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РЕФЕРАТ
Есеп:  69   б.,    13 кесте,  13 сурет ,    21 көздер,  4 қосымша
НӘЗІК ОРГАНИКАЛЫҚ СИНТЕЗ, БИОЛОГИЯЛЫҚ АКТИВТІ ЗАТТАР, КЕШЕНДЕР, Β-ЦИКЛОДЕКСТРИН, АРАБИНОГАЛАКТАН, ПЕКТИН, ИК СПЕКТРОСКОПИЯ МЕН ЯМР СПЕКТРОСКОПИЯ.
Зерттеу объектілері жаңа химиялық модификациясымен жаңа фармакологиялық активті қосылыстар жасалатын жаңа 4-оксопиперидиндер болып табылады.

Мақсаты: нәзік органикалық синтез әдістерімен БАЗ әсерлілігін жоғарылату және уыттылығын төмендету.

Міндеттері:
-
бастапқы қосылыстар молекуласына фармакологиялық белсенділікті және/немесе уыттылықты төмендететін құрылымдық фрагменттерді енгізудің қарапайым және қол жетімді эксперименталды жолдарын жасау.

-
БАЗ-ды табиғи медполимерлерге иммобилизациялау жолдарын жасау.

-
БАЗ-дың табиғи полимерлермен кешендерін бастапқылармен салыстырып биобағалау. Дәрілік препараттарға кандидаттарды алу әдісін эксперименталды таңдау.

Бұл баяндама «БАЗ әсерлілігін жоғарылату және уыттылығын төмендету кезіндегі нәзік органикалық синтез» (жобаның ЖТН АР05131486, №  мемлекеттік тіркеу нөмірі 0118РК00108) тақырыбындағы үш жылдық ғылыми-зерттеу циклінің екінші жылының нәтижесі болып табылады.

2019 ж. кезеңі: «БАЗ табиғи медициналық полимерлерге иммобилизациялау жолдарын жасау».

БАЗ-ды медицинада қолдануға рұқсат етілген (β-циклодекстрин, арабиногалактан, пектин қышқылы мен пектин) табиғи медполимерлерге иммобилизациялау жолдарын жасалған. Алдын ала дәрілер  (гидрохлорид пен/немесе негіз ретінде) этанолда және  β-ЦД суда 40-50°С температурада 30-60 мин ерітіліп алынып, димедрол, клофелин мен толперизонның β-ЦД-мен кешендерін алудың оптималды әдістері жасалды Салыстырмалы түрдегі қожайын, қонақ пен олардың кешендерінің инфрақызыл және ПМР спектрлері кешен немесе физикалық қоспа түзілуінің негізделуін көрсетті. Азагетероцикл қатарының БАВ иммобилизациясын бақылау үшін  рН метрия әдісін қолданып реакция жүруінің аналитикалық әдістемесі жасалды.

Жаңа α,β-қанықпаған пиперидин-4-ондар 1-(2-этоксиэтил)- мен 1-(3-бутоксипропил)пиперидон-4-тердің о-фторбензальдегидпен 2:1 қатынасында 15% күйдіргіш натр қатысында этанолда 20-25оС температурада конденсацияланды. Маннихтің конденсациясымен сірке-метанолды ортада 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-он 68% шығыммен синтезделді. Кижнер-Вольф реакциясы жағдайында биспидинонның карбонил тобы толық тотықсыздандырылып, сәйкес нонан алынды. 3,7-Диазабицикло[3.3.1]нонан-9-онды  тұз қышқылды гидроксиламинмен пиридин қатысында  оксимилирлеп, мақсатты оксим 49 % шығыммен синтезделді. Оксимді хлорлы бензоилмен ацилирлеу арқылы потенциалды нашақорлыққа қарсы белсенділігі бар оксимнің О-бензоил туындылары синтезделді. Жаңа синтезделген қосылыстардың қасиеттерін биобағалау үшін 240оС-ден жоғары температурада ыдыратын β-циклодекстринмен кешендері синтезделді. 
Әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университетінің Экология мәселелері ҒЗИ-да 6 үлгіге БИВ шифрімен миелостимулирлеуші белсенділік пен өткір уыттылық дәрежесі тексерілді. БИВ-153 пен  БИВ-15 метилурацилмен салыстырғанда жоғары белсенділік көрсетті. 
Қолданылу аймағы: Жобаның ҒЗЖ мақсаттарының орындалуы мен міндеттерінің шешілуі эффективті, уыттылығы төмен, ұзақ әсер ететін және аса қауіпсіз дәрілік заттар алуға мүмкіндік береді. 

Потенциалды тұтынушылары ретінде Қазақстанның нәзік органикалық синтезі (фармацевтикалық өндірістер) мен агрокешендік мекемелері бола алады. 

РЕФЕРАТ
Отчет:  69   с.,    13 табл.,  13 рис.,    21 источн.,  4 прил.
ТОНКИЙ ОРГАНИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ, БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА, КОМПЛЕКС, Β-ЦИКЛОДЕКСТРИН, АРАБИНОГАЛАКТАН, ПЕКТИН, ИК СПЕКТРОСКОПИЯ И СПЕКТРОСКОПИЯ ЯМР. 
Объектами исследования являются новые замещенные 4-оксопиперидины, химической модификацией которых будут созданы новые фармакологически активные соединения.
Цель: повысить эффективность и снизить токсичность БАВ методами тонкого органического синтеза.
Задачи:
- Разработка простых и доступных экспериментальных путей введения в молекулы исходных соединений структурных фрагментов, повышающих фармакологическую активность и/или снижающих токсичность.

- Разработка путей иммобилизации БАВ на природные медполимеры.

- Биооценка комплексов БАВ с β-ЦД в сравнении с исходными БАВ. Экспериментальный выбор метода получения кандидатов в лекарственные препараты.

Настоящий отчет является результатом второго года трехгодичного цикла НИР по теме: «Тонкий органический синтез в повышении эффективности и снижении токсичности БАВ» (ИРН проекта АР05131486, № госрегистрации 0118РК00108).
Этап 2019 г.: «Разработка путей иммобилизации БАВ на природные медполимеры».
Разработаны пути иммобилизации БАВ на природные медполимеры, разрешенные к применению в медицине (β-циклодекстрин, арабиногалактан, пектовая кислота и пектин). Разработаны оптимальные методы получения комплексов включения димедрола, клофелина и толперизона с β-ЦД с предварительным растворением лекарства (в виде гидрохлорида и/или основания) в этаноле и β-ЦД в воде с медленным прикапыванием раствора лекарства в раствор β-ЦД при 40-50°С в течение 30-60 мин. Сравнительный анализ инфракрасных спектров и спектров ПМР хозяина, гостя и их комплекса дает основание заключить образуется ли комплекс или продукт является физической смесью. Для контроля иммобилизации БАВ азагетероциклического ряда разработана аналитическая методика протекания реакции с использованием метода рН метрии. 
Синтезированы новые α,β-непредельные пиперидин-4-оны конденсацией 1-(2-этоксиэтил)- и 1-(3-бутоксипропил)пиперидонов-4 с о-фторбензальдегидом в соотношении 2:1 в присутствии 15% едкого натра в этаноле при 20-25оС. Одновременной конденсацией Манниха  в уксусно-метанольной среде был синтезирован 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонан-9-он с выходом 68%. Исчерпывающим восстановлением карбонильной группы биспидинона в условиях реакции Кижнера-Вольфа синтезирован соответствующий нонан. Оксимилированием 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она солянокислым гидроксиламином в присутствии пиридина получен целевой оксим с выходом 49 %. Ацилированием оксима с хлористым бензоилом синтезировано О-бензоилпроизводное оксима с потенциальной противонаркотической активостью. Для биооценки свойств новых синтезированных соединений получены комплексы с β-циклодекстрином в виде кристаллических веществ с т.пл. свыше 240оС с разложением.

В НИИ проблем экологии Казахского национального университета им. аль-Фараби проведены испытания 6 образцов препаратов под шифром БИВ на на миелостимулирующую активность и уровень острой токсичности Показано, что БИВ-153, БИВ-152, проявили высокую активность на уровне препарата сравнения метилурацила. 

Область применения: Достижение цели НИР проекта и решение задач позволят получать лекарственные средства, эффективные, длительно действующие, малотоксичные и, поэтому, более безопасные. 
Потенциальными потребителями могут выступать предприятия тонкого органического синтеза (фармацевтические производства) и агрокомплекса Казахстана.  

CОДЕРЖАНИЕ

	
	

	ОПРЕДЕЛЕНИЯ
	8

	ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 
	9

	ВВЕДЕНИЕ 
	10

	Тонкий органический синтез в повышении эффективности и снижении токсичности  БАВ.…….….………. 
	14

	      1 Разработка путей иммобилизации БАВ на природные медполимеры ………………….………………………….…………………
	14

	      1.1 Разработать методы получения комплексов включения БАВ с циклодестринами ….……….……………………
      1.1.1 Получения комплексов веществ с β-ЦД……………………
      1.1.2 Синтез α,β-непредельных пиперидин-4-онов……………
      1.1.3 Синтез производных 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазо-лоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она…………………………
       1.1.4 Миелостимулирующая активность соединений БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-156, БИВ-158, БИВ-160………………………
	14
15
16
18
22

	      1.2 Установить тонкое химическое строение новых комплексов включения БАВ с циклодестринами……………………………………
	29

	      1.3 Разработать условия получения комплексов БАВ с арабиногалактаном и/или пектином …………………………………………
	35

	      1.4 Установить тонкое химическое строение комплексов БАВ с арабиногалактаном и/или пектином ……………………………………
	39

	    ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ…………………………
	41

	ЗАКЛЮЧЕНИЕ  ……………………………………………….….
	44

	СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ  ………………
	46

	ПРИЛОЖЕНИЕ А
СПИСОК ПУБЛИКАЦИЙ В РАМКАХ ПРОЕКТА  ……………
	48

	ПРИЛОЖЕНИЕ Б 

КАЛЕНДАРНЫЙ ПЛАН РАБОТ ………………………………
	50

	ПРИЛОЖЕНИЕ В 

ОТЧЕТ НА МИЕЛОСТИМУЛИРУЮЩУЮ АКТИВНОСТЬ

СОЕДИНЕНИЙ БИВ…………………………………………
	54

	ПРИЛОЖЕНИЕ Д 

ИК- и ЯМР-СПЕКТРЫ ВЕЩЕСТВ………………………………
	62


ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими определениями: 

БАВ - химические вещества, обладающие при небольших концентрациях высокой физиологической активностью по отношению к определённым группам живых организмов (в первую очередь — по отношению к человеку, а также по отношению к растениям, животным, грибам и пр.) или к отдельным группам их клеток. 
Тонкий органический синтез - малотоннажное получение органических веществ сложного строения. 

Модификация - (позднелат. modification - изменение, от лат. modus – мера, вид, образ и  facio - делаю), видоизменение, преобразование, появление новых свойств.

Фармакофорный фрагмент  - структурный элемент или фрагмент молекулы, который обеспечивает фармокологическую активность.
ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	НИР
	-
	научно-исследовательская работа

	ТОС
	-
	тонкий органический синтез

	БАВ
	
	биологически активные вещества

	ч
	-
	час

	мин
	-
	минута

	с
	-
	секунда

	ИКС
	-
	инфракрасная спектроскопия

	ЯМР
	-
	ядерный магнитный резонанс

	м.д.
	
	миллионных долей

	СDCl3
	-
	дейтерохлороформ

	т.пл.
	-
	температура плавления

	ТСХ
	-
	тонкослойная хроматография

	β-ЦД
	-
	β-циклодекстрин

	АГ
	
	арабиногалактан

	Rf
	
	коэффициент распределения в хроматографии




ВВЕДЕНИЕ

Объектами исследования являются новые замещенные 4-оксопиперидины, химической модификацией которых будут созданы новые фармакологически активные соединения.
Цель: повысить эффективность и снизить токсичность БАВ методами тонкого органического синтеза.

Задачи:

- Разработка простых и доступных экспериментальных путей введения в молекулы исходных соединений структурных фрагментов, повышающих фармакологическую активность и/или снижающих токсичность.

- Разработка путей иммобилизации БАВ на природные медполимеры.

- Биооценка in vitro комплексов БАВ с природными медполимерами в сравнении с исходными БАВ. Экспериментальный выбор метода получения кандидатов в лекарственные препараты.

Настоящий отчет является результатом второго года трехгодичного цикла НИР по теме: «Тонкий органический синтез в повышении эффективности и снижении токсичности БАВ» (ИРН проекта АР05131486, № госрегистрации 0118РК00108).

Этап 2019 г.: «Разработка путей иммобилизации БАВ на природные медполимеры».

Метод и методология проведения работ. В настоящих НИР применен: 
- метод постадийной синтетической сборки фармакофорных фрагментов, усиливающих биоэффект и/или снижающие токсичность, в  молекулу структуры-лидера в  новые производные с использованием методик различных органических реакций (конденсация, воссановление, оксимилирование, ацилирование, комплекс включение);  

- для анализа полученных соединений использованы элементный микроанализ, Фурье-инфракрасная спектроскопия, спектроскопии ЯМР;

- методы тестирования на биологическую активность и острую токсичность.
Актуальность. На мировом рынке фармацевтических препаратов природным полимерам  уделяется большое внимание - на их основе выпускаются болеутоляющие, противовоспалительные и др. лекарственные средства в виде комплексов включения. В частности, огромное количество работ посвящено определению физико-химических свойств комплексов циклодекстрин-лекарство, но проблемы связанные с зависимостью биологической активности от структуры комплексов практически не описываются. Поэтому исследования, направленные на выявление взаимосвязи структурных и фармакологических особенностей комплексов включения БАВ, представляют несомненный теоретический и практический интерес. Кроме того, для современного развития фармацевтической промышленности в Казахстане требуются дешевые отечественные эффективные препараты. 
Результаты работы и их новизна. Разработаны пути иммобилизации БАВ на природные медполимеры, разрешенные к применению в медицине (β-циклодекстрин, арабиногалактан, пектовая кислота и пектин). Среди синтезированных новых замещенных 4-оксопиперидинов выявлены образцы с введенными конкретными структурными фрагментами, коррелирующие с миелостимулирующей активностью. Запланированные исследования полностью выполнены в соответствии с календарным планом 2019 года. По результатам проведенной работы, опубликованы 6 статьи и тезисы 7 докладов. Кроме того, в редакцию журнала «Хим.-фарм. журнал» подана к опубликованию статья: «Синтез и биологическая активность 3-(3-метоксипропил)-7-[2-(пиридин-1-ил)этил]-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанонов» авторов - Малмакова А.Е., Ю В.К., Искакова Т.К., Даулетбай П., Пралиев К.Д., в которой описаны новые производные биспидина и тезисы 1 доклада приняты в Международной научно-практической конференции «Актуальные проблемы естествознания и естественнонаучного образо-вания», посвященной памяти ученого-педагога, кандидата химических наук, доцента Т.Д.Куанышбаева (1952-1998 гг.) на тему: «Синтез и местноанестезирующая активность комплекса О-бензоилоксима 3-(3-этоксипропил)-7-[2-(пиперазин-1-ил)этил]-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она с β-циклодекстрином» авторов  Малмакова А.Е., Ю В К., Пралиев К.Д., Амиркулова М.К. (г. Кызылорда. - 7-8 ноября 2019 г.). 
По разделу 1.1 «Разработать методы получения комплексов включения БАВ с циклодестринами» выполнены работы по разработке методов по-лучения комплексов включения БАВ с циклодестринами. 
Разработаны оптимальные методы получения комплексов включения димедрола, клофелина и толперизона с β-ЦД с предварительным растворением лекарства (в виде гидрохлорида и/или основания) в этаноле и β-ЦД в воде с медленным прикапыванием раствора лекарства в раствор β-ЦД при 40-50°С в течение 30-60 мин. 
Синтезированы новые α,β-непредельные пиперидин-4-оны и производные 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонан-9-она как потенциально биологически активные соединения для изучения влияния заместителей на фармакологическую активность. 
Синтез α,β-непредельных пиперидин-4-онов осуществлен в условиях реакции Кляйзена-Шмидта конденсацией 1-(2-этоксиэтил)- и 1-(3-бутоксипропил)пиперидонов-4 с о-фторбензальдегидом при взаимодействии 2 моль альдегида на 1 моль пиперидонов-4 в присутствии 15% едкого натра в этаноле при 20-25оС. Реакционную смесь перемешивали 73 ч. 1-(2-Этоксиэтил)- и 1-(3-бутоксипропил)-3,5-дибензилиденпиперидоны-4 образуются с  выходами 5-37%,  Rf 0,43-0,48 (Al2O3, элюент - бензол:диоксан 10:1.
Одновременной конденсацией Манниха  в уксусно-метанольной среде был синтезирован 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонан-9-он с выходом 68%. Исчерпывающим восстановлением карбонильной группы биспидинона в условиях реакции Кижнера-Вольфа синтезирован соответствующий нонан. Оксимилированием 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она солянокислым гидроксиламином в присутствии пиридина получен целевой оксим с выходом 49 %. Ацилированием оксима с хлористым бензоилом синтезировано О-бен-зоилпроизводное оксима с потенциальной противонаркотической активостью. 
Для биооценки свойств новых синтезированных соединений получены комплексы с β-циклодекстрином в виде кристаллических веществ с т.пл. свыше 240оС с разложением.

В НИИ проблем экологии Казахского национального университета им. аль-Фараби проведены испытания 6 образцов препаратов под шифром БИВ на на миелостимулирующую активность и уровень острой токсичности Показано, что БИВ-153, БИВ-15, проявили высокую активность на уровне препарата сравнения метилурацила. 
По разделу 1.2 «Установить тонкое химическое строение новых комплексов включения БАВ с циклодестринами» осуществлены работы по установке тонкого химического строения новых комплексов включения БАВ с циклодестринами. Сравнительный анализ ИК спектров (клофелин-основание, β-ЦД и их комплекс) и (димедрол-основание, β-ЦД и их комплекс) показал, что полученный кристаллический продукт представляет собой физическую смесь клофелина-основание и β-ЦД. В то время, как спектр комплекса димедрол-основание+β-ЦД характеризуется отсутствием полос поглощения при 746,8; 700,8 и 2770-3030 см-1, наблюдающиеся в спектре лекарства, и относящиеся к ароматике за счет образования комплекса включения «вхождением» обоих фенилов димедрола в полость β-ЦД, т.е. комплекс «гость» - «хозяин», состава 1:2. Свидетельством включения молекулы димедрола-основания во внутреннюю полость молекулы β-ЦД в методе 1Н ЯМР спектроскопии является изменение в химических сдвигах протонов Н-3(-0.18), Н-5(0.09) и Н-6(0.18), направленных во внутреннюю полость молекулы β-ЦД и подвергающихся влиянию включенной молекулы. С другой стороны, дезэкранирование Н-9(-0.22) и С-7(-1.17), С-9(-0.24) и С-10(-0.54) и экранирование обоих Сq фенила (1.41) молекулы димедрола показывает, что оба фенила внедряются во внутреннюю полость молекулы β-ЦД.
По разделу 1.3 «Разработать условия получения комплексов БАВ с арабиногалактаном и/или пектином» разработаны условия получения комплексов БАВ (в качестве модельного БАВ взят 1-бензилпиперидон-4 – (1-БзП) с пектовой кислотой и пектином, физической смеси с арабиногалактаном. 
Изучена возможность использования пектовой кислоты и пектина в качестве «хозяина» для синтезированных биологически активных азагетероциклов («гость») для снижения токсичности и уменьшения других побочных эффектов гостя. Методом pH метрии показано, что в случае пектовой кислоты и пектина резкий скачок в изменении значений рН достигается при соотношении полимер: 1-БзП = 1:2. 
Иммобилизации 1-БзП на арабиногалактан в различных растворителях (вода, этанол, разбавленный этанол) и при нагревании не наблюдалось. Во всех случаях получались физические смеси.

По разделу 1.4 «Установить тонкое химическое строение комплексов БАВ с арабиногалактаном и/или пектином» установлено строение новых комплексов БАВ с пектином. Для исследования приготовлены растворы (соотношение пектин:1-БзП=1:1, 1:2; арабиногалактан:1-БзП=1:1, 1:2). в чашке Петри высушивая в течение 4 ч при 50-55оС. Анализ ИК спектров продуктов иммобилизации 1-БзП на арабиногалактан, что они представляют собой физические смеси. Показано, что 1-БзП с пектовой кислотой и пектином образует усточвые продукты в массовом соотношении 1:2, подтвержденные сранительным анализом спектров пектина, 1-БзП и их продукта.  Полоса поглощения С=О связи карбоксильной группы (-СООН) в области 1747,2 см-1 в спектре пектина исчезает в спектре продукта, но появляются две средней интенсивности при 1594,0 см-1 и 1226,3 см-1, характеристичные для карбонила соли кислоты (-СОО-). Кроме того, изменение картины спектра в коротковолновой области (выше 3000 см-1) по сравнению с таковыми 1-БзП и полимера свидетельствуют о переходах СООН→СОО- и N→NH+. 
Область применения. Тонкий органический синтез полигетероорганических соединений. Химия биологически активных веществ. Фармацевтическая промышленность.
Экономическая эффективность или значимость работы. Научная значимость заявляемого проекта заключается в результатах, которые дополнят имеющиеся знания в тонком органическом синтезе биологически активных веществ и их комплексов с природными медполимерами методами ТОС. Получен один патент и подана одна заявка на выдачу патента на полезную модель.

Прогнозные предположения о развитии объекта исследований. Данный отчет является промежуточным в исследовании образцов стартовых БАВ и/или субстанций применяемых препаратов. Препараты - БИВ-153 и БИВ-152, рекомендованы для проведения полного комплекса доклинических исследований в рамках требований Рекомендаций Минздрава РК по доклиническому изучению миелостимулирующей активности.
Приложение А: Список публикаций в рамках проекта.

Приложение Б : Календарный план НИР проекта. 

Приложение В: Отчет на миелостимулирующую активность соединений БИВ.
Приложение Д: ИК- и ЯМР-спектры веществ.
Тонкий органический синтез в повышении эффективности и снижении токсичности бав
1 Разработка путей иммобилизации БАВ на природные медполимеры
В настоящее время в связи с интенсивным развитием фармацевтической индустрии разработка новых форм лекарственных средств приобретает огромное значение. Анализ мировых трендов использования лекарственных средств показывает  постепенно происходящую замену устаревших препаратов на более эффективные и безопасные лекарственные средства новых поколений. В современной фарминдустрии большие перспективы связаны с капсулированием лекарственных средств эффективными рецепторами, которые позволяют получать твёрдые лекарственные формы из жидких, способствуют стабилизации активных веществ к действию света и  тепла, увеличивают растворимость препарата, улучшают его биодоступность, маскируют нежелательные запахи и вкус [1]. 
Разработаны пути иммобилизации БАВ на природные медполимеры. По результатам проведенной работы, опубликованы 6 статьи и тезисы 7 докладов. Кроме того, в редакцию журнала «Хим.-фарм. журнал» подана к опубликованию статья: «Синтез и биологическая активность 3-(3-метоксипропил)-7-[2-(пиридин-1-ил)этил]-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонанонов» авторов - Малмакова А.Е., Ю В.К., Искакова Т.К., Даулетбай П., Пралиев К.Д., в которой описаны новые производные биспидина и тезисы 1 доклада приняты в Международной научно-практической конференции «Актуальные проблемы естествознания и естественнонаучного образо-вания», посвященной памяти ученого-педагога, кандидата химических наук, доцента Т.Д.Куанышбаева (1952-1998 гг.) на тему: «Синтез и местноанестезирующая активность комплекса О-бензоилоксима 3-(3-этоксипропил)-7-[2-(пиперазин-1-ил)этил]-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она с β-циклодекстрином» авторов  Малмакова А.Е., Ю В К., Пралиев К.Д., Амиркулова М.К. (г. Кызылорда. - 7-8 ноября 2019 г.). 
1.1 Разработать методы получения комплексов включения БАВ с циклодестринами
Природа дает удивительно широкий спектр возобновляемых сырьевых материалов с различными свойствами и химическим составом. Биомасса и возобновляемые ресурсы являются основой для промышленности, основанной на принципах «зеленой» химии и устойчивого развития. Уже сегодня биомасса используется в качестве исходного материала для производства клеев, косметики, моющих средств, лаков, красок, печатных красок  и средств защиты растений [2].

Природные полисахариды, выделяемые из биомассы растений, в частности, арбиногалактан, циклодекстрины и пектиновые вещества на протяжении последних лет являются предметом фундаментальных и прикладных исследований, благодаря таким свойствам, как экологическая безопасность, высокая биологическая активность (антикомплиментарная, гастропротекторная, противо-опухолевая, иммуномоделирующая) и хорошая растворимость в воде.
1.1.1 Получения комплексов веществ с β-ЦД

Капсулирование фармпрепаратов позволяет получать лекарства пролонгированного, программированного и трансдермального воздействия и увеличивает возможность целенаправленного транспорта лекарства в организме непосредственно к месту его воздействия. В этой связи получение  супрамолекулярных  форм  фармацевтически активных производных димедрола, клофелина и толперизона с β-циклодекстрином (β-ЦД) и установление их структуры является актуальной задачей современной химии и медицины.
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Для получения комплексов включения был использован безводный β-циклодекстрин (β-ЦД) компании FLUKA с чистотой 99 %.

Для получения комплекса включения лекарственных веществ с β-ЦД используют метод соосаждения из водно-этанольного раствора смеси. Используя 0,25 г лекарственного вещества находят нужное количество β-ЦД, учитывая соотношение 1:1. К водному раствору β-ЦД, который находится в водяной бане, нагретой до температуры 40-50°С, прикапывают этанольный раствор вещества, интервалом 1 каплю в 1 минут. Перемешивают 20-30 минут затем оставляют сушиться естественным путем.
В таблице 1 указаны результаты расчета количества веществ, использованных в ходе синтеза, учитывая соотношение 1:1. 

Таблица 1 - Масса веществ, использованных в синтезе

	№ cинтеза
	m(циклодекстрин),г
	Вещество
	m(вещество),г

	1
	0,434
	Клофелин основание
	0,25

	2
	0,434
	Клофелин гидрохлорид
	0,25

	3
	0,444
	Димедрол основание
	0,25

	4
	0,444
	Димедрол гидрохлорид
	0,25

	5
	0,464
	Толперизон основание
	0,25
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1.1.2 Синтез α,β-непредельных пиперидин-4-онов
С целью поиска и создания новых потенциально биологически активных соединений и изучения влияния ароматических групп на фармакологическую активность реакцией Кляйзена-Шмидта конденсацией 1-(N-алкоксиалкил)пиперидонов-4 с о-фторбензальдегидом (6) синтезированы новые α,β-непредельные пиперидин-4-оны (7, 8). 
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1-(N-Алкоксиалкил)-3,5-дибензилиденпиперидоны-4 (7, 8) образуются с  выходом 6-37% при использовании 2 молей альдегида на моль 1-(N-алкоксиалкил)пиперидонов-4 в присутствии 15 % едкого натра в этаноле. Состав и строение соединений (7, 8) подтверждены данными ТСХ, ИК-спектроскопии и данными элементного анализа.
В ИК спектрах полосы (таблица 2) при 1453 и 1584 см-1 отнесены к поглощению С=С ароматического кольца; 1582 и 1643 см-1 – С=О, 3066 и 3381 см-1 =СH.
Таблица 2 - Выход и физико-химические характеристики новых 3,5-диеноновых производных пиперидина (7, 8)

	Соеди-нение
	Выход, %
	Rf*
	tпл.
	Вычислено
Найдено, %
	ИК-спектр, см-1

	
	
	
	
	С
	Н
	C=O
	=СH
	C=C

	7
	37
	0,43
	58-64
	72,06

72,09
	6,00

5,98
	1582
	3066
	1584

	8
	6
	0,48
	36-40
	73,40

73,37
	6,82

6,85
	1643
	3381
	1453

	Примечание (Al2O3, элюент бензол:диоксан10:1


В спектре ЯМР 1Н соединения (7) сигналы метильных протонов Н-11,11,11 2-этоксиэтильной группы проявились трехпротонным мультиплетом в области 0.85-1.10 м.д. и соединения (8) метильных протонов Н-14,14,14 3-бутоксипропильной группы проявились трехпротонным мультиплетом в области 0.84-0.88 м.д. По соседству с протонами метильной группы расположились двухпротонным мультиплетом при 2.25-2.52 м.д. метиленовые протоны Н-7,7 этоксиэтильгного фрагмента (7). В уширенном восьмипротонном мультиплете в области 2.70-4.00 расположились оставшиеся протоны этоксиэтильной группы Н-8,8,10,10 и аксиальные и экваториальные протоны пиперидонового цикла Н-2ax,6ax,2eq,6eq. Метиленовые протоны бутоксипропильного фрагмента (8) Н-8,8,12,12,3,13 и Н-7,7 резонировали шести- и двухпротонными мультиплетами при 1.28-1.75 и 2.21-2.60 м.д. соответственно. В восьмипротонном мультиплете при 2.91-2.96 м.д. расположились оставшиеся метиленовые протоны Н-9,9,11,11 бутоксипропильного фрагмента и аксиальные и экваториальные протоны пиперидонового цикла Н-2ax,6ax,2eq,6eq. В десятипротонном мультиплете при 6.99-7.41 м.д. расположились фторарилиденовые протоны Н-18-21,21-29 и ненасыщенные протоны Н-15,21 
В спектре ЯМР 13С соединения (7) сигналы этоксиэтильного фрагмента проявились при 15.05 (С-11) и 56.08 (С-7) м.д. Углеродные ядра пиперидонового цикла наблюдаются при 54.12 (С-2,6), 141.93 (С-3,5) и 176.71 (С-4) м.д. Оставшиеся углеродные атомы из-за щепления атомами фтора и сложности строения изучаемой молекулы накладываются друг на друга и идентифицировать их однозначно сложно.

Строение соединения было подтверждено также методами двумерной спектроскопии ЯМР COSY (1H-1H) и HMQC (1H-13C) (рисунок 1), позволяющей установить спин-спиновые взаимодействия гомо- и гетероядерной природы. Наблюдаемые корреляции в молекуле представлены на схемах. В спектрах 1H-1H COSY соединения наблюдаются спин-спиновые корреляции через две связи протонов соседних метильных и метиленовых групп или метилен-метиленовых групп Н11–Н10 (0.97, 3.22 и 3.22, 0.97), Н7–Н8 (2.53, 3.37 и 3.37, 2.53) и Н15,17,24,26-Н16,18,23,25 (6.97, и 7.13 и 7.13, 6.97) м.д. Гетероядерные взаимодейстия протонов с атомами углерода через одну связь были установлены с помощью спектроскопии 1H-13C HMQC для следующих присутствующих в соединении пар: Н11-С11 (0.97, 15.23), Н7-С7 (2.52, 54.10; 2.52, 56.09), Н10-С10 (3.36, 68.72) м.д.
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Рисунок 1 - HMQC и COSY корреляции соединения (7)
В спектре ЯМР 13С соединения (8) сигналы бутоксипропильного фрагмента проявились при 14.02 (С-14) и 19.37 (С-13) м.д. Углеродные ядра пиперидонового цикла  наблюдаются при 54.25 (С-2,6), 141.94 (С3,5) и 186.74 (С-4) м.д. Оставшиеся углеродные атомы из-за щепления атомами фтора и сложности строения изучаемой молекулы накладываются друг на друга и идентифицировать их однозначно сложно.

Строение соединения было подтверждено также методами двумерной спектроскопии ЯМР COSY (1H-1H) и HMQC (1H-13C) (рисунок 2), позволяющей установить спин-спиновые взаимодействия гомо- и гетероядерной природы. Наблюдаемые корреляции в молекуле представлены на схемах. В спектрах 1H-1H COSY соединения наблюдаются спин-спиновые корреляции через две связи протонов соседних метильных и метиленовых групп  или метилен-метиленовых групп Н14–Н13 (0.83, 1.27 и 1.27, 0.83), Н7–Н8 (2.53, 3.37 и 3.37, 2.53) и Н13-Н12 (1.27, 1.44 и 1.44, 1.27) м.д. Гетероядерные взаимодейстия протонов с атомами углерода через одну связь были установлены с помощью спектроскопии  1H-13C HMQC для следующих присутствующих в соединении пар: Н14-С14 (0.84, 14.10), Н13-С13 (1.26, 13.54), Н12-С12 (1.42, 31.84) м.д.
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Рисунок 2 - HMQC и COSY корреляции соединения (8)
1.1.3 Синтез производных 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она

Обнаружено, что производные 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана представляют новый кластер соединений с широким спектром фармакологического действия, среди них обнаружены анальгетики, анестетики, антиаритмики, спазмолитики и иммуностимулирующие и антибактериальные средства. Поэтому целью настоящего исследования является синтез новых структурных аналогов 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана и выявление влияния заместителей при атомах азота на фармакологические свойства соединений.
 

Одновременной конденсацией 1-(3-бутоксипропил)-4-оксопиперидина с параформом и первичным амином: 1-(3-аминоалкил)имидазол, в уксусно-метанольной среде был синтезирован соответствующий 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-он (68%) (9). 
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Выделение нового бициклического кетона (9) произведено с помощью колоночной хроматографии, продукт реакции представляет собой вязкое масло. Образование и строение соединении (9) подтверждены данными ТСХ и ИК-спектроскопии, состав – данными элементного анализа.
В ИК спектре синтезированного 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (9) имеются характеристические полосы валентных колебаний карбонильной группы в области 1734 см-1, а также простой эфирной связи при 1110 см-1 (таблица 3). 
Таблица 3 - Выход и физико-химические характеристики 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (9)
	Соеди-нение
	Выход, %
	Rf*
	Вычислено
Найдено, %
	ИК-спектр, см-1

	
	
	
	С
	Н
	C=O
	C-O-C

	9
	68
	0,56
	66,30

66,28
	9,30

9,32
	1734
	1110

	Примечание (Al2O3, элюент бензол:изопропанол 6:1



Для поиска потенциальных анальгетиков и/или антагонистов опиатов восстановлением 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонан-9-она (9) в условиях реакции Кижнера-Вольфа действием гидразингидрата в триэтиленгликоле в присутствии КОН получен соответствующий 3,7-диазабициклононан (10) с выходом 40 % .
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Выход и физико-химические характеристики биспидина (10) представлены в таблице 4. Состав и строение 3,7-диазабициклононана (10) подтверждаются данными элементного анализа и ИК-спектроскопии.

Об образовании бициклического амина свидетельствует отсутствие в ИК спектре соединении (10) полосы поглощения карбонильной группы. 
Таблица 4 - Выход и физико-химические характеристики 3-(3-бутоксипро-пил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана (10)
	Соединение
	Выход, %
	Брутто

формула
	Rf*
	Вычислено
Найдено, %

	
	
	
	
	С
	Н

	10
	40
	C20H36N4O
	0,25
	68,90
68,92
	10,34

10,36



С целью синтеза новых производных биспидина, обладающих ненаркотическим анальгетическим действием, изучено взаимодействие 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (9) с солянокислым гидроксиламином.
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Контроль за ходом реакции осуществляли с помощью ТСХ. Длительное кипячение (в течение 24 ч) привело к целевому оксиму (11) с выходом 49 % (таблица 5). Состав и строение соединении (11) подтверждены данными элементного анализа, тонкослойной хроматографии, ИК спектроскопии (таблица 5). 
Таблица 5 – Физико-химические характеристики оксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (11) 
	Соединение
	Выход, %
	Rf*
	Найдено,%

Вычислено, %
	Брутто-

формула
	ИК-спектр, ν, см-1

	
	
	
	С
	Н
	
	ОН
	C=N

	11
	49
	0,20
	64,19

64,20
	9,28

9,26
	C20H35N5O2
	3201
	1506

	Примечание - Al2O3, элюент бензол : изопропиловый спирт - 20 : 1


В ИК спектре бициклического оксима (11) идентифицированы полоса поглощения C=N-связи (1506 см-1) и ОН-группы (3201 см-1). 
Для проведения фармакологического скрининга необходимо получить пролекарства это вещества, не обладающие выраженной физиологической активностью, но способные превратиться в лекарства уже в организме человека. Происходит это в результате либо ферментативной реакции, либо химической (без участия белкового катализатора). Чтобы получить пролекарство, обычно модифицируют какую-то реакционно способную группу в физиологически активном соединении так, чтобы эта связь разрушалась в организме. 

Так, взаимодействием оксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (11) с хлористым бензоилом в абсолютном бензоле с последующей обработкой полученного гидрохлорида поташом получен соответствующий О-бензоилоксим (12).
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Состав и строение продуктов этерификации согласуются с данными элементного анализа и ИК спектроскопии (таблица 6). В ИК спектре эфира исчезает полоса поглощения гидроксильной группы и появляются интенсивные полосы поглощения, характерные для С=О связи сложноэфирной группы (1723 см-1), С=N связи (1639 см-1) и арильного радикала.
Таблица 6 – Физико-химическая характеристики О-бензоилоксима 3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (12)
	Соединение
	Выход, %
	Брутто
формула
	Rf*
	Вычислено
Найдено, %
	ИК- спектр,

ν, см-1,

	
	
	
	
	С
	Н
	С=О
	С=N

	12
	45
	C27H39N5О3
	0,34
	67,36

67,34
	8,10

8,13
	1723
	1639


Поскольку синтезированные производные биспидина (10, 12) представляют собой вязкие маслообразные вещества, для исследования их фармакологических свойств необходимо получить кристаллические продукты. Комплексообразование с β-циклодекстрином позволяет решить эту задачу. Разработаны оптимальные методы получения комплексов включения производных биспидинов с β-циклодестринном (13, 14) с предварительным растворением веществ в этаноле и β-ЦД в воде с медленным прикапыванием раствора лекарства в раствор β-ЦД при 40-50°С в течение 30-60 мин. 
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Таблица 7 – Физико-химические характеристики комплекса 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана  (13) 
	Соединение
	Выход, %
	Вычислено
Найдено, %
	Брутто-

формула
	ИК-спектр,

ν, см-1

	
	
	С
	Н
	
	C-N
	C=N

	13
	92
	50,20

50,17
	7,15

7,17
	C62H106N4O36
	1160
	1642


В ИК спектре комплекса (13) идентифицированы полоса поглощения C=N-связи (1642 см-1) и C-N-связи (1160 см-1). 
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Таблица 8 – Физико-химические характеристики комплекса О-бензоилоксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она  (14) 
	Соединение
	Выход, %
	Вычислено
Найдено, %
	Брутто-

формула
	ИК-спектр,

ν, см-1

	
	
	С
	Н
	
	C-N
	C=N

	14
	89
	51,20

50,17
	6,70

7,17
	C69H109N5O38
	1031
	1637


В ИК спектре комплекса (14) идентифицированы полоса поглощения C=N-связи (1637 см-1) и C-N-связи (1031 см-1). 
Целевые комплексы (13, 14) получены в виде кристаллических веществ, т.пл. свыше 240оС с разложением.
1.1.4 Миелостимулирующая активность соединений БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-156, БИВ-158, БИВ-160

На исследование миелостимулирующей активности и уровня острой токсичности поступило 6 новосинтезированное соединение под шифром БИВ: БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-156, БИВ-158, БИВ-160.

Исследования на миелостимулирующую активность проводили на здоровых половозрелых животных – белых лабораторных крысах самках, 12-16 - недельного возраста, массой тела 210-280 г. Разброс в группах по исходной массе тела не превышал ±10%. Животные были получены одновременно из одного питомника – биологической клиники факультета биологии и биотехнологии КазНУ имени аль-Фараби. До и в период эксперимента контрольные и опытные животные содержались в одинаковых стандартных условиях, по 6 особей в клетке. Все виды экспериментов проводились с соблюдением хронобиологических принципов работы и в соответствии с «Правилами проведения доклинических (неклинических) исследований биологически активных веществ» [Приказ Министра здравоохранения Республики Казахстан от 19 ноября 2009 года № 745 «Об утверждении Правил проведения доклинических (неклинических) исследований биологически активных веществ»]. Забор крови проводили из орбитальной вены крыс, наркотизированных слабым эфирным наркозом в 09.00 часов утра. Анализ крови проводили на гематологическом анализаторе для лабораторных животных «Abacus junior vet» (пр-во Diatron, Дания). Контроль лейкограммы крови проводили путем микроскопирования мазка, окрашенного по Романовскому-Гимза [Giemsa G., 1904] на микроскопе SA3300С для микроскопии и цифровой микрофотографии под иммерсией (увеличение 7х100) по 500 клеток на каждом мазке. Миелосупрессию вызывали введением цитостатика циклофосфамида натрия (Эндоксан Baxter (Бакстер Онкология ГмбХ) Кантштрассе, 2, Д-33790, Халле/Вестфаллен, Германия, Рег.уд. П№ 014446/02-2002, серия 8G166D) в дозе 30 мг/кг веса животного, растворенного на физиологическом растворе в объеме 0,5 мл трехкратно с интервалом сутки. Далее на 6,8,10 сутки наблюдения один раз в сутки внутримышечно вводили: с 1 – ой группе по 6 – ую группу исследуемые соединения под шифром БИВ в дозе 5 мг/кг (для всех исследуемых соединений растворителем являлся физиологический раствор) в объеме 0, 5 мл, 7 - ой группе животных вводили препарат сравнения метилурацил в дозе 0, 4 мг/кг в объеме 0, 5 мл, 8 – ой группе -  плацебо (физиологический раствор) в объеме 0, 5 мл и 9-ая группа животных являлась интактной.  Уровень острой токсичности проводили на рачках Artemia Salina L. Статистическую обработку данных проводили с приведением доверительного интервала Стьюдента.

Метод определения уровня острой токсичности на рачках Artemia Salina L. 

Специально для анализа экотоксичности высокоминерализованных почв и отходов, сбрасываемых, например, в моря и океаны, актуализирована в настоящее время «Методика определения токсичности высокоминерализованных поверхностных и сточных вод, почв и отходов по выживаемости солоноватоводных рачков Аrtemia salina L» ФР 1.39.2006.02505. Методика, разработанная сотрудниками ЛЭТАП и лаборатории водной токсикологии МГУ, рекомендована для определения острой токсичности высокоминерализованных водных вытяжек из почв и отходов, поверхностных и сточных вод, по реакции солоноватоводных рачков Artemia Salina L. с уровнем солености от 6% и выше. 

На опыты идут жаброногие рачки Artemia Salina L. (широко распространенный эвригалинный вид). Тело артемий удлиненное, не имеет раковины, состоит из многочисленных, ясно различимых сегментов, хорошо подразделяется на отделы: голову, трункус, несущий листовидные ножки (11 пар), и тельсон (или абдомен). Голова с двумя стебельчатыми сложными глазами и одним непарным науплиальным глазом. 2-я антенна у самцов большая и крючкообразная, превращена в хватательный орган. Абдомен заканчивается фуркой, состоящей из 2 фуркальных пластинок, покрытых щетинками. (Липин А.С. Определитель пресноводных беспозвоночных..., 1995). Размеры тела: 0,5 ― 1,5 см (от науплия до взрослой особи). У этих рачков выражен половой диморфизм, самцы и самки отличаются окраской, строением и размером антенн, которые у самцов значительно больше.

Обработка и оформление результатов

При определении острой токсичности исследуемых проб, а также их разбавлений устанавливают: среднюю летальную кратность разбавления пробы, вызывающую гибель 50% особей за 48 часовую экспозицию - ЛД50. Пробы рассчитывают процент погибших особей (А, %) по формуле А = (Xi/Xt)х100, где Xi― количество исходных особей; Xt― количество погибших особей в тестируемой воде через 48 часов. За результат измерений принимают среднее арифметическое результатов пяти параллельных определений

Таблица 9 – Химическая формула и шифр новосинтезированных соединений

	№№

пп
	Шифр
	Формула
	Название

	1
	БИВ-152
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	Complex of (E)-5-(2-ethoxyethyl)-7-(4-fluorobenzylidene)-3-(4-fluorophenyl)-2-phenyl-3,3a,4,5,6,7-hexahydro-2H-pyrazolo[4,3-c]pyridine hydrochloride with β-CD

	2
	БИВ-153
	
[image: image22.emf]N

CH

2

CH

2

CH

2

OCH

3

F

F

NN


	Complex of (E)-5-(3-methoxypropyl)-7-(4-fluorobenzylidene)-3-(4-fluorophenyl)-2-phenyl-3,3a,4,5,6,7-hexahydro-2H-pyrazolo[4,3-c]pyridine hydrochloride with β-CD

	3
	БИВ-154
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	Complex of (E)-7-(2-fluorobenzylidene)-3-(2-fluorophenyl)-5-(3-methoxypropyl)-2-phenyl-3,3a,4,5,6,7-hexahydro-2H-pyrazolo[4,3-c]pyridine hydrochloride with β-CD

	4
	БИВ-156
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	Complex of 3-(3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)-7-(3-butoxypropyl)-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonane with β-CD

	5
	БИВ-158
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	Complex of 3-(3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)-7-(3-butoxypropyl)-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonan-9-one O-benzoyl oxime with β-CD

	6
	БИВ-160
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	Complex of nicotinic acid with β-CD


Результаты исследований
Интактные животные имели гематологические показатели, соответствующие значениям условно здоровых животных Общий эритроцитарный показатель составил (7,09±0,05) ·1012/L крови с гемоглобином (138,5±1,21) г/л крови. Гематокритный показатель был (30,95±0,5)%, что является нижней границей нормальных значений, но забор крови у животных проводили в утренние часы и за 12 часов до забора крови животных лишали корма. Поэтому данное значение является нормой. Общий лейкоцитарный показатель составлял (10,74±0,04) ·109/L крови при абсолютном значении нейтрофилов (4,13±0,5) ·109/L крови и абсолютном показателе лимфоцитов (5,72±0,3) ·109/L крови, показатели лейкограммы укладывались в нормативную шкалу для животных, свободных от патогенной микрофлоры. Уровень тромбоцитов составлял (561,0±6,71) ·109/L крови, который является оптимальным показателем. Таким образом, основные показатели крови белых лабораторных крыс укладывались в нормативные значения.

После введения цитостатического препарата циклофосфамида натрия были зарегистрированы следующие изменения в гемограмме крови. Снижение эритроцитарного показателя со значения интактных животных (7,09±0,05) ·1012/L крови до (4,22±0,3) ·1012/L крови, т.е. в 1, 68 раза. Значение уровня гемоглобина со значения интактных животных (138,5±1,21) г/л крови снизилось до (78,33±3,33) г/л крови в 1,77 раза. Гематокритный показатель крови снизился со значения интактных животных (30,95±0,5)% до (22,31±0,67)% в 1,39 раза. Средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах также снизилась в 1,28 раза. Общий лейкоцитарный показатель со значения интактных животных (10,74±0,04) ·109/L крови упал до значения (3,75±0,7) ·109/L крови в 2,86 раза. Снижение относительных показателей субпопуляций лейкоцитов в лейкограмме крови было не столь значимым, как абсолютных показателей гранулоцитов и агранулоцитов. Но именно абсолютные значения гранулоцитарных и агранулоцитарных лейкоцитов имеют диагностическое значение. Значительное снижение абсолютного нейтрофильного показателя со значения (4,13±0,5) ·109/L крови до значения (1,22±0,1) ·109/L наблюдалось в 3,38 раза. Снижение абсолютного лимфоцитарного показателя с уровня интактных животных (5,72±0,3) ·109/L крови до значения (2,42±0,01) ·109/L крови в 2,36 раза. Общий тромбоцитарный показатель со значения интактных животных (561,0±6,71) ·109/L крови снизился до (267,33±7,33) ·109/L крови в 2,1 раза. Таким образом, в результате введения цитостатика циклофосфамида натрия у животных развилась панцитопения с поражением в первую очередь лейкоцитарных клеток, которая выразилась лейкопенией на фоне нейтропении и лимфопении. Также шло снижение всех показателей эритроцитарных и тромбоцитарных клеток. 

Далее на фоне панцитопении вводили исследуемые соединения ряда БИВ: БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-156, БИВ-158, БИВ-160. В соответствии с полученными результатами по гемограмме крови соединения были поделены на 3 группы, в соответствии с проявленной миелостимулирующей активность. В первую группу вошли соединения БИВ-153, БИВ-152, проявившие высокую активность, на уровне препарата сравнения метилурацила. Во вторую группу вошли соединения БИВ-156, БИВ-160 с миелостимулирующей активностью ниже уровня активности препарата сравнения метилурацила. Третья группа соединения включала соединения БИВ-154, БИВ-158. Они не проявляли миелостимулирующей активности.

Соединение БИВ-153 проявило миелостимулирующую активность на уровне препарата сравнения метилурацила. Соединение БИВ-153 эффективно стимулировало пролиферацию лейкоцитарных клеток. Общий лейкоцитарный показатель составлял (8,59±0,6) ·109/L крови, незначительно превышая показатель контрольной группы (7,92±0,5) ·109/L крови и превышая показатели группы плацебо (3,75±0,7) ·109/L крови в 2,11 раза. Но в лейкограмме крови наблюдалось доминирующая пролиферативная активность в лимфатическом пуле до относительного показателя (96,83±3,2)% с относительным нейтрофильным показателем (1,56±0,0)% и относительным гранулоцитарно-моноцитарным показателем (0,99±0,0)%. Абсолютный лимфоцитарный показатель при этом составлял (8,30±0,1) ·109/L крови с критически минимальными абсолютными показателями нейтрофилов (0,1±0,0) ·109/L крови и гранулоцитарно-моноцитарного показателя (0,07±0,1) ·109/L крови. На показатели красных клеток крови соединение БИВ-153 стимулирующего влияния не оказывало. Уровень эритроцитарных клеток (4,99±0,1) ·1012/L крови был на уровне показателя группы плацебо (4,22±0,3) ·1012/L крови и был ниже показателя интактной группы (7,09±0,05) ·1012/L крови и контрольной группы (6,66±0,5) ·1012/L крови в 1,68 и 1,57 раза соответственно. Уровень гемоглобина был (98,5±0,6)г/л значительно меньше показателей контрольной группы и интактной группы. Общий тромбоцитарный показатель в экспериментальной группе составил (477,50±21,05) ·109/L крови и был выше показателя контрольной группы (228,5±6,5) ·109/L крови в 2,08 раза и приблизился к значению интактной группы (561,0±6,71) ·109/L крови.                    

Соединение БИВ-152 уступало по миелостимулирующей активности соединению БИВ-153. Миелостимулирующая активность соединения БИВ-152 была на уровне препарата сравнения метилурацила. Общелейкоцитарный показатель составлял (7,61±0,7) ·109/L крови против значения контрольной группы (7,92±0,5) ·109/L крови и превышал показатель группы плацебо (3,75±0,7) ·109/L крови в 2,02 раза и был ниже показателя интактной группы (10,74±0,04) ·109/L крови в 1,41 раза. Соединение БИВ-152 также, как и соединение БИВ-153 выраженно стимулировало деление лимфоцитарных клеток и относительный лимфоцитарный показатель достиг значения (93,99±1,9) %, относительный нейтрофильный и гранулоцитарно-моноцитарный показатели были критически низкими и составляли (2,72±0,1) % и (3,44±0,1) % соответственно. Соединение БИВ-152 стимулировало пролиферативную активность эритроцитарного пула. Общий эритроцитарный показатель достиг значения (6,41±0,1) ·1012/L крови и был на уровне значения контрольной группы (6,66±0,5) ·1012/L крови. Но уровень гемоглобина в группе с введением соединения БИВ-152 составлял (118,50±6,5) г/л крови и был незначительно ниже показателя контрольной группы (132,0±4,2) г/л. Но гематокритное значение, показатели среднего содержания гемоглобина в эритроцитах были выше значений контрольной группы. Тромбоцитарные значения в группе введения соединения БИВ-152 также эффективно восстанавливались. Общий тромбоцитарный показатель достиг значения (548,0±32,41)·109/L крови против значения контрольной группы (228,5±6,5)  ·109/L крови.

Соединения БИВ-156 и БИВ-160 уступали по лейкопоэзстимулирующей активности контрольному препарату. Общелейкоцитарные показатели (6,03±0,1)·109/L и (6,28±0,1)  ·109/L были выше значений группы плацебо (3,75±0,7)  ·109/L крови в 1,6 и 1,67 раза соответственно. Соединения БИВ-156 и БИВ-160 выраженно стимулировали пролиферативную активность лимфоцитарного пула, также как и соединения БИВ-152 и БИВ-153. Общий эритроцитарный показатель, уровень гемоглобина, гематокритное значение, показатель среднего содержания гемоглобина в крови были значительно ниже значений контрольной группы.
Соединения БИВ-154 и БИВ-158 не обладали миелостимулирующей активностью.

Соединения БИВ-153 и БИВ-152 обладали лейкопозстимулирующей активностью на уровне препарата сравнения метилурацила. Оба соединения отличались выраженным стимулированием лимфоцитарного пула с патологическим критическим снижением гранулоцитарно-моноцитарных показателей. Только соединение БИВ-152 эффективно стимулировало пролиферативную активность эритроцитарного пула на уровне препарата сравнения метилурацила. Соединения БИВ-156 и БИВ-160 несколько уступали препарату сравнения по лейкопоэзстимулирующей активности и не обладали эритропоэзстимулирующей активностью. Соединения БИВ-154 и БИВ-158 не обладали миелостимулирующей активностью.

Острая токсичность соединений БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-156, БИВ-158, БИВ-160
Все исследуемые соединения проявили уровень острой токсичности в диапазоне от 250 мг/кг до 500 мг/кг, что определяет их как среднетоксичные соединения. 

Таблица 10 – Показатели гемограммы крови 

	Показ. гемогр.
	WBC,

·109/л
	RBC, ·1012/л
	HGB, г/л
	HCT


	MCV


	MCH


	MCHC


	PLT
	LYM, ·109/L 


	MON, ·109/L
	NEU, ·109/L
	LYM, 

%
	MON, %
	NEU, 

%
	RDW-CV
	RDW-SD
	PDW
	MPV
	P-LCR
	PCT
	P-LCC

	БИВ-152
	7,61±0,7
	6,41±0,1
	118,5±6,5
	35,69±0,9
	55,62±1,6
	18,47±0,8
	332,5±24,5
	548,00±32,41
	7,15±0,6
	0,26±0,0
	0,21±0,0
	93,99±1,9
	3,44±0,1
	2,72±0,1
	15,86±0,8
	29,11±3,1
	10,00±0,9
	7,45±0,1
	16,89±1,2
	0,11±0,0
	86,5±3,4

	БИВ-153
	8,59±0,6
	4,99±0,5
	98,5±5,6
	27,11±1,8
	54,0±5,4
	19,83±1,1
	365,5±53,6
	477,5±21,5
	8,3±0,1
	0,1±0,0
	0,21±0,0
	96,83±13,2
	1,11±0,0
	2,22±0,0
	15,94±0,9
	29,11±3,2
	9,67±0,8
	7,5±0,4
	12,89±1,0
	0,36±0,0
	62,5±13,5

	БИВ-154
	4,97±0,1
	3,22±0,2
	65,0±2,5
	17,0±0,5
	52,67±11,2
	20,33±3,2
	384,5±18,4
	198,0±6,4
	4,24±0,0
	0,5±0,0
	0,23±0,0
	84,68±4,5
	10,22±0,8
	5,22±0,1
	15,22±0,8
	28,22±2,3
	10,50±0,9
	8,33±0,1
	17,67±2,1
	0,15±0,0
	28,50±3,5

	БИВ-156
	6,03±0,5
	4,34±0,1
	93,00±5,8
	23,44±2,1
	54,00±11,2
	21,94±7,3
	407,00±16,7
	375,5±14,6
	5,08±0,1
	0,82±0,0
	0,17±0,0
	82,83±15,4
	14,61±0,9
	2,67±0,0
	16,33±1,2
	29,56±8,6
	10,44±0,8
	7,67±0,1
	13,5±0,9
	0,29±0,0
	51,5±12,5

	БИВ-158
	4,89±0,1
	3,73±0,1
	74,5±4,8
	19,55±0,9
	52,83±8,4
	20,17±1,1
	382,00±18,9
	372,0±19,2
	4,68±0,1
	0,13±0,0
	0,1±0,0
	95,67±4,5
	2,56±0,0
	1,83±0,0
	15,22±0,9
	28,28±1,2
	9,11±0,8
	7,44±0,1
	12,61±1,1
	0,28±0,0
	46,00±5,4

	БИВ-160
	6,28±0,1
	4,49±0,1
	87,5±4,8
	24,16±0,9
	53,88±5,6
	19,55±0,8
	363,00±16,5
	571,5±17,8
	5,71±0,0
	0,41±0,0
	0,18±0,0
	91,05±6,7
	6,33±0,3
	2,72±0,0
	15,72±0,1
	28,28±6,2
	9,5±0,1
	7,78±0,1
	14,55±0,9
	0,44±0,0
	83,00±7,9

	Контроль
	7,92±0,5
	6,66±0,5
	132,0±4,2
	28,2±0,2
	42,6±2,3
	19,9±0,9
	467,5±12,6
	228,5±6,5
	4,7±0,5
	0,48±0,01
	2,74±0,01
	59,6±0,6
	6,25±0,6
	34,2±0,2
	17,2±0,9
	12,55±0,9
	±
	3,7±0,0
	±
	±
	±

	Плацебо
	3,75±0,7
	4,22±0,3
	78,33±9,33
	22,31±0,67
	53,0±2,3
	18,63±3,3
	349,33±5,3
	267,33±7,33
	2,42±0,01
	0,0±0,0
	1,22±0,1
	62,76±3,2
	3,0±0,0
	34,2±2,3
	12,7±1,2
	12,63±1,1
	±
	6,6±0,0
	±
	±
	±

	Интакт
	10,74±0,04
	7,09±0,05
	138,5±1,21
	30,95±0,5
	43,5±0,6
	19,45±0,8
	446,5±23,5
	564,0±6,71
	5,72±0,5
	0,88±0,01
	4,13±0,5
	52,45±3,5
	8,2±0,9
	39,35±6,2
	20,95±2,5
	19,8±1,3
	±3,9
	0,0±
	±
	±
	±


1.2 Установить тонкое химическое строение новых комплексов включения БАВ с циклодестринами
Одним из основных методов исследования супрамолекулярных комплексов включения в настоящее время является спектроскопия ЯМР [3, 4]. Данный метод был использован нами для изучения новых лекарственных форм фармацевтически активных димедрола, клофелина и толпиризона с β-ЦД. Интерес к димедролу, клофелину и толпиризону обусловлен тем, что данные вещества обладают высокой фармацевтической активностью.
Среди известных в настоящее время для фармпрепаратов капсулирующих рецепторов β-ЦД [5] отличается рядом замечательных свойств, обусловленных его структурой. β-ЦД является циклическим олигосахаридом, состоящий из семи звеньев D-глюкопиранозы. Молекула β-ЦД (рисунок 3) имеет форму усечённого конуса, во внутренней гидрофобной связывающей поверхности которого размещены протоны Н-3 и Н-5, а на внешней – Н-2 и Н-4. Важнейшей чертой  β-ЦД является способность его к гидрофобному связыванию молекулы гостя в своей полости в водной среде. 
[image: image27.png]



Рисунок 3 - β-Циклодекстрин

Для 1Н ЯМР спектра β-ЦД, полученного в дейтерированном диметилсульфоксиде (ДМСО-d6), характерно проявление шести групп сигналов в области 3.23-3.32; 3.45-3.53; 3.56-3.60; 4.47-4.49; 4.77-4.78; 5.66-5.73 м.д. 
Наиболее низкопольный дублетный сигнал в области 5.71-5.73 м.д. с расщеплением 4 Гц принадлежит протону гидроксильной группы при атоме С-2 (ОН-2). Также в области слабого поля резонирует протон ОН-группы соседнего атома (ОН-3), находящийся во внутренней полости молекулы ЦД (δ=5.66 м.д., дублет). Дублетный сигнал в области 4.77-4.78 м.д. отвечает протону Н-1. Расположение указанного протона в более слабом поле по сравнению с протонами других СН-групп обусловлено влиянием со стороны атома кислорода. Гидроксильная группа ОН-6 резонирует, расщепляясь на триплет с центром при 4.48 м.д. В области сильного поля (3.56-3.60 м.д.) наблюдается накопление сигналов Н-6а,b метиленовой группы. Высокоинтенсивный сигнал при 3.45 м.д. отвечает протонам Н-3 и Н-5 глюкопиранозного звена. В диапазоне от 3.23 до 3.32 м.д. проявляются метиновые протоны Н-2 и Н-4.

Углеродный спектр β-ЦД представляет собой шесть сигналов ядер 13С элементарного звена.
В сильнопольной части проявляется сигнал атома углерода С-6 (δ=60.41 м.д.). Сигналы при 72.49, 72.85 и 73.51 м.д. обусловлены атомами С-5, С-2 и С-3 соответственно. В области более слабого поля при 82.02 и 102.41 м.д. наблюдаются сигналы атомов углерода С-4 и С-1 соответственно, непосредственно связанных с соседним глюкопиранозным звеном через кислородный мостик. 

С целью извлечения более полной и точной информации о гомо- (1Н-1Н) и гетероядерных (1Н-13С) корреляциях были получены и интерпретированы двумерные спектры ЯМР в форматах 1Н-1Н COSY, 1Н-13С HSQC и 1Н-13С HMBC.

Взаимодействия между ядрами 1Н можно установить посредством спектра COSY, представленного на рисунке 3. На наличие спинового взаимодействия, осуществляемого через 3 связи, между протоном при атоме углерода глюкопиранозного звена и протоном соответствующей гидроксильной группы указывают кросспики с координатами (3.30; 5.79) Н-2–ОН-2; (3.63; 4.58) Н-6–ОН-6.

Коррелляция с координатами (3.34; 4.87) соответствует взаимодействию через 3 связи протонов Н-1 и Н-2. Аналогичная взаимосвязь наблюдается и в случае протонов Н-2–Н-3, Н-3–Н-4, Н-4–Н-5.

Взаимодействия ядер 1Н-13С, осуществляемые через 1, 2 и 3 связи, можно проследить с помощью HMBC и HSQC спектров. Гетероядерные взаимодействия через 1 связь характерны для ядер Н-1–С-1  (4.81; 102.46), Н-2–С-2 (3.29; 72.66), Н-3–С-3 (3.61; 73.26), Н-4–С-4 (3.33; 81.82), Н-5–С-5 (3.54; 72.01), Н-6–С-6 (3.62; 60.16).

Для протона гидроксильной группы при атоме углерода С-2 характерны следующие взаимодействия: ОН-2-С-2 и ОН-2-С-3, определяемые фрагментом а (5.74; 72.41), а также ОН-2-С-1 - пик с координатами (5.74; 102.23). Следует отметить, что первый тип взаимодействия осуществляется через 2 связи, а два последующих – через 3.

Гидроксильная группа при третьем атоме углерода (ОН-3) также вступает во взаимодействия с соседними ядрами 13С через две (ОН-3–С-3) и три связи (ОН-3–С-2; ОН-3–С-4), доказательством чего служат пики б (5.68; 72.32) и в (5.68; 81.75). Пик е (4.82; 72.38) соответствует взаимодействиям Н-1-С-2 и Н-1-С-3, осуществляемым через 2 и 3 связи соответственно. Также для данного протона характерна коррелляция с атомом углерода С-4 д (4.80; 81.39). Гидроксильная группа ОН-6 определяется пиками (4.52; 59.97) и (4.52; 72.13), которые соответствуют связям ОН-6–С-6 (через две связи) и ОН-6–С-5 (через три связи). Пик (3.62; 72.53) указывает на взаимодействия протон-углеродных ядер Н-6–С-5 (через две связи). Также для указного протона характерны корреляции с атомом С-4 (3.62; 81.77).

С атомами углерода С-3 и С-5 во взаимодействия вступают протоны  Н-2 и Н-4, что подтверждается кросспиком (3.33; 73.30). Для Н-2 также определена корреляция с атомом С-1 в точке (3.33; 102.19).

 Исследование методом спектроскопии ЯМР супрамолекулярных комплексов включения (1, 3, 5), полученных соответственно на основе димедрола, клофелина и толпиризона основано на определение разницы в значениях химических сдвигов 1Н и 13С субстратов и рецептора (β-ЦД) в свободном состоянии и в составе комплексов в результате межмолекулярного взаимодействия. По величине химсдвигов внутренних или внешних протонов β-ЦД можно выявить образование соответственно внутренних или внешних комплексов. Изменение химических сдвигов 1Н и 13С в спектрах субстрата позволяет определить направление вхождения последнего в полость β-ЦД [6, 7].  

Исследование протонного спектра димедрола показало наличие шестипротонного триплетного сигналов при 2.25 м.д. метильных протонов Н-12,12,12,19,19,19. Алициклические протоны Н-10,10 и Н-9,9 проявились двухпротонными мультиплетами при 2.56-2.59 и 3.51-3.58 м.д. соответственно. Третичный протон Н-7 проявился однопротонным синглетом при 5.32 м.д. В ароматической области при 7.12-7.24 м.д. десятипротонным мультиплетом резонировали ароматические протоны Н-2-6, 14-18. 
В углеродном спектре ЯМР образца димедрола метильные и алифатические углеродные атомы проявились при 45.58 (С-12, 19), 58.75 (C-10), 69.42 (C-9) и 84.32 (С-7). Ароматические углеродные атомы проявились при 26.21 (С-6, 2, 18, 14), 127.57 (С-16, 4), 128.92 (С-5, 3, 17, 15) и 141.64 (С-1, 13) м.д.  
Исследование протонного спектра клофелина показало наличие четырехпротонного мультиплетного сигнала при 4.02-4.09 м.д. протонов пятичленного гетероцикла Н-2,2,3,3. Аминные протоны Н-4 и Н-6 проявились однопротонными синглетами при 5.92 и 7.81 м.д. соответственно. Протоны ароматического ядра проявились однопротонным триплетом при 7.03 (Н-10, 10, 10, 3J 8.0 Гц) и двухпротоннным дублетом при 7.61 (Н-11, 9, 3J 8.0 Гц).  
В углеродном спектре ЯМР образца клофелина атомы углерода гетероциклического фрагмента проявились при 45.13 (С-3, 2) и 150.94 (С-5) м.д.  Ароматические углеродные атомы проявились при 125.14 (С-10), 128.40 (С-9, 11), 132.21 (С-8, 12) и 139.36 (С-7) м.д.  В наиболее слабоподльной части спектра при 199.48 м.д. проявились проявились карбонильные атомы углерода С-10.
Исследование протонного спектра толперизона показало наличие двухпротонного дублетного сигнала при 4.02-4.09 м.д. протонов метильного заместителя Н-9,9,9 с 3J 8.0 Гц. Пиперидиновые протоны проявились мультиплетными сигналами с центрами при 1.47 (3Н, Н-3ax, 4ax, 5ax), 1.55 (3H, H-3eq, 4eq, 5eq), 2.37 (2H, H-2ax, 6ax) и 2.45 (2H, H-2eq, 6eq) м.д. Алифатические метиленовые протоны Н-7ax и Н-7eq проявились однопротонными мультиплетами с центрами при 2.51 и 2.70 м.д. соответственно. Третичный протон Н-8 резонировал однопротонным мультиплетом при 3.46-3.51 м.д. Метильные протоны Н-18,18,18 резонировали трехпротонным синглетом при 2.38 м.д. Эквивалентные ароматические протоны Н-14, 16 и Н-13, 17 проявились двухпротонными дублетами с 3J 8.0 Гц при 7.21 и 7.80 м.д. соответственно. 

В углеродном спектре ЯМР образца толперизона атомы углерода метильных радикалов проявились при 13.58 (С-9) и 21.58 (С-18) м.д. Атомы углерода гетероциклического фрагмента проявились при 24.20 (С-4), 25.90 (С-3, 5) и 54.67 (С-2, 6) м.д.  Алициклические атомы углерода С-7 и С-8 проявились при 59.28 и 41.52 м.д. соответственно. Ароматические углеродные атомы проявились при 127.25 (С-14,16), 1127.72 (С-13, 17), 136.92 (С-12) и 144.32 (С-15) м.д. В наиболее слабоподльной части спектра при 199.48 м.д. проявились проявились карбонильные атомы углерода С-10.
Исследование протонных спектров соединений и инкапсулированных комплексов на их основе (1, 3, 5) в соответствии рисунком 4 показало (Таблица 11-13), что наибольшая разница в значениях химических сдвигов протонов для молекулы димедрола наблюдается для эквивалентных протонов в орто- и мета-положениях фенильных радикалов. Это происходит из-за межмолекулярного взаимодействия вышеуказанных протонов с протонами циклодекстриновой поверхности. В случае молекулы клофелина наибольшее изменения в химических сдвигах субстрата происходит также с ароматическими протонами, которые из-за межмолекулярного взаимодействия меняют значения величины химических сдвигов. Рассмотрение изменений химических сдвигов протонов в молекуле толперизона показало, что наибольшие изменения химических сдвигов происходят в значениях эквивалентных протонов Н-2-4 пиперидинового фрагмента и протонов Н-13-17 фенилиденового фрагмента, которые, скорее всего, испытывают наибольшее межмолекулярное взаимодействие с молекулой рецептора - β-ЦД. Можно предположить, что именно указанные протоны вступают во взаимодействие с протонами глюкопиранозного звена β-ЦД в процессе самосборки комплекса. Высказанную гипотезу также частично подтверждают данные углеродных спектров (Таблицы 11-13). 

Таблица 11 - Изменения химических сдвигов ядер (м.д.) 1Н и 13С субстрата димедрола и β-ЦД в свободном состоянии и в составе комплекса 1
	№

атома
	Группа

СНх
	В свободном состоянии (δ0)
	В составе комплекса (δ) 
	∆δ(δ-δ0)

	
	
	1Н
	13С
	1Н
	13С
	1Н
	13С

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Субстрат 

	1
	>С<
	
	141.64
	
	141.63
	
	-0.01

	2,6
	>СН-
	7.15
	126.21
	7.20
	126.26
	0.04
	0.05

	3,5
	>СН-
	7.20
	128.92
	7.25
	128.97
	0.04
	0.05

	4
	>СН-
	7.22
	127.57
	7.23
	127.58
	0.01
	0.01

	7
	>СН-
	5.32
	84.32
	5.33
	84.32
	0.01
	0

	9
	-СН2-
	3.52
	69.42
	3.53
	69.41
	0.01
	-0.01

	10
	-СН2-
	2.58
	58.75
	2.59
	58.76
	0.01
	0.01

	12,19
	-CH3
	2.25
	45.58
	2.29
	45.59
	0.04
	0.01

	13
	>С<
	
	141.64
	
	141.63
	
	-0.01

	14,18
	>СН-
	7.15
	126.21
	7.19
	126.26
	0.04
	0.05

	15,17
	>СН-
	7.20
	128.92
	7.25
	128.97
	0.05
	0.05

	16
	>СН-
	7.22
	127.57
	7.23
	127.58
	0.01
	0.01

	β-циклодекстрин


	1
	>СН-
	4.77
	102.43
	4.78
	102.47
	0.01
	0.04

	2
	>СН-
	3.27
	72.87
	3.28
	72.94
	0.01
	0.07

	3
	>СН-
	3.45  
	73.54
	3.51
	73.58
	0.06
	0.04

	Продолжение таблицы 11

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	4
	>СН-
	3.30  
	82.00
	3.30
	82.07
	0
	0.07

	5
	>СН-
	3.49  
	72.52
	3.53
	72.56
	0.04
	0.04

	6
	-СН2-
	3.57  
	60.40
	3.59
	60.46
	0.02
	0.06


Таблица 12 -  Изменения химических сдвигов ядер (м.д.) 1Н и 13С субстрата клафелина и β-ЦД в свободном состоянии и в составе комплекса 3
	№

атома
	Группа

СНх
	В свободном состоянии (δ0)
	В составе комплекса (δ) 
	∆δ(δ-δ0)

	
	
	1Н
	13С
	1Н
	13С
	1Н
	13С

	Субстрат 

	2
	-СН2-
	4.05
	45.13
	4.05
	45.12
	0
	-0.01

	3
	-СН2-
	4.05
	45.13
	4.06
	45.12
	0.01
	-0.01

	4
	>NH
	5.92
	
	5.91
	
	-0.01
	

	5
	>С<
	
	150.94
	
	150.94
	
	0

	6
	>NH
	7.81
	
	7.82
	
	0.01
	

	7
	>С<
	
	139.36
	
	139.37
	
	0.01

	8,12
	>С<
	
	132.21
	
	132.20
	
	-0.01

	9,11
	>СН-
	7.61
	128.40
	7.66
	128.42
	0.05
	0.02

	10
	>СН-
	7.03
	125.14
	7.07
	125.16
	0.04
	0.02

	β-циклодекстрин

	1
	>СН-
	4.77
	102.43
	4.78
	102.44
	0.01
	0.01

	2
	>СН-
	3.27
	72.87
	3.28
	72.94
	0.01
	0.07

	3
	>СН-
	3.45  
	73.54
	3.51
	73.58
	0.06
	0.04

	4
	>СН-
	3.30  
	82.00
	3.30
	82.07
	0
	0.07

	5
	>СН-
	3.49  
	72.52
	3.53
	72.56
	0.04
	0.04

	6
	-СН2-
	3.57  
	60.40
	3.58
	60.43
	0.01
	0.03


Таблица 13 - Изменения химических сдвигов ядер (м.д.) 1Н и 13С субстрата толперизона и β-ЦД в свободном состоянии и в составе комплекса 5
	№

атома
	Группа

СНх
	В свободном состоянии (δ0)
	В составе комплекса (δ) 
	∆δ(δ-δ0)

	
	
	1Н
	13С
	1Н
	13С
	1Н
	13С

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Субстрат 


	2,6ax

2,6eq
	-СН2-
	2.37

2.45
	54.67
	2.42

2.51
	54.69
	0.05

0.06
	0.02

	3,5ax

3,5eq
	-СН2-
	1.47

1.55
	25.90
	1.53

1.61
	25.92
	0.06

0.06
	0.02

	4ax

4eq
	-СН2-
	1.47

1.55
	24.20
	1.49

1.57
	24.21
	0.02

0.02
	0.01

	7ax

7eq
	-СН2-
	2.70

2.51
	59.28
	2.71

2.51
	59.29
	0.01

0
	0.01

	8
	>СН-
	3.47
	41.52
	3.48
	41.52
	0.01
	0

	9
	-СН3
	1.11
	13.58
	1.14
	13.57
	0.03
	-0.01

	Проделжение таблицы 13

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	10
	>С<
	
	199.48
	
	199.49
	
	0.01

	12
	>С<
	
	136.92
	
	136.93
	
	0.01

	13,17
	>СН-
	7.80
	127.72
	7.85
	127.71
	0.05
	-0.01

	14,16
	>СН-
	7.21
	127.25
	7.27
	127.30
	0.06
	0.05

	15
	>С<
	
	144.32
	
	144.37
	
	0.05

	18
	-СН3
	2.38
	21.58
	2.39
	21.59
	0.01
	0.01

	β-циклодекстрин

	1
	>СН-
	4.77
	102.43
	4.78
	102.47
	0.01
	0.04

	2
	>СН-
	3.27
	72.87
	3.28
	72.93
	0.01
	0.06

	3
	>СН-
	3.45  
	73.54
	3.51
	73.58
	0.06
	0.04

	4
	>СН-
	3.30  
	82.00
	3.30
	82.07
	0
	0.07

	5
	>СН-
	3.49  
	72.52
	3.53
	72.56
	0.04
	0.04

	6
	-СН2-
	3.57  
	60.40
	3.59
	60.42
	0.02
	0.02


Так как детекция образования внутренних или внешних комплексов обусловлена экранированием протонов соответственно внутренней (Н-3 и Н-5) или внешней (Н-2 и Н-4) полости β-ЦД, было исследовано изменение значений химических сдвигов атомов 1Н β-ЦД в свободном состоянии и в составе комплексов 1, 3, 5 (рисунок 4).

Протоны индивидуального β-ЦД проявляются в виде шести групп сигналов в области 3.23-5.73 м.д.. Наиболее низкопольный дублетный сигнал в области 5.71-5.73 м.д. с расщеплением 4 Гц и интенсивностью 7Н принадлежит протону гидроксильной группы при атоме С-2. Также в области слабого поля резонирует протон ОН-группы соседнего атома (ОН-3), находящийся во внутренней полости молекулы β-ЦД (δ=5.66 м.д., дублет, 7Н). Дублетный сигнал в области 4.77-4.78 м.д. с семипротонным интегралом соответствует протону Н-1. Расположение указанного протона в более слабом поле по сравнению с протонами других СН-групп обусловлено влиянием со стороны атома кислорода. Гидроксильная группа ОН-6 резонирует, расщепляясь на триплет с центром 4.48 м.д. В области сильного поля (3.56-3.60 м.д.) наблюдается накопление сигналов Н-6а, b метиленовой группы (14Н). Высокоинтенсивный сигнал (14Н) при 3,45 м.д. соответствует протонам Н-3 и Н-5 глюкопиранозного звена. В диапазоне от 3.23 до 3.32 м.д. проявляются метиновые протоны Н-2 и Н-4 с интегральной интенсивность 14Н.

Из приведённых в таблицах 11-13 изменений химсдвигов следует, что все сигналы протонов глюкопиранозного звена β-ЦД претерпевают слабопольные изменения при комплексообразовании с димедролом, клафелином и толперизоном. Изменение химических сдвигов детектируемых атомов объясняется изменением полярности химического окружения при включении субстрата в полость β-ЦД и свидетельствует о формировании комплекса. Наибольшее изменение значений δ в изучаемых комплексах характерно для протонов Н-3 и Н-5, направленных  во внутреннюю часть усечённого β-циклодекстринового конуса. Это позволяет сделать вывод о вхождении молекул димедрола, клафелина и толперизона во внутреннюю полость β-ЦД. 

Сопоставление интегральных интенсивностей сигналов 1Н β-ЦД и протонов молекул субстратов димедрола, клафелина и толперизона в индивидуальной и инкапсулированной формах показало, что в комплексах включения димедрола, клафелина и толперизона на одну молекулу субстрата приходится две молекулы рецептора. В случае образования комплексов включения 3 супрамолекулярная самосборка сопровождается включением одной молекулы клофелина  в полость одной молекулы циклодекстрина.
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Рисунок 4 – Предполагаемые строения комплексов включения 1, 3 ,5

1.3 Разработать условия получения комплексов БАВ с арабиногалактаном и/или пектином
В настоящее время интерес к полисахаридам вообще и, в частности, к природному полисахариду − арабиногалактану (АГ), существенно возрос. Если ранее АГ применяли, в основном, как вспомогательное вещество в производстве различных лекарственных форм, то благодаря детальному изучению свойств АГ его стали рассматривать как самостоятельную биологически активную добавку. АГ допущен к применению в пищевой промышленности в качестве загустителя, стабилизатора, желирующего средства [8]. 

Все большее применение АГ находит в фармакологии. В частности в работах [9-11] описывается применение АГ в качестве матриц для направленного транспорта терапевтических препаратов. Кроме того, препараты на основе АГ обладают улучшенными фармакологическими свойствами, а именно, длительное время действия, низкая токсичность, селективность, уменьшение побочных эффектов и увеличение растворимости.

Комплексы АГ и продуктов его деградации с различными лекарственными средствами могут найти разнообразное медицинское применение [12, 13]. Так, комплексы АГ с аденозинмонофосфатом (АМФ) или аденин-9-β-D-арабинофуранозид-5'-монофосфатом обладают антивирусной активностью, а с S-2-(3-аминопропиламино)-этилтиофосфорной кислотой – радиозащитными свойствами [14, 15]. Диальдегид, полученный периодатным окислением АГ, предложен для конъюгации антибиотика доксорубицина [16]. Комплекс АГ с нерастворимым антибиотиком амфотерицином В, применяющимся для лечения грибковых заболеваний, является водорастворимым, что облегчает его применение, значительно снижает токсичность и повышает эффективность действия антибиотика [13, с. 1335]. Комплекс АГ с хитозаном способствует пролиферации суставных хондроцитов, поэтому может использоваться для восстановления хрящевой ткани человека [17]. Железосодержащие производные АГ (ферроарабино-галактаны), синтезированные авторами [18, 19], предлагаются для лечения железодефицитной анемии [19, 20]. Продукт с максимальным содержанием железа (5,1%) и максимальным выходом (92%) получен при использовании смеси солей железа (II, III). Рентгенографические исследования показали, что ферроарабиногалактаны представляют собой микросфероиды, которые имеют ядра, состоящие либо из оксидов железа с кристаллической структурой магнетита/маггемита, либо аморфных ферригидритов, покрытых слоем молекул арабиногалактана. АГ в этом случае играет роль стабилизатора коллоидной системы [20]. 

В фармацевтической промышленности пектин и пектовую кислоту используют, в частности, для капсулирования лекарств. Микрокапсулирование – это технологический процесс заключения вещества в тонкую оболочку пленкообразующего материала [22]. В результате микрокапсулирования получают продукт в виде отдельных микрокапсул размером от долей микрона до сотен микрон. Капсулируемое вещество образует ядро микрокапсул, а капсулирующий материал составляет материал оболочек. Оболочки выполняют функцию разобщения вещества от внешней среды до момента использования.  Основной компонент микрокапсул – капсулируемое вещество – может находиться в любом агрегатном состоянии – жидком, твердом или газообразном. Микрокапсулирование биологически активных веществ позволяет устранить его побочное (нежелательное) действие, снизить токсичность, пролонгировать терапевтическое действие и защитить от воздействия внешних факторов (перепад температур, воздействие кислорода и др. компонентов воздуха). 

Нами начаты НИР по изучению возможности использования пектовой кислоты и пектина в качестве «хозяина» для синтезированных нами биологически активных азагетероциклов («гость») для снижения токсичности и уменьшения др. побочных эффектов гостя. 

В НИР использованы Pectin (rein-pure from Citrus), Mr. 150 000 - 300 000 и Pectid Acid (pure), Mr. 30 000 производства Serva Feinbiochemica Heidelberg/ New York, а также в качестве модельного вещества взят 1-бензилпиперидон-4 (1-БзП) фирмы Sigma-Aldrich. 
Пектовая кислота и пектин представляют собой природные макромолекулы, имеющее в своем составе элементарное звено α-D-галактуроновой кислоты. А молекула гостя относится к азотистым гетероциклам (органические основания), т.е. за счет неподеленной пары электронов на атоме азота способных вступать с акцепторами электронов, каковым является ион водорода (Н+). 

Молекулы хозяина и гостя являются соответственно слабыми кислотами и слабым основанием. Для контроля за ходом реакций применяют метод pH метрии.  

На первом этапе исследования поставлена задача определения концентрации пектовой кислоты и пектина в воде, при которой достигается наибольшая концентрация ионов водорода в растворе (рисунки 2, 3): 
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Исследовались растворы пектовой кислоты и пектина в 0,25%; 0,5%; 1,25%; 2,5% и 3,75% концентрации. Растворы 0,25% и 0,5% готовились достаточно быстро – перемешиванием при комнатной температуре в течение 20-30 мин, тогда как для получения более концентрированных растворов требуется от 4 до 12 ч перемешивания (в случае пектина – растворы подогревались до 40оС).

Как видно из графиков в соответствии с рисунками 5, 6, концентрация ионов водорода в выбранном диапазоне концентраций сильно не меняется.
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	Рисунок 5 – Изменение рН от концентрации раствора пектовой кислоты
	Рисунок 6 – Изменение рН от концентрации раствора пектина


Дальнейшие эксперименты проводились с 0,5 % растворами пектовой кислоты и пектина в соответствии с рисунками 7, 8. 

Оказалось, что значение рН 0,5 % раствора пектина незначительно меняется при увеличении температуры от 20 до 45оС, тогда как диссоциация пектовой кислоты свыше 35оС.  
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	Рисунок 7 – Изменение рН 0,5% раствора пектовой кислоты от температуры
	Рисунок 8 – Изменение рН 0,5% раствора пектина от температуры


Стоит отметить, что значение рН (7,14) для растворов 1-БзП в диапазоне концентраций от 0,25%; 0,5%; 1,25%; 2,5% до 3,75% не менялось. 
В основе изучения возможности иммобилизации 1-БзП на природные полимеры (пектовая кислота и пектин) основано на реакции кватернизации атома азота ионом водорода по неподеленной паре электронов с образованием карбкатиона 1-БзП, противоионом соответственно являются анион пектовой кислоты или пектина:
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К 0,5 %-ному раствору пектовой кислоты или пектина при постоянном перемешивании добавляют навеску 1-БзП из расчета на 1 массовая доля на 1 массовую долю полимера, т.е. при массовом соотношении 1:1 (2-я точка), затем добавляется следующая навеска (соотношение 1:2, 3-я точка) и т.д. до соотношения полимер :  1-БзП = 1:10. Графики зависимости изменения рН раствора от соотношения полимер : 1-БзП представлены на рисунках 9, 10 . 
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	Рисунок 9 – Зависимость изменения рН раствора от соотношения пектовая кислота : 1-БзП
	Рисунок 10 – Зависимость изменения рН раствора от соотношения пектин : 1-БзП


Оказалось, что в случае обоих полимеров резкий скачок в изменении значений рН достигается при соотношении 1:2. Дальнейшее добавление 1-БзП совсем незначительно изменяет показатель рН реакционного раствора. Следует отметить, что даже при соотношении 1:10, значение рН не достигает 7,14 (1-БзП). 

Арабиногалактан – природный полисахарид, не имеющий в своем составе карбоксильную группу, но способный к образованию комплексов за счет наведения связей по гидроксильным группам (водородные связи). Однако, иммобилизации 1-БзП на арабиногалактан в различных растворителях (вода, этанол, разбавленный этанол) и при нагревании не наблюдалось. Во всех случаях получались физические смеси.

Таким образом, НИР следующего (2020 г.) этапа будут включать разработку комплексов (хозяин-гость) биологически активных веществ не только с β-циклодексрином, но и с пектовой кислотой и пектином с сравнительной биооценкой свойств, в первую очередь, токсичности комплексов по сравнению с активным субстратом (гость).   

1.4 Установить тонкое химическое строение комплексов БАВ с арабиногалактаном и/или пектином
Для исследования приготовлены реакционные растворы (соотношение пектин:1-БзП=1:1, 1:2; арабиногалактан:1-БзП=1:1, 1:2). Комплексы с арабиногалактаном получены в виде физической смеси. 

Реакционный раствор (соотношение пектин:1-БзП=1:2) в чашке Петри высушивают в течение 4 ч при 50-55оС. Образование целевого продукта иммобилизации 1-БзП на взятые полимеры подтверждают и данные ИК спектроскопии в соответствии с рисунками 11-13.  
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Рисунок 11– ИК спектр 1-БзП
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Рисунок 12– ИК спектр        продукта при соотношении 
пектин:1-БзП=1:2

	[image: image41.emf]573,8


750,5


945,4


1028,3


1156,2


1232,5


1333,6


1408,8


1502,5


1747,2


2930,1


3346,5


3441,0


****Wed Oct 23 11:31:45 2019 №3 Pectid acid


 0,10


 0,15


 0,20


 0,25


 0,30


 0,35


 0,40


 0,45


 0,50


 0,55


Absorbance


 500   


 1000  


 1500  


 2000  


 2500  


 3000  


 3500  


 4000  


Wavenumbers (cm-1)




573,8

750,5

945,4

1028,3

1156,2

1232,5

1333,6

1408,8

1502,5

1747,2

2930,1

3346,5

3441,0

****Wed Oct 23 11:31:45 2019 №3 Pectid acid

 0,10

 0,15

 0,20

 0,25

 0,30

 0,35

 0,40

 0,45

 0,50

 0,55

Absorbance

 500    1000   1500   2000   2500   3000   3500   4000  

Wavenumbers (cm-1)


Рисунок 13 – ИК спектр пектина


Полоса поглощения С=О связи карбоксильной группы (-СООН) в области 1747,2 см-1 в спектре пектина в соответствии с рисунком 13 исчезает в спектре продукта в соответствии с рисунком 12, но появляются две средней интенсивности при 1594,0 см-1 и 1226,3 см-1, характеристичные для карбонила соли кислоты (-СОО-). Кроме того, изменение картины спектра в коротковолновой области (выше 3000 см-1) по сравнению с таковыми 1-БзП (рисунок 11) и полимера (рисунок 13) свидетельствуют о переходах СООН→СОО- и N→NH+. По самой интенсивной полосе инфракрасного поглощения циклического карбонила при 1716,2 см-1 (рисунок 11) и 1717,4 см-1 (рисунок 12) в спектрах как 1-БзП, так и продукта, можно судить об устойчивости молекулы 1-БзП (гость) в условиях эксперимента и продукта хозяин-гость. 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Ход реакции и индивидуальность соединений контролировали методом ТСХ на окиси алюминия II степени активности, с проявлением пятен парами йода. ИК спектры записаны на спектрометре «Nicolet 5700 FT-IR»  в таблетках KBr и в тонкой пленке. Спектры ЯМР 1Н и 13С снимали на спектрометре JNM-ECA Jeol 400 (частота 399.78 и 100.53 МГц соответственно) с использованием растворителя CDCl3. Химические сдвиги измерены относительно сигналов остаточных протонов или атомов углерода дейтерированного хлороформа. ИК и ЯМР спектры некоторых веществ приведены в Приложении Д.
1-(3-Этоксиэтил)-3,5-ди-2-фторарилиденпиперидона-4 (7). В колбу, снабженную обратным холодильником, термометром, мешалкой и капельной воронкой,  помещают 0,0584 моль NаОН в 23 мл воды и 19 мл этанола. Приливают половину свежеприготовленной смеси 2 г (0,011696 моль) 1-(3-этоксиэтил)-4-оксопиперидина и 0,0234 моль альдегида. Через 15 мин приливают вторую половину смеси. Реакцию проводят при 20-25 оС. Реакционную смесь перемешивают 73 ч. Выпавший осадок отфильтровывают, промывают водой до нейтральной среды, высушивают и перекристаллизовывают из изопропанола. Получают 1-(3-этоксиэтил)-3,5-ди-2-фторарилиденпиперидина-4 (7). 
1-(3-Бутоксипропил)-3,5-ди-2-фторарилиденпиперидона-4 (8). В колбу, снабженную обратным холодильником, термометром, мешалкой и капельной  воронкой,  помещают 0,0465 моль NаОН в 23 мл воды и 19 мл этанола. Приливают половину свежеприготовленной смеси 2 г (0,0093моль) 1-(3-бутоксипропил)-4-оксопиперидина и 0,0186 моль альдегида. Через 15 мин приливают вторую половину смеси. Реакцию проводят при 20-25 оС. Реакционную смесь перемешивают 73 ч. Выпавший осадок отфильтровывают, промывают водой  до нейтральной среды, высушивают и перекристаллизовывают из изопропанола. Получают 1-(3-бутоксипропил)-3,5-ди-2-фторарилиденпиперидина-4 (8). 
3-(3-Бутоксипропил)-7-(3-имидазолопропил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]но-нан-9-он (9). В трехгорлой колбе, снабженной мешалкой, обратным холодильником и капельной воронкой деоксигенизируют 40 мл метанола под током азота. Через 30 мин вносят смесь 6,1 мл 1-(3-аминопропил)имидазола, 6,2 г параформа, 2,7 мл концентрированной соляной кислоты, 4 мл ледяной уксусной кислоты и перемешивают в течение 15 мин в атмосфере азота. Затем прикалывают 11 мл пиперидон в 4 мл ледяной уксусной кислоты в 17 мл метаноле. После 10-ти часового нагревания реакционной смеси при 60-65oС добавляют второй эквивалент параформа и выдерживают еще 10 ч при той же температуре. В течение всей реакции реакционная смесь продувается током азота. Растворитель упаривают, остаток растворяют в 82 мл воды. Экстракцию нейтральных продуктов осуществляют диэтиловым эфиром. Водный слой при охлаждении подщелачивают NaOH до рН 12, экстрагируют хлороформом, сушат над безводным MgSO4. Растворитель упаривают, полученный продукт очищают колоночной хроматографией на Al2O3, элюент – бензол :изопропанол - 5:1. Получают 12,8  г (68 % от теоретического) 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)- 7-(3-имидазолопропил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (9) с Rf 0,56 (Al2O3, элюент – бензол :изопропанол - 6:1). 

3-(3-Бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1] нонана (10). К смеси из 5,0 г (0,0138 моль) 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она и 2,208 г гидразингидрата (99%-ный р-р) в 40,26 мл триэтиленгликоля при 60°С добавляют 9,58 г (0,1711 моль) КОН. Реакционную смесь нагревают до 160-170°С и перемешивают при этой температуре в течение 4-х часов. При температуре 190-200°С отгоняют воду и избыток гидразина. После охлаждения реакционной смеси до комнатной температуры добавляют 68 мл дистиллированной воды, экстрагируют диэтиловым эфиром, сушат над безводным MgSO4. Растворитель упаривают, полученный продукт очищают с помощью колоночной хроматографии на Al2O3, элюент – бензол:изопропанол-7:1. Получают 1,93 г (40% oт теоретического) 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1] нонана (10), в виде черного масла с Rf=0,25 (Al2O3, элюент – бензол :изопропанол 7:1).

Оксим 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолопропил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонана (11). В трехгорлую колбу, снабженную механической мешалкой, обратным холодильником с хлоркальциевой трубкой и капельной воронкой, помещают 6 г (0,01657 моль) 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она в 97 мл этилового спирта и 1,96 г (0,02485 моль) пиридина. При перемешивании добавляют 3 г (0,04308 моль) солянокислого гидроксиламина. Реакционную смесь нагревают при 110-120oС в течение 24 ч. Растворитель упаривают, а остаток растворяют в 30 мл воды, подщелачивают NaOH до pH 12, экстрагируют хлороформом, сушат MgSO4. Растворитель упаривают, остаток очищают с помощью колоночной хроматографии на Al2O3, элюент- бензол : изопропанол 20:1. Получают 3,06 г (49 % oт теоретического) оксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]-нонана (11) с Rf 0,2 (Al2O3, элюент – бензол :изопропанол; 20:1). 

О-Бензоилоксим 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазаби-цикло[3.3.1]нонана (12). Смесь 2,0 г (0,0053 моль) оксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана  в 63,2 мл абсолютного бензола и 0,91 мл хлористого бензоила перемешивает. Из реакционной смеси отгоняют растворитель, остаток обрабатывают водным поташом. Водно-щелочной раствор экстрагируют хлороформом, сушат над MgSO4. Растворитель упаривают, остаток очищают с помощью колоночной хроматографии на Al2O3, элюент-бензол:изопропанол 7:1. Получают 1,15 г (45 % oт теоретического) О-бензоилоксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонана (12) с Rf 0,34 (Al2O3, элюент –бензол:изопропанол 7:1).

Комплекс 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазобицикло [3.3.1]нонана с β-циклодекстрином (13). Для получения комплекса включения смешивают растворы 0,5 г 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазобицикло [3.3.1] нонана в 25 мл этилого спирта и 1,63 г β-циклодекстрина в 40 мл дистиллированной воды. Смесь помещают в сушильный шкаф, выпаривают этанол и воду при 50-550С. Получают 1.85 г комплекса включения 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана с β-циклодекстрином (13) в виде белого порошка.

Комплекс О-бензоилоксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазобицикло[3.3.1]нонана с β-циклодекстрином (14). Для получения комплекса включения смешивают растворы 0,5 г О-бензоилоксима 3(3-имидазолпропил)-7-(3-бутоксипропил)-3,7-диазобицикло [3.3.1] нонана в 25 мл этилого спирта и 1,18 г β-циклодекстрина в 30 мл дистиллированной воды. Смесь помещают в сушильный шкаф, выпаривают этанол и воду при 50-55оС. Получают 1,52 г комплекса включения О-бензоилоксима 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонана с β-циклодекстрином (14) в виде белого порошка.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выводы по результатам НИР 2019 г.:

1. Разработаны оптимальные методы получения комплексов включения димедрола, клофелина и толперизона с β-ЦД с предварительным растворением лекарства (в виде гидрохлорида и/или основания) в этаноле и β-ЦД в воде с медленным прикапыванием раствора лекарства в раствор β-ЦД при 40-50°С в течение 30-60 мин. Установлено тонкое химическое строение новых комплексов включения БАВ с циклодестринами с помощью данных ИК- и 1Н и 13С ЯМР-спектроскопий 

2. Впервые синтезированы новые α,β-непредельные пиперидин-4-оны и производные 3-(3-бутоксипропил)-7-(3-имидазолоалкил)-3,7-диазабицикло-[3.3.1]нонан-9-она с целью поиска и создания новых потенци-ально биологически активных соединений и изучения влияния заместителей на фармакологическую активность. 
Поскольку синтезированные производные 4-оксопиперидина представляют собой вязкие маслообразные вещества, для исследования их фармакологических свойств получены комплексы с β-циклодекстрином. Состав и строение продуктов согласуются с данными элементного анализа и ИК- и ЯМР-спектроскопии. Целевые комплексы получены в виде кристаллических веществ, т.пл. свыше 240оС с разложением.

3. На исследование миелостимулирующей активности и уровня острой токсичности 6 новосинтезированных соединений под шифром БИВ: БИВ-152, БИВ-153, БИВ-154, БИВ-156, БИВ-158, БИВ-160 были отданы в НИИ проблем экологии Казахского национального университета им. аль-Фараби. В соответствии с полученными результатами по гемограмме крови соединения БИВ-153, БИВ-152, проявили высокую активность, на уровне препарата сравнения метилурацила. 

4. Фармакологическая активность соединений БИВ-153, БИВ-152 предполагает использование в медицине в качестве миелостимулирующих средства.

5. Изучено тонкого химического строения новых комплексов включения БАВ с циклодестринами. Сравнительный анализ ИК спектров (клофелин-основание, β-ЦД и их комплекс) и (димедрол-основание, β-ЦД и их комплекс) показано, что полученный кристаллический продукт представляет собой фи-зическую смесь клофелина-основание и β-ЦД. В то время, как спектр ком-плекса димедрол-основание+β-ЦД характеризуется отсутствием полос по-глощения, наблюдающиеся в спектре лекарства, и относящиеся к ароматике. Это дает основание предположить образование комплекса включения «вхождением» обоих фенилов димедрола в полость β-ЦД, т.е. комплекс «гость» - «хозяин», состава 1:2. Свидетельством включения молекулы димедрола-основания во внутреннюю полость молекулы β-ЦД в методе 1Н ЯМР спектроскопии является изменение в химических сдвигах протонов, направленных во внутреннюю полость молекулы β-ЦД и подвергающихся влиянию включенной молекулы. 

6. Начаты НИР по изучению возможности использования пектовой кисло-ты и пектина в качестве «хозяина» для синтезированных биологически ак-тивных азагетероциклов («гость») для снижения токсичности и уменьшения других побочных эффектов гостя. Для контроля за ходом реакций применя-ли метод pH метрии. Исследовались растворы пектовой кислоты и пектина в 0,25%; 0,5%; 1,25%; 2,5% и 3,75% концентрации. 

Реакционный раствор пектин:1-БзП в соотношении 1:2 образовал ком-плекс. Целевого продукта иммобилизации 1-БзП на взятые полимеры под-тверждают и данные ИК спектроскопии.  
По результатам промежуточного цикла НИР оубликованы: 6 статей, из них трое в международных журналах, тезисы 5 докладов на международных конференциях различного ранга, получен 1 патент на полезную модель и 1 заключения на выдачу патента на полезную модель. Подана 1 статья в «Химико-фармацевтический журнал» и приняты к публикацию тезисы 1 доклада.
Оценка полноты поставленных задач. Поставленные в работе задачи полностью решены. Впервые синтезировагны новые гетероорганические системы. С помощью элементного анализа, ИКС и спектроскопии ЯМР 13С и 1Н подтверждена структура и изучены физические свойства. Осуществлен комплексная модификация исходных замещенных и незамещенных в цикле 4-оксопиперидинов, включающая реакции альдольно-кротоновой конденсации, конденсации Манниха, восстановления карбонильной группы, оксимилирование и ацелирование приведшая к широкому ряду новых веществ. На исследование миелостимулирующей активности и уровня острой токсичности 6 новосинтезированных соединений под шифром БИВ были отданы на скрининг. Миелостимулирующая активность БИВ-153, БИВ-152 предполагает использование этих соединений в медицине. Изучено тонкое химическое строение новых комплексов включения БАВ с циклодестринами. Предположено образование комплекса включения «вхождением» обоих фенилов димедрола в полость β-ЦД, т.е. комплекс «гость» - «хозяин», состава 1:2. Изучены растворы пектовой кислоты и пектина в 0,25%; 0,5%; 1,25%; 2,5% и 3,75% концентрации. Получен комплекс пектин:1-БзП в соотношении 1:2. Комплекс подтвержден данными ИК спектроскопии.  
Рекомендации по конкретному использованию результатов исследований. Результаты работы будут использованы для расширения перечня новых замещенных 4-оксопиперидинов, а также их комплексов с β-ЦД и арабиногалактаном и/или пектином с целью дальнейшего применения медицине.  Кроме того, полученные знания в исследуемом направлении НИР пополнят знания в области ТОС гетероорганических соединений и химии биологически активных веществ. 

Технико-экономический уровень в сравнении с лучшими достижениями в этой области. Уровень полученных результатов подтвержден данными биоскрининга ряда синтезированных веществ, обладающие миелостимулирующей активностью и, превышающей таковую применяемых препаратов.  
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1Н ЯМР спектр β-ЦД
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13С ЯМР спектр β-ЦД
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1Н-1H COSY ЯМР спектр β-ЦД

[image: image61.png]H2,H4

—

HMBS

30 25

110

)




1Н-13С HMBC ЯМР спектр β-ЦД
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1Н-13С HSQC ЯМР спектр β-ЦД
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