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официа-lrьного оппонента на диссертационную работу Белоryрова Алексея днатольевича
кБиохимИческие основы аугоиммунной нейродегенерации), представленную на

соискание ученой степени доктора химических наук по специальности

02.00.10 - биоорганическffI химия

ПредставЛеннЕUI К защите работа Белогурова А.А. посвящена исследованию

молекуJIяРньIх мехаНизмов, лежЕuциХ в основе возникновения и рzввития аугоиммунной

нейродегенерации. Аугоиммунные заболевания представляют одну из глобальньж угроз
здоровью человечества. В работе автор раскрывает целый ряд аспектов молекулярно-

биологических И биохимических механизмов развития одного из наиболее

распространенных аугоимунньrх заболеваний - рассеянного скJIероза. Полученные в

работе результаты облада.тот значительным потенциалом практического rrрименения.

АвторУ работЫ удалосЬ на основе фундаллентzшьного исследования создать

инновациОнныЙ препараТ (Xemys), реtlлизуюЩий один из подходов к специфической

терzшии аугоиммунной нейродегенерации. Препарат в настоящее время проходит

финальную стадию клинических испытаний. Поэтому выбраннаlI тема диссертационной

работы, безусловно, является актуальной.

.Щиссертационн€UI работа Белогурова А.А. охватывает несколько основньж

направлений исследований: (i) изучение особенностей рtввития иммунного ответа при

протекании рассеянного склероза и экспериментilльного аутоиммунного

ЭНЦефалОмиелита, (ii) опрелеление взаимосвязи структуры миелин-реактивньD( антител и

ИХ фУНКЦИи (iii) оТкрытие и исследование феномена убиквитин-незtlвисимого гидролиза

ОСнОВного белка миелина протеасомоЙ, а также вьUIвление физиологической значимости

данногО процесса при протеканиИ аугоиммуНной нейродегенерации (iv) разработка и

аПРОбаЦия нОВЬIх терапевтических стратегиЙ дJuI лечения рассеянного склероза, в том

числе с использованием иммунотоксинов, инкапсулированньж фрагментов основного

белка, а также селективньгх ингибиторов иммунопротеасомы.

РабОТа иЗлоЖена на 2З0 страницах, содержит 87 рисунков и 13 таблиц.

Щиссертация построена по классическому принципу и включает в себя рtLзделы

КВВеДение>, кОбзор литературы>>, <<Материалы и методьD, кРезультаты и обсуждение>,

КЗаКлючение>>, <<ВыводьD) и кСписок литературы>. Обзор литературы занимает примерно

ПЯТУю частЬ общего объема диссертации и включает в себя общую характеристику

ПаТОГенеЗа аУтоиммунноЙ неЙродегенерации. Автор детально описывает известные к

наСтояЩеМу времени представления о приобретенном и врожденном имм}нитете,



вносящие вклад в возникновение и р€lзвитие заболевания. В отдельной главе диссертант

описывает композицию убиквитин-протеасомной системы, а также ее связь с

возникновением антигенов и аутоиммунитетом. Представлены существующие животные

модели экспериментального аугоимм}цного энцефаломиелита - модели рассеянного

склероза. Значительная часть обзора посвящена систематизации способов терапии

аУТОИММУннОЙ неЙродегенерации, как уже давно известных, т€к и только

РаЗРабатыВаеМых. КаждыЙ подход описан с точки зрения молекуJIярного механизма

деЙствия, что помогает далее корректно оценивать полr{енные в работе результаты. В

ЦеЛОМ обзор литературы, вкJIючaющий 428 ссылок, подавляющее большинство которьж

относится к работам последних 10-15 лет, наглядно подчеркивает уровень сложности

ПРОбЛеМатики, с котороЙ столкнулся диссертант. Раздел кМатериалы и методьD детt}льно

описывает методы, использованные при выполнении диссертации. Следует отметить

ШИРОКОе использование в работе самых современньж подходов, а также ряд

Разработанньтх автором уникЕrльньD( методов, таких как количественныЙ анализ пептидов,

ПРеДставленньIх в продуктах гидролиза основного белка миелина протеасомой с

использованием воды, содержаттIей изотоп кислорода с массовым числом 18.

<Результаты и обсуждение> изложены на 100 страницах и содержат 61

иллюстрацию. Эта частЬ диссертациИ состоит из дв)ж разделов: <Изуrение

бИОХИмических аспектов аутоиммунной нейродегенерации) и кНовые подходы к терапии

РаССеЯННОГО СКЛеРоЗo). Упомянlтые ра:}делы взаимосвязаны, так как результаты

фУндаментtlльньIх исследований изrIаемых процессов использованы при разработке

новьIх подходов к терапии.

Первое направление описывает исследования фунда;rлентi}льного характера.

Представляло значительный интерес исследовать спектр аутоантител, возникающих при

рассеянном склерозе и аутоиммунной нейродегеЕерации. Автору уд€lлось установить
Специфичность поликJIональных миелин-реактивньIх антител с использованием

библиотеки эпитопов основного белка миелина - одного из главньD( аугоантигенов при

аУТОиммунноЙ неЙродегенерации. Щалее был использован эффективный комбинаторньй

IIодход и создана фаг-дисплейная библиотека одноцепочечньIх антител на основе В-

кJIеток пациентов с рассеянньм скJIерозом. С ее помощью впервые была подтверждена

ГИПОТеЗа (молекулярноЙ мимикрии)) на молекулярном уровне, поскольку в процессе

Селекции удалось отобрать ряд MoHoKлoHElJIbHbD( антител, способньтх одновременно

связывать миелиновый и вирусный антиген. В этой части работы использованы физико-

химические подходы, такие как метод поверхностного плЕLзмонного резонанса. С его

помощью была проведена количественнаlI оценка сродства иммуноглобулинов к



ОСНОВНОМУ белкУ миелина. Нельзя cкtхlaтb, что найденные характеристики могут быть

ОбЪЯСНены простыми физико-химическими закономерностями, но, тем не менее, автор

ПОПЫТ€}лся объяснить некоторые характеристики этих взаимодействий стрlктурной

вариабельностью антител.

Значительный интерес представляет часть работы, посвященнаJI открытию и

иЗrIению молекулярного механизма убиквитин-независимого гидролиза основного белка

миелина (МВР) протеасомами. Было достоверно установлено, что МВР подвергается

ГИДРОлиЗУ протеасомоЙ в отсутствие каких-либо компонентов системы

убиквитинилироваЕия. Для установления механизма этого процесса бьши созданы

РаЗличные варисlнты МВР, содержаIцие замены аI\4инокислотньгх остатков, а также МВР,

СОДеРЖащиЙ модифицированные остатки, что позволило установить, что движущей силой

наблюдаемого убиквитин-независимого протеолиза является определенная композиция

Заряженньж аминокислот, а не конкретнаJI €II\линокислотнаJI последовательность. Наиболее

вероятно, что правильно составленнilI композиция положительно-заряженньIх

аминокислотньIх остатков, изменяя в нужном направлении узнающие детерминанты МВР,

определяет его эффективIIое взаимодеЙствие с катаJIитическоЙ субъединицеЙ протеасомы

И ПОследУющиЙ гидролиз. Интересно, что МВР относится к белкам, имеющим

неyпорядоченную структуру. В этом белке были идентифицированы rIастки, отвечtlющие

За кпротеасомныЙ сигнЕtл)) деградации этого белка, и дarлее было проведено

конструирование миелин-подобньтх (дегронов). Эти структуры содержат

последовательности, состоящие из заряженньж остатков, которые могут определять

убиквитин-независимую деградацию белков. Полуrенные результаты могут иметь общее

значение для построения химерных белков с целью их гидролиза независимо от

убиквитинилирования. На следующем этапе было дотЕuIьно исследовано взаимодействие

МВР с протеасомой и роль субъединиц протеасомы в механизмах внутрикJIеточного

гидролиза МВР. В целом, эта главадиссертации представляет очень вalкное исследование

в области химии белков и соответствует специальности кбиоорганическaш химия)), к

котороЙ отнесена даннilI многоплановаrI диссертационнtш работа. На следующих этапах

работы диссертанту удЕtлось rrроследить непосредственн}.ю связь обнаруженного

мехЕIнизма убиквитин-независимоЙ деградации с ра:tвитием аугоиммунноЙ

нейродегенерации.

Вторая часть главы кРезультаты и обсуждение)) описывает успешные попытки

создания специфических подходов к терапии аутоиммунной нейродегенерации.

Найденные иммунодоминантные фрагменты основного белка миелина используются

автором для дизайна бимодульньrх иммунотоксинов, обладающих способностью



направленно элиминироватЬ поrrуляцию аутореактивньIх лимфоцитов, а также для
созд€lния липосомной композиции дJUI индукции толерантности иммунной системы к
миелиновым антигенаь{. Фундаментальное знание роли иммунопротеасомы в патогенезе

аутоиммунной нейродегенерации позволило автору выдвинуть и д€rлее экспериментttльно

подтвердитЬ перспектИвностЬ концепции использования специфических ингибиторов

каталитиЧеской протеасомной субъединицы pli дJUI направленной терапии этого

заболеванИя. ВажнО отметить, что БелоГуров А.А. в своей работе приводит результаты
кJIиничесКих испытаний препарата Xemys, созданНого на основе миелиновых пептидов,

заключенньж в маннозилированные однослойные липосомы. Это свидетельствует о

значительноМ терапевтИческоМ потенциаЛе данной разработки. Таким образом,

фундаlлентЕlJIьные исследования, проведенные А.А Белогуровым в его диссертационной

работе, реализованы В разработке перспективного препарата для лечения рассеянного
склероза. Следует специirльно отметить, что диссертация и автореферат прекрасно

оформлены и иллюстрированы.

РезюмирУя, можно утверждаТь, что работа Белогурова А,д. выполнена на высоком

экспериментшIьноМ и научноМ уровнях. Тем не менее, можно отметить ряд недостатков,

которые прис}"тствуют в работе:

1) В частности, автором проведен детальный анализ аффинности комбинаций VН
и VL миелин-реактивньIХ антитеЛ МВР И перекресТной реактивности против

панели потенциtшьньD( аутоантигенов. Вероятно, что TaKffI важнffI и большая

работа проделана впервые. Тем не менее, не очень понятен вывод об

кустойчивости) результирующей аффинности антител.

2) В рабОте открыт и детально исследован механизм убиквитин-независимый

деградации Мвр. Из обсуждения не до конца ясно, работает ли этот механизм

толькО при одноВременноМ истощении АТР и ингибировании химотрипсиновой

аКТИВНОСТи протеасомы или существуют физиологические условия, при

которьтХ могуГ работатЬ оба мехаНизма: убиквитин-зависимая и убиквитин-
независимаlI деградация МВР.

3) Одним из важнейших этапов выполненной работы явJUIется выбор

оIIределенных пептидов Мвр, вошедших в состав препарата xemys. Хотелось

бы увидеТь в работе более концентрированное обоснование в главе 4.2.2 вътбора

именно этих фрагментов МВР.

4) Определенный интерес представляло бырассмотрение перспектив совместного

примененИя длЯ лечениЯ РС индукЦии иммунотолерaнтности пептидами МВР и
ингибиторов протеасомы.



5) Несмотря на очень хорошее оформление диссертации, следует отметить, что

списоК сократтIенИй неполнЫй, чтО затрудняеТ прочтение глав диссертации,
зачастую переполненньIх сокраrцениями.

6) В тексте диссертации встречаются опечатки и неудачные выражения, хотя

число этих недочетов восьма небольшое для такого объемного труда.

Высказанные заN,fечания нисколько не умЕIJUIют больших достоинств выполненной

работы. Автореферат соответствует содержанию диссертации, а саN4а диссертация
полностьЮ отражена в на)чньЖ статьях, опубликоВанньD( автором в ведущих российских
и зарубежных журналах высокого импакт-фактора, результаты работы неоднократно

доложены на отечествеIlньIх и международных конференциях.

,ЩиссертациЯ Белогурова А.А. <Биохимические основы аутоиммунной

нейродегенерации) представJIяет законченное наr{ное исследование, выполненное в

очень актуальной области, И полностью отвечает требованиям "положения о

присуждении }ченьж степеней" (утверждено Постановлением Правительства РФ от

24.09.20Iз г. ]ф 842 с изменениями Постановлений Правительства РФ от: 21.04.2016 г. М
335; 02.08.20lб г. J\b 748; от 29.05.2017 г. Nэ 650), предъявJUIемым к диссертациям на

соискание уrеной степени доктора н&ук, а её автор Белогуров Алексей днатольевич

заслуживает присуждения искомой степени доктора химических наук по специальности

02.00.10 - биоорганическм химия.
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