покаЗывает, что цепи, построенные из В-(1-+5)-свя:Jанньтх галактофуранозньIх

ocTaTKoI], являются сильными анТиГенаN,Iи и мощными иммуномодулирующими

факторапли, активирующими механизмы врожденного иммунитета За СЧеТ ВЗаИМОДеЙСТВИЯ

с рецепторами, распознЕIющими патоген-ассоциированные паттерны, С помощью BSA-

конъюгата пентасахарида27ь, родственного галактоманнану Д. fumigatиý а также набора

биотинлtлированньш олигосахаридов, используемых в качестве покрывающих антигенов,

были полr{ены два высокоспецифичЕых моноклональных антитела, которые способны

специфически распознавать галактоманнан, продуцируемый Д. fumigatиs, Это позволило

создать иммуноферментный диагностикум для определения галактоманнанового маркера

инвазивного аспергилеза, который в настоящео время серийно производится в РФ и за

рубежом. Наряду с этим был создан прототип чувотвительного оптического наносенсора,

для обнаружения галактоманнана.

Iiыл также успешНо проведен анали:] углеводной сгrецифичности моно- иlили

поликJIональныХ антитеЛ протиВ гаJIактозаМиногаJIактана Дspergillus fumigatus дJUI

детектирования инвtlзивного аспергилеза, против маннана caпdida дJuI вьu{вления

инвазивного кандидоза, а также на антитела 5Н5 и 3G11, распознающие грибковый В-

( 1----3)-глюкан.

Еще одним результатом диссертации явJUIется создание прототипа вакцины против

бактерlли Е, faecalis, в виде конъюгата специфических олигосахаридных лигtшдов,

содержащих В-D-галактопиранозильные фрагменты с белком-Еосителем. Обнаружен

протекгивный эффект генерируемых антител в экспериментах iп vitro и iп viуо, что делает

выбраннЫе структурЫ перспектИвнымИ tsакциннымИ лигандаN,IИ, индуцирующими

экспрессию антител, для защиты от трудноизлечимых госпитальньпr инфекций,

Щостоверность полученньш результатов

результаты рецензируемой работы сомнений не вызывают, поскольку получены на

основе квалифицированного применения современных методов органического синтеза и



физико-химического исследования: спектроскопии ямр, масс-спектрометрии высокого

разрешения, РСА, современных биохимических подходов, а также методов квантовой

химии. l1олlлrенные результаты обсуждены с использованием новых данньж современной

химической литературы.

Пракгическая значимость

В диссертации предложон и рЕtзвит новый препаративный метод органической

химии - пиранозид-фуранозная перегруппировка, позволяющая с высокими - хорошими

выходами получать фуранозные формы углеводов из соответствующих пираноз с

сохранениеМ конфикурациЙ асимметрИческих центов и о-заrrлестителей, Создан

иммуноферментный диагностикуl![ для определения галактоманнанового маркера

инвазивного аспергилеза, который в настоящее время серийно производится в РФ и за

рубежом. Разработан прототип наносенсора, для обнаружения галактоманнан1 Создан

прототип вакцины против бактерии Е. faecalis,

замечания

Работа В. Б. Крылова выполнона на высоком экспериментальном уровне, тщательно

оформлена, изложена четко И аргументировано, Имеются вопросы, носящие

дискуссионный характер :

1. ,можно ли сформулировать кратко и схематично критерии возможности

протекания ПФП?

2. В каких средах проводилось эксперимеЕтаJIьное исследование стереохимии и

конформационньIх превраIцений фуранозидов и их заIvIещенньгх производньIх и в

каких концентрациях? Как будуг коррелировать заселенности конформационньп

состояний, полученные в диссертации с таковымп iп vivо?

3. При определении углеводных эпитопов, ответственных за формирование

иммунного ответа, в тематических библиотеках использовались, в подавJUIющем

большинстве, линейные олигосахариды, тогда как полисахариды грибковьrх и

бактериальных патогенов имеют разветвленное строение, Какова надежность

выбранных таким образом эпитопов, особенно с учетом того, что автору данной

работы пришлось корректировать углеводную специфиtIность антител из двух

зарубежных коммерческих тест-систем? Каковы граничные условия достоверности

при выборе этипопа по размеру, разветвленности и другим критериям?

4, С развитием грибкового или бактериального заболевания, в результате его лечения

или по мере муtации возбудителя могут меняться профили гликопротеиновьIх



рецеIIторов. можно ли как_то прогнозировать изменения, происходящие с

рецепторами и своевременно разрабатывать новые системы их вьuIвления и

таргетирования? Каков прогноз о (долголетии), разрабатываемых в дисс9ртации

п,рототипов вакцин и тест-систем и на чем он основан?

5. В иммунологической части работы хотелось бы увидеть более наглядные подписи

к иллюстративному материалу и его более подробное описание,

Очевидlrо, что указанные вопросы не принципиальны и не могут повлиять на общуIо

высокую оценку работы и тем более не ставят под сомнение ценность полуIенных в ней

результатов.

заклю,rение

Представленную диссертационную работу Крылова В,Б, можно квалифицировать как

научное достижение, заключающееся в новых научно обоснованных решениях по синтезу

га.lrактсlфУраноЗилсоДержаЩихолиГосахариДОВ'ихприМенениюВиМмУнохимиЧеских

исследованиях грибковых и бактериальньIх патогенов, созданию тест-систем, а также

прототипов угпеводных вакцин. полученные соискателем экспериментt}льные данные

достоверны, выводЫ носяТ обобщающий характер. основное содержание работы

отражено в 45 статьях в рецензируемых журнЕUIах, из них 33 стати запериод 20ТЗ-2022тt,

в журнаJIах из списков Ql и Q2, индексируемых Scopus и Web of Science, По теме работы

опубллrковано б обзоров в специализированньш научных журналах, Публикачии автора

подтверждаюТ его высокий профессионаJIьный уровень, Результаты работы были

доложены на международных и всероссийских конференциях, конгрессах и симпозиумах,

многие положения диссертационного исследования могут найти применение в

университетских учебных курсах по химии, результаты MoI,yT быть рекомендованы для

приМененияВнаУЧныхорганиЗациях'ВкоторыхиЗуIаЮТсямеТоДыПоЛrI9нияИ

применение органических соединений: в Институте органической химии им, н,д,

Зелинского,ИнститУтебиоорганическойхимиииМ.М.М.ШемякинаИЮ.д.
овчиlлниКова, ИнстИтуте молеКулярноЙ био:rогиИ им, В, д, Энгельгардта рдн, Институге

биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича, Институте биохимии им, д,Н, Баха, а

также в учебньш курсах московского государственного университета им, м,в,

ломоносова, Российского химико-технологического университета им, ,щ,и, Менделеева и

других ВУЗов.

.Щиссертационнаяработа'оформленнаяВВиДенауЧногоДоклаДа,поноВизне'

пракr:ической значимости, достоверностII результатов и обоснованности выводов

удовJIетворяет всем требованиям (Положения о порядке присуждения учёных степеней>



(утверж;цено Постановлением Правительства РФ от 24.09.2013 г. }lЪ 842 с изменениями

Постановлений Правительства РФ от: 2|,04,20116 г. Ns 335; 02.08.2016 г. JФ 748; 29.05.201'7

г. Jф 650; 20.03.2021 г. Ns 426), а её автор Крылов Вадим Борисович заслуживает

присуждtения учёной степени доктора химических наук по специальностИ |.4.9.

Биоорга,ническ€ш химия.
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