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Свечение, сопровождающее многие химические, в первую очередь,

свободнорадикilJIьные реакции, получило общее названио хемилюминесценции. В

биологических системах собственная хемилюминесценция обычно обладает крайне

низкой интенсивностью и требует для своего обнаружения и регистрации

высокочувствительных фотоумножителей. Революционную роль сыгрirло

обнаружение веществ, способных многократно усиливать собственную

хемилюминесценцию, получивших название активаторов хемилюминесценции. В

отличие от собственной люминесценции биосистемы, свечение, регистрируемое в

присутствии активаторов, получило название активируемой хемилюминесценции.

Метод активированной хемилюминесценции позволяет количественно оценивать

интенсивность протекания свободнорадикttпьных процессов в биосистемах, что

обусловило его многообрiвное использование в биофизических исследованиях. В

качестве физических активаторов, усиливающих слабое свечение, возникающее при

рекомбинации свободных радикалов, широкое применение нашли хинолизидиновые

производные кумаринц известные в научной литературе под нiвваниями кумарин

314, кумарин ЗЗ4 и кумарин 525. Термин физичеокий активатор, применяемый в

отношении кумаринов, подчеркивает, что они не вступают в химические реакции и

не влияют на ход реакций, порождающих собственное свечение исследуемой

биосистемы. Их действие основано на физическом переносе энергии с

возбужденного продукта собственной хемилюминесцентной реакции на активатор.

При этом эффект усиления свечения (для кумаринов на три порядка и более)

достигается за счет высокого квантового выхода хемилюминесценции, присущего

молекуле активатора.
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Люминесцентные методы с использованием кумаринов в качеств9 активаторов

хемилюминесценции широко применяются в настоящее время для наблюдения

процессов как спонтанного, так и инициированного пероксидного окисления

липидов (ПОЛ). К настоящему времени разработан ряд модельных систеМ, в

которых тем или иным способом индуцируется ПОЛ. Одной иЗ таких систем

является комплекс цитохрома с с глицеролипидом кардиолипином. Под влиянием

кардиолипина в белковой части цитохрома с происходят структурная перестроЙкц

придающzu{ цитохрому с не свойственную ему в норме пероксидrвную активность.

А именно, цитохром приобретает способность к двухэлектронному восстановлению

пероксида водорода с образованием сверхокисленной формы железопорфирина со

степенью окисления железа +4 и катион-радикалом на одном из атомов углерода

порфиринового цикJIа - оксоферрил-порфирин-катион-радикtlJIа (porphyrin*'-Felv:O).

Эта форма железоопрфирина, анz}JIогична т.н. соединению I (compound I) в цикJIе

пероксидzвы. Обладая высокой окислительной способностью, она выступает в

качестве непосредственного инициатора ПОЛ в системе цитохром с - кардиолипин.

Исследуя люминесценцию системы цитохром с кардиолиrrин с

использованием кумариновых производных в качестве активаторов, автор

рассматриваемой работы, Л.А. Ромодин, впервые обнаружил, что кумариновые

производные частично расходуются в ходе эксперимента. С учетом того, что

физический активатор люминесценции действует по rrринципу линейного усилителя,

его расходование должно очевидным образом приводить к искусственно

заниженным значениям амплитуды спектра люминесценции. Оценить значимость

возникающих искажений для интерпретации результатов научного эксперимента и

найти способы их адекватной коррекции - было основной целью даннойработы. Это

определяет ее актуальность и потенциtLльную практическую значимость.

!иссертационная работа Л.А. Ромодина изложена на l84 страницах формата

А4, содержит 39 рисунков и две таблицы и состоит из введения, обзора литературы

(глава l), описания материалов и методов исследования (Глава 2), изложения

результатов экспериментов (Глава 3), обсуждения результатов (Глава 4),

закJIючения, выводов и списка использованной литературы, включающего 459

наименований.

Глава 1 (обзор литературы) занимает 33 страницы, состоит из 5 разделов с

вЕутренним делением на подршделы, т. е. хорошо структурирован. Обзор

исчерпывающим образом охватывает проблематику исследований автора и



адекватно отражает современный уровень научных исследований в

соответствующих областях.

В Главе 2 представлены все используемые автором инструментальные

методы, подробно описаны биохимические методики, а также приемы и методы

анализа и статистической обработки эксперимент€lльных результатов.

Глава 3 содержит результаты собственных исследований автора. В основУ

методологии исследований автором был положен кинетический подход,

обеспечивающий синхронизацию химических изменений в исследуемом образце,

регистрируемых спектрофотометрически, с физическим откJIиком системы в виДе

активированнной хемилюминесценции. Это подход является сущоственным

элементом научной новизны данной работы. Спектрофотометрический анzLлиз

проводился путем записи сгIектров поглощения с их последующим количественным

анаJIизом в двух областях спектра: спектральный максимум полосы Соре цитохрома

с (409 нм) и спектрzLльный максимум соответствующего производного кумарина

(447,5 либо 460 нм). В большинстве экспериментов в присутствии перекиси

водорода наблюда,чось снижение во времени оптического поглощения в области

обеих указанных максимумов. Снижение интенсивности полосы Соре отражает, как

полагает автор, рiврушение порфиринового цикла цитохрома под действием

пероксида водорода, с чем можно согласиться. Одновременно наблюдающееся

снижение поглощения в области спектрального максимума кумариЕа означает,

очевидно, его химическое превращение в результате взаимодействия с химическими

компонентами системы. Используя коэффициенты экстинкции кумаринов и

цитохрома с для двух указанных точек спектра, автор решает систему двух

уравнений Ламберта-Бэра, определяя концентрации всех компонентов в ряде

временных точек. Это позволило получить кинетические зависимости расходования

кумарина исследуемых системах. Щалее автор на основе ряда соображений приходит

к выводу, что расходование кумарина в его экспериментilльных условиях

происходит по механизму псевдопервого rrорядка, что дает основание обработать

эксперимент€Lльные кривые расходования кумаринов по уравнению необратимой

химической реакции первого порядка и определить константы скорости. Опираясь

на константу скорости, позволяющую оценить значение текущей доли активатора

хемилюминосценции от его первонач€Lльного количества в системе, автор предложил

корректировать экспериментiLльные спектры люминесценции с помощью



поправочной функции, учитывающей степень расходования активатора в данный

момент времени. Это положение является основным результатом работы.

Глава 4 полностью посвящена обсуждению экспериментiLльных результатов.

В ней автор вновь возвращается к каждому из выполненных им экспериментов,

подробно обсуждая как их иЕструментаJIьном исполнение, так и используемые для

анапиза экспериментаJIьных данных теоретические модели, подробно

останавливаясь, в частности, но обосновании корректности принимаемых

догryщений.

В целом методическая постановка исследований и анализ кинетических

закономерностей трансформации системы цитохром с - кардиолипин в присутствии

хинолизидиЕовых производных кумарина заслуживает высокой оценки.

Разработанные автором подходы, позволяющие корректировать данные

хемилюминесцентного эксперимента, практически значимы и булут, безусловно,

полезны в научных исследованиях пероксидного окисления липидов методом

активированной хемилюминесценции специа"пистами, работающими в области

биофизики, химической и биохимической физики, таких организаций как: Институт

проблем химической физики РАН, Инстиryт биохимической физики, Институт

теоретической и экспериментальной биофизики РАН, Институт химической

биологии и фундаментальной медицины СО РАН. Результаты можно также

рекомендовать для вкJIючения в сtIецкурсы для бакалавров и магисц)ов,

обучающихся по направлению <Биофизика) и <<Биохимическая физика>.

[остоверность и новизна научных положений, выводов и рекомендаций не

вызывает сомнений. Исследования проведены с использованием современного

оборудования, кинетические результаты получены со статистической ошибкой,

приемлемой в кинетических экспериментах, и обработаны с использованием

известных теоретических подходов и моделей, творчески адаптированных автором

для изучаемой им системы.

Результаты работы прошли апробацию в виде 5 научных публикаций в

рецензируемых научных изданиях, рекомендуемых ВАК для rryбликации научных

результатов диссертационных исследований, было сделано 10 устных докJIадов на

научных конференциях разного уровня.

С одержание автореферата соответствует основному содержанию диссертации.

Несмотря на положительную оценку данной работы в целом, хотелось бы

отметить три момента в качестве замечаний.



1. Обозначение Соединения I (compound l) как <ферриформы цитохрома с с

двумя окисленными эквивЕlJIентами) выглядит не вполне удачным. Во-первых, это

не название самой этой структуры, а лишь указание на компонент, из которого она

образуется. Кроме того, обычно в химической литературе принlIто говорить о

восстановительных эквивалентах, подразумевая под этим материzrльную частицу,

электрон (или атом водорода), передающуюся в окислительно-восстановительной

реакции. Термина ((окисленный эквивалент) не существует, так как это лишеЕо

физического смысла. Щогryстимо скiвать <<окисляющий эквив[rлент (oxidizing

equivalent)>, имея в виду, потенциЕLльную способность окислителя принять один

электрон. По нашему мнению компаунд 1 можно было бы называть ((оксоферрил-

порфирин-катион-радикzlл), что хорошо соотносится с сокращенным обозначением,

используемом на рисунках в диссерт ацииi porphyrin*'-FelV:O.

2. Автор утверждает, что константы скорости разрушения кумариновых

производных были им вычислены. Однако, процедура этого ((вычисления) нигде не

приводится. Если это была аппроксимация по эксrrериментilJlьным точкам, то

}келательно было бы показать графики такой аппроксимации, а также определить

средние ошибки аппроксимации. По этим данным можно было бы судить о согласии

экспериментальной кинетической кривой с моделью первого порядка, которая

принята автором в виде допущения.

3. В конце рzlздела 3.1 автореферата (стр.14) приводится таблица без подписи

к ней. Такой таблицы в диссертации нет вообще. Щанные, содержащие в ней,

приводятся в рilзных местах в виде текста (слр.17,111-112).

Сделанные выше замечания не относятся к критическим недостаткам,

окiвывающим существенное влияние на выводы диссертации, либо ставящим под

сомнения положения, выносимые автором на защиту.

Щиссертационаая работа Л.А. Ромодина <Корректное применение

хинолизидиновых IIроизводных кумарина для изучения комплекса цитохрома с с

кардиолипином)), представленная на соискание ученой степени кандидата

биологических наук fIо специа.пьности |.5.2 - биофизика, является законченной

научно-квалификационной работой, в которой решена важная научно-практическая

задача изучены особенности использования хинолизидиновых производных

кумарина в качестве активаторов хемилюминесценции в модельной системе

пероксидного окисления, индуцируемого комплексом цитохром с - кардиолипин и



предложены способы корректировки хемолюминограмм, учитывающие

расходование кумаринового активатора люминесценции в ходе опыта.

По своей актуzlilьности, объему выполенных исследований, научной новизне и

научно-практической значИмости работа Л.А. Ромодина соответствует требованиям

п.9 <Положения о присуждении ученых степеней>), утвержденного постановлением

Правительства РФ J\Ъ 842 от 24.09.201-З г. (в рел. Постановлений Правительства РФ

от 30.07.2014 JS 72З, от 2|.04.201,6 J\b 335, от 02.08.201б Ns 748, от 29.05.20|7 Ns 650,

от 28.08.2017 Ns |024, от 01.10,2018 J\Ъ 1168, от 20.0З.2021 м42б, с изм., внесенными

Решением Верховного Сула РФ от 2I.04.20|4 Ns АКПИ14-115, постановлением

Правительства РФ от 26.05.2020 М 751), ее автор, Ромодин Леонид Александрович

заслуживает присвоения ученой ст9пени кандидата биологических наук по

специitльности 1 .5.2. -биофизика.

Отзыв подготовлен старшим научным сотрудником, к.б.н. Н.И. Нешевым и

одобрен на заседании Ученого совета Отдела кинетики химических и

биологических процессов ИПХФ РАН, rlротокол J\Ъ...12.. от 08 сентября 202l г.
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