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PЕФЕPАТ

Дана pобота викладена на 82 стоpiнках дpукованого тексту, мiстить             3 таблиці, 2 рисунки, 3 додатки. Список лiтеpатуpи включає 68 джеpел.

Об’єктом дослiдження були нові алкоксизаміщені тіопохідні хіноліну. Метою pоботи було дослідження віртуальної та експериментальної біологічної дії серед 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів для оцінки біологічного потенціалу та знаходження перспективних біологічно активних сполук. Методи дослiдження: загально-клінічні (визначення токсичної дії,   антирадикальна активність in vitro, моделі гемолізу еритроцитів, барбітуратовій інтоксикації) та статистичні.
У pезультатi дослiдження встановлено, що 6-алкоксизаміщені похідні 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурні аналоги мають високі антирадикальні та цитопротекторні властивості та є нетоксичними сполуками.
Новизна pоботи. Досліджені сполуки захищають клітинні мембрани від впливу гемолітичних агентів і зменшують ступінь їх пошкоджень, стабілізують мембрани клітин, нормалізують стан метаболічних процесів. Встановлено, що найбільші зміни показників відбувались в залежності від наявності аміно- або гідрокси- радикалу залишку тіокарбонової кислоти та замісників 6-го положення хіноліну. 
Значущiсть pоботи – pезультати дослiдження пошиpюють уявлення пpо біологічний потенціал в ряду алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну,  як перспективних цитопротекторів, що підтвердило комп’ютерні розрахунки.  

алкоксизаміщені ТІОпохідні хіноліну, токсичність, віртуальний скринінг, антирадикальна АКТИВНІСТЬ, цитопртекторна дія
ABSTRACT
         This work is presented on 82 pages of printed text, contains 3 tables, 2 figures, 3 appendix. The list of literature includes 68 sources.

New alkoxy-substituted quinoline thio derivatives were studied. The aim of the study was to study the virtual and experimental biological action among 6-alkoxy-substituted derivatives of 3-(6-R-2-methylquinoline-4-yl)-2-aminopropanoic acid and their structural analogues to assess the biological potential and find promising biologically active compounds. Research methods: general clinical (determination of toxic action, antiradical activity in vitro, models of erythrocytes hemolysis, barbiturate intoxication), and statistical. The study showed that 6-alkoxy-substituted derivatives of 3-(6-R-2-methylquinoline-4-yl)-2-aminopropanoic acid and their structural analogues have high antiradical and cytoprotective properties and are non-toxic compounds.

Novelty of the work. The studied compounds protect cell membranes from the effects of hemolytic agents and reduce the degree of their damage, stabilize cell membranes, normalize the state of metabolic processes.

It was found that the largest changes in the indicators occurred depending on the presence of amino or hydroxy radicals of the thiocarboxylic acid residue and substituents of the 6th position of quinoline.

Significance of the work – study results widen the idea of ​​the biological potential of a number of alkoxy-substituted thio derivatives of quinoline as promising cytoprotectors, which was confirmed by computer calculations.
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ВСТУП

Особливий інтерес викликає конструювання та синтез біологічно активних сполук, що містять у своїй структурі компоненти гетероциклічної природи, які  складають близько 70% арсеналу фармацевтичних засобів [1, 2]. Наявність в молекулі біологічно активної речовини піридинового та бензольного компонентів обумовлює особливості його хімічної взаємодії.  Пошук сполук, що проявляють направлений ефект з точним механізмом цитопротекторної дії та повністю безпечні, на сьогодні є актуальним [3]. 

Актуальність роботи. Враховуючи високий синтетичний потенціал природних амінокислот та похідних хіноліну, вельми актуальним є дослідження речовин, які б містили у своєму складі різноманітні поєднання меркаптокарбонових кислот та їх похідних з даною гетероциклічною системою. Цистеїн має у своєму складі три різні функціональні групи, що відкриває широкі можливісті для створення потенційних біорегуляторів. Структурна модифікація цих сполук, введення фрагментів та функціональних груп у якості замісників  може призводити як до виникнення нових, так і до посилення окремих видів біологічної активності [4]. 

Суттєвим обмеженням можливості використання  синтезованих сполук може виступати  їх токсичність [3]. 
Для встановлення доцільності синтезу проводять  віртуальний скринінг токсичної дії сполук та наступне молекулярне моделювання комбінацій  на основі  низки  програмних розробок, що дають можливість створення достовірних моделей «структура - дія», «структура - токсичність» та прогнозування імовірної біологічної дії сполук [4, 5-12].

Мета роботи: провести хемометричні та експериментальні дослідження біологічної дії 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів.
Завдання: 

1) провести дослідження біологічного потенціалу 6-алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну;

2) проаналізувати результати комп’ютерного моделювання токсичності сполук 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів     та  порівнянні їх з експериментальними даними;

3) провести дослідження антирадикальної активності in vitro та визначити цитопротекторну активність на різних біологічних моделях.

Об’єктом дослідження є були нові алкоксизаміщені тіопохідні хіноліну.

Предметом дослідження є дескриптори молекулярної будови, хемометричні та експериментальні показники анти радикальної та цитопротекторної дії.
Методи дослідження: загально-біологічні (віртуальний скринінг біологічної дії сполук, експериментальне визначення антирадикальної активності, цитопротекторна дія) та статистичні.

Наукова новизна: дослiджено біологічну активність на різних біологічних моделях. Встановлено, що найбільші зміни показників анти радикальної та цитопротекторної дії відбувались в залежності від природи тіокарбонової кислоти та замісників 2-го положення хіноліну та факторів, які впливають на біодостіпність сполук.
Значення результатів наукового дослідження полягає в пошиpенні уявлення пpо вираженість біологічної  дії в ряду 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів, як перспективних цитопротекторів, що підтвердило комп’ютерні розрахунки.  
Результати експериментальних досліджень кваліфікаційної роботи магістра можуть бути використані у змісті навчальних дисциплін: біоорганічна хімія, практикум з біоорганічної хімії та біохімії, методи лабораторної діагностики.

За матеріалами дослідження опубліковано 1 тези за результатами участі в III Міжнародній науково-практичній конференції «Priority  directions of  science and  technology  deparlopment»  (22-24 ноября 2020 року, Київ, Україна).

1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ


1.1 Біологічна активність 4-тіохінолінів
Серед заміщених хіноліну найбільш відомі нітрогено- та оксигеновмісні похідні. Значно менш досліджені сульфуровмісні похідні хіноліну. Біологічна активність тіохінолінів є предметом вивчення багатьох вчених. Увага багатьох дослідників привернута до вивчення похідних тіохіноліну та його аналогів як потенційних сполук з різноманітними видами біологічної дії [1, 3-5].

Відомо, 4-тіопохідні хіноліну, в першу чергу розроблялись як потенційні антибактеріальні та антималярійні препарати [5, 8-11, 13], але спектр біологічної дії цих похідних хіноліну значно ширше. Так, вивчено протипухлинну активність 4-тіопохідних хіноліну. Цитотоксична дія 4-меркапто-2-метил-6-метоксихіноліну для культури пухлини штаму КВ проявляється в блокуванні мітозу на стадії метафази [10-16].

Дослідження антимікробної дії 4-меркапто-2-метилхіноліну та його похідних показало різну ступінь активності по відношенню до грампозитивних та грамнегативних мікроорганізмів. Так, ряд похідних 4-меркапто-2-метилхіноліну пригнічує розвиток золотистого стафілококу та синьогнійної палички в концентрації 200 мкг/мл, кишкової палички - 50 мкг/мл. Це пов’язують з комплексоутворюючою здатністю цієї сполуки й можливістю накопичувати важкі метали в токсичних концентраціях. Введення аліфатичного залишку карбонової кислоти в меркаптогрупу звужує спектр антимікробної дії (хінолін-4-ілтіо)карбонових кислот. Водорозчинні форми (2-метилхінолін-4-ілтіо)оцтової кислоти мають більший спектр біологічної активності ніж відповідна кислота - з’являється антимікробна дія відносно B. subtilis при концентрації 50 мкг/мл [12].

Дослідження антимікробної дії S-гетерил-L-цистеїну та його аналогів показали, що ці сполуки проявляють слабку антимікробну активність. В основному кислоти є активнішими за солі, а 2-амінопропанові кислоти більш ефективні ніж пропанові кислоти.

Серед тіохінолінів знайдені речовини, що володіють крім бактеріостатичної і фунгістатичної дії, також аналгетичною активністю [11]. 4-Фенілтіохіноліни мають противірусну дію [15-22].

Привертає увагу антималярійна активність алкілтіохінолінів. В ряді досліджень показано, що активність сполук обумовлена інгібуючою дією по відношенню до НАДН та сукцинооксидази КоQ-ферментних систем мітохондрій. Крім того, в літературі зустрічаються відомості про похідні хіноліну, такі як N-оксиди 2-R-3-R'-4-R''-хінолінів, де R=C1; R'=H, Hlg; R''=SCH2Ph, SAlk, що пригнічують систему переносу електронів у дихальному ланцюгу мітохондрій [10, 14-17].

Проведені останнім часом дослідження S-заміщених 4-меркаптохінолінів свідчать про перспективність пошуку серед даного ряду сполук не тільки речовин з антибактеріальною дією, а і з гіпотензивною, нейротропною, ранозагоюючою, аналгетичною, протизапальною та іншими видами біоактивності [5, 7, 8, 12-15, 18-20, 21-25]. Наприклад, похідні 4-(триаміноалкілтіо)-хіноліну володіють протизапальною та гангліоблокуючою властивостями [21, 23-25].

Сполучення в одній молекулі двох гетероциклів, які з’єднані сульфідною сіркою, призводить до появи досить цікавих біологічних ефектів. Так, введення в молекулу меркаптохіноліну 4-хіназолільного радикала призводить до значної аналгетичної, антизапальної та нейротропної дії при досить високій токсичності, а 1,2,4-триазол-5-ільного – до незначної аналгетичної, нейротропної дії при відсутності протизапальної активності та токсичності в 1,5 рази вище ніж у випадку 4-хіназолільного радикала [26].

Лікарські препарати на основі 4-алкілтіохіноліну (R=Н, С1-С5, алкіл, алканоїл) проявляють селективну, анксіолітичну та наркозопотенцуючу дію, не виявляючи заспокійливого і протисудомного ефектів [27-29].

Похідні тіазоло[4,5-с]хіноліну виявляють депресивну дію і, на відміну від бензодіазепінів, не виявляють судом [26].

Серед S-алкілтіозаміщених хіноліну знайдені речовини, які є антагоністами 5-окситриптаміну. Токсичність даних сполук значною мірою визначається розгалуженням та довжиною алкільного радикалу [29-33].

Гідроброміди бензоїлметилтіопохідних хіноліну проявляють діуретичну, нейротропну активність та помірну протимікробну дію до золотистого стафілококу, спор антракоїда та грибків Candida. При введенні замісників (атома брому, нітрогрупи) у 4-е положення бензольного кільця фенацильного фрагменту спостерігається послаблення діуретичного ефекту і слабка нейролептична дія [5, 17].

Систематичні дослідження 4-тіохінолінів на моделях in vitro та in vivo показали їх перспективність як антиоксидантів та антигіпоксантів [27-30]. Серед досліджених сполук за АОА на моделях in vitro виділяються 4-меркаптохіноліни, що обумовлено присутністю сульфгідрильної групи з потенційно високими АР та АО властивостями. Стан “тіон-тіольної” рівноваги впливав на реалізацію біологічної дії 4-меркаптохінолінів. При зниженні кислотних властивостей меркаптохінолінів (відповідно збільшувався вклад тіонної структури) спостерігалась тенденція до зниження АО дії. Ці спостереження спостерігались на трьох моделях ініціації ВРО –індукції СОР, ФІ ПОЛ, НФІ ПОЛ. Найбільш виражена залежність “АОА –рКа” мала місце на моделі індукції.О2-. Необхідно зазначити, що збільшення вкладу меркаптоформи (тіольної) сприяло збільшенню гострої токсичності.

При заміні атому водню в сульфгідрильній групі 4-меркаптохінолінів на метильний або карбоксильний радикал спостерігалась поява значної (на рівні анальгіну і більше) аналгетичної активності. Естерифікація (хінолін-4-ілтіо)карбонових кислот неоднаково вплинула на їх дію. Так, етилові естери дещо поступались за дією відповідним кислотам, а метилові – проявляли значну аналгетичну активність, що перевершувала дію відповідної кислоти. За результатами біологічного скринінгу встановлено, що (2-метилхінолін-4-ілтіо)оцтова кислота та її похідні наділені високою АР, АО, антигіпоксичною, мембраностабілізуючою та протиішемічною активністю [27, 28-36]. Дослідження солей (хінолін-4-ілтіо)оцтових кислот вказують, що значну як антиоксидантну, так і ранозагоюючу дію мають речовини з іонами натрію та алкіламонійною компонентою (моноетаноламін) [5-7].

Серед S-заміщених 4-меркаптохінолінів на моделях in vitro за АОА відзначався гідрохлорид (2-метилхінолін-4-ілтіо)оцтової кислоти, який проявляв значну активність на всіх моделях ініціації ВРО і перевищував за дією всі інші S-заміщені 4-меркаптохіноліну, а також стандарт-препарати на 20-50%. На моделі генерації СОР похідні (2-метилхінолін-4-ілтіо)оцтової кислоти виявили себе як ефективні “пастки” супероксид-аніону. Підвищення ефекту спостерігалось в ряду: естер < гідразид < натрієва сіль < кислота < гідрохлорид. Введення в 6-е положення хінолінового циклу алкоксигрупи на моделі індукції СОР сприяло зменшенню АОА. Найбільшу активність серед похідних (хінолін-4-ілтіо)карбонових кислот виявляли сполуки, рКа яких знаходиться біля 3,0. Присутність атома Сульфуру обумовлювала як антирадикальний захист (ОН), так і інгібування процесів ліпопероксидації за рахунок відновлюючих властивостей 4-тіохінолінів з утворенням сульфоксидів та шестичленних комплексів з металами змінної валентності – прооксидантів, які значно посилюють процеси ВРО [11-19].

Введення алкоксигрупи в 6-е або 8-е положення хіноліну сприяло значному зниженню гострої токсичності для S-заміщених 4-меркаптохіноліну, появі вираженої протиішемічної, церебропротекторної, аналгетичної та протизапальної дій [32, 33]. За антиексудативним ефектом алкоксипохідні (2-метилхінолін-4-ілтіо)карбонових кислот конкурують із препаратами порівняння бутадіоном та вольтареном. Їх похідні (солі, естери, гідразиди) поступаються за дією відповідним кислотам.

Вважають, що в реалізації механізму біологічної дії in vivo найбільш активних сполук - натрієвих солей 6-метокси(етокси)заміщених (2-метилхіноліл-4-ілтіо)оцтової кислоти (рис. 1.1) – приймає участь атом Сульфуру залишку тіогліколевої кислоти, карбоксильна група та ендогенний атом Нітрогену, основність якого значно підсилює метильна група у 2-му положенні хіноліну за рахунок гіперкон’югації. Останні можуть приймати участь у хелатоутворенні, зв’язувати метали змінної валентності – прооксиданти, у достатньо стійкий п’ятичленний комплекс і гальмувати ВРО. Вважають, що введення алоксигрупи в 6-те положення азагетерилу призводить до збільшення активності за рахунок дезалкілування метоксигрупи й утворення фенолятної структури, що здатна гасити пероксидні радикали [5, 34].

Виявлено також здатність S-заміщених 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну виконувати функцію “пасток” СОР in vitro у водній фазі, перехоплювати гідроксилрадикал у гетерогенних системах. Досліджені сполуки гальмують утворення активних форм оксиду азоту, а ступінь прояву АО властивостей залежить від природи залишків карбонових кислот у 4-му положенні хінолінового циклу [35].
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Рисунок 1.1 – Натрієві солі 6-алкоксизаміщених (2-метилхінолін-4-ілтіо)ацетатної кислоти

Перспективність створення біоактивних молекул шляхом поєднання не тільки меркаптокарбонових кислот, а і природних амінокислот (цистеїну) або його аналогів з хіноліновою системою, підтверджена комплексними дослідженнями сполук, синтезованих у лабораторії біотехнології фізіологічно активних речовин ЗНУ. Дані віртуального скринінгу та біологічних досліджень свідчать про значний потенціал цих речовин у якості біоактивних молекул [13-15, 35-38].

Комп’ютерний прогноз біологічної активності похідних                                    S-гетерилзаміщених L-цистеїну показав, що цей ряд сполук є перспективним для пошуку сполук з АР, нейропротекторною, радіопротекторною, противірусною активністю, для лікування психосексуальної дисфункції. Для солей та естерів з високою ймовірністю прогнозувалось збільшення токсичності. Проведений прогноз спектру біологічних ефектів в ряду похідних S-(2-метилхінолін-4-іл)-l-цистеїну та їх структурних аналогів показав, що ці речовини не володіють високою токсичністю, терато- та канцерогенністю, ембріотоксичністю, та є перспективним для створення малотоксичних біорегуляторів з певним спектром дії (рис. 1.2). Виявлено, що ці похідні належать до мало або практично нетоксичних сполук. Одночасна присутність аміно- та карбоксигрупи в залишку цистеїну, а також введення радикала в 6-те положення хінолінового циклу призводила до зменшення токсичності. Перехід від S-гетерилзаміщених цистеаміну до N,S-бісгетерилзаміщених сприяв зменшенню токсичності. Заміна в S-гетерилкислотах атому гідрогену на йон натрію або перехід до метильних естерів збільшував токсичність речовин [37].
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R=CH3; R1 =Н, 6-OCH3, 6-OC2H5, 6-F, 6-Cl, 6-Br, 8-OCH3;
R2= H, Na, K, CH3; R3 =CH3, CH2Cl, C6H5, CH2CH2COOH(Na)

Рисунок 1.2 – Біологічно активні сполуки на основі похідних 6-алкоксизаміщених тіохіноліну.
Результати досліджень натрієвих солей S-(хінальдин-4-іл)-L-цистеїну в умовах експериментальної ішемії тканин головного мозку свідчили, що дані сполуки нормалізували рівень активності АО ферментів, зменшували вміст продуктів ВРО та перевищували за дією відомий антиоксидант – дибунол. Спостерігалась тенденція до зростання АО та церебропротекторної дії у залежності від природи замісника в ряду: ОН<ОСН3≤ОС2Н3<Н. Це пов’язують зі збільшенням їх ліпофільності та здатністю до дезалкілування в алкоксигрупі з утворенням фенолятних структур [39]. 

Заслуговують на увагу в плані перспективних антиоксидантів та церебропротекторів і N-ацильні похідні вищенаведених сполук – натрієві солі S-(хінальдин-4-іл)-N-ацетилцистеїну. Дані речовини представляють значний інтерес у зв’язку з тим, що є структурними аналогами відомого антиоксиданту – АЦЦ [27, 38, 43-46]. Вони за гальмуванням утворення продуктів ВРО та впливом на активність ферментів АО захисту переважають свої неацильні аналоги [5, 40-47]. 
Серед низки досліджених похідних на значну увагу заслуговує перспективний гепатопротектор – динатрієва сіль N-сукциноїл-S-(6-етокси-2-метилхінолін-4-іл)-L-цистеїну (рис. 1.3). На цю сполуку проведено поглиблені дослідження. Показано, що ця малотоксична речовина на моделі токсичного гепатиту нормалізує рівень ферментів цитолізу, стабілізує мембрани клітин печінки, знижує інтенсивність процесів ВРО ліпідів, і по захисній дії перевершує ефективність еталону порівняння – тіотриазоліну. На підставі дослідження змін вольтамперних кривих процесу відновлення кисню встановлено, що механізм гепатопротекторної дії реалізується за рахунок АР та АО властивостей динатрієвої солі N-сукциноїл-S-(6-етокси-2-метилхінолін-4-іл)-L-цистеїну.
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Рисунок 1.3 – Структура динатрієвої солі N-сукциноїл-S-(6-етокси-2-метилхінолін-4-іл)-L-цистеїну

Перспективними біологічно активними речовинами є і похідні в-(2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропіонової кислоти (рис. 1.4).  Проведений аналіз засвідчив, що сполуки наділені АО та цитопротекторними властивостями. Ступінь їх прояву залежить від природи замісників у 6-му положенні хінолінового циклу, біля карбоксильної та аміногруп залишку L-цистеїну і реалізується за рахунок гальмування основних шляхів утворення АФК та реактивації АО системи. Призначення сполук з алкоксигрупою в 6-му положенні хінолінового циклу на моделі окисного стресу при ішемії головного мозку наближало до норми показники стабільності мембран нейронів та гепатоцитів, рівень продуктів ВРО ліпідів, показники енергетичного обміну. Наявність метоксигрупи сприяла розвитку АО та протиішемічного ефекту, а введення етоксигрупи збільшувало гепатопротекторну активність [40, 43].
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Рисунок 1.4 – Потенційні біорегулятори на основі похідних 6-алкоксизаміщених тіохіноліну.
Значна АОА, нейропротекторна та мембранозахисна дія притаманна похідним 2-гідрокси-3-(6(8)-алкокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанових кислот (рис. 1.5). Реалізуються дані властивості за рахунок зниження активності ВР процесів, нормалізації енергетичних процесів, відновлення ферментативної системи АО захисту [15-18].
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Рисунок 1.5 – Похідні алкоксизаміщених 3-(2-метилхінолін-4-ілтіо)лактату

Досліджено вплив солей S-(хінальдин-4-іл)-L-цистеїну та його аналогів на ріст та розвиток рослинних клітин (цитотоксичність). Для сполук, що не мають замісник в 6-му положенні структури хіноліну, спостерігається збільшення показників порівняно з контролем. При введенні атому хлору в 6-е положення має місце підвищення рівня цитотоксичності пропіонатів порівняно з 2-амінопропіонатами. Присутність метоксигрупи значно стимулювала ріст показників при низьких та високих концентраціях сполук.

Вищенаведені речовини також перспективні в якості радіопротекторів. В умовах in vivo найбільш ефективним виявився дигідрохлорид S-(6-етокси-2-метилхінолін-4-іл)-цистеаміну, що є декарбоксильованим аналогом S-(хінолін-4-іл)-l-цистеїну. Наявність карбоксильної групи або блокування аміногрупи ацильною групою призводило не тільки до втрати радіопротекторних властивостей, а й навіть до деякого ускладнення перебігу променевої хвороби [41].

Доведено, що похідні S-(2-метилхінолін-4-іл)-цистеаміну є перспективними сполуками з аналгетичною активністю. Введення атома фтору в 6-те положення хінолінового ядра значно підвищувало їх біологічну активність [42, 45-50].

Проведений аналіз біологічної активності 4-тіопохідних хіноліну показав, що досліджені сполуки проявляють себе як перспективні ФАР з різноманітними видами біологічної дії, у першу чергу, за рахунок їх АО та АР механізмів дії. Речовини цього ряду виявляють також антимікробну дію, пригнічуючи ріст грампозитивних і грамнегативних мікроорганізмів. Серед тіохінолінів знайдено речовини, що володіють крім бактеріостатичної і фунгістатичної дії, також аналгетичною та антизапальною активністю. Систематичні дослідження 4-тіохінолінів на моделях in vitro та in vivo показали їх перспективність як антиоксидантів, антигіпоксантів, радіо- і цитопротекторів [38, 39, 46, 51].

1.2 Молекулярне моделювання в дослідженні біологічної активності
Для встановлення можливостей подальшого застосування та  доцільності синтезу проводять  молекулярне моделювання та віртуальний скринінг нових хімічних структур та їх комбінацій на основі сучасних програмних розробок, що дають можливість створення достовірних моделей «структура - токсичність» [15, 38, 44, 52]. Сучасним напрямком інтерпретації отриманих результатів комп’ютерного моделювання «структура-токсичність» є використання наступних комп’ютерних програм PASS-онлайн,  QSAR аналізу, GUSAR (ФРН), TEST (США), AdmetSAR  (КНР) [38, 44].

Програмне забезпечення популярної комп’ютерної програми GUSAR розроблено для побудови достовірних QSAR моделей на основі програмного ядра, яке складається з унікального алгоритму самоузгодженої регресії. Завдяки цьому можна вибирати інформативний набір дескрипторів – як структурної будови, так й біологічної активності [50-54].
Програмний комплекс TEST (Toxicity Estimation Software Tool), який складається з вбудованих QSAR моделей для прогнозування токсичності, на основі дескрипторів фізико-хімічних властивостей.  Автоматизований алгоритм програми  побудови QSAR  моделей оснований на  інформації про важливі фізико-хімічні властивості та токсикологічні характеристики декількох тисяч органічних сполук, що обробляється за  допомогою  декількох статистичних підходів [38, 44, 50].

Онлайн сервіс АdmetSAR представляє інформаційну базу для отримання прогнозованого профілю біологічної активності сполук, який використовується насамперед для проведення хемометричних розрахунків [37, 54].
DMax Chemistry Assistant  автоматично виконує пошук, формулює та показує найкращі гіпотези щодо залежності між величиною досліджуваної активності та структурною будовою молекул разом із статистичною характеристикою одержаної моделі [38].

1.3 Хемометричні методи аналізу біологічної активності похідних хіноліну

Сполуки, які містять у своєму складі хінолінове ядро, як серед природних представників хінолінових алкалоїдів, так й синтезованих аналогів мають великий діапазон БА різної інтенсивності [28-34, 38, 44, 52]. Цим пояснюється особливий інтерес до даних сполук, в першу чергу, з боку медичної хімії з метою створення ЛЗ на їх основі для профілактики та лікування широкого спектру хвороб: від бактеріальних і вірусних інфекцій до порушень у роботі центральної нервової системи [6, 14-23, 38].

Було проведено прогнозування БА біля 1500 тіопохідних хіноліну. Прогноз БА похідних (2-R-хінолін-4-ілтіо)карбонових кислот показав, що заміна метильного радикалу на фенільний у 2-му положенні гетероциклу, введення замісників (6-F(Cl/Br) або 6(8)-OAlk, 5-(ОСН3)/5,8-(ОСН3)2), модифікація залишку меркаптокарбонової кислоти (тіогліколева, цистеїн, меркаптобурштинова кислота тощо) у 4-му положенні хіноліну має певний вплив на зміну біологічної дії. Однак ці зміни були нерівноцінні і природа залишку кислоти більш впливала на БА ніж замісники в хіноліновому циклі. Досліджені сполуки виступають перспективними у ролі протитуберкульозних, антибактеріальних, діуретичних, антизапальних препаратів, нейропротекторів з антиоксидантним механізмом дії для лікування інсульту і неврологічних розладів тощо [6, 15-18, 50].

Присутність у прогнозі деяких видів БА, що давала ймовірність Ра>0,7, свідчила про те, що ця сполука виявить цей вид активності в експерименті, але шанс на те, що ця речовина є аналогом відомого лікарського препарату також досить значний. Якщо 0,5< Ра<0,7, то існує велика ймовірність, що сполука виявить цей вид активності в експерименті. Якщо Ра<0,5, то ймовірність, що досліджувана речовина виявить цей вид БА в експерименті, менша, але, якщо її наявність експериментально підтвердиться, то така речовина може виявитися принципово новою базовою структурою [6, 14].

Подальші експериментальні дослідження показали ефективність прогнозу та можливість його використання для інших гетероциклічних систем [6, 18-25]. Так, було показано, що

1. Комп'ютерний прогноз біологічних ефектів S-гетерилзаміщених тіокислот та їх похідних продемонстрував досить широкий спектр біологічної активності досліджуваних сполук, які можуть мати дерматологічну, протиалергічну, антикоагулянтну, мембранопротекторну, протипухлинну, антибактеріальну та протизапальну корисну дію.

2. Перспективним вважається пошук речовин з ноотропною, антирадикальною, нейропротекторною та антидепресивною активністю.

3. Для досліджуваних сполук прогнозується відсутність у них високої токсичності, канцеро-, мутагенності та ембріотоксичності.

4. За рахунок зміни гетероциклічної системи для кожної сполуки зникають та з'являються індивідуальні види біологічної активності, величина вірогідності яких для кожної сполуки також індивідуальна, що значно розширює можливості пошуку нетоксичних і селективних препаратів.

5. Використання цього методу дало можливість встановити, що синтез S-гетерилзаміщених тіокислот та їх похідних представляється перспективним, а створення комбінаторної бібліотеки оптимізує процес подальшої цілеспрямованої розробки досліджуваних сполук [3, 6, 8, 38].

2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкт досліджень

За об’єкт дослідження використовувалися хімічні сполуки – 6-алкоксизаміщені похідні 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурні аналоги, які було синтезовано на кафедрі хімії Запорізького національного університету [3], принципова будова яких наведена в таблиці 2.1

Таблиця 2.1 –  Хімічна структура 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів
	№ сполуки
	Структурна формула
	Назва
	Брутто-формула

	1
	2
	3
	4

	Сполука 1
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	3-(2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанова кислота
	С13Н14N2O2S

	Сполука 2
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	3-(6-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанова кислота
	С14Н16N2O3S

	Сполука 3
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	3-(6-етокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанова кислота
	С15Н18N2O3S


Продовження таблиці 2.1

	1
	2
	3
	4

	Сполука 4
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	3-(2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанова кислота
	С13Н13NO3S

	Сполука 5
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	3-(6-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанова кислота
	С14Н15NO4S

	Сполука 6
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	3-(6-етокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанова кислота
	С15Н17NO4S


2.2  PASS-скринінг

З метою створення комбінаторної бібліотеки та проведення цілеспрямованого синтезу здійснено віртуальний скринінг ряду 
S-гетерилзаміщених тіокислот та їх похідних з використанням комп’ютерної програми PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) [6, 38, 44, 50].

Комп’ютерна система PASS дозволяє здійснити прогноз спектру біологічної активності речовин на базі їх структурної формули, включаючи фармакологічні ефекти й механізми дії.


Спектр біологічної активності містить у собі всю сукупність фармакологічних ефектів, біохімічних механізмів дії й видів специфічної токсичності, які речовина може виявити при взаємодії з біологічними об’єктами. У межах такого визначення не враховується багато факторів, які впливають на кількісні характеристики біологічної активності (об’єкт, доза, шлях введення тощо), і розглядається біологічна активність як “внутрішня” властивість речовини, що виявляється при відповідних умовах в експерименті чи клініці. При цьому біологічна активність визначається лише якісним чином (наявність/відсутність), що, звичайно, є досить грубим описом справжньої ситуації, але в рамках такого наближення в аналітичних і прогностичних цілях можна використовувати значний обсяг інформації про біологічно активні сполуки, накопичений раніше. 

Сучасна інтернет-версія програми PASS прогнозує близько 4000 видів біологічної активності за структурною формулою хімічної речовини, включаючи основні й побічні фармакологічні ефекти, механізми дії, мутагенність, канцерогенність, тератогенність й ембріотоксичність [3, 6, 51].

Робота PASS основана на аналізі залежності “структура-активність” для речовин з навчальної вибірки, що містить більше 45000 різноманітних біологічно активних речовин (субстанції відомих лікарських препаратів і фармакологічно активні сполуки).

Опис структури хімічних сполук у системі PASS базується на двомірних структурних формулах речовин, введення яких до комп’ютера  може бути реалізовано за допомогою редактора структурних формул ISIS/Draw. При цьому стандартним представленням інформації в комп’ютер для однієї молекули є “*.mol” файли.

При подальшій комп’ютерній обробці структурні формули подаються у вигляді списку атомів, які утворюють молекулу, і списку зв’язків між ними. На цій основі для кожної хімічної сполуки генерується набір MNA дескрипторів (Multilevel Neighborhoods оf Atoms), які мають універсальний характер і з достатньою точністю описують різноманітну залежність “структура-властивість”.

При виконанні прогнозу деякі дескриптори можуть виявитися новими у словнику, тобто відповідні фрагменти не зустрічалися в жодній молекулі початкової вибірки. Якщо всі дескриптори такі, то ця сполука не має спільних фрагментів із жодною сполукою навчальної вибірки і її спектр біологічної активності не може бути прогнозований системою PASS. Якщо нових дескрипторів порівняно багато (більше трьох), то результати прогнозу варто розглядати лише як приблизні.

Результати прогнозу видаються користувачеві у вигляді списку назв вірогідних видів з розрахунковими оцінками вірогідності наявності (Ра) і відсутності кожного виду активності (Рі), яка має значення від 0 до 1.

Точність прогнозу, в середньому за всіма сполуками навчальної вибірки і всіма прогнозованими активностями, становить близько 85%. Для кожної активності при обраному порозі прийняття рішень підраховуються оцінки ймовірності помилок першого роду (коли прогнозовані сполуки активні в експерименті, а при виконанні прогнозу вони не мають цієї активності) і другого роду (прогнозовані сполуки виявляються неактивними, а при виконанні прогнозу вони були віднесені до активних). Далі вибирається граничне значення, при якому помилки першого й другого роду однакові. Якщо в прогнозі деякий вид біологічної активності був передбачений з імовірністю Ра>0,7, то, швидше за все, ця сполука виявить цей вид біологічної активності в експерименті, однак шанс на те, що ця речовина є аналогом відомого лікарського препарату також значний.

Якщо 0,5<Ра<0,7, то існує велика імовірність, що сполука виявить цей вид біологічної активності в експерименті, але речовина менш схожа з відомими лікарськими препаратами.

Якщо Ра<0,5, то імовірність, що ця речовина виявить цей вид біологічної активності в експерименті, менша, але якщо її наявність експериментально підтвердиться, то така речовина може виявитися принципово новою базовою структурою [19, 38, 44].

2.3   Визначення гострої токсичності 
Для створення достовірних моделей «структура-токсичність» та аналізу отриманих результатів комп’ютерного моделювання  використовують сучасні комп’ютерні програми та підходи: QSAR, GUSAR (ФРН), TEST (США), AdmetSAR (КНР) [38, 50, 51].

Для виконання окремих етапів QSAR аналізу застосовують ряд програмних засобів, таких як: фреймворк JSDraw, OpenBabel, PaDEL-Descriptor, McQSAR, Pandoc [38]. Умовно даний алгоритм розрахунку можна розділити на дві частини: інтерфейс користувача у вигляді веб-сторінки та веб-сервер. Управління програмою (веб-сервером) здійснюється через веб-сторінку, на якій розміщено необхідний інструментарій та на яку виводяться результати аналізу. 
Програмне забезпечення GUSAR складається з унікального алгоритму самоузгодженої регресії, що дозволяє вибирати оптимальній набір дескрипторів – як структурної будови, так й біологічної активності для побудови достовірних QSAR моделей на основі програмного ядра. Їх розрахунок заснований на результатах автоматичного прогнозування за допомогою програми PASS для більш ніж 4000 видів біологічної активності. Для репрезентації молекулярної структури використовуються дескриптори багаторівневих атомних околиць MNA (Multilevel Neighborhood of Atoms), які найкраще підходять для прогнозування біотрансформації сполук, та кількісні дескриптори атомних околиць QNA (Quantitative Neighbourhoods of Atoms) [44, 38]. 
Програмний засіб  TEST (Toxicity Estimation Software Tool) розроблений науковою групою Агентства США з охорони навколишнього середовища представляє собою програмний комплекс, який складається з:
·  вбудованих QSAR моделей для прогнозування токсичності,
·  вбудованих QSPR моделей для прогнозування фізико-хімічних властивостей;
· вбудованою базою даних з інформацією про деякі фізико-хімічні властивості та токсикологічні характеристики масиву органічних сполук;
· автоматизованого алгоритму  побудови  QSAR  моделей  за  допомогою  декількох  статистичних підходів.
У даному програмному засобі реалізовані наступні алгоритми для побудови математичних моделей та розрахунку прогнозованих величин: дискримінантний аналіз Фішера, ієрархічний метод, метод однієї моделі, адитивний метод,  метод  найближчого сусіда, метод «випадкового лісу» та  консенсус прогнозування – усереднене значення результатів, отриманих усіма наведеними методами [54].
АdmetSAR включає у себе QSAR модель для прогнозування значення напівлетальної дози досліджуваних сполук для окремих видів живих організмів [52].
Особливістю програми DMax Chemistry Assistant є те, що вона повністю базується на аналізі складових структурних фрагментів молекул та їх топологічного зв’язку, насиченості карбонових скелетів та ступеня їх заміщення радикалами [38, 51]. Визначення таких показників як брутто-формула, елементний склад, молекулярна маса, коефіцієнт молекулярної рефракції, розрахункових спектральних характеристик здійснювали за допомогою комп’ютерних  пакетів програм Chem Office 8.0, HyperChem 8.0 та ACD-I-Labs.

Відомо, що реакція організму на чужорідні речовини залежить від їх хімічної структури, отже гостра токсичність S-гетерилзаміщених тіокислот пов’язана з присутністю в їх молекулах тих чи інших функціональних груп.

Вивчення гострої токсичності проводили на білих інтактних дорослих двостатевих мишах вагою 20±3,0 г, отриманих з розплідника Інституту фармакології та токсикології АМН України (м. Київ) [3, 55-57]. 

Для визначення середньої летальної дози LD50 використовували 4 групи тварин по 2 спостереження в кожній. Кількість речовини, що водиться, розраховували за формулою 2.1:
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де Мmв – вага дослідної тварини, г;

Dх – доза, яка вводиться тварині, мг/кг. 
Речовини вводили тваринам внутрішньочеревно з дотриманням правил асептики та антисептики у вигляді водної суспензії (у випадку нерозчинних сполук стабілізованої твіном-80). Контрольній групі тварин уводили фізіологічний розчин у тому ж обсязі, що й основній групі. Спостереження за тваринами проводили протягом 2-х тижнів після одноразового введення сполук, що вивчаються. Протягом всього часу звертали увагу на поведінкові реакції, нервову та м’язову збудженість, стан шкіри і слизових оболонок. Також спостерігали за зміною маси тіла, характером виділення та продовження життя.

Гостру токсичність вивчали за допомогою табличного експрес-методу визначення середніх ефективних мір впливу на біологічні об’єкти за В.Б. Прозоровським [57].
2.4  Метод оцінки антирадикальних властивостей синтезованих сполук на моделі аутоокиснення  адреналіну (Сирота Т.В., 1999) 
Дослідження антирадикальної активності синтезованих сполук проводили на моделі аутоокиснення адреналіну [58].

В процесі аутоокиснення низьких концентрацій адреналіну (230 мкМ) в лужному середовищі (рН 10,65) при кімнатній температурі і при відсутності додаткових джерел окиснення інтенсивно наростає поглинення з максимумом при 347 нм (хвильове число 28,8). Поява цього продукту окиснення  адреналіну значно випереджує за часом утворення адренохрому (поглинання при 480 нм). Відомо, що СОД, аскорбат, цистеїн інгібують утворення цієї сполуки. 
Тому визначення її можна використовувати для визначення антиоксидантної активності різних сполук.      

В роботі використовували 0,1%-ний розчин адреналіну, 0,2 М бікарбонатний буфер рН=10,65. Розчини готували на дистильованій воді. Величину оптичної щільності розчинів реєстрували на спектрофотометрі (HACH LANGE DR 2800). Контрольні (бікарбонатний буфер + 0,1%-ний розчин адреналіну) та досліджені проби (бікарбонатний буфер + 0,1%-ний розчин адреналіну + розчин речовини) ставились в один і той же день і в однакових умовах. Концентрація речовини в розчині складала 125, 25, 5 мкмоль/л. До 2 мл бікарбонатного буфера додавали 100 мкл 0,1%-ий розчин адреналіну, щільно та швидко перемішували, поміщали у спектрофотометр і вимірювали величину оптичної щільності при довжині хвилі 347 нм через 
15 секунд упродовж 3 – 5 хв. Реакцію проводять при температурі 35 – 36 0С. 
Як препарат порівняння використовували L-цистеїн, цистеамін. 

Про величину антирадикальної активності сполук робили висновок за процентом інгібування.
Процент інгібування обчислювали за формулою 2.2:

                    % інгібування = [1-(∆Дд/∆Дк)]*100%                                     (2.2)

де ∆Дд і ∆Дк – різниця оптичної щільності швидкості реакції аутоокиснення адреналіну в присутності (дослід) та у відсутності сполуки (контроль) відповідно [58]. 
2.5 Дослідження резистентності мембран еритроцитів

Для визначення стану фосфоліпідного прошарку мембран оцінювали кислотну резистентність мембран еритроцитів за методом Трєскова та Гітельзона у модифікації Воробйова  [57]. Суспензію еритроцитів готували на ізотонічному розчині натрію хлориду при температурі 24°С, доводили її до стандартної концентрації з оптичною густиною 0,700. У  кювету, з товщиною прошарку рідини 10 мм, вносили 2 мл суспензії та  ініціювали лізис еритроцитів внесенням еквівалентної кількості 0,002 н розчину соляної кислоти у фізіологічному розчині. Перебіг гемолізу реєстрували за допомогою фотоелектроколориметру КФК – 2 МП при довжині хвилі 540 нм з інтервалом 30 с, а в початковий період сферуляції еритроцитів – кожні 15 с для більш точного встановлення моменту початку гемолізу [57].

На основі отриманих даних побудовані еритрограми та проаналізовані основні параметри кислотного гемолізу: час повного гемолізу (Тгемол.), максимум гемолізу - найбільші зміни оптичної щільності за 30 с відносно значення повного гемолізу, розподілення еритроцитів по стійкості до гемолізу. В залежності від часу гемолізу  виділили наступні групи еритроцитів: низької стійкості - гемоліз в інтервалі 11/2 - 3 хв., середньої стійкості -в інтервалі 3-5 хв., високої стійкості – гемоліз  після 5 хв. експерименту. Вищенаведені показники відобразили  залежність кількості зруйнованих за кожну одиницю часу клітин від тривалості дії гемолітичного розчину [57, 59]. 

Порушення  цитоскелету біомембран еритроцитів, що супроводжується зниженням рівня фосфорилювання білків, впливає на осмотичну резистентність мембран еритроцитів. Кількісне визначення ступеню гемолізу еритроцитів  крові щурів у забуферних гіпотонічних  розчинах натрію хлориду проводилось уніфікованим методом визначення осмотичної резистентності еритроцитів в модифікації  Ідельсона [57]. 
Перекисна резистентність еритроцитів  відображує активність протікання окиснювальних процесів по кількості первинних та вторинних продуктів ВРОЛ. Для їх ідентифікації використовували метод Кузнєцової [57]. Він заснований на обробці відмитих еритроцитів ацетонітрілом у співвідношенні 1:1, центрифугуванні при 3000 об/хв., реєстрації спектральних характеристик у діапазоні довжини хвиль 210-300 нм та визначенні сумарної оптичної щільності за формулою 2.3:

    Езаг(при 210-300нм)=Е1 (при 210-220нм)+

                Е2 (при 230-260нм)+Е3(при 270-300 нм)                               (2.3)

2.6 Оцінка цитопротекторної активності в умовах інтоксикації барбітуратом натрію

Для вивчення цитопротекторної активності фізіологічно-активних речовин використовували білих щурів лінії Вістар масою 200-250 г. Експеримент проведено на 6 групах тварин, по 6 тварин у групі: перша група – інтактні тварини; друга - шоста групи – тварини, яким протягом 14 діб вводили барбітурат натрію у дозі 5,0 мг/кг [53, 54]; тваринам третьої - п’ятої груп з першого дня експерименту вводили відповідно досліджувані сполуки: 3-(2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанової кислоти (сполука 4), 3-(6-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанової кислоти (сполука 5), 3-(6-етокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанової кислоти (сполука 6) з розрахунку 1/50 ЛД50; тваринам шостої групи вводили еталон порівняння - силібор з розрахунку 100 мг/кг маси.

Силібор – гепатопротекторний засіб, що містить комплекс біофлавоноїдів із плодів Расторопші плямистої. Гепатопротекторна дія препарату обумовлена антиоксидантними, мембранопротекторними, репараційними й антитоксичними властивостями біофлавоноїдів (країна-виробник – Україна. Реєстраційний номер РК-ЛС-3 №003183).

Біохімічні дослідження сироватки крові проводили, з використанням уніфікованих методів [57, 59] і відповідних тест - систем (м. Дніпропетровськ, „Филисит Диагностика”).

Активність трансаміназ АлТ (К.Ф.2.6.1.1) і АсТ (К.Ф.2.6.1.2) визначали    динітрофенілгідразиновим методом (Райтман і Френкель) [57, 59, 60-61] і виражали в  ммоль/год./л. 
2.7 Статистична обробка експериментальних даних
Статистичну обробку лабораторних показників периферичної крові проводили шляхом обчислення середнього арифметичного значення, похибки середнього арифметичного, середнього квадратичного відхилення, достовірність різниці за допомогою комп'ютерної програми SPSS [62].

Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середнє арифметичне значення, що визначали за формулою 2.4: 
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Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної [image: image16.wmf]x
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, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою 2.5:
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Потім знаходили величину похибки середнього значення ([image: image19.wmf]x
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), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень, за формулою 2.6:
[image: image20.wmf][image: image21.wmf])

1

(

-

=

n

m

x

s







(2.6)

Достовірність різниці визначали за формулами 2.7 та 2.8:
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Показник вірогідності (Р) визначали за таблицею Ст’юдента на підставі даних (td) [55].Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували непараметричний статистичний критерій Уїлкоксон, який дозволяє зіставити показники, виміряні в двох різних умовах на тій же вибірці випробуваних та встановити спрямованість змін та їх вираженість, тобто здатний визначити, чи є зрушення показників в одному напрямку більш інтенсивним, ніж в іншому [62].

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

3.1 Прогноз біологічної активності 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів
6-Алкоксизаміщені похідні 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурні аналоги було перевірено за допомогою позаекспериментальних досліджень – віртуального скринінгу (PASS-прогноз) – на предмет їх потенційних біологічно активних властивостей. Створено комбінаторну бібліотеку для сполук, структури більшості яких відповідають «правилу Ліпінські» (правилу «п’яти») [38], що визначає критерії для передбачення біодоступності будь-якої молекули.

Інтерес представляло порівняння видів біологічної дії незаміщених сполук з алкоксизаміщеними, визначення ролі заміснику в 6-му положенні хінолінового циклу для моделювання перспективних біорегуляторів. При проведені прогнозу у програмі PASS було визначено найбільш перспективні види біологічної дії, які подано у таблиці 3.1 та додатку А.

Таблиця 3.1 – Прогноз біологічної активності 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів 
	№
	Вид біологічної дії
	Кількість

сполук
	Межі вірогідної наявності дії
	Межі вірогідної відсутності дії

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Лікування інсульту
	7
	0,328-0,743
	0,005-0,034

	2
	Гепатопротекторна
	11
	0,367-0,749
	0,005-0,056

	3
	Лікування розладів ПТСР
	20
	0,331-0,720

	0,001-0,003

	4
	Протектор слизової оболонки
	11
	0,376-0,743

	0,038-0,185

	5
	Антихелікобактерна
	14
	0,389-0,662
	0,006-0,145


Продовження таблиці 3.1

	1
	2
	3
	4
	5

	7
	Лікування гострих неврологічних розладів
	10
	0,354-0,571
	0,047-0,181

	8
	Противірусна
	10
	0,433-0,536
	0,022-0,076

	9
	Стимулятор ангіогенезу
	16
	0,304-0,555

	0,008-0,039

	10
	Антиуремічна
	6
	0,355-0,460

	0,008-0,023

	11
	Цитопротектор
	10
	0,311-0,392
	0,102-0,174

	12
	Інгібітор проліламінопептидази
	10
	0,399-0,897

	0,004-0,030

	13
	Інгібітор тауриндегідрогенази
	14
	0,308-0,795

	0,014-0,197


Віртуальний скринінг показав, що дані сполуки виступають у якості перспективних цитопротекторів (Ра=0,311-0,392), а особливо як гепатопротектори (Ра=0,376-0,743), проявляють антиуремічну (Ра=0,355-0,460), антибактеріальну (Ра=0,389-0,662), противірусну (Ра=0,433-0,536), протитуберкульозну (Ра=0,367-0,749) активність, впливають на ферменти ВРО. Також сполуки проявили себе у якості стимуляторів функцій нирок (Ра=0,304-0,643) та ангіогенезу (Ра=0,304-0,555), ефективні у лікуванні інсульту (Ра=0,328-0,743) та гострих неврологічних розладів (Ра=0,354-0,571).

Досліджнення біологічної активності були обрані на основі аналізу комп’ютерного прогнозу. Сполуки у прогнозі показали антимікробну, протипаразитичну, антивірусну, діуретичну або антиоксидантну дію. 

3.2 Гостра токсичність активності 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів

Наступним етапом дослідження 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів було вивчення токсичної дії сполук за допомогою програмних засобів та експериментально на ссавцях. 

За допомогою програмного забезпечення GUSAR було розраховано значення внутрішньо-очеревного шляху введення IP LD50 та орального шляху введення сполук (Oral).
Була досліджена гостра токсичність або середня летальна доза (ЛД50, мг/кг) на мишах, результати якої було порівняно з розрахунковими значення. 

Результати дослідження токсичної дії сполук 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів подано у таблиці 3.2.

У результаті проведення експериментальних досліджень вивчено гостру токсичність 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів у залежності від присутності/відсутності у молекулах тих або інших функціональних груп. Так, дослідження гострої активності як хемометричними так і експериментальними методами показало, що дані споуки  відносяться до малотоксичних речовин (22( – їх ЛД50 знаходиться у межах 43-190 мг/кг. 

У результаті проведених хемометричних та експериментальних досліджень вивчено залежність гострої токсичності 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів від наявності у 6-му положенні хінолінового циклу різних замісників і замісників біля карбоксильної та аміногрупи [3, 8, 38].  
Результати вивчення гострої токсичності 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів наведені в таблиці 3.2. і додатку Б. 
Таблиця 3.2 – Токсична дія 6-алкоксизаміщених 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-l-цистеїну та їх структурних аналогів

	Сполука
	Внутрішньо-очеревний шлях введення IP LD50, мг/кг  

(GUSAR)
	Оральний шлях введення Oral
LD50, мг/кг
(GUSAR)
	LD50, мг/кг

(n=5)


	1
	329,2
	696,4
	420
[image: image24.wmf]±

17,5

	2
	380,6 
	861,5
	932
[image: image25.wmf]±

10,8

	3
	718,2
	551,0
	1234
[image: image26.wmf]±

21,4

	4
	301,7 
	540,0
	389
[image: image27.wmf]±

17,7

	5
	214,3
	742,3
	855
[image: image28.wmf]±

22,4

	6
	262,2 
	613,7
	1034
[image: image29.wmf]±

18,9


Результати проведених досліджень гострої токсичності свідчать, що синтезовані сполуки належать до помірно токсичних, а в більшості випадків -до мало і нетоксичних сполук (табл. 3.2, додаток Є). ЛД50 вивчених сполук знаходиться в межах від 140 до 1300 мг/кг. У випадку кислот найбільшу токсичність має 3-(2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанова кислота (сполука 1). Її ЛД50 складає 420±17,5 мг/кг (додаток Б1). 

Введення в 6-те положення хінолінового циклу метокси (ОСН3) або етокси (ОС2Н5) груп приводить до зменшення токсичності в 2-3 рази Так, 3-(6-метокси-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанова кислота (сполука 2) та S-(6-етокси-2-метилхінолін-4-іл)- 2-амінопропанова кислота (сполука 3) відносяться до малотоксичних сполук. Їх ЛД50 -932±10,8 мг/кг та 1254±21,4 мг/кг відповідно (табл. 3.3).
Таблиця 3.3 – Аналіз залежності між токсичною дією та хімічною структурою серед 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів 
	№ сполук
	Радикал в 6-му положенні хінолінового 

циклу
	ЛД50, мг/кг
	Значимість різниці при порівнянні діїсполук

	Cполука 1

Сполука 2

Сполука 3
	Н
ОСН3
0С2Н5
	420±17,5

932±20,8

1234±31,4
	Р<0,05



	Сполука 4

Сполука 5

Сполука 6
	Н

ОСН3
0С2Н5
	512±18,3
932±20,8

1234±31,4
	Р<0,05


Заміна -NH2 групи на –ОН групу зумовлює незначне збільшення ток-сичності отриманих похідних молочної кислоти (сполуки 4-6). 
Однак тут також спостерігається зменшення токсичності сполук при         введенні в 6-те положення хінолінового циклу метокси (ОСН3) або етокси      (ОС2Н5) груп. Найбільш токсична кислота 3-(2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанова кислота. Її ЛД50 -380±17,7 мг/кг.

3.3 Антирадикальна активність in vitro    
На сьогоднішній час існує багато свідчень про негативність впливу надлишку вільних радикалів. Вони грають важливу роль в патогенезі багатьох захворювань людини та в ініціюванні канцерогенезу [58, 59], і є одним із найважливіших чинників, що бере участь у процесі біологічного старіння організму. 

Цілеспрямований пошук речовин з антиоксидантною активністю  передбачає обов’язкове вивчення їх на різних експериментальних моделях ініціювання вільнорадикального окиснення. Це пов’язано, насамперед, з тим, що активація вільнорадикального окиснення є провідною ланкою багатьох захворювань, які розрізняються між собою за етіопатогенетичними факторами, і, тим самим, за механізмом ініціювання вільнорадикальних реакцій. У значній кількості фармакологічних та клінічних досліджень антиоксидантні ефекти лікарських засобів та фізіологічно активних сполук вивчають на складних, за молекулярно-клітинними механізмами активації вільнорадикального окиснення, моделях експериментальної патології (гостре порушення мозкового кровообігу, інфаркт міокарда, емоційно-больовий стрес, токсичні ураження печінки тощо). Застосування таких моделей у більшості випадків не дає можливості адекватно оцінити наявність первинних антиоксидантних та антирадикальних ефектів у досліджуваних фізіологічно активних сполук, оскільки ці ефекти можуть бути непрямими, тобто опосередкованими складними біохімічними та фізіологічними процесами, які мають місце in vivo, і не відображають первинних молекулярних механізмів дії досліджуваних фізіологічно активних сполук у біофазі.    

Одними з методів дослідження антиоксидантної активності, що відображають первинні механізми, є тестування досліджуваних сполук in vitro на моделях генерації супероксид-аніону (
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Особливості будови молекули кисню (бірадикальна природа, наявність на зовнішній орбіталі двох неспарених електронів з паралельно розташованими спінами) в ході його взаємодії з речовинами здатними до окиснення, призводить до утворення активних форм кисню, комплексів із малим часом існування. Зокрема, може утворюватися супероксид – радикал (супероксидний аніон-радикал; діоксид) – добрий відновник, помірний окисник. Володіє властивостями внутріклітинного месенджера, приймає участь в окислювальній модифікації SH- та NH2 – груп низькомолекулярних сполук. [5, 12, 58]. Більшість досліджених сполук були відібрані у результаті віртуального скринінгу. 

Результати дослідження антирадикальної активності сполук за методикою (Сирота Т.В., 1999) відповідають результатам комп’ютерного прогнозування даної активності (додаток Г, табл. 3.4). Найбільш активними сполуками, як і передбачалося є сполуки з електронодонорними групами – 
метокси-, етокси- (сполуки 2, 3, 5, 6). Найкращі показники антиоксидантної активності на рівні препарату порівння ( l-цистеїну ) мають похідні S-(6-алкокси-2-метилхінолін-4-іл)-l-цистеїну (сполуки 2, 3). Заміна аміногрупи на гідроксильну в залишку цистеїну приводить до збільшення  анти радикальної активності.

Таблиця 3.4 – Антирадикальна активність  6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів

	Номер сполуки
	Методика визначення АОА (Сирота Т.В., 1999)

	
	(625*10-6 моль/л)
	(125*10-6 моль/л)

	
	D опт
	АОА,%
	D опт
	АОА,%

	1
	0,3815±0,0075*
	21
	0,4042±0,0055*
	19

	2
	0,3415±0,0075*
	24
	0,342±0,0055*
	25

	3
	0,2305±0,0005*
	49
	0,238±0,0035*
	47

	4
	0,3115±0,0075*
	27
	0,2942±0,0055*
	29

	5
	0,1895±0,0025*
	58
	0,224±0,0050*
	51

	6
	0,1595±0,0085*
	65
	0,131±0,0040*
	71

	АЦЦ
	0,1530±0,0022
	67
	0,240±0,0035*
	46


Примітка. * − Р<0,05 у порівнянні з контролем.

3.4   Визначення стану фосфоліпідного прошарку мембран еритроцитів під дією похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів         
Гіперпродукція активних форм кисню є джерелом окиснювального ушкодження не тільки гепатоцитів, але й клітин крові, головним чином еритроцитів, що дозволяє використовувати їх для визначення інтенсивності процесу [42-44, 59, 60]. 

В механізмі пошкодження мембран важливе місце приділяється  модифікації  структурних білків та ліпідів, яка ініціюється  порушенням процесів вільнорадикального окиснення ліпідів (ВРОЛ) [3].

Порушення функцій біологічних мембран під впливом токсичних речовин в багатьох випадках є не тільки результатом, а й причиною  патологічних змін у клітині та організмі в цілому. Окиснення поліненасичених жирних кислот, за рахунок утворення гідроперекисей, призводить до появи ділянок − «отворів», через які вміст клітин та їх органел виходить за межі мембрани. В результаті формується синдром цитолізу, в ряді випадків ініціюється аутоліз клітин. Мембрани втрачають поліненасичені фосфоліпіди, що зумовлює їх текучість, змінюється ліпідне оточення рецепторів. Крім того, гідрофобні ліпіди набувають гідрофільності та мігрують з середини ліпідного шару на поверхню мембрани, що призводить до її структурної дезорганізації та порушення функціональної активності. Надлишок продуктів ВРОЛ, за рахунок зв’язування з амінними групами, викликає порушення білково-ліпідних взаємодій, що сприяє доступності гідрофобного шару мембрани для фосфоліпази та протеолітичних ферментів і тим самим прискорює процеси протеолізу. 

Таким чином, можна виділити ряд загальних закономірностей реакцій еритроцитів та ерітрона на дію токсикантів: зміни структури мембранних компонентів, що призводить до порушення  резистентності клітин; зсув концентрації внутрішньоклітинних катіонів в результаті порушення проник-ності мембран; зміни активності ферментів гліколізу та пентозофосфатного циклу, зменшення вмісту макроергів (АТФ), що в свою чергу, можна вважати однією з причин порушення мембран [22, 23]. Саме кислотний гемоліз, який у багатьох випадках  визначає стан фосфоліпідного прошарку, з точки зору фундаментальної науки, є найбільш інформативним при аналізі стану еритроцитарної мембрани та процесів, що проходять в ній [44]. Встановлено, що досліджувані сполуки, відібрані за результатами комп’ютерного прогнозу, суттєво впливали на кислотну резистентність еритроцитів  (табл. 3.5).

Таблиця  3.5 – Параметри кислотного гемолізу при введенні похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів                
	Параметри
	Тривалість

гемолізу,

хв
	Максимум

гемолізу,

%
	Еритроцити, %

	Сполуки
	
	
	низької

стійкості
	середньої

стійкості
	високої

стійкості

	Контроль
	4,6±0,1
	62,1±2,8
	91,3±2,8
	8,7±2,1
	9,7±2,1

	Інтактні щури
	7,1±0,4*
	34,2±1,6*
	17,3±0,9*
	75,5±3,5*
	7,2±1,9*

	Сполука 1
	5,5±0,6
	50,0±1,0
	81,7±1,9
	17,3±2,4*
	1,0±0,3

	Сполука 2
	5,4±0,6
	53,8±1,0
	82,7±3,8
	18,1±2,3*
	0,2±0,1

	Сполука 3
	5,8±0,2*
	44,6±1,5
	77,2±2,1
	21,1±3,0*
	1,7±0,8

	Сполука 4
	5,6±0,6
	50,4±0,9
	84,9±2,9
	14,6±1,9*
	0,5±0,1

	Сполука 5
	6,1± 0,2*
	40,5±1,1*
	61,8±4,1*
	33,6±3,6*
	2,6±1,2*

	Сполука 6
	5,6±0,2*
	38,1±1,4*
	77,4±2,1
	26,3±3,9*
	2,7±1,6

	Тіотриазолін
	5,8±0,2*
	40,1±1,4*
	75,4±2,1
	22,3±3,9*
	2,3±1,6


Примітка. * − Р<0,05 у  порівнянні  з контролем.

У зв’язку з цим скринінг еритроцитів за їх стійкістю до кислотного гемолізу є актуальним для оцінки ефективності профілактичного впливу сполук на розвиток токсичного гепатиту та характеристики стану клітин. Дана сполука ефективно регулювала ступінь гемолізу (максимум гемолізу знизився на 33,4% відносно контрольної групи) і значно підвищува-ла стійкість еритроцитів: суттєво знижувався відсоток еритроцитів низької стійкості (від 90,7±4,0% до 61,8±4,1%) і підвищувався відсоток еритроцитів  високої (від 0 до 4,6±1,2%) та середньої стійкості (від 8,7±0,2  до 33,6±3,6%). Її дія  сприяла підвищенню кількості молодих еритроцитів, що, імовірно, вказує на активізацію регенераторних властивостей і перевершувала профілактичний  вплив тіотриазоліну. Еритроцити даної групи  наділені підвищеною  резистентністю до кислотного гемолітика, що проявляється змі-щенням піку найбільшого лізіса еритроцитів вправо у порівнянні з контроль-ною групою, а еритрограми наближаються  до осі абсцис, що  вказує на по-мірну ступінь  гемолізу. Відсутність замісника (сполука 1, 4)  та наявність в шостому положенні хіноліну метоксигрупи (сполука 3, 5) зменшує позитивний вплив на показники КРЕ, але стабілізуючий ефект дії даних сполук зберігається на рівні речовини порівняння - тіотриазоліну. Характерно пошкодження гідрофобного бар’єру проникності для протонів еритроцитів низькостійкої субпопуляції (їх кількість в межах 77,2-81,7%). Отримані дані,  імовірно, обумовлені тим, що екзо- та ендогенні фактори впливу спочатку пошкоджують  низькостійкі еритроцити. Високостійкі клітини мають більш жорстку організацію, тому модифікатори не викликають зниження кислотної резистентності. Форма їх еритрограм наближається до експоненціальної. 
Відмічено зсув кислотної еритрограми вліво при введенні 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-гідроксипропанової кислоти (сполуки 5,6). Відзначалося зниження показника тривалості гемолізу (4,8±0,6 хв. та 5,1±0,4 хв. відповідно) до рівня контрольної групи (4,6±0,1 хв.), а також зсув максимуму гемолізу вліво зі збільшенням висоти максимуму (57,7±1,1% та 56,3±0,1% відповідно). Зазначені зміни свідчили про критичне зниження стійкості мембрани до дії іонів гідрогену, відсутність стабілізуючої дії на клітинну мембрану еритроцитів, що зумовлює прискорення їх гемолізу. 

Для всіх досліджених сполук спостерігався один максимум гемолізу.
З метою визначення неявних структурних перетворень в еритроцитах вивчали кінетику гіпоосмотичного гемолізу та проводили аналіз за наступни-ми показниками: початок гемолізу, повний гемоліз, вираженність гемолізу. Показник осмотичної резистентності еритроцитів визначає стан цитоскелету цих клітин − міцної еластичної білкової мережі, що локалізована  на внутрішній поверхні ліпідного прошарку  цитоплазматичної мембрани. Основу даної структури складають комплекси спектрін тетраметр − актін, від ступеню асоціації  яких, власне, і залежать механічні властивості еритроцитів[3, 8]. 
Токсичний гепатит супроводжується підвищенням кількості прихованих структурних порушень у білково-ліпідному каркасі мембран еритроцитів низькостійкої популяції, що проявляється зниженням осмотичної резистентності останніх: початок гемоліза реєструвався при концентрації NaCl = 0,70% з одночасним руйнуванням 64% еритроцитарного пула. Повний гемоліз спостерігався при концентрації NaCl = 0,40% (табл. 3.6)

   Дані зміни пов’язані зі зниженням енергетичного потенціалу. Змінюється поверхневий заряд клітини, з’являються дефектні комплекси олігосахаридів та інтегральних білків на поверхні мембрани, змінюється ліпідний склад, порушується проникність клітин для іонів натрію, калію, кальцію, знижується деформабільність клітини [61]. 

Еритроцити щурів, що отримували динатрієву сіль 3-(6-етокси-2-метилхінолін-4-іл)-2-гідроксипропанової кислоти (сполука 6 ) за стійкістю  до впливу гіпоосмотичних розчинів знаходяться на рівні речовини порівняння − тіотриазоліну (гемоліз розпочинається при концентрації NaCl 0,50%, повний гемоліз при 0,30%), але за вираженністю гемолізу навіть перевершує його дію.

Імовірно, це пов’язано з тим, що контроль за станом цитоскелету реалізується через процес фосфорилювання білків і залежить від кількості АТФ − донору фосфату [57]. 

Таблиця 3.6 –Динаміка гіпоосмотичного гемолізу еритроцитів при введенні досліджуємих сполук

	№
	Сполуки
	Початок

гемолізу

(конц.NaCl,%)
	Вираженність гемолізу, %
	Повний гемоліз

(конц.NaCl,%)

	
	Контроль
	0,70
	64
	0,40

	
	Інтактні щури
	  0,45*
	  26*
	 0,25*

	1. 
	Сполука 1
	0,55
	42
	0,35

	2.
	Сполука 2
	0,55
	46
	0,35

	3.
	Сполука 3
	0,55
	40
	0,35

	4.
	Сполука 4
	0,60
	52
	0,40

	5.
	Сполука 5
	0,55
	44
	0,35

	6.
	Сполука 6
	  0,48
	  36
	  0,28

	   
	Тіотриазолін
	  0,50*
	  38*
	  0,30*


Примітка.  * − Р<0,05 у  порівнянні  з контролем.
Кількість енергії, необхідної для відновлення форми еритроциту та активного транспорту катіонів крізь його мембрану, імовірно, збільшується за рахунок введення в аміногрупу цистеїну сукцинату, інтермедіанту циклу Кребса. Але введення в 6 положення хінолінового циклу  інших замісників (метоксигрупа та гідроген) перешкоджає позитивній динаміці, про що свідчить руйнування червоних клітин крові, яке розпочиналось при концентрації NaCl 0,55% і одночасно гемолізувалося 40% та 42% еритроцитів відповідно (сполуки 2, 3, 5, 6). Діапазон осмотичної стійкості зберігався. 

При введенні піддослідним тваринам розчинів сполук імовірно, за рахунок швидкого порушення метаболічних процесів, відбувалася інтенсивна модифікація біомембран, що мало відображення в вихідному зниженні гіпоосмотичної стійкості еритроцитів. Початок гемолізу відмічали при більш високій концентрації NaCl = 0,6- 0,65% із значним  збільшенням числа зруйнованих еритроцитів. 

Таким чином, зміни проникності мембран еритроцитів, які оцінювалися  за показниками кислотної та осмотичної резистентності, свідчать про структурно-функціональні перебудови біомембран еритроцитів, що імовірно, пов’язано з інтенсифікацією вільнорадикальних процесів. Активація фосфоліпази є однією з причин розвитку  ВРОЛ, що призводить до структурних та функціональних змін мембранозв’язаних ферментів. Це супроводжується втратою основних мембранних фосфоліпідів, прискоренням вивільнення вільних жирних кислот та накопиченням перекисей ліпідів [52]. Перекисний гемоліз еритроцитів є чутливим показником, що відображає про − та антиоксидантний баланс організму по кількості первинних та вторинних продуктів ВРОЛ.

3.5 Цитопротекторна активність 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів
Аналіз результатів PASS-прогнозу досліджених сполук показав, що ці сполуки будуть проявляти високу гепатопротекторну активність. Тому було доцільним вивчення гепатопротекторної активності на моделі експери-ментальної барбітуратової інтоксикації.

Хронічна інтоксикація призводила до ушкодження гепатоцитів, про що   свідчило підвищення рівня  амінотрансфераз у сироватці крові на 123% – АлТ та 41 % – АсТ (р<0,05).

Також суттєво зменшувалися показники активності амінотрансфераз АсТ і АлТ, що є свідченням зниження пошкодження мембран гепатоцитів при дії досліджених сполук (табл. 3.7).

Таблиця 3.7 – Активність амінотрансфераз у сироватці крові щурів при експериментальній барбітуратовій інтоксикації (M±m, n=6)

	№ п/п
	Сполуки
	АлТ,
ммоль/л/год
	%
 Змін
	АсТ, 
ммоль/л/год
	% 
змін

	1.
	*
	1,44±0,020
	-
	5,42±0,020
	-

	2.
	**
	3,21±0,042
	-
	7,64±0,040
	-

	3.
	Сполука 4
	2,11±0,032а,б
	62,1
	6,71±0,042а,б
	42,0

	4.
	Сполука 5
	2,00±0,051а,б
	68,3
	6,05±0,034а,б
	71,6

	5.
	Сполука 6
	1,74±0,021а,б,в
	83,0
	5,56±0,065а,б,в
	93,7

	6.
	Силібор
	3,00±0,040а
	11,8
	7,00±0,023а
	28,8


Примітки:

1..* -  інтактна група (n=6).

2. ** - контроль (інтоксикація) (n=6).
3.а - P<0,05 щодо контролю.

4. б – Р<0,05 щодо силібору.

5. в - Р<0,05 -– значимість різниці у порівнянні із сполукою 2.

Найбільш виражений ефект показала 3-(6-етокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанова кислота (сполука 6). При її введенні спостерігалося зменшення АлТ на 83,1% і АсТ на 93,7% (р<0,05) (рис. 3.1). Силібор виявляв менш виражений терапевтичний ефект: активність СОД – підвищувалася на 14,6%, ГР та ГРП – на 17,0% та 18,0% відповідно, а концентрація показників ушкодження гепатоцитів АлТ і АсТ зменшувалася – на 11,68% і 28,8% відповідно (р<0,05).
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Рисунок 3.1 – Вплив 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-гідроксипропанової кислоти на активність амінотрансфераз у сироватці крові щурів   при експериментальній барбітуратовій інтоксикації

Встановлено, що досліджені сполуки знижують показники окисного стресу,  проявляючи високий захисний ефект щодо мембран клітин печінки. За рівнем зменшення антиоксидантної та гепатопротекторної активності досліджені сполуки розміщуються таким чином: Сполука 4> Сполука 5 > Сполука 6.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА У НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ
Охорона праці являє собою систему законодавчих актів, соціально-економічних, організаційних, технічних і лікувально-профілактичних заходів та засобів, що забезпечують безпеку, збереження здоров'я і працездатності людини в процесі праці [63]. 
Тема роботи «Біологічна дія алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну». Об’єкти дослідження похідні 6-бромозаміщених тіохіноліну. Синтез та дослідження сполук, які були основою роботи, проводились в хімічній лабораторії.  Небезпечними та шкідливими факторами були: електроприлади та електронагрівачі, скляний посуд, хімічні реактиви (органічні та неорганічні кислоти, розчинники), робота з комп'ютером.

Перед початком роботи науковим керівником було проведені інструктажі з охорони праці за інструкцією № 2 від 14.01.2014 р. та за інструкцією № 3, 199, 296 від 14.01.2014 р. і пожежної безпеки за інструкцією № 2 від 27 жовтня 2014 р.

В процесі виконання біохімічних досліджень доводиться мати справу з біологічними речовинами, електроприладами і лабораторним посудом. Основні небезпечні виробничі пошкодження при виконанні роботи, які можуть статися: термічні і хімічні опіки, електротравми, попадання хімічних і біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи у лабораторії з неполагодженими витяжками. При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого та недбалого використання приладів та інструментів.

Лабораторія – це окреме приміщення, в ньому формується свій мікроклімат, який впливає на здоров’я людини. Під оптимальними мікрокліматичними умовами розуміють такі сполучення характеристик мікроклімату, які забезпечують при систематичній дії нормальне функціонування організму не напружуючи механізми терморегуляції. Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою безпечної роботи. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкості переміщення повітря відповідно вимог ДНАОП 0.03-3.15-86 [64]. 

Повітря робочої зони повинно відповідати ДСТу 12.1.005-88 [63-65]. Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Воно необхідне для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу, залишків хімічних речовин. Необхідно забезпечувати постійний рух повітря, шляхом відкриття вікон, у випадку використання отруйних та речовин неприємним запахом, приточно- витяжної вентиляції, що повинна відповідати СНІп 2.04.05-91 [63] і ДНАОП 0.03-3.15-89 [64]. 

Температура повітря повинна бути в оптимальному діапазоні 18-20 ˚С. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25-0,3 м/с. Відносна вологість повітря 60-70%. Атмосферний тиск в лабораторії такий як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.ст. [65].

Важливе значення має освітленість робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам СНІп ІІ-4-79 [66]. 

Безпека у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТ 12.3.002-75 та інших діючих нормативних актів.

На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та  після ознайомлення із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки [64, 65].

Перед початком роботи треба: одягти отримати дозвіл на виконання роботи, спеціальний одяг, ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментами. У лабораторії  не можна працювати одному - наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках.

При роботі використовувати колективні і індивідуальні засоби та заходи безпеки. Працювати необхідно у зручному одязі, який не стримує рухів, мати окремий рушник для витирання рук, індивідуальні окуляри для захисту попадання різного хімічного матеріалу в очі. Необхідно перевірити на справність прилади: цілісність дротів, заземлення (занулення) приладів. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги [62]. 

І. Загальні вимоги до безпечного проведення робіт в хімічний лабораторії.

Для того, щоб робота в хімічній лабораторії була максимально безпечною виконували вимоги техніки безпеки за ГОСТ 12.1.007-76 «Шкідливі речовини. 
Класифікація і загальні вимоги безпеки».
1. Під час роботи в лабораторії використовували різноманітні органічні речовини (леткі речовини, органічні кислоти, розчинники), які за певних умов можуть забруднювати повітря. Тому для забезпечення виконання вимог щодо складу повітря робочої зони згідно з 12.1.016-79 ССБТ «Повітря робочої зони» передбачено та виконано наступні дії: 

· використання природної вентиляції (СНІП 2.04.05-91);

· проведення робіт з леткими та отруйними речовинами у витяжній шафі (згідно з ГОСТ 22360-86 «Шафи демонстраційні, витяжні»). 

2. Виробничий шум є критерієм безпечного проведення робіт в лабораторії. Рівень шуму в хімічних лабораторіях нормується ДСН 3.3.6.037-99 Санітарні норми виробничого шуму, ультразвуку та інфразвуку та ГОСТ 12.1.003-83 «ССБТ. Шум. Общие требования безопасности».
3. Вібраційна безпека повинна забезпечуватися дотриманням норм, встановлених Державними санітарними нормами виробничої, загальної та локальної вібрації, затвердженими постановою Головного державного санітарного лікаря України від 1 грудня 1999 року № 39 (ДСН 3.3.6.039-99), та ДСТУ ГОСТ 12.1.012:2008 «ССБТ. Вибрационная опасность. Общие требования».

4. Природне освітлення лабораторії повинно відповідати вимогам СНіП 11-479 «Природне і штучне освітлення». Коефіцієнт природного освітлення, повинен складати не менше 1,5 %. Штучне освітлення повинно відповідати вимогам СНіП 11-4-79 «Природне і штучне освітлення» [67]. 
ІІ. Вимоги безпеки перед початком робіт.             
Згідно правил техніки безпеки виконання експериментів, передбачених темою дипломної роботи, відбувалося під керівництвом наукового керівника.

Перед початком роботи слід одягти спецодяг. Він зберігається окремо від верхнього одягу в індивідуальних шафах. В залежності від реактивів, складності та характеру дослідів визначаються тип спецодягу, потреба його заміни.
ІІІ. Вимоги безпеки під час роботи [67, 68].
1. В лабораторії кожен працівник повинен мати закріплене за ним робоче місце, яке працівник зобов’язаний підтримувати у чистоті під час виконання дослідів, а після закінчення роботи прибрати.

2. Необхідно дотримуватися правил безпеки при роботі зі скляними приладами:

· необхідно захищати руки рушником при зборі скляних приладів або з'єднанні окремих їх частин за допомогою каучуку або гуми;

· при закриванні колби, пробірки або іншої тонкостінної посудини пробкою, тримати посудину за верхню частину горловини ближче до місця, куди повинна бути вставлена пробка, при цьому захищаючи руку рушником.

3. При перенесенні посуду із гарячою рідиною потрібно користуватися рушником; посуд при цьому тримають обома руками (однією за дно, а другою за горловину).

4. Нагрівати рідину в пробірці або іншому посуді потрібно за допомогою спеціальних утримувачів. При цьому хімічний посуд необхідно тримати так, щоб отвір був спрямований від себе і працюючих поруч.

5. Не можна закривати притертою пробкою нагрітий посуд поки він не охолоне.

6. При роботі з кислотами та лугами виконують наступні заході техніки безпеки:

· всю роботу з концентрованими кислотами та лугами проводять у витяжній шафі; при приготуванні розчинів кислот, спочатку в посудину наливають необхідну кількість води, а потім додають кислоту; забороняється додавати воду в кислоту;

· при приготуванні розчинів лугів наважку поміщають у великий посуд з широким горлом, додають необхідну кількість води і ретельно перемішують; при цьому спостерігається нагрівання хімічного посуду;

· при кип'ятінні кислотних і лужних розчинів не можна щільно закривати посуд (пробірки і колби) пробкою до повного їх охолодження;

· концентровані кислоти відбирають із посуду тільки за допомогою спеціальної піпетки з грушею;

· концентровані кислоти і луги виливають у раковину після попередньої їх нейтралізації;

· при митті посуду хромовою сумішшю запобігають попаданню її на шкіру, одяг, взуття.

7. При роботі з легкозаймистими речовинами, такими як ефір, бензин, бензол, ацетон, спирт тощо, дотримуються наступних вимог:

· усі роботи проводяться у витяжній шафі при включеній вентиляції, вимкнутих газових пальниках і нагрівальних електроприладах відкритого типу;

· нагрівання легкозаймистих речовин проводять у витяжній шафі на піщаній або водяній бані з закритим електронагрівом.

8. Переливання рідин, окрім тих, що містять біологічний матеріал, виконують за допомогою лійки.

9. При змішуванні або розведенні речовин, що супроводжуються виділенням тепла, використовують термостійкий хімічний посуд. 

10. При закупорюванні пробками посудин із реактивами враховують їх властивості. Під дією таких реактивів, як спирт, бензол, ацетон, ефір гумові пробки сильно набухають, а під дією галогенів (бром, йод) втрачають еластичність. Саме тому хімічний посуд з даними реактивами слід закупорювати скляними притертими пробками. Посуд з розчинами лугів не можна закупорювати притертою пробкою, тому що карбонати, які утворюються між пробкою і горлом, щільно заклинюють пробку [63, 65].

ІV. Пожежна безпека [68].

Забезпечення пожежної безпеки в лабораторії визначається «Правилами пожежної безпеки в Україні».

 В лабораторії повинні бути справні первинні засоби пожежогасіння:

· вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії;

· покривало з вогнетривкого матеріалу;

· ящик або відро з піском (об’ємом близько 0,01 м2) і совком.

До них повинен бути забезпечений вільний доступ.

Загорання в лабораторії слід відразу ліквідувати. У разі пожежі необхідно:

· повідомити пожежну охорону;

· вжити заходів щодо евакуації людей з приміщення;

· вимкнути електромережу;

· використати засіб пожежогасіння відповідно до типу пожежі [63].

V. Правила електробезпеки [65].

Робота з електроприладами в хімічній лабораторії вимагає виконання правил електробезпеки згідно з ДНАОП 0.00-1.21.-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів».

В хімічній лабораторії потрібно використовувати електричні нагрівачі закритого типу. Використання іншого електричного обладнання можливе за умови його заводського виготовлення.

Заземлення електрообладнання необхідно проводити відповідно до ГОСТ12.1.030-81 ССБП «Електробезпека. Захисне заземлення, занулення» [65].

VІ. Вимоги безпеки в екстремальних ситуаціях. Перша медична допомога [66].
При ураженні електричним струмом потерпілого звільняють від контакту з електрострумом. Для цього вимикають джерело електроживлення, а якщо це неможливо, то скидають обірваний провід дерев'яним сухим предметом. При зупинці дихання роблять штучне дихання, яке не припиняють протягом певного часу. При зупинці серця – непрямий масаж. На електроопікову рану потрібно накласти стерильну пов’язку для попередження зараження. При необхідності госпіталізації потерпілого транспортують лежачи на носилках [67].

Ознаками отруєння лугами є неприємний лужний смак у роті, кашель, різке печіння слизових оболонок очей і гортані, розширення зіниць, різка слабість, загальні судоми. При появі таких симптомів потерпілому необхідно забезпечити приплив свіжого повітря, звільнити його від одягу, який ускладнює дихання, дати понюхати нашатирний спирт. У разі припинення дихання необхідно проводити штучне дихання [68].

При опіках шкіри І і ІІ ступенів слід негайно покласти на уражене місце примочку зі спиртом, горілкою, одеколоном або слабким розчином калію перманганату. При опіках ІІІ-IV ступенів на уражені місця накладають стерильні пов’язки. При великих опіках використовують чисті, випрасувані простирадла. Потерпілого слід напоїти чаєм або мінеральною водою і терміново доставити до лікарні. При сильних опіках потрібно перевірити дихання і роботу серця. Якщо відсутнє дихання чи пульс, потрібно негайно зробити штучне дихання рот в рот і масаж серця. Потрібно переконатися, чи не перебуває потерпілий в стані шоку. Після цього промивають уражену ділянку тіла чистою водою; при відсутності достатньої кількості води опік накривають вологим тампоном. Категорично забороняється змазувати опік кремом або маззю для уникнення появи твердої шкірки. Дозволяється використовувати дезінфікуючі засоби. На опік необхідно накласти чисту стерильну пов’язку [68].
VІІ. Техніка безпеки під час роботи на персональному комп’ютері (ПК).

ПК – це складна апаратура, яка потребує акуратного й обережного ставлення до неї на всіх етапах експлуатації. Знання та виконання правил техніки безпеки сприяє уникненню нещасних випадків, а також гарантує збереження апаратури. 
Перед початком роботи на комп’ютері необхідно отримати дозвіл на роботу в уповноважених осіб педагогічно-лаборантського складу. Під час роботи на комп'ютері необхідно:

· дотримуватися інструкції з експлуатації апаратури;

· працювати на клавіатурі чистими сухими руками, не натискуючи на клавіші без потреби чи навмання;

· коректно завершувати роботу з тим чи іншим програмним забезпечення.

Напруга живлення ПК складає 220 В і є небезпечною для життя людини. Тому необхідно знати та чітко виконувати ряд правил техніки безпеки.

При роботі з ПК забороняється:
· порушувати порядок увімкнення й вимикання апаратних блоків;

· працювати на комп`ютері у вологому одязі та вологими руками;

· класти на апаратуру сторонні предмети;

· торкатися екрана і тильного боку дисплея, проводів живлення та заземлення, з'єднувальних кабелів.

Під час роботи комп`ютера екран дисплея є джерелом електромагнітного випромінювання. Воно спричиняє руйнуванню зору, викликає втому, знижує працездатність. Зважаючи на ці фактори потрібно слідкувати за відстанню між очами користувача і екраном (60-70 см). Тривалість безперервної роботи за комп`ютером повинна складати не більше 40-45 хвилин[65].

Так як електронно-променева трубка дисплея використовує високу напругу і є джерелом електромагнітного випромінювання, то порушення вимог техніки безпеки може призвести до уражень електричним струмом, спричинити загоряння апаратури.
У разі появи горілого запаху, самовільного вимикання апаратури або незвичних звуків потрібно негайно повідомити про це обслуговуючий персонал та вимкнути комп'ютер [68]. 
Пpи pоботi з біологічним матеріалом можливе його потpапляння на шкipу, одяг, слизовi оболонки. Всi бiологiчнi piдини тpеба спpиймати як потенцiйно заpаженi ВIЛ-iнфекцiєю, тому згiдно наказу № 120 МОЗ Укpаїни вiд 20.05.00 pозpоблена пеpша допомога пpи цих випадках. Так, пpи потpапляннi кpовi на халат, потpiбно його зняти i замочити у дезiнфiкуючому pозчинi на 1 годину. Якщо кpов потpапила на шкipу, потpiбно обpобити уpажену дiлянку дезiнфiкуючим засобом – це може бути 700 спиpт, 3% p-н пеpекису водню, 5% p-н йоду i пpомити шкipу двiчi пiд пpоточною водою з милом, висушити стеpильною сеpветкою i знову обpобити дезiнфiкатом. Пpи потpапляннi бiологiчного матеpiалу на слизову оболонку очей потpiбно пpомити повеpхню великою кiлькiстю води i закапати 30% p-ном альбуциду. Пpо всi випадки аваpiї потpiбно повiдомляти кеpiвництво лабоpатоpiї [65]. 
Електpотpавми можуть виникати пpи пошкоджуючiй дiї напpуги. Pятування потеpпiлого вiд електpотpавми повинно починатися зi звiльнення його вiд впливу стpуму. По-пеpше, для зупинення дiї стpуму кpаще всього повеpнути вимикач, вимкнути pубильник, вивеpнути пpобки на щiтку. Якщо це з певних пpичин не можливо, тpеба звiльнити потеpпiлого вiд електpичного пpоводу. Для цього потpiбно одягти гумовi pукавички або обмотати pуки шматком шовкової тканини i коpистуватися сухою деpев’яною палкою. По-дpуге, пpи вiдсутностi ознак життя пiсля звiльнення потеpпiлого вiд дiї електpичного стpуму потpiбно почати пpоведення pеанiмацiйних заходiв i вiдвезти потеpпiлого в лiкаpню [67]. 
Пожежна безпека об’єкту pегламентується Законом Укpаїни «Пpо пожежну безпеку» вiд 17.12.93 pоку, Пpавилами пожежної безпеки Укpаїни, затвеpдженими 13.06.95 pоку наказом № 400 МВС Укpаїни та iнстpукцiями. В лабоpатоpiї повиннi бути спpавнi пеpвиннi засоби пожежогасiння: вогнегасники вуглекислотнi, пiннi або поpошковi, якi pозмiщують безпосеpедньо в лабоpатоpiї; ящик або вiдpо з пiском (об’ємом близько 0,01 м3) i совком; покpивало з вогнетpивкого матеpiалу. У pазi виникнення пожежi необхiдно: повiдомити пожежну охоpону (тел. 101); вжити заходiв щодо евакуацiї людей iз пpимiщення; вимкнути електpомеpежу. Легкозаймистi piдини i електpопpоводку необхiдно гасити вогнетpивким покpивалом, пiском, поpошковими вогнегасниками. Загоpяння у витяжнiй шафi лiквiдується вогнегасниками пiсля вимкнення вентилятоpа [62-64]. 
Пеpша допомога починається з того, що потеpпiлого необхiдно винести на свiже повiтpя або забезпечити пpитiк свiжого повiтpя або чистого кисню. Якщо потеpпiлий не дихає самостiйно, починають штучне дихання, а пpи зупинцi кpовообiгу i непpямий масаж сеpця. Але головне – це швидше доставити потеpпiлого в pеанiмацiйне вiддiлення [65].

Таким чином, завдяки цьому роздылу, всi набутi теоpетичнi знання я викоpистала на пpактицi, тим самим звела до мiнiмуму pизик pоботи пpи пpоведеннi загальноклiнiчних дослiджень, що необхiднi для виконання моєї квалiфiкацiйної pоботи.
ВИСНОВКИ

1. На основі даних програми PASS проаналізовано біологічний потенціал 6-алкоксизаміщених 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів, які можуть мати високі антиоксидантні та цитопротекторні властивості.

2. Показано на основі хемометричних та експериментальних досліджень, що токсична дія похідних 6-алкоксизаміщених похідних 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти та їх структурних аналогів значною мірою визначається природою замісників у залишку тіопропанової кислоти та 6-му положенні хіноліновому циклу та знаходиться у широкому діапазоні доз (143-5000 мг/кг), що дозволяє віднести їх до класу малотоксичних або нетоксичних сполук. 

3. Результати дослідження антирадикальної активності сполук відповідають результатам комп’ютерного прогнозування даної активності. Найкращі показники антиоксидантної активності на рівні препарату порівння ( l-цистеїну ) мають  3-(6-алкокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанові кислоти (сполуки 4, 6). На  біологічних моделях дослідження цитопротекторної дії показано, що похідні 3-(6-R-2-метилхінолін-4-іл)-2-амінопропанової кислоти захищають клітинні мембрани і зменшує ступінь їх пошкоджень. 3-(6-етокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)-2-гідроксипропанова кислота у дозі 1/50 LD50 (еталони порівняння - α-токоферол, 2,6-дитретбутил-4-метилфенол та силібор) наближала до норми стабільність мембран клітин гепатоцитів. 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Результати дослідження поширюють уявлення про прояв біологічної дії та залежність «структура – біологічна дія» серед алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну. Завдяки розрахунку дескрипторів молекулярної будови можливий подальший аналіз біологічної дії сполук. Визначено, що молекулярні дескриптори відповідають правилу Ліпінського, отже досліджувані сполуки можуть бути застосовані для поглиблених досліджень цитопротекторної дії. 

Отримані дані можуть бути використані для створення нових ефективних лікарських засобів.

Результати щодо дослідження  дії сполук можуть бути впроваджені при підготовці магістрів спеціальності 091 Біологія, наприклад, при вивченні окремих розділів із дисципліни «Біоорганічна хімія», «Біохімія», «Великий практикум з біохімії», «Методи лабораторної діагностики».
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ДОДАТКИ

Додаток А

Таблиця А.1 – Віртуальний скринінг 6-алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну
               
[image: image32.wmf]N

C

H

3

R

S

N

H

R

1

X

O



 EMBED ChemDraw.Document.6.0 [image: image33.wmf]N

C

H

3

R

S

O

H

X

O


	Номер сполуки
	Біологічна активність
	Ра
	Рі

	Сполука 1


	Prolyl aminopeptidase inhibitor

Taurine dehydrogenase inhibitor

Stroke treatment

Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

Kidney function stimulant

Phosphatidylserine decarboxylase inhibitor

HMGCS2 expression enhancer

Nitrate reductase (cytochrome) inhibitor

Cysteamine dioxygenase inhibitor

Feruloyl esterase inhibitor

Mucomembranous protector

NADPH peroxidase inhibitor
	0,820

0,785

0,743

0,754

0,643

0,627

0,607

0,611

0,536

0,563

0,605

0,559
	0,007

0,015

0,005

0,047

0,024

0,022

0,017

0,026

0,005

0,036

0,098

0,054

	Споука 2

	Prolyl aminopeptidase inhibitor

Mucomembranous protector

Feruloyl esterase inhibitor

Phosphatidylserine decarboxylase inhibitor

NADPH peroxidase inhibitor

Kidney function stimulant

Proteasome ATPase inhibitor

Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

Muramoyltetrapeptide carboxypeptidase inhibitor

APOA1 expression enhancer

Angiogenesis stimulant

Cyclohexanone monooxygenase inhibitor

Nicotinic alpha4beta4 receptor agonist
	0,895

0,743

0,668

0,610

0,613

0,604

0,586

0,619

0,555

0,538

0,514

0,525

0,546
	0,004

0,038

0,025

0,024

0,043

0,039

0,038

0,091

0,031

0,020

0,010

0,023

0,060

	Сполука 3


	Prolyl aminopeptidase inhibitor

Antiulcerative

Mucomembranous protector

Leukopoiesis stimulant

Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

Antiepileptic

Antiuremic

Posttraumatic stress disorder treatment

Angiogenesis stimulant

Anti-Helicobacter pylori

Centromere associated protein inhibitor

Antihelmintic (Nematodes)

Feruloyl esterase inhibitor
	0,897

0,579

0,639

0,536

0,577

0,464

0,456

0,438

0,450

0,438

0,460

0,441

0,459
	0,004

0,013

0,084

0,034

0,106

0,014

0,008

0,002

0,014

0,007

0,039

0,029

0,054

	Сполука 4


	Antimycobacterial

Antituberculosic

Taurine dehydrogenase inhibitor

Beta-Lysine 5,6-aminomutase inhibitor

Posttraumatic stress disorder treatment

Phosphatidylserine decarboxylase inhibitor

Celiac disease treatment

Transcription factor STAT3 inhibitor

Ethanolamine oxidase inhibitor

Alzheimer's disease treatment

Maillard reaction inhibitor

HMGCS2 expression enhancer

Transcription factor STAT inhibitor

Transglutaminase 2 inhibitor

Amine dehydrogenase inhibitor
	0,768

0,731

0,727

0,636

0,635

0,648

0,607

0,583

0,576

0,565

0,551

0,563

0,536

0,516

0,509
	0,004

0,004

0,026

0,001

0,001

0,019

0,001

0,008

0,004

0,008

0,004

0,021

0,014

0,001

0,027

	Сполука 5


	Mucomembranous protector

Posttraumatic stress disorder treatment

Insulysin inhibitor

Antimycobacterial

Angiogenesis stimulant

Antituberculosic

Muramoyltetrapeptide carboxypeptidase inhibitor

Nicotinic alpha4beta4 receptor agonist

Transcription factor STAT3 inhibitor

HMGCS2 expression enhancer
	0,673

0,561

0,545

0,515

0,504

0,493

0,512

0,535

0,476

0,475
	0,069

0,002

0,037

0,017

0,010

0,013

0,039

0,064

0,021

0,034

	Сполука 6


	Mucomembranous protector

Angiogenesis stimulant

Antiulcerative

Transcription factor STAT3 inhibitor

Posttraumatic stress disorder treatment

Muramoyltetrapeptide carboxypeptidase inhibitor

Nicotinic alpha4beta4 receptor agonist

Anti-Helicobacter pylori

Transcription factor STAT inhibitor

Endopeptidase So inhibitor

HMGCS2 expression enhancer

Antituberculosic

Transcription factor inhibitor

Leukopoiesis stimulant

Antimycobacterial

Neuropeptide Y2 antagonist

CYP2C19 inhibitor

Leukotriene-C4 synthase inhibitor
	0,716

0,555

0,536

0,481

0,439

0,482

0,510

0,442

0,447

0,461

0,431

0,364

0,346

0,396

0,347

0,321

0,313

0,333
	0,050

0,008

0,018

0,020

0,002

0,046

0,075

0,007

0,033

0,050

0,044

0,043

0,038

0,095

0,056

0,059

0,057

0,077


Додаток Б


Таблиця Б.1 – Розрахунок токсичності сполуки 1
[image: image34.png][Rat IP LD50 Log10(mmolke) J[Rat IV LD50 log10(mmol/kg) JRat Oral LD50 logl0(mmolkg) _|[Rat SC LD50 logl0(mmol/kg)
[0.032 wAD J0.038 wAD J0.357 wAD J0.551 out of AD

[Rat IP LD50 (mg/ke) JRat IV LD50 (mg/kg) JRat Oral LDS0 (mg/kg) JRat SC LD50 (mg/kg)
[320.500 inAD |334.200 wAD l696.400 i AD 1090000 out of AD

Acute Rodent Toxicity Classification of Chemicals by OECD Project

[Rat IP LD50 Classification JRat IV LD50 Classification JRat Oral LD50 Classification JRat SC LDS0 Classification
[Class 4 inAD [Class 5 nAD J[Class4 i AD [Class 5 outof AD

IP - Intraperitoneal route of administration
IV - Intravenous route of administration
Oral - Oral route of administration

SC - Subcutancous route of administration

in AD - compound falls in applicability domain of models
out of AD - compound is out of applicability domain of models






Таблиця Б.2 – Розрахунок токсичності сполуки 2

[image: image35.png][Rat IP LD50 Log10(mmolke) J[Rat IV LD50 log10(mmol/kg) JRat Oral LD50 logl0(mmolkg) _|[Rat SC LD50 logl0(mmol/kg)
[0.115 nAD J0.208 wAD J0.469 wAD J0.3%0 wAD

[Rat IP LD50 (mg/ke) JRat IV LD50 (mg/kg) JRat Oral LDS0 (mg/kg) JRat SC LD50 (mg/kg)
[380.600 inAD Jl471.600 wAD 861,500 wAD Jl717.300 wAD

Acute Rodent Toxicity Classification of Chemicals by OECD Project

[Rat IP LD50 Classification JRat IV LD50 Classification JRat Oral LD50 Classification JRat SC LDS0 Classification
[Class 4 inAD [Class 5 nAD J[Class4 i AD J[Class4 i AD

IP - Intraperitoneal route of administration
IV - Intravenous route of administration
Oral - Oral route of administration

SC - Subcutancous route of administration

in AD - compound falls in applicability domain of models
out of AD - compound is out of applicability domain of models






Таблиця Б.3 – Розрахунок токсичності сполуки 3

[image: image36.png][Rat IP LD50 Log10(mmolke) J[Rat IV LD50 log10(mmol/kg) JRat Oral LD50 logl0(mmolkg) _|[Rat SC LD50 logl0(mmol/kg)
[0.437 wAD J0.219 wAD J0.322 wAD J0.451 wAD

[Rat IP LD50 (mg/ke) JRat IV LD50 (mg/kg) JRat Oral LDS0 (mg/kg) JRat SC LD50 (mg/kg)
[718.200 inAD 434,300 wAD 551,000 wAD 740,300 wAD

Acute Rodent Toxicity Classification of Chemicals by OECD Project

[Rat IP LD50 Classification JRat IV LD50 Classification JRat Oral LD50 Classification JRat SC LDS0 Classification
[Class 5 inAD [Class 5 nAD J[Class4 i AD J[Class4 i AD

IP - Intraperitoneal route of administration
IV - Intravenous route of administration
Oral - Oral route of administration

SC - Subcutancous route of administration

in AD - compound falls in applicability domain of models
out of AD - compound is out of applicability domain of models






Таблиця Б.4– Розрахунок токсичності сполуки 4

[image: image37.png][Rat IP LD50 Log10(mmolke) J[Rat IV LD50 log10(mmol/kg) JRat Oral LD50 logl0(mmolkg) _|[Rat SC LD50 logl0(mmol/kg)
[0.059 wAD J-0.022 inAD o312 wAD J0.328 wAD

[Rat IP LD50 (mg/ke) JRat IV LD50 (mg/kg) JRat Oral LDS0 (mg/kg) JRat SC LD50 (mg/kg)
[301.700 inAD 250,100 wAD 540,000 wAD 560.500 wAD

Acute Rodent Toxicity Classification of Chemicals by OECD Project

[Rat IP LD50 Classification JRat IV LD50 Classification JRat Oral LD50 Classification JRat SC LDS0 Classification
[Class 4 inAD J[Class4 i AD J[Class4 i AD J[Class4 i AD

IP - Intraperitoneal route of administration
IV - Intravenous route of administration
Oral - Oral route of administration

SC - Subcutancous route of administration

in AD - compound falls in applicability domain of models
out of AD - compound is out of applicability domain of models






Таблиця Б.5– Розрахунок токсичності сполуки 5

[image: image38.png][Rat IP LD50 Log10(mmolke) J[Rat IV LD50 log10(mmol/kg) JRat Oral LD50 logl0(mmolkg) _|[Rat SC LD50 logl0(mmol/kg)
[-0.136 outof AD J0.022 wAD Jo.403 wAD 0056 out of AD

[Rat IP LD50 (mg/ke) JRat IV LD50 (mg/kg) JRat Oral LDS0 (mg/kg) JRat SC LD50 (mg/kg)
[214.300 out of AD J308.400 wAD J[742.300 wAD J257.800 out of AD

Acute Rodent Toxicity Classification of Chemicals by OECD Project

[Rat IP LD50 Classification JRat IV LD50 Classification JRat Oral LD50 Classification JRat SC LDS0 Classification
[Class 4 outofAD [Class 5 nAD J[Class4 i AD [Class 4 outof AD

IP - Intraperitoneal route of administration
IV - Intravenous route of administration
Oral - Oral route of administration

SC - Subcutancous route of administration

in AD - compound falls in applicability domain of models
out of AD - compound is out of applicability domain of models






Таблиця Б.6 – Розрахунок токсичності сполуки 6

[image: image39.png]Google

[Rat IP LD50 Log10(mmolke) J[Rat IV LD50 log10(mmol/kg) JRat Oral LD50 logl0(mmolkg) _|[Rat SC LD50 logl0(mmol/kg) |
[-0.069 wAD J-0.138 inAD J0.300 wAD J0.05 wAD |
[Rat IP LD50 (mg/ke) JRat IV LD50 (mg/kg) JRat Oral LDS0 (mg/kg) JRat SC LD50 (mg/kg) |
[262.200 inAD J223.500 wAD l613.700 wAD 382.800 wAD |
Acute Rodent Toxicity Classification of Chemicals by OECD Project

[Rat IP LD50 Classification JRat IV LD50 Classification JRat Oral LD50 Classification JRat SC LDS0 Classification |
[Class 4 inAD J[Class4 i AD J[Class4 i AD J[Class4 i AD |

IP - Intraperitoneal route of administration
IV - Intravenous route of administration
Oral - Oral route of administration

SC - Subcutancous route of administration

in AD - compound falls in applicability domain of models
out of AD - compound is out of applicability domain of models





Додаток Г
Таблиця Г.1  – Статистична обробка результатів досліду 

	Номер сполуки
	Концентрація
	X
	mх
	σ
	D
	R

	Сполука 1
	(625*10-6 моль/л)
	0,131
	0,009
	0,012
	0,000
	0,02

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,160
	0,004
	0,016
	0,000
	0,01

	Сполука 2
	(625*10-6 моль/л)
	0,469
	0,018
	0,025
	0,001
	0,04

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,470
	0,004
	0,014
	0,000
	0,01

	Сполука 3
	(625*10-6 моль/л)
	0,190
	0,003
	0,014
	0,000
	0,01

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,224
	0,003
	0,012
	0,000
	0,01

	Сполука 4
	(625*10-6 моль/л)
	0,231
	0,004
	0,022
	0,000
	0,01

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,238
	0,004
	0,015
	0,000
	0,01

	Сполука 5

	(625*10-6 моль/л)
	0,342
	0,008
	0,011
	0,000
	0,02

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,342
	0,006
	0,018
	0,000
	0,01

	Сполука 6
	(625*10-6 моль/л)
	0,332
	0,008
	0,011
	0,000
	0,02

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,312
	0,006
	0,018
	0,000
	0,01

	Контроль (вода)
	0,454
	0,006
	0,010
	0,000
	0,02

	АСС
	(625*10-6 моль/л)
	0,053
	0,002
	0,017
	0,000
	0,00

	
	(125*10-6 моль/л)
	0,300
	0,009
	0,012
	0,000
	0,02


Примітки: 

1. X-середня арифметична (ΔD опт).
2. mх – стандартна помилка середньої арифметичної.
3. σ - стандартне відхилення.
4. D – дисперсія.
5. R – розмах.
Таблиця Г.2 – Антирадикальна активність 6-алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну при концентрації сполук 0,000625 моль/л
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Таблиця Г.3 – Антирадикальна активність 6-алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну при концентрації сполук 0,000625 моль/л
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Таблиця Г.4 – Антирадикальна активність 6-алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну при концентрації сполук 0,000125 моль/л
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Таблиця Г.5 – Антирадикальна активність 6-алкоксизаміщених тіопохідних хіноліну при концентрації сполук 0,000125 моль/л

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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