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ХАЛКОНЫ, ФЛАВОНОИДЫ, СТИЛЬБЕНОИДЫ, НАПРАВЛЕННАЯ МОДИФИКАЦИЯ, БИОСКРИНИНГ, БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ
Объектом исследования являются халконы, флавоноиды, стильбеноиды и их производные, которые привлекают внимание исследователей всего мира, занимающихся поиском новых антиоксидантных, антиэйджинговых средств, что обусловлено их широким применением и синтетическими возможностями. В первый год исследования подробно исследованы реакции получения халконов и их производных.
Целью научного проекта является разработка рациональных и оптимальных методов и условий синтеза новых халконов, флавоноидов, стильбеноидов и их производных, исследование возможных механизмов реакций их образования, а также полное установление их строения и проведение биологических испытаний синтезированных соединений на различные виды биологической активности.

Способ эффективного достижения цели проекта заключается в научно-обоснованном выборе потенциально доступных и наиболее перспективных для модификации халконов, флавононов, стильбенов; детальном и качественном изучении методов их направленной модификации, изучении проведении биоскрининга синтезированных веществ в аттестованных лабораториях. 
Основные результаты. Для реализации поставленной цели в рамках данного проекта были выполнены следующие задачи:

1.
Разработаны методы получения и оптимальные условия синтеза халконов в условиях классического синтеза, микроволновой и ультразвуковой активации.

2.
Разработаны методы получения фармакологически активных пиразолинов и флавоноидов гетероциклизацией гидроксилзамещенных халконов. 
3.
Впервые получен ряд новых производных халконов и изучены их физико-химические и спектральные характеристики новых синтезированных веществ современными методами анализа.

4.
Проведен биоскрининг активности новых функционально-замещенных халконов и их производных на антимикробную, антирадикальную, противобактериальную, противогрибковую виды активности, а также исследованы противовоспалительные и цитотоксические эффекты халконов. 

5.
Опираясь на результаты компьютерного биопрогнозирования и фармакологического скрининга синтезированных соединений, показана перспективность работы в данном направлении.

6.
По результатам биологических исследований, отобраны наиболее перспективные соединения для более глубокого изучения их фармакологической активности. 

7.
В условиях тонкого органического синтеза проведена наработка новых соединений для их дальнейшего изучения.

При выполнение задач проекта был проведен большого объема экспериментальных исследований по синтезу и химической трансформации халконов и хромонов, установление строение синтезированных биологически активных веществ с использованием современных физико-химических методов анализа (ИК-, ЯМР-спектроскопия, масс-спектрометрия и др.). В рамках реализации проекта разработаны и предложены эффективные технологии получения фармакологических средств на основе халконов и замещенных 3-хромонов. Кроме традиционных источников в качестве инновационных лабораторных методов были использованы такие способы активации, как микроволновое и ультразвуковое. При применении этих альтернативных способов активации, результаты большинства химических превращений во несколько раз превосходят результаты, полученные при использовании традиционных методик. Степень внедрения – разработаны и изучены оптимальные методы получения потенциально биологически активных полифункциональных производных халконов, установлены некоторые аспекты и механизмы их образования и гетероциклизации. С применением современных физико-химических методов (ИК-, ЯМР1Н-, 13С и 1Н-13С HSCQ-спектроскопия) установлены строения ряда новых производных халконов. 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
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Rf

–

коэффициент распределения

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность. Халконы представляют значительный интерес для химиков и биохимиков, что обусловлено несколькими факторами: легкостью их синтеза, высокой фармакологической активностью синтетических и природных халконов, а также возможностью использования в качестве ценных синтетических интермедиатов, например, в синтезе различных гетероциклических соединений. 

Одним из перспективных направлений в изучении фармакологических свойств производных халконов и флавоноидов является целенаправленный поиск и синтез эффективных антиоксидантных и гепатопротекторных средств. Сопоставляя биологические свойства данных групп соединений с особенностями их строения, можно заметить, что общим для них структурным признаком является циннамоильный фрагмент, который, образуя единую цепь сопряжения, определяет ряд особенностей фармакологического действия. 

В своей открытой лекции в КазНУ им. Аль-Фараби Президент РК Н.А. Назарбаев определил исследования процессов антиэйджинга (антистарения) как наиболее приоритетные для дальнейшего развития инновационной науки Казахстана. Лекарственные препараты с антиоксидантным действием широко используются в медицине для коррекции избыточной интенсивности свободно-радикального окисления при различных заболеваниях. Антиоксиданты играют важную роль в регуляции протекания свободно-радикальных превращений в организме, существенно влияя на его состояние, поэтому антиоксиданты и исследование антиокислительных свойств соединений в последнее время получили широкое распространение. 

Высокая биологическая активность, проявляемая халконами, способствовала развитию исследований по взаимодействию этих соединений с различными биологическими мишенями. Широкая практическая применимость халконов и хромонов обуславливает растущий интерес к этим классам соединений и побуждает разрабатывать эффективные методы их функционализации.

1,3-Диарил(гетерил)проп-2-ен-1-оны или халконы, принадлежат к семейству флавоноидов и имеют различные заместители в ароматических ядрах, прежде всего, гидроксильные группы, метокси-группы, ароматические и непредельные радикалы. Наличие у природных халконов широкого спектра биологической активности – антиоксидантной, противовоспалительной, антимикробной, антифунгальной, антипаразитарной, противовирусной, противоопухолевой обуславливает не только не снижающийся интерес к их выделению и исследованию, но и благодаря хорошо разработанным подходам к химическому синтезу позволяет осуществлять молекулярный дизайн их аналогов с заданными (прогнозируемым) спектром биологических свойств. 

Стильбен и его производные имеют важное значение для многих областей химии, биологии и физики. Функциональные производные стильбена (1,2-дифенилэтилена) широко распространены в растительном мире и давно используются в традиционной медицине. Особенности электронного строения этих соединений, как и других представителей класса арилполиенов, придают их молекулам не только сильную физиологическую активность, но и ценные физико-химические свойства. 

До настоящего времени имеется мало сведений о синтезе и модификации халконов и их гетероциклических производных – пиразолинов, хромонов и т.д., что определило актуальность и перспективность их изучения для изыскания новых биоактивных соединений. 

Несмотря на то, что классические методы синтеза находят широкое применение при получении биологически активных веществ, как в ходе научных экспериментов, так и в производстве, они имеют свои недостатки. В частности, при получении халконов, основным методом является конденсация замещенных ацетофенонов с ароматическими альдегида в присутствии щелочных или кислых реагентов. При этом процесс получения халкона иногда длительный (от несколько часов до несколько суток) и образуются низкими выходами. 

Известны методы изомеризации 2-гидроксихалконов в соответствующие флаваноны действием горячего этанольного раствора, разбавленной щелочи, соляной и фосфорной кислоты. Однако, условия, которые способствуют смещению равновесия в сторону образования флавонона невозможно предсказать. 

Органический синтез в условиях микроволнового облучения в настоящее время является наиболее интенсивно развивающейся областью органического синтеза. Предлагаемое исследование позволит использовать неординарные источники энергии для проведения химической реакции, что поможет решить ряд проблем и позволяет существенно продвинуться в плане разработки новых экологически чистых методов производства лекарственных препаратов. 

Необходимо заметить, что процессы в условиях микроволнового облучения характеризуются также низкими ресурсо- и энергоёмкостями. Описанные преимущества могут многократно снизить себестоимость продуктов органического синтеза, что сделает многие процессы доступными не только крупным фармацевтическим компаниям, но и представителям малого и среднего бизнеса. 

Целью научного проекта является разработка рациональных и оптимальных методов и условий синтеза новых халконов, флавоноидов, стильбеноидов и их производных, исследование возможных механизмов реакций их образования, а также полное установление их строения и проведение биологических испытаний синтезированных соединений на различные виды биологической активности.

В рамках реализации проекта будут разработаны и предложены эффективные технологии получения биологически активных халконов, пиразолинов и флавононов. Кроме традиционных источников в качестве инновационных лабораторных методов будут использованы такие способы активации, как микроволновое и сонохимическое воздействие. При применении этих альтернативных способов активации, результаты большинства химических превращений во много раз превосходят результаты, полученные при использовании традиционных методик.
1 Разработка методов получения и оптимальных условий синтеза халконов и их производных, исследование возможных механизмов реакций их образования, установление строения
Проблема создания современной отечественной химико-фармацевтической индустрии выдвигается в ряд важнейших элементов национальной безопасности, а разработка эффективных методов синтеза биологически активных соединений рассматривается как один из ключевых этапов в развитии базовых технологий этой индустрии. В связи с этим, в области органической химии проводится все больше целенаправленных исследований, связанных с изучением методов синтеза и функционализации оригинальных органических соединений, обладающих потенциальными практически значимыми биологическими свойствами и являющихся перспективными кандидатами для создания лекарственных препаратов различного назначения.

Халконы, флавоноиды, стильбеноиды и их производные привлекают внимание исследователей всего мира, занимающихся поиском новых антиоксидантных, антиэйджинговых средств, что обусловлено их широким применением и синтетическими возможностями. В этой связи химическая модификация молекул халконов, хромонов и их производных с последующим биоскринингом полученных соединений в настоящее время является актуальной для создания новых высокоэффективных антиэйджинговых препаратов широкого спектра фармакологического действия. 

В работе наряду с классическими методами органической химии будут применяться технология MW-promotion в тонком органическом синтезе биологически активных соединений, являющийся одним из наиболее бурно развиваемых технологий. Следует также отметить, что разработка методов органического синтеза в условиях ультразвукового воздействия в технологии химического и фармацевтического производства могут стать существенным фактором их развития.

1.1 Халконы – синтоны в синтезе биологически активных веществ

Важными представителями органических соединений, имеющих препаративное значение, являются α,β-ненасыщенные карбонильные соединения, среди которых заметное место занимают бензилиденацетофеноны (халконы). Со времени открытия в 1896 г. халкона [1] интерес к химии его замещённых и гетероциклических аналогов не угасает. Название «халкон» было предложено Stanisław Kostanecki). Оно происходит от греческого слова «халкос» (χαλκός), что означает «медь». 

Халконы - 1,3-дифенил-2-пропен-1-оны (1) относятся к соединениям, в которых два ароматических ядра связаны тремя атомами углерода α,β-ненасыщенной карбонильной системы [2]. Халконы могут иметь цис- и транс- формы, но транс-форма термодинамически более устойчива. 
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Распространённые природные халконы
Халконы довольно широко распространены в природе: содержатся в цветах, плодах, семенах, древесине. Они тесно связаны с целом рядом веществ, которые относятся классу флавоноидов – это флавоны, флавононы, флавонолы. Большинство представителей халконов встречаются во всех органах растений в виде агликонов и гликозидов и отличаются числом заместителей в кольце А. Так, например, часто встречающийся в семействе сложноцветных халкон бутеин находится в виде 4-гликозида кореопсина Coreopsis giganiea, халконарингенин – в виде 2-гликозида изосалипурпозида в Salix purpyrea [3, 4]. К настоящему времени известно более 200 различных агликанов халконовой природы. Довольно часто в растениях встречаются дигидрохалконы, у которых трёхуглеродный фрагмент имеет восстановленную двойную связь. Они известны исключительно в гликозидированной форме, а также метокси- и пиранопроизводных. Так в некоторых видах яблони содержится гликозид флоридзин (2’-глюкозид, 4’,2’,4,6-тетраоксидигидрохалкон), вызывающий у человека интен-сивное выделение глюкозы из организма (флюридзиновый диабет), сиболдин (3-оксифлоретин-4’-глюкозид), азебогенин в виде 2’-гликозида азеботина [4]. Считается, что халконы – предшественники различных групп флавоноидных соединений при биосинтезе.

Многие яркие окраски растительного мира нашей планеты весной, летом и осенью обусловлены соединениями одного флавоноидного класса – халконами. Их называют «антихлоропигментами», это – желтые пигменты цветков, которые в парах аммиака становятся оранжевыми. В частности изменение цвета, содержащихся халкон препаративных форм применяется в области фармацевтики, например, в качестве изменящего цвет компонента по уходу за ротовой полостью, который может представлять собой фенил-3-метокси-4-гидроксистирилкетон и 3-(4’-гидрокси-3’-метокси)1-фенилпроп-2-ен-1-он [5]. Относительно часто халконы встречаются в одном семействе – Compositae, особенно в Coreopsis и Dahlia. Они найдены также в некоторых Leguminosae (Butia, Cylicodiscus, Glycyrhiza, Plathymenia, Ulex) и в Dihymocarpus (Gesneriaceae). В таблице 1 приведены некоторые халконы и их производные, выделенные из природного сырья.

Таблица 1 – Халконы и их производные, выделенные из природных источников
	№

пп
	Халконы и их производные
	Природные 
источники
	Ссылка

	1
	2’-гидрокси-2,4,6-триметоксихалкон
	Andrographis lincate (Acanthaceae) 
	[6]

	2
	2’,4’-дигидрокси-4-метоксидигидрохалкон (давидигенин)
	Artemisia dracuiiculus L. (Asteraceae) 
	[7]

	3
	2’,4’,4-тригидрокси-3’-[6-гидрокси-3,7-диметил-2(Е)-7-октадиенил]халкон
	Artocarpus nobilis 
	[8; 9]

	4
	2’,4’,6’,4-тетрагидроксихалкон (изосалипурпол);

2’,4’,4-тригидроксихалкон (изоликвиритигенин)
	Arabidopsis thaliana (Angiosperm) 
	[10; 11; 12; 13]

	5
	халкононарингенин 2’-О-β-D-глюкозид-4’-О-β-гентиобиозид; халкононарингенин 2’,4’-ди-О-β-D-глюкозид
	Asarum canadense (Aristolochiaceae) 
	[14]

	6
	2’,6’-дигидрокси-4’-метоксихалкон;

2’-гидрокси-4,4’6’-триметоксихалкон
	Boesenbergia pandurata (Robx.) 
	[15]

	7
	2', 3', 4', 5', 6'-пентагидроксихалкон
	Brassica alba (Cruciferae) 
	[16]

	8
	2'-гидрокси-2,3,4',6’-тетраметоксихалкон
	Caesalpinia pulcherrima L. 
	[17]

	9
	4-гидрокси-2’,4'-диметоксидигидрохалкон; изоликвиритигенин
	Crinum bulbispermum bulbs. 
	[18]

	10
	4,4'-бис-а-О-глюкозил-4,2',4'-тригидрокси-6,-метоксихалкон (агликон)
	Derodendron phlomidis (Vcrbenaceae) 
	[19]

	11
	3'-(3"-метил-3"-гидроксибутил)-2',4,4’-тригидрокси-6'-метоксихалкон; 4'-0-глюкуронил-2,4-дигидрокси-6'-метокси-3'-пренилхалкон; 1-[(2',4'-дигидрокси-3’-изопренил-6'-метокси)-фенил]-[3-(4-гидроксифенил)]-2,3- эпоксипропан-1-он; 4-ацетокси-2',4'-дигидроксн-6'-метокси-3'-пренилхалкон; 1-[(2',4'-дигидрокси-3’-изопренил-6'-метокси)-фенил]-[3-(4-гидроксифенил)]-2,3-эпоксипропан-1-он; 4-ацетокси-2', 4'-дигидроксн-6'-метокси-3'-пренилхалкон
	Humulus lupulus L. (Cannabaceae) 
	[20; 21]

	12
	4', 6', 4-тригидрокси-5-метоксихалкон; 4', 6'-дигидрокси-4, 5-диметоксихалкон
	Iryanthcra polyneura (Myristicaceae) 
	[22]

	13
	2', 4', 6'-тригидрокси-4-метоксидигидрохалкон; 

2'-мегокси-4', 6', 4-тригидроксиднгидрохалкон;
2', 4-диметокси-4', б'-дигидроксидигидрохалкон; 

2'- глюкозид-4',6'-дигидрокси-4-метоксидигидро-халкон; 4', 6', 4-тригидрокси-5-метоксидигидро-халкон; 2', 4, 5- триметокси-4', 6'-дигидроксиди-гидрохалкон; 4', 4-диметокси-6'-α-дигидроксиди-гидрохалкон
	Iryanthcra virola (Myristicaceae) 
	[22]

	14
	Би-2', 4', 6'-тригидрокси-4-метоксиднгидрохалкон
	Iryanthera sagotiana (Myristicaceae) 
	[22]

	15
	2', 4', 6’, 4-тетрагидроксихалкон (нарингенин)
	Marchantia paleaceae 
	[10]

	16
	2', 4', 6’-тригидроксихалкон (пиносембрин); 

2', 4', 6', 4-тетрагидроксихалкон (нарингеннн)
	Medicago sativa L. 
	[10; 12]

	17
	4'-геранилокси-4, 2'-дигидроксихалкон
	Mellettia ferruginea (Fabaceae) 
	[23]

	18
	2', 4', 6'-тригидроксихалкон (пиносембрин); 2', 4', 6', 4-тетрагидроксихалкон (нарингенин); хлорогеновая кислота (5-О-каффеоилкюиновая кислота)
	Vitis vinifera (Angiosperm) 
	[12; 24]


Методы получения синтетических халконов

Синтетические халконы представляют значительный интерес для химиков и фармацевтов, что обусловлено несколькими факторами: сравнительная простота химического строения, позволяющая на их основе синтезировать большое разнообразие молекул, обладающих высокой фармакологической активностью, а также возможностью использования в качестве ценных синтетических интермедиатов, например, в синтезе различных гетероциклических соединений. Следует отметить, что α,β-ненасыщенные кетонные группы, вероятно, ответственны за большинство наблюдаемых биологических свойств халконов, поскольку во всех биологически активных молекулах эти группы присутствуют, а их удаление сопряжено с потерей активности [25]. Наличие этого фрагмента многие авторы связывают с различной биологической активностью замещен-ных халконов: противовоспалительной [26], противотуберкулезной [27], антиоксидантной, противовирусной, антимикробной, противогрибковой и многими другими видами активности [28, 29]. Замещенные халконы являются перспективными противоопухолевыми препаратами [30, 31]. Также они привлекают внимание в качестве препаратов, обладающих селективной активностью против дерматофитов [32]. Замещенные халконы представляют интерес в качестве компонентов для солнечных батарей [33], ион-селективных электродов, молекулярных устройств и фотофункциональных материалов [34-38].

Наиболее значимым методом синтеза халконов, как известно [39], является кротоновая конденсация с участием формил- и ацетилсодержащих соединений. По реакции Кляйзена-Шмидта из 32 замещенных ацетофенонов и 40 ароматических бензальдегидов с помощью методов комбинаторного синтеза было получено 1280 замещенных халконов. Использование этих халконов в 9 реакциях конденсации и циклизации привело к получению 74000 пяти- и шестичленных циклических соединений [40].
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Ar1, Ar2 = Ph, замещенные фенилы, гетероциклы

При исследовании реакции Кляйзена-Шмидта с помощью метода УФ спектроскопии, было обнаружено, что взаимодействие замещенных бензальдегидов с ацетофеноном описывается уравнением скорости второго порядка. В связи с этим авторы [41] предложили два механизма реакции. Один – через снятие основанием протона с метильной группы ацетофенона (механизм I), другой – через атаку этилат аниона по углероду карбонильной группы альдегида (механизм II). Используя термодинамические параметры при обсуждении каждой стадии предполагаемых механизмов, авторы пришли к выводу, что механизм II должен быть выгоднее [41]:

механизм I
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Ar1, Ar2 = Ph, замещенные фенилы, гетероциклы

Но, в некоторых случаях, при использовании замещенных халконов этот метод сопровождается побочными окислительно-восстановительными процессами, ведущими к осмолению и понижению выхода целевого продукта. В литературе описано большое количество методик синтеза халконов с использованием приемов гомогенного и гетерогенного катализа [42, 43], среди которых катализ активированным гидроксидом бария [44], соляной кислотой, образованной in situ при взаимодействии SOCl2 в абсолютном EtOH [45], BF3-Et2O [46], гидроксидом калия, нанесенным на KF-Al2O3 в совокупности с ультразвуковым облучением, ионными жидкостями [47, 48]. Известны работы с применением микроволнового облучения, с использованием оксидов металлов, I2-Al2O3 без использования растворителей, что позволило сократить время реакции с 3-х часов до 80 сек [49, 50]. Эти условия позволяют избавиться от нежелательных продуктов реакции [51], повысить выход и сократить время проведения реакции до нескольких минут.

Помимо реакции Кляйзена-Шмидта в литературе описываются альтернативные пути синтеза замещенных халконов, позволяющие получать их с высокими выходами в мягких условиях. В некоторых случаях методы позволяют избежать нежелательных окислительно-восстановительных процессов или получать соединения, недоступные для классической реакции Кляйзена-Шмидта. Однако, при этом, как правило, требуются дорогостоящие реагенты, использование микроволнового или ультразвукового воздействия и инертной атмосферы. Так, для синтеза халконов использовали реакцию сочетания Соногаширы в микроволновых условиях между арилгалогенидом и замещенным пропаргиловым спиртом, которая позволила получать целевые продукты с высокими выходами за короткое время [26]. Показано, реакция идет только в случае наличия электроноакцепторной группы в качестве заместителя в ароматическом ядре R1.
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В [52] представлены данные по реакции сочетания-карбонилирования Хека с участием арилгалогенида и стирола или замещенного винила в присутствии монооксида углерода с использованием палладиевого катализатора приводящие к образованию халконов (1). Показано, что выходы продукта 3 составляли 41-90% в зависимости от использования лиганда и заместителя в ароматическом кольце халкона.
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Авторами работы [53] получены халконы в мягких условиях с использованием несколько вариантов реакции Сузуки: первый - с использованием циннамоил хлорида и фенилборной кислоты и другой вариант - с бензоилхлоридом и фенилвинилборной кислоты. Обе реакции привели к желаемому продукту (2). 
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Халконы можно получать также конденсацией Кнёвенагеля, т.е. взаимодействием альдегидов или кетонов с соединениями, имеющими активный метиленовый компонент, например, ацетоуксусный эфир в условиях основного катализа [39]. Данная реакция при взаимодействии бензальдегида с АУЭ приводит к образованию халкона (3).
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Несмотря на большое количество литературы, посвященной оптимизации методов синтеза халконов, многие авторы используют исключительно традиционный метод синтеза - конденсацию Кляйзена-Шмидта (перемешивание в основных условиях в этаноле в течение 3-48 часов) [31,

 HYPERLINK \l "bookmark73" \o "Current Document" \h  34

 HYPERLINK \l "bookmark76" \o "Current Document" \h -37, 54].
Реакционная способность халконов

Халконы обладают высокой реакционной способностью. Это связано с наличием в их молекуле двух электрофильных центров - карбонильной группы и β-атома углерода сопряженной с ней двойной связи [1]. Халконы могут реагировать как амбидентные электрофилы в результате делокализации электронной плотности в сопряженной системе С=С-С=О. При взаимодействии с халконом нуклеофил атакует либо атом углерода карбонильной группы (1,2-присоединение), либо β-атом углерода (1,4-присоединение); механизм реакций приведен на схеме 1 (рис. 1). Природа этих двух электрофильных центров в халконах различна, что отражается в высокой региоселективности реакций с моно- и бинуклеофилами. 
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Рисунок 1 – Схема механизмы реакций халконов

Взаимодействие халконов с пиперазином обычно приводит к образованию бис-аза- аддуктов Михаэля. Эти реакции, проводимые в различных условиях, неоднократно описаны в литературе как пример формирования связи углерод-азот [55-57]. Так, халконы - как незамещенный, так и замещенные - реагируют с безводным пиперазином в толуоле, давая соответствующие бис-аза-аддукты Михаэля [55]. Подобным же образом протекает реакция в смеси циклогексан-эфир (1:2) в присутствии прокаленного карбоната калия [56]. При ультразвуковом облучении халкон взаимодействует с пиперазином в воде, также образуя бис-аза-аддукт Михаэля с высоким выходом [57]:
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Реакции халконов с этилендиамином могут протекать с образованием бис-аза-аддуктов Михаэля [56] или диазепинов [58, 59]. Так, взаимодействие незамещенного халкона с этилендиамином в малополярных растворителях происходит по пути присоединения к β-атому углерода и приводит к бис-аза-аддукту Михаэля [56]:
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Однако образование бис-аза-аддуктов Михаэля является не единственным путем протекания реакции. В работе [58] реакцией халкона с этилендиамином был получен тетрагидродиазепин с выходом 59%:
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Механизм этой реакции в литературе не приводится, однако можно предположить, что она протекает двухстадийно - сначала образуется аза-аддукт Михаэля, затем происходит его циклизация путем атаки второй аминогруппы по атому углерода карбонильной группы.
Взаимодействие халконов с n-фенилендиамином приводит к образованию оснований Шиффа, которые далее могут быть использованы в синтезе флавонов. Синтез флавонов и их производных привлекает значительное внимание в связи с их высокой антиоксидантной [60-63], анксиолитической [64], противоопухолевой [65] и противовоспалительной [66, 67] активностью. В работе [68] сообщается о синтезе иминофлавонов методом окислительной циклизации халкониминов. Одной из стадий этого синтеза является взаимодействие халконов с замещенными анилинами, в частности, n-фенилендиамином, и образование соответствующего имина с высоким выходом. Основания Шиффа, обладающие антибактериальной активностью, были получены также в работе [69] реакцией халконов с n-фенилендиамином в водно​спиртовой щелочи:
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Известно, что α,β-непредельные карбонильные соединения позволяют удовлетворить практически любые фантазии синтетика в формировании трех-, четырех, пяти-, шести-, семичленных карбо- и гетероциклов с различными заместителями [1]. Поэтому халконы чрезвычайно популярны в качестве ключевых интермедиатов в комбинаторной химии [70]. Наличие двух электрофильных центров в халконах при взаимодействии с бинуклеофилами приводит к формированию гетероциклов, в том числе аннелированных [1].

Среди многочисленных реакций, в которых могут участвовать халконы, особый интерес представляет взаимодействие с бинуклеофильными реагентами, приводящее к разнообразным карбо- и гетероциклическим соединениям, в частности к замещенным циклогексанонам и пиримидинам, которые также обладают широким спектром биологической активности.
Взаимодействие α,β-непредельных карбонильных соединений (альдегидов, кетонов (халконов), кислот, эфиров) с нуклеофилами приводит к формированию новой С-С или С-N связи. Новая связь образуется между донором и вторым или четвертым углеродным атомом акцептора. Первый тип реакции представляет собой простое присоединение по карбонильной группе, во втором случае при присоединении нуклеофила, электронная пара перемещается от углерода донора к кислороду акцептора:
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Факторы, определяющие направление данного процесса - это взаимодействие зарядов и орбитальное соответствие, которые тесно связаны с понятиями о жесткости и мягкости кислот и оснований. Взаимодействие жесткой кислоты с жесткими основаниями определяется взаимодействием зарядов, в то время как реакция мягкой кислоты с мягким основанием протекает под орбитальным контролем [71]. Относительная реакционная способность карбанионов в реакциях 1,2- и 1,4-присоединениея рассматривалась с позиций теории возмущения молекулярных орбиталей. В рамках этой теории, с учетом электронного строения фрагмента, максимальный положительный эффективный заряд на карбонильном углероде, максимальная локализация НСМО - при β-углеродном атоме. Присоединение по карбонильной группе идет под зарядовым контролем, а 1,4-присоединение - под орбитальным. Как следствие, при прочих равных условиях, процессу присоединения нуклеофила по карбонильной группе благоприятствует локализация заряда на нуклеофильном центре, понижение энергии ВЗМО. Наоборот, увеличение степени делокализации заряда, повышение уровня ВЗМО нуклеофила способствует протеканию орбитально-контролируемого 1,4-присоединения [1].
Условия баланса между двумя направлениями реакций настолько чувствительны к различным воздействиям (растворитель, катализатор, температура), что сравнительно небольшие изменения оказываются достаточным для того, чтобы сделать один из процессов доминирующим.
Поэтому как достоинством, так и недостатком данной реакции является различная реакционная способность нуклеофильных центров, так как от условий будет зависеть не только строение продуктов реакции, но и их выход и чистота. Развитие подходов к получению различных продуктов, в зависимости от условий реакции, привлекает внимание синтетиков в последние годы. Такие процессы называют «реакциями с переключаемой селективностью». Они получили широкое распространение в последнее время, особенно для синтеза биологически активных соединений. Методами «переключения», кроме вышеперечисленных (растворитель, катализатор, температура), могут быть микроволновое или ультразвуковое воздействие [72, 73].
Биологическая активность производных халконов

Соединения с халконовым фрагментом проявляют различные виды биологической активности. Например, они проявляют значительную активность в отношении разнообразных опухолей и имеют хемопротекторные свойства. Это можно связать с их антиоксидантной активностью [74-77]. Другими важными свойствами халконов являются способность ингибировать рост бактерий [78], а также проявление противогрибковой и антивирусной активности [79]. Кроме того, они обладают способностью укреплять капилляры и могут использоваться в качестве противовоспалительных средств [80]. Помимо указанных видов активности выявлены противомалярийная [81-85], противораковая [86-88], ларвицидная [89], иммуномодулирующая [90], антигипергликемическая, антитуберкулезная [91], антипротозойная и антимитотическая активности [92], а также возможность применения их в качестве антибактериальных [93, 94] и противогрибковых [95, 96] средств. Показано также ингибирующее действие на ферменты, особенно на альфа-амилазы млекопитающих [97], циклооксигеназы [98], моноаминоксидазы [99], лейкотриен В [100], тирозиназы [101], редуктазы альдозы [102] и др. Высокая биологическая активность, проявляемая халконами, способствовала развитию исследований по взаимодействию этих соединений с различными биологическими мишенями. О функциях халконов в растениях имеются многочисленные экспериментальные данные, позволяющие утверждать, что многие халконы играют активную физиологическую роль в растительном организме. Они могут сравнительно легко окисляться или восстанавливаться и их окислительно-восстановительный потен​циал свидетельствует о том, что они принимают участие в обмене веществ. Некоторые соединения халконовой структуры выполняют защитную функцию [95], функции дыхательных катализаторов и участвуют в окисли​тельно-восстановительных процессах при дыхании растительных клеток.

Соединения с электронодонорными заместителями, например метокси-, гидрокси-группами, показывают наибольшую противомикробную активность [103]. Халконы, содержащие один-два атома хлора или фтора, проявляют высокую противогрибковую и противомикробную активность. Среди халконов, содержащих фрагмент оксатиолона [104], найдены соединения, проявляющие цитотоксичность в отношении раковых клеток человека, а также в отношении Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Micobacterium tuberculosis H Rv.
К интересным свойствам халконов также относятся инициирование апоптоза раковых клеток [105], угнетение их митохондриального дыхания. Авторами статьи [106] отмечено, что халконы с меньшим количеством гидроксильных групп в кольцах А и В являются более эффективными в этом отношении по сравнению с халконами, содержащими больше гидроксильных групп. Такую разницу в активности объясняют кислотностью фенольных ОН-групп. Одним из широко известных механизмов, согласно которому халконы проявляют цитотоксическую активность, является взаимодействие халконов в фазе митоза. Nam N.H. с соавторами [106] изучили активность производных 2′,5′-дигидроксихалконов и обнаружили, что большинство халконов проявляют цито- токсическую активность против различных линий опухолевых клеток.

Дигидроксопроизводные халконов проявляют антиоксидантную активность, которая зависит от структуры соединения [107]. Механизм антиоксидантной активности халконов обсуждается в работе [108]. При взаимодействии молекулы халкона с радикалом образуется феноксидный радикал, при этом орто- и пара-дигидроксилированные системы бензольного кольца являются системами с делокализованными электронами, а поэтому образующиеся из них феноксидные радикалы легко переходят в стабильные семихиноновые радикалы, которые далее превращаются в хиноны. Установлено, что халконы с орто-(т.е. 2′,3′- и 3′,4′-) и пара- (т.е 2′,5′-) заместителями проявляют очень высокую антиоксидантную активность (80–90 % в сравнении с контролем при концентрации 50 µМ), которая сравнима с активностью аскорбиновой кислоты и α-токоферола. С другой стороны, халконы с мета- (т.е. 2′,4′- и 3′,5′-) заместителями показывают достаточно резкое снижение активности (25 % в сравнении с контролем) при концентрации 200 µМ (IC50 ˃ 200 µМ). Эти данные показывают, что положение двух гидроксильных групп в ядре В является важным структурным фактором их антирадикальной активности, при этом пара-замещенные соединения проявляют большую активность, чем орто-замещенные. Вариация заместителей в пара-положении в кольце А сильно не влияет на антирадикальную активность. Это указывает на то, что электронные эффекты пара-заместителя бензольного кольца не влияют на антирадикальную активность.

Потенциальная антиоксидантная активность некоторых гидроксихалконов была оценена благодаря их способности ингибировать 1,1-дифенил-2-пикрилгидразильные радикалы и свободные гидроксильные радикалы [108]. Для нарингенина и флоретина не обнаружена антипролиферативная активность в отношении клеточной линии рака молочной железы (MCF-7). Но другие халконы (включая 2′-гидроксихалкон) показали антипролиферативную активность при высоких концентрациях (10,50 μМ), а при низких концентрациях (0,01–1 μМ) они ускоряли клеточный рост. 

За проявление противовоспалительной активности халконов ответственна α,β- ненасыщенная карбонильная функциональная группа. H.L. Yadav с сотрудниками [109] синтезировали серию из пяти производных халконов и исследовали их противовоспалительную активность на крысах, у которых был смоделирован каррагениновый отек задней лапы. Производные халконов в дозе 25 мг/кг, введенные перорально, значительно ингибировали развитие отека. Результаты изучения противовоспалительной активности халконов также приведены в статье [50]. Активированные макрофаги играют ключевую роль в противовоспали- тельных откликах и высвобождении разно- образных медиаторов, включая оксид азота (NO), который является потенциальным сосудорасширяющим агентом, облегчающим миграцию лейкоцитов и образование отека, а также активность лейкоцитов и образование цитокина. Халконы с заместителями, повышающими электронную плотность В-кольца, например, МеО-, BuO-, Me N-группы, не проявляют существенной активности в ингибировании процесса образования NO [110].
S.J. Won с соавторами [111] показали, что 2′,4-дигидроксихалкон, 2′-гид-рокси-2-тиенилхалкон, 2′-гидрокси-3-тиенилхалкон и 2′,5′-дигидрокси-индол-3-ил-халкон являют-ся потенциальными противовоспалительными агентами.

Гипергликемическая активность халконов исследована в работе [112]. Неинсулино-зависимый диабет (диабет II типа) является хроническим метаболическим заболеванием, характеризующимся инсулино-устойчивостью, гипергликемией и гиперинсулинемией. Из Broussonetia papyrifera были выделены замещенные халконы, которые селективно ингибируют ферменты протеинтирозинфосфатазы (PTP1B) и редуктазы альдозы. Их антиоксидантные свойства позволяют рассматривать их в качестве гипергликемических агентов, т.к. окислительный стресс также играет важную роль у диабетиков. 3,4-Диметокси-производные проявляют значительный антигипергликемический эффект, в то время как монометоксипроизводные показывают пониженную активность.

Хлорсодержащие халконы проявляют значительную антиплазмодиальную активность, а халконы с триазольным, пиррольным и бензотриазольным кольцами – антипаразитарную активность. Найдено, что хлорпроизводные халконов с морфолиновым циклом обладают наименьшей активностью. Соединения, содержащие триазольное кольцо и хлор, имеют наибольшую антиплазмодиальную активность, подтверждая тот факт, что небольшие по размеру липофильные группы, содержащие один или несколько атомов азота, могут увеличивать антималярийную активность in vitro.

Исследования in vitro антиплазмоидиальной активности замещенных халконов [(4-Cl, 4-MeO, 3,4,5-(MeO)3] показали, что небольшие и средние по размеру липофильные группы, содержащие атомы азота или амин во фрагменте ацетофенона, являются потенциальными противомалярийными агентами. Такие соединения могут обеспечивать дополнительное связывание за счет водородных связей с гистидиновым остатком, присутствующим в активном центре энзима цистеинпротеазы. Антилейшманиальная активность [113, 114] характерна для халконов с более гидрофильным характером, т.е. для НО-производных халконов, а также для халконов с нафталиновым и пиридиновым фрагментами в ядре А. Изучена ингибирующая активность тиразиназы ряда халконов в отношении реакций образования меланина и их антиоксидантные возможности [115]. Положение ОН групп в ароматических ядрах А и В имеет очень большое значение, поскольку гидроксилирование по кольцу В приводит к значительно большей способности ингибировать тиразиназу, чем гидроксилирование по кольцу А.

Таким образом, ценные фармакологические свойства природных халконов, обладающих широким спектром биологиче​ского действия, позволяют прогнозировать и расширяют возможности разработки новых подходов к реше​нию задачи повышения биологической активности этого класса. Путем изменения строения молекул халконов можно увеличить абсолютные показатели их активности в биологических тестах. Халконы как α,β-ненасыщенные кетоны представляют интерес в качестве исходных веществ для получения малодоступных производных других классов соединений, что связано с наличием двух электрофильных центров - атома углерода карбонильной группы и β-атома углерода. 
1.2 Разработка методов получения и оптимальных условий синтеза халконов в условиях классического синтеза, микроволновой и ультразвуковой активации
Халконы представляют значительный интерес, обусловленный легкостью их синтеза, высокой фармакологической активностью, а также возможностью использования в качестве синтонов в синтезе многих биологически активных гетероциклических соединений, в частности, пиразолинов и флавонов. Соединения с халконовым фрагментом имеют значительную противоопухолевую, антибактериальную, противогрибковую, антивирусную, противомалярийную, антигипергликемическую, противовоспалительную и иммуномодулирующую активности, а также проявляют хемопротекторные и антиоксидантные свойства [1-11]. Кроме того, некоторые халконовые производные обладают способностью укреплять капилляры [5]. Традиционные методы получения халконов предусматривают применение в качестве катализаторов таких сильных оснований, как гидроксиды щелочных и щелочноземельных металлов [12]. В этой связи синтез новых халконов и азотсодержащих гетероциклических соединений на их основе представляется важной задачей. 

В настоящей работе нами изучены реакции взаимодействия гидроксилзамещенных ацетофенонов с замещенными ароматическими альдегидами в присутствии водно-спиртового раствора щелочи (конденсация Кляйзена-Шмидта), которая идет по типу альдольной конденсации. Реакционную смесь перемешивали электромагнитной мешалкой при комнатной температуре; реакция имеет большую продолжительность и завершается в течение 62-85 часов. Конечный продукт содержит двойную связь в α,β-положении к карбонильной группе. Полученные халконы (4-10) – порошки от светло-желтого до оранжевого цвета, растворимые в бензоле, спирте.
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Строение синтезированных халконов (1-6) доказано методами ИК и ЯМР 1Н, 13С спектроскопии.

В ИК спектре халконов (1-6) наблюдаются достаточно интенсивные полосы поглощения в области 1595-1582 см-1, которые соответствуют колебаниям связи С=С, сопряженной с карбонильной группой.

В спектре ЯМР 1Н соединения 4 в дейтерированном ДМСО проявляется высокоинтенсивный синглетный сигнал с химическим сдвигом 3,76 м.д. и интенсивностью 3Н, относящийся к протонам метокси-группы ОСН38. Эквивалентные протоны метоксифенильного фрагмента Н2,6 и Н3,5 резонировали дублетными сигналами при 6.95 (2Н, 3J 8.5 Гц) и 7.77 м.д. (2Н, 3J 8.6 Гц) соответственно. Протоны при двойной связи Н9 и Н10 дают дублетные сигналы при 7.74 и 7.62 м.д. с интенсивностью 1Н с расщеплением 3J 17.1 и 15.3 Гц соответственно. Эквивалентные СН-протоны группы другой ароматической системы проявлялись дублетными сигналами с интенсивностью 2Н при 6.86 (Н15,17, 3J 9.2 Гц) и 8.03 м.д. (Н14,18, 3J 8.5 Гц). Уширенный синглетный сигнал при 10.39 м.д. свидетельствовал о наличии в соединении фенольного гидроксила.
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В спектре ЯМР 13С исследуемого соединения 4 сигнал метокси-группы наблюдается при 55.83 м.д. Атомы углерода ароматических систем дают сигналы при 114.87 (С2,6), 115.88 (С15.17), 131.05 (С3,5), 131.57 м.д. (С14,18). Четвертичным углеродным атомам соответствуют сигналы с химическими сдвигами 161.62 (С1), 128,04 (С4), 129.84 (С13), и 162.61 (С16) м.д. Сигналы при 120.08 и 143.21 м.д. можно отнести к атомам углерода, связанным кратной связью С9 и С10 соответственно. Наиболее слабопольный сигнал при 187.57 м.д. соответствует атому С11 карбонильной группы.

Строение соединения (1) было подтверждено также методами двумерной спектроскопии ЯМР COSY (1H-1H) и HMQC (1H-13C), позволяющей установить спин-спиновые взаимодействия гомо- и гетероядерной природы. Наблюдаемые корреляции в молекуле 4 представлены на рисунках 2 и 3. 
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Рисунок 2 - ЯМР COSY спектр соединения 1
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Рисунок 3 – ЯМР HMQC спектр соединения 1

В спектрах 1H-1H COSY соединения 4 наблюдаются спин-спиновые корреляции через три связи протонов ароматических систем, а также олефиновых протонов Н9 и Н10 (рисунок 4а). Простые взаимодейстия протонов с атомами углерода были установлены с помощью спектроскопии 1H-13C HMQC (рисунок 4б).
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Рисунок 4 – Схема корреляций в спектрах COSY (а) и HMQC (б) 

соединения 4
Следует отметить, что процесс получения халкона 4 длительный (62 ч) и образуется с низким выходом. С целью повышения выхода и оптимизации процесса получения халкона была проведена реакция конденсации между 4-гидроксиацетофеноном и анисимовым альдегидом в условиях ультразвукового излучения (сонохимическая активация). Синтез 1-(4-гидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)-проп-2-ен-1-она (4) проводили в условиях разных выходных мощностей ультразвукового (УЗ) излучения, т.к. применение УЗ воздействия в химических процессах связано на его способности в десятки и сотни раз ускорять скорости химических реакций, вызывать быстрый объемный нагрев жидких и твердых образцов.

Исследовательская работа была проведена на приборе «Ultrasonic Homogenizer» на модели JY92-IIDN для лабораторных исследований воздействия ультразвука на жидкие среды в кавитационном, ударно-волновом и клеточно-дробильном режиме. Потребляемая мощность 20-900 Вт. Условия проведения реакции ультразвукового воздействия, т.е. сонохимической активации подбирали варьированием времени (от 10 до 40 минут) и мощности излучения (от 162,5 до 357,5 Вт). Ход протекания реакции контролировали методом тонкослойной хроматографии. 

Для определения степени влияния ультразвука на выход продуктов была проведена серия экспериментов (таблица 2). 

Таблица 2 – Сравнительные данные выходов продукта 4 от мощности и времени образования продуктов

	Название соединения
	Ультразвуковое воздействие

	
	Мощность УЗВ, V(Вт);
	Время, мин.
	Выход, %

	1-(4-гидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)-проп-2-ен-1-она (4)
	25 (162,5)
	30
	-

	
	35 (227,5)
	30
	-

	
	55 (357,5)
	40
	30


Исходя из полученных результатов можно сделать вывод, что мощность сонохимической активации оказывает влияние на скорость реакции: чем выше мощность излучения, тем выше скорость реакции и выход целевого продукта - 1-(4-гидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)-проп-2-ен-1-она (4). При этом выход продукта 1 увеличивается с 11% до 30%, а продолжительность процесса сокращается с 62 ч до 40 минут, т.е. в 93 раз по сравнению с классическим синтезом. 

Общая методика получения халконов 4-9.

К 20 мл 40%-ного раствора гидроксида натрия при перемешивании и комнатной температуре прикапывали раствор 0,013 моль замещенного ацетофенона и 0,013 моль ароматического альдегида в 20 мл этанола. По мере прибавления альдегида реакционная смесь приобретала желтую окраску. Реакционную смесь выдерживали при комнатной температуре в течение 62-95 часов. Затем реакционную смесь подкисляли разбавленной соляной кислотой до нейтральной среды и оставляли на ночь в холодильнике (при температуре -15oC). Выпавший светло-коричневый порошок отфильтровали, высушили и перекристаллизовывали из бензола. 

(Е)-1-(4-Гидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)проп-2-ен-1-он (4). Выход продукта 4 составил 36 %, т. пл. 186-187оС. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 3.76 с (3Н, Н8), 6.86 д (2Н, Н15,17, 3J 9.2 Гц), 6.95 д (2Н, Н2,6, 3J 8.5 Гц), 7.62 д (1Н, Н10, 3J 15.3 Гц), 7.74 д (1Н, Н9, 3J 17.1 Гц), 7.77 д (2Н, Н3,5, 3J 8.6 Гц), 8.03 д (2Н, Н14,18, 3J 8.5 Гц), 10.39 уш. с (1Н, ОН). Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 55.83 (С8), 114.87 (С2,6), 115.88 (С15,17), 120.08 (С9), 128,04 (С4), 129.84 (С13), 131.05 (С3,5), 131.57 (С14,18), 143.21(С10), 161.62 (С1), 162.61 (С16), 187.57 (С11). 
(Е)-1,3-Бис(2-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (5). Выход продукта 5 составил 84 %, т. пл. 154-155оС. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 6.85 т (Н, Н14, 3J 8.7 Гц), 6.90-6.98 м (3Н, Н4,6,10), 7.26 т (1Н, Н15, 3J 8.2 Гц), 7.51 т (1Н, Н5, 3J 7.8 Гц), 7.81 д (1Н, Н17, 3J 9.6 Гц), 7.89 д (1Н, Н16, 3J 15.6 Гц), 8.07-8.13 м (2Н, Н3,10). Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 116.75 (С14), 118.04 (С10), 119.87 (С6), 121.03 (С4), 121.11 (С16), 121.45 (С2), 121.83 (С12), 129.55 (С17), 131.08 (С3), 132.80 (С15), 136.64 (С5), 140.95 (С11), 158.10 (С13), 194.44 (С8).

(Е)-1-(2,4-Дигидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)проп-2-ен-1-он (6). Выход продукта 6 составил 23,4%, т. пл. 175-176оС. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 3.78 с (3Н, Н20), 6.08 д (1Н, Н6, 4J 2.3 Гц), 6.26 дд (1Н, Н4аром, 3J 2.1, 8.9 Гц), 6.97 д (2Н, Н15,17, 3J 8.7 Гц), 7.69-7.77 м (2Н, Н11,12), 7.79 д (2Н, Н14,18, 3J 8.7 Гц), 8.01 д (1Н, Н3, 3J 9.2 Гц). Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 55.88 (С20), 110.54 (С6), 111.51 (С4), 114.91 (С2), 114.92 (С15,17), 119.52 (С11), 128.06 (С13), 131.21 (С14,18), 133.08 (С12), 142.94 (С3), 161.73 (С16), 166.92 (С1), 167.30 (С5), 190.52 (С8).

(Е)-1-(2-Гидроксифенил)-3-(4-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (7). Выход продукта 7 составил 37 %, т. пл. 155-156оС. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 6.82 д (2Н, Н13,17, 3J 8.7 Гц), 6.94 м (1Н, Н4), 6.96 д (1Н, Н11, 3J 11.9 Гц), 7.49 м (1Н, Н3), 7.69-7.75 м (2Н, Н5,6), 7.72 д (2Н, Н14,16, 3J 8.7 Гц), 8.5 д (1Н, Н10, 3J 7.8 Гц). Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 116.37 (С13), 116.67 (С17), 118.39 (С11), 119.60 (С4), 121.20 (С2), 126.17 (С12), 131.05 (С10), 131.87 (С14), 131.94 (С16), 136.53 (С3), 146.10 (С5,6), 161.12 (С15), 162.51 (С1), 194.13 (С8).

(Е)-1-(2-Гидроксифенил)-3-(3-этокси-4-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (8). Выход продукта 8 составил 72 %, т. пл. 151-152оС. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 1.33 т (3Н, Н9, 3J 6.9 Гц), 4.11 к (2Н, Н8, 3J 6.9 Гц), 6.83 д (1Н, Н17, 3J 8.2 Гц), 6.93 т (1Н, Н3, 3J 8.2 Гц), 6.97 д (1Н, Н12, 3J 7.8 Гц), 7.27 дд (1Н, Н18, 3J 8.2, 1.8 Гц), 7.50 м (2Н, Н4,6), 7.75 м (2Н, Н19,20), 8.19 д (1Н, Н11, 3J 7.8 Гц). Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 15.26 (С9), 64.82 (С8), 114.11 (С4), 116.39 (С17), 118.06 (С11), 118.45 (С 3), 119.36 (С20), 121.14 (С15), 125.35 (С18), 126.16 (С5), 131.28 (С12), 136.67 (С6), 146.59 (С19), 147.77 (С1), 153.13 (С2), 162.59 (С16), 194.17 (С13).

(Е)-1-(4-Бромфенил)-3-(5-бром-2-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (9). Выход продукта 9 составил 35 %, т. пл. 184-185оС. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 6.84 д (1Н, Н3, 3J 9.2 Гц), 7.37 дд (1Н, Н2, 3J 8.7, 2.3 Гц), 7.73 д (2Н, Н15,17, 3J 7.4 Гц), 7.86-7.96 м (2Н, Н6,10), 8.05 д (2Н, Н14,18, 3J 8.3 Гц), 8.11 д (1Н, Н9, 3J 2.3 Гц). Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 111.40 (С1), 118.85 (С3), 121.99 (С10), 124.05 (С5), 127.85 (С16), 130.85 (С6), 132.35 (С15,17), 134.97 (С2), 137.07 (С13), 138.47 (С9), 178.78 (С11). 

Методика синтеза (Е)-1-(4-Гидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)проп-2-ен-1-он (7) в условиях ультразвукового воздействия. К раствору 1 г (0.008 моль) 4-гидроксиацетофенона в 10 мл этанола добавляли 1.12 г (0.008 моль) анисового альдегида и 1 мл 40% раствора КОН. Реакционную смесь облучали ультразвуком при мощности 55 V – 357,5 Вт, время подачи ультразвука 10 сек, время облучения по 10 мин. Всего реакционную смесь облучали в течение 40 мин. Ход реакции контролировали методом ТСХ. По окончании реакции растворитель упарили, к остатку добавили 30 мл воды, затем смесь экстрагировали 3 раза хлороформом. Органический слой отделили и сушили безводным Na2SO4. Растворитель упарили под вакуумом, остаток светло-коричневый порошок, высушили и перекристаллизовывали из бензола. Выход продукта 7 составил 0,62 г (30%) с т. пл. 186-187оС. 

Таким образом, нами разработаны оптимальные условия и осуществлен синтез весьма перспективных халконов с несколькими фармакофорными группировками. Исследованы строения синтезированных соединений методами ЯМР 1Н- и 13С-спектроскопии, а также данными двумерных спектров COSY (1H-1H) и HMQC (1H-13C). Определены значения химических сдвигов, мультиплетность и интегральная интенсивность сигналов 1Н и 13С в одномерных спектрах ЯМР. С помощью спектров в форматах COSY (1Н-1Н) и HMQC (1Н-13С) установлены гомо- и гетероядерные взаимодействия, подтверждающие структуру исследуемых соединений. 
1.3 Синтез, строение и биологическая активность пиразолинов и флавонов

Реакция циклоконденсации гидразинов с α,β-ненасыщенными кетонами является важным синтетическим путем к 1,2-азолам. Некоторые производные пиразолов проявляют свойства анальгетиков и ингибиторов агрегации тромбоцитов [13], обладают сильным антибактериальным [14] и анестезирующим [15] действием. 

С целью дальнейшей функционализации полученных халконов 4-9 нами изучено их взаимодействие с гидразингидратом. Обнаружено, что при кипячении халконов с гидразингидратом в этаноле происходит внутримолекулярная циклоконденсация промежуточного гидразона с образованием соответствующих производных пиразола 10-14.
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Структура соединений 10-14 подтверждена методами ИК, ЯМР спектроскопии. Так, в спектрах ИК пиразолинов 10-14 отчетливо проявляется полоса средней интенсивности группы C=N пиразолинового ядра в области 1601-1605 см-1.

В спектре ЯМР 1Н 4-(5-(4-метоксифенил)-4,5-дигидро-1Н-пиразол-3-ил)фенола (10) установлено, что четыре группы сигналов в низком поле соответствуют протонам 4-гидрокси- и 4-метоксифенильного фрагментов. Два дублета в области 7.40 и 7.23 м.д. соответствуют орто- и мета-протонам 4-гидроксифенильного фрагмента, а два дублета при 6.84 и 6.72 м.д. – орто- и мета-протонам 4-метоксифенильного фрагмента. Интенсивному синглету при 3.67 м.д. соответствуют протоны метокси-группы. Следующая группа сигналов, представляющая собой триплет в области 4,63-4,68 м.д., соответствует метиновому протону (СНпир) пиразолинового фрагмента. Метиленовые протоны данного фрагмента резонируют в области 2.65-2.72 м.д. в виде двух дублетов. Слабый сигнал в области 9.67 м.д. относится к NH-протону пиразолинового фрагмента.

С учетом общности некоторых процессов биогенеза халконов и флавоноидов в растительном организме представляется интересным сочетание структурных особенностей данных соединений в одной молекуле для получения высокоэффективных биологически активных веществ [16, 17]. В связи с этим, нами были получены флавононы 15-18 из синтезированных 2-гидроксил содержащих халконов под действием этилового спирта и каталитических количеств триэтиламина. 
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Продолжительное кипячение в 95%-ном этаноле приводит к изомеризации халконов 3-8 в флавононы 15-18. Показано, что процесс изомеризации халконов в флавононы в спирте катализируется молекулами воды.

Строение флавононов 15-18 доказано методами ИК и ЯМР 1Н, 13С спектроскопии. Так, в спектре ЯМР 1Н флавонона 18 триплетный сигнал с центром 1.29 м.д. и мультиплет в области 3.98-4.03 м.д. относятся к протонам этокси-группы при С20 и С19. Протоны метиленовых и CH-групп системы конденсированных ядер проявляются на следующем участке спектра: Н2 при 5.47, Н3 – 2.69-3.31, Н7 - 7.06, Н8 – 7.55, Н9 – 7.76 и Н10 – 7.04 м.д. Для СН-групп фенильного радикала характерно резонирование при 6.77-6.90 м.д. В наиболее слабом поле при 9.00 м.д. наблюдается сигнал Н21 гидроксильной группы.
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Интерпретация спектров DEPT позволила соотнести восемь сигналов углеродного спектра с метиновыми группами, два сигнала - с метиленовыми и один – с метильной. Подробный анализ спектра ЯМР 13С соединения 18 показал, что сигнал при 15.29 м.д. соответствует СН3-группе при атоме С20. СН2-группы проявляются в области 44.03 (С3) и 64.55 (С19) м.д. Восемь сигналов СН-групп резонируют при 79.57 (С2), 113.10 (С12), 115.86 (С15), 118.57 (С7), 120.20 (С16), 121.81 (С9), 128.81 (С10) и 136.71 (С8) м.д. Кроме того, в спектре ЯМР 13C наблюдаются сигналы при 121.15, 130.18, 147.20, 147.77 и 161.76 м.д., которые можно отнести к атомам С5, С11, С14, С13 и С6, соответственно. Наиболее низкопольный сигнал при 192.47 м.д. относится карбонильному атому С4.

Результаты интерпретации спектра соединения 18 в форматах COSY(1Н-1Н) и TOCSY(1Н-1Н), позволяющих установить спин-спиновые взаимодействия гомоядерной природы в молекуле исследуемого образца, представлены на рисунке 5.
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Рисунок 5 – Схема корреляции COSY(1Н-1Н) и TOCSY(1Н-1Н) соединения 18
Таким образом, внутримолекулярной циклоконденсацией и изомеризацией халконов нами осуществлен синтез весьма перспективных пиразолинов и флавонов с несколькими фармакофорными группировками. С помощью спектров в форматах COSY (1Н-1Н) и HMQC (1Н-13С) установлены гомо- и гетероядерные взаимодействия, подтверждающие структуру исследуемых соединений.

1.4 Прогнозирование биологической активности халконов, пиразолинов и флавонов с помощью компьютерной программы PASS 
Важным компонентом современных подходов к поиску и разработке новых фармакологически активных веществ являются информационные технологии, которые позволяют сократить число веществ, исследуемых в биологических экспериментах, и рационализировать схемы их изучения. Одно из направлений использования информационных технологий при поиске фармакологически активных веществ - компьютерное прогнозирование биологической активности веществ по их химической структуре.

Компьютерная система PASS (Prediction of Activity Spectra for Substance), разработанная в НИИ биомедицинской химии РАМН [42] для прогнозирования спектра биологической активности, основана на извлечении знаний о взаимосвязях «структура-активность» в обучающей выборке химических соединений, тщательно классифицированных по принадлежности к классам веществ с разными видами биологической активности. Основными элементами PASS являются представление химической структуры веществ в виде набора дескрипторов, описание биологической активности, база данных структур и активностей веществ и знаний о взаимосвязях «структура-активность» (SAR Base), алгоритм оценки вероятностей наличия/отсутствия у исследуемого вещества различных видов биологической активности. Для прогноза спектра биологической активности вещества по его структурной формуле вычисляют вероятности принадлежности к классам соединений, проявляющих/не проявляющих определенный вид биологической активности. Биологическая активность описывается в PASS качественным образом (да/нет). Выдаваемые результаты прогноза помимо названий активности включают в себя оценки вероятностей (Ра) «быть активными» и вероятность (Pi) «быть неактивной», имеющие значения от 0 до 1. Поскольку эти вероятности рассчитываются независимо, их сумма не равна единице. Прогнозируется также так называемое лекарственное подобие (drug-likeness), т.е. вероятность того, что вещество относится к классу известных лекарственных веществ. 

Нами с использованием программы PASS для предсказания спектра фармакологической активности осуществлено прогнозирование биологической активности по структуре синтезированных соединений с помощью логико-комбинаторных методов, использующих банк данных по субстанциям лекарственных средств и биологически активных соединений. Результаты компьютерного биопрогнозирования новых синтезированных соединений выполненных в программе PASS (Приложение А) легли в основу проведения натурных испытаний биоскрининговых исследований, представленной ниже.
1.5 Фармакологические свойства производных халконов, пиразолинов и флавононов 
Синтезированные соединения представляют несомненный интерес в поиске биологически активных веществ для медицины и сельского хозяйства. Вторым этапом проведения биологических исследований после компьютерного биопрогнозирования явилась исследования в специализированных медицинских учреждениях и научных институтах (Приложения Б-Г).
Противовоспалительные и цитотоксические эффекты халконов, пиразолинов и флавононов (in vitro) 
Синтезированные халконов, пиразолинов и флавононов были исследованы в отделении микробиологии и иммунологии Университета штата Монтана Бозман США – к.м.н. Щепеткиным для оценки его противовоспалительной и цитотоксической активности (in vitro) на культурах человеческих моноцитарных линий клеток MonoMac-6 и THP-1Blue (приложение Б). Результаты исследования показали, что все исследованные халконы, пиразолины и флавононы были нецитотоксичными и неактивным в противовоспалительном тесте при концентрациях <100 µM (табл. А.4.3.1).

Четыре халкона (4, 6-8), два пиразолина (11, 12) и три флавона (15, 17, 18) были исследованы для оценки их противовоспалительной и цитотоксической активностей на культурах человеческих моноцитарных линий клеток MonoMac-6 и THP-1Blue. Результаты исследований биологической активности халконов (4, 6-8), пиразолинов (11-13) и флавонов (15, 17, 18) показаны в таблице 3. 

Таблица 3 – Противовоспалительная активность (in vitro), цитотоксичность и физико-химические параметры исследованных халконов, пиразолинов и флавононов 
	Соеди-нение 
	Клетки MonoMac-6
	Клетки THP-1Blue
	S, Å2
	lg P
	Eh, ккал/ моль

	
	ФНОб
	ИЛ6б
	Токсич-ность
	ЩФ
	Токсичность
	
	
	

	
	IC50, мкМ
	
	
	

	Халконы

	4
	9.9 (А)
	24.2 (A)
	Н.T
	Н.A.
	82.1
	430.9
	3.14
	-11.97

	6
	15.6 (А)
	18.5 (A)
	75.0
	51.2
	36.5
	430.5
	2.85
	-17.49

	7
	10.9 (A)
	19.7 (A)
	69.5
	53.0
	71.2
	368.4
	3.11
	-16.12

	8
	17.4 (-)
	Н.A. (-)
	32.1
	48.4
	27.8
	442.5
	3.20
	-15.62

	Пиразолины

	11
	Н.A. (N)
	9.6 (A)
	>60
	Н.A.
	Н.T
	311.8
	2.90
	-12.95

	12
	52.0 (N)
	33.8 (N)
	Н.T
	Н.A.
	Н.T
	406.1
	2.64
	-18.76

	Флавононы

	15
	35.0 (N)
	15.5 (A)
	Н.T
	Н.A.
	Н.T
	308.9
	2.56
	-8.78

	17
	51.0 (N)
	50.0 (N)
	Н.T
	Н.A.
	Н.T
	334.7
	2.56
	-10.86

	18
	24.5 (-)
	9.0 (-)
	35.5
	>50
	34.1
	412.1
	2.65
	-10.43

	а Н.А или Н.T., нет подавления продукции или цитотоксичности при концентрациях <100 мкМ. ЩФ, щелочная фосфатаза; S, lg P, Eh, соответственно площадь молекулярной поверхности, липофильность и энергия гидратации, оцененные с помощью программы HyperChem 7.

б В скобках отмечены соединения, считавшиеся активными (A, IC50<30 мкМ) или условно неактивными (N, IC50>30 мкМ) при проведении классификационного анализа. Соединения 6 и 17, обладающие высокой токсичностью, не использовались в классификационном анализе.


Установлено, что халкон 8 и флавон 18 были цитотоксичными в отношении моноцитарных клеток MonoMac-6, и поэтому мы не можем корректно оценить их противовоспалительный потенциал в этой клеточной культуре. Хотя пиразолин 11 и флавон 17 подавляли продукцию противоспалительных цитокинов интерлейкин-6 (ИЛ6) и фактор некроза опухоли (ФНО), вряд ли эти соединения могут рассматриваться как перспективные из-за их низкой активности (IC50 > 30 мкМ). Халконы 4, 6, 7, пиразолин 11, а также флавон 15 подавляли продукцию ФНО и/или ИЛ6. Механизм подавления продукции ИЛ6 и ФНО этими соединениями, по-видимому, не зависит от транскрипционной активности NF-κB, так как ингибирование активности NF-κB, оцениваемой по уровню продукции щелочной фосфатазы в клетках THP-1Blue, было очень низким (соединения 6 и 7) или отсутствовало (соединения 4, 11, 15). Эти соединения, а также их близкие аналоги могут быть рекомендованы для последующего исследования противовоспалительной активности, поскольку они не обладали (4, 15) или практически не обладали (6, 7, 11) цитотоксической активностью в зоне концентраций с найденными IC50 в тесте подавления продукции цитокинов.

Методы биологического тестирования.

Противовоспалительный эффект (in vitro) тестируемых соединений был оценен как способность соединения подавлять липополисахарид-индуцированную продукцию провоспалительных цитокинов ИЛ6 и ФНО в моноцитарных клетках MonoMac-6, а также NF-κB-зависимой продукции щелочной фосфатазы в трансфицированных моноцитарных клетках THP-1Blue. Клетки были обработаны с соединением 30 мин, а затем в культуру клеток был добавлен бактериальный липополисахарид из Escherichia coli (Sigma-Aldrich, США) в конечной концентрации 0.5 мкг/мл. После 24-часовой инкубации клеток в CO2-инкубаторе (37 oC) концентрации цитокинов в клеточных супернатантах были измерены при помощи иммуноферментного анализа, а продукция щелочной фосфатазы была измерена при помощи специфического субстрата Quanti-BlueTM (Promega, США). Уровень цитотоксичности исследуемых соединений был оценен при помощи хемилюминесцентного набора CellTiter-GloTM (Promega, США). Эффективная концентрация, вызывающая подавление биологического ответа (продукция цитокинов и щелочной фосфатазы, или цитотоксичность) на 50% (IC50) была найдена при помощи регрессионного анализа с использованием дозо-зависимых кривых (не менее 5-ти концентраций).

Молекулярное моделирование и SAR-анализ

Структурные модели исследуемых молекул построены с помощью программы HyperChem 7 (Hypercube, Inc., Gainesville, FL, USA). Физико-химические параметры S, lg P, Eh, V, α соединений 1, 3-5, 8-10, 12, 14, 15 вычислены с применением модуля QSAR, встроенного в HyperChem 7. Линейный дискриминантный анализ и нахождение регрессионной модели (5) выполнялись с помощью пакета программ STATISTICA 8 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
С целью сопоставления биологической активности с характеристиками соединений (SAR-анализ) мы рассчитали ряд физико-химических параметров молекул по аддитивным схемам, используемым в программе HyperChem 7. Были рассчитаны молекулярная поверхность S, логарифм коэффициента распределения октанол-вода (липофильность lg P), энергия гидратации Eh (см. таблицу), а также молекулярный объем V и поляризуемость α. В соответствии с величинами каждого из двух видов биологической активности, полученными на клетках MonoMac-6, исследуемые соединения были разбиты на два класса – активные (A) и неактивные (или условно неактивные, N) (таблица) для проведения линейного дискриминантного анализа (ЛДА) с помощью программы STATISTICA 8. Соединение считалось активным, если для него величина IC50 не превышала 30 мкМ. Соединения 5 и 15 проявляли токсичность по отношению к клеткам MonoMac-6, поэтому данные два соединения не использовались в процедуре ЛДА. Для остальных халконов, пиразолинов и флавононов метод ЛДА позволил найти наиболее важные признаки, согласно которым соединение может быть отнесено к одному из двух классов (A или N) по каждому из рассматриваемых видов активности (ФНО и ИЛ6). Несмотря на малое число соединений, были найдены статистически достоверные коэффициенты классификационных функций (p<0.05).

Для активности ФНО:

 ФНО(A) = -292.45 + 0.333 S + 147.11 lg P


(1)
 ФНО(N) = -224.96 +0.287 S + 129.85 lg P
 


(2)

Согласно общим принципам ЛДА, смысл полученных классификационных функций (1) и (2) заключается в следующем. Для конкретного соединения подставляются его значения S и lg P в уравнения (1) и (2), и рассчитываются значения обеих функций. Затем, если ФНО(A) > ФНО(N), то соединение относится к классу активных по фактору некроза опухоли, иначе его следует отнести к классу неактивных. Приведенные уравнения правильно классифицируют все 9 соединений (как активных, так и неактивных), для которых экспериментально определены классы ФНО в таблице. Из выражений (1) и (2) видно, что увеличение как молекулярной поверхности, так и липофильности способствуют возрастанию активности, оцениваемой по величине подавления продукции ФНО, т.к. соответствующие коэффициенты имеют более высокие значения в уравнении (1), чем в уравнении (2).

Аналогично, все 9 соединений правильно классифицируются в отношении активности ИЛ6 с помощью классификационных функций (3) и (4):

ИЛ6(A) = -124.74 + 1.012 Eh + 89.95 lg P



 (3)
ИЛ6(N) = -99.28 + 0.535 Eh + 77.94 lg P



 (4)

Физико-химические параметры V и α, также участвовавшие в поиске наилучших функций (1)-(4), оказались статистически незначимыми для классификации соединений. Для активности, оцениваемой по величине подавления продукции ИЛ6 важной вновь оказалась величина липофильности, а также энергия гидратации Eh (менее отрицательные значения Eh способствуют повышению активности).

Таким образом, одним из главных параметров, влияющим на оба вида биологической активности, определенных на клетках MonoMac-6, является липофильность исследованных халконов, пиразолинов и флавононов. Интересно, что для величин ‑lg IC50(ФНО) соединений 4, 6, 7, 12, 15, 17 наблюдается удовлетворительная линейная корреляция (5) со значениями lg P:

-lg IC50(ФНО) = 1.327 + 0.948 lg P
 


 (5)
 r = 0.95, F = 35.7; s = 0.117

Полученные данные могут свидетельствовать о существенном вкладе биодоступности (например, способности проникать через клеточные мембраны) в оба вида биологической активности, определенных на клетках MonoMac-6. 

Антирадикальная активность 
С целью исследования синтезированных соединений 5-11 был проведен скрининг антирадикальной активности, основанный на взаимодействии соединений со стабильным хромоген-радикалом 2,2-дифенил-1-пикрилгидразилом (ДФПГ или DPPH•), на базе Национального центра биотехнологии под руководством к.м.н. Шульгау З.Т. (г. Астана). 

Для оценки антирадикальной активности исследуемых образцов в тесте с ДФПГ-радикалом использовали метанольный раствор ДФПГ (100 µМ). Для отбора веществ с выраженной антирадикальной активностью смешивали 2 мл 100 µМ метанольного раствора ДФПГ с 20 мкл исследуемого объекта, растворенного в метаноле в концентрации 5 мМ. Таким образом, финальная концентрация испытуемого вещества в реакционной смеси составляла 50 µМ. Через 10 минут после добавления раствора испытуемого соединения к раствору ДФПГ-радикала измеряли снижение оптической плотности при 515 нм. Для веществ, способных снижать оптическую плотность более чем на 50%, проводили тест на взаимодействие с ДФПГ-радикалом в финальных концентрациях исследуемых веществ 50, 25, 20, 15, 10, 5 и 2.5 µМ. После чего определяли концентрацию испытуемого вещества, способную на 50% снижать оптическую плотность – IC50(DPPH). Результаты исследований биологической активности халконов 5-7, пиразолинов 8, 9 и флавононов 10, 11 показаны в таблице 4.

Таблица 4 – Значения оптической плотности раствора 100 µМ ДФПГ-радикала после 10-минутной инкубации с испытуемыми веществами 2-8 в финальной концентрации 50 µМ

	№
	Соединение
	Оптическая плотность

	1
	5 
	0,856

	2
	6 
	0.941

	3
	7 
	0.188

	4
	8 
	0,851

	5
	9 
	0.120

	6
	10 
	0.911

	7
	11 
	1.005

	8
	Контроль (раствор ДФПГ 
без испытуемого образца)
	0.852


Из таблицы 4 мы видим, что соединения 7 и 9 снижают оптическую плотность исходного раствора ДФПГ-радикала более чем на 50%, а значит являются перспективными для дальнейших исследований. Остальные соединения не проявили выраженной антирадикальной активности в условиях данной тест-системы.

Во второй серии экспериментов мы изучили способность соединений 7 и 9 в различных концентрациях (от 2.5 до 50 µМ) взаимодействовать с ДФПГ-радикалом. Результаты исследований антирадикальной активности соединений 7 и 9 показаны в таблице 5.

Таблица 5 – Значения оптической плотности раствора 100 µМ ДФПГ-радикала после 10-минутной инкубации с веществами 4 и 6 в финальных концентрациях в реакционной смеси 50, 25, 20, 15, 10, 5 и 2.5 µМ

	№
	Финальная концентрация 7 и 9 в реакционной смеси, µМ
	Оптическая плотность

	
	
	соед. 7
	соед. 9

	1
	50
	0.230
	0.055

	2
	25
	0.794
	0.351

	3
	20
	0.784
	0.444

	4
	15
	0.835
	0.557

	5
	10
	0.884
	0.658

	6
	5
	0.951
	0.763

	7
	2.5
	0.985
	0.811

	8
	Контроль (раствор ДФПГ 
без испытуемого образца)
	1.038
	0.907


С помощью построенных калибровочных кривых, которые показаны на рисунке 6, определили концентрации веществ 7 и 9, способных на 50% снижать оптическую плотность 100 µМ раствора ДФПГ-радикала. Для 7 IC50(DPPH) оказалась равной 38,4 µМ, для 9 IC50(DPPH) оказалась равной 19,8 µМ.

По литературным данным [14] IC50(DPPH) (µМ) для аскорбиновой кислоты – 27, для глутатиона – 49, для гидрохинона – 27, для тролокса – 28, для α-токоферола – 28, для кверцетина – 8. Таким образом, активность образцов 7 и 9 сопоставима с активностью известных антиоксидантов.

Согласно общепринятым представлениям [15], взаимодействие с ДФПГ-радикалом соединений, имеющих фенольные гидроксильные группы, происходит в результате гомолитического разрыва связи O-H, т.е. через промежуточное образование феноксильного радикала:

ДФПГ• + ArOH → ДФПГ-H + АrO•
Эта стадия является лимитирующей [16], поэтому реакционная способность потенциального антиоксиданта ArOH с ДФПГ-радикалом должна во многом определяться энергией гомолитической диссоциации связи O-H:
ArOH → АrO• + H• , ΔHd
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Рисунок 6 – Зависимости оптической плотности раствора ДФПГ-радикала 
от концентраций 7 (А) и 9 (Б)

Для проверки этого предположения мы выполнили расчеты изменения энтальпии ΔHd в качестве меры энергии диссоциации связи O-H в соединениях 5-11 квантово-химическим методом функционала плотности B3LYP/6-31+G(d,p) с учетом влияния растворителя (метанола) в рамках модели PCM. В результате оптимизации геометрии были найдены минимумы на поверхностях потенциальной энергии (ППЭ) соединений 5-11, а также всех возможных феноксильных радикалов, образованных из этих молекул. Следует отметить, что в случае молекул 5, 6, 7, 9, содержащих по два фенольных гидроксила, более устойчивые радикалы АrО• образуются при диссоциации связи O-H в положении 4 соответствующего бензольного кольца. Энергии именно этих относительно стабильных радикалов были взяты за основу при расчете величин ΔHd соединений 2, 3, 4, 6. Наиболее глубокие минимумы на ППЭ отвечают структурам, в которых возможно образование внутримолекулярных водородных связей OH…N или OH…O (см. примеры на рис. 7). Геометрическое строение радикалов АrO•, согласно результатам расчетов, лишь незначительно отличается от строения соответствующих исходных молекул.
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Рисунок 7 – Строение соединений 9 (А) и 11 (Б) в растворе метанола 
по результатам оптимизации геометрии методом функционала плотности.

Энергии диссоциации связей O-H, оцененные как энтальпии ΔHd, для исследуемых соединений оказались равными 363.7 (5), 340.4 (6), 331.1 (7), 340.4 (8), 321.8 (9), 347.3 (10), 333.8 кДж/моль (11) (рис. 8).
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Рисунок 8 – Теплоты образования феноксильных радикалов ΔHd (кДж/моль) 
из соединений 5-11 по данным квантовохимических расчетов.

Феноксильные радикалы наиболее легко образуются из соединений 7 и 9, что согласуется с наблюдаемой для них антирадикальной активностью (табл. 4). Замещенный 4,5-дигидропиразол 9, проявляющий самые выраженные антирадикальные свойства среди исследуемых халконов и их производных, имеет величину ΔHd на 20-40 кДж/моль меньше, чем неактивные соединения 5, 6, 8, 10. Таким образом, повышенная склонность к гомолитической диссоциации связи O-H может являться одной из главных причин наблюдаемой антирадикальной активности соединений 7 и 9. Вместе с тем, для неактивного флавонона 8 изменение энтальпии ΔHd лишь на 2.7 кДж/моль превышает энергию образования феноксильного радикала из весьма активного халкона 7. По-видимому, это объясняется стерическим эффектом этоксильной группы, препятствующим взаимодействию близко расположенного гидроксила (рис. 7 Б) с ДФПГ-радикалом. Другой возможной причиной отсутствия антирадикальных свойств у соединения 11 может быть его специфическая сольватация метанолом, не учитываемая в рамках модели PCM.

Квантово-химические расчеты выполняли с помощью программы Gaussian 09w (Revision D.01) методом функционала плотности (DFT). Использовали гибридный функционал B3LYP с базисным набором 6-31+G(d,p). Влияние растворителя учитывали в рамках модели поляризуемого континуума (PCM).

Антимикробная активность
В микробиологической лаборатории по испытанию на противобактериальную, противогрибковую активности на базе кафедры микробиологии КГМУ под руководством к.м.н. Ахметовой С.Б., были изучены синтезированные соединения на наличие антимикробной активности следующих веществ: Е)-1,3-бис(2-гидроксифенил)-проп-2-ен-1-он (АНИ-4), (Е)-1-(2-гидроксифенил)-3-(4-rидроксифенил)-проп-2-ен-1-он (НА-25), (Е)-3-(этокси-4-rидроксифенил)-1-(2-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (НА-26), 4-(5-(4-метоксифенил)-4,5-дигидро-1Н-пиразол-3-ил)бензол-1,3-диол (НА-13), 2-(4-гидроксифенил)флавон-4-он (НА-33), 2,2-(4,5-дигидро-1Н-пиразол-3,5-диил)фенол (НА-39), 2-(2-гидрокси-фенил)флавон-4-он (НА-40). Данные соединения были выбраны из синтезированных соединений 4-14, как наиболее перспективные.
Концентрации тестируемых препаратов составляли для антибактериальной активности – 1 мкг, противогрибковой – 1 мкг. Концентрация препаратов сравнения составляла 1 мг. Антимикробную активность образцов оценивали по диаметру зон задержки роста тест-штаммов (мм). Диаметры зон меньше 10 мм и сплошной рост в чашке оценивали как отсутствие антимикробной активности, 10-15 мм - слабая активность, 15-20 мм - умеренно выраженная активность, свыше 20 мм - выраженная. Каждый образец испытывали в трех параллельных опытах. 

Статистическую обработку проводили методами параметрической статистики с вычислением средней арифметической и стандартной ошибки.

Разведение производили из расчета 1мг вещества на 1мл растворителя. Определяли чувствительность бактерий к данным препаратам диффузионным методом с помощью дисков. Использовали бактерии: S. aureus, Bacillus subtilis; E. Coli; Ps.aerugiosa, Candida аlbicans. Стандартом противобактериальной активности выбран антибиотик бензилпенициллина натриевая соль, гентамицин и цефалоспориновый антибиотик третьего поколения - цефтриаксон, противогрибковой активности – нистатин.

Результаты выявленной задержки роста на средах показаны в таблице 6. 

Таблица 6 – Антимикробная и противогрибковая активность образцов. Диаметры задержки роста тест-штаммов. Растворитель - 96% этиловый спирт
	№
	Исследуемые вещества
	S.aureus
	B.subtilis 6633
	E.coli
	Ps.aerugios а АТСС 9027
	C.alblcans

	1
	(Е)-1,3-бис(2-гидроксифенил)-
проп-2-ен-1-он (АНИ-4)
	20±1,0
	18±1,0
	10± 1,0
	10±1,0
	11±1,0

	2
	(Е)-1-(2-гидроксифенил)-3-(4-гидроксифенил)-проп-2-ен-1-он (ША-25)
	19±1,0
	11±1,0
	11± 1,0
	1О± 1,0
	10± 1,0

	3
	(Е)-3-(этокси-4-гидроксифенил)-1-(2-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (НА-26)
	18±1,0
	14± 1,0
	12±1,0
	11± 1,0
	11±1,0


Продолжение таблицы 6
	4
	4-(5-(4-метоксифенил )-4,5-дигидро-1Н-пиразол-3-ил)бензол- 1,3-диол (НА-13)
	14±1,0
	11± 1,0
	10±1,0
	10±1,0
	15± 1,0

	5
	2-(4-гидроксифенил)флавон-4-он (НА-33)
	14±1,0
	13± 1,0
	13± 1,0
	11± 1,0
	12± 1,0

	6
	2,2-(4,5-дигидро-1 Н-пиразол-3,5-диил)фенол (НА-39)
	14± 1,0
	13±1,0
	13±1,0
	11± 1,0
	12± 1,0

	7
	2-(2-гидроксифенил )флавон-4-он (НА-40)
	18±1,0
	1 1± 1,0
	10± 1,0
	10± 1,0
	11±1,0

	8
	Спирт этиловый 96%
	9±1,0
	9±1,0
	9±1,0
	9±1,0
	9±1,0

	9
	Бензилпенициллина натриевая соль
	15± 1,0
	-
	16± 1,0
	12± 1,0
	-

	10
	Гентамицин
	22±1,0
	30±1,0
	31±1,0
	30±1,0
	-

	11
	Цефтриаксон
	30±1,0
	30±1,0
	29± 1,0
	22±1,0
	-

	12
	Нистатин
	-
	-
	-
	-
	25± 1,0


Высеивали данные культуры методом газона на следующих питательных средах: ЖСА, среда Эндо, питательный агар и среда Сабуро. Затем чашки Петри инкубировали в течение суток при 37*С, для грибов 28*С. В рисунке 23 показаны зоны задержки тестовых культур.

Заключение. В результате исследования установлено, что практически все исследованные вещества, показывают слабый антибактериальную активность. Исключение составляет культура дрожжевых грибков S. aureus, для соединений (Е)-1,3-бис(2-гидроксифенил)-проп-2-ен-1-он (АНИ-4), (Е)-1-(2-гидроксифенил)-3-( 4-гидроксифенил)-проп-2-ен-1-он (НА-25), (Е)-3-(этокси-4-гидроксифенил)-1-(2-гидроксифенил)проп-2-ен-1-он (НА-26), 2-(2-гидрокси-фенил)флавон (НА-40), которые обладают умеренно-выраженным действием.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По итогам проведенной научно-исследовательской работы за 2018 год получены следующие результаты:

На основе функционально-замещенных ацетофенонов и замещенных бензальдегидов в условиях конвекционного нагрева, микроволнового облучения и ультразвуковой активации осуществлен целенаправленный синтез новых халконов. Показано, что оптимальным условием при микроволновом воздействии является мощность излучения 150 Вт с продолжительностью времени образования продуктов в 30-60 мин, а для сонохимической активации мощность воздействия 20-35 V (130-227,5 Вт) продолжительностью 20-30 мин при температуре 500С. В результате сравнительного анализа полученных данных было определено, что использование микроволнового облучения и ультразвукового воздействия способствует увеличению выхода продукта и снижению времени реакции с 8-9 ч до 20-60 мин, чем по традиционной технологии. 
Впервые циклоконденсацией и изомеризацией 2-гидроксихалконов были получены и изучены строение новых пиразолинов и флавонов. Показано, что процесс изомеризации халконов в флавононы в спирте катализируется молекулами воды.
Использованием программы PASS для предсказания спектра фармакологической активности осуществлено прогнозирование биологической активности по структуре синтезированных халконов, пиразолинов и флавонов с помощью логико-комбинаторных методов, использующих банк данных по субстанциям лекарственных средств и биологически активных соединений. Данные биопрогноза халконов, пиразолинов и флавонов свидетельствуют о том, что синтезированные соединения могут оказаться перспективными в качестве антибактериальных препаратов.
Приведены данные по противовоспалительной активности синтезированных халконов, пиразолинов и флавононов. Установлено, что (Е)-1-(4-гид-роксифенил)-3-(4-метоксифенил)проп-2-ен-1-он, (Е)-1-(2,4-дигидроксифенил)-3-(4-метоксифенил)проп-2-ен-1-он, (Е)-1-(2-гидроксифе-нил)-3-(4-гидроксифе-нил)проп-2-ен-1-он, 2,2’-(4,5-дигидро-1Н-пиразол-3,5-диил)фенол, а также 2-(2-гидроксифенил)флавон-4-он подавляли продукцию противоспалительных цитокинов фактор некроза опухоли (ФНО) и/или интерлейкин-6 (ИЛ6) по механизму, не зависящему от подавления транскрипционной активности NF-κB. Одним из важных физико-химических параметров, определяющих биологическую активность ФНО и ИЛ6, является липофильность соединений. 

Приведены данные по антирадикальной активности синтезированных халконов, пиразолинов и флавононов. Установлено, что среди серии новых соединений производные (Е)-1-(2-гидроксифенил)-3-(3-этокси-4-гидроксифенил)-проп-2-ен-1-он и 4-[5-(4-метоксифенил)-4,5-дигидро-1Н-пиразол-3-ил]бенз-1,3-диол показали высокую антирадикальную активность в отношении DPPH радикала. Результаты изучения антирадикальной активности согласуются с энергиями гомолитической диссоциации связей O-H, рассчитанными квантовохимическим методом функционала плотности.

По итогам исследований синтезировано 15 новых производных пиразолов. С применением современных физико-химических методов (ИК-, ЯМР1Н-, 13С и 1Н-13С HSCQ-спектроскопия) установлены их строения. За отчетный период, по результатам выполненных исследований, опубликовано 7 научных работ (4 научные статьи и 3 тезиса докладов).
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Компьютерный биопрогноз некоторых новых синтезированных соединений по программе Prediction of Activity Spectra for Substance PASS
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	0,947
	0,002
	Feruloyl esterase inhibitor

	0,939
	0,004
	Membrane integrity agonist

	0,925
	0,004
	Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

	0,914
	0,004
	Mucomembranous protector

	0,908
	0,003
	JAK2 expression inhibitor

	0,905
	0,002
	1-Acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase inhibitor

	0,898
	0,005
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,889
	0,002
	Carminative

	0,859
	0,004
	Caspase 3 stimulant

	0,851
	0,002
	GABA aminotransferase inhibitor

	0,847
	0,018
	Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor

	0,807
	0,003
	Monophenol monooxygenase inhibitor

	0,799
	0,004
	Preneoplastic conditions treatment

	0,780
	0,004
	MMP9 expression inhibitor

	0,783
	0,021
	Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) inhibitor

	0,761
	0,004
	Beta-carotene 15,15'-monooxygenase inhibitor

	0,756
	0,004
	Insulysin inhibitor

	0,754
	0,003
	Choleretic

	0,784
	0,040
	CYP2C12 substrate

	0,744
	0,002
	Antiinflammatory, intestinal

	0,766
	0,025
	Antiseborrheic

	0,738
	0,004
	MAP kinase stimulant

	0,738
	0,007
	Antiprotozoal (Leishmania)

	0,735
	0,012
	Fibrinolytic

	0,711
	0,002
	Vanillyl-alcohol oxidase inhibitor

	0,728
	0,019
	GST A substrate

	0,717
	0,010
	Fatty-acyl-CoA synthase inhibitor

	0,704
	0,004
	Beta glucuronidase inhibitor

	0,712
	0,014
	Apoptosis agonist

	0,702
	0,004
	Interleukin antagonist

	0,717
	0,032
	Membrane permeability inhibitor

	0,704
	0,020
	HIF1A expression inhibitor

	0,709
	0,047
	CYP2J substrate
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	0,942
	0,002
	1-Acylglycerol-3-phosphate 

O-acyltransferase inhibitor

	0,921
	0,006
	Membrane integrity agonist

	0,913
	0,004
	Mucomembranous protector

	0,912
	0,004
	Feruloyl esterase inhibitor

	0,907
	0,002
	Monophenol monooxygenase inhibitor

	0,904
	0,007
	Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

	0,897
	0,005
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,881
	0,004
	JAK2 expression inhibitor

	0,872
	0,004
	Caspase 3 stimulant

	0,858
	0,003
	Carminative

	0,837
	0,002
	Choleretic

	0,841
	0,020
	Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor

	0,806
	0,002
	NOS2 expression inhibitor

	0,800
	0,003
	Beta-carotene 15,15'-monooxygenase inhibitor

	0,792
	0,009
	Apoptosis agonist

	0,778
	0,001
	Chalcone isomerase inhibitor

	0,777
	0,004
	MMP9 expression inhibitor

	0,785
	0,013
	HIF1A expression inhibitor

	0,766
	0,004
	Insulysin inhibitor

	0,766
	0,006
	Antiprotozoal (Leishmania)

	0,754
	0,003
	Beta glucuronidase inhibitor

	0,755
	0,004
	APOA1 expression enhancer

	0,753
	0,005
	Preneoplastic conditions treatment

	0,752
	0,005
	Antimutagenic

	0,744
	0,001
	Breast cancer-resistant protein inhibitor

	0,761
	0,026
	Antiseborrheic

	0,738
	0,004
	GABA aminotransferase inhibitor

	0,737
	0,004
	Interleukin antagonist

	0,736
	0,004
	MAP kinase stimulant

	0,730
	0,002
	Skin whitener

	0,733
	0,005
	Antihypoxic

	0,749
	0,033
	Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) inhibitor

	0,727
	0,014
	Fibrinolytic

	0,714
	0,002
	CYP1A1 inhibitor

	0,726
	0,022
	Antineoplastic

	0,704
	0,037
	Membrane permeability inhibitor
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	0,850
	0,003
	Antineoplastic (non-small cell 

lung cancer)

	0,832
	0,025
	Aspulvinone 

dimethylallyltransferase inhibitor

	0,757
	0,045
	Membrane integrity agonist

	0,690
	0,042
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,678
	0,069
	Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) inhibitor

	0,641
	0,045
	Taurine dehydrogenase inhibitor

	0,628
	0,034
	Nicotinic alpha4beta4 receptor agonist

	0,668
	0,081
	Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor

	0,609
	0,030
	JAK2 expression inhibitor

	0,640
	0,067
	CYP2C12 substrate

	0,586
	0,017
	Amine dehydrogenase inhibitor

	0,578
	0,020
	MAP kinase stimulant

	0,585
	0,027
	Preneoplastic conditions treatment

	0,600
	0,045
	Antineoplastic

	0,549
	0,014
	UGT2B12 substrate

	0,570
	0,038
	Aldehyde oxidase inhibitor

	0,587
	0,079
	Acrocylindropepsin inhibitor

	0,587
	0,079
	Chymosin inhibitor

	0,587
	0,079
	Saccharopepsin inhibitor

	0,544
	0,049
	Calcium channel (voltage-sensitive) activator

	0,525
	0,032
	Neurotransmitter antagonist

	0,556
	0,072
	Phosphatase inhibitor

	0,497
	0,020
	CYP2D15 substrate

	0,500
	0,028
	Nicotine dehydrogenase inhibitor

	0,509
	0,038
	Peroxidase inhibitor

	0,533
	0,075
	TP53 expression enhancer

	0,497
	0,043
	Pin1 inhibitor

	0,487
	0,034
	Octopamine antagonist

	0,479
	0,032
	Histidine kinase inhibitor

	0,489
	0,056
	2-Hydroxyquinoline 8-monooxygenase inhibitor

	0,462
	0,032
	Steroid N-acetylglucosaminyltransferase inhibitor

	0,494
	0,073
	Antiseborrheic

	0,460
	0,040
	APOA1 expression enhancer

	0,436
	0,019
	CF transmembrane conductance regulator agonist

	0,436
	0,022
	Retinoic acid metabolism inhibitor

	0,521
	0,109
	Nicotinic alpha6beta3beta4alpha5 receptor antagonist
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	0,834
	0,003
	Antineoplastic (non-small cell 

lung cancer)

	0,834
	0,028
	Membrane integrity agonist

	0,786
	0,038
	Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

	0,785
	0,038
	Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor

	0,754
	0,029
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,680
	0,009
	Histidine kinase inhibitor

	0,674
	0,030
	Antineoplastic

	0,644
	0,045
	Taurine dehydrogenase inhibitor

	0,584
	0,011
	UGT2B12 substrate

	0,602
	0,032
	Aldehyde oxidase inhibitor

	0,634
	0,069
	Membrane permeability inhibitor

	0,576
	0,021
	MAP kinase stimulant

	0,620
	0,070
	CYP2C12 substrate

	0,591
	0,044
	Nicotinic alpha4beta4 receptor agonist

	0,635
	0,098
	Gluconate 2-dehydrogenase (acceptor) inhibitor

	0,532
	0,007
	CF transmembrane conductance regulator agonist

	0,526
	0,019
	Plastoquinol-plastocyanin reductase inhibitor

	0,565
	0,061
	TP53 expression enhancer

	0,523
	0,022
	APOA1 expression enhancer

	0,537
	0,044
	JAK2 expression inhibitor

	0,494
	0,002
	Heat shock protein antagonist

	0,518
	0,037
	Peroxidase inhibitor

	0,522
	0,045
	Preneoplastic conditions treatment

	0,521
	0,051
	HIF1A expression inhibitor

	0,493
	0,036
	Kinase inhibitor

	0,495
	0,044
	Pin1 inhibitor

	0,452
	0,019
	RELA expression inhibitor

	0,522
	0,093
	Phosphatase inhibitor

	0,421
	0,002
	Heat shock protein 90 antagonist

	0,494
	0,083
	Calcium channel (voltage-sensitive) activator

	0,464
	0,055
	Neurotransmitter antagonist

	0,483
	0,076
	Antiseborrheic

	0,398
	0,006
	Alkaline phosphatase inhibitor

	0,502
	0,112
	Acrocylindropepsin inhibitor

	0,502
	0,112
	Chymosin inhibitor

	0,502
	0,112
	Saccharopepsin inhibitor
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	0,942
	0,004
	Membrane integrity agonist

	0,872
	0,005
	CYP1A substrate

	0,878
	0,017
	CYP2C12 substrate

	0,861
	0,004
	CYP1A1 substrate

	0,842
	0,003
	Cytochrome P450 stimulant

	0,825
	0,003
	HMOX1 expression enhancer

	0,825
	0,004
	UGT1A substrate

	0,835
	0,024
	Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

	0,813
	0,003
	UGT1A10 substrate

	0,816
	0,007
	CYP2B6 substrate

	0,828
	0,023
	Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor

	0,816
	0,017
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,813
	0,015
	Mucomembranous protector

	0,802
	0,004
	UGT1A9 substrate

	0,796
	0,007
	UDP-glucuronosyltransferase substrate

	0,795
	0,010
	Aldehyde oxidase inhibitor

	0,793
	0,011
	Membrane permeability inhibitor

	0,786
	0,005
	CYP1A2 substrate

	0,799
	0,019
	Methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) inhibitor

	0,782
	0,004
	P-benzoquinone reductase (NADPH) inhibitor

	0,782
	0,004
	Histidine kinase inhibitor

	0,763
	0,004
	Pin1 inhibitor

	0,756
	0,004
	CYP2A4 substrate

	0,765
	0,014
	HIF1A expression inhibitor

	0,760
	0,009
	CYP3A4 inducer

	0,753
	0,004
	UGT1A3 substrate

	0,748
	0,004
	Aryl-alcohol dehydrogenase (NADP+) inhibitor

	0,741
	0,009
	Nitrate reductase (cytochrome) inhibitor

	0,738
	0,009
	CYP2B substrate

	0,733
	0,010
	CYP3A inducer

	0,732
	0,010
	27-Hydroxycholesterol 7alpha-monooxygenase inhibitor

	0,726
	0,006
	Cholestanetriol 26-monooxygenase inhibitor

	0,714
	0,005
	Lipid peroxidase inhibitor

	0,713
	0,004
	CYP1A inhibitor

	0,710
	0,004
	Nitrite reductase [NAD(P)H] inhibitor

	0,743
	0,041
	Testosterone 17beta-dehydrogenase (NADP+) inhibitor
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	0,954
	0,003
	Membrane integrity agonist

	0,924
	0,004
	CYP1A1 substrate

	0,917
	0,004
	CYP1A substrate

	0,898
	0,003
	HMOX1 expression enhancer

	0,876
	0,002
	Cytochrome P450 stimulant

	0,866
	0,004
	CYP1A2 substrate

	0,862
	0,005
	CYP2B6 substrate

	0,874
	0,018
	CYP2C12 substrate

	0,846
	0,004
	UGT1A9 substrate

	0,846
	0,009
	Mucomembranous protector

	0,820
	0,004
	UGT1A substrate

	0,817
	0,005
	CYP2B substrate

	0,835
	0,024
	Aspulvinone dimethylallyltransferase inhibitor

	0,803
	0,003
	UGT1A10 substrate

	0,809
	0,011
	HIF1A expression inhibitor

	0,813
	0,018
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,800
	0,007
	CYP3A4 inducer

	0,801
	0,009
	Aldehyde oxidase inhibitor

	0,794
	0,003
	UGT1A3 substrate

	0,793
	0,003
	CYP1B substrate

	0,793
	0,007
	UDP-glucuronosyltransferase substrate

	0,788
	0,004
	CYP1A inhibitor

	0,799
	0,019
	Methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) inhibitor

	0,780
	0,002
	CYP1A1 inhibitor

	0,786
	0,012
	Membrane permeability inhibitor

	0,775
	0,004
	P-benzoquinone reductase (NADPH) inhibitor

	0,769
	0,003
	UGT1A7 substrate

	0,767
	0,008
	CYP3A inducer

	0,760
	0,004
	UGT1A1 substrate

	0,756
	0,004
	CYP2A4 substrate

	0,750
	0,004
	Pectate lyase inhibitor

	0,748
	0,003
	Cytoprotectant

	0,760
	0,016
	Feruloyl esterase inhibitor

	0,782
	0,039
	Ubiquinol-cytochrome-c reductase inhibitor

	0,746
	0,005
	Antimutagenic

	0,750
	0,013
	CYP2C substrate
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	0,943
	0,003
	CYP1A1 substrate

	0,940
	0,004
	Membrane integrity agonist

	0,939
	0,004
	CYP1A substrate

	0,907
	0,004
	CYP1A2 substrate

	0,903
	0,011
	CYP2C12 substrate

	0,891
	0,002
	Cytochrome P450 stimulant

	0,892
	0,004
	CYP2B6 substrate

	0,875
	0,005
	Aldehyde oxidase inhibitor

	0,872
	0,005
	CYP2B substrate

	0,863
	0,002
	CYP1B substrate

	0,860
	0,003
	CYP1A inhibitor

	0,852
	0,005
	Membrane permeability inhibitor

	0,840
	0,003
	CYP2A4 substrate

	0,838
	0,002
	UGT1A10 substrate

	0,838
	0,003
	HMOX1 expression enhancer

	0,832
	0,008
	CYP2C substrate

	0,823
	0,006
	CYP3A4 inducer

	0,821
	0,004
	UGT1A substrate

	0,815
	0,004
	UGT1A9 substrate

	0,804
	0,007
	UDP-glucuronosyltransferase substrate

	0,796
	0,002
	CYP1A1 inhibitor

	0,805
	0,017
	Mucomembranous protector

	0,788
	0,004
	CYP2C19 substrate

	0,787
	0,007
	CYP3A inducer

	0,783
	0,004
	CYP1A2 inhibitor

	0,786
	0,008
	Membrane integrity antagonist

	0,776
	0,004
	Lipid peroxidase inhibitor

	0,776
	0,005
	Antihypercholesterolemic

	0,779
	0,009
	Respiratory analeptic

	0,765
	0,004
	UGT1A3 substrate

	0,783
	0,023
	Chlordecone reductase inhibitor

	0,760
	0,003
	Cytoprotectant

	0,749
	0,004
	Pectate lyase inhibitor

	0,750
	0,008
	Vasoprotector

	0,744
	0,010
	Fibrinolytic

	0,747
	0,017
	Feruloyl esterase inhibitor

	0,732
	0,003
	UGT1A7 substrate
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4-(5-(4-metoxcupennn)-4,5-muruapo- 1 H-nupason-3-mr)6enson-1,3-auomn

3 S
IR
N——N

l

Sy HO : OH ‘ OCH;

Molecular Weight: 419,50
3-(2,4-murunpoxcudenun)-5-(4-merokcudenun)-N-benun-4,5-maruapo-
1H-nmupazon-1-kapboTroamMu g
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HA-16 HO O OCHJ

Mr=298,34
4-(5-(2,4-mumetoxcudenmn)-4,5-murunpo- 1 H-mupa3zon-3-um)deson

3anaun ucciief0BaHHA:

OueHuTh aHTUpaOUKaIbHOE JEHCTBHE TMPEACTABIEHHBIX OOpasloB B
OTHOILIEHUH KaTUOH-paiuKaia 2,2’-a3uH006uc(3-3TUII0EeH30THA30IUH-6-
cynbponoBo# kuciotsl) (ABTS™).

Martepuanbl 1 MeTOABI

AHTHpaJUKaIbHOE OEWCTBHE INpeACTaBIEHHBIX OOpa3IOB HCCIENOBAIH B
OTHOIICHHH KaTHOH-paJfKaja 2,2’-a3uH0o6uC(3-3THIIOEH30 THA30THH-6-
cynbdonoBoii kuciotsr) (ABTS™), mcmonssys mHaGop Antioxidant Assay Kit
(Sigma). IlpuHiun Merona 3akiodaeTcss B 00pa3oBaHHM pajaukana (Geppui
MHOITTOOMHA U3 METMHOIVIOOMHAa M TEePOKCHAa BOIOPOAA, KOTOPHIA OKHCISET
ABTS ¢ o6pazosanveM panukan katuoHa — ABTS™. ABTS™ — sTo crabuibHBIH
paauKall, KOTOPBIM MOJXET CyIIeCTBOBATh B BOJHBIX pPacTBOpax IOCTATQUHO
IPOJO/DKMTENIBHOE  BpeMs, OJHAKO BHECEHHME B  PAaCTBOp  Pa3IMYHBIX
aHTHPaJMKAIBHBIX AreHTOB MPHUBOAMT K MX B3ammojeiictemio ¢ ABTS™ wu
OBICTPOMY PpacXOIOBaHHIO («TYIIEHHIO») mocnenHero. Pacxomosanne ABTS™
COIIPOBOXKIAETCS XapaKTEPHBIMU CIIEKTPAIIbHBIMU U3MEHEHHUSIMH, [TO3BOJISIOIIAMHI
PErHCTPUpOBAaTh CKOPOCTh peakuud. BO3MOXHOCTH JO3UPOBaTh HAYaAIbHYIO
KOHLIEHTPAIWIO PaJMKaJIOB B CHCTEME Y KOHTPOJIUPOBATH CKOPOCTh UX TYIIECHHSD»
o0ycloBWIM  mWHMpoKoe wMchonb3oBanue ABTS™  mma  crammaprusarum
AHTUPAIMKAJIBHOW aKTUBHOCTU Pa3iNUYHBIX coenuHeHuut [Miller N.J., Rice-Evans
C., Davies M.J., Gopinathan V., Milner A. A novel method for measuring
antioxidant capacity and its application to monitoring the antioxidant status in
premature neonates // Clin Sci (Lond). 1993. Vol.84. P.407-412.]. B pabore
cpaBHuBamu CcKkopocth "rymenmsa" ABTS™ wucciemyeMsIME BemiecTBaMH M
CTaHIApPTOM, B KayecTBe KOTOPOTO  KCIIONB30BATH  ITOJyCHHTETUYECKHM
BOJIOPAaCTBOPUMBIM aHaior BUTaMuHa E, uMelomui KoMMepyecKoe Ha3BaHHE
"Tponokc". HcnonszoBanue "Tpomokca" mno3BosiseT OUEHUTH 3()(HEKTHBHOCTH
AHTHPAIUKAJIBHOTO NEHCTBUS Yepe3 TaK Ha3bIBA€MBIN "TPOJOKCOBBINA 3KBUBAJIEHT
anTHOKcuaaHnTHOM s¢¢ektuBHOCTH" — TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity). 3nauenuss TEAC yka3bIBaloT: Kakoe KOJMYECTBO TPOJIOKCA B MMOJIB/JI
(MM) "tymut" ABTSe+ ¢ Toii xe 3¢)(heKTUBHOCTEIO, Kak 1 | MM aHaTU3UPyEMOTo
COEIVHEHUSI.

HccnenoBanue aHTHPAAMKAJIbLHON AKTHBHOCTH

IToaroroBka peareHTOB K padore

1. IlpurotoBute 1xAssay Buffer 10-xpatHbiM pa3Benenuem 10%xAssay
Buffer. Micionb30Bate yapTpaOYUINIEHHYIO BOLY.

2





[image: image32.jpg]2. INpuroroButh Myoglobin Stock Solution. J[st 3Toro pa3zsecti MUOTIIOOUH
B 285 Mkn Boasl. TmarensHO mepemeniaTh Ha BopTekce. AMMKBOTHI Mo 20 MKI B
snneHaopdpax xpauuth npu —20°C. Cpok xpa”HeHus 6 wmecsaueB. Jlns
npurotoBienuss Myoglobin Working Solution HeoOxoaumo pasBectn Myoglobin
Stock Solution B 100 pa3, ucnons3ys 1xAssay Buffer.

3. IlpurotoButk Trolox Working Solution. [{nst atoro passectu Trolox B
2,67 mn 1xAssay Buffer, nepememmuBars 10 monHOro pactBopenus. [lomydmimm
Trolox Working Solution xonnentpanueii 1,5 MMois. Xpauuts npu —20°C. Cpok
XpaHeHus 3 mecsIa. '

4. ABTS Substrate Solution. 1 Tabnerky ABTS u 1 tabnetky ¢ocdaTtHo-
uuTpatHoro Oydepa pactBoputh B 100 MII yJNbTpaodMINEHHOH BOABL. MOXHO
xpanuth npu +4°C He 6onee 2 Henens, wiu mpu —20°C — 1 Mecsi.

Kanun6poBouHnasi KpuBasi

Ne Trolox Working | 1 xAssay Buffer, mxn | Konnentparms Trolox,
Solution, MK MMou1b

1 0 500 0

2 S 495 0,015

3 13 485 0,045

4 3 465 0,105

5 70 430 0,210

6 140 360 0,420

OO6pa3npi: Bce 00pa3lbl pacTBOPSUIA B CHUPTE OTWIOBOM 96% 1m0
xoHueHTparyu 10 MM. Ilocne dero aBaxasl 10-kpaTHO pacTBOpsutH B 1xAssay
Buffer no xoneuno# xkornentpanuu 0,1 MM.

Xoa pa6oThI:

1. IIpuroroBure ABTS Substrate Working Solution mocpeacTBoM
no6asnenus 25 Mka 3% nepekucu Bomopona Kk 10 M ABTS Substrate Solution.
Hcnonp3oBath B TeyeHue 20—30 MUHYT.

2. BHectu B nyHKH 96-myHOYHOro ruiaHmera mo 10 MKJI KaTuOpPOBOYHBIX
pacTBOPOB U 10 10 MKJI TECTHPYyEMBIX COETUHEHHA.

3. B xaxnayro nmyHky BHectu o 20 mxi Myoglobin Working Solution.

4. No6aButs 150 mxnn ABTS Substrate Working Solution B kaXmyro JyHKY.

5. NukyOupoBaTh TOYHO 5 MUHYT IIPH KOMHATHOM TeMIepaType.

6. Brectu o 100 M1 cTon-peareHTa B KaXIyrO JIYHKY.

7. ®oTomeTpupoBath npu 405 HM.

8. ITocTpouTh KaMUOPOBOYHYIO KPUBYIO.

9. Beruucnuts 3Hauenuss TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
JUISL UCCIIeTyeMbIX 00BEKTOB.

CraTucTHyeckass o0paboTka pe3yJbTaTOB IIPOBOJWIIACH C TIOMOIIBIO
nporpaMmsl «Statistica 6,0». ITomydyeHHbIe pe3yJNbTaThl MPEACTABIEHBl B BHIE
«cpefHee 3HaYeHWE + CTaHAApTHas OWIMOKa cpeaHero 3HadeHws» [Jlaxuw, I D.
buomempus. / I'.D. Jlakun. — M: Bvicw. wixona., 1980. — 293 c.].

3





[image: image33.jpg]Pe3yabTaThl HCCJIeJOBAHUH

Tabnuna — 3nauenus TEAC uccienyemMbix BeIIeCTB

Ne| Hudp 3nauvennss TEAC IIpumeyanue
1. AHTHpasuKalbHas aKTHBHOCTb B
HA-13 2,57£0,24 2,57 pa3a BbIllle aKTHBHOCTH
Tponokca
2 S AHTHpaauKaJlbHass aKTHBHOCTD
F=5 OTCYTCTBYET
3. AHTHpaguKanbHas akTUBHOCTh B
HA-18 1,28 0,07 1,28 pa3a Bblllle aKTHBHOCTH
Tposokca -
4. ] g AHTHpasMKallbHasi aKTHBHOCTh
bli=10 OTCYTCTBYET
BemectBa TectupoBanu B koHueHntpauu 0,1 MM.
3akioueHue.
OueHunu aHTHpaJuKaJIbHOE JEWCTBHE NPEACTABICHHBIX OOpasloB B
OTHOIICHUH KaTHOH-paJniKasa 2,2’-a3uH00uC(3-3TUNOEeH30THA30IUH-6-

cynbonoBoit kucaotel) (ABTS™). AHTMpanukanbHas aKTHBHOCTh B YCIOBHSX
JJAHHOTO 3KCIIEPUMEHTa OTCYyTCTByeT y o6pa3ioB HA-5 u HA-16.

BeipaXkeHHYI0 aHTHPaIMKalbHYI0 aKTMBHOCTb, IIPEBBIIIAIONTYIO AKTUBHOCTh
Tponokca B 1,28 pasa, mposiBun o6pazer; HASIS.

Hanbonee BBIpaK€HHYIO aHTUPAIUKAIBHYIO aKTUBHOCTH, IPEBBIIIAIOIIYIO
akTUBHOCTH Tpomokca B 2,57 pasa, mposBun obpasen HAS] SIBnsercs
NEPCIEKTUBHBIM Ul JalbHEWININX YIIIyOJN€HHBIX HCCIICIOBAaHHH Ha MpeAMET
aHTUpaJUKAIbHON U aHTUOKCUIAHTHON aKTHBHOCTH.

HUcnoaHurteb:

3aBemyromuii labopaToprel TOKCUKOJIOTHH H N
dapMaKoIoruH, K.M.H. Ulenteety 72 &5 /8 Mlynsray 3.T.
(/noxnvcs, nata
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2018 r.

HCNBITAHUH Ha aHTnpa;mxa.nbﬂylo AKTHBHOCTH
OObexTaMu HCClIeIOBaHUs CIYXWJIu 17 oOpa3loB BEIIECTB Ha HaJIW4We
AQHTHPAJUKAILHONM aKTUBHOCTH B OTHOIIEHUH paJauKaia ,Z[I/I(beHI/IJIl'II/IKpI/IJI-

runapazuia (DI -pagukan, DPPH).

MapkupoBka (Ha3BaHHe) 00pa3loB:

Ne | BuyrpenHuii CrpykrypHas popmyia
nn mugpp H Ha3BaHHe
1 -1 Komriiekc BKIFOUeHUs B-IIUKIIOAEKCTPUHA C
I[UTU3UHOM
Kommnekc BkmoueHus B-IUKIOAEKCTpHHA C
2 JTAH-2 PrTICRO RS
ruradaToM
B o
H /N
\ I/‘IC\
C§C\ o CeHs
3 HNH-5 Br

Chemical Formula: C;9H,,BrNO
Molecular Weight: 358,27

(Z)-2-(1-6pomo-2-theHunBuHUN)-3,4-ATUMETUI-S5-
(heHMIOKCa30IUINH

0
7

OH OH
4 HA-25
Chemical Formula: C15H1203

Molecular Weight: 240,25
E)-1-(2-runpoxcudenun)-3-(4-rugpokcrud eHu ) IIpon-.
2-eH-1-0H
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Chemical Formula: C{7H;404
Molecular Weight: 284,31
(E)-3-(aTokcu-4-runpoxcudenun)- 1 -(2-ruapokcu-
¢erun)npon-2-eH-1-oH

HA-33

e

(0]
Chemical Formula: C;sH;,03
Molecular Weight: 240,25

2-(4-runpoxcudennn)diaBoH-4-oH

HA-35

OH
O 0C,Hs

(0]
Chemical Formula: C;7H;,04
Molecular Weight: 284,31

2-(3-s3ToKCcH-4-ruapoKkcudeHu)praBoH-4-0H

HA-38

Chemical Formula: C,sH,5NO
Molecular Weight: 355,47

(E)-3,5-mumetnn-4-henun-2-(4-cTapui-
(heHuIT)OKCa30IUANH
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Chemical Formula: C{3H;;N30,
Molecular Weight: 241,25

4-runpokcu-N’-(iupuiuH-4-1J1-
METHJIEH )0eH30Tuapa3ua

10

HK-11

OH
0]
I, H —
OOy

Chemical Formula: C;3H; N30,
Molecular Weight: 241,25

2- rugpokcu-N’-(Tupu AuH-4-HJI-
METHJIEH )0eH30THAPA3U/]

11

HX-12

7\ (n) H <—>
NQC_N—Nzl(;I \ /N
Chemical Formula: C;,H;,N,O

Molecular Weight: 226,23
N’ -(nupuauH-4-UI-MeTHIIeH ) A30HHKO THHOT U APA3H

12

HC-84

OH
©: o
C\
NHNH—ﬁ—NH—@
S

Chemical Formula: C;4,H;3N3;0,S
Molecular Weight: 287,34

N-®ennn-2-(2-
I'MIPOKCHOEH30MI)TUAPA3UHKAPOOTHOAMH/T

13

HC-86

HO.
//O
C\
NHNH—ﬁ—NH—@
S

Chemical Formula: C;4H;3N;0,S
Molecular Weight: 287,34

N-®Denun-2-(4-
I'MPOKCHOEH30MI ) TUAPA3UHKAPOOTHOAMHI/T
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Chemical Formula: C;4H;;N;0S
Molecular Weight: 269,32
3-(4-runpoxcudennn)-4-penun-1,2,4-Tpua3on-5-THOH
A
. H2C—C\N A=
15 HKC-67 &b, —CH=CH,

Chemical Formula: C;gH,;NsS
Molecular Weight: 315,44

4-annun-5-anabazuHomeTII- 1,2 ,4-Tpra3oi-3-THOH

H;C 0) —
N
R
N
16 | HA-37(1) CHs

Chemical Formula: C;gH;gN,O
Molecular Weight: 254,33

3,5-npumeTin-4-peHnn-2-(mupuIuH-4- 11 ) OKCATH IHH

WS cn,

H N
O/ C§C\ Yo~ "CeMHs
17 NH-4 (CH,)s-CH;

Chemical Formula: C,5H;3NO
Molecular Weight: 363,54

(4S,55)-3,4-numetrin-5-peHmn-2(peHmIOKTeH-2-
YJ1)OKCAJTUTUH

3axauu HccJIeJ0BAHHA:
OneHuTh aHTHpAJUKAbHOE JEWCTBHE MPENCTABICHHBIX OOpa3loB B

OTHOIIEHUW  panukana  2,2-nudenun-1-nmukpmwiruapasmwia  (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) (DPPH).

MaTepuaJjibl H MeTOAbI
AHTHpaguKalbHOE AEUCTBHUE IPEACTaBICHHBIX 0O0pa3loB HCCIIENIOBAIA B




[image: image38.jpg]OTHOIIEHWH paaukana 2,2-mudenun-1-mukpunruapasuia (DPPH)  [Brand-
Williams W., Cuvelier M.E., Berset C. (1995) Lebensm Wiss Technol 28: 25-30].

HccienoBanne aHTHPaAHKAJIBLHONH AKTHBHOCTH

JI71s OlIeHKM aHTHpaJUKaIbHON aKTUBHOCTH UCCIIEyEMbIX 00pa3I0B B TECTE
¢ JI®@III -paguKanoM HCIONB30BaIM MeTaHONIOBEIH pacTBop JA®IIT (100 uM). s
0TOOpa BEIIEeCTB C BBIPAXEHHOW AHTHUPAIUKAIBHON aKTMBHOCTBIO CMEIIMBAIH 2
mi 100 pM meranonosoro pacreopa JA®II ¢ 20 mMkin ucciemyeMoro o6beKTa,
pPacTBOPEHHOI'0 B M€TaHoJie B KOHIEHTpauuu 5 MM. Takum obpa3om, dbuHaIbHAS
KOHIEHTPAIMsl UCIILITYEMOr0 BEIECTBA B PEAKIIMOHHOM cMecH cocTaBmia 50 uM.
Yepes 10 muHYT mocine nobaBiieHHS pacTBOpa HCIIBITYEMOrO COEOWHEHMS K
pactBopy APIII-panykana u3MepsieM CHHKEHHE ONITUYECKON TUIOTHOCTH IpH 515
HM. JIs BeIecTB, CIIOCOOHBIX CHUXKATh ONTHYECKYIO IUIOTHOCTH Oojiee 4eM Ha
50%, mpoBOIMIM TECT HaA B3aMMOIEUCTBHE C I[q)Hr-paIII/IKaJIOM B (pMHAIBHBIX
KOHIIEHTpalMsIX ucciaeayeMelx Bemects 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM. Ilocne
9ero OIpeNelsid KOHIEHTPAallMI0 HCIBITYEMOIO BEIecTBa, CrocoOHyro Ha 50%
CHIXKATh ONTUYECKYIO IITOTHOCTH — ICs5o(DPPH).

Pe3yabTaThl Hcclie10BaHUI

Tabnuna 1 — 3HaueHUs] ONTUYECKOH IIIOTHOCTH pacTBopa 100 pM JIOIIT -
pagvkana mocie 10-MUHYTHOH HMHKyOalii ¢ WCOBITYEMBIM BEINECTBOM B
¢buHaNEHOM KOHIeHTpau# 50 uM

Ne IIIndp coenuneHus OnTuyeckasi IOTHOCTb

L JIH-1 0.942

2, JIH-2 0.932

- NH-5 1.017

4. HA-25 0.941

3. HA-26 . -

6. HA-33 0.911

7 HA-35 1.005

8. HA-38 0.916

9 HX-10 1.02

10. HX-11 1.013

11, HX-12

12. HC-84

13. HC-86

14. HC-87

15, HKC-67 0.82

16. HA-37 (1) 0.918

17 NH-4 1.018

18. Kontpoins (pactBop DI Ge3 1.038
HCIIBITYEMOTro 00pasia) '





[image: image39.jpg]N3 Tabmumel 1 MBI BUIUM, 9TO coequHeHus ¢ mudpamu HA-26, HC-84 u
HC-86 cHmWXarOT ONTUYECKYIO IUIOTHOCTh UCXOMHOro pactBopa DI -pagukana
Oonee yem Ha 50%, a 3HAYUT SBISIFOTCS TMEPCIEKTUBHBIMH TSI JAJIbHEUIIAX
uccienoBaHuil. OcTrajnpHble COEQUHEHUsT HE TIPOSIBUIM aHTUPAJUKAIBHOMN
aKTUBHOCTH B YCIIOBUSIX JAHHOM T€CT-CUCTEMBI.

Bo BTOpOIi cepur 3KCIEPUMEHTOB MBI H3y4riid ciocooHocth HA-26, HC-84
u HC-86 B paznuunbiX KOHUEHTpanusax (oT 2,5 no 50 uM) B3aumMoeiCcTBOBATh C
JOI -pagukamom. g

Tabnuna 2 — 3HayeHus: ONTUYECKON IIIOTHOCTH pactBopa 100 uM JA®III -
panukana nocie 10-MuHyTHOM HMHKyOaruu c BemectBoM HA-26 B (uHANIBHBIX
KOHLIEHTpaLMsX B peakuuonHon cmecu 50, 25, 20, 15, 10, 5u 2,5 uM

No OuHanpHas KoHLIeHTparus HA-26
B peaKLIMOHHOU cMecH, UM

OnTudyeckas IJIOTHOCTh

1, 50 0.23
2 25 0.794
. 20 0.784
4. 15 0.835
5 10 0.884
6. 5 0.951
7 2,5 0.985
KonTpons (pactop ADII 6e3 1.038
HCIIBITYEMOTro 00pasna) '
70
60 Y =46.515% - 5.7861X+53.948
R?=0.9776
N \
40 \
30
&
20 1
10 LAY
0 1 3 i i ’\;‘?’
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
10 -

Pucynok 1 — 3aBucumocTs ontuyeckoi miotTHocTH pactBopa AT -panukana ot
KoHueHTpauu HA-26




[image: image40.jpg]C mnoMOIIpI0 TOCTPOSHHON KaIMOpPOBOYHOW KpUBOH (pUCYHOK 1)
onpenenwin KoHueHTpauio HA-26, cioco6Hyro Ha 50% CHMXXATh ONTHYECKYIO
wiotHocth 100 pM pactBopa @I -pamukana. Ins HA-26 ICso(DPPH)
oKkaszasnach paBHou 38,4 uM.

Tabnuna 3 — 3HayeHUs ONTUYECKOW TIOTHOCTH pactBopa 100 uM DI -
panukana nocne 10-mMuHyTHOM MHKyOarmmu c BemectBoM HC-84 B (GuHAIBHBIX
KOHIIEHTpaLUsX B peakuronHou cmecu 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM

No @uHanpHas koHneHTpamus HC-84 B
U OnTuyeckas INIOTHOCTb
peakLMOHHOM cMecH, UM

L 50 0.048
2. 25 0.294
3. 20 0.413
4. IS 0.562
) 10 0.698
6. 5 0.848
L B 0.929

Kontpons (pactsop APIIT 6e3 1.038

HCIBITYEMOro obpasna) ]

60

y=42.504x2- 93.189x + 52.426

50 R%=0.9848

AN
NN

\ -
20

\

10 ¢

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

PucyHok 2 — 3aBUCHMOCTH ONITUYECKOU IIOTHOCTU pacTtBopa J DI -panukana ot
koHueHTparmu HC-84

C nDoMmouLIpI0 MOCTPOEHHOM KalMOpPOBOYHOW KpUBOH (PHUCYHOK 2)
onpenenuin kKoHneHTtpauuo HC-84, cnocobHyro Ha 50% CHHXATh ONTHYECKYIO
wiotHocTs 100 pM pactBopa A®II -papukana. [nas HC-84 ICsy(DPPH)
OKasayach paBHOH 15,5 pM.




[image: image41.jpg]Tabnuua 4 — 3HadeHus onTUveckoil mWioTHOCcTH pactBopa 100 pM DI -
panukana nocie 10-MuHyTHOM HMHKyOarmu c BemectBoM HC-86 B ¢uHaNBHBIX
KOHILIEHTpalMsIX B peakliHoHHoH cmecu 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM

Ne | dunanpnas xonuenTpamnus HC-86 B
2 OnTryeckas IIOTHOCTb
peakLMoHHOU cmecu, UM
1, 50 31
i 25 0.575
3. 20 0.644
4. 15 0.708
3. 10 0.758
6. 5 0.817
2 29 0.858
Kontpois (pactop APIIT 6e3
1.038
HCIBITYyeMOro obpasua)
60

50

\ y=160.53x3- 262.09x2 + 43.948x + 57.031
40 R2=0.9978
20 \I

ks

20
10
¢ i 1 —-.-...."‘
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
-10

Pucynox 3 — 3aBUCHMOCTB ONITHYECKO# IIOTHOCTH pacTBopa DIl -paaukana ot
KoHLeHTpauun HC-86

C m[oMOIIBIO IIOCTPOEHHOM KanuOpOBOYHOW KpHBOH (pUCYHOK 3)
ompeznenuan KoHuenTpauuo HC-86, ciocobHyro Ha 50% CHHXKATh ONTHYECKYIO
mwiotHocTe 100 uM  pactBopa @I -pamukana. [ns HC-86 ICsy(DPPH)
oKasayiach paBHoii 31,7 uM.

B xadectBe CTaHAapTHOI'O BCIICCTBA C AHTHOKCHIAHTHBIM JIeNCTBUEM
HCIIOJIB30BaIN aCKOp6I/IHOBy10 KHCIIOTY, IJIA KOTOpOﬁ MBI U3YYUIIH CIIOCOOHOCTE B




[image: image42.jpg]pa3nuuUHbIX KOHIEeHTpauusx (ot 2,5 mo 50 pM) B3aumoperictBoBarh ¢ JIDIII -
PaNKaJIOM.

Tabnuua 5 — 3HaueHust onTUYeckoi IIoTHOcTU pactBopa 100 uM DI -
pagukana mnocie 10-MUHyTHOM WMHKyOanuu C acKOpOMHOBOM KHCIOTOH B
(buHANBHBIX KOHIIEHTPALUAX B peaKIMoOHHOU cMmecH 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM

Ne ®OuHanpHasT KOHIEHTPALIHS

aCKOpOMHOBOM KHCIJIOTHI B Orntryeckas IIOTHOCTh

peaKLMOHHOU cMecH, uM
8. 50 0.029
g, 25 0.418
10. 20 0.51
11 13 0.635
12, 10 0.694
15, 5 0.791
14. e 0.865

KonTpons (pactop APIIT 6e3
1.028
UCIBITYeMOro obpasina)

60

50 -+

\ y = 33.99%%- 30.898x2- 54.638x + 51.519
40 R2 =.0.997
30 \
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PucyHoxk 4 — 3aBucuMOCTh onTudeckoi motHoctu pactBopa @I -pagukana ot
KOHIIEHTpallly aCKOPOUHOBOMN KHCIIOTHI

C nomowpI0 MOCTPOEHHOH KamHMOpPOBOYHOW KpHWBOW (PHCYHOK 4)
OIIPENENIWIN KOHLEHTPALMIO acKOPOMHOBOM KHUCIIOTHI, crocoOHyro Ha 50%
CHI)KAaTh ONTHYECKYI0 IIOTHOCTE 100 pM pactBopa @I -pagukana. s
ackopbuHoBoii kucnots ICso(DPPH) okazanacek paBHoit 19,9 uM.




[image: image43.jpg]3akioueHue.

Ouenunu aHTHpaguKalbHOE JeHCTBHE TIpEICTaBIECHHBIX OOpaslOoB B
orHomennr JI@II-pagukana. HaubGonee BbIpaX€HHYIO aHTHPAIUKAIBHYIO
aKTHBHOCTE B YCJIOBUSAX NAHHOM TECT-CUCTEMBI, IpossBUIM obpasnsl HA-26, HC-
84 m HC-86, nns xoTophIX ObLIa ompeseneHa KOHIEHTpalus, criocobHas Ha 50%
CHIDKATh ONTHYECKYIO INIOTHOCTH 100 pM pactBopa APII -pagukana. s HA-26
ICso(DPPH) oxa3zanace paBnoit 38,4 puM. Jnas HC-84 ICsy(DPPH) oxazanachk
pasHo# 15,5 uM. Jlina HC-86 1Cso(DPPH) oka3zanace pasHoit 31,7 uM.

Ilo momydyennsiM Hamu paHHBIM [Cso(DPPH) (uM) mnst pedepenTHOrO
o0Opaslia, B JaHHOM Clly4ae JUIsi acKOpOWHOBOM KHCIIOTBI OKa3anach paBHOM 19,9
uM. AxtuBHOCTH oOpasua HC-84, mis xotoporo ICso(DPPH) okasanace paBHO#
15,5 uM, He yctynaet pedepeHTHOMY 00pa3sily aCKOpOHHOBOM KUCIIOTE.

Ilo nureparypHsiM naHHbIM [Plattner S. et al. Studying the reducing
potencies of antioxidants with the electrochemistry inherently present in
electrospray ionization-mass spectrometry // Anal Bioanal Chem. — 2014. — 406
(1). = P. 213-224] ICso(DPPH) (uM) mis acKOpOHHOBOM KHCIOTHI — 27, IUIs
rIyTaTHoHa — 49, 1 ruIpoXuHOHA — 27, A7 Tposiokca — 28, st a-Tokodeposa —
28, nis xBepueruHa — 8. TakuMm o6pa3oM, akTUBHOCTh 00pasnoB HA-26, HC-84 u
HC-86 comocTtaBiuMa ¢ aKTHBHOCTBIO H3BECTHBIX aHTHOKCHIAHTOB.

Hcnonnnrenu:
3aBenyrolui 1aboparoprueil TOKCHKOJIOTHH U

(apMakoIoruu, K.M.H. /%é% 34¢%, 7% 1llynsray 3.T.
TIOJIYHCK, JaTa
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MCNbLITAHMH HA aHT AJIbHYI0 AKTHBHOCTD

OO6bexTaMK HCCIIEIOBAaHMS CIY)XHWIH 8 0OpasLiOB BELIECTB HA HAJIHYHE
aHTUPATUKAIbHON aKTUBHOCTHU B OTHOILICHUH pagukana

nudenunmukpuaruapasmia (@I -pagukan, DPPH).
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3agaum ucciiefOBaHUA:

OneHuTh aHTUpAIUKAIBHOE MHEWCTBHE IMPEICTaBIEHHBIX O00pa3loB B
OTHOIIEHWH  paaukana  2,2-mudeHun-l-nmukpunruapasmia  (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) (DPPH).

MartepunaJibl 4 METOABI

AHTHpasvKanbHOE JeHCTBHE MpPeNCTaBIEHHBIX O0Opa3IOB HCCIEHOBAIA B
OTHOWIEHWUM paaukana 2,2-mudenwi-1-mukpuaruapaswia (DPPH) [Brand-
Williams W., Cuvelier MLE., Berset C. (1995) Lebensm Wiss Technol 28: 25-30].





[image: image46.jpg]HccnenoBanue aHTHPAAUKAJIbHOH AKTHBHOCTH

JUist OLleHKHM aHTUPaJAUKaIbHOW aKTHUBHOCTH MCCIIEyeMBIX 00pa3IloB B TECTE
¢ DIl -panukanom ucnonb3oBaii MeTaHoaoBbid pactBop DI (100 uM). Hdns
0TOOpa BEIIeCTB C BBIPAKEHHON aHTUPAIUKAIHHOW aKTUBHOCTHIO CMEIIMBAIU 2
Mia 100 pM meranonoBoro pactBopa H®DII ¢ 20 Mki ucciaemyemMoro o0beKTa,
pPacTBOPEHHOI'0 B MeTaHoOJe B KOHIeHTpauuu 5 MM. Takum obpazoM, dhuHaIbHAS
KOHIIEHTpaLlKs UCIIBITYEMOTI'O BEIIECTBA B PEaKLIMOHHOM cMmecu cocTaBuiia 50 uM.
Yepes 10 muHYT mocie no0aBieHHS pacTBOpa HCIHBITYEMOTO COETUHEHHS K
pactBopy JADIIl -paaukaina usmMepseM CHUKEHUE ONTUYECKON MIIOTHOCTH mpH 515
HM. [ BemiecTB, CIOCOOHBIX CHIDKATh ONTHYECKYIO IUIOTHOCTH Ooliee 4YeM Ha
50%, npoBoamnu TecT Ha B3auMmojekcTeue ¢ JDII -pamukanrom B (QUHAIBHBIX
KOHIIEHTpaluaX ucciaenyeMmsix Bemect 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM. Ilocne
Yero OIpEAeIsUIM KOHLIEHTPALMIO HCIBITYEMOIrO BellecTBa, CcrocoOHyro Ha 50%
CHMXATh ONTUYECKYIO IOTHOCTH — ICs5o(DPPH).

PesyibTaThl HCc/1eA0BaHUH

Tabmuna 1 — 3HadyeHus onTUdeckod IOTHOCTU pacTBopa 100 pM JIDIIT -
panukana mnocie 10-MHUHyTHOM MHKYOalMd C MCHBITYEMBIM BEIIECTBOM B
¢uHanpHOM KOHUEHTpamuu S0 pM

No IIIudp coennuenns ‘”QITI»TI/,I‘-IG(;IJ(‘a}IMI'IJ'[&O’I“}‘I‘OQT ‘,

L HC-98 L

“ HC-99 = .

: | HC-101 0,587

4. HC-102 0,418

3. HA-13 - - 0,120 -

= —r . . 0,851

Te HA-5 0,856

8. HA-18 0,682

g, Kontpons (pactsop APII 6e3 0,852
HCIBITYEMOro obpasina)

W3 tabnuuel 1 Mbl BuguM, yto coenuHenus c¢ mmdpamu HC-98, HC-99 u
HA-13 saBnsroTcs nepcneKTUBHBIMU AJIs JaldbHEHIUX uccienoBanuii. OcraibHbIe
COCIVHEHHs HE IPOSIBUIM BBIPAXKEHHOM AaHTHUPAJAWKAIbHOW aKTUBHOCTH B
YCJIOBUSIX JaHHOM TE€CT-CHUCTEMBI.

Bo BTOpOI#i cepur 3KCIEPUMEHTOB MBI U3Y4YHIH criocobHocTs HC-98, HC-99
1 HA-13 B pasnuunbix koHneHTpauusx (ot 2,5 no 50 uM) B3anMoaeiCTBOBATh C
JOI I -pagukanom.




[image: image47.jpg]Tabnuua 2 — 3HaueHus: onTuYecKod MIoTHOoCcTH pactBopa 100 uM @I -
papukaina nocie 10-mMuHyTHOM MHKyOanuu c BemectBom HC-98 B uHamBHBIX
KOHLIEHTpalMsIX B peakluoHHou cmecu 50, 25, 20, 15, 10, 51 2,5 uM

Ne O®uHanbHas koHeHTpanus HC-98 B
Onrtryeckas IIOTHOCTH
peakLuoHHOM cMmecH, uM
1. 50 0.071
p 8 25 0.243
3. 20 0.287
4. 15 0.451
5. 10 0.57
6. 5 0.728
7. 2.5 0.806
Kontpouns (pactBop JADII 6e3
i ® ¥ 0.907
HCIIBITYyeMOro obpasia)
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C noMompIO IOCTPOCHHOW KalMOPOBOYHOM KPHUBOM  ONpemeNTiIn

xoHueHTpauuo HC-98, cnocobnyro Ha 50% CHIXaTh ONTHYECKYIO IIOTHOCTE 100
uM pactBopa JA®II -pagukana. Ins HC-98 1Cso(DPPH) okazanaces paBHOi 12,5

uM.




[image: image48.jpg]Tabnuua 3 — 3HadeHus onTUdeckoi mioTHocTy pactBopa 100 pM JI®IIT -
panukana mocie 10-muHyTHOM MHKyOanuu c BemectBoM HC-99 B ¢unanbHBIX
KOHLIEHTpalUsIX B peaklinoHHou cmecu 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM

Ne | ®unansHas konuenTpanus HC-99 B
Onrtuueckasi IIOTHOCTD
peakuMoHHOU cMmecH, pM
L. 50 0.159
2. 25 0.325
3. 20 0.396
4, 12 0.55
5. 10 0.609
6. - 0.743
7. 2,5 0.810
KonTpons (pactBop DI Ge3
0.907
UCIIBITYEMOT0 o0pa3ia)

uM.
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C

IIOMOLIBI0  IIOCTPOEHHOW KalHMOpPOBOYHOM KPHUBOH  OMpeaeswin
xoHueHTpaiuio HC-99, ciocobnyro Ha 50% CHUXKATh ONTHYECKYIO IIOTHOCTE 100
uM pactBopa APII -panukana. s HC-99 ICso(DPPH) oka3anace paBHO# 16,7




[image: image49.jpg]Tabmuma 4 — 3HaueHus: ONTUYECKOW MIOTHOCTH pactBopa 100 uM JAPIII -
panukana mocie 10-muHyTHOW WHKyOarwu c BemecTBoM HA-13 B ¢uHanbHBIX
KOHIIEHTpalUsIX B peakunonHo# cmecu 50, 25, 20, 15, 10, 5 u 2,5 uM

No ®uHanpHas KoHIeHTpanus HA-13
Onruyeckas IIOTHOCTh
B PEaKIMOHHOU cMecH, uM
L. 50 0.055
2. 25 0.351
3. 20 0.444
4. 15 0.557
S 10 0.658
6. S 0.763
7. 2,5 0.811
Koutpons (pactBop ADIII 6e3
0.907
UCIIBITYEMOT0 o0pa3ia)
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C mnoMompi0 TMOCTPOEHHOW  KAJIMOPOBOYHOW KPHUBOH  ONpemeiId

xoHueHTpauuo HA-13, cnocobnyro Ha 50% cHMXaTh ONTUYECKYIO ITOTHOCTH 100
pM pactBopa JAPII -panukana. s HA-13 1Cso(DPPH) oxazanacek paBHoit 19,8

uM.
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OueHunu aHTHpaJUKaIbHOE JEWCTBHE IIPEACTAaBICHHBIX OOpa3IOB B
otHomieHnn JI@IIl-pagukana. Haubonee BblpaXX€HHYI0 aHTHPaIUKAIBHYIO
aKTUBHOCTB B YCJIOBHUSAX J@HHOHM TECT-CHUCTeMBI, nposiBunu obpasust HC-98, HC-
99 u HA-13, nns xoTophIx ObUTa ompeseneHa KOHIEHTpaIus, criocobHas Ha 50%
CHIDKATh ONTUYeCcKyIo IIoTHOCTE 100 uM pactBopa DI -pagukana. s HC-98
ICso(DPPH) oxazamace paBmoit 12,5 pM. s HC-99 ICso(DPPH) oxasamachk
pasnoit 16,7 uM. lna HA-13 1Csy(DPPH) oka3anace paBHoii 19,8 pM.

Ilo nurepatypHeiM naHHbiM [Plattner S. et al. Studying the reducing
potencies of antioxidants with the electrochemistry inherently present in
electrospray ionization-mass spectrometry // Anal Bioanal Chem. — 2014. — 406
(1). = P. 213-224] ICso(DPPH) (uM) mis ackopOMHOBOH KHCIOTEI — 27, IS
IIIyTaTHOHA — 49, 71 THAPOXUHOHA — 27, A Tpojokca — 28, s a-Tokoepona —
28, musa xBepuetuHa — 8. Takum o6pa3om, akTHBHOCTH 0o6pa3ioB HC-98, HC-99 u
HA-13 conocraBuMa ¢ aKTUBHOCTBIO U3BECTHBIX aHTHOKCHIAHTOB.

Hcnoanurens:
3aBenyromuii 1adboparopreil TOKCHKOJIIOTHH U

(apMaKoJIOTHH, K.M.H. %% J0.0%. /% Ulyneray 3.T.
noaf#ice, 1aTa
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[image: image52.jpg]AHTHGaKTepHaNbHBIE CPENCTBA C MOMEHTA BHEAPEHHMS MX B LIMPOKYIO MEIMUHHCKYIO
NPAKTHKY CYIIECTBEHHO W3MEHHIH CTPYKTYpY 3a00NeBAEMOCTH M JOCTOBEPHO CHH3MIM
noKasaTeNb aTpUOYTHBHON NETaNbHOCTH OT MHGEKUMOHHBIX 3abonepanuit (Monnet D.L., 2005:
134). B 10 e BpeMs, B IOCIEIHHE NECATUIETHS Ha GOHE 3HAUMMOro pocTa NPHOGPETEHHOI
GaKTepHansHOi PE3HCTEHTHOCTH B KNMHMYECKYIO NPAKTHKY BO BCEM MHpE NOCTYNHNO KpaiiHe
OrpaHHYEHHOE KONMYECTBO HOBBIX aHTHOakTepuansHbix mpernapatoB (Cantén R., 2012: 1269;
Monnet D.L., 2004).

BeemupHas opraHusalis 34paBooxpaHeHHs (BO3) Bhepsble omyOmMKOBaga CIHCOK

YCTOHUMBBIX K NEHCTBHIO aHTMOMOTMKOB “NpPHOPHTETHBIX NMAToreHoB” — 12 BUNOB GakTepwuil,
NPECTARNIOMMX HAHGONBLIYIO YTpo3y L1s 300poBbs yenobeka (WHO virtual press conference,
2017). JlaHHbI CIMCOK KAK OPMEHTHD M CTUMYN ANS HAYYHBIX MCCIENOBAHMI M pa3paloTok B
o6nacTH CO3MaHUY HOBBIX aHTHOHOTHKOB, OBl pazpaboran BO3 mng peluenus HaGuparoien
rnobansHBI MaclITald MHOMKECTBEHHON JEKapCTBEHHOM YCTOMUMBOCTH BO3OynuTeneft Io
OTHOLUEHHIO K aHTHMHKPOGHBIM Npemnapatam (Magiorakos A.P., 2012: 269; Singh V., 2013:
293).

K kpaifHe nDpHOpUTETHOH rpynne, nNpeactaBneHHoil BO3, oTHocgrcs GakTepuu ¢
MHOKECTBEHHOI JIEKApCTBEHHOH YCTOMYMBOCTBIO, NPENCTABNLIOMME OCOGEHHO CEepBEe3HYIo
OMACHOCTS NS NMAlMEHTOB GONBHHULL, NeuebHO-peaGiNIUTAIMOHHEIX IEHTPOB U NALMEHTOB, AN
JeYSHUS KOTOPBIX TpeGyIoTes MEIMUMHCKME YCTPOHCTBA. B 3Ty rpynmy BXOOSAT Takue pOIbI
MHKPOOPraHM3MOB, Kak Acinetobacter, Pseudomonas, Staphylococcus " Pa3NMYHBIE BHIBI
cemelictBa Enterobacteriaceae (Bioouas ponsl Klebsiella, Escherichia, Serratia v Proteus),
SBNSIONMECT BO3GYMTENIMH TOKENBIX M HacTO NETAaNbHBIX MH(EKLUI, TAKMX KaK HHGEKUHH
KPOBOTOKa, MHEBMOHKS M T.0. (Iwamoto M., 2013: 187; Klevens R.M., 2007: 1763; Mehndiratta
P.L., 2010: 738; Gutierrez J., 2009: 459; Hotchkiss R.S., 2003: 141; Ludwig E., 2012: 59;
Feldman C., 2012: 239). V orux GakTepuii chopMHpoBanack YCTONYMBOCTH K JEHCTBHIO
LIMPOKOTO psia aHTHOHOTHKOB BKIIoUas KapOaneHeMb! U 11e(anoclIopHHE! TPETHEro MOKONEeHUS
— HanGonee 5G¢deKTHBHBIE M3 MMEIOIMXCHS AHTHOMOTMKOB IS JeHEHHS OGakTepHaNbHBIX
HHGbEKUMT ¢ MHOXKECTBEHHOH NEeKapcTBEHHOH ycToiunBoctsio (Akortha E.E., 2008: 1637;
"Aminzadeh Z., 2008: 197; Mehrgan H., 2008: 147; Paterson D.L., 2005: 657; Master R.N,, 2011:

291). TNoMHuMO 3010THCTOTO CTahHIOKOKKA, KHILEYHON M CHHETHOMHON MaNouKy KIMHHHECKH

3HAYMMBIMM SBNISIOTCA NATOreHHBIE MUKPOOE pona Bacillus, Salmonella, a Taxxe rpubok pona
Candida.

Llensio HMCCNeNOBaHHS SBAANOCH — M3YHEHME aHTMOAKTEpHaNbHON M IPOTHBOrPHGKOBOM
AKTHBHOCTH BELIECTB, CHHTE3UPOBAHHEIX B nabopatopun HUHM “Hosee Matepuansr” KapI' TV, B

OTHOLICHHH NIEKAPCTBEHHO-1YBCTBUTENBHBIX My3eﬁHbIX LITaMMOB 6al(repuﬁ bi I‘pH6OB.




[image: image53.jpg]B 3TOM 9KCIlepHMeHTe HCCle0Banach NPOTHBOrPUOKOBAS AKTHBHOCTH HAa My3eiHOM
dyBcTBUTENbHOM WTamme Candida albicans ATCC 10231, antuGakTepuaibHas aKTHBHOCT B
OTHOIICHUH ITAIOHHBIX IITAMMOB JUISl H3y4eHHs GaKTePHUIHIHON aKTHBHOCTH - Staphylococcus
aureus ATCC 6538-P (My3eiHbIi 4yBCTBHTENbHBIN 1uTamm), Escherichia coli ATCC 8739
(My3eifHblii  uyBcTBUTENBHBIM wramm), Bacillus  subtilis  ATCC 6633  (My3eifHbIit
YyBCTBHTEIIbHBIN 1TamMM), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (My3elHbli 4yBCTBUTENBHbIH

urramm) u Salmonella enterica ATCC 14028 (My3eliHbIi 4yBCTBUTEIBHBIH IITAMM).

Marepuaiasl 1 METOIbI

Onpedenenue aHmumMukpo6Hol akmueHocmu

OnpeziesieHne aHTHMHKPOOHON aKTHBHOCTH MPOBOJIMIM METOJOM ABYKPATHBIX CePHHHEIX
pa3Be/ieHNil B JKHKOM IMTATEIBHOM Cpelie COrIacHO MexkIyHapoaHoMy ctanaapty CLSI M100-
S25, 2015 "Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing" - M100-S25, 2015,
- Vol 35 — No 3 u meroauyeckuM ykazaHusM «MeToJMYECKHe YKa3aHHUs 10 ONPEIE/ICHHIO
YyBCTBHTEJILHOCTH MUKPOOPIaHM3MOB K aHTHOAKTepHuanbHbM mpenaparam. MYK 4.12.1890-04.
Mocksa. 2004». OnpeneneHue NPOTHBOrMOKOBOM aKTHBHOCTH —IpPOBOIHMIHM  COIJIACHO
MeskayHaponHoMmy crannapry CLSI M27-A2: "Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeast» - Vol. 22 No. 15.

Tumamenvivie cpedbl, peaxmusst u pacmeopsl

Arap Miojtepa-XuHTTOHa, OYyIBOH M{omepa-Xm—n‘ox—za, cpena RPMI 1640 - s
9YKapHOT, PEKOMEHJIOBaHHAs Ul TeCcTHpoBaHus (yHruuuaHoit axrtusaHoctd CLSI M27-A2
"Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeast"), 0.9 %
PacTBOp XJIOpHAa HATPKS (GU3KONOTHUECKHUI PACTBOP).

Obopyoosanue

Jencutomerp DEN-1 (JlarBust), Tepmoueiikep «Comforty (I'epmanus), aHaiuTHUeCKHE
Becsl LB 210-A (Poccust), pH-metp PB11 (I'epmanus), BepTHKanbHbIH aBToKIaB SystecV-120
(Tepmannst), tepmoctar BD-115 (Iepmanus), tamunapbiii 6oke BiolIA/G (Mcnanus), meiikep
IKA MS3 Digital (I'epmanus), nosarop Eppendorf (1-10 mu, 100-1000 mxi, 20-200 mx, 0,5-10
ki) (Cepmanns), Tepmoéaﬂa Haake P14 (I'epmanus1), cucTeMa OUMCTKH BOBI ‘Arium 611 VF
(Tepmanus).

Hcnoavzosannvie mecm-uimammol MUKPOOP2AHUSMOB.

|2 Staphylococcus aureus ATCC 6538-P (My3eifHblil 4yBCTBHTEIBHBIN IITAMM);
2 Candida albicans ATCC 10231 (My3eiHblil YyBCTBHTEIBHbIH ITAMM);

3 Escherichia coli ATCC 8739 (My3eitHblil UyBCTBHTEIbHBIH ITAMM);

4. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (My3eiHbII 4yBCTBHTEIBHBIN IITAMM);




[image: image54.jpg]& Salmonella enterica ATCC 14028 (My3elHBIH qyBCTBHTEIIBHbIH ITAMM);
6. Bacillus subtilis ATCC 6633 (My3elHbIii UYBCTBUTEIBHBIH IITAMM).

Heccaedyemvie 0bpasiyol

Bemectsa, cunTe3upoBanuble B 1adoparopun CBAB "MOCY PK". nox mmdpanmu:
1) HOK-2 (N-(4-1maTHIaMHHO-2-THIPOKCH )-0e H3WIHICHH30HHKOTHHOT HIPa3 L),

2) HOK-5 (N-(2-oxTu1-3-(heHHIT)asIiIuAeH-H30HUKO THHOT HIPA3u L,

3) HOK-7 (N’-(mupuans-4-HIMEeTHIIEH )-H30HHKOTHHOT HAPa3H /L,

4) HOK-15 (N-(¢ropben3uinieH)i30HUKOTHHOTHAPAs3HI,

5) HC-152 (N-(8-0kc0-2.3.4.5.6-rexcarunpo-1H-1,5-meranomupuno[ 1,2a][ 1.5] xrasommn-
3xap6oHOTHON)-3-(eHUIAKPUIAMHUT),

6) HC-153 (3-pernn-N-(2-(nupuaus-3-1i1)IHIepiAuH- 1 -kapboHOTHONT )aKpUIaMHU ),

7) HA-5 ((E)-1-(2,4-nuruapoxcudenin)-3-(4-meTokcubenun)npon-2-eH-1-oH,

8) HA-26 ((E)-3-(atokcu-4-runpokcudennn)-1-(2-ruapokendenu)npon-2-eH-1-0n),

9) HA-39 (2,2-(4.5-muruapo-1H-mupaszon-3,5-mmum)penon).

OGpasipl ObUIM J0CTaBIEHBI B JIAOOPATOPHIO B BUIE CyXWX cyOcraHmmii. JlaHHbIE 1O
KOJIMYECTBY aKTHBHOT'O BEIIECTBA B CYOCTAHIMH IIPEJOCTABICHbI He OBLIM M B CBSI3H C 3TUM TIPU
IPUTOTOBICHHH (a30BBIX PACTBOPOB TECTHPYEMBIX BEIIECTB OPalH HCXOAHYIO CYOCTAaHIMIO 32
100%.

Tlpuzomosnenue 6azo6uix pacmeopos 06paz|os:

BObIHHCTBO 13 IPE/ICTABIICHHBIX 00Pa3IoB HE PACTBOPHMEI B BOJ;{&, HO PacTBOPUMEI B
H30NPONHMJIOBOM CIHpTE, 3TaHole M Xiopopopme. B cBasm ¢ 3TuM Ga30BBIE pPacTBOPBI
TECTHPYEMBIX BELIECTB FOTOBHIHN myTeM pactBopenust 0,02 r cyxoit cybeTtanmuu B 5 Mt 96 %-
HOT'O 3TaHOJI, IIOJIY4YHB TEM CaMbIM PacTBOp ¢ KOHIEeHTpauueit 4 Mr/vir uin 4000 MKr/mi.

IIpuzomosaenue cycnenzuu na usuonoeuveckom pacmeope 0,9 % NaCl

JInst IPUTOTOBJIEHHS CYCTIEH3HIT MHKPOOPTaHW3MOB HYKHOH KOHIIEHTPALMU HCTIOJb30BaIIN
nencutoMerp DEN-1 npejHasHaueHHbIH Ul H3MEPEHHs: ONTHYECKON MIOTHOCTH (MYTHOCTH).
CycIieH3HI0 TOTOBUIM Ha (u3nonoruyeckoM pactsope xiopuna Harpus (0,9 % NaCl). B
IPOOHPKY BHOCHIH 5 M (pM3HOJOTHYECKOr0 PacTBOpa, KOTOPHIH TOMEINAId B IEHCHTOMETP K
H3MEpSUIH ONTHYECKYIO IIIOTHOCTb. :

CHavasia FOTOBHIIH CYCIIEH3MIO ¢ KOHIIEHTpalued 1,5%10% KOE/mi. Jlns Gakrepuii JaHHON
KOHIIEHTPAIHH COOTBETCTBYeT MyTHOCTH 0,5 emuuni nmo Mak®apnanay; a1s rpubos — 2.5. U3
STUX CYyCIEH3Hil JeJanu JecATHKpaTHble pasBeleHHs, mepexocs 1,0 mi cycnensuu B 9.0 mx
CTEPHJIBHOrO (hpM3HOJIOrHYeCKOro pacTBopa. Takum 00pa3oM, NOIydaid pa3BeleHHE 1,5x10°

KOE/mi s Gakrepuit, 5% 10° KOE/Mn s TpuGoB.
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TecTrpoBanue IPOBOIHA Ha KUIKIX IHTATETBHBIX cpesiax: Oy1bon Miosiepa-XunTona
(cTanzapTHas cpejia [Jis H3yyeHHs aHTHOHOTHKOUYBCTBHTEIBHOCTH) | cpea RPMI 1640 (cpena
pekomenzosannas CLSI M27-A2: "Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeast» 115 TecTHpoBaHus GQYHTHIHIOB).

B 15 npobupok tna Eppendorf Buocmim mo 05 ma 6ymsona Miomiepa-XuHToHa 1
cpezsl RPMI 1640.

B mepsyto nmpobupky psza BHecim mo 0,5 M pacTBopa obpasia, MomyuHiM padouyio
koHueHtpamiio 2000 mxr/mi. IMepememany u neperecan 0,5 M BO BTOPYIO IpoOHpPKY psiia,
pasbasuB B 1Ba pasa. KonnenTpauus Bo ;;ropoﬁ npobupxke coctapuaa 1000 mxr/vir. Takam ke
00pa3oM NpPHIOTOBHIIM JBYKpAaTHBIE CepHifHbIe pa3BeJeHHMs 1O IOcienHelf IPOOMpPKH psiia.
KoHeunasi KOHUeHTpauus obpasia B Iociesell mpodupke psiga cocrasmia 0,125 Mxr/mi. B
KaKJIOM Psily CTABUJIM TPH KOHTPOJIbHBIE IPOOHPKH: KOHTPOJIb CPe/ibl, KOHTPOJIb PACTBOPUTENS
(HEeraTMBHBIN KOHTPOJNb WM KOHTPOIh BIMSHHS O5TaHONA pPasHON KOHIEHTpAlMH Ha
JKH3HECTIOCOBHOCTh KJIETOK) W KOHTPOIb POCTa KyJbTyphl Ilocie Bo Bece MpoGHpKH n0OaBHIM
no 0,05 MJI TecT-IITaMMOB MHKPOOpPraHu3MoB. IIporie/lypy MOBTOPHIIH IS BCEX MCIBITYEMBIX
00pa3sIoB B TpeX MOBTOPAX.

O6pasipl HHKYOHpoBain B TeueHne 48-72 yaca npu Temnepatype 22+1 °C s rpubos,
18-24 yaca npu 37+1 °C nua Gaxrepuii. [To ncTeueHnn BpeMeHH MHKYOALMH IPOBOIMIIM BBICEB
Ha vamkd Ilerpu juis onpeneneHus KuBBIX 1teToK. Tlocie BiceBa HalIKh noMernanu B
TepMocTaT Ul HHKyOarmu Ha 48-72 yaca npu Temneparype 22+1°C mus rpubos, 18-24 yaca
npu 37+1 °C s Gakrepuit.

VueT pesynbTaTOB IPOBOAMIM IO HAJTMYMIO BHIMMOTO POCTa MHKPOOPraHH3MOB Ha
TOBEPXHOCTH IUIOTHON MHTATeNBHON cpebl. MHHHMAIbHOM GaKTEPULMIHON KOHIEHTpalueil
(MBK) cuMTanM HaMMEHBINYIO KOHIEHTDAlMIO B HPOOHpKe, KOTOpas MOJABIAIA pPOCT

MHKPOOPTaHM3MOB.

PesyanTarel n 06cykaeHHe

PesynbTaTs! HCeIeRoBaHA aHTHOAKTepHAIbHOM M (YHTHIHIHON AKTHBHOCTH 06pa3uos
HOK-2, HOK-5, HOK-7, HOK-15, HC-152, HC-153, HA-5, HA-26, HA-39 B oTHOIIeHMH
TIATOTeHHBIX MHKpoopranu3MoB: S. aureus ATCC 6538-P, E. coli ATCC 8739, B.subtilis ATCC
6633, P. aeruginosa ATCC 9027, S. enterica ATCC 14028 u C.albicans ATCC 10231

TIpesicTaBiIeHb! B Tabauuax 1-6.
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ATCC 6538-P, mxr/man

Komriempaniy Tect-wramm S. aureus ATCC 6538-P
HceeyeMbIX
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W3 rtabmun 1-6 BHAHO, YTO TeCTHpYeMble BEIIECTBA INPOSBIAIOT MPEIONaraeMyro
GHOJIOTHYECKYI0 aKTHBHOCTh B OTHOLICHHH YCIOBHO-IIATOrCHHBIX OakTepuii M rpuboB poja
Candida.

O6pasupr HOK-2, HC-152, HC-153 u HA 26 aktuBHbI B oTHOmeHHH S.aureus ATCC
6538-P B xonuentparmu 250 Mxr/mi. Cy6eraniun HA-5, HA-39 u HOK-5 6onee addexTuBHb

B OTHOUIEHMH 30JOTHCTOTO CTa)HIOKOKKA, MUHHMaJIbHAs GAaKTepHIIMIHAS KOHIEHTPAIMs ULt
JIaHHBIX 00pastoB cocTaBuia 62,5 MKr/mMa u 125 MKr/mi, cooTBeTcTBeHHO. TectHpyeMmbie
semectBa HOK-7 u HOK-15 mposBuimm MeHbinyio 3(Q(EKTHBHOCTb B OTHOLICHHH JaHHOTO
MHKDOOPTaHH3Ma, IOJABIAA POCT mpH KoHuenTpamusx B 1000 mxr/mm u 500 wmkr/mm,

COOTBETCTBEHHO (Tabimma 1).

Tabmuua 2 — MuHuMasbHas GakTepULMAHAS KOHUEHTpauus o0pasuos B oTHowenuu E. coli

ATCC 8739, mxr/ma

Kowrigrparip Tecr-wramm E. coli ATCC 8739
HCCIIelyeMbIX

o6pasios B
npo6upkax, | HOK-2 [HOK-5
MKF/MIT
2000 = .
1000 - B
500 = E = =

HOK-15|HC-152 | HC-153 [HA-5|HA-26 |HA-39 | OTanon
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Anannz aktuBHocTH obpasnoB HOK-5, HC-152, HC-153 u HA-39 nokasanr, uro B
KOHLeHTpaui 250 MKI/MI JaHHBle COENHMHEHHs 00NanaroT GaKTepHIMIHBIM JEHCTBHEM B
otromennn E.coli ATCC 8739. MunnmansHas GakrepuiuiHas KoHneHTpanus oopasnos HOK-
2 u HA-5, Bei3BaBIIas ruenb TecT-ITaMMa cocTaBuia 125 Mkr/mii. OnHaKo, TecTHpyeMble
semectsa HOK-7 n HOK-15 1 HA-26 Menee 3 ()eKTHBHBI B OTHOIIICHHH Pe3HCTeHTHOTO E. coli
ATCC 8739, ju1st KOTOPBIX 3HAYCHHSI MEHHMAIbHBIX OaKTEPUIMIHBIX KOHIEHTPAIH COCTaBHIIH

500 mxr/mi (tabnuua 2).

Tabmuua 3 — MuHuMalbHas GaKTepPUIHIHAS KOHIEHTpALks 00pasLoB B oTHOLICHHH B.sublilis
ATCC 6633, Mxr/mi

Konuentpauuns Tect-ramm B.subtilis ATCC 6633
HCCHIeyeMbIX

06pastios B
npoGHpKax, HOK-2 |HOK-5| HOK-7 [HOK-15 | HC-152 | HC-153 |HA-5|HA-26 | HA-39 [ 9tauon
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[image: image58.jpg]B xonuenTpauun pasuoii 250 mxr/mi coeaunenns HOK-2, HOK-5, HOK-7, HOK-15, HC-
152 1 HC-153 nposiBun GaxTepuImAHE 5Q(EKT B OTHOLICHHH CIOPOBOH KYIBTYPbI B.subtilis
ATCC 6633. Torma Kak 3HaYeHHs MHHHUMAIbHBIX OAaKTepMIMIHBIX KOHIEHTpAlMH s
coeunennii HA-5, HA-26 u HA-39 ne npesbimany 3HayeHns, paBHoro 31.25 mxr/mi u 125

MKr/MI (Tabimna 3).

Tabmuna 4 — MuHEManbHas GakTepHUHMIHAs KOHIEHTPAIHs OOpaslOB B OTHOINCHHH

P.aeruginosa ATCC 9027, Mxr/mi

Konuentpauus
HCCenyeMbIX
06pasiios B
npo6upkax, | HOK-2 |HOK-5| HOK-7 [HOK-15 | HC-152 | HC-153 [HA-5|HA-26 [HA-39 | 9ranon
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Tecr-uwrramm P.aeruginosa ATCC 9027
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Bee Tectrpyemsle cyGCTaHIMHA NOABISIOT PoCT TecT-mtamma P. aeruginosa ATCC 9027

B KOHIeHTparuu 250 Mxr/mi (Tabmiuna 4).

TaGmiua 5 — MunuManbHas GakTepUIM/HAs KOHLIEHTPAIHs 00paslioB B OTHOMICHUU S.enferica
ATCC 14028, Mxr/mi

Kommermpanys Tect-wramm S.enterica ATCC 14028
HccreyemMbIx

00pasLoB B
npoGupkax, | HOK-2 [HOK-5| HOK-7 |[HOK-15 | HC-152 | HC-153 [HA-5|HA-26 |HA-39 | 3tanon
MKT/MIT
2000 - -
1000 - -
500 - -
250 - -
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O6pasust HOK-2, HOK-5, HOK-7, HC-152, HC-153, HA-26 u HA-39 npossuin
aKTHBHOCT B orTHomeHun S.enterica ATCC 14028, wmuHuManpHas OaKTepUIMAHAS
KoHueHTpauus coctasuna 250 mxr/mi. Tectnpyembie BemectBa HOK-15 u HA-5 wmenee
5 eKTHBHEI B OTHOIIEHUH JAHHOTO TeCT-InTamma, 3Hauenne MBK cootsercTByer 500 MKr/mi

(tabmuna 5).

Tabmana 6 — MunrMMaTpHAs YHIHIHAHAS KOHLEHTpauus obpasuos B otsomenun C.albicans
ATCC 10231, Mxr/mit

Komexparmay Tect-wramm C.albicans ATCC 10231
HCCIIeYeMBbIX
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DyHrHIMHAS AKTHBHOCTb TECTHPYEMbIX OOpA3loB HAXOAMIAch B jManasoHe 2 — 125
mkr/mn g C. albicans ATCC  10231. HanGonee oddeKkTHBHBIME B OTHOLICHHH
AposKenonobHbx rpubos pona Candida oxasamich coemunenus HA-26, HA-5 n HOK-2, s

KOTOPBIX MHKOIMIHAs KOHUEHTpamus cocTaBuia 2 Mkr/mi, 15,6 mxr/wn m 31,25 Mxr/mi,




[image: image60.jpg]cootBercTBeHHO. Coenunerus HOK-S, HOK-7, HC-152, HC-153 3¢ ¢dekTUBHBI B KOHLIEHTpALIUH
125 mxr/mMa, toraa xax coenusHerus HOK-1S u HA-39 noaaBisioT pocT TecT-lUTamMMa B

KOHUEHTpauuu 62,5 Mxr/Mi (tabnuua 6).

3akaoyeHne

Tectupyemsle BelitecTBa — CyOCTaHIMHU, CUHTe3UpoBaHHble B nabopatopun HUU "Hosble
matepuansl” Kapl'TVY, B Toll WM HHOH cTeNeHH NMPOSBISIOT NpEeAnonaraeMyto GHOOTHYECKYIO
aKTHBHOCTH B OTHOLUEHHH YCIIOBHO-TIaToreHHbIX OaxTepuii u rpudos poda Candida.

[TonyueHHble pe3ynbTaTbl aHTUMUKPOOHOH M GYHTMUMAHON aKTUBHOCTH HCMBITYEMBIX
BELIECTB, CBUAETENBLCTBYIOT O MNEPCNEKTHBHOCTH HUX JHaibHeHIUero H3y4deHHs Ha MNpeaMer
HCMOJIB30BAHUST B KAueCTBE MPOTHBOMHGEKUMOHHBIX (MPOTHBOBOCIAIHUTENBHBIX) CPEACTB B

MENUIUHE W/UIIT BETEpUHAPUH.
Ucnonnutens: CHe n1abopaTopuid MUKPOOUOJIOTHU ﬁ?‘z‘y/ Uckaxbaera X .A.

IIporepui: U.o. 3aB. 1ab. MUKpOOHOIOTHH Jxymarasuera A.b.
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HCIIBITAHHIO HA AHTAGAKTEPHANIBHYIO, IPOTHBOrPHOKOBYIO AKTHBHOCTH Ha Oase xaenps
Mukpobronorun KTMY,

Meron_Ttectuposanus TIPOTHBOGAKTEPHATBHON M NPOTHBOrPHGKOBOH AKTHBHOCTH —
METOA Iu(dy3nn B arap ¢ TecT-KyasTypamn: S, aureus; Bacillus subtilis; E. Coli; Ps.aerugiosa

ATCC 9027; Candida ablicans.

Crarnmaprom TPOTHBOGAKTEPHANBHOH AKTHBHOCTH BhIGpaH aHTHOHOTHK
GeH3WINCHUIM/UIHEA HATPHEBAA COMb, FEHTAMHLMH M 1eanoCoOpHHOBEI aHTHOGHOTHK
TPETHEro MOKOJICHHS - Ue()TPHAKCOH, IPOTHBOIrPHOKOBOH AKTHBHOCTH — HECTATHH.

Konnentpauun tectupyemex npemapatos coctansm s anTHOaKTepHANLHOM
AKTHBHOCTH — | MKT, NPOTHBOTPHGKOBOM — 1 MKT. Konuentpanus npenaparos cpasrenns
COCTAaBIUIA 1 MI. AHTHMHKDOGHYIO aKTMBHOCT OGpASLOB OLEHHBATH MO JHaMeTpy 30H
3a/ICpKKH POCTa TECT-INTaMMOB (MM). JlnameTpsI 308 MeHbme 10 MM M CIIOIHON POCT B Jamke
OLCHHBANA KaK OTCYTCTBHE aHTHMHKPOGHOH akTHBHOCTH, 10-15 MM - cabas aKTHBHOCTS, 15-20
MM - YMEPCHHO BbIpaXCHHAA AKTHBHOCTB, CBHINE 20 MM - BhIpakeHHas. Kamsri o6paser
HCIIBITEIBAIIA B TPEX MapaUIENbHBIX OMBITAX.

Cratuctadeckyio 06paGoTKy MpPOBOZHIH MeTonaMH TapaMeTPHYECKOH CTaTHCTHKH C
BEIMHCIICHHEM Cpe/IHEH apu(MeTHIecKol i CTaHIapTHON ommGKy.

Hamu GBut0 nmpomsBezieHo HccrenoBanue MPOTHBOMHKPOOHOH aKTHBHOCTH C/IEAYIOMMX
HOBEIX OPraHMYeCKHMX BEIIECTB: E)-I,3-6nc(2-runpoxcmbenm)—npon-Z-eH-1-0H (AHH-4), (E)-
1-(2-runpoxcudennn)-3 -(4-rupoxcudennn)-npon-2-exu-1-on (HA-25),  (E)-3-(3tokcu-4-
ruapokcupenwn)-1-(2-ruapokcadennn)npon-2-en-1-on (HA-26), 4-(5-(4-metoxcndennn)-4,5-
Auruzipo-1H-nupason-3-um)6enson-1,3-mon  (HA-13), 2-(4-runpokcudenun)pnaBon-4-on
(HA-33), 2,2'-(4,5-Illlmzl‘po-lH-nnpason-B,S-nnun)(beaon (HA-39), 2-(2-
ruapoxcudennn)dnason-4-on (HA-40).

Passenenne nponssoamm 13 pacuera IMr Bemectsa Ha 1M pactBopurTens. Onpenensimu
UYBCTBHTENBHOCTS Gakrepuif K NaHHBIM IpernapataM aubdY3HOHHBIM METOZIOM ¢ MOMOIIBIO
mucko. Mcnionssosanu Gakrepuu: S. aureus, Bacillus subtilis; E. Coli; Ps.aerugiosa, Candida
albicans.

BhicenBamy JaHHEIE KyJIbTYPHl METOXOM ra3OHA HA CHEAYIOUMX MHTATETBHBIX cpenax:
XKCA, cpena Duno, nHTATEBHSL arap u cpena Cabypo. 3arem uamku [leTpn HHKyGHpOBATH B
TedeHne CyTok npu 37*C, mia rpubos 28*C. PesynsTaThl BEBICHHOM 3aJepXKKH pOCTa Ha
cpejiax nokasaHsl B Tabnmmne 1.

Pesynbrathl u 06cyxaenns:

Ta6mna 1 - AHTHMEKpOGHAS H TIPOTHBOTPHOKOBAS AKTHBHOCTD o6pasuoB. [uamerpst
3a/IEpXKKH POCTA TECT-IITAMMOB.
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(E)-1,3-6mnc(2-ruapoxcadenun)-
1 npon-2-exi-1-on (AHH-4) 20+1.0 | 18£1,0 |10£1,0] 10+£1,0 11£1,0
(E)-1-(2-runpoxcudennn)-3-(4-
2 | rugpoxcupenun)-npon-2-en-1-on | 1910 | 11£1,0 [11£1,0) 10+1,0 10+£1,0
(HA-25)
(E)-3-(aToKcH-4-ruapokcudenmn)-
3 |1-(2-ruppoxcudenmm)npon-2-en-1-| 18+1.0 | 14+1,0 [12+1,0] 11+£1,0 11+1,0
on (HA-26) ¢
4-(5-(4-metoxcudennn)-4,5-
4 |murunpo-1H-mupason-3-wn)6enson-| 14+1,0 [ 11+£1,0 [10£1,0| 10£1,0 15£1,0
1,3-muon (HA-13)
2-(4-ruppoxcudennn)bnasoH-4-o1
+ + +
5 (HA-33) 14£1,0 | 13£1,0 |13+1,0{ 11%1,0 12+1,0
2,2 -(4,5-maruapo-1H-mupason-3,5-
+ +
6 mn)benon (HA-39) 14£1,0 | 13+1,0 |13+1,0( 11£1,0 12+1,0
2-(2-runpoxcudennn)draBoH-4-0H
+
7 (HA-40) 18+1,0 [ 11£1,0 (10+1,0{ 10+1,0 11x1,0
Crmpr 3THIOBEL 96% 9+1,0 9+1,0 |9£1,0 9£1,0 9+1,0
Bormoeaouen, Spee |l yseo | - isme] 13 .
comb
I'enTaMuuH 22+1,0 [ 30+1,0 [31+1,0 30+1,0 -
Ledrpuaxcon 30£1,0 | 30+1,0 |29+1,0f 22+1,0 -
Hucrarun - - - - 25+1,0

HCCIICIOBAHHBIC BEINECTBA, II0Ka3BIBAIOT

3akmouenue. B Pe3ynbTaTe MCCIEIOBAHMUS YCTAHOBJICHO, YTO HPAKTHYECKH BCE

cnaby®) aHTHOAKTEepPHATIbHYIO aKTHBHOCT.

HcKmoYeHne COCTABISET KyIbTypa ApOjOKEBBIX rpubkos S. aureus, ana coenunenni (E)-1,3-
6uc(2-ruapoxcudeHnT)-npon-2-eH-1-01

ruapoKcH(penn)-npon-2-ex-1-01

(HA-25),

(AHH-4),

(E)-1-(2-ruapoxcudennn)-3-(4-

(E)-3-(arokcr-4-ruapoxcudennn)-1-(2-

rappokcadermn)npon-2-en-1-on  (HA-26), 2-(2-rumpoxcrpennm)drason (HA-40) xoropsie
061a1at0T yMEPEHHO-BEIPAXKEHHEIM ICHCTBHEM.

HcnonanTeNs: e :
H.0.3a8. KaeApol KIMHUUECKOH UMMYHO
LIEPrONIOTHH M MHKPQOHONORHH, K.MH.

Axwmerosa C.B.
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1. Pecnybanxanekoe 10cy 1apeTBeHHOE NPC/IIpUsITHE
HA NPAaBe X0351{iCTBEHHOr0 BEACHMUS
«Kaparananueknii rocyiapersennpiii Texmi4eckuii yunsepenTers»
Munnerepersa odpasosanus u naysn Peenydunkn Kasaxeran

1.1 Tlo npropurery: PannoHansHOe MCI0AL30BAHHE MPUPOILIX, B TOM UHCIE BOAHBIX
pecypeos, reoorus, nepepaboTka, HOBLIE MATEPHAlbl M TEXHONOIMM, OE30MacHbIe W3/eus u
KOHCTPYKIMH.

1.2 o noanpuoputery: bBHOMEAMLUMHCKHC MaTepHAIbl U OGMONOTMUECCKH AKTHBHLIE
BELECTBA. &

1.3 Tlo Teme 1poe Ne AP05133157 «PaspaGortka s extusibx METONO0B CHHTE3d
XAIKOHOB, (MIABOHOMTOB, CTHILOCIIOMIOB H HX XHMHUYECKOH MOAM(DUKAIMN ¢ HEIbI0 HOHCKA HA
MX OCHOBE IOTEHUMATBHBIX aHTHOKCHIANTHBIX, TPOTHBORBOCIIAINTENBHEIX B aHTHOAKTEPHATBHDBIX
CPEACTB MU MEUITTHBD.

1.4 OBuwas cymma npoekra 27 140 000 (dsadyams ooun Muiiuon cmo copox muicsi)
menize, B TOM HHCIe ¢ pasGHBKOM MO rofaM. I BLINOTHCHHS PabOT COIMIACHO MYHKTY 3:

-1a 2018 rost - B cymye 7 000 000 (cems sunauonos) menze;

-1a 2019 vou - B cymvie 7 063 000 (cearb vutiuonos weempoecsm mpu muicsuw) menze;,

- 1a 2020 roa - B ecymyie 7 077 000 (cenmp MULIUON06 CCMBOCCAN CeMb MbLCsY) menae,

2. Xaparkmepucnua nayuno-mexnuueckoi npooyKuiLi no KeaudhuKkauuonbim
NPUIHAKAM W IKOHOMUNECKIE ROKA3Amenu

2.1 Hanpasnenne  padorst:  PaspaGorka  TEXHOMOTMH  LIOIyueHHs — HOBBIX
(hapyaKosIorHueckux CpesicTB 1a OCHOBE XATKOHOB, (UABOHOM0B, CTUNILOEHOUAOB B YCTOBUAX
KITACCHUCCKOTO OPIAHUYECKOTO CHHTE3a M MHKPOBOIHORO! AKTHBALIH,

2.2 OG:1acth npumeHeHns: DapMakoIorus, MeHLHILA, CENBCKOE XO3SHCTRO.

2.3 KoHeuHbIi pesynsTar:

-3a 2018 roa: Byaer onyGiukosana | CTaTbs B PELCH3MPYEMOM OTEUECTBEHHOM HAYUYHOM
H3IaHHK ¢ HerysesbiM uMmakT-(akropom (Beetnnk Kapl'V. Cepus xumunueckas, 1F Kasbll-
0.041). Byner nozana sasska va matent PK

- 3a 2019 rom: Bynyr onyGnukoBansl | cTaThs B PeLieH3HPYCMOM 3apyOesKIOM HAYYHOM
M3JIAINK. HIACKCHpYeMOM B Oase JaHHbIX Scopus ¢ HelyleBsiM HmiaxT-(axtopom (Russian
Journal of Organic Chemistry. IF-0.603). 1 cratbsi B PELCHINPYEMOM OTEUECTBEHHOM HAyTHOM
U3gauuu ¢ HEHylIeBbIM  umnakt-axropoy (Mspecrns HAH PK. Cepus xumuueckas, IF
Kasbl[=0,093), 1 craibs B pereHsupycMom 3apyGeKHOM HAyYHOM H3JAHMH ¢ HEHYIEBBIM
umnakt-axropom (JKypuan obmeit xumim, [F-0.738). byxer nogana saspka ma marent PK
By.uer onyGimkosana Monorpadms.

- 3a 2020 voa: Bymyr onyGnukomasbl 2 Cratbd B PCICH3HPYEMOM OTEHECTBEHHOM
HAYYUOM M3/aHHM C HCHYNCBBIM MmMnakt-(haxropom (Beetmnk Kapl'V. Cepus xummueckas, I
Kasbll-0,041). 1 crates B peuemupyemMoy 3apyOeKHOM HAYYHOM H3IQHHM € HEHy/Iessiy
uvnaxr-gakropom (Kypran obmweit xumun. IF PUMIL-0.738), 1 craths B peleH3sHpyeMoM
3apy0eKIOM HAYHHOM H3/aHUH, HILIEKCHPYeMOM B §ase Jaimbix SCOpus ¢ HeHYIEBHIM HMIIAKT-
(axTopom (Russian Journal of Organic Chemistry. IF-0,603). Byser nojana 3asiska na narent PK.
Byner onybinkosaia Mosorpadusi.

2.4 MNarenrocnocobnocTs: Marenrocnocoben

2.5 Hayuno-rexumnueckuii yposenn (nosusua): [poekt Gyier BbIIONHEH HA YPOBHE
JYUIIHX MHPOBBLIX Pa3paboTok B Aanuoii cepe.

2.6 Menonb30Banue HayqHO=TEXHIHCCKOH HPOYKILH OCyLUeCTBIseTes: MenomuuTenes.

Car
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.7 Bua ucnonszobaHus

pe3yabTata

HayuHOH

o (MAM)  HAaYYHO-TEXHHUYECKOH

AesrenpHocTi: Pesynprarsl ueeienosannii OyayT MOMOKCHBI B OCHOBY paspabOTKM HOBBIX
GHOIIOIHYECKH AKTHBHLIX BELICCTB IS MCHIIMHBL

3. Haumenosarnue padom, cpoku ux peaiusayuiu i pesyanmantst

Hlndp | Hanmenosauue pabor no | Cpok BeimomHeHus | OIKHIaCMBIH pe3yasTar
3ajann | JIoroBopy M OCHOBHbIE =
HAYaIo | OKOHYalue
s, 9TANA | ITAMbI CTO BEIMOIHENHS
1 Pa3padoTKa MeTo10B Slusapnb Jlo 1 Byayr pazpaboranbi MeTObI
HoJyuelns u 2018 . HOSIOPS | OJYUYCHUSI W OTITHMAITEHEIE YCTIOBHS
ONTHMATHEHBIX YC/I0BHEH 2018 . |cuHTe3a XAIKOHOB U HX
CHHTE3A XAIKOLOB i HX POH3BOHBIX, HCCIC/(OBAHbI
HPOU3BOIBIX, BO3MOIKIIbIE MCXAHMIMbL PEAKLIHI HX
HeCIeI0BalHe 00pa30Balis, YCTAHOBICHBI
BO3MOKHbIX MEXalH3MOB crpoenus. byayr paspaboranb
peakuuii nx 00pasoBanns, METOABI NOTYHCHUS N&TKOHOB B HX
VCTAHOBIEHNE CTPOCHHS. XUMHUECKOH MoanduKarmm. Bymer
. o TPOBC/ACH ONOCKPUHUHI BELLECTB.

Ll Paspabotka meToj108 Susaps Hronp bymyT paspaboTanbl METOALL
TOTYUCHHS U 2018 r. 2018 r.  |mosyuenus M ONTHMATBHBIC YCIOBHS
ONTUMATLHBIX YCIOBUIL CHITE3d XaJIKOHOB B YCIOBHSIX
CHHTE3a XaIKOHOB B KIIACCHYECKOTO CHHTE34,

YCIAOBHSIX KJIACCHYECKOro MHKPOBOIHOBOI U YIbTPasByKoBOil
CHHTE3a. MUKPOBOJIHOBOI aKTuBauuy. B ycnorsx
H YTBTPA3BYKOBOH KOHBEKLHOHHOH, MB n ¥3-
AKTHBAIAN, aKkTUBaLMK OY/TyT CHHTE3HPOBAHBI
HCCE0BAlb! CTPOSHNE HOBBIX
| - XAIKOHOB. .

12 | Cunres, TpoeHne  u| Mionb Jlo1 Byzer nposesien CuHTE3, CTPOCHHE H
Ouonornueckas 2018 r. HOs0ps | BHOMOTHYECKas aKTHBHOCTL
AKTHBHOCTL [THPA30.IMHOR 2018 r HPA3OIHIOB H (PIABOHOB.

1 (aaBoHoOB, Ferepounkiimsanueii XaakoHos 6yyT

NOMYUCHDB! THPA30INILL U ()IIABOHBI

| byuty tposesienbl GHOCKPHHUHT
CHHTE3MPOBAHHBLIX BCIICCTR. byer
omyOrmikoBana 1 crarbsi B
PELEH3HPYEMOM OTCUCCTBEHHOM
HAYUHOM H3JAHUH C HEHYIEBHIM
umnakt-paxropov. byser nosana

- 3asBKa Ha nateHt PK.

2 Cunre3  u  usyuenue | Susapb Jol byner npoBenen cunTes i usyueHa
B3AMMOCBAI3U  «CTpyKTypa| 2019 1. HOAOpA | B3AUMOCBSI3h «CTPYKTYpPa —

— OHOAKTHBHOCTBLY B PSLLY 2019 1. | GHOAKTHBHOCTDLY B Psily POAYKTOB

HPOIYKTOB B3AUMOASHCTBHS 3AMELICHHBIX

B3AUMOJICHCTBHS XPOMOH-3-allbICTH/Ia C HEKOTOPBIMH

3AMCIUCHHBIX  XPOMOII-3- | N-nykneodunamu. byny noyuenst

ANbIErHAA ¢ HEKOTOPLIMHI HOBLIC 3MELLCHHbIE XPOMOIILL M Ha

N-nyksneo(unamu. ocHoBe OyAyT H3yUeHbl B3auMOCBS3b
| «CTPYKTYpa — GHOAKTHBHOCTBY.

2.1 Kownnencarus SluBapb Hions Byner nposejiena Ko eHcaLus
3aMelleipx  Xpomou-3-| 20191, 2019 r. | 3aMeleHHbIX XPOMOH-3-allberua ¢

|

Jalbierniaa ¢ rujpasuHa,

| rupasuaann I

THJIPA3HHOM, FHIPa3sHIaMHu 1
HEPBAYHLIMU OUOTEHHLIMU AMUHAMH.
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HYKJICOpUIAMH.

22 Wcenenosanme Hrons Jlo'1 ByayT ucene0BaHkl M BRISIBICHBI
3AKOHOMEPHOCTH 2019 r. H(J)Iﬁpﬂ KAa4eCTBCHHBIC U KOJTHYECTBEHHBIC
B3aUMOCBA3N «CTPYKTYpa- 2019 1. 3AKOHOMEPHOCTH B3aUMOCHA3H
OHOAKTHBHOCTHY C UCTPYKTY p‘d-5]iDﬁKTHBHOCTB>) 5
HPUMEHEHHEM  KBALTOBO- HPUMEHEHHEM KBAHTOBO-XHUMHUHECKUX
XUMHYECKHX ]’J‘dC‘lt‘ TOB H pacueroBs 1 (])‘dpM‘dKOJlDFld‘ieCKOl'O
(')ﬂ]’)MEil\'()]l()I'H‘ICCK()[U CKPHHHUHIA CHHTE3UPOBAHHBIX
CKPHHMITA coeuienuii. byayr onybanuxosanst 1

| CHHTE3HPOBAHHBIX | CTAaThs B PEUEH3UPYEMOM
} CﬂC[lHHCHIli'L E’rlpy()C)KHOM Hay41HOM U3JaHuH,
MHASKCHPYeMOM B Gase TaHHBIX
| Scopus ¢ HCHYJICBbIM HMIAKT-
(dakropom, 1 crarps B*
PELEH3HPYEMOM OTEUECTBEHHOM
Hay1HOM U3JalHK ¢ HEHYJIEBLIM
HMIMJVI"(])&K TOpOM, 1 crarps B
PCHCH3MPYCMOM 3apyOCiKHOM
HAYUHOM M3/1aHHK C HCHYJICBBIM
umnakT-paxkropoM. byaer nosana
3asska Ha natent PK. byser
UIl}'().'Il‘U\'OB(JllL\ .\1011011311(1)115{.

3 Hanpasnennas Slusapn Jlol byuer nposejena nanpasiennas
XHMHYECKast 2020 1. nostOps | xuMuueckas MoguQUKaLsL
MOJAM(HKALMS 2020 1. | 3aMelleHHbIX CTH/ILORIONIOB,
3aAMCLUCHHbIX H‘deGOTHHﬁ JUIS aHallM3a 1
CTHIILOCHOMIOB, Ouoncreitannii, OtpaboTaHsl
uupaﬁowa A1 aHAIM3a 1 ONTUMAITBHBIC TCXHOIOTMYCCKUE
OHOMCTILITAHUH, TapamMeTpBI oIy eHHs Hanbomnee
OtpaboTka ONTHMATEHEIX OHOAKTHBHBIX MOAN(HINPOBAHHEIX
TEXHOJIOIHYCCKHX XATKOHOB, ﬂ}l}'?ﬁ.’i()J'lHHUB, XPOMOHOB 1
HapamMeTpoB  MoJayucHus | CTHABOECHOMIOB. byayT
Handoree  OHOAKTHBHBIX CHHTC3HPOBAHbBI 3aMCLICHHbIC
.\l(),LLllqualOBﬂllllb!X CHL’leCl[()H,‘JbI u pa;spaGu raibl
XaJIKOHOB, MMWPAa30JIHHOB, MCTO/1bl CHHTC3a Hanbomce
XPOMOHOB " OHOAKTHBHBIX CHHTE3MPOBAHHBIX
CTHIBOCHON,I0R. BCIIECTR, =

3.1 Cunres.  crpoennte  u| Susape | Hionb byier 11poseieH CHHTES, CTPOCHHE U
OHOAKTHBHOCTL 2020 r. 20201 OUOAKTHBHOCT) 3aMELLEHHBIX
3AMCUICHHBLIX L‘Hi.ll:écl‘l\)”)lﬂl&.

L}THHbGCHOHJ()B.

32 | 'OTpa6o'r|<:1 onTUMaTEHEIX | Mroms Ho 1 byayt orpaboransl ontuMaibubie
TEXHOMOTHUECKNX 2020 r. Hos0pst | TeXH0I0rHYecK e I1apaMeTphl
[apaMeTpoB  [ONIydeHHs 2020 r. | nomyucuus Hanbosee GHOAKTHBHEIX
nauboiee  GMOAKTHBHBIX MOIH(DHIHPOBAHHBIX XATKOHOB,

\10,!11(1) HUHPOBAHHBIX
X&@JIKOHOB., MHPAa30JIMHOB.
XPOMOHOB u
CriIL0eHON 108,

[THPa30MHOB, XPOMOHOB 1
CTUILOEHOMILOB. B)’,‘I}/ g ) rpaﬁ(\m}im
| )(l)(psl('lll[illblf METOUbI OJIYYCHUS
HauGoIce NCPCIEKTHRHbIX
GHOAKTHBHLIX COeIMHeHUH. byayT
01y0AMKOBAHBI 2 CTATLY 1
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