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ТҮЙІНДЕМЕ

Есеп беру 55 бет, 20 кесте, 25 әдеби көздер, 2 қосымшадан тұрады.

Кілт сөздер: ПИПЕРИДИН, КҮРДЕЛІ ЭФИРЛЕР, ФТОРБЕНЗОАТТАР, АДАМАНТАНКАРБОН ҚЫШҚЫЛЫ, ОКСИҚЫШҚЫЛЫ, ПИПЕРИДИНКАРБОН ҚЫШҚЫЛЫ, ДӘРІЛІК ЗАТТАР, АНТИМИКРОБТЫ БЕЛСЕНДІЛІК, ФУНГИЦИДТІ БЕЛСЕНДІЛІК, СИНЕРГИЗМ. 
Зерттеу объектілері: С және N-орынбасқан пиперидин туындылары тобына қатысты потенциалды инфекцияға қарсы белсенді AIP шифрлы препараттар. 
Жұмыстың мақсаты: потенциалды инфекцияға қарсы белсенді және/немесе дәріге сезімталдылық реверсиясын тудыруға қабілетті жаңа органикалық құрылымдарды алудың синтетикалық жолдарын анықтау, осы белсенділіктерді анықтауда бағытты молекулалық дизайн әдісімен құрылымдық фрагменттер мен олардың комбинациясын табу.
Бұл есеп беру  «Инфекцияға қарсы белсенділікке ие шынайы отандық инновациялық  фармацевтикалық субстанцияларды (лигандтарды) әзірлеу» (жобаның ЖТН № AP05131065, госрегистрация № 0118РК00079) тақырыбы бойынша ғылыми-зерттеу жұмысының үшжылдық циклдің екінші жылының нәтижесі болып табылады.

2019 жылдың сатысының аталуы: Инфекцияға қарсы белсенділігі бар және/немесе орынбасқан пиперидин туындыларының дәрілік сезімталдығын қалпына келтіруге қабілетті фармацевтикалық субстанциялардың (лигандтардың) мақсатты молекулярлық дизайн негіздерін жасау.
Зерттеу әдістері: органикалық химияның классикалық әдістері, ИҚ, ЯМР  спектрометрия, жұқа қабатты хроматография,  in vitro микробқа қарсы (антимикробы және фунгицидті) белсенділігін, аралас сынақта фракциялық ингибиторлық концентрацияны анықтау.
Жұмыстың нәтижесі және олардың жаңалығы:

N-орынбасқан 4-оксопиперидиндер молекуласы қатарының химиялық модификациясы және жаңа инновациялық фармацевтикалық субстанцияларды (лигандтарды) алу мақсатында көшбасшы қосылыстар жүргізілді. Инновациялық полифункционалды пиперидин туындыларын ұтымды жобалау үшін бастапқы синтондар жасалды. Фтор-фенил, циклопропан, адамантан, нафтилокси топтарының фрагменттері бар жаңа C-, O- және N-орынбасқан пиперидиндерді алу жолдарын жасауда скринингтік зерттеулер жүргізілді.
Пиперидин туындыларынан жаңа дәрілік  препараттарды іздеу мақсатында N-орынбасқан пиперидин-4-он негізінде изопропанолдағы натрийборгидридімен қалпына келтіру синтезі арқылы сәйкес екіншілік спирттер жасалды. Әрі қарай транформациялау мақсатында реакцияның аралық өнімі ретінде 1-бензил-4-оксопиперидиннің кетоксимпиперидині синтезі жүргізілді. Бір, екі және үш фтор атомын, нафтоилокси тобын және адамантан фрагменттерін пиперидин құрылымдарына енгізу үшін, сонымен қатар қосылыстардың инфекцияға қарсы белсенділігіне әсерін анықтау үшін фторбензой қышқылының күрделі эфир гидрохлоридтері, нафто және адамантанкарбонқышқылының  күрделі эфир гидрохлоридтері синтезделді.
N-орынбасқан пиперидин-4-он мен ацетонциангидрин әрекеттесу арқылы кристалды циангидриндер алынды. Аминоқышқылдарды алу мақсатында олардың қышқылдық гидролизі [1-алкил, 1-арилалкил-]-4-гидрокси-4-карбоксипиперидиндердің түзілуімен жүргізілді. N-орынбасқан 4-гидрокси-4-карбоксипиперидиндер гидрохлоридтерінің гидроксил тобына циклопропанкарбон және о-фторбензой қышқылдарының эфирлері синтезделді. Синтезделген заттардың құрылысы ИҚ спектроскопия,  1Н және 13С ЯМР спектроскопия мәліметтері негізінде дәлелденді.
Зерттеудің жаңалығы белгісіз функционалды түрде алмастырылған пиперидин туындыларының классикалық органикалық әдістерді қолдана отырып және олардың антимикробтық, фунгицидтік белсенділігін зерттеуге арналған  пиперидин туындыларының молекулалық дизайнында инфекцияға қарсы белсенділігі бар жаңа азациклді туындылардың молекулярлық дизайнының ғылыми негіздерін жасау болып табылады. 

Гетероорганикалық туындылардың микробқа қарсы белсенділігі in vitro тәжірибелерінде микроорганизмдердің сезімтал және мультирезистентті сынама-штаммдарында зерттелді. AIP-23, AIP-17 1000 мкг/мл және 250 мкг/мл концентрациясында сезімтал S. aureus ATCC 6538-Р қатысты антимикробтық белсенділік көрсетті. AIP-17 және AIP-22 жоғары - 2000 мкг/мл, ал AIP-23 – 500 мкг/мл концентрациясында сезімтал E. coli ATCC 8739 қатысты антимикробтық белсенділік көрсетті. AIP-22 және AIP-23 – 1000 мкг/мл, ал AIP-17 – 500 мкг/мл концентрациясында Candida текті саңырауқұлақтар туысына қатысты фунгицидтік белсенділік көрсетті.
ДМСО ерітілген гетероорганикалық туындыларды зерттеу барысында AIP-15, AIP-16 және AIP-29 – 125 мкг/мл, 125 мкг/мл, 500 мкг/мл концентрацияларында сезімтал S. aureus ATCC 6538-Р қатысты антимикробтық белсенділік көрсеттіндігі анықталынды. AIP-15, AIP-16, AIP-18 және AIP-24 – жоғары 2000 мкг/мл, ал AIP-29 – 1000 мкг/мл концентрациясында сезімтал E. coli ATCC 8739 қатысты антимикробты белсенділік көрсетті. AIP-18 – жоғары 1000 мкг/мл, ал AIP-15, AIP-16 МБК 500 мкг/мл концентрациясында Candida текті саңырауқұлақтар туысына қатысты фунгицидтік белсенділік көрсетті, ал AIP-24 және AIP-19 фунгицидтік белсенділік 250 мкг/мл және 125 мкг/мл көрсеткіште анықталынды. 

AIP-15, AIP-16, AIP-23, AIP-15 және AIP-16 – 31 мкг/мл және 63 мкг/мл концентарциясында мултирезистентті Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39 және Escherichia coli ATCC ВАА-196 қатысты бактерицидті белсенділік көрсетті, МБК AIP-23 – 250 мкг / мл болып табылады.

AIP-15+гентамицин, AIP-15+амоксициллин, AIP-16+гентамицин, AIP-19+нистатин, AIP-20+нистатин, AIP-21+нистатинді аралас тестілеу барысында МБК бірнеше рет төмендеп, синергитикалық әсер туындайтындығы анықталынды.
Енгізуге ұсыныстар немесе ғылыми зерттеу жұмыстарының мәліметтерін енгізудің нәтижелері 

Ғылыми зерттеуді жүргізу барысында келесі нәтижелер ұсынылды:

- Пиперидин туындылары, , мультирезистентті Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39  және Escherichia coli ATCC ВАА-196 микробқа қарсы әсерге ие AIP-15, AIP-16 және AIP-23 шифрлы қосылыстар, микробқа қарсы агент ретінде қолданыла алады және клиникаға дейінгі толық кешеннен өтуді ұсынады, атап айтқанда спецификалық белсенділік және созылмалы улылық.

-  потенциалды дәрілік заттар ретінде жаңа полифункционалды пиперидин туындылары;
- классикалық және компьютерлік химия әдістерін қолдана отырып, фармакологиялық белсенді күрделі  молекулаларды мақсатты түрде алу әдістері.

Қолданылу аймағы: Нәзік органикалық синтез. Медициналық химия. Медицина.

Зерттеу объектісінің дамуы үшін болжамды пайымдаулар. Алынған мәліметтер негізінде AIP-15, AIP-16 және AIP-23 қосылыстарын тереңдетілген клиникаға дейінгі зерттеуге, жануарларға ұзақ уақыт қолданғаннан кейінгі уытты әсерлердің  қауіпті жанамасы болмаған жағдайда ұзақ мерзімді перспективада ұсынуға болады. 
РЕФЕРАТ

Отчет содержит 55 с., 20 табл., 25 источников, 2 приложений.
Ключевые слова: ПИПЕРИДИН, СЛОЖНЫЕ ЭФИРЫ, ФТОРБЕНЗОАТЫ, АДАМАНТАНКАРБОНОВАЯ КИСЛОТА, ОКСИКИСЛОТА, ПИПЕРИДИНКАРБОНОВАЯ КИСЛОТА, ЛЕКАРСТВЕННОЕ СРЕДСТВО, АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ, ФУНГИЦИДНАЯ АКТИВНОСТЬ, СИНЕРГИЗМ.
Объекты исследования: препараты под шифрами AIP, относящиеся классу C- и N-замещенных производных пиперидинов с потенциальной  противоинфекционной активностью.
Цель работы заключается в создании синтетических путей получения новых органических структур с потенциальной противоинфекционной активностью и/или способностью вызывать реверсию лекарственной чувствительности, выявлении структурных фрагментов и их комбинаций в проявлении той или иной биоактивности методом направленного молекулярного дизайна. 

Настоящий отчет является результатом второго года трехгодичного цикла НИР по теме: «Разработка оригинальных отечественных инновационных фармацевтических субстанций (лигандов), обладающих противоинфекционной активностью» (ИРН проекта№ AP05131065, № госрегистрации 0118РК00079).

Название этапа работ на  2019 г.: Разработка основ направленного молекулярного дизайна фармацевтических субстанций (лигандов)  с противоинфекционной активностью и/или способностью вызывать реверсию лекарственной чувствительности замещенных производных пиперидина

Методы исследования: методы классической органической химии, ИК, ЯМР спектрометрия, тонкослойная хроматография, определение противомикробной (антимикробной и фунгицидной) активности  in vitro, определение фракциональной ингибирующей концентрации при комбинированном тестировании.  
Результаты работы и их новизна:
Проведена химическая модификация молекул ряда N-замещенных 4-оксопиперидинов и соединений - лидеров с целью получения новых инновационных фармацевтических субстанции (лигандов). Проведена наработка стартовых синтонов для рационального конструирования инновационных полифункциональных пиперидиновых производных.  Разработаны пути получения новых С-, О- и N-замещенных пиперидинов с фрагментами фтор-фенилов, циклопропана, адамантана, нафтилоксигруппы, проведены скрининговые исследования.

С целью поиска новых лекарственных веществ в ряду производных пиперидина на основе N-замещенных пиперидин-4-онов восстановлением натрийборгидридом в изопропаноле наработаны соответствующие вторичные спирты. Проведен синтез и наработка кетоксимпиперидина 1-бензил-4-оксопиперидина в качестве промежуточного полупродукта реакции с целью дальнейших трансформаций. С целью введения одного, двух и трех атомов фтора, нафтоилоксигруппы и фрагмента адамантана в структуры пиперидинов, а также с целью выяснения влияния на противоинфекционную активность соединений синтезированы гидрохлориды сложных эфиров фторбензойных кислот, гидрохлориды сложных эфиров нафтойной и адамантанкарбоновой кислот. 

Получены кристаллические циангидрины путем взаимодействия N-замещенных пиперидин-4-онов с ацетонциангидрином. С целью получения аминокислот проведен их кислотный гидролиз с образованием [1-алкил, 1-арилалкил-]-4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов. Синтезированы сложные эфиры циклопропанкарбоновой и о-фторбензойной кислот по гидроксильной группе гидрохлоридов N-замещенных 4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов. Строение синтезированных веществ установлено на основании данных ИК спектроскопии и спектроскопии ЯМР 1Н и 13С.

Новизна исследований заключается в разработке научных основ молекулярного дизайна  новых производных азациклического ряда, обладающих противоинфекционной активностью, в молекулярном дизайне новых, ранее неизвестных функционально замещенных производных пиперидинов с привлечением методов классической органической и изучении их   противомикробной, фунгицидной активности. 

Исследована антимикробная активность гетероорганических производных в опытах in vitro на чувствительных и мультирезистентных тест-штаммах микроорганизмах. Показано, что в отношении чувствительного S. aureus ATCC 6538-Р антимикробная активность проявлена у AIP-23 и AIP-17 в концентрации 1000 мкг/мл и 250 мкг/мл, соответственно. В отношении чувствительного E. coli ATCC 8739 антимикробную активность зафиксировали у AIP-17 и AIP-22 в высокой концентрации – 2000 мкг/мл,  у AIP-23 в концентрации 500 мкг/мл. В отношении дрожжеподобных грибов рода Candida была выявлена фунгицидная активность у AIP-22 и AIP-23 в концентрации 1000 мкг/мл, у AIP-17 – 500 мкг/мл.

При исследовании гетероорганических производных растворенных в ДМСО установлено, что в отношении чувствительного S. aureus ATCC 6538-Р антимикробная активность проявлена у AIP-15, AIP-16 и AIP-29 в концентрациях 125 мкг/мл, 125 мкг/мл и 500 мкг/мл, соответственно. В отношении чувствительного E. coli ATCC 8739 антимикробная активность наблюдалась у AIP-15, AIP-16, AIP-18 и AIP-24 в самой высокой концентрации – 2000 мкг/мл, у AIP-29 в концентрации 1000 мкг/мл. В отношении дрожжеподобных грибов рода Candida была выявлена фунгицидная активность у AIP-18 в высокой концентрации – 1000 мкг/мл, у AIP-15, AIP-16 МБК составила 500 мкг/мл, тогда как у AIP-24 и AIP-19 проявили фунгицидную активность на уровне 250 мкг/мл и 125 мкг/мл, соответственно. 

В отношении чувствительного S. aureus ATCC 6538-Р антимикробная активность зафиксирована у AIP-21 в концентрации 500 мкг/мл, а у AIP-20 в высокой концентрации – 2000 мкг/мл. В отношении чувствительного E. coli ATCC 8739 антимикробная активность наблюдалась у AIP-21 в самой высокой концентрации – 2000 мкг/мл. Следует отметить фунгицидную активность AIP-20 и AIP-21 в отношении C.albicans ATCC 10231, их МБК была зафиксирована на уровне 125 мкг/мл и 250 мкг/мл, соответственно. 

В отношении мультирезистентного Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39  и Escherichia coli ATCC ВАА-196 были исследованы AIP-15, AIP-16 и AIP-23. AIP-15 и AIP-16 проявили бактерицидную активность в концентрации 31 мкг/мл и 63 мкг/мл, соответственно. МБК AIP-23 составила 250 мкг/мл.

Установлено, что комбинированное тестирование AIP-15+гентамицин, AIP-15+амоксициллин, AIP-16+гентамицин, AIP-19+нистатин, AIP-20+нистатин AIP-21+нистатин приводит к синергитическому эффекту, снижая МБК в несколько раз.
Рекомендации по внедрению или итоги внедрения НИР 

В результате проведения научных исследований конкретно могут быть рекомендованы для использования следующие результаты:

- Производные пиперидинов, соединения под шифрами AIP-15, AIP-16 и AIP-23, обладающие выраженным противомикробным действием в отношении мультирезистентного Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39  и Escherichia coli ATCC ВАА-196, могут найти применение в качестве противомикробных средств и рекомендуются на проведение полного комплекса доклинических исследований, в частности,  специфической активности и хронической токсичности.

- новые полифункциональные производные пиперидина как потенциальные лекарственные средства;
- способы направленного получения фармакологически активных сложных молекул с использованием подходов классической и компьютерной химии. 
Области применения. Тонкий органический синтез. Медицинская химия. Медицина.

Прогнозные предположения о развитии объекта исследования. Исходя из полученных данных, можно рекомендовать соединения AIP-15, AIP-16 и AIP-23 для углубленного доклинического исследования, а в более отдалённой перспективе, при отсутствии опасных побочных и токсических эффектов при длительном введении животным – и для клинических испытаний в качестве противоинфекционного препарата. 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете по НИР использованы следующие обозначения и сокращения с соответствующими определениями:
	ИК
	– инфракрасный спектр

	ЯМР
	- ядерный магнитный резонанс

	м.д.
	– миллионные доли

	т.пл.
	– температура плавления

	мин
	- минут

	ТСХ
	– тонкослойная хроматография

	Rf
	– коэффициент распределения в хроматографии

	β-ЦД
	– β- циклодекстрин

	ВИЧ
	– вирус иммунодефицита человека

	ВОЗ
	– Всемирная организация здравоохранения

	ИВ
	– исследуемое вещество

	КОЕ
	– колониеобразующая единица

	МБК
	– минимальная бактериостатическая концентрация

	мг
	– миллиграмм 

	мл
	– миллилитр

	мкг
	– микрограмм 

	MTT 
	– метилтиазолилдифенил-тетразолиум бромид 

	нм
	– нанометр 

	ОП 
	– оптическая плотность

	нм
	– нанометр 

	ЭДТА
	– этилендиаминтетрауксусная кислота

	ATCC
	– American type culture collection (Американская коллекция типовых культур)

	СDC
	– Centers for disease control and prevention (Центры по контролю и профилактике заболеваний в США)

	CLSI
	– Clinical and Laboratory Standards Institute (Институт клинических и лабораторных стандартов)

	DMSO 
	– диметилсульфоксид

	DМЕМ 
	– минимальная среда Игла, модифицированная Дюльбекко

	in vitro 
	– опыт вне живого организма (на стекле)
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	– среднее квадратичное отклонение

	ХОБЛ
	– хроническая обструктивная болезнь легких

	ФИК
	– фракциональная ингибирующая концентрация

	ИБС
	– ишемическая болезнь сердца 

	FDA
	– Food and Drug Administration (Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов, США)


ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на развитие инновационных и передовых направлений исследований в области разработки новых лекарственных препаратов, а также на научные открытия прошлого века, проблема инфекционных болезней остается актуальной во всех без исключения странах мира. Об этом свидетельствуют данные ВОЗ, которые показывают, что смертность больных от инфекционных болезней занимает третье место в мире после неинфекцонных заболеваний (ИБС, инсульт, ХОБЛ), а в странах с низким уровнем доходов смертность от инфекционных заболеваниях стоит на первом месте [1]. Одной из причин неэффективности проводимого лечения является возросший уровень распространения лекарственной устойчивости возбудителя инфекции, что приводит к снижению или полной потере эффективности проводимой терапии и, соответственно, к необходимости поиска новых медикаментозных средств.
Значение химиопрофилактики и химиотерапии как способа борьбы с бактериальными инфекциями трудно переоценить, особенно в плане своевременной защиты населения в экстренных эпидемических ситуациях. Разработка и внедрение в медицинскую практику новых антибиотиков стоит очень дорого, а устойчивые штаммы бактерий появляются и распространяются слишком быстро, в результате чего многие фармацевтические компании просто отказались от проектов создания новых антибиотиков.

Поэтому исследование и разработка новых лекарственных средств, а также совершенствование методов оценки их качества для обеспечения максимальной терапевтической эффективности и безопасности является одной из главных задач фармацевтической химии.

Новизна предлагаемых исследований заключается в разработке направленного молекулярного дизайна оригинальных (уникальных) отечественных инновационных фармацевтических субстанций (лигандов), потенциально обладающих противоинфекционной активностью для медицины. Указанная общая задача включает проведение  трансформации полифункциональных гетероциклических производных в новые соединения и изучение их биологической противоинфекционной (противомикробной, противовирусной, фунгицидной) активности.  

Научно-технический уровень исследований определяется наличием международного сотрудничества, публикаций в международных и республиканских рецензируемых научных журналах, подтверждающей практическую ценность исследований, а также опубликованными  выступлениями на международных конференциях в области проводимых исследований.
Приложение А: Выписка из Протокола №16

Приложение Б : Список публикаций в рамках проекта.

	

	


1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
С момента открытия в 1928 г. антибиотики являются ключевым инструментом в общественном здравоохранении, спасшим миллионы людей по всему миру. Однако возникновение лекарственной устойчивости у большого числа микроорганизмов осложняет, а зачастую делает невозможным лечение заболеваний, вызванных этими патогенами [2]. 

Бактерии мутируют достаточно часто, но до сих пор наука оперативно отвечала на этот вызов. С открытием антибиотиков, обладающих избирательным действием на микробы in vivo, могло показаться, что наступила эпоха окончательной победы человека над инфекционными болезнями. Но уже вскоре было обнаружено явление резистентности отдельных штаммов болезнетворных микробов к губительному действию антибиотиков. По мере увеличения сроков и масштабов практического применения антибиотиков нарастало и число устойчивых штаммов микроорганизмов. Если в 40-х годах клиницистам приходилось сталкиваться с единичными случаями инфекций, вызванных устойчивыми формами микробов, то в настоящее время количество, например, стафилококков, устойчивых к пенициллину, стрептомицину, хлорамфениколу (левомецитину) превышает 60-70 % [3].

О глобальном характере проблемы устойчивости к лекарственным препаратам говорит тот факт, что все больше различных организаций по всему миру пытаются объединить свои усилия в мониторинге и борьбе с лекарственно устойчивыми формами микроорганизмов [4-6].

На сегодняшний день существует такое понятие как перекрестная устойчивость, когда микроорганизмы, обладающие устойчивостью к одному антибиотику, одновременно устойчивы и к другим антибиотическим веществам, сходным с первым по механизму действия. Например, микроорганизмы, ставшие устойчивыми к тетрациклину, одновременно приобретают устойчивость к хлортетрациклину и окситетрациклину. Известны штаммы микроорганизмов, которые содержат в своих клетках так называемые R-факторы, или факторы резистентности. Распространение R-факторов среди болезнетворных бактерий в наибольшей степени снижает эффективность лечения многими антибиотиками по сравнению с другими видами микробной устойчивости, так как обусловливает устойчивость одновременно к нескольким антибактериальным веществам.

Все эти факты говорят о том, что для успешного лечения антибиотиками следует пытаться преодолевать лекарственную устойчивость микробов.

Основными путями преодоления устойчивости, снижающей эффективность лечения, микроорганизмов к антибиотикам являются:

- изыскание и внедрение в практику новых антибиотиков, а также получение производных известных антибиотиков;

- применение для лечения не одного, а одновременно нескольких антибиотиков с различным механизмом действия; в этих случаях одновременно подавляются разные процессы обмена веществ микробной клетки, что ведет к быстрой ее гибели и в значительной степени затрудняет развитие устойчивости у микроорганизмов; 

-применение комбинации антибиотиков с другими химиотерапевтическими препаратами;

- подавление действия ферментов, разрушающих антибиотики;

-освобождение устойчивых бактерий от факторов множественной лекарственной устойчивости.

До появления антибиотиков смертность от стафилококковых инфекций в крови или внутренних органах доходила до 90 %. После появления пенициллина она начала снижаться, но к 1950 году устойчивость к пенициллину выработали 40 % больничных штаммов, а к 1960-му – уже 80 %. Некоторое время врачам удалось продержаться за счет новых модификаций антибиотиков того же класса бета-лактамов, но буквально через несколько месяцев и на них «коварный» микроб начинал вырабатывать гены лактамаз [7]. 

Несколько десятков лет после появления пенициллина фармакологи продолжали разрабатывать новые антибиотики, врачи - успешно их применять, и к концу 1970-х казалось, что инфекционным болезням скоро настанет конец, но конец настал оптимистичным прогнозам. Тем более что активная разработка более эффективных модификаций известных классов антибиотиков по многим, в том числе финансовым причинам в последние десятилетия постепенно сокращалась. А последний новый класс – фторхинолоны – появился в 1980 году. Да и их с тех пор только модифицировали и совершенствовали.

Рост числа устойчивых штаммов специалисты обсуждали и 20, и 30 лет назад, но в подавляющем большинстве случаев в узкоспециализированных 
научных  журналах. 
В 2001 году, когда стало окончательно ясно, что фармпромышленность проигрывает в гонке с патогенами, ВОЗ обнародовала «Глобальную стратегию по сдерживанию кризиса резистентности к противомикробным препаратам» [8]. Но призыв срочно приступить к решению проблемы совпал с терактами 11 сентября и письмами со спорами сибирской язвы, переключившими внимание общественности и правительств на борьбу с терроризмом.

За несколько последних десятилетий было разработано мало антибиотиков, так как на разработку новых форм препаратов необходимо большое количество финансовых средств и времени, а антибиотикорезистентность у микроорганизмов формируется в течение года и менее. С 2003 года стоимость работ, проведенных до получения компанией-разработчиком регистрационного удостоверения от FDA, увеличилась более чем в два раза и в настоящее время составляет в среднем 2,6 миллиарда долларов [9,10].

Также на факт отсутствия производства новых препаратов влияет короткий курс их приема. В отличие от препаратов, применяемых для лечения сердечно-сосудистых, пульмонологических, онкологических и других заболеваний, курс приема антибиотиков редко превышает четыре недели, даже в самых серьезных случаях. В среднем прием антибиотиков длится 7-14 дней. Этот факт также способствует отказу фармацевтических компаний от дальнейшей разработки антибактериальных препаратов, по причине недостаточно большого объема средств, получаемых от реализации антибиотиков.

Даже после регистрации новых антибиотиков они вводятся регуляторными органами в резерв, как правило, в целях предотвращения быстрого развития к ним бактериальной резистентности [11]. Данный факт еще более ухудшает положение антибиотиков в качестве объекта для инвестиций.

Все вышеперечисленные причины приводят к тому, что крупные фармацевтические компании все чаще отказываются от работ в области разработки новых антибиотиков. Поэтому большинство имеющихся в настоящее время лекарств – модификация уже существующих классов антибиотиков, имеющих лишь краткосрочный эффект. Без решения данной проблемы человечество может вернуться в то время, когда даже самые простые медицинские операции были невозможны. 

В настоящее время разработкой новых антибактериальных препаратов занимаются небольшие биотехнологические компании, расположенные в США (например, Achaogen, AiCuris, Basilea, Cempra, и др.) [12]. Основные тенденции в области поиска новых биологически активных веществ с антибактериальными свойствами заключаются в сплошном и направленном скрининге вновь синтезированных или выделенных из природных источников веществ. Сплошной скрининг вновь полученных веществ имеет ряд неоспоримых преимуществ – возможность изучения широкого круга соединений, простота используемых методик, возможность быстрого получения практического результата анализа. Тем не менее, этот подход не обладает должной продуктивностью и вытесняется современными методиками, которые учитывают биологические особенности микроорганизмов и человека и, как следствие, позволяют получать более активные и безопасные вещества быстрее и с меньшими усилиями.

И поскольку крупные фармацевтические компании отказываются от разработок антибиотиков, на сегодняшний день большая надежда в области поиска новых антибиотиков возлагается на небольшие некоммерческие научные группы, которые имеют частичное государственное финансирование.

Таким образом, подводя итог выше сказанному, разработка новых препаратов, активных против возбудителей инфекций с множественной лекарственной устойчивостью, является актуальной проблемой современной медицины.

2 ОБСУЖДЕНИЕ  РЕЗУЛЬТАТОВ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1 Синтез сложных эфиров вторичных пиперидолов фторбензойных кислот

Многочисленные исследования подтвердили высокую биологическую активность целого ряда фторсодержащих органических соединений, этот интерес вызван значительным улучшением фармакологических свойств фторированных соединений. Ввод атома фтора в молекулы органических соединений повышает их биодоступность, метаболическую стабильность, липофильность, а так же улучшает способность данных веществ взаимодействовать с целевыми белками [13-17].  

С целью поиска новых лекарственных веществ в ряду производных пиперидина на основе [1-(2-этоксиэтил)-, 1-(3-этоксипропил)-, 1-бензил]-пиперидин-4-онов (2.1.1-2.1.3) восстановлением натрийборгидридом в изопропаноле с хорошими выходами 99,01-99,98% синтезированы и наработаны соответствующие вторичные спирты. 

 С целью введения одного, двух и трех атомов фтора в структуры пиперидинов на основе 1-(3-этоксипропил)-4-гидроксипиперидина (2.1.3) проведено ацилирование 3-фторбензоилхлоридом, на основе 1-(2-этоксиэтил)-4-гидроксипиперидина (2.1.4) проведено ацилирование 2,6-дифтор- и 4-(трифторметил)бензоилхлоридами, а на основе 1-бензил-4-гидроксипиперидина (2.1.6)  проведено ацилирование 4-(трифторметил)бензоилхлоридом c образованием соответствующих гидрохлоридов сложных эфиров фторбензойных кислот (2.1.7-2.1.10). 
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Реакцию проводят при комнатной температуре или нагревании в диоксане или хлороформе действием избытков хлорангидридов на исходный пиперидол. Сложные эфиры представляют собой кристаллические порошки белого, кремового цвета, хорошо растворимые в воде, этаноле, ацетоне, состав и строение которых подтверждены  данными элементного анализа, ИК, ЯМР спектроскопии, индивидуальность - тонкослойной хроматографией (Al2O3, элюент бензол:диоксан 3:2, Rf=0,82-0,90)  (таблица 2.1.1-2.1.2).

В ИК спектрах пиперидолов проявляются полосы поглощения валентных колебаний гидроксильной группы в области 3403-3414 см-1. Интенсивные полосы поглощения при 1718-1730 см-1, обусловленные колебаниями С=О сложноэфирной группы, свидетельствуют об образовании целевых эфиров  пиперидол-4-ов (табл.2.1.1).

Таблица 2.1.1 - Выход, физико-химические характеристики вторичных пиперидолов и их сложных эфиров фторбензойных кислот (2.1.4-2.1.10)
	Соеди-нение
	Выход, %
	Rf,
*элюент
	т.пл.,

°С
	ИК спектр

ν, см-1
	Брутто формула

	
	
	
	
	OH
	C=O
(сл.эф.)
	

	2.1.4
	99,01
	0,06
	масло
	3407
	_
	C10H21NO2

	2.1.5
	99,98
	0,18
	подвижное

масло
	3403
	_
	C9H19NO2

	2.1.6
	99,50
	0,24
	масло
	3414
	_
	C12H17NO

	2.1.7
	55,45
	0,82
	189-191
	_
	1718,7
	C17H25NO3Cl

	2.1.8
	71,43
	0,89
	132-134
	_
	1730,7
	C16H22NO3F2Cl

	2.1.9
	31,86
	0,89
	145-147 
	_
	1720,1
	C17H23NO3F3Cl

	2.1.10
	54,46
	0,90
	200-202
	_
	1723,1
	C20H21NO2F3Cl


Наиболее информативными для доказательства строения гидрохлоридов сложных эфиров  оказались спектры ЯМР 13C.

Спектры ЯМР 13С с широкополосной развязкой от протонов для сложных эфиров (2.1.7-2.1.10) полностью соответствуют предполагаемому составу (табл. 2.1.2). ( Приложение Д). 

 Спектры сложных эфиров (2.1.7-2.1.10) характеризуются появлением интенсивных пиков синглетных сигналов углерода сложноэфирного карбонила в области 164,34; 160,23; 164,31 и 164,31 м.д., соответственно. Синглетные сигналы С4 атомов углерода соединений резонируют в области значений 65,91-70,14 м.д. Кроме того, наблюдаются сигналы атомов углерода системы бензольных ядер. 

Различное положение атома фтора соединений (2.1.7-2.1.10)  подтверждает сдвиг сигнала соответствующего ароматического углерода в слабое поле (табл. 2.1.2). Атомы углерода пиперидинового цикла и заместителей у атома азота проявляются в ожидаемой области.  

Наличие сигналов в спектрах  ЯМР 13С атомов углеродов заместителей при азоте, а также заместителей в 4-положении полностью подтверждает приписываемую структуру синтезированных сложных эфиров.

Таблица 2.1.2 - Значения химических сдвигов атомов углерода в спектрах           ЯМР 13С соединений (2.1.7-2.1.10)

	Соединение
	Химические сдвиги (CDCl3), δ, м.д.

	
	С-2, 6
	С-3, 5
	С-4
	С=О
	N-R
	OCOR

	2.1.7
	54,30
	24,37
	66,07
	164,34
	N-этоксипропил
С7 53,60;

С8 27,08; 

С9 49,96; 

С11 47,50; 

С12 15,58.
	м-фтор-фенил

С16 132,54; 

С17,21 131,43; 131,35

С19,20 116,83;120,93; 116,60;116,39;116,18

С18 161,28.

	2.1.8
	47,97
	26,91
	70,14
	161,56
	N-этоксиэтил
С7 55,48;

С8 64,63; 

С10 66,13; 

С11 15,37.
	2,6-дифтор-фенил

С15 110,83

С16,20 158,78; 160,34

С17,19 113,01; 113,23

С18 134,75;134,96



	2.1.9
	48,07
	26,99
	69,53
	164,31
	N- этоксиэтил
С7 55,56;

С8 64,82;

С10 66,13; 

С11 15,40.
	4-трифторметил-фенил

С15,18 133,59; 133,97

С16,20 130,82;

С17,19 125,55; 126,08

С21 130,99.

	2.1.10
	47,18
	26,86
	69,73
	164,44
	N-бензил
С7 59,23;

С8 130,42;

С9,13 129,25;

С10,12 132,00;

С11 129,93.
	трифторметил-фенил

С17 133,30; С18,22 130,68; С10,12 131,99; С9,13129,25; 

С11 129,93; С8 130,43;

С19,21 126,32; С20 134,03;

С23 122,89;125,60


 2.2 Синтез и превращения оксима 1-бензилпиперидин-4-она
Современный период развития органической химии демонстрирует не только потенциал органического синтеза, но и его значение для развития как химии в целом, так и многих связанных с ней областей науки и практики, в частности обеспечения человечества лекарствами. Благодаря высокой физиологической активности азацикланов, в частности, производных пиперидина, эти исследования приобретают статус одной из актуальных задач современной химии, биологии и медицины.

Наиболее характерными производными 4-оксопиперидинов являются азометины, в том числе оксимы. Оксимы карбонильных соединений и их производные хорошо известны как один из основных классов органических веществ, являющимися перспективными для поиска новых биологически активных препаратов широкого спектра действия [18-20]. 

В этой связи в качестве задачи настоящей раздела работы был определен синтез оксима  и его ацильных прозводных, на основе N-бензил-4-оксопиперидина (2.2.1).

Проведен синтез и наработка оксима 1-бензилпиперидин-4-она (2.2.2) в качестве промежуточного полупродукта реакции с целью дальнейших трансформаций, взаимодействием солянокислого гидроксиламина с 1-бензил-4-оксопиперидином (2.2.1) в присутствии щелочи в этаноле. 

С целью введения одного, двух и трех атомов фтора, нафтоилоксигруппы и фрагмента адамантана в структуры пиперидинов, а также с целью выяснения влияния на противоинфекционную активность соединений ацилированием полученного кетоксима 1-бензил-4-оксопиперидина (2.2.2)  4-фтор-бензоилхлоридом, 3-фтор-бензоилхлоридом, 2-фтор-бензоилхлоридом, 2,6-дифторбензоилхлоридом, 4-(трифторметил)бензоилхлоридом  синтезированы гидрохлориды сложных эфиров фторбензойных кислот (2.2.3-2.2.7), а также ацилированием N-бензилпиперидинкетоксима (2.2.2) нафтоилхлоридом и адамантантанкарбонилхлоридом получены соответствующие гидрохлориды сложных эфиров нафтойной и адамантанкарбоновой кислот (2.2.8, 2.2.9). 
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Реакцию проводят  в абсолютном диоксане или хлорпоформе при нагревании или при комнатной температуре,  реагенты берутся в соотношениях кетоксим : ацилирующий агент от 1:1,5 до 1:3. Полученные соответствующие гидрохлориды сложных эфиров (2.2.3-2.2.9) представляют собой кристаллические вещества белого цвета с четкой температурой плавления. Выходы, физико-химические характеристики и данные элементного анализа полученных соединений (2.2.3-2.2.9) представлены в таблице 2.2.1.

Таблица 2.2.1 - Выходы и физико-химические характеристики соединений оксима (2.2.2) и его сложных эфиров (2.2.3-2.2.9)

	Соединение
	Выход, %
	Rf,
элюент(бензол:диоксан – 4:1)
	Т.пл.,

°С
	Найдено , % Вычислено
	ИК спектр, см-1
	Брутто - формула

	
	
	
	
	С
	Н
	C=N

	С═О

сл.эф
	

	2.2.2
	77,77
	0,47
	101-103
	70,22

71,55
	7,98

8,26
	1635,4
	_
	С13Н18N2О

	2.2.3
	64,81
	0,90
	179-181
	62,61

62,88
	5,25

5,52
	1647,3
	1751,7
	С19Н20N2О2ClF



	2.2.4
	79,55
	0,91
	161-163
	62,73
62,88
	5,41
5,52
	1646,2
	1756,2
	С19Н20N2О2ClF

	2.2.5
	56,29
	0,81
	180-182
	62,81

62,88
	5,48

5,52
	1610,2
	1742,3
	С19Н20N2О2ClF



	2.2.6
	94,62
	0,90
	162-164
	60,31
59,98
	5,22
4,99
	1619,7
	1754,0
	C19H19ClF2N2O2

	2.2.7
	74,92
	0,91
	171-173
	58,54

58,23
	4,97

4,85
	1655,4
	1749,9
	C20H20ClF3N2O2

	2.2.8
	87,82
	0,93
	163-165
	69,71
70,02
	5,64
5,83
	1638,4
	1739,5
	C23H23ClN2O2

	2.2.9
	74,39
	0,90
	203-204
	68,13

68,62
	7,25

7,71
	1646,7
	1746,8
	C23H31ClN2O2


Структуры полученных соединений подтверждены данными ИК спектроскопии. В ИК спектре сложных эфиров (2.2.3-2.2.9) наблюдаются интенсивные полосы поглощения при 1739,5 см–1 – 1756,2 см-1 соответственно, характерная валентным колебаниям сложноэфирного карбонила, кроме того в спектрах присутствуют полосы поглощения С=N группы (1610,2 см-1–1655,4 см-1). Вместе с тем, в них отсутствует полоса поглощения гидроксильной группы.

Наиболее информативными для доказательства строения гидрохлоридов сложных эфиров N-бензил-пиперидинкетоксима являются спектры ЯМР 13C (таблица 2.2.2).

Об образовании сложного эфира свидетельствует появление в слабопольной области (158,94-163,27 м.д.) сигнала карбонильного углерода. Атом углерода С4 пиперидинового цикла ацильных производных пиперидолов резонирует в области (162,71 - 164,63 м.д.). Различное положение атома фтора подтверждает сдвиг сигнала соответствующего ароматического углерода в слабое поле (161,54-163,74 м.д.). Атомы углерода пиперидинового цикла и заместителей у атома азота проявляются в ожидаемой области.  

Таблица 2.2.2 - Значения химических сдвигов атомов углерода в спектрах           ЯМР 13С соединений (2.2.3-2.2.6, 2.2.8)
	Соеди-

нение
	Химические сдвиги (CDCl3), δ, м.д.

	
	С 2, 6
	С=N
	С3, 5
	С=О
	N-бензил
	С-F
	OCOR

	2.2.3
	50,27;
49,38


	164,63
	23,84;
27,87


	162,89
	С7 58,61; С8 132,80;

С9,13 130,01;

С10,12 129,31;

С11 125,32
	162,43;


	п-фтор-фенил

С21 167,13;
С19,23 131,92;
С20,22 116,13;



	2.2.4
	50,28;
49,38


	163,27
	23,89;
27,87


	163,27
	С7 58,61;

С8 131,02;

С9,13 131,91;

С10,12 131,91;

С11 129,33
	163,74;

	м-фтор-фенил

С19 126,15;
С20 130,03;

С21 121,24;

С23 116,35;

	2.2.5
	50,23;
49,27


	162,71
	24,02;
27,77


	161,19
	С7 62,55;

С8 136,31;

С9,13 130,00;

С10,12 129,34;

С11 125,47
	163,12;


	о-фтор-фенил

С18 117,20;

С20 117,52;

С21 132,43;

С23 131,90;

	2.2.6
	50,11;

49,07


	163,86
	23,95;
27,71


	158,94
	С7 62,55;

С8 130,25;

С9,13 131,88;

С10,12 129,31;

С11 130,01
	С19,23161,54


	2,6-дифтор

фенил

С19,23 161,54;

159,01
С18 109,12;

С20,22 113,26;

С21 135,34;

	2.2.8
	50,32;

49,34


	164,25
	24,03;
27,94


	162,76
	С7 58,65;

С8 134,29;

С9,13 131,93;

С10,12 129,33;

С11 125,75
	─
	нафтил С18,20 130,02;

С19 130,30;
С21 130,95; С22 125,30;
С23 127,14;

С24 125,50;

С25 130,51; С26 128,71; С27 133,93;


2.3 Циангидриновый синтез, превращения циангидринов
Циангидриновый синтез, как наиболее простой препаративный способ введения карбоксильной группы в молекулу пиперидина, использован для получения потенциальных биологически активных пиперидинкарбоновых кислот, имеющих у атома азота пиперидинового цикла алкильные и арилалкильные радикалы. Получены кристаллические циангидрины [1-метил, 1-пропил-, 1-бензил-, 1-(2-фенилэтил-)]-4-кетопиперидинов (2.3.5-2.3.8) с выходами 75,5-83,3% путем взаимодействия соответствующих пиперидин-4-онов с ацетон-циангидрином. Реакция проводилась при комнатной температуре без растворителя, с добавлением небольшого количества (2-3 капли) воды. Далее с целью получения аминокислот проведен их кислотный гидролиз с образованием [1-метил, 1-пропил-, 1-бензил-, 1-(2-фенилэтил-)]-4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов (2.3.9-2.3.12). Гидролиз циангидринов проводился концентрированной соляной кислотой и проходил при комнатной температуре.

Наличие нескольких реакционных центров в молекуле пиперидинкарбоновых кислот позволяет получать новые производные. С целью изучения реакционной способности гидроксильной группы и последующего выяснения влияния природы ацильного остатка, в частности введения фрагмента циклопропана и фторфенильного фрагмента в структуры пиперидинов на фармакологические свойства были синтезированы сложные эфиры циклопропанкарбоновой кислоты (2.3.14, 2.3.15) по гидроксильной группе гидрохлоридов [1-бензил-,1-(2-фенилэтил-)]-4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов (2.3.11,2.3.12), синтезирован гидрохлорид сложного эфира орто-фторбензойной кислоты (2.3.13) по гидроксильной группе гидрохлорида 1-метил-4-гидрокси-4-карбоксипиперидина (2.3.9). 
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Индивидуальность и строение синтезированных соединений подтверждается спектроскопией ИК-, ЯМР 13С и данными элементного анализа, которые приведены в таблицах 2.3.1, 2.3.2.
Таблица 2.3.1 - Выход, Rf, данные микроанализа и ИК спектроскопии соединений (2.3.5-2.3.15)

	Соеди-нение
	Выход, %
	Rf,
*элюент
	т.пл.,

°С
	ИК спектр

ν, см-1
	Брутто формула

	
	
	
	
	C≡N
	C=O
(сл.эф., карбокс)
	

	2.3.5
	45,16
	0,65
	109-111
	2230,5
	_
	C7H12N2O

	2.3.6
	65,45
	0,82
	95-97
	2802,2
	_
	C9H16N2O

	2.3.7
	81,14
	0,83
	87-89
	2361,3
	_
	C13H16N2O

	2.3.8
	84,07
	0,84
	82-84
	2304,2
	_
	C14H18N2O

	2.3.9
	79,74
	_
	170-172
	_
	1723,6

1468,6
	,C7H17ClNO3

	2.3.10
	70,39
	_
	173-175
	_
	1741,8

1404,0
	C9H21ClNO3

	2.3.11
	67,52
	_
	масло
	_
	1741,9

1401,6
	C13H18ClNO3

	2.3.12
	88,43
	0,82
	160-162
	_
	1734,3

1402,7
	C18H20NO3Cl

	2.3.13
	28,34
	0,78
	221-223
	_
	1726,5

1462,5
	C11H23Cl2FNO4

	2.3.14
	59,60
	0,80
	208-210
	_
	1730,2

1421,8
	C17H22ClNO4

	2.3.15
	60,46
	0,81
	167-169
	_
	1735,4

1447,9
	C18H24ClNO4


В ИК-спектрах циангидринов (2.3.5-2.3.8) отсутствуют полосы поглощения карбонильной группы исходных пиперидин-4-онов и появляются характеристичные полосы поглощения нитрильной группы (2230-2802см-1) и гидроксильной группы в области 3420-3468 см-1. В ИК спектрах оксикислот (2.3.9-2.3.12) имеются характеристичные полосы поглощения карбонилов карбоксильной группы в области 1723-1741см-1  и  гидроксильной группы в области 3374-3472 см-1. В ИК-спектрах полученных сложных эфиров (2.3.13-2.3.15) имеются интенсивные полосы поглощения валентных колебаний сложноэфирных карбонилов в области 1726-1735 см-1 и карбонилов карбоксильной (кислотной) группы в области 1648-1662см-1, а также карбоксильного гидроксила при 3400-3600 см-1. 

 Спектры ЯМР13С с полной развязкой от протонов соответствуют предполагаемому углеродному составу синтезированных веществ. Отнесения сигналов углеродным атомам проводились по форме мультиплетов в спектрах монорезонанса ЯМР13С.  В спектрах ЯМР13С циангидринов (2.3.5-2.3.8) имеются синглетные сигналы четвертого атома углерода пиперидинового кольца в области 67,6-67,9 м.д., а также синглетные сигналы атомов углерода нитрильной группы в области 122,3-122,8 м.д. В спектрах ЯМР13С оксикислот (2.3.9-2.3.12) вместо сигналов атома углерода нитрильной группы исходных циангидринов появляются синглетные сигналы атомов углерода карбоксильных групп в области 176,23-176,31 м.д.    Сигналы четвертого атома углерода пиперидинового кольца оксикислот (2.3.9-2.3.12) смещены на 2,2 м.д. в слабое поле относительно аналогичных сигналаов исходных циангидринов (2.3.5-2.3.8). В спектрах ЯМР 13С соединений (2.3.13-2.3.15) имеются синглетные сигналы в области 171,8-173,47 м.д., соответствующие атомам углеродов карбоксильной группы и имеются сигналы атомов углерода сложноэфирной карбонильной группы в области 162,5-172,04 м.д. (таблица 2.3.2) ( Приложение Д).  

Таблица 2.3.2 - Значения химических сдвигов атомов углерода в спектрах            ЯМР 13 С соединений (2.3.9-2.3.15)
	Соедине

ние
	Химические сдвиги (CDCl3), δ, м.д.

	
	С-2, 6
	С-3, 5
	С-4
	С=О
	N-R
	OCOR

	2.3.9
	49,27
	31,41
	68,43
	176,31
	N-метил
С7 45,70;
	

	2.3.10
	49,11
	33,79
	76,39
	176,24
	N-пропил
С7 60,80; С8 20,25;

С9 12,05;
	

	2.3.11
	49,03
	29,36
	76,22
	176,24
	N-бензил
С7 58,97; С8 130,97;

С9,13 128,89; 

С10,12 131,48;
	

	2.3.12
	47,69
	31,38
	68,92
	176,28
	N-фенилэтил 
С7 56,98; С8 29,84;

С9 137,80;

С10,11,13,14 129,15;

С12 127,26;
	

	2.3.13
	49,11
	29,36
	76,22
	171,80;

162,50
	N-метил 
С7 40,34;
	о-фтор-фенил

С13 117,42;

С15 118,02;

С16 134,62; С17 124,69; С18 132,44;

	2.3.14
	47,10
	29,02
	75,36
	173,30

172,04
	N-бензил

С7 58,97; С8 131,73;

С9,13 128,89; С10,12 131,48; С11 129,44;
	циклопропан

С19 13,32;

С20,21 9,09;

	2.3.15
	47,10
	29,02
	75,36
	173,47, 169,93
	N-фенилэтил
С7 56,98;  С8 29,91;

С9 137,79;  С10,11,13,14 129,14; С12 127,25;
	циклопропан

С20 13,17;

С21,22 9,14;


2.4  Результаты биологических исследований и их обсуждение
15 новых гетероорганических производных, под шифром AIP-15-AIP-29 были изучены в АО «Научный центр противоинфекционных препаратов» на  противомикробную (антимикробную и фунгицидную)  активность,  проведено изучение совместного (синергетического) антимикробного действия исследуемых гетероорганических производных с препаратами сравнения в опытах in vitro. 
Объекты исследований (далее - ИВ):

	№
	Шифр
	Наименование соединений

	1
	AIP-15
	гидрохлорид 1-бензил-4-(п-фторбензоилоксиимино) пиперидина;

	2
	AIP-16
	гидрохлорид 1-бензил-4-(м-фторбензилоксиимино)пиперидина;

	3
	AIP-17
	гидрохлорид 1-бензил-4-(о-фторбензоилоксиимино) пиперидина;

	4
	AIP-18
	гидрохлорид 1-бензил-4-(2,6-дифторбензилоксиимино) пиперидина;

	5
	AIP-19
	гидрохлорид 1-бензил-4-(п-трифторметилбензоилоксиимино) пиперидина;

	6
	AIP-20
	гидрохлорид 1-бензил-4-(нафтилоксиимино)пиперидина;

	7
	AIP-21
	гидрохлорид 1-бензил-4-(адамантанкарбонилоксиимино) пиперидина;

	8
	AIP-22
	гидрохлорид 1-(2-этоксиэтил)-4-(2,6-дифтор)бензоилокси-пиперидина;

	9
	AIP-23
	гидрохлорид 1-(2-этоксиэтил)-4-(п-трифторметил)бензоилокси-пиперидина;

	10
	AIP-24
	гидрохлорид 1-бензил-4-(п-трифторметил)бензоилокси- пиперидина;

	11
	AIP-25
	гидрохлорид 1-метил-4-карбокси-4-оксипиперидина;

	12
	AIP-26
	гидрохлорид 1-метил-4-(о-фторбензоилокси)пиперидин-4-карбоновой кислоты;

	13
	AIP-27
	гидрохлорид 1-пропил-4-карбокси-4-оксипиперидина;

	14
	AIP-28
	гидрохлорид 1-бензил-4-циклопропанкарбонилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты;

	15
	AIP-29
	гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-циклопропанкарбонилокси-пиперидин-4-карбоновой кислоты


Образцы были предоставлены в виде сухих субстанций. Данные по количеству активного вещества в субстанции предоставлены не были и в этой связи при приготовлении базовых растворов тестируемых веществ брали исходную субстанцию за 100 %. 
2.4.1 Изучение антимикробной активности исследуемых гетероорганических производных в опытах in vitro
Для оценки противомикробной эффективности новых гетероорганических производных проведены исследования по изучению антимикробной/фунгицидной активности. В качестве объектов исследования использовали музейные тест-штаммы. Выбор объектов заключался в использвании грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов, а также грибков, как чувствительных: S. aureus ATCC 6538-Р, E. coli ATCC 8739 и C.albicans ATCC 10231, так и резистентных E. coli ATCC BAA-196, S. aureus ATCC BAA-39.
Результаты исследования антибактериальной и фунгицидной активности ИВ в отношении чувствительных микроорганизмов S. aureus ATCC 6538-Р, E. coli ATCC 8739 и C.albicans ATCC 10231 представлены в таблицах 2.4.1-2.4.9. В таблицах 2.4.1-2.4.3 представлены данные для хорошо растворимых в физиологическом растворе AIP: AIP-17, AIP-22, AIP-23, AIP-25, AIP-26, AIP-27, AIP-28.
Таблица 2.4.1 – Минимальная бактерицидная концентрация ИВ в отношении S. aureus ATCC 6538-P
	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм S. aureus ATCC 6538-Р

	
	AIP-17
	AIP-22
	AIP-23
	AIP-25
	AIP-26
	AIP-27
	AIP-28
	GEN
	АМХ

	2000
	-
	+
	-
	+*
	+*
	+*
	+*
	-
	-

	1000
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-

	500
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-

	250
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	125
	+*
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	63
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	31
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,125
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Примечание: 

1. GEN – гентамицин; 

2. АМХ – амоксициллин;

3. «+» – наличие роста;

4. «-» – отсутствие роста;

5. «*» – бактериостатическое действие.


В таблице 2.4.1  представлены результаты тестирования 7 образцов ИВ в отношении S.aureus ATCC 6538-Р. Наибольшую антимикробную активность в отношении музейного чувствительного тест-штамма S.aureus ATCC 6538-Р проявили образцы AIP-17 и AIP-23, минимальные бактерицидные концентрации которых составили – 250 мкг/мл и 1000 мкг/мл, соответственно. AIP-25, AIP-26, AIP-27, AIP-28 обладают бактериостатическим действием (подавляющие размножение бактерий) в отношении стафилококка в концентрации  2000 мкг/мл. Вещества сравнения – антибиотики амоксициллин и гентамицин эффективны в отношении данного тест-штамма в концентрациях 31 мкг/мл и 500 мкг/мл, соответственно. У AIP-22 наблюдалось отсутствие антимикробной активности в отношении стафилококка.

Таблица 2.4.2 – Минимальная бактерицидная концентрация ИВ в отношении E. coli ATCC 8739

	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм E. coli ATCC 8739

	
	AIP-17
	AIP-22
	AIP-23
	AIP-25
	AIP-26
	AIP-27
	AIP-28
	GEN
	АМХ

	2000
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-

	1000
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	500
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	250
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	125
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	63
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	31
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,125
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Примечание: 

1. GEN – гентамицин; 

2. АМХ – амоксициллин;

3. «+» – наличие роста; 

4. «-» – отсутствие роста.


Из данных, представленных в таблице 2.4.2 видно, что AIP-23 также, как и вещество сравнения – гентамицин - подавляют рост и размножение тест-штамма E. coli ATCC 8739 в концентрации 500 мкг/мл. AIP-17 и AIP-22 обладают антимикробным действием в отношении E.coli ATCC 8739 в концентрации 2000 мкг/мл наравне с амоксициллином. AIP-25, AIP-26, AIP-27 и AIP-28 оказались не эффективным в отношении E. coli ATCC 8739. 

Таблица 2.4.3 – Минимальная фунгицидная концентрация ИВ в отношении C.albicans ATCC 10231

	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм C.albicans ATCC 10231

	
	AIP-17
	AIP-22
	AIP-23
	AIP-25
	AIP-26
	AIP-27
	AIP-28
	NS

	2000
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-

	1000
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-

	500
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	250
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	125
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	63
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	31
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,25
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	0,125
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Примечание: 

1. NS – нистатин; 

2. «+» – наличие роста; 

3. «-» – отсутствие роста.


В таблице 2.4.3 представлены данные фунгицидной активности ИВ. Так наибольшую активность в отношении дрожжеподобных грибов рода Candida показал AIP-17, для которого микоцидная концентрация составила 500 мкг/мл. AIP-22 и AIP-23 активны в отношении дрожжей рода Candida в концентрации 1000 мкг/мл.  AIP-25, AIP-26, AIP-27 и AIP-28 не обладают фунгицидной активностью в отношении C.albicans ATCC 10231. Препарат сравнения - нистатин - эффективен в отношении данного тест-штамма в концентрации 15,6 мкг/мл.

Для AIP-15, AIP-16, AIP-18, AIP-19, AIP-24 и AIP-29 использовали в качестве растворителя 10 %-ный раствор ДМСО. Данные антимикробной и фунгицидной активности представлены в таблицах 2.4.4-2.4.6.

Из данных, представленных в таблице 2.4.4 видно, что AIP-15 и AIP-16 проявили выраженную антимикробную активность в отношении S. aureus ATCC 6538-P в концентрации равной 125 мкг/мл. AIP-29 проявил антимикробную активность в отношении S. aureus ATCC 6538-P в концентрации 500 мкг/мл. У препаратов сравнения – гентамицина и амоксициллина подавление размножения S. aureus ATCC 6538-P зафиксировано в концентрациях равных 250 мкг/мл и 1 мкг/мл, соответственно. 
Таблица 2.4.4 – Минимальная бактерицидная концентрация ИВ в отношении S. aureus ATCC 6538-P
	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм S. aureus ATCC 6538-P

	
	AIP-15
	AIP-16
	AIP-18
	AIP-19
	AIP-24
	AIP-29
	GEN
	АМХ
	ДМСО (контроль растворителя)

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Эффект-ть
	Кон-ция, %

	2000
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	5

	1000
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	2,5

	500
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	1,25

	250
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	0,63

	125
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,31

	63
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,16

	31
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,08

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,04

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,02

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,01

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,005

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,0025

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,00125

	Примечание: 

1. GEN – гентамицин; 

2. АМХ – амоксициллин;

3. «+» – наличие роста; 

4. «-» – отсутствие роста;

5. «*» – бактериостатическое действие.


Таблица 2.4.5 – Минимальная бактерицидная концентрация ИВ в отношении E. coli ATCC 8739
	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм E. coli ATCC 8739 

	
	AIP-15
	AIP-16
	AIP-18
	AIP-19
	AIP-24
	AIP-29
	GEN
	АМХ
	ДМСО (контроль растворителя)

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Эффект-ть
	Кон-ция, %

	2000
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	5

	1000
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	2,5

	500
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	1,25

	250
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	0,63

	125
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	0,31

	63
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,16

	31
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,08

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,04

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,02

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,01

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,005

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,0025

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,00125

	Примечание: 

1. GEN – гентамицин; 

2. АМХ – амоксициллин;

3. «+» – наличие роста;

4. «-» – отсутствие роста.


Из результатов, представленных в таблице 2.4.5 видно, что AIP-15, AIP-16, AIP-18 и AIP-24 проявляют активность в отношении кишечной палочки в концентрации 2000 мкг/мл, как и препарат сравнения антибиотик амоксициллин. AIP-29 эффективен в отношении штамма E. coli ATCC 8739 в концентрации 1000 мкг/мл. Антибиотик гентамицин подавляет рост и размножение данного тест-штамм в концентрации 125 мкг/мл.

Из таблицы 2.4.6 видно, что наибольшей фунгицидной активностью в отношении музейного тест-штамма C.albicans среди ИВ растворенных в ДМСО, обладает AIP-19, для которого значение минимальной фунгицидной концентрации составило – 125 мкг/мл. AIP-24 оказывает фунгицидное действие в отношении данного тест-штамма в концентрации 250 мкг/мл, тогда как AIP-15 в этой же концентрации оказывает фунгистатическое действие. AIP-16 и AIP-18 обладают фунгицидной активностью в отношении C.albicans ATCC 10231 в концентрациях 500 мкг/мл и 1000 мкг/мл, соответственно, тогда как AIP-29 в концентрации 2000 мкг/мл оказывает лишь фунгистатическое действие.

Таблица 2.4.6 – Минимальная бактерицидная концентрация ИВ в отношении C.albicans ATCC 10231

	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм C.albicans ATCC 10231

	
	AIP-15
	AIP-16
	AIP-18
	AIP-19
	AIP-24
	AIP-29
	NS 
	ДМСО (контроль растворителя)

	
	
	
	
	
	
	
	
	Эффектив-ть
	Кон-ция, %

	2000
	-
	-
	-
	-
	-
	+*
	-
	+
	5

	1000
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	2,5

	500
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	1,25

	250
	+*
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	0,63

	125
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	0,31

	63
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,16

	31
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,08

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	0,04

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,02

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,01

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,005

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,0025

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0,00125

	Примечание: 

1. NS – нистатин; 

2. «+» – наличие роста; 

3. «-» – отсутствие роста;

4. «*» – бактериостатическое действие.


В таблицах 2.4.7-2.4.9 представлены результаты тестирования ИВ AIP-20 и AIP-21, растворенных в 20 %-ном этаноле. 

Таблица 2.4.7 – Минимальная бактерицидная концентрация AIP-20 и AIP-21 в отношении S. aureus ATCC 6538-P
	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм S. aureus ATCC 6538-Р

	
	AIP-20
	AIP-21
	GEN 
	АМХ
	Этанол (контроль растворителя)

	
	
	
	
	
	Эффективность 
	Концентрация, %

	2000
	-
	-
	-
	-
	+
	10

	1000
	+*
	-
	-
	-
	+
	5

	500
	+
	-
	+
	-
	+
	2,5

	250
	+
	+
	+
	-
	+
	1,25

	125
	+
	+
	+
	-
	+
	0,63

	63
	+
	+
	+
	-
	+
	0,31

	31
	+
	+
	+
	-
	+
	0,16

	16
	+
	+
	+
	+
	+
	0,08

	8
	+
	+
	+
	+
	+
	0,04

	4
	+
	+
	+
	+
	+
	0,02

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	0,01

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	0,005

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	0,0025

	Примечание: 

1. GEN – гентамицин; 

2. АМХ – амоксициллин;

3. «+» – наличие роста; 

4. «-» – отсутствие роста;

5. «*» – бактериостатическое действие.


Из данных, представленных в таблице 2.4.7 видно, что значение минимальной бактерицидной концентрации AIP-21 в отношении тест-штамма S. aureus ATCC 6538-P составляет 500 мкг/мл, что в 2 раза эффективнее по сравнению с веществом сравнения - антибиотиком гентамицином, для которого значение МБК составило 1000 мкг/мл. Образец AIP-20 в концентрации 1000 мкг/мл обладает бактериостатическим действием.

Из таблицы 2.4.8 видно, что в отношении E. coli ATCC 8739 ИВ AIP-21 и референс-вещество - антибиотик амоксициллин обладают одинаковой бактерицидной активностью, проявляющейся в концентрации 2000 мкг/мл.  AIP-20 не активен в отношении данного тест-штамма, тогда как гентамицин подавляет рост и размножение E. coli ATCC 8739 в концентрации 500 мкг/мл.

Таблица 2.4.8 – Минимальная бактерицидная концентрация AIP-20 и AIP-21 в отношении E. coli ATCC 8739

	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм E. coli ATCC 8739

	
	AIP-20
	AIP-21
	GEN 
	АМХ
	Этанол (контроль растворителя)

	
	
	
	
	
	Эффективность 
	Концентрация, %

	2000
	+
	-
	-
	-
	+
	10

	1000
	+
	+
	-
	+
	+
	5

	500
	+
	+
	-
	+
	+
	2,5

	250
	+
	+
	+
	+
	+
	1,25

	125
	+
	+
	+
	+
	+
	0,63

	62,5
	+
	+
	+
	+
	+
	0,31

	31,25
	+
	+
	+
	+
	+
	0,16

	15,6
	+
	+
	+
	+
	+
	0,08

	7,8
	+
	+
	+
	+
	+
	0,04

	3,9
	+
	+
	+
	+
	+
	0,02

	2
	+
	+
	+
	+
	+
	0,01

	1
	+
	+
	+
	+
	+
	0,005

	0,5
	+
	+
	+
	+
	+
	0,0025

	Примечание: 

1. GEN – гентамицин; 

2. АМХ – амоксициллин;

3. «+» – наличие роста; 

4. «-» – отсутствие роста.


Таблица 2.4.9 – Минимальная фунгицидная концентрация AIP-20 и AIP-21 в отношении C.albicans ATCC 10231

	Концентрация ИВ, мкг/мл 
	Тест-штамм C.albicans ATCC 10231

	
	AIP-20
	AIP-21
	NS 
	Этанол (контроль растворителя)

	
	
	
	
	Эффективность 
	Концентрация, %

	2000
	-
	-
	-
	+
	10

	1000
	-
	-
	-
	+
	5

	500
	-
	-
	-
	+
	2,5

	250
	-
	-
	-
	+
	1,25

	125
	-
	+
	-
	+
	0,63

	63
	+
	+
	-
	+
	0,31

	31
	+
	+
	-
	+
	0,16

	16
	+
	+
	-
	+
	0,08

	8
	+
	+
	+
	+
	0,04

	4
	+
	+
	+
	+
	0,02

	2
	+
	+
	+
	+
	0,01

	1
	+
	+
	+
	+
	0,005

	0,5
	+
	+
	+
	+
	0,0025

	Примечание: 

1. NS – нистатин; 

2.  «+» – наличие роста; 

3. «-» – отсутствие роста.


В таблице 2.4.9 представлены данные исследования AIP-20 и AIP-21, установлено, что AIP-20 обладает выраженной фунгицидной активностью в отношении дрожжеподобного гриба C.albicans ATCC 10231 в концентрации 125 мкг/мл, тогда как значение минимальной фунгицидной концентрации образца AIP-21 в отношении данного тест-штамма составило 250 мкг/мл. Антимикотик нистатин эффективен в отношении тест-штамма в концентрации 16 мкг/мл.

В отношении мультирезистентного Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39 были исследованы AIP-15 и AIP-16, так как проявили активность по отношению к чувствительному музейному тест-штамму стафилококка в концентрации 125 мкг/мл. В отношении мультирезистентного Escherichia coli ATCC ВАА-196 был исследован AIP-23, так как проявил активность по отношению к чувствительному музейному тест-штамму кишечной палочки в концентрации 500 мкг/мл. 
Таблица 2.4.10 – Минимальные бактерицидные концентрации ИВ и антибиотиков в отношении мультирезистентных тест-штаммов (титрование в БМХ) 

	Исследуемое вещество
	МБК, мкг/мл

	
	Staphylococcus aureus 
ATCC BAA-39
	Escherichia coli ATCC ВАА-196 

	AIP-15
	31
	НТ

	AIP-16
	63
	НТ

	AIP-23
	НТ
	250

	Гентамицин
	500
	250

	Амоксициллин
	16
	2000

	Примечание:

НТ – не тестировалось


В таблице 2.4.10 для наглядности представлены обобщенные данные минимальных бактерицидных концентраций ИВ и субстанций антибиотиков, которые определяли методом двукратных серийных разведений на бульоне Мюллера-Хитона. В отношении Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39 цидными свойствами обладали AIP-15 и AIP-16 в концентрации 31 мкг/мл и 63 мкг/мл, соответственно. Вещество сравнения – гентамицин - проявил себя хуже, бактерицидная концентрация была зафиксирована в концентрации 500 мкг/мл для гентамицина. У амоксициллина МБК в отношении тест-штамма составила 16 мкг/мл. 

В отношении Escherichia coli ATCC ВАА-196 значение МБК AIP-23 составило 250 мкг/мл, также как и у вещества сравнения – гентамицина, а у амоксициллина эффективность составила 2000 мкг/мл.

2.4.2 Изучение совместного антимикробной действия исследуемых гетероорганических производных с препаратами сравнения в опытах in vitro
Следующим этапам работы было изучение совместного действия ИВ в отношении стафилококка, кишечной палочки и дрожжеподобного гриба в комбинации с антибактериальными и антифунгальными препаратами. Для этого были отобраны AIP, обладающие выраженными антимикробными свойствами в отношении мультирезистентных тест-штаммов S. aureus ATCC BAA-39 и E. coli ATCC BAA-196. 

Так, исходя из полученных данных по изучению антимикробной активности, для совместного изучения в отношении мультирезистентного штамма S. aureus ATCC BAA-39 были выбраны AIP-15 и AIP-16, в отношении мультирезистентного штамма E. coli ATCC BAA-196 – AIP-23, в отношении C.albicans ATCC 10231 – AIP-19, AIP-20, AIP-21 и AIP-24. 
Полученные данные цидных концентрации были взяты для совместного изучения ИВ и субстанций (гентамицин, амоксициллин, нистатин). Результаты представлены в таблицах 2.4.11-2.4.21.

Таблица 2.4.11 – Совместное тестирование AIP-15 с гентамицином в отношении S.aureus ATCC ВАА-39

	AIP-15, мкг/мл


	63
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	31 

МБК
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	16
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	8
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	8
	16
	31
	63
	125
	250
	500 

МБК
	1000

	
	Гентамицин, мкг/мл


Как видно из таблицы 2.4.11, при совместном воздействии AIP-15 и гентамицина самая низкая подавляющая концентрация AIP-15 составила 8 мкг/мл, гентамицина – 125 мкг/мл. 

МБК гентамицина при совместном титровании снизилась с 500 мкг/мл до 125 мкг/мл, а МБК AIP-15 с 31 мкг/мл до 8 мкг/мл. 

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 0,5, что интерпретируется, как синергизм (ФИК ≤ 0,5):  

ФИКинд = 8/31 + 125/500 = 0,5

Таблица 2.4.12 – Тестирование AIP-15 с амоксициллином в отношении S.aureus ATCC ВАА-39

	AIP-15, мкг/мл


	63
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	31 

МБК
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	16
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	8
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	0,25
	0,5
	1
	2
	4
	8
	16 МБК
	31

	
	Амоксициллин, мкг/мл


Как видно из таблицы 2.4.12, при совместном воздействии AIP-15 и амоксициллина бактерицидная концентрация AIP-15 составила 16 мкг/мл, амоксициллина – 8 мкг/мл. 

МБК амоксициллина при совместном титровании снизилась с 16 мкг/мл до 8 мкг/мл, AIP-15  -  с 31 мкг/мл до 16 мкг/мл. 

Расчет индекса ФИК: 

ФИКинд = 16/31 + 8/16 = 0,75

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 0,75, что интерпретируется, как частичный синергизм (ФИК < 1, но > 0,5).

Таблица 2.4.13 – Тестирование AIP-16 с гентамицином в отношении S.aureus ATCC ВАА-39

	AIP-16, мкг/мл


	125
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	63 

МБК
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	31
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	16
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	8
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	8
	16
	31
	63
	125
	250
	500 

МБК
	1000

	
	Гентамицин, мкг/мл


Как видно из таблицы 2.4.13, при совместном воздействии AIP-16 и гентамицина МБК AIP-16 составила 16 мкг/мл, гентамицина – 250 мкг/мл. 

МБК гентамицина при совместном титровании снизилась с 500 мкг/мл до 250 мкг/мл, AIP-16  -  с 63 мкг/мл до 16 мкг/мл. 

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 0,75, что интерпретируется, как частичный синергизм (ФИК < 1, но > 0,5): 

ФИКинд = 16/63 + 250/500 = 0,75

Таблица 2.4.14 – Тестирование AIP-16 с амоксициллином в отношении   S.aureus ATCC ВАА-39

	AIP-16, мкг/мл


	125
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	63 МБК
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	31
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	16
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	8
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	4
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	0,25
	0,5
	1
	2
	4
	8
	16 МБК
	31

	
	Амоксициллин, мкг/мл


Как видно из таблицы 2.4.14, при совместном воздействии AIP-16 и амоксициллина МБК AIP-16 составляет 31 мкг/мл, амоксициллина – 8 мкг/мл. 

МБК амоксициллина при совместном титровании снизилась с 16 мкг/мл до 8 мкг/мл, AIP-16  - с 63 мкг/мл до 31 мкг/мл. 

ФИКинд = 31/63 + 8/16 = 1

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 1, что интерпретируется, как индифферентность (ФИК > 1, но <  4).

Таблица 2.4.15 – Тестирование AIP-23 с гентамицином в отношении E. coli ATCC ВАА-196

	AIP-23, мкг/мл


	250 МБК
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	125
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	63
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	31
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	16
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	8
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	4
	8
	16
	31
	63
	125
	250

МБК
	500

	
	Гентамицин, мкг/мл


Как видно из таблицы 2.4.15, при совместном воздействии AIP-23 и гентамицина МБК AIP-23 составила 250 мкг/мл, гентамицина – 125 мкг/мл. 

МБК гентамицина при совместном титровании снизилась с 250 мкг/мл до 125 мкг/мл, МБК AIP-23 не изменилась и составила 250 мкг/мл. 

Подставляя эти данные в формулу (1) для расчета индекса ФИК: 

ФИКинд = 250/250 + 125/250 = 1,5

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 1,5, что интерпретируется, как индифферентность (ФИК > 1, но < 4). 

Таблица 2.4.16 – Тестирование AIP-23 с амоксициллином в отношении E. coli ATCC ВАА-196
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Как видно из таблицы 2.4.16, при совместном воздействии AIP-23 и амоксициллина снижение МБК не зафиксировано и составило для амоксициллина 2000 мкг/мл, для AIP-23 – 250 мкг/мл. 

Подставляя эти данные в формулу (1) для расчета индекса ФИК: 

ФИКинд = 2000/2000 + 250/250 = 2

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 2,0, что интерпретируется, как индифферентность (ФИК > 1, но < 4).
Таблица 2.4.17 – Тестирование AIP-19 с нистатином в отношении Candida albicans ATCC 10231

	AIP-19, мкг/мл
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Как видно из таблицы 2.4.17, при совместном воздействии AIP-19 и нистатина МБК AIP-19 соответствует 16 мкг/мл, а  нистатина – 4 мкг/мл. 

МБК нистатина при совместном титровании снизилась с 16 мкг/мл до 4 мкг/мл, минимальная фунгицидная концентрация AIP-19 снизилась с 250 мкг/мл до 16 мкг/мл. 

Подставляя эти данные в формулу (1) для расчета индекса ФИК: 

 ФИКинд  = 16/250 + 4/16 = 0,3

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 0,3, что интерпретируется, как синергизм (ФИК ≤ 0,5).

Таблица 2.4.18 – Тестирование AIP-20 с нистатином в отношении Candida albicans ATCC 10231

	AIP-20, мкг/мл
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Как видно из таблицы 2.4.18, при совместном воздействии AIP-20 и нистатина МБК AIP-20 составила 31 мкг/мл, нистатина – 4 мкг/мл. 

МБК нистатина при совместном титровании снизилась с 16 мкг/мл до 4 мкг/мл, у 
 AIP-20 с 250 мкг/мл до 31 мкг/мл. 

Подставляя эти данные в формулу (1) для расчета индекса ФИК: 

ФИКинд  = 31/250 + 4/16 = 0,37

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 0,37, что интерпретируется, как синергизм (ФИК ≤ 0,5).

Как видно из таблицы 2.4.19, при совместном воздействии AIP-21 и нистатина МБК AIP-21 составила 63 мкг/мл, нистатина – 3,4 мкг/мл. 

МБК нистатина при совместном титровании снизилась с 16 мкг/мл до 4,0 мкг/мл, минимальная фунгицидная концентрация AIP-21 снизилась с 250 мкг/мл до 63 мкг/мл. 

Подставляя эти данные в формулу (1) для расчета индекса ФИК: 

ФИКинд  = 63/250 + 4/16 = 0,5 

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 0,5, что интерпретируется, как синергизм (ФИК ≤ 0,5).
Таблица 2.4.19 – Тестирование AIP-21 с нистатином в отношении Candida albicans ATCC 10231

	AIP-21, мкг/мл
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Таблица 2.4.20 – Тестирование AIP-24 с нистатином в отношении Candida albicans ATCC 10231

	AIP-24, мкг/мл
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Как видно из таблицы 2.4.20, при совместном воздействии AIP-24 и нистатина МБК AIP-24 составила 250 мкг/мл, нистатина – 4 мкг/мл. 

МБК нистатина при совместном титровании снизилась с 16 мкг/мл до 4 мкг/мл,  у AIP-24  МБК не изменилась и составила 250 мкг/мл как и при раздельном тестировании. 

Подставляя эти данные в формулу (1) для расчета индекса ФИК: 

ФИКинд = 250/250 + 4/16 = 1,25

Рассчитанное значение индекса ФИК для этого исследования составило 1,25, что интерпретируется, как индифферентность (ФИК > 1, но < 4).
Таким образом, из проведенных исследований по изучению антимикробного действия новых гетероорганических производных совместно с веществами сравнения можно выделить AIP-15+гентамицин, AIP-15+амоксициллин, AIP-16+гентамицин, AIP-19+нистатин, AIP-20+нистатин AIP-21+нистатин. Комбинированное тестирование данных ИВ приводит к синергитическому эффекту, в несколько раз снижая их МБК.

3 ЭКПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
3.1 Экспериментальная химическая часть 
Ход реакции и индивидуальность соединений контролировали методом ТСХ на окиси алюминия III степени активности, с проявлением пятен парами йода. ИК спектры записаны на спектрометре «Nicolet 5700» в тонком слое между пластинками KBr. Спектры ЯМР 1H и 13C зарегистрированы на спектрометре JNM-ECA400 фирмы «JEOL» (400 и 100.8 МГц соответственно) в CDCl3, внутренний стандарт ( ГМДС.                               

1-(3-этоксипропил)-4-гидроксипиперидин (2.1.4)

В трехгорлую колбу, снабженную обратным холодильником, капельной воронкой и термометром, помещают 0,41 г (0,0108 моль) натрийборгидрида в 10 мл безводного изопропилового спирта. При перемешивании прикапывают    2 г (0,0108 моль) 1-(3-этоксипропил)-4-оксопиперидина (2.1.1) в 30 мл абс. изопропанола. При этом наблюдается незначительное разогревание реакционной смеси. Затем смесь нагревают при перемешивании 1 ч при 55-600С, охлаждают, к охлажденному раствору прикапывают разбавленную (1:1) соляную кислоту до рН~2-3. Затем раствор подщелачивают насыщенным раствором NaOH до рН~10-11 и многократно экстрагируют бензолом. Экстракт сушат MgSO4, осушитель отфильтровывают,  растворитель отгоняют и получают 2,0 г (99,01 % от теоретического) 1-(3-этоксипропил)-4-гидроксипиперидин (2.1.4) в виде густой бесцветной жидкости с Rf 0,06 (элюент – бензол-диоксан - 3:2)

Гидрохлорид 1-(3-этоксипропил)-4-м-фторбензоилоксипиперидина (2.1.7)
К раствору 0,6 г (0,00534 моль) 1-этоксипропил-4-гидроксипиперидина (2.1.4) в хлороформе  при перемешивании прикапывают раствор 1,02 г (0,0064 моль) 3-фторбензоилхлорида в хлороформе. При этом наблюдается разогревание и изменение цвета реакционной смеси. Смесь выдерживают   12 ч при комнатной температуре. Выпавший белый осадок отфильтровывают, промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 0,61 г (55,45 % от теоретического) гидрохлорида 1-(3-этоксипропил-)-4-м-фторбензоилоксипиперидина (2.1.7) с т.пл. 189-191 0С,  Rf  0,82 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 4:1).

1-(2-этоксиэтил)-4-гидроксипиперидин (2.1.5)

В трехгорлую колбу, снабженную обратным холодильником, капельной воронкой и термометром, помещают 1,1 г (0,0292 моль) натрийборгидрида в 10 мл безводного изопропилового спирта. При перемешивании прикапывают         5 г (0,0292 моль) 1-(2-этоксиэтил)-4-оксопиперидина (2.1.2) в 30 мл абс. изопропанола. При этом наблюдается незначительное разогревание реакционной смеси. Затем смесь нагревают при перемешивании 1 ч при 55-600С, охлаждают, к охлажденному раствору прикапывают разбавленную (1:1) соляную кислоту до рН~2-3. Затем раствор подщелачивают насыщенным раствором NaOH до рН~10-11 и многократно экстрагируют бензолом. Экстракт сушат MgSO4, осушитель отфильтровывают,  растворитель отгоняют и получают 5,04 г (99,98 % от теоретического) 1-(2-этоксиэтил)-4-гидроксипиперидин (2.1.5) в виде густой бесцветной жидкости с Rf 0,18 (элюент – бензол-диоксан - 4:1)

Гидрохлорид 1-(2-этоксиэтил)-4-(2,6-дифтор)бензоилоксипиперидина (2.1.8)
К раствору 2,14 г (0,01236 моль) 1-(2-этоксиэтил-)-4-гидроксипиперидина (2.1.5) в хлороформе  при перемешивании прикапывают раствор 4,35 г (0, 0247 моль)  2,6-дифторбензоилхлорида в хлороформе. При этом наблюдается разогревание и изменение цвета реакционной смеси. Смесь выдерживают   12 ч при комнатной температуре. Выпавший белый осадок отфильтровывают, промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 1,65 г (71,43 % от теоретического) гидрохлорида 1-(2-этоксиэтил-)-4-(2,6-дифтор)бензоилоксипиперидина (2.1.8) с т.пл. 132-1340С,  Rf  0,89 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

Гидрохлорид 1-(2-этоксиэтил)-4-(трифторметил)бензоилокси-пиперидина (2.1.9)
К раствору 2,37 г (0,0137 моль) 1-(2-этоксиэтил-)-4-гидроксипиперидина (2.1.5) в хлороформе  при перемешивании прикапывают раствор 3,14 г (0, 0151 моль) трифторметилбензоилхлорида в хлороформе. При этом наблюдается разогревание и изменение цвета реакционной смеси. Смесь выдерживают   12 ч при комнатной температуре. Выпавший белый осадок отфильтровывают, промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 1,66 г (31,86 % от теоретического) гидрохлорида 1-(2-этоксиэтил-)-4-(трифторметил)бензоилоксипиперидина (2.1.9) с т.пл. 145-1470С,  Rf  0,89 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

1-бензил-4-гидроксипиперидин (2.1.6)

В трехгорлую колбу, снабженную обратным холодильником, капельной воронкой и термометром, помещают 1,0 г (0,0264 моль) натрийборгидрида в 10 мл безводного изопропилового спирта. При перемешивании прикапывают  5 г (0,0264 моль) 1-бензил-4-оксопиперидина (2.1.3) в 30 мл абс. изопропанола. При этом наблюдается незначительное разогревание реакционной смеси. Затем смесь нагревают при перемешивании 1 ч при 55-600С, охлаждают, к охлажденному раствору прикапывают разбавленную (1:1) соляную кислоту до рН~2-3. Затем раствор подщелачивают насыщенным раствором NaOH до рН~10-11 и многократно экстрагируют бензолом. Экстракт сушат MgSO4, осушитель отфильтровывают,  растворитель отгоняют и получают 5,02 г (99,50 % от теоретического) 1-бензил-4-гидроксипиперидина (2.1.6) в виде густой бесцветной жидкости с Rf 0,24 (элюент – бензол-диоксан - 3:2).

Гидрохлорид 1-бензил-4-трифторметилбензоилоксипиперидина (2.1.10)
К раствору 2,53 г (0,0132 моль) 1-бензил-4-гидроксипиперидина (2.1.6) в хлороформе  при перемешивании прикапывают раствор 4,14 г (0, 0198 моль) трифторметилбензоилхлорида в хлороформе. При этом наблюдается разогревание и изменение цвета реакционной смеси. Смесь выдерживают   12 ч при комнатной температуре. Выпавший белый осадок отфильтровывают, промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 2,87 г (54,46 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-4-трифторметилбензоилоксипиперидина (2.1.10) с т.пл. 200-2020С,  Rf  0,90 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

Оксим 1-бензилпиперидин-4-она (2.2.2)

К раствору 7,3 г (0,106 моль) хлоргидрата гидроксиламина в 240 мл этанола медленно прикапывают при перемешивании  20 г (0,106 моль) 1-бензил-4-оксопиперидина (2.2.1) растворенного в 40 мл этанола. Наблюдается разогревание реакционной смеси и выпадает белый осадок. Реакционную смесь  оставляют при комнатной температуре на ночь (~12 ч). За ходом реакции контролируют по ТСХ.  Растворитель отгоняют, остаток растворяют  в небольшом количестве воды и обрабатывают насыщенным раствором NaOH до pH~11-12. Раствор многократно экстрагируют хлороформом. Органические слои  объединяют и выдерживают над осушителем. Отфильтровывают осушитель, упаривают растворитель досуха. Остаток перекристаллизовывают из бензола. Получают 16,87 г (77,77 % от теоретического) оксим 1-бензилпиперидин-4-она (2.2.2) с т.пл. (161-163)0С, Rf  0,47 (Al2O3,  элюент – бензол:диоксан – 3:2).С13Н18N2О.

Гидрохлорид пара-фторбензоата  1-бензил-пиперидин-4-кетоксима (2.2.3)
При комнатной температуре раствор 4,43 мл 4-фторбензоилхлорида (0,0337 моль) в абсолютном диоксане медленно прикапывают  к раствору 3,44 г (0,0169 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4она (2.2.2) при перемешивании. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси и выпадает белый осадок. Смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. Выпавший осадок промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из изопропанола. Получают 3,96 г (64,81% от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-4-фторбензоилоксикетоксим-пиперидина (2.2.3) с т.пл. 179-181 0С, Rf  0,90 (Al2O3,  элюент – бензол:диоксан – 4:1). 

Найдено, %:  С 62,61;  Н 5,25  С19Н20N2О2FCl.

Вычислено, %: С 62,88;  Н 5,52.

Гидрохлорид мета-фторбензоата  1-бензилпиперидин-4-кетоксима (2.2.4)

Смешивают раствор 3 г (0,0147 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4-она (2.2.2) в абсолютном диоксане с раствором 3,58 мл (0,0294 моль) 3-фторбензоилхлорида в абсолютном диоксане при комнатной температуре. При этом наблюдается незначительное разогревание реакционной смеси и при перемешивани выпадает белый осадок. Смесь оставляют на ночь. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Выпавший белый осадок отфильтровывают, промывают диэтиловым эфиром, перекристаллизовывают из изопропанола.  Получают 4,24 г (79,55 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-3-фторбензоилоксикетоксимпиперидина (2.2.4) с т.пл. 161-163 0С, Rf  0,91 (Al2O3,  элюент – бензол:диоксан – 4:1).  
Найдено, %:  С 62,73;  Н 5,41  С19Н20N2О2ClF.

Вычислено, %: С 62,88;  Н 5,52.

Гидрохлорид орто-фторбензоата  1-бензилпиперидин-4-кетоксима (2.2.5) 

3 г (0,0147 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4-она (2.2.2)                                         растворяют в небольшом количестве абсолютного  диоксана, затем к этому раствору медленно при перемешивании прикапывают раствор 3,51 мл (0,0294 моль)  2-фторбензоилхлорида в абсолютном диоксане. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси и при перемешивани выпадает белый осадок. Реакционную смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Реакционную смесь промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 3,0 г (56,29 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-2-фторбензоилоксикетоксимпиперидина (2.2.5) с т.пл. 180-182 0С, Rf  0,81 (Al2O3,  элюент - бензол:диоксан - 4:1). 

Найдено, %:  С 62,81;  Н 5,48  С19Н20N2О2ClF.

Вычислено, %: С 62,88;  Н 5,52.                                 

Гидрохлорид 2,6-дифторбензоата  1-бензилпиперидин-4-кетоксима (2.2.6) 

2 г (0,0098 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4-она (2.2.2)                                         растворяют в небольшом количестве абсолютного  диоксана, затем к этому раствору медленно при перемешивании прикапывают раствор 2,46 мл (0,0196 моль)  2,6-дифторбензоилхлорида в абсолютном диоксане. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси и при перемешивани выпадает белый осадок. Реакционную смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Реакционную смесь промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 3,52 г (94,62 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-2,6-дифторбензоилоксикетоксимпиперидина (2.2.6) с т.пл. 162-164 0С, Rf  0,90 (Al2O3,  элюент - бензол:диоксан - 4:1).

Найдено, %:  С 60,31;  Н 5,22  C19H19 N2O2 F2Cl.

Вычислено, %: С 59,98;  Н 4,99.

Гидрохлорид 4-(трифторметил)бензоата  1-бензил-пиперидин-4-кетоксима (2.2.7) 

1,5 г (0,0074 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4-она (2.2.2)                                         растворяют в небольшом количестве абсолютного  диоксана, затем к этому раствору медленно при перемешивании прикапывают раствор 3,07 г (0,0147 моль)  4-(трифторметил)бензоилхлорида в абсолютном диоксане. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси и при перемешивани выпадает белый осадок. Реакционную смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Реакционную смесь промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 2,27 г (74,92 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-4-(трифторметил)бензоилокси-кетоксимпиперидина (2.2.7) с т.пл. 171-173 0С, Rf  0,91 (Al2O3,  элюент - бензол:диоксан - 4:1). 
Найдено, %:  С 58,54;  Н 4,97  C20H20N2O2 F3Cl.

Вычислено, %: С 58,23;  Н 4,85.

Гидрохлорид 1-бензил-4-нафтоилоксипиперидинкетоксима (2.2.8) 

2 г (0,0098 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4-она (2.2.2)                                         растворяют в небольшом количестве абсолютного  диоксана, затем к этому раствору медленно при перемешивании прикапывают раствор 2,94 мл (0,0196 моль)  нафтоилхлорида в абсолютном диоксане. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси и при перемешивани выпадает белый осадок. Реакционную смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Реакционную смесь промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 3,39 г (87,82 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-нафтоилоксикетоксимпиперидина (2.2.8) с т.пл. 163-165 0С, Rf  0,93 (Al2O3,  элюент - бензол:диоксан - 4:1). 

Найдено, %:  С 69,71;  Н 5,64  C23H23ClN2O2.

Вычислено, %: С 70,02;  Н 5,83.

Гидрохлорид 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидинкетоксима (2.2.9) 

2,5 г (0,0122 моль) оксима 1-бензил-пиперидин-4-она (2.2.2)                                         растворяют в небольшом количестве абсолютного  диоксана, затем к этому раствору медленно при перемешивании прикапывают раствор 12,16 г (0,0612 моль)  адамантанкарбонилхлорида в абсолютном диоксане. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси и при перемешивани выпадает белый осадок. Реакционную смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Реакционную смесь промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 3,66 г (74,39 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-адамантанкарбонилоксикетоксим-пиперидина (2.2.9) с т.пл. 203-204 0С, Rf  0,90 (Al2O3,  элюент - бензол:диоксан - 4:1).  Найдено, %:  С 68,13;  Н 7,25  C23H31N2O2Cl.

Вычислено, %: С 68,62;  Н 7,71.

Гидрохлорид 1-метил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.9)

Раствор 5,1 г циангидрина 1-метилпиперидона-4 (2.3.5) в 50 мл концентрированной соляной кислоты и 25 мл уксусной кислоты выдерживался при комнатной температуре  семь суток. Затем подщелачивался концентрированным раствором гидроксида натрия до рН=10, экстрагировался бензолом. Водный слой подкислялся, упаривался досуха, обрабатывался ацетоном. Из ацетонового раствора выделено 5,55 (79,74 % от теоретического) гидрохлорида 1-метил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.9).  Белый осадок перекристаллизовывался из изопропанола, т.пл. 170-1720С.
Гидрохлорид 1-метил-4-о-фторбензоилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты (2.3.13)

Смесь 3 г (0,0154 моль) гидрохлорида 1-метил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.9)  и  5,5 мл (0,0461 моль) 2-фторбензоилхлорида нагревалась при 125-130 0С в течение 5 мин. После охлаждения реакционная масса промывалась эфиром и хлороформом. Получают 1,38 г (28,34 % от теоретического) гидрохлорида 1-метил-4-о-фторбензоилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты (2.3.13). Осадок  перекристаллизовывался из изопропанола,  с т.пл. 221-223 0С,  Rf  0,78 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

Гидрохлорид 1-пропил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.10)

Раствор 4,68 г циангидрина 1-пропилпиперидона-4 (2.3.6) в 47 мл концентрированной соляной кислоты и 23,5 мл уксусной кислоты выдерживался при комнатной температуре  семь суток. Затем подщелачивался концентрированным раствором гидроксида натрия до рН=10, экстрагировался бензолом. Водный слой подкислялся, упаривался досуха, обрабатывался ацетоном. Из ацетонового раствора выделено 3,59 г (70,39 % от теоретического) гидрохлорида 1-пропил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.10).  Белый осадок перекристаллизовывался из изопропанола, т.пл. 173-1750С.

Гидрохлорид 1-бензил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.11)

Раствор 1,85 г циангидрина 1-бензил-пиперидона-4 (2.3.7) в 20 мл концентрированной соляной кислоты и 10 мл уксусной кислоты выдерживался при комнатной температуре  тринадцать суток. Затем подщелачивался концентрированным раствором гидроксида натрия до рН=10, экстрагировался бензолом. Водный слой подкислялся, упаривался досуха, обрабатывался ацетоном. Из ацетонового раствора выделено 1,58 г (67,52 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.11)  в виде густого масла желтовато-коричневого цвета.

Гидрохлорид 1-бензил-4-циклопропаноилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты (2.3.14)

К смеси 2 г (0,0074 моль) гидрохлорида 1-бензил-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.11) при перемешивании прикапывают раствор 14 мл циклопропанкарбонилхлорида. При этом наблюдается разогревание и выпадает белый осадок. Смесь выдерживают   12 ч при комнатной температуре. Выпавший осадок промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из ацетона. Получают 1,49 г (59,6 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-4-циклопропанкарбонилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты (2.3.14) с т.пл. 208-210 0С,  Rf  0,80 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.12)

Раствор 3,35 г циангидрина 1-(2-фенилэтил)пиперидона-4 (2.3.8) в 33,5 мл концентрированной соляной кислоты и 17 мл уксусной кислоты выдерживался при комнатной температуре  семь суток. Затем подщелачивался концентрированным раствором гидроксида натрия до рН=10, экстрагировался бензолом. Водный слой подкислялся, упаривался досуха, обрабатывался ацетоном. Из ацетонового раствора выделено 3,67 г (88,43 % от теоретического) гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.12).  Белый осадок перекристаллизовывался из изопропанола, т.пл. 160-1620С, Rf  0,82 (Al2O3,  элюент: диоксан  25 мл).

Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-циклопропаноилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты (2.3.15)

К смеси 1,74 г (0,0061 моль) гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-карбокси-4-оксипиперидина (2.3.12) при перемешивании прикапывают раствор 7,0 мл (0,0772 моль) циклопропанкарбонилхлорида. При этом наблюдается разогревание и выпадает белый осадок. Смесь выдерживают   12 ч при комнатной температуре. Выпавший осадок промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из ацетона. Получают 1,3 г (60,46 % от теоретического) гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-циклопропанкарбонилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты (2.3.15) с т.пл. 167-169 0С,  Rf  0,81 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

3.2 Экспериментальная биологическая часть
Материалы и методы исследования
Препараты сравнения

В качестве препарата сравнения (контроля) при изучении антимикробной активности был взяты:

амоксициллин – антибиотик широкого спектра действия из группы полусинтетических пенициллинов. Действует бактерицидно за счет подавления синтеза клеточной стенки бактерий, производство Sigma-Aldrich, США, серия SLBG4603V;
гентамицин - антибиотик аминогликозидного ряда широкого спектра действия, подавляет бактериальный синтез белка, высокоактивен по отношению к аэробным грамотрицательным бактериям, производство Calbiochem, Китай, серия D00150784;
В качестве препарата сравнения (контроля) при изучении фунгицидной активности был взят нистатин - полиеновый антибиотик, продуцируемый актиномицетом Streptomyces noursei. Оказывает in vitro фунгистатическое и фунгицидное действие в отношении дрожжей и дрожжеподобных грибов, особенно Candida spp. (в т.ч. Candida albicans), а также Aspergillus spp., производство ПАО «Биосинтез», Россия, серия 31218.
Тест-системы

Используемые в исследовании тест-штаммы были получены из коллекции типовых культур (ATCC, США):

	№
	Штаммы микроорганизмов

	1
	Staphylococcus aureus ATCC 6538-Р (музейный чувствительный штамм);

	2
	Candida albicans ATCC 10231 (музейный чувствительный штамм);

	3
	Escherichia coli ATCC 8739 (музейный чувствительный штамм);

	4
	Escherichia coli ATCC BAA-196 (музейный устойчивый штамм);

	5
	Staphylococcus aureus ATCC BAA-39 (музейный устойчивый штамм).


Питательные среды, реактивы и растворы

При проведении научно-исследовательских работ были использованы среды, растворы и реагенты, рекомендованные CLSI: агар Мюллера-Хинттона, бульон Мюллера-Хинтона, бульон Сабуро, агар Сабуро, питательный агар, среда RPMI 1640, 0,9 %-ный раствор хлорида натрия (физиологический раствор), спирт этиловый, ДМСО. 

Оборудование

В исследовании были задействованы: денситометр DEN-1 (Латвия), термошейкер «Comfort» (Германия), аналитические весы LB 210-A (Россия), pH-метр PB11 (Германия), вертикальный автоклав SystecV-120 (Германия), термостат BD-115 (Германия), ламинарный бокс BioIIA/G (Испания), шейкер IKA MS3 Digital (Германия), дозатор Eppendorf (1-10 мл, 100-1000 мкл, 20-200 мкл, 0,5-10 мкл) (Германия), термобаня Haake P14 (Германия), система очистки воды Arium 611 VF (Германия).

Методы исследований

Приготовление базовых растворов исследуемых веществ

Некоторые из представленных образцов не растворимы в воде, но растворимы в этаноле и ДМСО. В связи с этим базовые растворы готовили путем растворения 0,02 г сухой субстанции в 5 мл 0,9 %-ного физиологического раствора, 10 %-ного этанола или 20 %-ного ДМСО, получив тем самым базовый раствор с концентрацией 4 мг/мл или 4000 мкг/мл.

Приготовление суспензии тест-штаммов на физиологическом растворе (0,9 %-ный раствор хлорида натрия)

Для приготовления суспензий микроорганизмов нужной концентрации использовали денситометр DEN-1 (Латвия) предназначенный для измерения оптической плотности (мутности). Произвели замер оптической плотности пробирки с 5 мл физиологического раствора. Отобрали бактериологической петлей однотипные колонии исследуемого тест-штамма, выросшего на твердой питательной среде, перенесли его в пробирку и растворяли до получения однородной консистенции (мутности): для бактерий - 0,5 единиц по МакФарланду, для грибов – 2,5, что соответствует концентрации исследуемого тест-микроорганизма 1,5×108 КОЕ/мл. Из суспензий микроорганизма 1,5×108 КОЕ/мл приготовили разведения 1,5×106 КОЕ/мл для бактерий, 5×106 КОЕ/мл для грибов: в 9,0 мл физиологического раствора внести стерильной пипеткой 1,0 мл приготовленной суспензии в концентрации 1,5х108 КОЕ/мл. Приготовленную суспензию использовали в течение 15-30 мин. 

Определение противомикробной (антимикробной и фунгицидной) активности in vitro
Исследование проводили методом двукратных серийных разведений в жидкой питательной среде. Для определения антимикробной активности применяли бульон Мюллера-Хинтона, для определения фунгицидной активности – среда RPMI 1640. Среды для изучения антибиотикочувствительности стандартизированные и рекомендованные CLSI [21-23].

Приготовили ряд разведений ИВ с кратностью разведения в два раза. В пробирки типа «Eppendorf» вносили по 0,5 мл питательной среды. В первую пробирку ряда вносили 0,5 мл базового раствора исследуемого образца, получили рабочую концентрацию 2000 мкг/мл. Перемешали и перенесли 0,5 мл во вторую пробирку ряда, разбавив в два раза. Концентрация во второй пробирке составила 1000 мкг/мл. Таким же образом приготовили двукратные серийные разведения до конечной концентрации - 0,125 мкг/мл. В каждом ряду ставили три контрольные пробирки: контроль среды, контроль растворителя (негативный контроль - контроль влияния 10 %-ного этанола или 20 %-ного ДМСО разной концентрации на жизнеспособность клеток) и контроль роста культуры.

Во все пробирки, кроме контроля среды, добавили по 0,05 мл исследуемого тест-штамма микроорганизма. 

Образцы с бактериальными посевами инкубировали в течение 18-24 часа при 37 ± 1 °С. По истечении времени инкубации, проводили высев на чашки Петри c плотной питательной средой. Чашки с посевами помещали в термостат для инкубации на 18-24 часа при 37 ± 1 °С. 

Образцы с С.albicans инкубировали в течение 48-72 часа при температуре 22 ± 1 °С. По истечении времени инкубации, был произведен высев на чашки Петри c плотной питательной средой. После высева чашки с посевами помещали в термостат для инкубации на 48-72 часа при температуре 22 ± 1 °С.

Все исследования проводились в трех повторах.

Учет результатов проводили по наличию видимого роста микроорганизмов на поверхности плотной питательной среды. Минимальной бактерицидной концентрацией (МБК) считали наименьшую концентрацию, которая подавляла полный рост микроорганизмов. Минимальной бактериостатической концентрацией считали концентрацию препарата, которая задерживала рост микроорганизмов.

Определение фракциональной ингибирующей концентрации при комбинированном тестировании

Определение антимикробного действия при комбинированном применении лигандов AIP с антибиотиками осуществляли классическим методом «Checkerboard» – метод макроразведений в жидкой питательной среде, согласно [24,25].
Совместное действие изучалось в бульоне Мюллера-Хинтона при концентрациях AIP равных МБК и разведений выше и ниже МБК и препаратов сравнения в концентрациях равных МБК и четырех разведений ниже него. AIP и препараты сравнения разводили в жидкой питательной среде и вносили в соответствующих концентрациях в пробирки по 0,25 мл. Свежеприготовленный инокулюм в концентрации 1,5х106 КОЕ/мл вносили в каждую пробирку. Посевы инкубировали в термостате при 37 ± 1 ˚С в течение 24 ч. 

Далее из пробирок был произведен пересев на агаризованную среду Мюллера-Хинтона. Чашки с посевами инкубировались в термостате при температуре 37 ± 1 ˚С в течение 18-24 часов. 

Интерпретацию результатов производили после расчета индекса фракциональной ингибирующей концентрации (далее - ФИКинд) с использованием следующей формулы: 
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где,  А и В – два протестированных вещества; 

Аа и Ва – МБК, полученные при тестировании веществ по отдельности; 

Ас и Вс – концентрации каждого соединения при минимальной эффективной комбинации. 

Индекс ФИК вычисляли для каждого ряда разведений. Для интерпретации использовали наименьшие значения. 

Синергизм определяли при индексе ФИК ≤ 0,5, частичный синергизм засчитывали при ФИК > 0,5, но < 1. 

Аддитивность – при ФИК = 1. 

Индифферентность – при отсутствии изменении МБК, либо при тестировании по отдельности, либо в комбинации (ФИК >1, но <4).

Антагонизм – при ФИК>4 [16-17].
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оценка полноты решений поставленных задач
НИР, запланированные на 2019 г. выполнены в полном объеме в соответствии с календарным планом. 

Получены следующие результаты:

С целью поиска новых лекарственных веществ в ряду производных пиперидина на основе [1-(2-этоксиэтил)-, 1-(3-этоксипропил)-, 1 бензил]-пиперидин-4-онов восстановлением натрийборгидридом в изопропаноле с хорошими выходами наработаны соответствующие вторичные спирты. 

На основе [1-(2-этоксиэтил)-, 1-(3-этоксипропил)-, 1-бензил-]-4-гидроксипиперидинов проведено ацилирование 3-фтор-, 2,6-дифтор-  4-(трифторметил)бензоилхлоридами c образованием соответствующих гидрохлоридов сложных эфиров фторбензойных кислот, имеющих в ароматическом цикле  один, два и три атома фтора. 
Проведен синтез и наработка кетоксимпиперидина, в качестве промежуточного полупродукта реакции с целью дальнейших трансформаций, взаимодействием солянокислого гидроксиламина с 1-бензил-4-оксопиперидином в присутствии щелочи в этаноле. 

С целью введения одного, двух и трех атомов фтора, нафтоилоксигруппы и фрагмента адамантана в структуры пиперидинов, а также с целью выяснения влияния на противоинфекционную активность соединений ацилированием полученного кетоксима 1-бензил-4-оксопиперидина 4-фтор-бензоилхлоридом, 3-фтор-бензоилхлоридом, 2-фтор-бензоилхлоридом, 2,6-дифторбензоилхлоридом, 4-(трифторметил)бензоилхлоридом  синтезированы гидрохлориды сложных эфиров фторбензойных кислот, а также ацилированием N-бензилпиперидинкетоксима нафтоилхлоридом и адамантантанкарбонилхлоридом получены соответствующие гидрохлориды сложных эфиров нафтойной и адамантанкарбоновой кислот. 

Циангидриновый синтез, как наиболее простой препаративный способ введения карбоксильной группы в молекулу пиперидина, использован для получения потенциальных биологически активных пиперидинкарбоновых кислот, имеющих у атома азота пиперидинового цикла алкильные и арилалкильные радикалы. Получены кристаллические циангидрины [1-метил, 1-пропил-, 1-бензил-, 1-(2-фенилэтил-)]-4-кетопиперидинов с выходами 75,5-83,3% путем взаимодействия соответствующих пиперидин-4-онов с ацетон-циангидрином. Реакция проводилась при комнатной температуре без растворителя, с добавлением небольшого количества (2-3 капли) воды. Далее с целью получения аминокислот проведен их кислотный гидролиз с образованием [1-метил, 1-пропил-, 1-бензил-, 1-(2-фенилэтил-)]-4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов. Гидролиз циангидринов проводился концентрированой соляной кислотой и проходил при комнатной температуре.
С целью изучения реакционной способности гидроксильной группы и последующего выяснения влияния природы ацильного остатка, в частности введения фрагмента циклопропана и фторфенильного фрагмента в структуры пиперидинов на фармакологические свойства были синтезированы сложные эфиры циклопропанкарбоновой и о-фторбензойной кислот по гидроксильной группе гидрохлоридов N-замещенных 4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов.
Проведено изучение противомикробной (антимикробной и фунгицидной) активности in vitro гетероорганических производных AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-18, AIP-19, AIP-20, AIP-21, AIP-22, AIP-23, AIP-24, AIP-25, AIP-26 в отношении музейных тест-штаммов. 

Гетероорганические производные AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-23, AIP-29 и AIP-21 проявили антимикробную (бактерицидную) активность к музейному тест-штамму S. aureus ATCC 6538-P в концентрации от 1000 мкг/мл до 125 мкг/мл. 

Производные AIP-23, AIP-29 показали активность в отношении музейного тест-штамма E. coli АТСС 8739 в концентрации 500 мкг/мл и 1000 мкг/мл, соответсвенно.

Установлена фунгицидная активность в отношении культуры C.albicans ATCC 10231 у гетероорганических производных AIP-18, AIP-22, AIP-23 в концентрации 1000 мкг/мл, у AIP-15, AIP-16, AIP-17 в концентрации 500 мкг/мл, у AIP-21 и AIP-24 в концентрации 250 мкг/мл, у AIP-19 и AIP-20 в концентрации 125 мкг/мл.
В отношении мультирезистентного штамма Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39 установлена бактерицидная активность у AIP-15 и AIP-16 в концентрации 31 мкг/мл и 63 мкг/мл, соответственно.

В отношении мультирезистеного штамма Escherichia coli ATCC ВАА-196 установлена бактерицидная активность у AIP-23 в концентрации 250 мкг/мл.

При изучении in vitro совместного действия антифунгального препарата нистатина с гетероорганическими производными в отношении референс-штамма Candida albicans ATCC 10231 установлено, что AIP-19, AIP-20 и AIP-21 проявляют синергетический эффект, уменьшая значения минимальных фунгицидных концентраций двух составляющих. 

Взаимное усиление антимикробной активности наблюдается также при совместном действии AIP-15 с гентамицином, AIP-15 с амоксициллином и AIP-16 с гентамицином в отношении множественно устойчивого тест-штамма Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39 проявляющегося в виде синергизма.
Результаты оценки технико-экономической эффективности разработки
 В ходе проведенных микробиологических исследований в опытах in vitro показано, что можно выделить для дальнейших исследований на клинических штаммах следующие соединения:

AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-21, AIP-23 и AIP-29, как вещества для борьбы с возбудителем S. aureus;
AIP-23, как вещества для борьбы с возбудителем E. coli;
AIP-17, AIP-19, AIP-20 и  AIP-21, как вещества для борьбы с возбудителем C.albicans.

В результате изучения совместного воздействия антимикробных препаратов сравнения и лигандов было установлено, что AIP-15 проявляет синергетический эффект в комбинации с  гентамицином в отношении мультирезистентного тест-штамма Staphylococcus aureus ATCC BAA-39. AIP-15, AIP-19, AIP-20 и AIP-21 в комбинации с нистатином также проявляют синергетический эффект и в отношении грибов рода Candida, при данных комбинациях происходит снижение значений минимальных подавляющих концентраций антимикотика до 4 раз.
Результаты оценки научно-технического уровня выполненной НИР в сравнении с лучшими достижениями в данной области

Научно-технический уровень исследований определяется наличием международного сотрудничества, публикаций в международных и республиканских рецензируемых научных журналах, подтверждающей практическую ценность исследований, а также опубликованными  выступлениями на международных конференциях в области проводимых исследований.
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