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представленную на соискание ученой степени кандидата химических наук по
специальности 1.4.1б. - Медицинская химия

Актуальность темы работы. Антрациклиновые антибиотики остаются
препаратами первоiт линии в химиотераrrии широкого сtIектра злокачественных
новообразований. Однако их клиническое применение существенно ограничивается
дозозависимой кардиотоксичностью и разви,гием множественной лекарственной
УСТОЙЧИВОСТи (MDR). Поиск структурных аналогов, сохраняющих высокую
противоопухолевую активность при сниженном токсическом профиле, является
одной из приоритетных задач современной медицинской химии. Подход,
ПРеДЛОЖеНныЙ А.В. Семаковым, основанныЙ на прямом приооединении природных
СеСКВИТерпеновых лактонов (СЛ) к аминогруппе аминосахарного фрагмента
аНТРаЦИкЛинов через реакцию аза-Михаэля, пр9дставляет собой оригинальFIое и
перспективное направление. Гипотеза о том, что образование фрагмента ((лактон-
аМИн> может придавать конъюгатам антиоксидантные свойства и снижать ДФК-
ИНДУцИрованное повреждение кардиомиоцитов, обоснована литературными
данными и придаёт работе высокую научную и практическую значимость.

ПРедставленное к рассмотрению диссертационное исследование
А.В.Семакова вносит существенный вIilад в разработку новых антинеопластических
агентов с Улучшенным тераIrевтическим индексом, именно поэтому ого следует
считать окmу 0льныIп и обоснованнлrIIп.

СтРУктУра и объем диссертации. flиссертация состоит из введения, ли^гературного
ОбЗора, обсуясдения результатов, экспериментальной части, выводов и списка
цитируемоЙ литературы. В первоЙ главе (литературныЙ обзор) обобщены
имеющиеся в литературе данныо по механизму антрациклиновой
кардиотоксичности и существующим подходам модификации структуры
аНТРаЦИКЛИнОВых антибиотиков. Во второЙ главе приведены методики получения
стартовых сесквитерпеновых лактонов из природных источников и гryти их
МОДИфИкаЦИИ и обсуждаются данные, получонные нами при непосредственном
синтезе производных антрациклинов, показаны результаты первичного скрининга
СОеДинениЙ на цитотоксическую активность. В третьеЙ главе (экспериментальная
ЧаСТЬ) ПОДробно описаны методики проведения эксперим9нтов по получению как
исходных лактонов, так и самих производных антрациклинов.



.Щиссертация изложена на 231 странице, содержит 80 рисунков, 15 таблиц и
список литературьl из 426 источников. Структура работы логична и соответствует
поставленным задачам.

Щели и Задачи диссертационного исследования. На основании проведенного
автором анализа литературы и с учетом актуальности заявленной темы цель
насmояu4еЙ duссерmацuонноЙ рабоmы сформулирована как ((синт9з

высокоактивных производных антрациклиновых антибиотиков с потенциально
сниженным, по сравнению с исходными антрациклиновыми антибиотиками,
кардиотоксическим действием. Для дости}кения этой цели был выбран подход,
основанньтй на получении алкилированых аналогов антрациклинов по аминогруlrпе
даунозаминного фрагмента через реакцию присоединения аза-Михюля с

сесквитерпеновыми лактонами природного или IIолусинтетического
IIроисхождения).

Для достижения поставленной цели соискателем было сформулировано
чеmьIре зоdачu, успешное решение которых должно было позволить ему завершить
запланированные исследования :

1) Поиск доступных растительных источников с большим содержанием
сесквитерпеновых лактонов и выделение стартовых сесквитерпеновых лактонов из

этих источников:

2) Расширение набора сесквитерпеновых источников как строительных
блоков для реакции аза-Михаеля путем химической модификации имеющихся
сесквитепеновых лактонов ;

3) Синтез конъюгатов даунорубицина с полученной библиотекой
сесквитепеновых лактонов, а также синтез амино-конъюгатов других антрациклинов
(доксорубицина и 5-имино-лаунорубицина) с СЛ;

4) Установление цитотоксической активности in vitro rrолученных
модифицированных конъюгатов антрациклинов на клеточных культурах
опухолевых линий.

Анализ полученных результатов. По мнению оппонента, все основные результаты
были получены соискателем в рамках данного цикла исследований. Отмечаю, что
содержательная часть диссертационной работы полносmью сооmвеmсmвуеm
заявленной целu uсслеDованuя и сформулированным зudачо"и, по каждой из

которых соискателю удалось достичь научно- и практически значимых результатов.

Научноя новuзна робоmьt
следующими данными:

не вызывает сомнений и определяется



- Впервые синтезирован ряд гибридных молекул, объединяющих фрагМеНТЫ

антрациклиновых антибиотиков (даунорубицинц доксорубицина, 5-имино-

даунорубицина) и природных/полусинтетических сесквитерпеновых лакТОнОВ

различных структурных типов (эвдесманолиды, гваянолиды, эремофиланолиды,

гермакранолиды).

_ Впервые показана применимость сесквитерпеновых лактонов в качестве прямых

алкилирующих агентов в реакции аза-михаэля с антрацикпинами без использования

промежуточных активированных форм,

- Разработаны и оптимизированы препаративные методики выделения и

модификации СЛ (включая каталитическую миграцию двоЙноЙ СВЯЗИ

молекулярным иодом, галог9нлактонизацию с последующей перегруппировкой

скелета, (темновое)) генерирование синглетного кислорода для синтеза

артемизитена)' чтО расширяеТ доступностЬ данныХ соединениЙ каК }добных
синтетических исходных.

- Установлено, что полученные конъюгаты сохраняют или превосходят исходный

даунорубицин по антипролиферативной активности, индуцируют арест кЛеТОЧНОГО

цикла в фазе G2l}d, запускают апоптоз и демонстрируют способность преоДОлеВаТЬ

резистентность линии К5 62IDI,{R.

Пракmurtеская u mеореmшческая ценносmь диссертации заключаюТСЯ В:

_ Выявлении двух соединений-лидеров (конъюгаты даунорубицина с ЭПОКСИ-ИЗО-

алантолактоном и дегидрокостус-лактоном), обладающих высокой

цитотоксичностью in vitro и сниженной токсичностью для нормальных клеток,

которые переданы для доклинических исследований кардиотоксичности in vivo,

- Разработке масштабируемых методик выделения ключевых лактонов из

коммерчески доступного растительного сырья, что снижает себестоимость

получ9ния исходных суботратов.

- Создании методологической базы для комбинаторного синтеза библиотек N-

алкильныХ 11роизводныХ антрациклинов с целью поиска агентов, обходящих

механизмы множественной лекарственной устойчивости,

щиссертантом проделана впечатляющая по объему и lrолученным результатам

работа по выделению, очистке и модификации индивидуальных фракuий Сл. особо

хотелось бы отметить важные для практичоского использования данные и

рекомендации по колоночному разделению фракций и дробной кристаллизации

чистых веществ. В этом ключе замечательной нахоцкой можно назвать получение

аминопроизводных лактонов с гrоследующей регенорацией очищенньlх исходньiх.

все научные положения, выносимые на защиту, логически вытекают из

представленных экспериментальных данных и rrодкреплены современными физико-

химическими И биологическими методами исследования. .щостоверность



результатов обеспечивается применением валидированных аналитических мотодик

(ЯМР 1Н/lЗС, ИК-спектроскоrrия, ВЭNtХ-МС, РФА для отдельных соединениЙ),

использованием стандартных клеточных линий, проведением экспериментов в

повторностях, статистической обработкой данных и применением контрольныХ

соединений. Противоречий между представленными данными и выводаМи не

обнаружено.

Вопросы и замечания. После внимательного ознакомления с текстоМ

диссортационной работы, автореферата и гryбликаций автора появиЛся рЯД

уточняющих вопросов, в ответах на которые хотелось бы увидеть мнение соискателя

либо получить дополнительные пояснения:

о В автореферате указано, что снижение кардиотоксичности ожидается за счёт

антиоксидантных свойств фрагмента (лактон-амин)). Проводились Ли В

рамках данной работы прямые изм9рения генерации активных форм
кислорода в кардиомиобластах (например, линии Н9с2) или оцонка

митохондриальной дисфункции для эксперим9нтального подтверх(ДенИя

данной гипотезы?

о Реакция аза-михаэля меr(ду Сл и антрациклинами требует инкубации до'/
суток, Рассматривались ли варианты катализа (например,

кислотный/основной, мицеллярный или микроволновый активация) дЛО

оптимизации кинетики процесса и повышения выхода целевых конъюгатов

без риска деградации антрациклинового комfIонента?

о Недостаточно обоснован выбор именно реакции аза-михаэля; таюке не

полностью оценены потенциаJIьные ограничения метода

(региоселективность, побочные реакции с другими реакционныМи цеНТРаМИ

антрациклинов и СЛ).

о Хотя преодоление кардиотоксичности заявлено как основная цель работы,
экспериментальные данные iп yiyo по оценке кардиотоксического профиля

полученных конъюгатов (гистология миокарда, биомаркеры повреждения

сердца, функциональные параметры) в тексте диссертации не представлены.

о Не изучена стабильнОсть полуЧенных соодинений в плазме крови, буферных

системах при физиологических значениях рн, не оценена скорость

гидролитического распада или метаболической трансфорМации, ЧТО

критически ва}кно для оценки персtIективности соединенИЙ КаК

лекарствонных кандидатов.

о Не проведено систематического сопоставл9ния структурных особенностей

лактоноВ (тиП скелета, наличие функциональных групп, конфиryрация

двойных связей) с биологической активностью конъюгатов, что ограничивает

возможности рационального дизайна следующих поколений соединений.



о В структурах 10, 14, 16, 19 (автореферат) метильная группа при (верхней>

двойной связи изображена так, что нет возмо}кности понять конфигурацию
алкена;

о Хотелось бы подробнее узнать по роль нитрата серебра для создания

неподвижных фаз для колоночной хроматографии и мотоды приготовления

таких носителей.

о Реколtенdацuu: оппонент не совотовал бы диссертанту часто упоминать про

исслодования, (выходящие за рамки данной работы>; методики,

оптимизированные для получения миллиграммовых количеств соединений,

моryт потребовать существенной доработки для маоштабирования до
граммовых количеств, необходимых для углубленных биологических
исследований - соответствующие технологические аспекты в работе не

обсуждаются; очень хотелось узнать про механизм образования 40.

о РеDакmорскuе u сmшluсmuческuе; (DAU и DOX>, (СЛ> надо было бы

расшифровать при первом использов ании (автореферат); замечено некоторое

количество опечаток, особенно видна нелюбовь автора к запятым; символ

элемента (иод) I, aHeJ <кокатализатор>; являются ((взаимными изомерами));
((все остальные соединения поглощающие в слабой области 1Н-ЯМР имели

природу флавонов>; чем соединение 1 отличаотся от соединения 23

(обсуждение результатов, Рис. 45, 47 иТабг^.2) - если 1 это аланmолакmон, то

полоr(ение эндоциклической двойной связи указано неверно; <Как правило, в

продуктах реакции присоединений аза-Михаэля лактона к аминогруппе
антрациклина почти tIолностью преобладал только один оптический изомер>

(стр. 121) - правильнее говорить duacmepeoJ|lep; соединоние 70 не является

лактоном; в списке литературы не принято ставит (и> перед фамилией
последнего ав,гора.

Высказанные замечания и вопросы не снижают общую высокую оценку

представленного научного исследованияи не влияют на общее очень положительное

вtrечатление от рецензируемой диссертационной работы.

Заключение. Считаю, в ходе выполнения исследований соискатель получил

обширный экспериментальный материал, который по своей новl1зне, объёму и

научному качесmву является dосmаmочньtм для кандидатской диссертационной

работы. Основное содеря(ание работы нашло отрa>кение в |4 статьях в

отечественных и иностранных научных журналах, реКомендованных ВАК, 1 статье

в научном журнале, входящим в список РИНЦ и в 27 тезисах в сборниках докладоВ
конференций. Автореферат и публикации отражают содержание диссертационной

работы. Стоит отметить, что представленная дйссертация является лоzuческu

3 а в ер ut е н н ьl.и самостоятельным научным иссл одованием.



изложенный материал и lrолученные в работе результаты полностью
соответствуют паспорту специальности |.4,16, Медицинская химия. В
диссертации решены задачи молекулярного дизайна новых биологически активных
соединений, разработаны оригинальные синтетические подходы к получению
гибридных молекул на основе известных лекарственных субстанций и природных
скаффолдов, проведено комlrлексное изучение их прOтивоопухоловой активности iп
vitro, оценена селективность и цитотоксичность в отношении нормальных
клеточных линий, исследованы механизмы влияния на клеточный цикл и апоптоз.
работа вносит вклад В разработку новых антинеопластических агентов с
улучшенным тераIIевтическим индексом, что полностью отвечает целям и задачам
специальности.

!иссертационная работа <модификация антрациклиновых антибиотиков
природными сесквитерпеновыми лактонами)) по актуальности темы, новизне,
объему, научному и практическому значению полученных результатов,
обоснованности сделанных выводов и уровню исполнения соответствует

ниям к иям н е ученои степ та наук, в
том числе пп. 9-114 <Положения и присуждонии ученых степеней>) ВдК
Министерства образования и науки Российской Федерации, утвержденного
Постановлением Правительства РФ от 24 сентября 201Зг. Jф 842 (в текущей
редакции) и другим требованиям вАк, а автор работы, Семаков длексей
владимирович, заслуживает присуждения ему искомой степени кандидата
химически наук по специальностИ l ,4,16. - Медицинская химия.

Я, Вацадзе Сергей Зурабович, даю своо согласие на включение своих
персональных данных в документы, связанные с работой диссертационного совета,
и их дальнейшую обработку в соответствии с требо ями Минобрнауки РФ.

Вацадзе Сергей Зурабович, профессор рАн, доктор химических наук по
специальности l ,4.з _ органическая химия, профессор по специальности 1 ,4,з *
органиLIеСкая химиЯ, заведуЮщий лабОраториеЙ супрамолекулярной химии (Nэ2)
ФГБУН Институт органической химии им. Н.!. Зелинского РАН (ИОХ РАН)
Адрес: |19991, Москва, Ленинский проспект, д,47
Телефон: +7 (499) I37-2944, Электронный адрес: vatsadze@ioc.ac.ru
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