[image: image125.jpg]pacTeHHsX ceMelcTBa Asteraceae. BrwiaBieH 3apyOexHblii nareHT (P®) mo
Beigeniennio  PHK w3 pacTHTensHBIX — TKaHEH, colepkaluX IpHUMECH
O (EHOIBHBIX COSTUHEHHM U OJIUCaXapHIOB.

Pe3ynpTaTsl MaTeHTHO-WH(POPMAIIMOHHOTO IIOMCKa CBUAETENBCTBYIOT 00
aKTyaJIbHOCTH HCCIIEZIOBaHUN II0 IOUCKY OWMONIEKYJISpHBIX COENUHEHHH B
pactenusx ¢iopsl Kazaxcrana, HanpaBlieHHOMY CHHTE3y FHOPHIHBIX MOJIEKYJ Ha
OCHOBE NPHPOIHBIX COCTUHEHHWH, a TakKe H3y4eHUI0 OMOCHHTE3a TEpPIECHOUAOB
MOJIEKYJIIPHO-T€HETHYECKUMU METOIaMHU.

[IpoaHanu3upOBaHHEIE JIMTEPATypHblE CBEACHHUS IMOATBEPAWIH, UTO
pactenus popa Ferula u Artemisia SBISIIOTCA NEPCIEKTUBHBIMU OOBEKTaMM IS
BBIJIEJIEHNsT OMMOJIEKYJIAPHBIX coenuHeHnid. Pactenus pona Ferula nponynupyroT
B OCHOBHOM TEePIIEHOHIHBIE KyMapHHEI U CII0XKHBIE 3(UPhl apOMaTHIECKUX KUCIIOT
U TEPIEHOUIHBIX CIUPTOB, JUII HEKOTOPOPBIX BUAOB XapaKTEPHO IIPUCYTCTBHUE
Cpe¥ BTOPHYHBIX MeTabOJMTOB CECKBUTEPIIEHOBHIX JIAKTOHOB. [l pacTeHMH
pona Artemisia XapaKTepHBl TEpIEHOHMJHBIE KyMapHUHBI MU CECKBHTEPIIEHOBEIE
JIAKTOHBI, B TOM YHUCJIE JUMEPHBIE.

B psime paboT omucaHBI METOIBI CHHTE3a OMMOJEKYJSPHBIX COSIUHEHH, B
YaCTHOCTH,  CECKBHTEPIICHOBBIX  JIAKTOHOB C  JOPYTMMH  NPUPOAHBIMH
COEIMHEHUSIMHU.

B pesynbraTe aHanu3a qaHHBIX HHpopMalroHHo# 6a3s1 NCBI oOHapykeHBI
HYKJIEOTHIHBIE [TOCIIeIOBATEIEHOCTH I€HOB, KOAUPYIOIIUX CTPYKTYPEI ()EpPMEHTOB
OMOCHHTE3a CECKBHTEPIICHOBBIX JAaKTOHOB B 17 BHIax pacTeHHM ceMelcTBa
Asteraceae. Tlpu 3TOM HaHHBIX O OMOCHHTETHYECKUX TI€HAX, BBIICIICHHBIX W3
Artemisia glabella Kar. et Kir., He o0HapyXeHO, YTO MOATBEPKIAECT HOBU3HY
ATOTO HampaBJIeHUs UCCIIEJOBaHUM.

Takum oOpa3oM, aHaIU3 NATEHTHOW U HAyYHO-TEXHUYECKOU JINTEPATYPEI HE
BRISIBHJI CBEICHMIM, IMOpOYAIliX HOBH3HY pa3paboTOK, COCTaBJIAIOLIMX OCHOBY
TeMBI IIpoekTa. I[laTeHTHBIE WCCIENOBaHMUS IIPOBEAECHBI B COOTBETCTBUH C
3alaHMEM, PErJIaMEHT IIOMCKa BEHINOJIHEH B MOJHOM oObveMe. PernameHT BhIOpaH
npaBwibHO. ['7yOMHa HOMCKa IaTeHTHO-UH(QOpMalMOHHOH nmTeparyphl 10 jer
BIIOJIHE JIOCTATOYHA. Pe3yjbTaThl IIATEHTHBIX HCCIEIOBaHUM MOTYT OBITh
MCIIOJIE30BaHEI IIPH 0QOPMIIEHHH OXpaHHBEIX JJOKYMEHTOB B CTPaHE U 3a PyOexoM.

- Baknrouenue: [IpoBeneHHBId  NAaTeHTHO-MH(MOPMALMOHHBIA  IIOMCK
IOATBEP)KIAeT HAy4YHYIO 3HAa4MMOCTh U IPHUKIAJHYIO IE€PCIEKTHBHOCTD
(GyHIaMeHTAIBHBIX UCCIIeIOBaHMT B 00JIaCTH XUMUHU, OMOXUMUH U (apMaKOJIOTUM
CECKBHUTEPIIEHOBBIX JIAKTOHOB.
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РЕФЕРАТ

Отчет 48 с., 10 рис., 15 табл., 32 источника, 8 прил.
СЕСКВИТЕРПЕНОВЫЕ ЛАКТОНЫ, НАПРАВЛЕННЫЙ СИНТЕЗ, БИМОЛЕКУЛЯРНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ, БИОСИНТЕЗ, ВТОРИЧНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ, БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ.

Объектами исследований являются биологически активные вещества растительного происхождения, а именно сесквитерпеновые лактоны и их производные.

Цель работы: изучение биосинтеза сесквитерпеновых лактонов в растениях и получение бимолекулярных соединений с фармакофорными группами – потенциальных источников практически ценных препаратов.
Методы исследования: экстракция, кристаллизация, адсорбционная колоночная хроматография, флеш-хроматография, тонкослойная хроматография, высокоэффективная жидкостная хроматография, физико-химические методы исследования (ИК-, УФ-, масс-, ЯМР 1Н, 13С, двумерная ЯМР 1Н-1Н, 13С-1Н спектроскопия), рентгеноструктурный анализ, секвенирование, полимеразная цепная реакция.
Впервые синтезированы новые гибридные производные кверцетинилгроссгемин, (-цитизинилгроссгемин, гидрохлориды анабазинилгроссгемина и α-цитизинилгроссгемина. Строение новых производных установлено на основании данных ИК-, УФ-, ЯМР 1Н, 13С спектроскопии и рентгеноструктурного анализа.
В экспериментах in vivo выявлена сравнительно высокая антигельминтная активность нового водорастворимого производного - гидрохлорида (-цитизинилгроссгемина.
Впервые выявлены перспективные гены синтаз GAS, GAO и COS из биосинтетического пути сесквитерпеновых лактонов в образцах Artemisia glabella Kar. et Kir.. Их нуклеотидная последовательность установлена методом секвенирования по Сэнгеру, специфичность определена по программе «BLAST». 
Для химической модификации выделены и наработаны сесквитерпеновые лактоны гроссгемин, арглабин и арголид, флавоноиды пиностробин и кверцетин. Наработаны суммы экстрактивных веществ из растений Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser, Ferula ovina Boiss., Ferula kelleri Koso-Pol., Ferula songarica Pall. ex Spreng., Handelia trichophylla (Schrenk) Heimerl), из которых выделено и установлено строение нового природного соединения 5-(1-этоксивинил)-2-метил-бензен-1,3-диола, идентифицированы фероцинин, скополетин и ханделин. 

Область применения: биоорганическая химия, фармакология, молекулярная биология, фармацевтическое производство.

ТҰЖЫРЫМ

Есеп 48 бет, 10 сурет, 15 кесте, 32 дереккөз, 8 қосымша.

СЕСКВИТЕРПЕНДІ ЛАКТОНДАР, БАҒЫТТАЛҒАН СИНТЕЗ, БИМОЛЕКУЛАЛЫҚ ҚОСЫЛЫСТАР, БИОСИНТЕЗ, ЕКІНШІ РЕТТІК МЕТАБОЛИТТЕР, БИОЛОГИЯЛЫҚ БЕЛСЕНДІЛІК.

Зерттеу нысандары өсімдік тектес биологиялық белсенді заттар, атап айтқанда сесквитерпенді лактондар және олардың туындылары болып табылады.

Жұмыстың мақсаты: өсімдіктердегі сесквитерпенді лактондардың биосинтезін зерттеу және тәжірибелік құндылығы бар препараттардың әлеуетті көзі болып табылатын фармакофорлық топтарға ие бимолекулалық қосылыстарды алу.

Зерттеу әдістері: экстракциялау, кристалдау, адсорбциялық бағаналық хроматография, флеш-хроматография, жұқа қабатты хроматография, жоғары тиімді сұйықтық хроматография, физика-химиялық зерттеу әдістері (ИҚ-, УК-, масс-, ЯМР 1Н, 13С, екі өлшемді ЯМР 1Н-1Н, 13С-1Н спектроскопия), рентгенқұрылымдық талдау; секвенирлеу, полимеразды тізбекті реакция.

Алғаш рет анабазинилгроссгеминнің және α-цитизинилгроссгеминнің гидрохлоридтері, кверцетинилгроссгемин, (-цитизинилгроссгемин жаңа гибридті туындылары синтезделді. Жаңа туындылардың құрылыстары ИҚ-, УК-, ЯМР 1Н, 13С спектроскопия және рентгенқұрылымдық талдау деректерінің негізінде анықталды.

Іn vivo эксперименттерінде суда еритін жаңа туынды (-цитизинилгроссгемин гидрохлоридінің гельминтке қарсы салыстырмалы жоғары белсенділігі анықталды. 

Алғаш рет Artemisia glabella Kar. et Kir. өсімдік үлгілеріндегі сесквитерпенді лактондардың биосинтетикалық жолынан GAS, GAO және COS синтазаларының перспективті гендері анықталды. Олардың нуклеотидтік реттілігі Сэнгер бойынша секвенирлеу әдісімен айқындалды, ерекшелігі «BLAST» бағдарламасында анықталды.

Химиялық түрлендіру үшін гроссгемин, арглабин, арголид сесквитерпенді лактондары, пиностробин, кверцетин флавоноидтары бөліп алынды. Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser, Ferula ovina Boiss., Ferula kelleri Koso-Pol., Ferula songarica Pall. ex Spreng., Handelia trichophylla (Schrenk) Heimerl өсімдіктерінен сығынды заттар сомалары өндірілді, сонымен қатар 5-(1-этоксивинил)-2-метил-бензен-1,3-диол жаңа табиғи қосылысы бөлініп алынды және оның құрылысы анықталды, фероцинин, скополетин, ханделин сәйкестендірілді.

Қолдану саласы: биоорганикалық химия, фармакология, молекулалық биология, фармацевтикалық өндіріс.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

БАП – 6-бензиламинопурин;
в.с.с. – воздушно-сухое сырье;

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография;

д – дублет;

д.д – дублет дублетов;

ДМФА – диметилформамид; 

ИК – инфракрасная спектроскопия;

ИУК – индолилуксусная кислота;
кДНК – комплементарная дезоксирибонуклеиновая кислота;

кв – квартет;

КССВ – константа спин-спинового взаимодействия;

м – мультиплет;

м.д. – миллионная доля;

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота;

МС – среда Мурасиге и Скуга;
ОТ-ПЦР - полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией;
ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография;
п.о. – пара олигонуклеотидов;
ПЦР - полимеразная цепная реакция;
РСА – рентгеноструктурный анализ;
с – синглет;
СОП – стандартная операционная процедура;
т – триплет;
т.пл. – температура плавления;

ТСХ – тонкослойная хроматография;
УФ – ультрафиолетовая спектроскопия;

уш. – уширенный;

ЯМР - ядерный магнитный резонанс;

ЯМР 13С - спектроскопия углеродного магнитного резонанса;

ЯМР 1Н- (ПМР-) – спектроскопия протонного магнитного резонанса;

FCPC - быстрая центробежная разделительная хроматография (fast centrifugal partition chromatography);
GS-MS – газо-жидкостная хроматография с масс-спектрометрическим детектором (gas chromatography - mass spectrometry);
NCBI – Национальный центр биотехнологической информации (National Center for Biotechnology Information).
ВВЕДЕНИЕ

Природные сесквитерпеновые лактоны являются возобновляемым материалом для химической модификации и разработки новых лекарственных веществ. Исследования в области их хемо- и стереоселективных превращений, направленных на создание гибридных полифункциональных производных путем коньюгирования двух и более природных молекул - один из перспективных путей разработки новых субстанций.
С другой стороны, изучение биосинтетических путей образования в организме растения ценных вторичных метаболитов, в том числе и сесквитерпеновых лактонов, - одна из фундаментальных задач современной биохимии растений и химии природных соединений. Исследование биогенеза природных соединений позволит разработать эффективные биотехнологические методы получения фармакологически активных метаболитов.

Целью данных исследований является изучение биосинтеза сесквитерпеновых лактонов в растениях и получение бимолекулярных соединений с фармакофорными группами – потенциальных источников практически ценных препаратов. 

Основные задачи проекта: синтез новых комбинированных производных природных сесквитерпеновых лактонов и их аналогов; получение новых гибридных молекул, сочетающих в своей структуре фармакофорные фрагменты природных терпеноидов, алкалоидов и флавоноидов; установление строения молекул новых соединений методами ИК-, ЯМР 1Н-, 13С-спектроскопии и рентгеноструктурным анализом; выявление генов-«кандидатов», кодирующих биосинтетический путь сесквитерпеновых лактонов в растениях.

Для химической модификации выделены и наработаны сесквитерпеновые лактоны гроссгемин из хартолеписа среднего (Chartolepis intermedia Boiss.), арглабин и арголид из полыни гладкой (Artemisia glabella Kar. et Kir.), флавоноиды пиностробин из почек тополя бальзамического (Populus balsamifera L.) и кверцетин из зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.).
Наработаны суммы экстрактивных веществ из 5 видов растений (Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser, Ferula ovina Boiss., Ferula kelleri Koso-Pol., Ferula songarica Pall. ex Spreng, Handelia trichophylla (Schrenk) Heimerl), из которых выделены и идентифицированы 5-(1-этоксивинил)-2-метил-бензен-1,3-диол (новое природное соединение), фероцинин, скополетин и ханделин. 
На основе выделенных терпеноидов, флавоноидов и алкалоидов впервые синтезированы новые гибридные производные кверцетинилгроссгемин и (-цитизинилгроссгемин. Для химических модификаций наработан оксим гроссмизина. Для изучения в экспериментах in vivo антигельминтной активности наработаны образцы 4 гибридных производных (анабазиниларглабин, (-цитизиниларглабин, гидрохлориды анабазинилгроссгемина и цитизинилгроссгемина). 
Строение выделенных соединений и синтезированных новых производных установлено на основании данных ИК-, УФ-, ЯМР 1Н, 13С спектроскопии и рентгеноструктурного анализа.
По результатам биоскрининга установлено, что водорастворимая субстанция гидрохлорида цитизинилгроссгемина является перспективной для углубленного изучения антигельминтой активности в отношении гельминтов семейства Nematodae.
При изучении содержания сесквитерпеновых лактонов арглабина и арголида в отдельных органах Artemisia glabella Kar. et Kir. установлено, что оптимальными органами для поиска перспективных биосинтетических генов являются листья и бутоны растения. Для выявления биосинтетических генов в Artemisia glabella Kar. et Kir. помимо интактного растения in vivo в фазе бутонизации использованы растение-регенерант in vivo и каллусные ткани in vitro.
Молекулярно-генетическими методами выявлено наличие в Artemisia glabella Kar. et Kir. сесквитерпеновых синтаз. На основе множественного выравнивания найденных в GenBank аминокислотных последовательностей гермакрен А синтазы (GAS), гермакрен А оксидазы (GAO) и костунолид синтазы (COS) сконструированы праймеры. Анализ полученных последовательностей в «BLAST» подтвердил их специфичность.
В составе исполнителей 6 сотрудников из них (1 г.н.с., 1 с.н.с., 2 н.с., 2 ведущих инженера). Уровень квалификации коллектива исполнителей: д.х.н., проф., академик НАН РК (руководитель темы), 2 PhD докторанта, 1 магистр и 2 магистранта; все исполнители темы имеют опыт работы в данном направлении. Лаборатория для проведения исследований по данному проекту оснащена необходимым оборудованием и аппаратурой. 

Опубликованы 2 статьи в рецензируемых зарубежных журналах с импакт-фактором, а также тезисы 5 докладов в материалах международных конференций. Подана заявка на получение охранного документа. Список опубликованных работ представлен в приложении А.
1 ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1.1 Достижения в области выделения бимолекулярных соединений из растительных источников

В результате вторичного метаболизма в растениях образуется большое количество природных соединений (по оценкам 200000), среди которых известными являются алкалоиды, полифенольные соединения и терпеноиды. Разнообразие соединений вторичного метаболизма растений и уникальность их набора для каждого вида растения объясняется широким функциональным спектром обмена и взаимодействием между собой различных молекул с образованием бимолекулярных производных. 

Одним из богатых на содержание таких производных является род Ferula, который считается третим по величине родом семейства Apiaceae в мировом масштабе и представлен более, чем 180 видами растений [1]. Экстракты некоторых видов ферул издавна применяются в восточной и местной народной медицине для лечения различных заболеваний. Их медицинская ценность обусловлена наличием ряда биологически активных сесквитерпеновых лактонов и кумаринов, подавляющее большинство из которых являются производными умбеллиферона (1). 
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В растениях рода ферула встречается ряд бимолекулярных соединений (таблица 1): терпеноидные кумарины, разнообразие которых обусловлено строением сесквитерпенового остатка (различным типом углеродного скелета, положением и природой замещающих групп, наличием двойных связей); сложные эфиры терпеновых и сесквитерпеновых спиртов с ароматическими и алифатическими кислотами [2].

Терпеноидные кумарины выделены также из представителей рода Artemisia. Большинство кумаринов с моноциклическим сесквитерпеновым скелетом ацилированы уксусной, ангеликовой, тиглиновой и изовалериановой кислотами, наличие которых определяется по данным щелочного гидролиза и данными спектров ПМР. 

Терпеноидные спирты выделены в свободном виде из различных видов ферул. Довольно часто они встречаются в них и в составе сложных эфиров в виде производных моноциклических (тип гермакрана и гумулана) и бициклических (тип каротана, химачалана, камфана и гваяна) сесквитерпенов с различными этерифицирующими кислотами (ванилиновая, изованилиновая, ангеликовая, тиглиновая, вератровая, параоксибензойная, 3,4-диоксибензойная, триметоксибензойная и уксусная).

Таблица 1 - Виды ферул, содержащие бимолекулярные соединения (терпеноидные кумарины, сложные эфиры сесквитерпеновых лактонов)
	Вид ферулы
	Выделенные соединения

	Терпеноидные кумарины

	F. teterrima Kar. et Kir.
	фетерин, конферол

	F. kirialovii M. Pimen
	самаркандин, конферон, гуммозин

	F. diversivittata Regel et Schmalh.
	диверсин, диверсинин, диверсолид

	F. karatavica Regel et Schmalh.
	умбеллипренин, каратавинин, самаркандин, тавикон, каратавиковая кислота

	F. iliensis Krasn. ex Korovin
	умбеллипренин, самаркандин, фетерин, конферол, конферон, комалон, комалол

	F. kelleri Koso-Pol.
	комалон, комалол, фолиферин, келлерин

	F. schtschurowskiana Regel et Schmalh.
	фолиферин, самаркандин, гуммозин, фешурин

	F. caspica M. Bieb.
	фарнезиферол А

	F. samarkandica Korovin
	фарнезиферол А, самаркандин, гуммозин,

	F. krylovii Korovin
	ферукрин, фекрол, комалон, комалол

	Сложные эфиры терпеноидных соединений

	F. tenuisecta Korovin
	феролин, тенуферидин, чимганидин, ферутин, ферутинин, теферин

	F. tschimganica Lipsky ex Korovin
	чимганидин, чимгин,  

	F. ugamica Korovin
	угаферин

	F. ceratophylla Regel et Schmalh.
	фероцин, фероцинин

	F. lapidosa Korovin
	чимгин

	F. prangifolia Korovin
	чимгин,  

	F. ovina (Boiss.) Boiss.
	ферутин, ферутинин, теферин

	F. pallida Korovin
	ферутин, ферутинин, теферин, теферидин, таулин, тауферин, тауфедин, тауфенин

	F. akitshkensis B. Fedtsch. ex Koso-Pol.
	ферутин, ферутинин, акиферин, акиченин

	F. soongorica Pall. ex Spreng (корни)
	ферутин, ферутинин, акиферидин, чимгин, чимганин, акихенин, теферин, ферсорин, ферсоридин

	Сесквитерпеновые лактоны

	F. penninervis Regel et Schmalh. (F. olgae)
	гвайянолиды: ольгин, ольгоферин, оферин, лаферин, таласин А, таласин В, малафил, малафиллин, малафиллинин, малафиллидин, шаиридин, диверсолид

	F. malacophylla M.Pimen et J. Baranova
	

	F. varia (Schrenk) Trautv.
	

	F. transiliensis (Herder) Pimenov
	

	F. diversivittata Regel et Schmalh.
	


Принадлежность вещества к сложным эфирам с ароматическими кислотами определяется по наличию в ИК-спектре полос поглощения при 1520-1620 см-1 (бензольное кольцо) и 1690-1710 см-1 (сложноэфирный карбонил), а в УФ-спектре присутствием максимумов поглощения при 225-262 и 292-300 нм. Сложные эфиры алифатических кислот имеют в ИК-спектре полосу поглощения при 1720-1735 и 1250 см-1 [3]. 

Авторами работы [4] из метанольного экстракта надземной части Ferula oopoda (Boiss. & Buhse) Boiss. методом колоночной хроматографии на силикагеле с использованием градиентного элюирования системой растворителей с возрастающей полярностью (CHCl3-MeOH-H2O) (10:0:0, 19:1:0, 9:1:0, 8:2:0,25 и 0:1:0) выделены 11 соединений, среди которых есть и бимолекулярные: три монотерпен-фениловых эфира (2-4), монотерпен-гликозид (5), три сесквитерпен-фениловых эфиров (6-8), сесквитерпеновый лактон (9), а также гликозид фенольной кислоты и уридин. 
В работе [5] комбинацией колоночной хроматографии и препаративной ТСХ из гексан-этилацетатного экстракта корней Ferula hermonis (Boiss.) выделили 3 эфира фенолкислоты с сесквитерпеновым спиртом (тип даукана), которые были идентифицированы как ферутинин (6), теферин (10) и теферидин (11). Соединения (6) и (10) проявили противовоспалительные свойства в дозе 100 мг/кг.
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Результаты исследования [6] показали, что дисесквитерпеновый и 5 сесквитерпеновых кумаринов, выделенные из гексанового экстракта корней Ferula pseudalliacea Rech.f. комбинацией различных методов хроматографирования (колоночной хроматографии на силикагеле, гель-проникающей хроматографии и полупрепаративной ОФ-ВЭЖХ), могут рассматриваться в качестве сильнодействующих гербицидов и использоваться как химиопрофилактические средства против рака, среди них санандаджин (12), фарнезиферол В (13) и камолонол ацетат (14).
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Пять новых гликозидов сесквитерпеновых лактонов эвдесманового (15‑19), один гермакранового (20) и два гвайанового (21 и 22) типа были выделены из водорастворимой фракции метанольного экстракта корней Ferula varia (Schrenk) Trautv. путём повторной колоночной хроматографии на различных носителях: диаионе HP-20, сефадексе LH-20, геле MCI CHP 20P, YMC ODS‑A, Asahipak GS-310 на ВЭЖХ, ОФ‑ВЭЖХ и силикагеле [7]. 
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Как видно из проведенного патентно-информационного поиска, растения рода Ferula биосинтезируют большое количество разнообразных бимолекулярных производных терпеноидов и представляют интерес как источники для их выделения.
1.2 Достижения в области направленного синтеза бимолекулярных соединений на основе природных сесквитерпеновых лактонов
Из 8000 сесквитерпеновых лактонов, выделенных из природных источников, более 260 являются гибридными соединениями и содержат в своей структуре фрагменты других вторичных метаболитов. Направленный синтез таких производных считается перспективным направлением химии природных соединений.
Так, в статье [8] приведены синтезы коньюгатов сесквитерпеновых лактонов из Inula helenium L. (алантолактона (23а), изоалантолактона (23б), аллоалантолактона (23в) и их эпоксидных производных (23г-е)) с антрациклиновыми антибиотиками (даунорубицином (24) и доксорубицином (25)). При изучении их антипролиферативных свойств установлено, что конъюгаты даунорубицина (26а-е) проявляют более высокую активность в отношении опухолевых клеточных линий человека, чем соответствующие конъюгаты доксорубицина (27а-е). Наиболее эффективным соединением оказался конъюгат даунорубицина с эпоксиизоалантолактоном, поскольку он проявил более высокую цитотоксичность и не влиял на нормальные клетки человека.
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В статье [9] исследованы реакции природного эпоксилактона (23д) с первичными и вторичными аминами, приводящие к гидрированным бензо[g]фуро[4,3,2-cd]индолонам и аминопроизводным эвдесманового ряда соответственно. С участием фармакофорных аминов синтезированы конъюгаты эпоксилактона (29а-и), которые протестированы in vitro на цитотоксическую активность в отношении ряда опухолевых клеточных линий, исследованы участие сигнального белка Р53 в гибели опухолевых клеток, вклад окислительного стресса и индукция апоптоза. 
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В работе [10] авторами получен несимметричный димер артемизинина, содержащий в качестве линкера бетулин, который является природным соединением и известен своей противораковой активностью в отношении клеток рака легких человека.
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1.3 Достижения в области изучения генов, кодирующих структуры ферментов биосинтеза сесквитерпеновых лактонов в растениях семейства Asteraceae  
Процесс образования в растениях терпеноидов катализируется специфическими синтазами, представляющими разнообразное семейство генов и продуцирующими широкий спектр циклических и ациклических молекул, состоящих из остатков изопрена (C5). 
К настоящему времени у некоторых видов Asteraceae выделены и охарактеризованы отдельные ферменты и соответствующие им гены (гермакрен А-синтаза GAS; гермакрен А-оксидаза GAO [11]; костунолид-синтаза COS [12]) в Cichorium intybus L. [13], Helianthus annuus L. [14], Tanacetum cinerariifolium (Trevir.) Sch. Bip. [15], Cynara cardunculus L. [16], Cynara cardunculus L. var. scolymus [17], Lactuca sativa L. [18], Artemisia annua L. [19].
Так, в работе [20] выделена и идентифицирована гермакрен A синтаза (GAS), которая является ключевым цитозольным ферментом в пути биосинтеза сесквитерпеновых лактонов в Achillea millefolium L.. Авторы проанализировали экспрессию AmGAS in vivo: полученный рекомбинантный белок катализировал образование гермакрена А в присутствии субстрата – фарнезилпирофосфата С15. 

Сесквитерпены и сесквитерпеновые лактоны являются основными природными соединениями, обнаруженными в линейных и грандулярных трихомах подсолнечника Helianthus annuus L.. Авторами работы [21] в них были идентифицированы три типа гермакрен A синтазы HaGAS1, HaGAS2 и HaGAS3. Ими установлена последовательность кДНК, а ее функциональная характеристика как гермакрен А синтазы достигнута посредством экспрессии in vitro в сконструированных дрожжах и экспериментами GC-MS.
Модифицированный метод, позволивший получать хороший выход интактной РНК из растительной ткани, без потери РНК слабо или редко экспрессирующихся генов, предложен в работе [22]. Для получения РНК, свободной от примесных ассоциатов с белками и полисахаридами, авторы патента [23] дополнительно использовали высаливание хлористым натрием с последующим промыванием при низкоскоростном центрифугировании (1000-3000g) в течение 10 мин без охлаждения.

Авторы работы [20] экстрагировали тотальную РНК из разных тканей Achillea millefolium L. с использованием набора RNeasy MiniKit, проверяли электрофорезом в агарозном геле и оценивали её качество с помощью прибора Bioanalyzer 2100. Четырнадцать отдельных трансформантов были секвенированы и собраны с помощью программного обеспечения MEGA 5.
Авторы работы [24] для эталонной сборки транскриптома Cichorium intybus L. var. sativum использовали растения на стадии пересадки (3–4 настоящих листа) и стадии коммерческого созревания. Распространенными сесквитерпеновыми лактонами листьев цикория являются лактуцин, 8-дезоксилактуцин, лактукопикрин и соответствующие 11(S),13-дигидропроизводные [25]; встречаются также формы гликозил- и оксалил-конъюгатов [26]. Установлено, что экспрессия двух генов GAS и одного гена GAO из костунолидной ветви биосинтеза имеет положительную корреляцию с содержанием лактуцин-подобных молекул (11(S),13-дигидролактуцина и 11(S),13-дигидро-8-дезоксилактуцина) [24].
В работе [27] относительную экспрессию гена-кандидата P450s из Tanacetum partenium (L.) Sch. Bip. измеряли методом количественной ОТ‑ПЦР в реальном времени. В результате исследований по гомологии нуклеотидных последовательностей с известными сесквитерпеновыми монооксигеназами идентифицированы и отобраны для функциональной характеристики 6 перспективных контигов цитохрома P450 (актина, GAS, GAO, COS, партенолид-синтазы и костунолид-3β-гидроксилазы), а также охарактеризован новый цитохром P450 – кауниолид-синтаза [27], которая катализирует образование гваянолида кауниолида из гермакранолид-субстрата костунолида и, в отличие от большинства цитохромов P450s, имеет уникальный механизм действия, сочетая в себе стереоселективное гидроксилирование костунолида в положении C-3 с элиминированием, циклизацией и региоселективной депротонацией. Полный путь биосинтеза кауниолида с участием данной синтазы реконструирован в Nicotiana benthamiana L. и дрожжах, что открывает возможности для биотехнологического производства сесквитерпеновых лактонов. 
В работе [28] по результатам экспериментов в нескольких сортах Cichorium endivia L. идентифицировано 26 генов в пути биосинтеза костунолида - ключевого предшественника лактукопикрин- и лактуцин-подобных сесквитерпеновых лактонов. 
2 ВЫДЕЛЕНИЕ И НАРАБОТКА СЕСКВИТЕРПЕНОВЫХ ЛАКТОНОВ И ФЛАВОНОИДОВ ИЗ РАСТИТЕЛЬНОГО СЫРЬЯ ДЛЯ ХИМИЧЕСКОЙ МОДИФИКАЦИИ ИХ МОЛЕКУЛ
2.1 Выделение и наработка образцов сесквитерпеновых лактонов и флавоноидов из растительного сырья для химической модификации их молекул

Выделены и наработаны сесквитерпеновые лактоны и флавоноиды из растительного сырья для химической модификации их молекул. Подготовлены образцы сесквитерпеновых лактонов и флавоноидов.

Для химической модификации из надземной части хартолеписа среднего (Chartolepis intermedia Boiss.) выделено 15 г сесквитерпенового лактона гроссгемина (31), из СО2-экстракта полыни гладкой (Artemisia glabella Kar. et Kir.) после разделения на установке FCPC выделены сесквитерпеновые лактоны 20 г арглабина (32) и 3 г арголида (33). 
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Из спиртового экстракта почек тополя бальзамического (Populus balsamifera L.) выделено и наработано 3 г флавоноида пиностробина (34), из спиртового экстракта зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.) выделено и наработано 3 г флавоноида кверцетина (35).
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2.2 Поиск, выделение и установление строения бимолекулярных соединений из растений флоры Казахстана

Для поиска бимолекулярных соединений наработаны суммы экстрактивных веществ из 5 растений флоры Казахстана: ферулы джунгарской (Ferula songarica Pall. ex Spreng), ферулы Келлера (Ferula kelleri Koso-Pol.), ферулы овечьей (Ferula ovina Boiss.), полыни сантолинолистной (Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser), ханделии волосистолистной (Handelia trichophylla (Schrenk) Heimerl).
Химическое изучение корней ферулы джунгарской
0,2 кг высушенных измельченных корней корней ферулы джунгарской (Ferula songarica Pall. ex Spreng), собранных в сентябре 2018 г. в окрестностях села Екиаша и города Сарканда Алматинской области, трижды экстрагировали этанолом по 1,2 л. Извлечение сгущали до 0,2 л, разбавляли с водой при соотношении экстракт-вода 2:1 и обрабатывали 4-х кратно диэтиловым эфиром. Эфирное извлечение упаривали на роторном испарителе. После удаления растворителя получили 40 г суммы экстрактивных веществ.

В ИК-спектре (KBr, (, см-1) суммы экстрактивных веществ присутствуют полосы поглощения в области: 2963, 2931, 2927 (С‑Н связи), 2856, 1700 (С=О), 1696, 1685, 1653 (двойной связи), 1606, 1515, 1512, 1381, 1378, 1279, 1164, 1117, 1036, 953. 

При элюировании колонки смесью петролейный эфир:этилацетат (9:1) в основном во фракциях выделены смолистые вещества, о чем свидетельствует химический анализ выделенной суммы веществ (качественнная реакция, данные ТСХ и ВЭЖХ).
Химическое изучение корней ферулы Келлера
1 кг высушенных измельченных корней ферулы Келлера (Ferula kelleri Koso-Pol.), собранных в июле 2018 г. в ущелье Ушконыр Карасайском районе Алматинской области, трижды экстрагировали этанолом по 6 л. Извлечение сгущали до 2 л, разбавляли с водой (2:1) и обрабатывали 4-х кратно диэтиловым эфиром. Эфирное извлечение упаривали на роторном испарителе и получили 129 г суммы экстрактивных веществ, которую хроматографировали на колонке с силикагелем марки КСК в соотношении сумма:носитель 1:9.
При элюировании колонки смесью петролейный эфир:этилацетат (98:2) выделено 51 мг белого кристаллического вещества (36) чистотой по данным ВЭЖХ 98,8% с т.пл. 88.9-92.3 °С (петролейный эфир:этилацетат). 
Соединение (36) имеет брутто-формулу С11Н14O3.
В ИК-спектре (36) (KBr, (, см-1) присутствуют полосы поглощения в области: 3530, 3451 (‑ОН группы), 3078, 3025, 2966, 2957 и 2938 (С‑Н связи), 2867, 2854, 1898, 1785, 1701 (С=О), 1649 (С=С). 

В УФ-спектре (36) (λ, нм) отмечаются максимумы поглощения при 297 (lg ε 0.276), 232 (lg ε 0.471) и 214 (lg ε 0.609) нм.

Сигналы протонов соединения (36) при атоме С-9 проявляются в виде синглетов в области 6.1 м.д. Протоны метильной группы при Н-11 в виде триплета в области 1.21 м.д. с КССВ J=7.23 Гц, что свидетельствует о нахождения протонов метиленовой группы при Н-10 в виде квартета в области 2.93 м.д. с КССВ J=7.27 Гц. В слабопольной области 7.28 и 7.14 м.д. находятся протоны Н-6 и Н-2 в виде дублетов с КССВ J=1.29 и J=1.27 Гц характерные для ароматотического кольца.

Спектр ЯМР 13С подтверждает наличие в его молекуле 11 углеродных атомов. Данные спектров ЯМР 1Н и 13С молекулы (36) представлены в таблице 2.

Таблица 2 – Данные ЯМР 1Н (500 МГц, CDCl3, δ, м.д., J/Гц) и 13С (125 МГц, CDCl3, δ, м.д., J/Гц) молекулы (36)
	№ атома
	(Н
	(С

	1
	-
	148.9 (c, C-1)

	2
	7.14 (1Н, д, J=1.27 Гц, Н-2)
	102.7 (д, C-2)

	3
	-
	131.9 (c, C-3)

	4
	-
	139.5 (c, C-4)

	5
	-
	143.6 (c, C-5)

	6
	7.28 (1Н, д, J=1.29 Гц, Н-6)
	108.5 (д, C-6)

	7
	3.9 (3Н, с, Н-7)
	56.7 (OCH3, к, C-7)

	8
	-
	198.9 (c, C-8)

	9
	6.1 (2Н, с, Н-9)
	102.4 (т, C-9)

	10
	2.93 (1Н, к, J=7.27 Гц, Н-10)
	31.7 (т, C-10)

	11
	1.21 (3Н, т, J=7.23 Гц, Н-11)
	8.6 (к, C-11)


На основе данных ИК-, УФ-, 1Н-, 13С ЯМР-спектров для выделенного соединения (36) предложено строение 5-(1-этоксивинил)-2-метил-бензен-1,3-диол (этиловый эфир ароматического спирта). 
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Анализируя полученные данные по молекуле (36) и сравнивая их с доступными литературными сведениями, пришли к выводу, что выделенный из ферулы Келлера ароматический эфир является новым природным соединением.
При элюировании колонки системой растворителей петролейный эфир:этилацетат (96:4) выделено 2,7 г белого кристаллического вещества (37) чистотой по данным ВЭЖХ 99% с т.пл 105.6-107.1°С (петролейный эфир:этилацетат) и [α]20D – 12о (с 1.0, С6Н6).
Соединение (37) имеет брутто-формулу С23Н30O4.
В ИК-спектре (КBr, ν, см-1) соединения (37) присутствуют полосы поглощения, характерные для гидроксильной группы при 3530, 3451, связей –С‑Н при 3078, 3025, 2966, 2957, 2938, 2867, 2854, карбонила сложного эфира при 1785, кето-группы при 1701, двойной связи при 1649 см-1. 

В УФ-спектре (λ, нм) соединения (37) имеются максимумы интенсивного поглощения: 217 (lg ε 0.990), 206 (lg ε 1.050), 292 (lg ε 0.258) и 249 (lg ε 0.624).
В спектре ПМР в области олефиновых протонов проявляются следующие сигналы: дублеты при 5.51 и 5.95 м.д. с КССВ 16 Гц, дублеты, относящиеся к протонам двойной связи при 4.84 и 4.93 м.д. с КССВ 2 Гц, и синглеты протонов метильных групп Н-12 и Н-13 в области 1.12 и 1.04 м.д..
Спектр ЯМР 13С подтверждает наличие в его молекуле 23 углеродных атомов. Данные спектров ЯМР 1Н и 13С молекулы (37) представлены в таблице 3.

Таблица 3 – Данные ЯМР 1Н (500 МГц, CDCl3, (, м.д., J/Гц) и 13С (125 МГц, CDCl3, δ, м.д.) молекулы (37)
	№ атома
	(Н
	(С

	1
	4.95 (1Н, м, Н-1)
	71.53 (CH)

	2а
	1.85 (1Н, дд, J=15, 6.5 Гц, Н-2а)
	52.23 (CH2)

	2б
	1.91 (1Н, уш.д, J=15 Гц, Н-2б)
	

	3
	-
	35.29 (C)

	4
	5.51 (1Н, д, J=16 Гц, Н-4)
	142.57 (CH)

	5
	5.95 (1Н, д, J=16 Гц,Н-5)
	125.85 (CH)

	6
	-
	146.21 (C)

	7а
	2.30 (1Н, дт, J=13, 4.5 Гц, Н-7а)
	31.37 (CH2)

	7б
	2.47-2.39 (2Н, м*, Н-7б, Н-11б)
	-

	8а
	2.24-2.15 (3Н, м*, Н-8а, Н-8б, Н-11а)
	30.25 (CH2)

	8б
	2.24-2.15 (3Н, м*, Н-8а, Н-8б, Н-11а)
	-

	9
	5.42 (1Н, т, J=8.0 Гц, Н-9)
	129.35 (CH)

	10
	-
	130.99 (C)

	11а
	2.24-2.15 (3Н, м*, Н-8а, Н-8б, Н-11а)
	47.73 (CH2)

	11б
	2.47-2.39 (2Н, м*, Н-7б, Н-11б)
	

	12
	1.12 (3Н, с, Н-12)
	22.50 (CH3)

	13
	1.04 (3Н, с, Н-13)
	30.66 (CH3)

	14а
	4.84 (1Н, д, J=2 Гц, Н-14а)
	114.18 (CH2)

	14б
	4.93 (1Н, д, J=2 Гц, Н-14б)
	-

	15
	1.61 (3Н, с, Н-15)
	17.56 (CH3)

	1’
	-
	149.93 (C)

	2’
	-
	148.15 (C)

	3’
	7.56 (1Н, д, J=2 Гц, Н-3’ )
	111.73 (CH)

	4’
	-
	123.07 (C)

	5’
	7.62 (1Н, дд, J=8.0, 2 Гц, Н-5’)
	124.06 (CH)

	6’
	6.94 (1Н, д J=8.0 Гц, Н-6’)
	114.04 (CH)

	7’
	3.93 (3H, c, Н-7’)
	56.17 (OCH3)

	8’
	-
	165.55 (C=O)


По вышеприведенным данным спектров ПМР и 13С ЯМР, ИК-, УФ- для молекулы (37) предложено строение 3,3,10-триметил-циклоундек-4(5),6(14),9(10)-триен-1’-гидрокси-2’–метокси-бензоат (ванилоилфецерол). 
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Сравнивая полученные физико-химические константы и спектральные данные (ИК-, УФ-, ПМР, ЯМР 13С) с литературными [29], пришли к выводу, что соединение (37) является сложным эфиром ароматической кислоты и терпеноидного спирта гумулановой структуры и идентифицировано как фероцинин, выделенный ранее из Ferula ceratophylla Regel et Schmalh..
Химическое изучение корней ферулы овечьей
1 кг корней ферулы овечьей (Ferula ovina Boiss.), собранных в июле 2018г. возле реки Талгар в Талгарском районе  Алматинской области, трижды экстрагировали этанолом по 6 л. Извлечение сгущали до 2 л, разбавляли с водой (2:1) и обрабатывали 4-х кратно диэтиловым эфиром. Эфирное извлечение упаривали на роторном испарителе. После удаления растворителя получили 130 г суммы экстрактивных веществ, которую хроматографировали на колонке с силикагелем марки КСК в соотношении сумма:носитель 1:7.
При элюировании колонки смесью петролейный эфир:этилацетат (9:1) в основном во фракциях выделены маслянистые вещества. Состав этих фракций исследован методом ГХ-МС-анализа (таблица 4).

Таблица 4 - Основные компоненты во фракциях этанольного экстракта корней ферулы овечьей
	RT, мин
	Компонент
	Содержание

	1
	2
	3

	1-3 объединенные фракции

	25.972
	аристолен
	5,758

	26.310
	каларен
	9,845

	4-5 объединенные фракции

	8.606
	р-ксилен
	12,400

	31.476
	α-лонгипинен
	17,721

	6  фракция

	5.270
	цис-1,3-диметилциклогексан
	6,108

	8.600
	ксилен
	30,422

	7  фракция

	5.270
	цис-1,3-диметилциклогексан
	5,040

	7.210
	этилциклогексан
	5,016

	8.600
	ксилен
	30,142

	8 фракция

	7.221
	этилциклогексан
	4,092

	8.606
	ксилен
	37,483

	1
	2
	3

	9 фракция

	5.264
	цис-1,3-диметилциклогексан
	10,462

	5.916
	транс-1,2-диметилциклогексан
	3,728

	6.048
	октан
	7,008

	6.185
	транс-1,3-диметилциклогексан
	3,037

	7.215
	этилциклогексан
	5,755

	8.302
	этилбензен
	3,449

	8.600
	ксилен
	28,181

	9.813
	нонан
	2,703

	12.073
	1-этил-3-метил-бензен 
	1,184

	20.256
	вербенон
	2,722

	30.012
	лонгифолен
	1,626

	10 фракция

	5.270
	цис-1,3-диметилциклогексан
	5,082

	7.215
	этилциклогексан
	4,758

	8.308
	этилбензен
	3,571

	8.600
	ксилен
	30,950

	9.258
	цис-1-этил-3-метил-циклогексан
	1,435

	9.813
	нонан
	3,198

	18.253
	неидентифицированный компонент
	14,242

	20.256
	вербенон
	2,567

	19 фракция

	7.210
	этилциклогексан
	2,946

	8.314
	этилбензен
	5,031

	8.600
	ксилен
	45,761
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Таким образом, методом ГХ-МС впервые проведено химическое изучение состава фракций, выделенных из корней ферулы овечьей, произрастающей на территории Казахстана, и установлено, что мажорным компонентом является ксилен.
Химическое изучение полыни сантолинолистной

1 кг воздушно-сухого (листья, цветочные корзинки, бутоны) измельченного сырья полыни сантолинолистной (Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser), собранного в сентябре 2018 г. в окрестностях села Лепси в Алакольском районе Алматинской области, трижды экстрагировали хлороформом по 6 л. Извлечение сгущали, обрабатывали водно-спиртовым раствором (2:1) и 4-х кратно экстрагировали хлороформом. Хлороформное извлечение упаривали на роторном испарителе. После удаления растворителя получили 14 г суммы экстрактивных веществ, которую хроматографировали на колонке с силикагелем марки КСК при соотношении сумма-носитель 1:20.
При элюировании колонки смесью растворителей петролейный эфир:этилацетат (85:15) выделено порошкообразное вещество (38) чистотой по данным ВЭЖХ 96,5% с т.пл. 205-210°С (с разложением). Выход соединения (38) составил 0,045 г (0,005 % в расчете на воздушно-сухое сырье). 
В ИК-спектре (KBr, (, см-1) молекулы (38) присутствуют полосы поглощения при 3161, 3129, 2950 (С‑Н связи), 1712 (С=О), 1681, 1605, 1568, 1509 (ароматическое кольцо), 1454, 1410, 1380, 1346, 1323, 1275, 1235, 1130, 989, 902, 836, 754, 707, 623. 
В УФ-спектре (λ, нм) молекулы (38) имеются максимумы поглощения при 202 (lg ε 1.372) и 326 (lg ε 0.758).
При элюировании смесью петролейный эфир:этилацетат (7:3) выделено 75 мг светло-желтого порошкообразного вещества (39) чистотой по данным ВЭЖХ 99.47% с т.пл. 204.8-206.9°С (петролейный эфир:этилацетат).
Соединение (39) имеет брутто-формулу С10Н8O4.
В ИК-спектре (KBr, (, см-1) молекулы (39) присутствуют полосы поглощения при 3339 (‑ОН группа), 3030, 3022, 2991, 2949 (С‑Н связи), 1703 (С=О), 1628 (С=С), 1609, 1566, 1511 (ароматическое кольцо), 1465, 1459, 1447, 1377, 1292, 1263, 1219, 1162, 1140, 1101, 1019, 923, 863, 821, 746, 665, 618, 592. 
В УФ-спектре (λ, нм) молекулы (39) имеются максимумы интенсивного поглощения при 206 (lg ε 2.365), 229 (lg ε 1.225), 346 (lg ε 1.006), 253 (lg ε 0.385) и 298 (lg ε 0.415). 
В спектре 1Н ЯМР отмечаются сигналы 8 протонов, один из которых принадлежит метоксильной группе в области 3.95 м.д. в виде синглета и другой сигнал протона гидроксильной группы в области 6.14 м.д. в виде синглета. Сигналы протонов диенового фрагмента Н-3 и Н-2 проявляются как дублеты 7.62 и 6.25 м.д.. 
В спектре 13С ЯМР имеются сигналы 10 атомов углерода, из которых 1 первичный, 4 третичных и 5 четвертичных. Данные спектров ЯМР 1Н и 13С молекулы выделенного соединения представлены в таблице 5.

Таблица 5 – Данные ЯМР 1Н (500 МГц, CDCl3, (, м.д., J/Гц) и 13С (125 МГц, CDCl3, δ, м.д.) молекулы (39)

	№ атома
	(Н
	(С

	1
	-
	161.6 (к, С=О, С-1)

	2
	6.25 (1Н, д, J=9.5 Гц, Н-2)
	113.4 (д, С-2)

	3
	7.62 (1Н, д, J=9.0 Гц, Н-3)
	143.5 (д, С-3)

	4
	-
	111.6 (с, С-4)

	5
	6.83 (1Н, с, Н-5)
	107.5 (д, С-5)

	6
	-
	144.1 (с, С-6)

	7
	6.14 (1Н, с, ‑ОН, Н-7)
	149.7 (с, С-7)

	8
	6.90 (1Н, с, Н-8)
	103.3 (д, С-8)

	9
	-
	150.3 (с, С-9)

	10
	3.95 (3Н, с, ‑ОСН3, Н-10)
	56.5 (к, ‑ОСН3, С-10)


По вышеприведенным данным спектров ПМР и 13С ЯМР, ИК- и УФ- для молекулы (39) предложено строение 7‑гидрокси-6-метокси-бензо-(-пирон.
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Сравнением полученных физико-химических констант и данных спектров ИК-, УФ-, 1Н-, 13С ЯМР с литературными [30], выделенное соединение (39) идентифицировано как кумарин скополетин.

Выделение ханделина из ханделии волосистолистной 
0,98 кг сухого мелкоизмельченного сырья (листья, цветочные корзинки, бутоны) ханделии волосистолистной (Handelia trichophylla (Schrenk) Heimerl) трижды экстрагировали хлороформом. Хлороформные извлечения объединяли и упаривали на роторном испарителе. Затем проводили водно-спиртовую обработку экстракта. После обработки получили 27,63 г суммы экстрактивных веществ, которую хроматографировали на колонке с силикагелем марки КСК в соотношении сумма:носитель 1:20.

При хроматографировании колонки смесью петролейного эфира и этилацетата (75:25) выделили бесцветное кристаллическое вещество (40) чистотой по данным ВЭЖХ 98.17% с т.пл. 162оС (с разложением). Выход составил 0,075 г (0,007 % в пересчёте на воздушно-сухое сырьё).
Соединение (40) имеет брутто-формулу С32Н40O8.
В ИК-спектре (KBr, (, см-1) молекулы (40) присутствуют полосы поглощения при 3508 (гидроксильной группы), 3034, 2973, 2941 (С-Н-связи), 1747 (карбонил γ-лактона), 1665, 1649 (двойной связи), 1460, 1399, 1359, 1276,1188, 1093, 1010, 935, 910, 811. 

В спектре ПМР обнаружены сигналы протонов пяти метильных групп  в виде синглетов в области 1.9-1.02 м.д., сигналы двух лактонных протонов в виде триплетов встречаются в области 4.02 м.д., сигналы двух вицинальных олефиновых протонов в виде дублетов обнаружены в области 5.92 и 5.96 м.д. с J=6 Гц. 
Данные спектра ЯМР 13С (таблица 6) свидетельствуют о наличии в молекуле (40) тридцати двух атомов углерода. При этом отмечаются сигналы, характерные для углеродных атомов карбонильных групп в области 177.69, 169.86 и 169.70 м.д., относяшихся соответственно двум лактонным и ацетатной карбонильным группам. 
Таблица 6 - Данные спектра ЯМР 13С (125 МГц, CDCl3, δ, м.д.) молекулы ханделина (40)
	№ атома
	(С*
	№ атома
	(С*

	1
	2
	3
	4

	1
	177.69 c
	17
	58.62 с

	2
	169.86 c
	18
	56.24 с

	3
	169.70 c
	19
	54.47 д

	4
	143.32 c
	20
	53.39 д

	1
	2
	3
	4

	5
	140.98 c
	21
	46.46 д

	6
	138.49 д
	22
	42.56 д

	7
	134.18 д
	23
	37.51 т

	8
	125.33 д
	24
	36.37 т

	9
	117.79 т
	25
	34.35 т

	10
	79.41 д
	26
	32.59 т

	11
	78.13 д
	27
	32.39 к

	12
	71.28 с
	28
	28.67 к

	13
	70.63 с
	29
	23.22 т

	14
	70.02 д
	30
	21.58 к

	15
	65.38 д
	31
	17.77 к

	16
	64.29 с
	32
	14.84 к

	Примечание - * мультиплетность сигналов в спектрах с внерезонансным облучением протонов
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На основе спектральных данных (ПМР, ЯМР 13С) для молекулы (40) предложено нижеприведенное строение.
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Сравнением полученных физико-химических констант и данных спектров ИК-, УФ-, 1Н- и 13С ЯМР с литературными [31] выделенное соединение (40) идентифицировано как димерный сесквитерпеновый лактон ханделин.
Таким образом, для химической модификации наработаны 3 сесквитерпеновых лактона и 2 флавоноида. При химическом изучении ферулы джунгарской, ферулы Келлера, ферулы овечьей, полыни сантолинолистной, ханделии волосистолистной выделены и идентифицированы 4 соединения. При этом одно выделенное из ферулы Келлера соединение является новым, ранее не описанным, другое - вперые выделено из данного вида. Строение выделенных соединений установлено методами ИК-, УФ- и ЯМР 1Н-, 13С- спектроскопии.
3 НАПРАВЛЕННЫЙ СИНТЕЗ ГИБРИДНЫХ МОЛЕКУЛ, СОЧЕТАЮЩИХ В СВОЕЙ СТРУКТУРЕ ДВА ПРИРОДНЫХ ФАРМАКОФОРНЫХ ФРАГМЕНТА (СЕСКВИТЕРПЕНОВЫЙ ЛАКТОН, ФЛАВОНОИД)
Проведен направленный синтез гибридных молекул, сочетающих в своей структуре два природных фармакофорных фрагмента. Установлено строение молекул полученных соединений методами ИК-, ЯМР 1Н-, 13С-спектроскопии.

Проведен ряд синтезов на основе сесквитерпенового лактона гроссгемина (31) и флавоноида кверцетина (35) для подбора условий получения бимолекулярного соединения на их основе. 
Синтез осуществлялся по реакции Хека. Для его проведения получено дибромпроизводное кверцетина. Реакцию гроссгемина (31) с дибромкверцетином (41) проводили под аргоном при температуре 110-115 °С в течение 39 часов. 

В стеклянную ампулу в токе аргона последовательно загружали молекулярные сита 3Å, гроссгемин (31), дибромкверцетин (41), 4 мол. % Pd(OAc)2, P(o-Tol)3, основание (1.5 экв. – триэтиламина) и 10 мл ДМФА. Ампулу запаивали и нагревали до 110-1150С. 

По окончании реакции ампулу охлаждали, вскрывали, отфильтровывали, фильтрат выливали в насыщенный раствор NaCl и экстрагировали этилацетатом. Объединенные органические экстракты промывали насыщенным раствором NaCl, затем водой, сушили над Na2SO4 и упаривали в вакууме. Маслообразный остаток 0,962 г растворяли в минимальном количестве CHCl3 и хроматографировали на колонке с силикагелем (элюент петролейный эфир – этилацетат, градиент 9:1→8:2). Последовательно выделили исходный лактон (при неполной конверсии) и продукты реакции. По результатам ТСХ собрано 6 фракций. Во фракции №3 по данным ЯМР установлено наличие нового гибридного производного (42) на основе гроссгемина и кверцетина. 

В ИК-спектре (КBr, υ, см-1) молекулы (42) отмечаются полосы поглощения в области 3270 (OH), 2924 (С‑Н), 1738 (C=O карбонил (-лактона), 1658, 1610, (ароматические C=C связи).
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                 (31)                             (41)                                      (42)

В спектре ПМР молекулы (42) появляется однопротонный сигнал 7.83 м.д. в виде дублета с J = 1.6 Гц, соответствующий протону при С-13. Отсутствие в спектре ПМР сигнала протона экзометиленовой группы подтверждает присоединение молекулы флавоноида кверцетина по экзометиленовой двойной связи γ-лактона. 
Данные спектра ЯМР 13С свидетельствуют о наличии в молекуле (42) тридцати углеродных атомов. При этом отмечаются сигналы, характерные для углеродных атомов карбонильной группы лактонного фрагмента в области 173.92 и флавоноидного фрагмента в области 175.89 м.д. В 13С ЯМР-спектре появляется сигнал С-13 атома, который смещен в более сильное поле по сравнению с исходной молекуле. 

Взаимодействием сесквитерпенового лактона гроссгемина (31) с цитизином синтезировано в условиях реакции Михаэля и выделено методом дробной перекристаллизации. Выход составил 32,5% с чистотой по данным ВЭЖХ 99,63%.

В ИК-спектре (КBr, υ, см-1) молекулы (43) присутствуют полосы поглощения в области 3073, 2940, 2784 (связи –С–Н), 1767 (карбонил γ-лактона). 

В спектре ПМР (43) синглеты при 4.68 и 5.02 м.д. характерны протонам метиленовой группы. Однопротонный сигнал в виде триплета при 3.52 м.д. с КССВ J=9 Гц характерен для лактонного протона Н-6. При этом отмечаются сигналы, характерные для углеродных атомов карбонильных групп в области 179.3 и 163.9 м.д., относящиеся соответственно к лактонной и цитизиновой карбонильным группам. В спектре ЯМР 13С соединения сохранились сигналы, имеющиеся в соответствующих спектрах исходных соединений. 
Соединение имеет брутто-формулу С26Н32N2О4, т.пл. 224-226оC (этанол:этилацетат), Rf  0.25 (этилацетат).
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              (31)                                                                  (43)

Для установления пространственного строения соединения (43) проведено рентгеноструктурное исследование его молекулы (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Пространственное строение молекулы (‑цитизинилгроссгемина (43) по данным рентгеноструктурного анализа 

Таким образом, на основании данных ИК-, ПМР, 13С ЯМР -спектроскопии, а также РСА для синтезированной молекулы (43) предложено комбинированное строение 3-оксо-8α-гидрокси-1,5,7,11α,4,6,8β(Н)-гвай-10(14)-ен-13-цитизинил-6,12-олид (β-цитизинилгроссгемин).
Наработка образцов для изучения антигельминтной активности
Для изучения антигельминтной активности наработаны 4 образца гибридных производных сесквитерпеновых лактонов: цитизиниларглабин (44), анабазиниларглабин (45), гидрохлориды (‑цитизинилгроссгемина (47) и анабазинилгроссгемина (49).

[image: image26.emf]2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

13

15

1

12

1'

2'

3'

4'

5'

6'

7'

14

O

O

O

N

N

O

8'

9'

10'

11'

13'

H

H

H

         
[image: image27.emf]O

N

O

O

H

N

11

13

1'

2'

3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'

12'

12

H

H

H

7

 

(44)                                                  (45)

Для получения гидрохлорида, к раствору (‑цитизинилгроссгемина (46) в этиловом спирте при перемешивании приливали соляную кислоту, оставляли на сутки при комнатной температуре. После окончания реакции (контролировали методом ТСХ), этиловый спирт упарили на роторном испарителе под вакуумом и получили 30 г маслообразного вещества, к которому прилили 0,5 л этилацетата и перемешивали. Целевое вещество - гидрохлорид (‑цитизинилгроссгемина (47) выпадало в виде порошка, который дважды промывали этилацетатом и получили 30 г белого порошкообразного вещества чистотой 99% с т.пл. 196-198 оC. Выход составил 93%.

[image: image28.emf]HN

N

O

O

O

O

H

H

OH

MeOH O

O

O

OH

H

H

N

N

O

HCl

C

2

H

5

OH

O

O

O

OH

H

H

HN

N

O

Cl


(31)                                        (46)                                               (47)

Аналогичным образом из анабазинилгроссгемина (48) получен гидрохлорид анабазинилгроссгемина (49). 
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(31)                                        (48)                                               (49)

Соединение (47) имеет состав С26H33O5N2Сl. 
В ИК-спектре (KBr, ν, см-1) молекулы (47) присутствуют полосы поглощения в области 3441 (ОН-группа), 3075, 2984 (С‑Н), 2785, 2590 (характерный сигнал HCl в гидрохлоридах), 1761 (С=О γ-лактона), 1732 (С=О). 

В УФ-спектре (EtOH, λ, нм) молекулы (47) имеются максимумы поглощения при 202 (lg ε 1.646), 234 (lg ε 0.667) и 311 (lg ε 0.712).
Отсутствие в спектре ПМР сигнала протонов экзометиленовой группы подтверждает присоединение цитизина по экзометиленовой двойной связи γ-лактона. Сигналы протонов соединения (47) при атоме С-13 проявляются при 3.5-3.28 м.д. в виде мультеплета. Однопротонный сигнал Н-6 в виде триплета при 4.08 м.д. с J=9 Гц характерен для лактонного протона. 

Данные спектра ЯМР 13С свидетельствуют о наличии в молекуле (47) двадцати шести углеродных атомов. В нём сохранились сигналы, имеющиеся в соответствующих спектрах исходных соединений. При этом отмечаются сигналы, характерные для углеродных атомов карбонильных групп в области 176.8 и 165.1 м.д., относящихся соответственно лактонному и цитизиновому карбонильным группам. Также наблюдается смещение сигнала углеродного атома С-13 в область более сильного поля.

Таким образом, строение модифицированных алкалоидами производных арглабина и гроссгемина (44-49) однозначно установлено на основании данных ИК-, УФ-, масс-, ЯМР 1H и 13С-спектров и элементного анализа.
Изучение антигельминтной активности 4 образцов гибридных производных под шифрами АА, ЦА, ГАГ и ГЦГ проводилось в эксперименте in vivo на приотарных собаках Жамбылского района Алматинской области в лаборатории паразитологии Казахского научно-исследовательского ветеринарного института (КазНИВИ). 
По результатам копроовоскопии инвазированных гельминтами собак разделяли на 3 опытные группы. Для сравнительного анализа при дегельминтизации собак 3 группы использовали препарат сравнения «ЦесТремForte» (разработка КазНИВИ), содержащий празиквантел.
Акт проведенных испытаний приведен в приложении Г, сравнительные данные представлены в таблице 7.
Таблица 7 – Результаты истытаний антигельминтной активности производных гроссгемина и арглабина
	Наименование образца, шифр
	Технологичность (выход продукции, практичность способа)
	Эффективность 

	Гидрохлорид 

цитизинил-гроссгемина

(ГЦГ)
	Двухэтапный синтез: 

1-этап аминирование, выход до 60%

2-этап гидрохлорирование, выходом до 95%
	Показал высокую эффективность против гельминтов из семейства Nematodae

	Гидрохлорид анабазинил-гроссгемина

(ГАГ)
	Двухэтапный синтез: 

1-этап аминирование, выход до 45%

2 – этап гидрохлорирование, выход до 95%
	Не эффективен против цестод из семейства Taeniidae

	Цитизинил-арглабина (ЦА)
	Аминирование, выход до 60%
	Слабо эффективен при изоспорозе (Izospora canis) и тениидозах (Taenia sp.).

Эффективность 77,16% при токсокарозе, 79,82% при трихоцефалезе и 90,29% при анкилостомозе (Ancylostome caninum). 

	Анабазинил-арглабина 

(АА)
	Аминирование, выход до 49%
	Эффективность 100% при анкилостомозе (Ancylostome caninum), изоспорозе (Izospora canis), унцинариозе (Uncinaria stenocephala), тениидозах (Taenia sp.). 

Эффективность 95,18% при токсокарозе (Toxocariasis sp.) и 42,85% при трихоцефалезе (Trichocephalosis sp.) 


Таким образом, образец «ГЦГ» (гидрохлорид цитизинилгроссгемина) показал сравнительно высокую антигельминтную эффективность против гельминтов семейства Nematodae. Водорастворимость гидрохлорида α- цитизинилгроссгемина имеет важное практическое значение, поскольку при этом повышается биодоступность субстанции и, следовательно, эффективность действия лекарственного вещества.
Субстанция гидрохлорида α-цитизинилгроссгемина является перспективной для углубленного изучения антигельминтой активности, поэтому необходимо разработать технологию, обеспечивающую её количественный выход и высокое качество. 

Наработка оксима гроссмизина для химической модификации

На основе гроссмизина (50) проведена реакция с гидроксиламином солянокислым в пиридине. Реакционную смесь перемешивали в течение 26 часов. После завершения реакции смесь экстрагировали хлороформом, промывали 1%-ным раствором НCl до нейтральной среды. Органический слой высушивали над сульфатом натрия и отфильтровывали, фильтрат упаривали на роторном испарителе. Перекристализовывали из смеси петролейного эфира:этилацетата при соотношении 1:4. Полученное вещество (45) представляло собой желтоватый порошок чистотой по данным ВЭЖХ 97,38%. с т.пл. 217 °С (с разложением, из этилацетата). Наработано 6,367 г оксима гроссмизина (45). 
Элементный анализ: вычислено С 64.97 %, Н 6.91 %, N 5.05%, O 23.08%, найдено С 62.76 %, Н 7.19 %, N 4.73 %, O 25.32%. Таким образом, данные элементного анализа подтверждают наличие и количество атомов азота в молекуле (50). Соединение (50) имеет брутто-формулу С15Н19NО4.
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                                (44)                                            (45)
В ИК-спектре (KBr, (, см-1) молекулы (50) имеются полосы поглощения при 3430, 3422 (ОН группы), 3087, 2971, 2949, 2923, 2853 (С-Н связи), 1756 (карбонил (-лактона), 1661 (С=N в оксимах), 1618 (С=С), 1589, 1445, 1382, 1374, 1263, 1221, 1164, 1112, 1063, 1008, 923 (С‑Н в алкенах), 867, 684, 654. 
В УФ-спектре (λ, нм) молекулы (50) имеются максимумы поглощения при 228 (lg ε 0.863), 236 (lg ε 0.724) и 280 (lg ε 0.622). 
В спектре ЯМР 1Н имеются сигналы 18 протонов, в спектре ЯМР 13С присутствуют сигналы 15 углеродных атомов, из которых 5 четвертичных, 5 третичных, 2 вторичных и 3 первичных (таблица 8). 

Таблица 8 – Данные ЯМР 1Н (500 МГц, CD3ОD, (, м.д., J, Гц) и 13С (125 МГц, CD3OD, (, м.д.) молекулы оксима гроссмизина (50)

	№ атома
	(Н
	(С

	1
	2
	3

	1
	-
	131.32 (с, С-1) 

	2
	-
	160.30 (с, С-2) 

	3
	6.67 (1Н, д, J =1.0, Н-3)
	123.00 (д, С-3) 

	4
	-
	153.66 (с, С-4)

	5
	3.44 (1Н, уш.д, J =10.0 Гц, Н-5)
	53.87 (д, С-5) 

	6
	3.86 (1Н, т, J = 10.0 Гц, Н-6)
	81.95 (д, С-6) 

	7
	2.51 (1Н, ддд, J =7.5, 10.0, 7.5 Гц, Н-7)
	58.19 (д, С-7) 

	1
	2
	3

	8
	3.63 (1Н, ддд, J =12.0, 10.0, 2.0 Гц, Н-8)
	64.76 (д, С-8) 

	9
	2.66 (1Н, дд, J =12.0, 9.0 Гц, Н-9а)

2.32 (1Н, дд, J=12.0, 2.0 Гц, Н-9b)
	48.0 (т, С-9) 

	10
	-
	134.57 (с, С-10)

	11
	2.78 (1Н, кв., J =7.5 Гц, Н-11)
	38.26 (д, С-11) 

	12
	-
	179.66 (с, С-12, C=O) 

	13
	1.21 (3Н, д, J =7.5 Гц, Н-13)
	8.24 (кв., С-13) 

	14
	2.21 (3Н, с, Н-14)
	22.81 (кв., С-14) 

	15
	2.09 (3Н, с, Н-15)
	17.52 (кв., С-15) 

	
	12.75 (1Н, уш.с., NO-Н)
	-
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Спектральные данные ИК-, УФ-, ЯМР 1Н и 13С и физико-химические константы подтверждают строение полученного оксим производного гроссмизина (50). 
Таким образом, химической модификацией молекул сесквитерпеновых лактонов получены новые бимолекулярные производные гроссгемина с кверцетином и цитизином, гидрохлориды анабазинилгроссгемина и α-цитизинилгроссгемина. Наработаны 4 образца гибридных производных сесквитерпеновых лактонов арглабина и гроссгемина для изучения антигельминтной активности в экспериментах in vivo, для химических модификаций наработан оксим гроссмизина. Строение молекул полученных соединений установлено методами ИК-, УФ-, ЯМР 1Н-, 13С-спектроскопии, а также элементного и рентгеноструктурного анализов.
4 АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ СЕСКВИТЕРПЕНОВЫХ ЛАКТОНОВ В ОРГАНАХ РАСТЕНИЙ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ БИОСИНТЕТИЧЕСКИХ ГЕНОВ
4.1 Анализ содержания сесквитерпеновых лактонов в органах Artemisia glabella Kar. et Kir.
В соответствии с предполагаемым путём биосинтеза арглабина в Artemisia glabella Kar. et Kir. (рисунок 2) его образование происходит под действием ферментов гермакрен А синтазы, гермакрен А оксидазы, костунолид синтазы, кауниолид-синтазы и предполагаемого цитохрома Р450, приводящего к образованию арглабина.  
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a – фарнезилдифосфат; б – гермакрен А; в – гермакрен А-ол; г – гермакрен А-он; 
д – гермакреновая кислота A; е – костунолид; ж – кауниолид; з – арглабин

Рисунок 2 – Предполагаемый путь биосинтеза арглабина 

Поскольку ключом к определению биосинтетических генов во многих исследованиях стало выявление органов и тканей, в которых происходит количественное накопление сесквитерпеновых лактонов, определено их содержание в отдельных органах растения и выявлена их способность к биосинтезу. Установлено, что количественное содержание сесквитерпеновых лактонов арглабина и арголида в отдельных органах Artemisia glabella Kar. et Kir.. наблюдается в период бутонизации. При этом органом с высокой способностью к их биосинтезу являются железистые трихомы листьев - специализированные терпеноидсодержащие секреторные структуры на поверхности, содержащие сесквитерпеновые лактоны и синтазы TpGAS (ген, кодирующий первую стадию биосинтеза гермакранолида). Наличие данного типа секреторных структур, а также схизогенных каналов и полостей, в наибольшей степени характерно таксонам семейства Asteraceae, в частности для родов Artemisia, Centaurea, Inula, Matricaria, Parthenium, Pyrethrum, Tanacetum.

Микроскопические исследования морфологии поверхности листьев Artemisia glabella Kar. et Kir. позволили выявить терпеноидсодержащие структуры и определить их размеры. Исследование проводили методом электронной сканирующей микроскопии с помощью растрового электронного микроскопа высокого пространственного разрешения Mira 3 LMU (Tescan, Чехия). Результаты микроскопирования поверхности образцов представлены на рисунке 3. Установлено, что на поверхности листьев присутствуют железистые трихомы, которые имеют овальную форму, их размеры варьируют в пределах 70-80 мкм в длину и 33-38 мкм в ширину.
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а – при увеличении 200 мкм; б – при увеличении 50 мкм
Рисунок 3 – Размеры железистых трихом на поверхности листьев Artemisia glabella Kar. et Kir.

Анализ компонентного состава образцов полученных экстрактов показал, что арглабин и арголид присутствуют среди вторичных метаболитов Artemisia glabella Kar. et Kir. на всех стадиях вегетационного периода. Однако, количественное содержание его отмечено в период бутонизации в листьях (25,56% в экстракте и 1,90% на в.с.с.), несколько ниже оно в бутонах (18,84% в экстракте и 1,56% на в.с.с.) (рисунок 4). В этот период наблюдается количественный выход СО2-экстракта (в среднем в пределах 7,15% на в.с.с.). Данный факт вполне коррелируется с наличием на поверхности именно указанных органов полыни гладкой железистых трихом – структур, где происходит образование и локализация терпеноидов.
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а – в период бутонизации в бутонах; 

б – в период бутонизации в листьях
Рисунок 4 – Хроматограммы ВЭЖХ компонентного состава экстрактов Artemisia glabella Kar. et Kir.

Таким образом, для идентификации биосинтетических генов, кодирующих ферменты биосинтеза сесквитерпеновых лактонов в Artemisia glabella Kar. et Kir. необходимо использовать листья и бутоны интактного растения in vivo в фазу бутонизации. Кроме этого, для экспериментальных работ по поиску биосинтетических генов были подготовлены образцы растения-регенеранта in vivo и каллусные ткани in vitro (рисунок 5).
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а - интактное растение in vivo в фазе бутонизации; б - растение-регенерант в закрытом грунте; в - каллусные ткани на среде МС (БАП 1мг/л+ИУК 2 мг\л) in vitro
Рисунок 5 - Образцы растения Artemisia glabella Kar. et Kir. для поиска перспективных генов

Получение растения-регенеранта полыни гладкой проведено путём микрочеренкования на 50 % среде Мурасиге и Скуга (МС) в условиях in vivo и последующей пересадкой в закрытый грунт. Каллусные ткани полыни гладкой сформированы на среде МС (БАП 1мг/л+ИУК 2 мг/л) in vitro. Для этого семена проращивали на агаризованной среде, в качестве эксплантов использовали первичные и настоящие листья для сегментирования и индукции каллусогенеза на среде МС с оптимальной концентрацией фитогормонов (БАП 1мг/л+ИУК 2 мг\л) в условиях in vitro.
4.2 Поиск биосинтетических генов сесквитерпеновых синтаз GAS, GAO и COS
Поиск нуклеотидных и аминокислотных последовательностей ферментов, участвующих в биосинтезе сесквитерпеновых лактонов, проведен для всех представителей семейства Asteraceae, представленных в базе данных NCBI U.S. National Library of Medicine (GenBank). На основе данного анализа выделены консервативные участки нуклеотидных последовательностей и сконструированы праймеры для амплификации трёх сесквитерпеновых синтаз: гермакрен А синтазы (GAS), гермакрен А оксидазы (GAO) и костунолид синтазы (COS). Указанные синтазы участвуют в образовании основного предшественника большинства сесквитерпеновых лактонов – костунолида (см. рисунок 2). 
Однако, данное соединение (костунолид) среди вторичных метаболитов Artemisia glabella Kar. et Kir. ранее идентифицировано не было. Основываясь на проведенном литературно-патентном поиске, было решено использовать молекулярно-генетические методы для подтверждения его образования в организме Artemisia glabella Kar. et Kir. и участия в качестве интермедиата в биосинтетическом пути арглабина.
Множественное выравнивание найденных в базе данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) аминокислотных последовательностей GAS, GAO и COS, проведенное с использованием программного обеспечения Vector NTI 10.0.1, позволило выделить 4, 3 и 5 консервативных участков соответственно и сконструировать 12 праймеров для их выделения из растительных образцов Artemisia glabella Kar. et Kir.
Для гермакрен А синтазы аминокислотные последовательности представлены в GenBank для 14 родов (17 видов) семейства Asteraceae (приложение Д), в том числе и для двух видов Artemisia (Artemisia absinthium L. и Artemisia annua L.). Обнаружены две формы гермакрен А синтазы: короткая – около 560 аминокислот (а.к.) и длинная – около 580 а.к.

В результате множественного выравнивания и анализа аминокислотных последовательностей GAS выбраны четыре консервативных для разных типов гермакрен А синтазы участка (приложение Е) и сконструированы как дегенеративные, так и специфические праймеры (таблица 9).

Таблица 9 – Последовательности праймеров, сконструированных для выявления кДНК, кодирующих гермакрен А синтазу

	Название
	Нуклеотидная последовательность праймера
	Целевой пептид

	GAS-F1
	TGGAGCTACGACAAAAAGAAGAACTG
	LQLQQKEEL

	GAS-F1а
	TGGAGCTACGACAAAAAGAAGAAYT
	

	GAS-F2
	TGGAGCTACGACAAAAAGAAGAA
	

	GAS-F3
	CTGGCCAACTTTCCTCCTTCAGTATGG
	LANFPPSVW

	GAS-R1
	ATAAGCATCATATGTGTCATCTA
	LDDTYDAY

	GAS-R2
	ATAAGCATCATATGTGTCATC
	

	GAS-R3
	AAACCTCATGTCCTTCCACC
	WWKDMRF


Размер ожидаемых ПЦР-продуктов составляет 216 пар олигонуклеотидов (п.о.) для пар праймеров F1/F1a/F2+R1/R2, 885 п.о. для пар праймеров F3+R1/R2 и 737 п.о. для пары F3+R3.

Аналогичные исследования проведены по двум другим ферментам, участвующим в биосинтезе костунолида.

Для гермакрен А оксидазы аминокислотные последовательности в GenBank представлены для 11 видов растений, относящихся к 8 родам (приложение Д). В среднем длина аминокислотной последовательности составляет 488 а.к.

Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей позволило выделить три консервативных участка (приложение Е) и сконструировать праймеры для обнаружения гермакрен А оксидазы (таблица 10). Размеры ожидаемых ПЦР-продуктов составляют 405 п.о. для пар праймеров F1/F2+R1/R2 и  469 п.о. для пар праймеров F1/F2+R3/R4.

Таблица 10 – Последовательности праймеров для выявления кДНК, кодирующих гермакрен А оксидазу

	Название
	Нуклеотидная последовательность праймера
	Целевой пептид

	GAO-F1
	GCCAGAAAGTATGGATCTTTAATGCA
	KYGSLM

	GAO-F2
	ARYAYGGAYCWYTVATGCA
	

	GAO-R1
	CTGGTCCTTGACTCCTTTTCC
	GKGVKDQ

	GAO-R2
	CTGRTCYYTGMHYYYYTTHCC
	

	GAO-R3
	GAAAGATATCTGCCACATCAAAGCC
	GFDVADIF

	GAO-R4
	GAAARATATCHGCCACATCRAANCC
	


Для костунолид синтазы аминокислотные последовательности в GenBank представлены для 8 видов растений, относящихся к 6 родам (приложение Д). В среднем длина аминокислотной последовательности составляет 494 а.к.

Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей позволило выделить пять консервативных участков (приложение Е) и сконструировать праймеры для обнаружения костунолид синтазы (таблица 11). Размеры ожидаемых ПЦР-продуктов варьируют от 300 до 1200 п.о.

Таблица 11 – Последовательности праймеров для выявления кДНК, кодирующих костунолид синтазу

	Название
	Нуклеотидная последовательность праймера
	Целевой пептид

	COS-F1
	GGGCCGCCAAAACTACCCATAATCGGAAAC
	GPPKLPIIGN

	COS-F2
	CTGAAATTAATAGTAAAAGAAACTCTGAGG
	LKLIVKETLR

	COS-F3
	GAAACTTAGCCAAGAAATATGGCCCCATCATG
	RNLAKKYGPIM

	COS-R1
	ACAAATTCTCCGGCCGGCACCGAACGG
	PFGAGRRICPG

	COS-R2
	CTCCAAGGTGCAAATCTTCTTCATCTGCCTCCA
	WRQMKKICTLE


Таким образом, на основании проведенного анализа доступных в GenBank нуклеотидных последовательностей GAS, GAO и COS выделены консервативные участки и сконструированы праймеры для выявления кДНК данных ферментов, участвующих в биосинтезе сесквитерпеновых лактонов в Artemisia glabella Kar. et Kir. 
5 ПОИСК ПЕРСПЕКТИВНЫХ ГЕНОВ, ОТВЕТСТВЕННЫХ ЗА БИОСИНТЕЗ СЕСКВИТЕРПЕНОВЫХ ЛАКТОНОВ В ОТДЕЛЬНЫХ ОРГАНАХ РАСТЕНИЙ
5.1 Характеристика применяемых методик и наборов реагентов
Исследования по поиску перспективных генов, ответственных за биосинтез сесквитерпеновых лактонов в органах растений, проводились с использованием протоколов производителей к соответствующим наборам реагентов или стандартной операционной процедуры (СОП) лаборатории молекулярной биологии и генной инженерии (МБиГИ) Научно-исследовательского института проблем биологической безопасности (НИИПББ), представленных в таблице 12.
Таблица 12 – Перечень методик и наборов реагентов, применяемых для поиска перспективных генов
	Этап 
исследования
	Используемая методика
	Реактивы и/или наборы реагентов

	Выделение мРНК из образцов 
	протокол производителя
	набор Dynabeads® mRNA DIRECT™ Purification Kit; реагент «Тrizol»

	Синтез и амплификация кДНК методом  полимеразной цепной реакции 
	протокол производителя
	набор Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis Kit, Tag-полимераза «Силекс», специфические праймеры

	Клонирование кДНК в плазмидные  векторы 
	протокол производителя
	набор CloneJET PCR Cloning Kit (pJET1.2/blunt), pGEM-T Vector System I; компетентные клетки Escherichia coli TOP10 

	Анализ колоний методом полимеразной цепной реакции
	СОП лаборатории МБиГИ НИИПББ
	набор CloneJET PCR Cloning Kit (pJET1.2/blunt), pGEM-T Vector System I

	Выделение плазмидных ДНК
	протокол производителя
	набор GenEluteTM  Plasmid Miniprep Kit

	Секвенирование нуклеотидных последовательностей
	СОП лаборатории МБиГИ НИИПББ, протоколы производителя
	BrilliantDye™ Terminator kit v3.1; NimaPOP-7; NimaPOP 10X Running Buffer (with EDTA); D-pure DyeTerminator clean-up


5.2 Выделение РНК из образцов отдельных органов Artemisia glabella Kar. et Kir.
Выделение РНК из бутонов и листьев Artemisia glabella Kar. et Kir., выращенной в открытом грунте, а также из листьев растений-регенерантов и каллусов, полученных in vitro, осуществляли по двум методикам: с набором реагентов «Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit» и с реагентом «Тризол». Выделение РНК проводили по протоколу производителя с использованием стандартных объемов реагентов. Подготовку к экспериментам (разрушение растительных тканей) осуществляли:
1) механически после замораживания жидким азотом;

2) гомогенизацией в лизирующем буфере с карборундом. 
В результате получены препараты общей РНК и мРНК для всех растительных образцов Artemisia glabella Kar. et Kir. (таблицы 13, 14).
Таблица 13 – Выделение общей РНК тризолом

	№ опыта
	Способ разру-шения ткани
	Образец
	Объем тризола
	Объем водной фракции
	Объем пропа-нола
	Объем 75% этанола
	Объем воды для ресуспендирования
	Концен-трация РНК, нг/мкл

	Опыт 6
	карборунд
	Листья, бутоны 

~2×100 мг
	2×1000 μL
	2×650 

μL
	2×500 μL
	2×1000 μL
	2×20 

μL
	2024,1

	Опыт 7
	карборунд
	Регенерант 

~2×100 мг
	2×1000 μL
	2×650 

μL
	2×500 μL
	2×1000 μL
	2×50 

μL
	1090,0

	Опыт 8
	карборунд
	Каллусы 

~2×100 мг
	2×1000 μL
	2×650 

μL
	2×500 μL
	2×1000 μL
	2×50 

μL
	1163,6


Таблица 14 – Выделение мРНК с использованием Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit 

	№ опыта
	Способ разру-шения ткани
	Образец
	Объем лизиру-ющего буфера
	Объем магнитных частиц
	Объем промы-вочного буфера А
	Объем промы-вочного буфера В
	Объем эллюи-рующего буфера
	Концентрация РНК, нг/мкл

	Опыт 1
	азот
	Листья, бутоны
около 100 мг
	1250 μL
	250 μL
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	19,6

	Опыт 2
	-
	Лизат после первого выделения
	1250 μL
	После первого выделения
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	2,7

	Опыт 3
	азот
	Листья, бутоны

95 мг
	1250 μL
	250 μL
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	30,0

	Опыт 4
	азот+ карбо-рунд
	Листья, бутоны около 100 мг
	1250 μL
	250 μL
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	12,1

	Опыт 5
	-
	Общая РНК из листьев и бутонов, выделенная тризолом (25 μL)
	1250 μL
	250 μL
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	27,3

	Опыт 9
	-
	Общая РНК из регенерантов, выделенная тризолом (25 μL)
	1250 μL
	250 μL
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	27,2

	Опыт 10
	-
	Общая РНК из каллусов, выделенная тризолом (25 μL)
	1250 μL
	250 μL
	2×1000 μL
	1000 μL
	25 μL
	27,8


Таким образом, в результате проведенных исследований получены препараты РНК и мРНК из растительных тканей Artemisia glabella Kar. et Kir., которые в дальнейшем использованы для синтеза и амплификации кДНК.
5.3 Синтез и амплификация кДНК методом полимеразной цепной реакции
Для синтеза кДНК использовали образцы как мРНК (полученные в опытах 3 и 5), так и общего пула РНК (полученные в опытах 6, 7 и 8). Параллельно ставили контроль реакции. Характеристики полученных препаратов кДНК приведены в таблице 15.

Таблица 15 – Характеристика полученных кДНК

	Образец
	Концентрация, 
нг/мкл
	Оптические характеристики

	
	
	A260
	A280
	260/280
	260/230

	кДНК №1 (контроль)
	82,5
	1,65
	0,878
	1,88
	-7,47

	кДНК №2 (мРНК опыт 3)
	2,4
	0,049
	0,029
	1,67
	-0,05

	кДНК №3 (мРНК опыт 5)
	6,1
	0,122
	0,059
	2,06
	-0,15

	кДНК №4 (РНК опыт 6)
	15,4
	0,308
	0,166
	1,85
	-0,39

	кДНК №5 (РНК опыт 7)
	16,4
	0,308
	0,166
	1,85
	-0,39

	кДНК №6 (РНК опыт 8)
	14,4
	0,308
	0,166
	1,85
	-0,39


В результате проведенных исследований синтезирована кДНК с использованием олиго (dТ) праймера. Полученная кДНК пригодна для клонирования в плазмидный вектор по тупым концам (CloneJET PCR Cloning Kit).

Следующий этап работ - амплификация фрагментов целевых генов с использованием специфических праймеров. В качестве матрицы ДНК использовали кДНК под номерами 3-6 (см. таблицу 15). Результаты представлены на рисунках 6 и 7.
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А: кДНК №4,  Б: кДНК №3;  1 – GAS, 885 bp (GAS F3 – GAS R1); 2 – GAS, 737 bp (GAS F3 – GAS R3); 3 – GAS, 216 bp (GAS F2 – GAS R1); 4 – GAO, 405 bp (GAO F1 – GAO R1); 5 – GAO, 469 bp (GAO F1 – GAO R3); 6 – COS, 315 bp (COS F1 – COS R2); 7 – COS, 1200 bp (COS F1 – COS R1)

Рисунок 6 – Амплификация фрагментов целевых генов 
с использованием в качестве матрицы кДНК, полученной 
из листьев и бутонов интактного растения
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М – маркёр размеров фрагментов ДНК (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen); 1-3 – кДНК №5 (растения-регенеранты); 4-6 – кДНК №6 (каллусы); 1,4 – GAS, 216 bp (GAS F2 – GAS R1); 
2,5 – GAO, 405 bp (GAO F1 – GAO R1); 3, 6 – COS, 315 bp (COS F1 – COS R2)

Рисунок 7 – Амплификация фрагментов целевых генов с использованием в качестве матрицы кДНК, полученной из растений-регенерантов и каллусов

Как видно на рисунках 6 и 7, в результате методом ПЦР получены фрагменты кДНК расчетных размеров, которые пригодны для клонирования в Т-вектор (pGEM®-T Vector System I). 
Таким образом, по результатам экспериментов установлено наличие мРНК ферментов, участвующих в синтезе сесквитерпенового лактона костунолида, как в листьях и бутонах интактного растения, так и у растений-регенерантов и в каллусах.

5.4 Клонирование кДНК в вектор и определение нуклеотидных последовательностей целевых генов
Полученные с помощью олиго (dT) праймера кДНК клонированы в pJET1.2/blunt Cloning Vector, лигирующими смесями трансформировали компетентные клетки ТОР10, которые затем помещали на 30 ч в термостат при 37°С. В результате получены трансформированные колонии Escherichia сoli, из которых были отобраны клоны для проведения дальнейших работ.

Проведен анализ более 500 бактериальных клонов методом ПЦР с использованием как специфических, так и плазмидных праймеров (приложение Ж). Получено 65 плазмидных ДНК, сработавших положительно со специфическими праймерами или имеющих вставку от 1500 до 2000 п.о.

Фрагменты целевых генов, полученные с использованием специфических праймеров, клонировали в pGEM-T Vector. Для каждого продукта выделена плазмидная ДНК из трех клонов.

В результате секвенирования плазмидных ДНК со вставками кДНК, синтезированные с использованием олиго (dT) праймера, установлено, что вставки не содержали последовательности кДНК полноразмерных целевых генов.

Проведено секвенирование последовательностей, полученных с использованием специфических праймеров. В результате исследований определены нуклеотидные последовательности фрагментов целевых генов: 1203 п.о. для костунолид синтазы, 874 п.о. для гермакрен А синтазы и 475 п.о. для гермакрен А оксидазы (рисунки 8-10). Анализ последовательностей с помощью програмного обеспечения «BLAST» [32] подтвердил их специфичность.
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Рисунок 8 – Нуклеотидная последовательность фрагмента мРНК 
костунолид синтазы
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Рисунок 9 – Нуклеотидная последовательность фрагмента мРНК 
гермакрен А синтазы
[image: image43.png]1 GAAAGATATC
61 TAAACTCCTT
121 TCAACTTGAA
181 CTTGAACCAA
241 CACTCARRAG
301 CAAGAACRAT
361 TAGCARAGGT
421 CGAGTGTTGA

TGCCACATCA
CTGGTCCTTG
AACGTTCTCT
ATTCCAACAC
CTCCAATGTG
ATCCGTATTG
AATATCGTGC
AACTTCACCA

AAGCCACCAG
ATCCCTTTCC
GAAAGGTTAA
TCCTCTTCAC
CARAGTTTAC
TGATATGCAA
GTTGTCAATA
AGCTGTARAT

TTTCCCTCAA
CAAATGCAGC
CTGGTCTCCC
GAAGCGACTG
GTAATTGCCT
CAATCTCACC
TCTCTTTAGC
GCATTAAAGA

CATCTCTTTC
TCTACTAAGT
TGAACCTGARA
ARATGACTTT
CCAGTATTCA
AGTTARAGTC
CCATTTCGGA
TCCATACTTT

ACAATCTCCG
ATCGTTGCAA
GCTTTAATCT
ACTTTCTTAA
CCATAAGGTG
TCGGGCCTGT
GATGACACCA
CTGGC




Рисунок 10 – Нуклеотидная последовательность фрагмента мРНК 
гермакрен А оксидазы

В результате проведенных исследований из растительных клеток листьев и бутонов интактного растения, а также растения-регенеранта и в тканях каллусов Artemisia glabella Kar. et Kir. выделена мРНК, для которой осуществлен синтез кДНК с использованием олиго (dT) праймера. При клонировании кДНК в плазмидные векторы получена библиотека клонов, однако анализ более 500 клонов не подтвердил наличия вставки полноразмерных целевых генов GAS, GAO и COS. На основании последовательностей мРНК генов искомых ферментов, представленных в GenBank NCBI, сконструированы специфические праймеры, с использованием которых амплифицированы фрагменты данных целевых генов и определена их нуклеотидная последовательность методом секвенирования по Сэнгеру. 
Сравнительный анализ полученных последовательностей в «BLAST» показал их высокую (более 90%) идентичность с генами ферментов модуля GAS/GAO/COS других представителей Asteraceae. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Патентно-информационный поиск за 2009-2019 годы по грантовому проекту №АР05134198 «Изучение биосинтеза терпеноидов в растениях и поиск новых фармакологически активных бимолекулярных соединений» (№ госрегистрации 0118РК00014) свидетельствует об актуальности исследований по выделению бимолекулярных соединений из растений флоры Казахстана, направленному синтезу гибридных молекул на основе природных соединений и изучению биосинтеза терпеноидов молекулярно-генетическими методами. Анализ патентной и научно-технической литературы характеризует актуальность и новизну разрабатываемой темы, отсутствие дублирования и наличие практической значимости разработок, составляющих основу темы проекта.  
В результате проведённой за 2019 год работы по данному проекту получены следующие результаты:

Для химической модификации выделены и наработаны сесквитерпеновые лактоны гроссгемин из хартолеписа среднего (Chartolepis intermedia Boiss.), арглабин и арголид из СО2-экстракта Artemisia glabella Kar. et Kir., флавоноиды пиностробин из спиртового экстракта почек тополя бальзамического (Populus balsamifera L.) и кверцетин из спиртового экстракта зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.).

Наработаны суммы экстрактивных веществ из 5 видов растений (Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser, Ferula ovina Boiss., Ferula kelleri Koso-Pol., Ferula songarica Pall. ex Spreng, Handelia trichophylla (Schrenk.) Heimerl). Из суммы экстрактивных веществ Ferula kelleri Koso-Pol. выделено и установлено строение молекулы нового природного соединения 5-(1-этоксивинил)-2-метил-бензен-1,3-диола и идентифицирован сложный эфир ароматической кислоты и терпеноидного спирта гумулановой структуры – фероцинин. Из Artemisia santolinifolia Turcz. ex Besser выделен и идентифицирован кумарин скополетин, из Handelia trichophylla (Schrenk.) Heimerl – димерный сесквитерпеновый лактон ханделин.

На основе выделенных терпеноидов, флавоноидов и алкалоидов впервые синтезированы новые гибридные производные: кверцетинилгроссгемин (по реакции Хека) и (-цитизинилгроссгемин (по реакции Михаэля). На основе сесквитерпеновых лактонов арглабина и гроссгемина синтезированы 4 новых их цитизинил- и анабазинилпроизводных. В качестве исходного синтона для химических модификаций наработан оксим гроссмизина. 
Строение выделенных соединений и синтезированных новых производных установлено на основании данных ИК-, УФ-, ЯМР 1Н, 13С спектроскопии и рентгеноструктурного анализа.
По результатам биоскрининга установлено, что гидрохлорид α-цитизинилгроссгемина является перспективным соединением для углубленного изучения его антигельминтой активности.
Листья и бутоны Artemisia glabella Kar. et Kir. определены как терпеноидсодержащие органы и использованы для изучения биосинтеза. В них впервые выявлены перспективные гены синтаз GAS, GAO и COS из биосинтетического пути сесквитерпеновых лактонов. Сравнительный анализ полученных последовательностей в «BLAST» показал их высокую (более 90%) идентичность с генами ферментов модуля GAS/GAO/COS других представителей Asteraceae. Данные о генах-«кандидатах» GAS и COS, выделенных из Artemisia glabella Kar. et Kir., будут опубликованы в информационной базе NCBI (Национального центра биотехнологической информации, США).
За отчетный период опубликованы 2 статьи в рецензируемых зарубежных журналах с импакт-фактором Molecules (IF 3.098, Scopus) и Expert Opinion on Therapeutic Patents (IF 1.318, Scopus), а также тезисы 5 докладов в материалах международных конференций. Подана заявка на получение охранного документа. Оттиски опубликованных работ приведены в приложении И. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Список работ по теме проекта № АР05134198, 
опубликованных за 2019 год 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Календарный план работ по договору №79 от 02 марта 2018 года
[image: image44.jpg]Ipunooicenue 1.1
k [ononnumenviomy coznauenuio
Ne2 om ZZ.OF 2018 e.
Ha 2panmosoe QuHancupoéanue
TEXHUYECKAS CIIEIUOUKATIIA U
KAJIEHJIAPHBIN IUJIAH PABOT

TTo norosopy Ne79 or 02 mapta 2018 roza.

1. AO «MexayHapoAHBIH HAYYHO-IPOM3BOACTBeHHbIH X0AHHT «DHTOXHMHS»

1.1 ITo npuoputety: 4 «Hayku 0 )XM3HH U 30POBBEN

1.2 Ilo noampuoputety: 4.1 «DyHaaMeHTaNbHEIE W IPUKIIA[HbIE HCCIEI0BaHAS B 007acTH
GHONOrMHY; NOMCK HOBBIX JIEKAPCTBEHHBIX BELIECTB, (PapMAaKOJOTHYECKHE HX HCCICHIOBaHMS H
TEXHOJIOTHH IIPOM3BO/ICTBA OPUTHHATIBHBIX JIEKAPCTBEHHBIX IIPENapaToBy.

1.3 ITo Teme npoexra: NeAP05134198 «M3yueHne GHOCHHTE3a TEPIICHOMIOB B PACTEHHUSIX U
TIOHCK HOBBIX (hapMaKoJIOrH4eCKH aKTHBHBIX OHMOJIEKYISIPHBIX COEAUHEHHHN.

1.4 Cymma npoexra: Ha 2018 rox — 15 829 280 (maTHaAIATH MHJUIMOHOB BOCEMBCOT IBAIIaTh
JIeBATh THICAY ABECTH BoceMpaecsat); Ha 2019 rox — 13 064 660,79 (TpuHajuaTh MHIUTHOHOB
LIECTBJAECAT YETHIPE THICSYHM IIECTHCOT LIEeCThaecAT) TeHre 79 TuwH; Ha 2020 rox — 12 688 989,36
(mBeHanUATH MIJUIHOHOB IIECTBCOT BOCEMBIECAT BOCEMB THICHY AEBITHCOT BOCEMBJECAT HEBATD)
TeHre 36 TUBIH. -

2. XapakTepMCTHKAa Hay4YHO-TEXHHYECKOHl MNpPOAYKUHH §10 KBaaHPHKALMOHHBIM

e OPH3HAKAM M JKOHOMHYECKHe M0Ka3aTelH
2.1 Hanpapnenue paGoTbl: XUMHUS IPUPOIHBIX COEIMHEHHUH.
2.2 O6nacTh IpEMeHeHHs: Buooprannyeckas Xumus, GHOXUMHUS, CUHTE3 1 GHOCHHTE3
2.3 Koneunbli KOHKpeTHBIH pe3yinbrar Ha 2018-2020 romsr: OGpasusl CeCKBUTEPIIEHOBBIX
JIAKTOHOB; HOBEIE THOPHIHEIE COCIMHEHNS HAa OCHOBE IPAPOAHEIX COEIMHEHHI, MOAENb GHOCHHTE3a
CECKBHTEPIICHOBBIX JIAKTOHOB; Hay4HbIE ITyOIHKaLH.
2.4 TlatentocnocobHocTs: ITateHTocnocobHa.
2.5 HayyHo-TexHIYeCKHH ypoBeHb (HOBHM3HA): Bhicokas.
2.6 Vicnonp30BaHKe HAyYHO-TEXHHYECKOH POAYKIHH OcyLecTBIsercs: VcrnonHuTenem.
2.7 BuZ HCIIONB30BaHUs pe3y/IbTaTa HayYHON W (WJIM) HAy4HO-TEXHAYECKOM NeATENbHOCTH:
11abopaTOPHEIH PErIaMeHT, HayqHble MyOIMKAL|K, OTYEThI, 0Gpa3Libl HOBBIX BELIECTB.
ndp HaumenoBaHue pabot 1o CpOK BBITIONHEHHS OxupaeMblit pe3ynsTaT
3ajanud, | JloroBOpy M OCHOBHBIE 3Tallbl e e ——
Jramna €ro BBIIOJIHEHHUS
1 Brinenenue u HapaGoTka SIHBaph 1 xBapran |BynyT Beinenens: u
CECKBHUTEPIEHOBHIX JJAKTOHOB H3 2018 . 2018 r. |nHapabGoTaHBI
e PaCTUTENILHOTO CHIPhS CECKBHTEPIICHOBEIE
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Форма отчета о поиске

В.1 Поиск проведен в соответствии с заданием «Изучение биосинтеза терпеноидов в растениях и поиск новых фармакологически активных бимолекулярных соединений»

Руководитель подразделения исполнителя работы – старший научный сотрудник лаборатории химии терпеноидов, PhD докторант Кишкентаева А.С.
В.2 Этап работы

При необходимости

В.3 Сведения о выполнении регламента поиска (указывают степень выполнения регламента поиска, отступления от требований регламента, причины этих отступлений).

Регламент поиска в соответствии с заданием «Изучение биосинтеза терпеноидов в растениях и поиск новых фармакологически активных бимолекулярных соединений» выполнен полностью.

В.5 Предложения по дальнейшему проведению поиска и патентных исследований

В.6 Материалы, отобранные для последующего анализа:

Таблица В.6.2 – Патентная документация

	Предмет поиска (объект иссле-дования, его составные части)
	Страна выдачи, вид и номер охранного документа. Классифика-ционный индекс)
	Заявитель (патенто-обладатель), страна. Номер заявки, дата приоритета, конвенционный приоритет, дата публикации
	Название изобретения (полной модели, образца)
	Сведения о действии охранного документа или причина его аннулирования (только для анализа патентной чистоты)

	1
	2
	3
	4
	5

	Изучение биосинтеза терпеноидов в растениях и поиск новых фармаколо-гически активных бимолеку-лярных соединений
	Росийская Федерация, Патент РФ RU 2430969C2 
	Ямковая Т.В., Загребельный С.Н., Панин Л.Е., Ямковой В.И. Опубл.10.10.2011, Бюл. №28. – 5c.
	Высокополимерная РНК из пекарских дрожжей, свободная от примесных ассоциатов РНК с белками и полисахаридами.
	


Таблица В.6.3. – Перечень покупных комплектующих изделий, по которым запрошена документация

	Дата запроса. Реквизиты письма запроса
	Наимено-вание и обозначение покупных комплектующих изделий
	Запрашиваемая документация (Ответ о ПИ, выписка из Отчета, ТУ, ПФ, выписка из ПФ)*. Цель получения запрашиваемой документации
	Вид и номер документа, полученного при запросе или причина отказа. Реквизиты письма-ответа.
	Наименование запрашиваемой организации или предприятия с указанием местонахождения (адрес)

	1
	2
	3
	4
	5

	Комплектующие изделия не имеются, запрашивать сведения о комплектации не требуется.


Таблица В.6.4. — Количество опубликованных охранных документов по годам  (изобретательская активность)

	Объект техники

и его составные части
	Страна подачи заявки
	Количество патентов, опубликованных заявок по годам подачи заявки (исключая патенты-аналоги)

	
	
	2009
	2016
	2017
	2018
	2019

	
	РФ
	1
	
	
	
	


Таблица В.6.5. — Взаимное патентование

	Нацио-нальная принад-леж-ность заявителя
	Страна патентования
	Количество патентов
	Всего

	
	
	Нацио-нальных патентов
	Запатен-товано в других странах
	

	1
	2.1
	2.2
	2.3
	2.4
	2.5
	2.6
	2.7
	2.8
	3
	4
	5

	Не обнаружено


Таблица В.6.6 — География патентования объектов промышленной собственности исследуемыми фирмами (по патентам-аналогам)

	Наиме-нование

фирмы-патенто-вла-дельца


	Наимено-вание техни-ческого решения (изобрете-ния)
	Номер пер-вич-ной заявки


	Дата прио-ритета


	Дата публи-кации пер-вичной заявки


	Номера выданных патентов (поданных заявок) по странам выдачи

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Патентов-аналогов нет


Выводы о выполнении регламента поиска

Патентно-информационный поиск (отечественный и зарубежный) проведен за период с 2009 по 2019 г.г. по базам данных Science Direct, Elsevier, Springer, Scopus, NCBI, включая следующие специализированные научные журналы: «Industrial Crops and Products», «Biochemical Systematics and Ecology», «Phytotherapy Research», «Phytochemistry Letters», «Биоорганическая химия», «Journal of Medicinal Chemistry», «Frontiers in Plant Science», «FEBS Letters», «Natural Products Communications», «Phytochemistry», «Journal of Biological Chemistry», «Plant Science», «PLoS One», «Nature Communications», «Horticulture Research».
В проведенном патентно-информационном поиске обнаружены сведения, имеющие отношение к выделению бимолекулярных соединений из растений рода Ferula, синтезу гибридных молекул на основе природных соединений, изучению биосинтеза терпеноидов в растениях методами молекулярной биологии и генной инженерии, поиску и определению нуклеотидных последовательностей отдельных биосинтетических генов в растениях семейства Asteraceae. Выявлен зарубежный патент (РФ) по выделению РНК из растительных тканей, содержащих примеси полифенольных соединений и полисахаридов.

Результаты патентно-информационного поиска свидетельствуют об актуальности исследований по поиску бимолекулярных соединений в растениях флоры Казахстана, направленному синтезу гибридных молекул на основе природных соединений, а также изучению биосинтеза терпеноидов молекулярно-генетическими методами.
Проанализированные литературные сведения подтвердили, что растения рода Ferula и Artemisia являются перспективными объектами для выделения бимолекулярных соединений. Растения рода Ferula продуцируют в основном терпеноидные кумарины и сложные эфиры ароматических кислот и терпеноидных спиртов, для некоторорых видов характерно присутствие среди вторичных метаболитов сесквитерпеновых лактонов. Для растений рода Artemisia характерны терпеноидные кумарины и сесквитерпеновые лактоны, в том числе димерные.
В ряде работ описаны методы синтеза бимолекулярных соединеий, в частности, сесквитерпеновых лактонов с другими природными соединениями. 

В результате анализа данных информационной базы NCBI обнаружены нуклеотидные последовательности генов, кодирующих структуры ферментов биосинтеза сесквитерпеновых лактонов в 17 видах растений семейства Asteraceae. При этом данных о биосинтетических генах, выделенных из Artemisia glabella Kar. et Kir., не обнаружено, что подтверждает новизну этого направления исследований.
Таким образом, анализ патентной и научно-технической литературы не выявил сведений, порочащих новизну разработок, составляющих основу темы проекта. Патентные исследования проведены в соответствии с заданием, регламент поиска выполнен в полном объеме. Регламент выбран правильно. Глубина поиска патентно-информационной литературы 10 лет вполне достаточна. Результаты патентных исследований могут быть использованы при оформленни охранных документов в стране и за рубежом.
Заключение: Проведенный патентно-информационный поиск подтверждает научную значимость и прикладную перспективность фундаментальных исследований в области химии, биохимии и фармакологии сесквитерпеновых лактонов.

Руководитель патентного подразделения

______________             Мухаметжанова Г.М.             ________

личная подпись                       расшифровка подписи                     дата

Руководитель подразделения исполнителя работы
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Результаты производственных испытаний на антигельминтную активность образцов ГЦГ, ГАГ, ЦА и АА против гельминтоза собак 
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3akmiouenne
0 pe3yJbTaTaM NMPOH3BOJCTBEHHOI0 HCNBITAHUA HA AHTTeJILMUHTHYI0 AKTHBHOCTD Mpe-
napatos «'III» (ruapoxsiopua uuTu3HHUA rpoceremuna), «CAI» (ruapoxsiopui anabasu-
i rpoceremuna), «lunaponukpuny», «lurnsnannapriaadun, «AHadasuHHIAPTIA0UH»
NpOTHB TeJbMHHTO30B c00aK, mnpeicraBieHHbIx  AO  «MexIyHApOAHbIH Hay4YHO-
NMPOU3BOACTBEHHBIN XOJIAUHT «DUTOXHMHUN»

MecTo npoBeIcHUs] UCTIBITAHUSA:
Jadoparopus mapasurtoaorun TOO
«Kazaxckuit HUBW».

B nepron ¢ 19.02.2019 roma o 19.03.2019 rona nist onpenenenns aHTTeIbMUHTHOM aK-
THBHOCTH Tipemapatos «["Al» (ruapoxnopun anadasunmi rpoccremuna) u «'LI™» (ruapoxiio-
PHI LHTH3WHHUI TPOCCTEMHHA), MPEACTABICHHBIX Ha UcnbITanus AO «MexayHapoaHslil Hayd-
HO-TTPOM3BOACTBEHHBIH XomuuHTr «@uroxumusy, cotpyaHukn TOO «KasHUBU: 3am. renepanb-
HOTO JMpEKTOpa MHCTHUTYTa, [OKTOp BETEpHHApHBIX Hayk, mpodeccop AOmeibexoBa A.M.,
CTapIIWH HAy4HBIH COTPYIHHK OT/eTa MapasuToJOTHH W MUKOJIOruH, nokrop PhD A6nnbaesa
A.A., MiIagmui HAay4YHBIA COTPYIHUMK OTAE/IA MAapasUuTOJIOTUU W MHUKOJIOTHH, MAarucTp BETCPH-
HapHOU MemauuMHBI JKakcbuibikoBa A.A., B NPUCYTCTBHM JIMPEKTOPa BETEPUHAPHOMW CTaHIINK
I'KIT IIBX Anvarunckoit obmactu JKamOwuickoro pattona Mamyrosa E.K., 3aBenyromux Bete-
pUHApHBIM TyHKTOM 8 cenbckux okpyros: «Kapacyckmit»y bonarkynosa E.b., «Camcunckniiy
Mawmsip6acBoit A.K., «bepukrackuity JloneHosa E., «/lerepcknity Jlamexana H.T., «Yuruprac-
kuit» Myxamertkynosa b.M., «VY3wHarauckuit» Kamnk6aesa E., «Illonakkapramuackuii» byke-
6aesa H.E., «MsiubaeBckuit» baticynranosa [1.b., 3aB.maboparopueit ¢apmakomormn AO
«MexTyHapOIHBIM HayYHO-TTPOU3BOJICTBEHHBIM XOIIUHT «DUTOXUMHUSI», KaHIAUAATA MEIUIIAH-
ckux Hayk CeiimaxmeroBoit P.b., wrxenepa maboparopuu ¢apmakororun Celitkasuesoit M.E.
IIPOBEJIH CIENYIOIINE pabOTHI:

C 19.02.2019 rona mo 26.02.2019 rona corpyaaukamu TOO «KazsHUBW» n3 8 cenbckux
OKpYTOB, PacIlOJIOKEHHBIX B AjMaTtHHCKoN obnmacth YKamObuickoro paifona Obuth oTOOpaHbI
¢examuu ot 134 MpUOTApHBIX coOaK JUTS OITPEICICHNS UX UCXOIHON 3apaKeHHOCTH IeJIbMUHTA-
MH.

C 27.02.2019 r. mo 01.03.2019 rona na 6ase nadoparopun napasurosorun TOO «Kas-
HVBW» mposenu KompooBOCKOIHIO OTOOpaHHBIX (ekanuil o metony JlapnuHra.

B pesynbTraTte KOMpPOJIOrHYECKOro ueciaeaoBanns u3 134 cobak oxasamchk 3apaKeHHBIMA
pasnuHbIMK BUjaMu resibMUHTOB 51 (38,05%) ¢ MM ot 1 no 693 suu. M3 51 cobakn y 9
(17,64%) 61t oOHapyxens! siina Taenia sp. ¢ UM 1-188 s, y 11 (21,56%) sitna Toxocara
canis ¢ MM 1-693, y 3 (5,88) Toxascaris leonina ¢ MM 1-47 sum, y 8 (15,68%) siina
Trichocephalus vulpis ¢ M1 1-68, y 2 (3,92%) siina Trichocephalus georgicus ¢ MM 1 sitmo, y
17 (33,33%) sifiia Ancylostoma caninum ¢ UM 1-11 s, y 2 (3,92%) siina Spirocerca lupi ¢ U
9-28 sun, y 8 (15,68%) siina Uncinaria stenocephala ¢ I 1-68 s, y 6 (23,52%) 00oucTHI




[image: image50.jpg][sospora canis ¢ MW 3-27 oonmcer, y 3 (5.88%) Nematoda spp. ¢ MW 1 sitno n y 2 (3,92%) ne-
MHBA3HOHHBIE JINUMHKK HeMaTo 1 Sp. MoHouHBasus orMeueHa y 34 (66,66%) n3 51 3apakeHHON
cobaxu, nmoyuuHBazus y 17 (33,3%). pyrue BUABI TeIBMUHTOB MTyTEM KOIIPOOBOCKOINH B (e-
KaJIHSIX IPUOTAPHBIX cOOaK HE BBISBIICHBL.

Ilo pesynpTaram KOMPOOBOCKONHMHM HWHBA3MPOBAHHBIX TedbMHHTaMH cobak (51 cobaxa)
pa3fenuid Ha 3 OMBITHBIE Ipynmbl. B mepByro rpynmny — 12 croHTaHHO 3apa)X€HHBIX T'eTbMUH-
Tamu cobak, Bo BTOpYro — 14 cobax, B TpeThio — 12 cobaxk.

B nepuon ¢ 5 mo 7 mapra 2019 rona cobakam mnepoit rpymnmsl (12 rou.) 3agamu «I'Al»
(rugpoxiopua aHaba3MHUI TpoccreMuHa) B 1o3e 1 karicyna Ha 10 xr Macce! Terna, cobakam BTO-
pot rpynmsl (14 ro.) 3amamu «['TI» (rEApoXI0pHa HIMTH3WHUII TPOCCTEMHHA) B 03¢ 1 Karcysa
Ha 10 kr maccel Tena, A CPaBHUTEIBHOTO aHaiu3a cobakam 3 rpynmsl (12 ros.) 3amanu
«ecTpemForte» (mpenapat KazHMBU), koTopbIi COMEPKUT B CBOEM COCTABE IMPA3UKBAHTEI, B
no3e 1 tabietka Ha 10 xr Macchbl )KMBOTHOTO. McenbiTyeMble npernapartsl 3a/1aBalid 0AHOKpPaATHO,
WHIWBUYaJbHO. '

Yepes 7 aHelt nocsie jgauu npenapatra, B nepuoji ¢ 12 no 14 mapra 2019 rona Beiexanu B
Xo3siiicTBa /Ut 0TOOpa (heKaauii y OnbITHBIX codak, 3aTeM Ha 0asze 1abopaToOpUH MMapa3uToIOTHH
TOO «KazsHUBW» no 19 mapra 2019 roxa mpoenn KOIMPOOBOCKOMHUIO (eKaInii s ompeerne-
HUSI 9KCTEHC- ¥ HHTEHCI((HEKTHBHOCTH HCITBITYEMBIX ITpEerapaToB.

Bo Bcex rpymnmnax jKMBOTHBIX MOOOYHBIX AEHCTBUH OT NMPUMEHEHHS HCIIBITYEMBIX Tperia-
paToB OTMEYEHO He OBLIO.

B pesynbrare mpoBEIEHHBIX HCHBITAHUHM y cobak MEpBON TI'PYMIIbl, AETEIBMUHTH3UPO-
BaHHBIX HCIBITYyeMBbIM Ipenapatom «['Al» (rumgpoxiopun aHaba3wHWII rpoccreMuHa) u3 12
cobak y 5 (41,66%) BBISBIEHBI SIfIIAa PA3IMYHBIX BHUIOB I'eIBMHHTOB, B ToM uucie y 1 (20%)
siiia Taenia spp. ¢ U 188 smm, y 3 (60%) stiinia Toxocara canis ¢ U 2-351, y 2 (40%) siitua
Ancylostoma caninum ¢ MU 2-40 sun, y 1 (20%) oomwersr Isospora canis ¢ MU 8 oorwcr, y 2
(40%) cobak Nematoda spp. ¢ UM 1 siitiio. MoHonHBa3ust otmedena y 3 (60%) u3 S 3apaeHHBIX
cobak u nojuunBazus y 2 (40%) u3 S 3apaxxeHHbIX codak.

Taxum oOpazom okcreHcapdekTnBHOCTh Tpenapata  «l'Al»  cocraBuia  58.34%,
HHTeHCAG hekTBHOCTL — 40,56%.

VY cobak BTOPOH TpymIbl, AereTbMHHTH3NPOBAHHBIX HCIBITYeMBbIM miperiapatoM «[ LI
(PrMIpOXJIOPUIL LIMTH3MHUI TpoccreMuHa) u3 14 cobak y 3 (21,42%) Owitv BBISBICHBI siIa
Pa3JIMYHBIX BUIOB TEJIBMUHTOB. B TOM uncie y 1 (33.33%) Obi1o oOHapyxkeHo 1 siino Taenia
spp.. ¥ 2 (66,67%) cobak no ogHomy sy Uncinaria stenocephala, y 1 (33,33%) | oouwmcra
Isospora canis, y 1 (33,33%) cobaku 2 HenosoBo3pesle THanHKA Nematoda sp. 13 3 3apaxeH-
HBIX cO0aK y 2 MOJIMUHBA3HUsI, COYETAHUE HECKOJIBKUAX BHUIOB TCJIBMUHTOB M Y 1 COGAKH MOHOMH-
Ba3Hsl.

Takum oOpaszom oskcreHcapdexTBHOCTE mpenapata «[' 1[I cocrasuna 78,58%,
nHTeHC G dexkTuBHOCTD — 98,58%.

Y cobak 3 rpynmnsl, 1ereIbMHHTH3UPOBAaHHEIX mpenapatoM «[{ecTpemForte» u3 13 cobak
y 1 (7,69%) BrisBieno 1 sitno Trichocephalus vulpis. Ilepen nerensmuaTH3aIMER Y 5TOH cobakn
Ob110 BBISIBIIEHO 68 stur Trichocephalus vulpis.

Taxum  oOpazom  osxkcrencaddexrnHocTs mpenapata  «IlecTpemForte»  cocraBuia
92.31%, nateHcH G PekTHBHOCTD — 99.76%.

B nepron ¢ 19.02.2019 rona 1o 19.03.2019 roja juist onipeiesieHust aHTreJIbMUHTHOM aKk-
THBHOCTH Tipenapara «LIuHaponukpun», npejacraBicHHOro Ha ucnsitanus AO «MexayHapos-
HBIA HAyYHO-TIPOM3BOACTBEHHBbIH XOonAUHT «Dutoxumusy, cotpyaankn TOO «KasHUBU:
3aM.I'CHEPATBHOTO IUPEKTOPa HHCTUTYTA, JOKTOP BETEPHHAPHBIX Hayk, mpodeccop AGabibeKko-
Ba A.M., crapmmil HayuHBI COTpYJIHHK OT/;eNa TapasUTONOIMH W MHKOJIOTHUH, JIOK-
Top PhD AbnnbaeBaA . A., MIaIIINH HayUHBIA COTPY/IHUK OT/IE/a TTaPa3UTOTIOTMH U MUKOJIOTHH,
MarucTp BETCPHHAPHON MeAWUUHBI ChUIBIKOB B.A., B MPUCYTCTBUH AMPEKTOPa BETCPUHAPHOI
crariun IKIT ITBX Anmatunckoit obnacty Xam6puickoro paitona Mamyrosa E.K., 3aseyio-
X BETCPHHAPHBIM MYHKTOM & celbCcKMX OKpyroB: «Kapacyckuit» Bosarkyiosa E.B., «Cam-



[image: image51.jpg]cuHcknity MameipOaesoit A K., «bepukrackuii» Jlonenosa E., «[lerepckuit» lamexana H.T.,
«Yurupracckuity Myxamerkymosa b.M., «VY3eiHaraveckuit» Kannkbaesa E., «[llomaxkkapra-
nmHCKHi» BykeGaesa H.E., «Mpinbacsckuit» baficyaranosa [1.b.. 3aB.1aboparopueit dpapmako-
gorud AO «Mex/yHapOHbIH HAyYHO-TTPOH3BOACTBEHHBIH XO/IMHT «DUTOXHMHSD), KaH/I11aTa
meauuuHckux Hayk CeiinaxmeroBoit P.b., wHxenepa naboparopun dapmaxonorun Celitkasue-
Boit .E. mpoBenu crieayromue padoThl:

C 19.02.2019 roma o 26.02.2019 roxa corpynuukamu TOO «KasHVBW» u3 8 cenbcknx
OKPYTOB, PAcIoOKEHHBIX B AlMaTHHCKON oOnacti JKamMOBUICKOrO paiioHa OBLIM OTOOPAHEI
dexanmmu ot 78 mprOTapHBIX cO0aK Ul OMPEIACIIEHUS UX UCXOIHON 3apaKCHHOCTH TEJIbMHHTA~
MU,

C 27.02.2019 r. mo 01.03.2019 roxa na 6a3e naboparopuu mapasuronornu TOO «Kas-
HUBW» mpoBesn KOTTPOOBOCKOITHIO OTOOpaHHBIX (ekanwii mo meroxy Jlapiawunra.

B pesynmbTare KOMPOIOTHUECKOTO HCCIIeNOBaHUS U3 78 cobaKk OKa3alnch 3apaKeHHBIMH
pasMuHbIMA Buiamu rebMUHTOB 25 (38.05%) ¢ M ot 1 10 415 aun. M3 25 cobak y 3 (12%)
Ob1n oOHapyxeHbl sia Taenia sp. ¢ MU 1-16 suit. y 4 (16%) siitna Toxocara canis ¢ MM 7-415,
y 1 (4%) Toxascaris leonina ¢ UM 10 stuit. y 10 (40%) sifina Trichocephalus vulpis ¢ UM 1-68, y
2 (8%) situa Trichocephalus georgicus ¢ UM 1 siitio, y 6 (24%) siifua Ancylostoma caninum ¢
WU 1-11 sun, y 2 (8%) situa Spirocerca lupi ¢ MU 9-28 smu, y 5 (20%) sifina Uncinaria ste-
nocephala ¢ W 1-68 swi, y 2 (8%) oomwets! Isospora canis ¢ MM ot 8 1o 34 oouwmcer, y 1 (4%)
Nematoda spp. ¢ MU 1 siitiio w1y 1 (3,92%) HenHBA3WOHHBIE JTMUMHKH HEMATO Sp.

Mounounsasust otmedeHa y 17 (68%) u3 25 3apaxeHHBIX cobak, nmosunHBasus y 8 (32%).
Jlpyrvie BHIIBI T€JIBMHHTOB MYTEM KOITPOOBOCKOIMHU B (PEKAUSIX MTPHUOTAPHBIX COOAK HE BhISIBIIC-
HB

KompooBockomust kaxao# mpoObl dekamuit 10 W mocie AerelIbMUHTH3ALUKE CO0aK
MIPOBOJINJIACH IBYKPATHO.

[To pesysnbpraTaM KOMPOOBOCKOIIMHM WHBA3WPOBAHHBIX IeIbMHHTAMK cobak (25 cobak)
pa3zeNuiIv Ha JBE OMBITHBIC TPYIIEL. B nepByto rpymiy — 12 CTOHTaHHO 3apa’keHHBIX IEJIbMHH-
TaMu co0ak, BO BTOpyto — 13 colaxk.

B mnepuon ¢ S no 7 wmapra 2019 roma coGakam mnepod rpynmel (12 rou.) 3anain
«{uraporukpun» B 103¢ 1 karcysa Ha 10 Kr maccel Tea, JUIsl CPaBHUTEIBHOTIO aHaIn3a coda-
kam 2 rpynms! (13 romn.) 3anamu «llecTpemForte» (mpenapar KasHMBW), koTOphIil COAEPKUT B
CBOEM COCTaBe Tpa3ukBaHTel, B J03¢ | Tabrmetka Ha 10 Kr macchl )KMBOTHOTO. McmbITyemble
Ipernaparsl 3a/1aBajii OJIHOKPATHO, MH/IUBH1YATBHO.

Yepes 7 aHel nocsie jaqu npernapata. B neprod ¢ 12 no 14 mapra 2019 roja Beiexanu B
Xo3stiicTBa st 0TOOpa (hexaynii y OonbITHBIX co0akK, 3areM Ha Oase JabopaTopuH Mapa3uToJIOTHH
TOO «KasHMBW» mo 19 mapra 2019 rona nmposenn KOMPOOBOCKOMHIO (pekasinii JUIst orpeierie-
HUS 9KCTEHC- M UHTEHCI(H(HEKTUBHOCTH UCITBITYEMBIX MTperapaTosB.

Bo Bcex rpyrmax >XKHBOTHBIX MOOOYHBIX AEUCTBUN OT MPUMEHEHUS UCIIBITYEMBIX Tperia-
paToB OTMEYEHO He OBLIO.

B pe3ynbraTe MpoBEACHHBIX HCIBITAaHWHM y coOak MEpBON TpyMIIbI, AETeJIbMUHTH3UPO-
BaHHBIX HCIBITYyeMbIM mpenapatoM «llunaponukpun» u3 12 cobak y 7 (58,33%) Obum
BBISIBJICHBI sIMIIa pa3IMuHBIX BHJIOB T€JIBMUHTOB, B ToM uncie y 1 (14,28%) sitiia Toxocara canis
c U1 16 smm, y 5 (71,42%) sitina Ancylostoma caninum ¢ UM 1-42 sun, y 2 (28,57%) sitia
Trichocephalus vulpis ¢ U 2-4 sui. MoHnownBasus otmedeHa y 6 (85,71%) u3 7 3apaeHHBIX
cobak, mouuHBaszus y 1 (14.29%).

Taxum oOpazom dkeTeHCHPDEKTHBHOCTL Tpetiapata  «L[MHApONTUKpUHY)  cocTaBHIla
41,67%, natencrPphekTHBHOCTE — 88,62%.

Y cobak BTOpOH TpymIibl, JIereIbMUHTH3HPOBaHHbBIX Npenapatom «llecTpemForte» n3 13
cobak y 1 (7,69%) BeisiBiieno 1 sifinio Trichocephalus vulpis. Ilepen nerenbMuHTH3aUKMER Y 9TOR
cobaku Ob110 BeIsIBIEHO 68 surl Trichocephalus vulpis.

Taknum oOpaszom skcreHcoddexkTnBHOCTE rpernapata  «llecTpemForte» cocraBuia
92,31%, unteHcahhekTUBHOCTE — 99,76%.



[image: image52.jpg]B nepuon ¢ 24.04.2019 rona mo 05.06.2019 roaa mist onpe/ie/ieHNs aHTTEILMUHTHOR aK-
THBHOCTH TIperapatoB «AHabazuHuIapriabuny» u «LluTusnHunapriabuny, IpenCTaBIeHHBIX Ha
ucnpitadus AO «MexyHapoIHBIH HAYyYHO-TTPOU3BOICTBEHHBIA XOIIUHT «DUTOXUMHUSA), CO-
tpynHukH TOO «KazsHVBU: crapmmit HaydHBIH COTPYIHHK OTJIe/1a TTApa3suTOJOrMA U MUKOJIO-
ruu, goktop PhD A6aubaesa A.A., MIanil Hay4dHBIH COTPYIHHMK OTJAENA MApasuTOJOIUH |
MUKOJIOTHH, MarucTp BeTEpUHApPHON MennimHbl ChlAbIKOB b.A., B IPUCYTCTBUHU JMPEKTOPA Be-
tepunaproit craniwu [ KII TIBX Anvatuxckoil obnactu JKamOsuickoro paidona MamyToBa
E.K., 3aBeayromux BeTEpUHAPHBIM ITYHKTOM 7 CEIBbCKUX OKpYyros: «Kapacyckuii» bomaTkynosa
E.B., «Kapramuuckuit» Cymnykoa M., «XKamOynsckuity Tepcedaesa H., «Kapakacrexckuit» Ka-
ceHoBa E., «VY3wmmaraueckmity» KamnkbaeBa E., «lllomakkapramuHckuity bykebaeBa H.E.,
«Mprrabaesckuit» baticynranoBa JI.b., «Axrtepexcknity CaBnabaeBa M. mpoBenu ClleayroIne
paboThI:

C 24.04.2019 roma mo 01.05.2019 rona corpyaaukamu TOO «KasHUBW» u3 7 cenbekux
OKPYTOB, pPacrioIOKEHHBIX B ANMaTHHCKOM oOmacti JXamObuIcKOrO paifoHa ObuUIM 0TOOPaHbBI
dexanmum ot 137 mproTapHBIX coOaK Ul OMPEIEIICHUS UX UCXOAHON 3apaKEHHOCTH Te/IbMUHTA-
MH.

C 02.05.2019 r. 1o 06.05.2019 roa na 6aze nadoparopun napasurosorun TOO «KasHHU-
BUW» mpoBesu KOTIPOOBOCKOIHIO OTOOpaHHBIX (ekanunil no merony lapianara.

B pesynbTare KOMPOJIOTHYECKOTO HeeaeoBanns u3 137 cobdak OKa3aiuch 3apakeHHBIMU
pa3IMYHBIMH BHAAMHU IeIbMHHTOB 46 (33,57%) ronos ¢ UM ot 1 no 1095 suwu. 13 46 naBaszupo-
BaHHBIX cobak y 7 (15,21%) 6butr obHapysxkens! siina Taenia sp. ¢ UM 1-36 s, y 19 (41,30%)
sitiia Toxocara canis ¢ UM 1-289, y 1 (2,17%) Toxascaris leonina ¢ MU 1 siitno, y 12 (26,08%)
sitnia Trichocephalus vulpis ¢ MW 1-1095, y 2 (4,34%) sifina Trichocephalusgeorgicus ¢ MM 1-46
aull, y 16 (34,78%) sitna Ancylostoma caninum ¢ MW 1-36 stum, y 2 (4,34%) siiiia Spirocerca
lupi ¢ U 1 sitmo, 'y 3 (6,52%) sitia Uncinaria stenocephala ¢ MM 1-3 sum, y 7 (15,21%) oonu-
cthI Isospora canis ¢ UM 3-18 oomucer, y 1 (2,17%) Nematoda spp. ¢ Ul 1 sfimo ny 1 (2,17%)
HEeMHBa3HOHHbIC THunHKH Nematoda spp. MonounBasust otmeuena y 30 (65,21%) u3 46 3apa-
’KEHHBIX coOak, nonnuHBazus y 16 (34,78%). Jlpyrue BHUOBI T€TBMHUHTOB ITYTEM KOIIPOOBOCKO-
MUY B (peKainsX MPUOTAPHBIX COOAK HE BBISIBIICHBI.

[To pe3yabTaTaM KOTPOOBOCKOITMH HHBA3HPOBAHHBIX I'eJIbMHHTaMHU codak (38 cobak) pas-
JIEJTWITH Ha 3 OTBITHBIC IpyMbl. B nepByto rpynmy — 10 CTIOHTaHHO 3apa’ke€HHBIX TeJIbBMUHTAMH
cobak, BO BTOpy10 — 15 cobak, B TpeThto — 13 codak.

B neproa ¢ 6 mo 11 mas 2019 roma cobakawm repsoit rpynmsl (10 rom.) 3agamm «Axabaszu-
HuapriaOuH» B j103¢ 1 karcyna Ha 10 kr maccesl Tena, codakam BTopo# rpynmsl (15 ro.) 3ana-
m «llutu3uannaprioabuny» B 1o3¢ 1 karncysna Ha 10 Kr maccesl Tes1a, U1t CPaBHUTEIIBHOTO aHAJIN-
3a cobakam 3 rpynmbl (13 rom.) sanamu «llecTpem®opren» (npenapar KazsHWBW), koropsii
COJICPXHT B CBOEM COCTaBe Tpa3uKBaHTel, B o3¢ 1 Tabierka Ha 10 xr maccsl xuBOTHOTO. Mc-
MBITYEMBIE TTpeTIapaThl 3aaBalld OAHOKPATHO, HHIUBUAYAIIBHO.

Yepes 10 muei mocne mauw npenapara, B mepuoa ¢ 17 mo 19 mast 2019 roma Beiexaiu B Xo-
3siicTBa Ut 0TOOpa (ekarnit y ONBITHBIX colak, 3areM Ha 0aze gabopaTopuy NMapasuTOJOTHH
TOO «KasHUBW» no 24 mas 2019 rona mpoBesin KOMPOOBOCKOMHIO (heKaIui [Uist OTIpeIeIICHH S
9KCTEHC- ¥ HHTEHCI(D(HEKTUBHOCTH UCTIBITYEMBIX TTPETIapaToB.

Bo Bcex rpyrmnmnax »HUBOTHBIX TOOOYHBIX ACHCTBUI OT MPUMEHEHHS UCIIBITYEMBIX IIperapa-
TOB OTMEUEHO HE OBLIO.

B pesymbrare  TPOBENCHHBIX ~ WCIBITaHUH y  cobak  TEpBOM  TpymIibl,
JIerelIbMMHTU3UPOBAHHBIX UCIIBITYEMbIM Tpernapatom «Anabazunuiapriadunu» n3 10 cobak y 6
(60%) BBISBICHBI slla pa3/IMYHBIX BH/JOB I'€JIBMHHTOB. B TOM 4ucie y 4 (66,66%) ObLIO
obHapyxeHo ot 1 10 2 sun Toxocara canis, y 1 (16,66%) siiina Trichocephalus vulpis ¢ 11 4
aiima. B 2 npobax HemosoBo3pesble JUuMHKM Nematoda sp. MoHOWHBa3usi oTMedeHa y 4
(66,66%), momuuHBazus y 2-x(33,34%) u3 101ereIbMUHTH3UPOBAHHBIX COOAK.

Takum oOpazom 3kcTeHCI)HEKTHBHOCTD mpenapara «AHabda3zuHWIapriaduH» COCTaBHIIA
40%, nateHcohGexTuBHOCTH — 89.,42%.



[image: image53.jpg]V cobak BTOpOW TpymIbl, U3 15 AereIbMUHTH3MPOBAHHBIX HCIBITYEMBIM IIPENapaToM
«utu3uannaprinadbun» cobak y S5 (33,33%) ObuiM BBISBJICHBI Silla pasiuYHBIX BHIOB
reJILBMUHTOB, B TOM yncie y 1 (20%) Obuto obOHapyxeHo 5 sum Taenia spp., y 1 (20%) siina
Toxocara canis ¢ UM 37 sum, y 2 (40%) siitna Ancylostoma caninum ¢ I S sun, y 1 (20%)
sitna Trichocephalus vulpis ¢ UM 234 sita, y 1 (20%) sito Trichocephalus georgicus ¢ MM 15
suil, y 1 (20%) oormctsl Isospora canis ¢ MW 46 oommcr. U3 5 3apaxeHHBIX cobak y 2
MOJIMHHBA3HUS, T.€. COUETAHNE HECKOJIBKHIX BHUIOB TeIBMUHTOB U y 3-X cO0aK MOHOWHBA3HSI.

Takum obpasom skcreHCIQDeKTHBHOCTE Tpenapara «L{uTu3nHMIapriabue» cocTaBuIa
66,66%, uaTeHCHIPbekTUBHOCTE — 77,70%.

V cobak 3 rpymibl, JAereibMUHTH3UpoBaHHBIX mpenapatoM «llecTpem®oprey n3 13
cobaky 5 (38.46%) ObuTH BhIsIBIICHBI sitiia Hematox: y 1 (20%) siiina Toxocara canis ¢ MM 2
siina, y 5 (100%) BeisBiaeHo ot 1 mo 8 sum Trichocephalus wvulpis, y 1 (20%) siiua
Trichocephalus georgicus ¢ U 10 snu.

Takum o6pazom oskcreHerGdexkTrBHOCT  Tpertapara  «llecTpem®opre» cocrasuia
61,54%, untencarppektTuBHOCTL — 94.40%.

3akioveHue:

Pesynbrate! ucnbitanuii npenapatos «I'Al» (ruapoxsiopu/1 aHaba3MHUII TPOCCTEMHHA) U
«'LI'» (TUapOXJIOpHI IUTH3WHKI TPOCCTEMHHA), TIPEACTaBICHHBIX Ha uenblTanus AO «Mex-
JYHAPOJHBIA HAyYHO-TIPOU3BOJCTBEHHBIN XOMAMHT «DUTOXUMHUSY MOKA3ad, YTO 3KCTEHCH(]-
bextuBHOCTH Tpenapara «['Al'» cocraBuna 58,34%, wareHcaddextrBrOCTD — 40,56%, «I'TII
(THIPOXIIOPH T U TH3UHII rpoccremuna) - 78,58% u 98,58% cooTBeTCTBEHHO.

JIs cpaBHUTENBHBIX HUCIBITAaHUH C TNpencTaBiieHHbIME mpenaparamMu «IAl» u « LI
ObLT ucnop30BaH, paspadoranusiil TOO «KasHVMBU» mpenapar 1t AereIbMUHTH3AMMN COOaK
«ecTpemForte», sxctercahdHekTHBHOCTE KOTOpOoro cocraBmina 92,31%, a mHTEeHCIDDEKTHB-
HOCTh — 99,76%.

KorpooBockoruss kaxao#t mpoOer (ekarwit 10 ¥ 1ociie JerebMHUHTH3AUNK colak
ITPOBOJIMJIACH ABYKPATHO.

Taxkum 06pazom, HanbOJIEE BBICOKYIO aHTICIBMUHTHYIO 29 ()EKTUBHOCTD MIPH I'€JIBMHHTO-
3ax cobax mokazanu «llecTpemFortey, paspaboranueiii TOO «KasHUBW» u «I'II» (ruxppo-
XJIOPUIT IUTH3UHUIT I'poccreMuHa), pazpadboranubiil AO « MHITIX «@uroxumusy».

OnHako ciaenyeT OTMEeTHTh, uTo Tipenapatsl «I'Al n «['II™» abcomoTHo He 3ddexTnn-
HBI IPOTUB 11ecTo 1 U3 cemeiicTBa Taeniidae, Ho npenapat «I'TII™ mokasan Beicokyto 3 dexTrn-
HOCTbH ITPOTHB MeJIBMUHTOB K3 Ki1acca Nematoda.

PesyneraTs! nenblTanuil penapata «L{[HHAPONIMKPUHY, PEACTABIEHHOTO Ha UCIIBITAHUS
AO «MexayHapoaHbIH Hay4YHO-TIPOM3BOJCTBEHHBIH XOJAMHT «DHUTOXUMHUS) I10Ka3ald, YTO
skcTeHedIhpexTuBHOCTE Tpenapata «l{uHapormukpuny coctaBuia 41,67%, wunTeHCc QPek-
THBHOCT — 88,62%. LluHaponukpuH He >((dexTuBeH NpoTWB Hemartox Toxocara canis n
Ancylostoma caninum. DTH BHIBl T'€TbMHHTOB BBISBICHBI 0 W IIOCJIE JETEIbMHHTH3ALNN
[IMHApOIMKPHHOM Yy BceX ONBITHBIX cobak. [Ipernapar mano adgdextuBeH npu tpuxouedaese.
Sitna Trichocephalus vulpis oOHapy:keHBI T0CIE NEreIbMUHTH3ALMU y 2 U3 5 3apa’keHHBIX
cobak. Onnako [unaponukpun mokazan 100% 3hPeKTHBHOCTD MPH TEHUH103aX.

PesynbTarhl HCnbITaHWH TpeCTaBiIeHb! Tiocie 3akmodeHns mexay TOO «KasHUBW» u
AO «MexITyHapOoIHBIH HAy9IHO-TIPOU3BOACTBEHHBIH XOIANHT « DUTOXUMHUS) JTOMOJTHUTEIBHOTO
cornamenust Nel ot 03.04.2019r. x norosopy Nel6 ot 01.02.2019r,

Pesynbrarel ucnbITaHuil npenapatoB «Axadazuuuiapriadbuny u «lutusnannapriabuny,
MPEACTABICHHBIX Ha ucnbITaHus AO «MexayHapoAHbId Hay9YHO-TIPOU3BOACTBEHHBIA XOJIIUHT
«DUTOXUMHS) [MOKa3aId, 4YTO 3KCTEHCOI(D(EKTUBHOCTL Iperapata «AHabasuHWIApriadbuH»
cocrauia 40%, waTeHC D PeKTUBHOCTD — 89,42%, mpenapara «[lutuznannapriadbuay» - 66,66%
u 77,70% coOTBETCTBEHHO.

Taxkum oOpazom, mpemapar «AnabasuHmIapriadua» obnagaer 100% 3¢ hexTHBHOCTBIO
npu aHkuioctomosze (Ancylostoma caninum), wu3ocrnopose (Izospora canis), yHIMHapHO3€E
(Uncinaria stenocephala), Tennmnozax (Taenia sp.). Ilpn BBICOKOH OSKCTEHCHBHOCTH U



[image: image54.jpg]UTCHCHBHOCTH  3apakeHWs TOKcokapaMHW W TpuxouedataMu HeoOXoMMa JIByKpaTHast
JETeIbMUHTH3ALMS  CO0aK O3TUM TMpernaparoM, TakK Kak [0 pe3yjbTatam  OJHOKpPaTHOM
JETeIbMUHTH3ALMN HHTEHCO(PPEKTUHOCTD COCTaBHIIA TTPH TOKCoKapose 95,18%, tpuxoredanese
42,85%.

[Tpenapar «llntusnanmapriaaduay» ciado 3¢pGeKTUBEH PH H30COpo3e, TeHUUI03axX. [Ipu
JIBYKPAaTHOM JNEreJIbMUHTH3ALMN co0ak MoxeT ObITh gocturHyTa 100% > QdeKTHBHOCTD TpH
TOKCOKApo3e, aHKMJIOCTOMO3¢e U Tpuxonedaiese, Tak kak M rociie 0THOKpaTHOH JerehbMUH-
TH3AIMKA TPH TOKCOKapose cocraswia 77.16%, anxwiocromose 90,29% wu tpuxonedanese
79,82%.

ITpemapar «LlecTpem®@opre», HCMONB30BAaHHBIA B OIBITE B CPaBHUTEIBHOM AaCIEKTE,
nokazan cnabyro sddextuBHOCTh NpH Tpuxoredanese (Trichocephalus vulpis, Trichocephalus
georgicus).

Ionmucwu:

JloKkTOp BeTeprHAPHBIX HAYK, AOawiOexoBa A.M.
npodeccop

Crapinit Hay4HBIH COTPY/IHUK, AbaunbaeBa A.A.

noktop PhD

Mutaqiunit HayqHBINH COTPYIHHUK,
MarucTp BETEPUHAPHON MEAUIINHBI

JKaxcsuteikoBa ALA.

Mnanimvii Hay9HbIH COTPY/IHUK,
MarucTp BETEpUHAPHON MEIUIIMHBI

= ~ CrIinbIkoB B.A.

Mnanmmit Hay9HBIH COTPYIHHUK,

Maructp BeTeprHApHOH MEIUIIHHE Box6anor b.X.




ПРИЛОЖЕНИЕ Д

Результаты анализа имеющихся в базах данных последовательностей 
РНК (кДНК) генов, кодирующих ферменты GAS, GAO и COS 
в разных растениях семейства Asteraceae
Таблица Г1 – Аминокислотные последовательности гермакрен А синтазы, использованные для анализа

	Вид растения
	Фермент
	Размер, а.к.
	GenBank ID

	1
	2
	3
	4

	Achillea millеfolium L.
	Germacrene A synthase
	559
	AGD80135

	Artemisia absinthium L.
	Germacrene A synthase
	561
	BAN81912

	Artemisia annua L.
	Germacrene A synthase
	562
	ABE03980

	
	Germacrene A synthase
	560
	AFK93531

	
	Germacrene A synthase
	561
	BAN81913

	
	Germacrene A synthase
	560
	PWA48096

	
	Germacrene A synthase
	560
	PWA48097

	Barnadesia spinosa L.
	Germacrene A synthase
	580
	AIX97167

	
	Germacrene A synthase 2
	554
	AIX97168

	Chamaemelum nobile (L.) All.
	Germacrene A synthase
	561
	AMN10097

	Cichorium endivia L.
	Germacrene A synthase
	583
	AZI95568

	
	Germacrene A synthase
	561
	AZI95569

	
	Germacrene A synthase
	561
	AZI95570

	
	Germacrene A synthase
	559
	AZI95571

	Cichorium intubus L.
	Germacrene A synthase short form
	558
	AF498000_1

	
	Germacrene A synthase
	583
	AZI95579

	
	Germacrene A synthase
	550
	AZI95580

	
	Germacrene A synthase
	561
	AZI95581

	
	Germacrene A synthase
	559
	AZI95582

	
	Germacrene A synthase
	558
	AZI95583

	
	Germacrene A synthase
	561
	AZI95584

	
	Germacrene A synthase long form
	583
	GASL_CICIN

	
	Germacrene A synthase short form
	558
	GASS_CICIN

	Crepidiastrum sonchifolium (Maxim.) Pak & Kawano
	Germacrene A synthase
	559
	ABB00361

	Cynara cardunculus L. var. scolymus
	Germacrene A synthase
	559
	AET95645

	
	Germacrene A synthase long form-like
	573
	XP_024964587

	
	Germacrene A synthase short form
	559
	XP_024977692

	
	Germacrene A synthase short form-like
	536
	XP_024983147

	Helianthus annuus L.
	Germacrene A synthase 1
	559
	GAS1_HELAN

	
	Germacrene A synthase 2
	559
	GAS2_HELAN

	
	Germacrene A synthase
	559
	AAY41421

	
	Gamma cadinene synthase
	555
	AAY41422

	
	Germacrene A synthase 2
	559
	ABY49939

	
	Germacrene A synthase 2
	559
	ACA33925

	
	Germacrene A synthase 3
	557
	ACZ50512

	
	Germacrene A synthase 2
	559
	OTF93223

	
	Germacrene A synthase 1
	559
	OTF98434

	
	Germacrene A synthase 1
	559
	XP_022010071

	
	Germacrene A synthase 2
	559
	XP_022015687

	Ixeris dentata (Thunb.) Nakai var. albiflora
	Guaiadiene synthase
	584
	AAL92481

	1
	2
	3
	4

	Lactuca sativa L.
	Germacrene A synthase LTC 1
	559
	AF489964_1

	
	Germacrene A synthase LTC 2
	557
	AF489965_1

	
	Germacrene A synthase 3
	584
	AOT80657

	
	Germacrene A synthase short form-like
	538
	XP_023729859

	
	Germacrene A synthase short form-like
	560
	XP_023729859

	
	Germacrene A synthase short form-like
	575
	XP_023733220

	
	Germacrene A synthase short form
	559
	XP_023734561

	
	Germacrene A synthase short form-like
	557
	XP_023734566

	
	Germacrene A synthase short form-like
	560
	XP_023744690

	
	Germacrene A synthase long form
	584
	XP_023760690

	
	Germacrene A synthase short form-like
	560
	XP_023773055

	род Matricaria
	Germacrene A synthase
	563
	TPS3_MATCR

	Tanacetum cinerariifolium Sch.Bip.
	Germacrene A synthase
	561
	AGO03788

	Tanacetum parthenium (L.) Sch.Bip.
	Germacrene A synthase
	559
	AEH41844

	Taraxacum officinale Wigg.
	Germacrene A synthase
	559
	ALY05868

	
	Germacrene A synthase
	583
	ALY05869

	Xantium stumarium L.
	Germacrene A synthase
	559
	AJT60315


Таблица Г2 – Аминокислотные последовательности гермакрен А оксидазы, использованные для анализа

	Вид растения
	Фермент
	Размер,

а.к.
	GenBank ID

	1
	2
	3
	4

	Artemisia annua L.
	Amorpha-4,11-diene 12-monooxygenase; 

AltName: Full=Amorpha-4,11-diene C-12 oxidase; AltName: Full=Cytochrome P450 71AV1
	495
	AMO_ARTAN

	
	Germacrene A oxidase
	290
	PWA67309

	Barnadesia spinosa L.
	Germacrene A oxidase
	496
	ADF43083

	
	Germacrene A hydroxylase; 

AltName: Full=Germacrene A oxidase
	496
	GAO_BARSP

	Cichorium endivia L.
	Germacrene A oxidase
	488
	AZI95573

	
	Germacrene A oxidase
	497
	AZI95574

	
	Germacrene A oxidase
	506
	AZI95575

	Cichorium intubus L.
	Germacrene A oxidase
	488
	ADF43080

	
	Germacrene A oxidase
	488
	AZI95585

	
	Cytochrome P450 71AV8; 

AltName: Full=(+)-Valencene oxidase
	496
	C7AV8_CICIN

	
	Germacrene A hydroxylase; 

AltName: Full=Germacrene A oxidase
	488
	GAO_CICIN

	Cynara cardunculus L. var. altilis
	Germacrene A oxidase
	486
	AIA09036

	Cynara cardunculus L. var. scolymus
	Germacrene A oxidase
	486
	AIA09035

	
	Germacrene A oxidase
	486
	AIA09037

	
	Germacrene A oxidase
	486
	XP_023734551

	Helianthus annuus L.
	Germacrene A oxidase
	488
	ADF43082

	
	Germacrene A hydroxylase; 

AltName: Full=Germacrene A oxidase
	488
	GAO_HELAN

	
	Germacrene A oxidase
	488
	OTG01121

	
	Germacrene A oxidase
	488
	XP_023734551

	1
	2
	3
	4

	Lactuca sativa L.
	Germacrene A oxidase
	488
	ADF32078

	
	Germacrene A oxidase
	497
	AIX97103

	
	Germacrene A hydroxylase; 

AltName: Full=Germacrene A oxidase
	488
	GAO_LACSA

	Saussurea costus (Falc.) Lipschitz
	Germacrene A oxidase
	488
	ADF43081

	
	Germacrene A hydroxylase; 

AltName: Full=Germacrene A oxidase
	488
	GAO_SAUCO

	Tanacetum cinerariifolium Sch.Bip.
	Germacrene A oxidase
	488
	AGO03789

	Tanacetum parthenium (L.) Sch.Bip.
	Germacrene A oxidase
	488
	AHN62855


Таблица Г3 – Аминокислотные последовательности костунолид синтазы, использованные для анализа

	Вид растения
	Фермент
	Размер, 
а.к.
	GenBank ID

	Artemisia annua L.
	Costunolide synthase
	493
	PWA79356

	
	Costunolide synthase
	471
	PWA87622

	Cichorium endivia L.
	Costunolide synthase
	494
	AZI95576

	Cichorium intubus L.
	Costunolide synthase
	494
	AEG79727

	
	Putative costunolide synthase
	501
	AZI95578

	
	Costunolide synthase
	494
	AZI95586

	
	Costunolide synthase; 

AltName: Cytochrome P450 71BL3
	494
	C7BL3_CICIN

	Cynara cardunculus L.  var. altilis
	Costunolide synthase
	494
	AIA09039

	Cynara cardunculus L. var. scolymus
	Costunolide synthase
	494
	AIA09038

	
	Costunolide synthase
	494
	AIA09040

	
	Costunolide synthase
	494
	XP_024992629

	Helianthus annuus L.
	Cytochrome P450 71BL1; 

AltName: Germacrene A acid 8-beta-hydroxylase
	488
	C7BL1_HELAN

	Lactuca sativa L.
	Costunolide synthase
	490
	AEI59780

	
	Costunolide synthase
	490
	XP_023742381

	
	Costunolide synthase; 

AltName: Cytochrome P450 71BL2
	490
	C7BL2_LACSA

	Tanacetum parthenium (L.) Sch.Bip.
	Parthenolide synthase
	506
	AHM24033

	
	Costunolide synthase
	496
	AHN62856


ПРИЛОЖЕНИЕ Е
Результаты определения консервативных участков 
аминокислотных последовательностей GAS, GAO и COS 
методом множественного выравнивания
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Рисунок Д1 – Выравнивание аминокислотных последовательностей GAS (красным выделены консервативные участки)
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Рисунок Д2 – Выравнивание аминокислотных последовательностей GAO (красным выделены консервативные участки)
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Рисунок Д3 – Выравнивание аминокислотных последовательностей COS (красным выделены консервативные участки)
ПРИЛОЖЕНИЕ Ж
Протокол 

анализа клонов Escherichia coli
Цель: проверить бактериальные клоны на наличие плазмидной ДНК с вставками и определить размеры вставок.

Анализ проводили: Червякова О.В., Исабек А.У.

Материалы: чашки с клонами E. coli после трансформации 

Методы: скрининг проводим методом ПЦР с использованием универсальных праймеров М13 для pGEM-T и pJET для pJET1.2/blunt Cloning Vector согласно протоколу производителя. Также на первом этапе использовали специфические праймеры для целевых генов: GAO-F1 + GAO-R1– 405 п.о.; GAS-F2+ GAS-R1– 216 п.о.; COS-F1+ COS-R2– 315 п.о.

Результаты исследований

I. Анализ клонов с использованием специфических праймеров 

Дата 12.07.19 

Клоны, полученные после трансформации лигирующей смесью pJET1.2/blunt Cloning Vector и кДНК №4
[image: image60.png]



Для наработки выбраны клоны 1, 2, 9, 10, 11, 16, 17, 18, 19, 20, 26, 27, положительно сработавшие с праймерами специфическими к COS.

Дата 16.07.19

Клоны, полученные после трансформации лигирующей смесью pJET1.2/blunt Cloning Vector и кДНК №4
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Для наработки выбраны клоны 3, 5, 9, 10, 12, 13, 16, 18, 19, 22, 26, положительно сработавшие на COS, и клон 31, положительно сработавший на GAS.

Дата 18.07.19

Клоны, полученные после трансформации лигирующей смесью pJET1.2/blunt Cloning Vector и кДНК №3
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Для наработки выбраны клоны 6, 15, 19, 27, положительно сработавшие на COS, и клоны 3, 4, положительно сработавшие на GAS.

Дата 19.07.19

Клоны, полученные после трансформации лигирующей смесью pJET1.2/blunt Cloning Vector и кДНК №2
[image: image63.jpg]



Для наработки выбраны клоны 2, 4, положительно сработавшие на COS, и клон 21, положительно сработавший на GAS.
II. Анализ клонов с использованием универсальных праймеров

1. После трансформации лигирующей смесью pJET1.2/blunt Cloning Vector и кДНК №4 клетки были рассеяны на 10 чашек. Выбор клонов вели по размеру ПЦР-продукта – более 1200 п.о.
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Для наработки были выбраны клоны № 1.9, 1.26, 2.1, 2.25, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 4.2, 4.7, 4.15, 4.25, 4.27, 5.4, 5.26, 5.34, 6.29, 6.32, 7.16, 7.21, 7.24, 7.25, 7.27, 8.3, 8.8, 8.14, 8.17, 9.21, 9.34, 10.3, 10.4, 10.6. 

2. После трансформации лигирующей смесью pJET1.2/blunt Cloning Vector и кДНК №2 клетки были рассеяны на 5 чашек. Выбор клонов вели по размеру ПЦР-продукта – более 1200 п.о.
Чашки 1-2
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Чашки 3-5
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Все проанализированные клоны были без вставок или содержали короткие фрагменты.

Заключение: Получена библиотека клонов, включающая 29 плазмидных ДНК, положительно сработавших на COS, 4 плазмидных ДНК, положительно сработавших на GAS, и 32 плазмидных ДНК, имеющих размер вставки более 1200 п.о.
ПРИЛОЖЕНИЕ И
Оттиски опубликованных за 2019 год работ
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Abstract: A variety of natural compounds have been shown to modulate T cell receptor (TCR)
activation, including natural sesquiterpene lactones (SLs). In the present studies, we evaluated
the biological activity of 11 novel semi-synthetic SLs to determine their ability to modulate TCR
activation. Of these compounds, x-epoxyarglabin, cytisinyl epoxyarglabin, 1$,10x-epoxyargolide,
and chloroacetate grosheimin inhibited anti-CD3-induced Ca®* mobilization and extracellular
signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) phosphorylation in Jurkat T cells. We also found that the
active SLs depleted intracellular glutathione (GSH) in Jurkat T cells, supporting their reactivity
towards thiol groups. Because the zeta-chain associated tyrosine kinase 70 kDa (ZAP-70) is essential
for TCR signaling and contains a tandem SIH2 region that is highly enriched with multiple cysteines,
we performed molecular docking of natural SLs and their semi-synthetic derivatives into the ZAP-70
binding site. The docking showed that the distance between the carbon atom of the exocyclic
methylene group and the sulfur atom in Cys39 of the ZAP-70 tandem SH2 module was 3.04-5.3 A
for active compounds. Furthermore, the natural SLs and their derivatives could be differentiated by
their ability to react with the Cys39 SH-group. We suggest that natural and /or semi-synthetic SLs
with an «-methylene-y-lactone moiety can specifically target GSIH and the kinase site of ZAP-70 and
inhibit the initial phases of TCR activation.

Keywords: sesquiterpene lactones; ZAP-70; T cell receptor; extracellular signal-regulated kinase;
calcium flux; molecular modeling; glutathione

1. Introduction

T cells play an essential role in inflaimmatory and adaptive immune responses, and the
deregulation of T cell function can contribute to autoimmune disease [e.g., see [1]. The identification
of specific inhibitors of T cell receptor (TCR) signaling could represent a potential for therapeutic
treatments of autoimmune disease and has been of significant interest [2]. For example, several natural
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immunomodulatory compounds have been shown to alter TCR activation [3-5]. Recently, we found
that the natural sesquiterpene lactones (SLs) arglabin, grosheimin, argracin, parthenolide, and estafiatin
inhibited TCR activation [6]. SLs are natural products that exhibit a broad spectrum of biological
activities, including antibacterial, antifungal, anticancer, anti-inflammatory, and immunomodulatory
activities [7-9]. Indeed, arglabin has been used clinically for cancer treatment [10]. However, many
natural SLs have poor biopharmaceutical properties and low bioavailability.

Structural modification has been pursued in order to increase SL potency and selectivity, improve
physico-chemical, biochemical, and pharmacokinetic properties, and eliminate or reduce adverse
effects [11]. To date, a number of SL derivatives with greater potency than their natural analogs
have been synthesized [9]. For example, artesunate, a semi-synthetic derivative of artemisinin, has
been reported to reduce the severity of experimental autoimmune encephalomyelitis by inhibiting
the migration of pathogenic T cells to the CNS [12]. Likewise, several semi-synthetic parthenolide
derivatives have been developed for their anti-leukemic activity [13,14]. In addition, synthetic
modifications of SLs, including oxidation and esterification of the hydroxyl group, amination,
reduction, and coupling of the x-methylene-y-lactone moiety have resulted in variations in the
anticancer activity of these compounds [13-20].

Here, we evaluated the capacity of 11 semi-synthetic compounds, derived from the natural
SLs arglabin, argolide, 3p3-hydroxyarhalin, and grosheimin, to alter the initial phases of TCR
activation and showed that four of these compounds (x-epoxyarglabin, cytisinyl epoxyarglabin,
1B,10x-epoxyargolide, and chloroacetate grosheimin) inhibited TCR activation-induced Ca?"
mobilization and extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) phosphorylation. These
compounds also depleted intracellular glutathione (GSIH). Because of the importance of the zeta-chain
associated tyrosine kinase 70 kDa (ZAP-70) in TCR activation [21,22], we performed molecular docking
studies using the three-dimensional structures of these natural compounds and their derivatives to
explore possible binding modes with the ZAP-70 tandem SH2 module.

2. Results and Discussion

2.1. Isolation of Parent Natural SLs and Synthesis of Their Derivatives

Arglabin (1), argolide (2), grosheimin (3), 3f-hydroxyarhalin (4), and dihydroargolide (2c) were
isolated from different plants of the Asteraceae family (structures shown in Figure 1). Arglabin and
argolide were isolated from Artemisia filatovae A. Kuprijanov sp. Nova [23], 3-hydroxyarhalin was
isolated from Artemisia halophila Krasch. [24], and grosheimin was isolated from Chartolepis intermedia
Boiss [25]. Dihydroargolide (ketopelenolide B) was isolated from Artemisia glabelln Kar. et Kir. [26].

0 0 0

Arglabin (1) a-Epoxyarglabin (1a) B-Epoxyarglabin (1b)

gy

o

Pyridinyl arglabin (1c) Cytisinyl epoxyarglabin (1d) Anabasinyl epoxyarglabin (1e)

Figure 1. Cont.
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o 0
Argolide (2) 18,10a-Epoxyargolide (2a)

0

Cytisinyl argolide (2b) Dihydroargolide (2¢) Grosheimin (3)

it

0

Chloroacetate grosheimin (3a) 33-Hydroxyarhalin (4)

0
Epoxyarhaline (4a)

Figure 1. Chemical structures of natural sesquiterpene lactones (SLs) arglabin (1), argolide (2),

dihydroargolide (2¢), grosheimin (3), 33-hydroxyarhalin (4), and their semi-synthetic derivatives
1a—f, 2a, b, 3a, b, 4a.

Analogs of the isolated SLs, with the exception of chloroacetate grosheimin and pyridinyl arglabin,
were synthesized using optimized reaction conditions, as described previously [24,27-29]. In short,
x-epoxyarglabin (1a) and p-epoxyarglabin (1b) were obtained by epoxidation of arglabin (1) with
peracetic acid [27]. 13,10x-Epoxyargolide (2a) was obtained by epoxidation of argolide (2) with
trifluoroperacetic acid [28]. Epoxyarhaline (4a) was synthesized via epoxidation of 3-hydroxyarhalin
(4) by m-chloroperbenzoic acid [24]. Cytisine or anabasine moieties were introduced into compounds 1,
1b, 2, and 3 via Michael amination, as reported previously [29]. The reaction products were compounds
1d, 2b, and 3b for cytisine and compounds 1e and 1f for anabasine derivatives. Their proton
magnetic resonance (\H-NMR) spectra lacked resonances for the exomethylene protons, indicating
that the relevant alkaloid (cytisine or anabasine) was added to the exomethylene double bond of
the y-lactone moiety. Cytisine or anabasine moieties were introduced into the methylene motif of
arglabin, epoxyarglabin, and grosheimin to enrich the chemical diversity. It was concluded that cytisine
had an x-orientation and the anabasine moiety had a 3-configuration [29]. Pyridinyl arglabin (1c)
was synthesized by a reaction of arglabin (1) with 3-iodopyridine. Chloroacetate grosheimin (3a)
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was synthesized by a reaction of grosheimin (3) with chloroacetic anhydride. The full details of the
synthesis of pyridinyl arglabin and chloroacetate grosheimin will be reported elsewhere.

The structures of the natural SLs and their semi-synthetic derivatives were elucidated using
spectral data (IR, TH-NMR, BBC-NMR, DEPT, COSY), mass spectrometry, elemental analysis, and
X-ray crystal structure analysis, in addition to comparisons with the literature. The structures of the
compounds under investigation are shown in Figure 1.

2.2. Effects of Semi-Synthetic SL Derivatives on TCR Activation

To assess the biological activity of the 11 semi-synthetic SL analogs and a natural analog of
argolide (dihydroargolide or ketopelenolide B), we evaluated their effects on TCR activation-induced
responses in Jurkat T cells and compared these effects with the previously measured responses of the
parent compounds 1-4 [6]. TCR activation by anti-CD3 antibodies resulted in the rapid mobilization
of intracellular Ca?" [30,31]. As shown in Table 1, a-epoxyarglabin (1a), cytisinyl epoxyarglabin
(1d), 18,10x-epoxyargolide (2a), and chloroacetate grosheimin (3a) all dose-dependently inhibited
anti-CD3-induced intracellular CaZ* flux with ICso values in the micromolar range, whereas the other
analogs were inactive. As an example, a representative dose-response curve for the inhibition of
Jurkat T cell Ca?* mobilization by a-epoxyarglabin is shown in Figure 2. Notably, in this assay the
semi-synthetic analogs appear to be more potent than the parent compounds. It is also interesting that
B-epoxyarglabin (1b), the stereoisomer of x-epoxyarglabin (1a), was completely inactive (Figure 2),
suggesting a stereo-specific effect.

Table 1. Effect of SLs on Ca?* mobilization and ERK1/2 phosphorylation in Jurkat T cells.

Jurkat T Cells FPR2-HL60 PMN Jurkat T Cells .
Cyto-Toxicity
Name (Compound Number) Ca?* Flux pERK1/2 Ca?* flux [GSH];
IC50 (UM)

Arglabin (1) * 111 +27 28.7 £ 63 N.A. N.A. 18.0+ 1.8 N.T.
a-Epoxyarglabin (1a) 44+18 321 +115 N.A. N.A. (30%) N.T.
B-Epoxyarglabin (1b) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Pyridinyl arglabin (1c) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Cytisinyl epoxyarglabin (1d) 39+12 154 +33 N.A. N.A. 124+ 35 N.T.
Anabasinyl epoxyarglabin (1e) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Anabasinyl arglabin (1f) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Argolide (2) * N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
1B8,10x-Epoxyargolide (2a) 14.0 £34 394 +85 N.A. N.A. 361 +94 N.T.
Cytisinyl argolide (2b) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Dihydroargolide (2¢) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Grosheimin (3) * 154 +£43 43.0+75 N.A. N.A. 16.6 + 4.8 N.T.
Chloroacetate grosheimin (3a) 6.0 +21 78 £29 132 +34 101 +28 38+14 123 +3.6
Cytisinyl grosheimin (3b) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
3p-Hydroxyarhaline (4) * N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.
Epoxyarhaline (4a) N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.T.

Inhibitory activity was evaluated after a 20 min pretreatment with various concentrations of the indicated
compounds at room temperature, followed by the addition of 10 ng/mlL anti-CD3/CD28 (pERK1/2 in Jurkat
cells), 10 pg/ml anti-CD3 (Ca®* flux in Jurkat cells), 5 nM fMLF [Ca?* flux in human neutrophils (PMN)], or 5 nM
WKYMVM (Ca®* flux in FPR2-HL60 cells). N.A. (no activity) or N.T. (no toxicity) was observed at all concentrations
tested (5.125, 6.25, 25, and 50 uM). Percent inhibition is indicated at 50 uM of SLs if full inhibition was not observed
at the highest tested concentration (50 M) in the GSH assay. * Activities for parent compounds were taken from
Reference [6].
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Figure 2. Effect of a-epoxyarglabin (1a) and B-epoxyarglabin (1b) on activation-induced Ca?*

mobilization in Jurkat T cells. Jurkat T cells were pretreated for 20 min with a control of 1% DMSO or
increasing concentrations of the indicated compounds and activated with anti-CD3. Activation-induced
Ca?* flux was measured as described, and the results are shown as the % of maximal activation
measured in the control cells. The results shown in both panels are representative of three independent
experiments. Statistically significant differences between cells pretreated with compound 1a versus
compound 1b are indicated (* p < 0.01).

To consider whether the active SLs also inhibited Ca®* flux in other phagocytes or whether
this effect was specific for T cells, we evaluated whether the compounds that were active in Jurkat
T cells could alter the chemotactic peptide-induced Ca?* flux in human neutrophils or HL60 cells
transfected with N-formyl peptide receptor 2 (FPR2-TIL60). Treatment of these cells for 20 min with
a-epoxyarglabin (1a), cytisinyl epoxyarglabin (1d), or 13,10x-epoxyargolide (2a) had no effect on
the Ca%* mobilization induced by N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (FMLF) in neutrophils
or hexapeptide WKYMVM in FPR2-HL60 cells (Table 1). In contrast, chloroacetate grosheimin (3a)
inhibited Ca?" flux in FPR2-HL60 cells and human neutrophils, indicating that its inhibitory effects
were not specific to TCR activation. Indeed, subsequent experiments showed that compound 3a was
actually cytotoxic for Jurkat T cells, while the other active analogs had no cytotoxic activity (Table 1).

ERK1/2 phosphorylation is one of the main TCR activation-induced responses [32]. Thus, we
also evaluated effects of the SL derivatives on this response. Although none of the compounds directly
stimulated ERK1/2 phosphorylation (data not shown), pretreatment of Jurkat T cells with various
concentrations of the test compounds, followed by activation with anti-CD3/CD28 antibodies, showed
that the four analogs that inhibited Ca?* mobilization (1a, 1d, 2a, and 3a) also significantly inhibited
TCR activation-induced ERK1/2 phosphorylation in a dose-dependent manner (Table 1). Similar to
the Ca?* flux assay, compound 2b was inactive in the ERK1/2 phosphorylation assay.

2.3. Glutathione (GSH) Reactivity of Semi-Synthetic SL Derivatives

The TCR-mediated response is sensitive to changes in intercellular GSH levels ([GSH];) [33].
Some SLs, including the parent compounds 14, can decrease [GSH]; in various human cells [6,34,35].
We evaluated if the SL derivatives reacted with GSH in Jurkat T cells and found that the derivatives
which inhibited Ca?* mobilization and ERK1/2 phosphorylation also depleted [GSH]; in Jurkat T cells
(Table 1). Although chloroacetate grosheimin (3a) also depleted [GSH];, its cytotoxicity and lack of
specificity (see above) precluded it from being a useful inhibitor. While a-epoxyarglabin (1b) was one
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of the most potent compounds in the Ca?" flux assay, its ability to deplete [GSH]; in Jurkat cells was
lower than that of the active compounds.

2.4. Molecular Modeling

The interaction of SLs containing an «,f-unsaturated moiety with the GSI cysteine residue is
accompanied by the nucleophilic addition of the SH-group to the carbon—carbon double bond [36,37].
To estimate if the geometry of stereoisomeric SLs affects their interaction with GSH, we performed a
quantum-chemical investigation of the model reaction between GSH and «- and 3-epoxyarglabines in
an aqueous medium (Scheme 1) using the density functional theory (DFT) method.

R
N
0 > 0
*

R-SH + Y 0

(GSH) ’\—\
Epoxyarglabin (R)- or (S)-GSH-1a
1aor1b (R)- or (S)-GSH-1b

Scheme 1. Model reaction between GSH and «- and -epoxyarglabines in aqueous medium. The chiral
center is marked by the asterisk.

The addition of compound 1a or 1b to GSH led to the appearance of an additional chiral center
(see asterisk in Scheme 1). Thus, the DFT calculations of the reaction thermodynamics were performed
for both pairs of possible diastereomeric products. GSH is conformationally flexible, hence we started
our calculations using the geometry of GSH close to its extended conformation, which was recently
determined by spectroscopic methods and is considered to be biologically important [38]. Geometric
optimization followed by vibrational frequency calculations for the reaction shown in Scheme 1
resulted in the computed changes in Gibbs free energy AG®, as summarized in Figure 3.

The formation of all four isomers is thermodynamically favorable, as indicated by the negative
values of AG? for the nucleophilic addition reaction. In absolute values, the changes in Gibbs energy
were not large. However, one would not expect extreme negative values under mild intracellular
conditions. A comparison of AG® magnitudes showed that for $-epoxyarglabin (1b) the addition
product would be formed predominantly with an S-configuration of the newly arising chiral center,
whereas for x-epoxyarglabin (1a) a diastereomer with the R-configuration would predominantly be
formed. In addition, the formation of (R)-GSIH-1a is the most thermodynamically favorable, as the
reaction is characterized by the most negative AG® value (Figure 3). This finding is consistent with
the biological activity observed for x-epoxyarglabin (1a), which was not evident for its stereoisomer
B-epoxyarglabin (1b). It should be noted that compounds 1a and 1b can be regarded as diastereomers.
Hence, their properties, including their reaction thermodynamics and affinity to a biotarget, are
expectedly different, as is known for diastereomeric pairs [39,40]. A comparison of the AG® values
obtained for nucleophilic addition (Scheme 1 and Figure 3), where significantly higher changes in
Gibbs free energy were calculated for the interaction of GSH with the OH radical [41], is in agreement
with the mild character of the S-H bond reaction with the c-methylene moiety of SLs.
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(5)-GSH-1a:
-4.34 kcal/mol

(S)-GSH-1b:
-4.53 kcal/mol

N
(R)-GSH-1a:
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(R)-GSH-1b:
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Figure 3. Molecular conformations and changes in Gibbs free energy calculated by the DFT method for
the reaction products according to Scheme 1.

While a-epoxyarglabin (1a) effectively inhibited T cell activation, it had little effect on [GSH]; and
only depleted Jurkat cell GSH by 30% at the highest concentrations tested (50-100 uM/L). Indeed,
it was recently found that GSI is dispensable for early T cell activation [42]. Thus, the specific reaction
of SLs with cysteine residues of target proteins may also involve the shape of the compounds and the
ability to interact with a specific binding site [37,43,44]. For example, parthenolide has been found to
covalently target Cys38 of NF-kB p65 through hetero-Michael addition between exocyclic methylene
butyrolactones and the SH-group of Cys38 [45].

Upon TCR activation, ZAP-70 is recruited to the TCR complex, where it is activated and
co-localized to its substrates [46]. This kinase contains nine cysteine residues in the tandem Src
homology 2 (SI2) module and seven cysteine residues in the kinase domain. Several small-molecule
compounds that reacted covalently with the cysteine residues of this module and inhibited ZAP-70
binding to phosphorylated immune-receptor tyrosine-based activation motif (ITAM)-derived peptides
were recently identified [2,47]. Because the SLs identified here have the potential to conjugate with
cysteine residues on target molecules and the ZAP-70 SH2 region is enriched in cysteine residues, we
used molecular modeling to assess the potential interaction of these SLs with the ZAP-70 tandem-SIH2
module using the three-dimensional structures of these natural compounds.

For molecular modeling studies, the terminal carbon atom of the SL. «-methylene moiety (=CHy)
and the sulfur of cysteine residues in the ZAP-70 SH2 module were specified as reactive ligands and
target atoms (reaction centers). Of the nine cysteine residues in the tandem-5I2 module of ZAP-70,
five are in the N-SI2 domain (Cys39, Cys78, Cys84, Cys96 and Cys102); Cys117 is located in the
inter-SH2 domain linker and three others (Cys222, Cys249 and Cys254) are located in the C-SH2
domain [47]. Of these targets, molecular docking was conducted for Cys39, Cys78, Cys96, Cys102,
Cys222, Cys249, and Cys254, and we found that stable poses with negative docking score values
were obtained only for binding sites around Cys39 and Cys78. Taking into account the importance of
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Cys39 in biological activity, we focused on the docking results of the cavity containing this cysteine.
Indeed, covalent adducts between small-molecule inhibitors of the ZAP-70-TCR association were
found only for Cys39 and Cys78 [47]. The distances C ... S between the proposed reaction centers
mentioned above were calculated for the docking poses obtained (Table 2). Lower values of d(C ... 5),
falling between 3.04-5.25 A in the vicinity of Cys39, corresponded to the active SLs, including argracin,
estafiatine, and parthenolide. The distances in this range are favorable for nucleophilic addition of the
Cys39 S-H bond to the exocyclic double bond of the lactone ring.

Table 2. Distances between the S-H bond in the cysteine residues of the ZAP-70 tandem-SH2 module
and the exocyclic double bond of the lactone ring in the SLs predicted by molecular docking.

Compound Name d(C... ), A D((gkl;lggss‘cto)re Actg&tﬁ (Iinhlbltlo)n of
Cys39 Cys78 ys39 Site esponse

1 Arglabin 3.55 6.74 —67.6 Active @

la a-Epoxyarglabin 3.77 5.36 —72.5 Active
1b f-Epoxyarglabin 7.35 5.18 —78.6 N.A.
1c Pyridinyl arglabin 6.15 6.85 —60.9 N.A.

1d Cytisinyl epoxyarglabin No ML No ML —104.1 Active
le Anabasinyl epoxyarglabin No ML No ML —85.0 N.A.
1f Anabasinyl arglabin No ML No ML —82.4 N.A.

2 Argolide 6.46 3.69 —77.8 N.A.2

2a 13,10x-epoxyargolide 4.97 10.02 —70.5 Active
2b Cytisinyl argolide No ML No ML —85.2 N.A.
2¢ Dihydroargolide No ML No ML —70.7 N.A.

3 Grosheimin 5.25 745 —68.8 Active ®
3b Cytisinyl grosheimin No ML No ML —73.8 N.A.

4 3p-Hydroxyarhaline No ML No ML —66.5 N.A.?
4a Epoxyarhaline No ML No ML —80.9 N.A.

Argracin 417 6.28 —98.7 Active ®

Estafiatine 4.12 4.49 —65.4 Active ?

Parthenolide 4.70 4.30 —86.4 Active ?

Distances indicated in bold are acceptable for covalent binding. ML, o-methylene-y-lactone moiety. No ML, no
a-methylene-y-lactone moiety in the molecule. N.A., no activity was observed at all concentrations tested (5.125,
6.25, 25, and 50 pM). # Activities for parent compounds are as reported previously [6].

Arglabin (1) forms an H-bond with Arg41 of the ZAP-70 SI2 module through participation of the
carbonyl oxygen atom and is strongly H-bonded to Argl7 via the epoxide oxygen atom (Figure 4A).
The molecule also has significant non-bonded attraction to Pro60, Val47, Leu40, and Arg37 in close
proximity to the docking pose. The docking pose of pyridinyl arglabin (1c) is shown in Figure 4B.
As expected, the bulky pyridine ring had a significant effect on the molecule’s orientation compared to
that of arglabin (1). It forms H-bonds with two different nitrogen atoms of Arg17, with participation of
the pyridine nitrogen and lactone oxygen atoms (Figure 4B). As a result of this fixation, the exocyclic
C=C bond in the lactone moiety appears to be in an unfavorable orientation with respect to the Cys39
SH-group. Moreover, electronic conjugation with the pyridine heterocycle makes the reaction center
less prone to nucleophilic attack by the sulfur atom of Cys39. In contrast, cytisinyl epoxyarglabin (1d)
does not possess an exocyclic double bond and is characterized by the most advantageous docking
score (—104 kcal/mol) (Table 2). For most of the other compounds investigated, the docking scores
did not exceed 85 kcal/mol in absolute values. It is possible that a greater ability to be retained inside
the kinase cavity led to the high biological activity of 1d. It is interesting that this high docking score
is mainly due to the van der Waals attraction, because the molecule forms only one H-bond of an
intermediate strength with Argl7 (Figure 4C). In comparison, inactive anabasinyl epoxyarglabin (1e)
does not possess an exocyclic C=C bond in the lactone moiety and has a substantially lower docking
score in absolute values (—85 kcal/mol) than its active analogue 1d.
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Figure 4. Docking poses of arglabin and its semi-synthetic derivatives in the ZAP-70 SH2 module. Panel
(A) Docking pose of arglabin (1). Panel (B) Docking pose of pyridinyl arglabin (1c). Panel (C) Docking
pose of cytisinyl epoxyarglabin (1d). Panel (D) Superposition of docking poses of x-epoxyarglabin
(1a; red) and B-epoxyarglabin (1b; grey). Panel (E) Docking pose of B-epoxyarglabin (1b). Panel (F)
Docking pose of a-epoxyarglabin (1a). In Panel D, residues within 7 A of the center of the search space
are shown. In all other panels, residues within 4 A of the pose are shown. H-bonds are shown as
blue dashes.

In Figure 4D, the docking poses of x-epoxyarglabin (1la) and B-epoxyarglabin (1b) are shown
for comparative purposes. The different arrangements of these isomers within the active site are
apparently due to the dissimilar orientations of the epoxide cycles. The inactive -epoxy isomer
1b forms a strong H-bond with Cys39 (Figure 4E). Additionally, H-bonds of the lactone cycle with
Arg37 are formed. Thus, Cys39 cannot nucleophilically attack the terminal CH;, group. The active
x-epoxy isomer 1a does not form H-bonds with help from the x-epoxy cycle (Figure 4F), but it forms
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H-bonds with Argl?7 through another epoxide and with Arg41 through the carbonyl group. With this
orientation, an attack by the sulfur atom of Cys39 on the terminal CH, group is possible.

For argolide (2), the d(C ... S) value is about 6.5 A and should be considered too long for an
effective nucleophilic attack of the S center to the terminal olefin carbon atom. This result is consistent
with the lack of biological activity of compound 2. Although argolide docking shows a good distance
between its exocyclic double bond and the S-H bond of Cys78 (3.69 A), adduct formation at this
residue does not block SH2 module binding with ITAM [47]. A comparison of the docking results for
active 1p3,10x-epoxyargolide (2a) and its inactive precursor argolide (2) shows that they have quite
differently arranged scaffolds within the binding site in the vicinity of Cys39 (Figure 5A). In Figure 5B,
the pose of the semi-synthetic derivative 2a is shown separately with the amino acid residues within
3 A of this pose. The molecule is fixed in the binding site by strong H-bonds with Arg17 and Arg37.
The latter of these H-bonds is formed with participation of the epoxy oxygen, i.e., the possibility
of its formation is due to the chemical modification of argolide. As a result of this fixation, the
terminal CH, group appears to be favorably oriented with respect to the SH-group of Cys39. Natural
and semi-synthetic argolide derivatives, dihydroargolide (2¢), and cytisinyl argolide (2b) have no
possibility for nucleophilic addition to the cysteine SI group. Also, they are characterized by relatively
low docking scores (Table 2), which is consistent with their inability to inhibit TCR activation.

A

. k 4
em \/1 v \/40&
\ -
A

Figure 5. Docking poses of argolide (2) and 1p,10x-epoxyargolide (2a) and in the ZAP-70 SH2
module. Panel (A) is the docking poses of 1B,10x-epoxyargolide (2a) (green) and argolide (2) (grey).
Residues within 7 A of the center of the search space are shown. Panel (B) is the docking pose
of 1B,10a-epoxyargolide (2a). Residues within 3 A of the pose are shown. H-bonds are shown as
blue dashes.

Moderately active grosheimin (3) is characterized by a higher d(C ... S) value at Cys39 than the
other active compounds (see Tables 1 and 2). Grosheimin (3) forms I-bonds of its lactone oxygen
atom with Arg37 and Argl7 (Figure 6A). Nevertheless, the distance from the Cys39 sulfur atom to the
=CH; group can be considered quite acceptable. In the pose of compound 3a, H-bonds are formed
with Cys39, Arg37, and Argl?7 and involve the participation of both oxygen atoms of the lactone cycle
(Figure 6B). Weaker H-bonds are also formed with Leu40 and Arg41. A comparison of the docking
poses of 3 and 3a is shown in Figure 6C. 33-Ilydroxyarhaline (4) and epoxyarhaline (4a) belong to the
group of compounds without activated double bonds and have relatively low absolute docking scores
(Table 2). Their lack of biological activity is consistent with the observations described above regarding
the lower absolute value of their docking scores compared to that of active cytisinyl epoxyarglabin (1d).
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Figure 6. Docking poses of grosheimin (3) and chloroacetate grosheimin (3a) in the ZAP-70 SH2 module.
Panel (A). Docking pose of grosheimin (3). Panel (B). Docking pose of chloroacetate grosheimin (3a).
Panel (C). Superimposed docking poses of the grosheimin (3; red) and chloroacetate grosheimin
(3a; brown). In each panel, residues within 4 A of the pose are shown. H-bonds are shown as
blue dashes.

We also performed a docking studies of the previously reported active natural SLs argracin,
estafiatine, and parthenolide [6]. The results for these compounds were consistent with the described
conditions required for biological activity, i.e., these molecules contained an exocyclic C=C bond
activated by the neighborhood of a carbonyl group. Additionally, the geometric features of the docking
poses are favorable for nucleophilic addition of the Cys39 SH-group (i.e., the C ... S distances are
relatively short and lie between 4.12 and 4.70 A) (Table 2). In general, our molecular docking results
showed that the SLs and their semi-synthetic derivatives could be differentiated by geometric features
in the receptor cavity near Cys39, which impacted their ability to react with the protein SH-group.

We evaluated the immunomodulatory effects of 11 semi-synthetic derivatives of SLs and
dihydroargolide and found that four of the tested compounds [x-epoxyarglabin (1a), cytisinyl
epoxyarglabin (1d), 13,10x-epoxyargolide (2a), and chloroacetate grosheimin (3a)] inhibited the early
phases of TCR activation. The activation of Jurkat T cells was suppressed by these compounds,
as demonstrated by the inhibition of Ca?" mobilization and ERK1/2 phosphorylation. The active
compounds also depleted [GSH];. Although several natural SLs were previously reported to modulate
T cell activity stimulated through the TCR [6], this is the first report demonstrating inhibition
of TCR activation-induced Ca?* mobilization and ERK1/2 phosphorylation by semi-synthetic SL
derivatives. The precise target of the active SLs and their derivatives is not currently known,
although we, along with others, reported that the x-methylene-y-lactone group is important for
their biological activity [6,48,49]. Indeed, substitution of the methylene motif led to inactive anabasinyl
epoxyarglabin (1e), anabasinyl arglabin (1f), cytisinyl argolide (2b), and cytisinyl grosheimin (3b).
These results further demonstrate the importance of the «x-methylene functionality. Although the
differences in activity between individual SLs may be explained by their different reactive moieties
(e.g., &, B-unsaturated bond, epoxide group, etc.) [6,48,49], our results also suggested some specificity
the in biological action of semi-synthetic SLs bearing equal numbers of these reactive moieties. For
example, x-epoxyarglabin (1a), but not its stereoisomer f-epoxyarglabin (1b), inhibited TCR activation.

It was reported recently that GSIH is dispensable for initial T cell activation [42]. On the other
hand, x-epoxyarglabin (1a) had only a minimal effect on GSH levels (an order of magnitude weaker
than that of other active SLs and their derivatives). Therefore, while the results of our computations
correspond to the ratios in activity for these compounds, we considered that molecular targets other
than GSH may exist in the cell and that SLs may also directly react with proteins [50]. It is clearly
feasible that the semi-synthetic SL derivatives could form adducts with macromolecules engaged
in TCR-dependent activation. Upon TCR stimulation, tyrosine kinases Fyn and Lck phosphorylate
ITAMs in the TCR recruit tyrosine kinases Syk and ZAP-70 to phosphorylate the linker of activated
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T cells (LAT), which results in the formation of a complex consisting of various components,
including interleukin-2-inducible tyrosine kinase (Itk) and phospholipase C (PLC)y1 [51,52]. Using a
high-throughput screen, Visperas et al. [2,47] recently identified several small-molecule compounds
that covalently reacted with cysteine residues of the ZAP-70 tandem SIH2 module and inhibited
its binding to a phosphorylated ITAM-derived peptide. Thus, based on the reactivity of the active
SLs and their derivatives for cysteine, it is possible that they can similarly induce redox-dependent
post-translational modification of cysteine residues in the ZAP-70 SH2 module to regulate its function.
Here, we conducted molecular docking to elucidate possible binding modes between the ZAP-70
tandem SH2 module and the SLs, including their semi-synthetic derivatives.

Previously, docking experiments were conducted to predict the formation of covalent protein
adducts of parthenolide and semi-synthetic SL derivatives with Cys38 located in the p65 subunit of
NF-«B [20,53]. Another recent docking study showed that parthenolide and its derivatives interact
with critical amino acid residues of inhibitor of NF-«kB kinase subunit f (IKKf) in a non-covalent
fashion [54]. In our docking experiments, we focused on the receptor cavity in the vicinity of Cys39,
which was determined to be important for ligand-receptor interactions with ZAP-70 [2,47]. Our
docking results showed that for biologically active compounds, the exocyclic C=C bond in the lactone
moiety is located near the SH-group of Cys39 and can be subject to nucleophilic attack by the sulfur
atom. Indeed, the distances d(C ... S) between the terminal carbon and the Cys39 sulfur atom were
all less than 6 A for active SLs. The ligand positions within the binding site were determined by
H-bonding interactions. However, in the case of compound 1d, the high absoclute value of the docking
score was due to the Van-der-Waals interactions with ZAP-70. This may be the reason for the biological
activity of compound 1d despite the absence of the activated C=C bond.

Opverall, these results suggest a potential new strategy for developing novel therapeutics based on
natural SLs that could effectively modulate TCR responses. Further detailed studies are warranted
to define the molecular targets and the therapeutic potential of these natural SLs as previously
undescribed immunomodulatory and anti-inflammatory agents.

3. Materials and Methods

3.1. Plant Material and Isolation of Natural SLs

Arglabin, argolide, 33-hydroxyarhalin, dihydroargolide, and grosheimin were isolated from
different plants of the Asteraceae family, as previously described [23-26,55]. The purity of each
compound was determined to be >98% by a normalization of the peak areas detected on an automated
high-performance liquid chromatography (HPLC) system (Hewlett-Packard Agilent 1100, Santa Clara,
CA, USA) with a Zorbax SB-Cqg column (4.6 x 150 mm), eluted with acetonitrile/water (50%/50%,
v/v) or methanol /water (50%/50%, v/v) at a flow rate of 0.5 mL/min at 25 °C. The elution was
monitored at 204 nm.

3.2. Synthesis of Derivatives from Natural SLs

Derivatives of the isolated SLs (see Figure 1 for the structures), with the exception of chloroacetate
grosheimin and pyridinyl arglabin, were synthesized using optimized reaction conditions, as described
previously [24,27-29]. The structures of the natural SLs and their semi-synthetic derivatives were
elucidated using spectral data (IR, UV, TH-PMR, BBC-NMR, DEPT, COSY), mass spectrometry, elemental
analysis, and X-ray crystal structure analysis, in addition to comparisons with the literature.

3.3. Materials for Biological Assays

Dimethyl sulfoxide (DMSO), N-formyl-methionine-leucine-phenylalanine (fMLF), and
Histopaque 1077 were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The
Fluo-4AM dye was from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Anti-human CD3 and anti-human CD28
monoclonal antibodies were purchased from eBioscience (San Diego, CA, USA). The Ficoll-Paque was
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from GE IHealthcare Bio-Science AB (Uppsala, Sweden). The penicillin-streptomycin solution was
purchased from Mediatech (Herndon, VA, USA). Fetal bovine serum (FBS) was purchased from Atlas
Biologicals (Fort Collins, CO, USA). The Hanks’ balanced salt solution (HBSS; 0.137 M Na(l, 5.4 mM
KC, 0.25 mM NayHPOy, 0.44 mM KH;POy, 4.2 mM NaHCOs, 5.56 mM glucose, and 10 mM HEPES,
pH 7.4) was from Life Technologies (Grand Island, NY, USA). HBSS without Ca?* and Mg2+ was
designated as HBSS™; HBSS containing 1.3 mM CaCl, and 1.0 mM MgSO,4 was designated as HBSS™.

3.4. Cell Culture

Human Jurkat T acute lymphoblastic leukemia cells and human promyelocytic leukemia
cells (IIL60 cells) stably transfected with FPR2 (FPR2-HL60 cells) were cultured in RPMI-1640
(Mediatech, Inc., Herndon, VA, USA) supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 10 mM HEPES,
100 pug/mL streptomycin, and 100 U/mL penicillin. Transfected HL60 cells were cultured in the
presence of G418 (1 mg/mL). All cell lines were incubated in a humidified incubator at 37 °C with an
atmosphere of 5% COx.

3.5. Isolation of Human Neutrophils

For the isolation of human neutrophils, blood was collected from healthy donors in accordance
with a protocol approved by the Institutional Review Board at Montana State University (Protocol
#MQO041017). The neutrophils were purified from the blood using dextran sedimentation, followed
by Ficoll-Paque 1077 gradient separation and hypotonic lysis of the red blood cells, as described
previously [56]. Isolated neutrophils were washed twice and resuspended in HBSS. Neutrophil
preparations were routinely >95% pure, as determined by light microscopy, and >98% viable, as
determined by trypan blue exclusion. Neutrophils were obtained from multiple donors (n = 8);
however, the cells from different donors were never pooled together during experiments.

3.6. ERK1/2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Jurkat T cells were incubated for 20 min with the selected compounds or negative control (1%
DMSQ) at 37 °C, followed by addition of anti-CD3/C28 monoclonal antibodies (10 pg/mL of each
antibody) and a 5-min incubation at room temperature. The cells were lysed with lysis buffer (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), and the levels of phosphorylated ERK1/2 were measured in the
cell lysates using an ELISA kit (R&D Systems) for human phospho-ERK1 (Thr202/Tyr204)/ERK2
(Thr185/Tyr187). The concentrations of phospho-ERK1/2 in the cell lysates were determined using a
calibration curve with recombinant human phospho-ERK2 (Thr85/Tyr187).

3.7. Ca®>* Mobilization Assay

Changes in intracellular Ca?* concentrations ([Ca?'];) were measured with a FlexStation
3 scanning fluorometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Briefly, cells (human neutrophils,
FPR2-HL60 cells or Jurkat cells) were suspended in HBSS, loaded with Fluo-4AM at a final
concentration of 1.25 ug/mL and incubated for 30 min in the dark at 37 °C. After dye loading,
the cells were washed with HHBSS™, resuspended in HBSSY, separated into aliquots, and aliquoted into
the wells of flat-bottom, half-area well black microtiter plates (2 x 10° cells/well). Test compounds
diluted in DMSO were added to the wells (the final concentration of DMSO was 1%), and changes in
fluorescence were monitored (Aex = 485 nm, Aem =538 nm) every 5 s for 240 s at room temperature after
addition of test compounds to evaluate direct agonist effects. To evaluate inhibitory effects, Jurkat cells
were pretreated for 20 min with various concentrations of test compounds, followed by the addition of
10 ug/mL anti-CD3 antibody. The maximum change in fluorescence, expressed in arbitrary units over
baseline, was used to determine the agonist response. Responses were normalized to the response
induced by anti-CD3 for Jurkat cells, 5 nM fMLF (neutrophils), or 5 nM WKYMVM (FPR2-HL60
cells), which was assigned a value of 100%. Curve fitting (at least five or six points) and calculation of
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median effective concentration values (ICsp) were performed by nonlinear regression analysis of the
dose-response curves generated using Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

3.8. Assessment of Compound Cytotoxicity

Cytotoxicity was analyzed with a CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega,
Madison, W1, USA). Briefly, Jurkat T cells were cultured at a density of 2 x 10° cells/well with different
concentrations of the compounds under investigation for 30 min at 37 °C. Following treatment,

substrate was added, and the samples were analyzed with a Fluoroscan Ascent FL microplate reader
(Thermo Electron, Waltham, MA, USA).

3.9. Glutathione (GSH) Assay

Jurkat T cells were plated at 10,000 cells per well in white 96-well half-area plates. After addition
of test SLs or a vehicle (1% DMSO) negative control, the cells were incubated for 30 min at 37 °C, and
total GSH was measured using a GSHGlo™ assay (Promega Corp., Madison, WI, USA), according
to the manufacturer’s instructions [57]. Luminescence was measured with a Fluroscan Ascent FL
microplate reader.

3.10. DFT Calculations

The molecular models of compounds 1a and 1b were built using ChemDraw 16.0 software
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA) and refined by molecular mechanics with the MM2 force field.
Similarly, 3D models of all other investigated SLs and their semi-synthetic derivatives were prepared
for the docking studies (see below).

The 3D conformer of GSH was downloaded from the PubChem website [58] and imported
into ChemDraw 16.0, where its geometry was modified to the extended conformation [38] with
manual editing of the torsion angles. To obtain the initial geometries of the adducts GSH-1a and
GSH-1b in their R- and S- configurations (Scheme 1), we attached the 3D models of compounds 1a
or 1b to the sulfur atom instead of the hydrogen atom in the extended conformation of GSH using
HyperChem 7 software (Hypercube, Inc., Gainesville, FL,, USA). Torsion angles at the junction of GSH
and sesquiterpene moieties in initial structures of the adducts were set as follows: 60° (N-C-C-S), 180°
(C-C-S-CP), 60° (C-S-CP-CX), 60° (S-CP-C*-Cearbonyl R_configuration), and —60° (S-CP-Cx-Cearbonyl,
S-configuration), where C™oY! C* and CP are the corresponding atoms of the substituted lactone
moiety. The chosen values of the initial torsion angles allowed us to avoid steric clashes between GSH
and the sesquiterpene parts of the adducts.

All reactants and products from Scheme 1 were pre-optimized by the PM6 method using a
Gaussian 16 package [59]. Subsequently, geometry optimization and frequency calculation were
performed in Gaussian 16 by the DFT method with B3LYP functional [60,61] and 6-31+G(d,p) basis
sets. The solvent (water) was accounted for using the PCM solvation model. Real energy minima with
no imaginary frequencies were attained for each reaction participant. For the optimized geometries,
high-quality single point runs were made with the M11 functional [62] and 6-311++G(2d,2p) basis sets.
Gibbs free energies were calculated from electronic energies obtained at the M11/6-311++G(2d,2p)
level of theory with zero-point corrections from the B3LYP/6-31+G(d,p) approximation. All Gaussian
16 jobs were performed on a 24-core 3 Mz server operating under the Ubuntu 16.04 system (Canonical,
Ltd., London, UK).

3.11. Molecular Docking

The molecular model of ZAP-70 was downloaded from the Protein Data Bank (20ZO entry) and
imported into the Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0 program (Molegro ApS, Aarhus, Denmark).
All water molecules were removed. In the vicinity of each cysteine residue of the SH2 module (Cys39,
Cys78, Cys96, Cys102, Cys222, Cys249, and Cys254), a spherical search space was defined which
embraced the cysteine and other nearest residues that formed the cavity of the putative binding site.
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The radius of the sphere was 7 A for Cys39 and 8 A for other cavities. All residues within the cavities
were considered flexible; a softening parameter of 0.7 was applied during flexible docking with MVD.

The structures of the compounds, prepared as described above, were imported into the MVD
program, and 30 docking runs were performed for each molecule in each of the seven potential binding
sites with the default options of MVD. The docking poses that obtained negative docking scores were
saved, and these low-energy poses were analyzed with the measurement tools of MVD.
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DMSO dimethyl sulfoxide

FBS fetal bovine serum

FPR N-formyl peptide receptor

HBSS Hanks’ balanced salt solution

ITAM Immune-receptor tyrosine-based activation motif
TCR T cell antigen receptor

ERK extracellular signal-regulated kinase
MAPK mitogen-activated protein kinases
GSH glutathione

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) inhibition has been recommended as a crucial Received 7 May 2019
strategy to enhance insulin sensitivity in various cells and this fact is supported by human genetic data. ~ Accepted 9 August 2019

PTP1B inhibitors improve the sensitivity of the insulin receptor and have the ability to cure insulin KEYWORDS
resistance-related diseases. In the latter years, targeting PTP1B inhibitors is being considered an PTP1B; natural inhibitors;
attractive target to treat T2DM and therefore libraries of PTP1B inhibitors are being suggested as synthetic inhibitor; diabetes;
potent antidiabetic drugs. selectivity

Areas covered: This review provides an overview of published patents from January 2015 to

December 2018. The review describes the effectiveness of potent PTP1B inhibitors as pharmaceutical

agents to treat type 2 diabetes.

Expert opinion: Enormous developments have been made in PTP1B drug discovery which describes

progress in natural products, synthetic heterocyclic scaffolds or heterocyclic hybrid compounds. Various

protocols are being followed to boost the pharmacological effects of PTP1B inhibitors. Moreover these

new advancements suggest that it is possible to get small-molecule PTP1B inhibitors with the required

potency and selectivity. Furthermore, future endevours via an integrated strategy of using medicinal

chemistry and structural biology will hopefully result in potent and selective PTP1B inhibitors as well as

safer and more effective orally available drugs.

1. Introduction urination, unintended weight loss, darkened skin, frequent infec-
tions, generally in the armpits and neck [2,8].

Insulin is a crucial hormone which performs multiple func-
tions to control a number of cellular activities including glucose
homeostasis, protein synthesis, gene transcription, and substrate
metabolism. In relation to nutrient metabolism, the main insulin
targets are liver, muscle, and adipose tissue to sustain glucose
homeostasis by stimulating glucose uptake in adipose skeletal
muscle followed by suppressing glucose production fromthe
liver. Current treatment remedies for type-2 diabetes are based
on exercise and dietary management in order to enhance insu-
linsecretion and to improve insulin sensitivity [6]. Presently, dif-
ferent types of oral hypoglycemic drugs are accessible for the
treatment of type-2 diabetic patients which are manily classified
as (i) sulfonylureas (ii} a-glucosidase inhibitors (i} biguanides (iv)
dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) inhibitors, (v) GLP-1 receptor
agonists (vi) amylin analogs (vii} aSGLT2 inhibitors (viii) thiazoli-
dinediones (ix) meglitinides (x} dopamine-2 agonists, and (xi) bile
acid sequestrants [2,9]. On the other hand, hypoglycemic agents
exhibited a number of limitations/side effects such as weight
gain, gastrointestinal complaints, headache, peripheral edema,
and hypotension [2,6]. Moreover, the therapies being used

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease that adversely
affected human health all over the world. Hyperglycemia (higher
plasma glucose level) is the hallmark of diabetes due to either
insulin resistance or insulin defficiency, or both [1,2]. According
to the International Diabetes Federation (IDF), 415 million (1in 11
adults aged 20-79 years) had diabetes mellitus globally in 2015
[3,4]. Moreover this prevalence of diabetes is projected to
increase to 642 million by 2040, and this will undoubtedly pose
a major challenge to the healthcare systems [3,4].

The current primarily etiology based classification of diabetes
mellitus includes mainly type-1 diabetes mellitus (T1DM), type2
diabetes mellitus (T2DM), along with gestational diabetes and
specific types of diabetes mellitus [5]. TIDM (5-10% of all dia-
betes) arises from cellular-mediated autoimmune destruction of
the insulin producing pancreatic B-cells which create insulin
deficiency. Moreover T2DM (90-95% of all diabetes) arises from
a continuous loss of insulin secretion, usually also with insulin
resistance [6,7]. Type-1 diabetes is typified by symptoms like,
polydipsia, polyuria, polyphagia, extreme tiredness, lack of
energy, weight loss. Similarly, type-2 diabetes has its own man-
ifestations such as increased thirst and hunger, fatigue, frequent
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Article highlights

e PTP1B plays an promising role in the insulin signaling pathway.

e PTP1B inhibitors have been suggested as promising antidiabetic
drugs.

e Potent PTP1B inhibitors demonstrated effects in the low nanomolar
range of ICsq values.

e Number of compounds were synthesized having heterocyclic scaf-
folds which displayed potent PTP1B inhibition.

Converted PTP1B inhibitors boost the insulin sensitivity and have
the ability to cure T2DM.

This box summarizes key points contained in the article.

currently are limited, costly and some are in fact unproductive,
due to drug resistance and therefore there is an urgent need for
new approaches for more potent drugs with different modes of
action for the management of this life-threatning disease.

2. Protein tyrosine phosphatase 1B

Tyrosine phosphorylation of proteins is one of the most important
mechanisms for controling cell growth, differentiation and regula-
tion of cell functions. It is a reversible process dominated by the
opposing effects of protein tyrosine phosphatases (PTPs; reponsi-
ble for dephosphorylation) and protein tyrosine kinases (PTKs;
responsible for phosphorylation) [6,10]. Furthermore, distorted
and defective effects of PTKs and PTPs cause abnormal tyrosine
phosphorylation processes leading to a number of diseases such
as diabetes, inflammatory disorders and cancer [6,11,12]. PTP1B
belongs to intracellular PTP, involved in the negative insulin reg-
ulation and leptin signaling system. The PTP1B actually catalyzes
the dephosphorylation of tyrosine residues (pY1162/pY1163) of
activated insulin receptor b subunit (IRb) and insulin receptor
substrate-1 (IRS-1) and thus considerably influences the duration
and amplitude of the cellular response to insulin [13]. The PTP1B
catalytic domain revealed that almost 40 percent of its sequence
resembles that of another family. On the other hand the PTP1B
catalytic domain in the eukaryotic cells retain the tyrosine phos-
phorylation levels. The gene map of PTP 1B along with PTPN1 is
mapped to the human chromosome 20 and in particular, this
chromosome is linked to T2DM [1,14]. Additionally, PTPs play
a very important role in tyrosine phosphorylation which is also
a pivotal step in the promotion and initiation of insulin action. In
addition, inhibition of PTP-LAR boosts insulin sensitivity in T2DM
patients.

Obesity (disorder in the body mass control) is one the leading
causes of pathogenesis of several important human diseases,
including diabetes mellitus (type Il.) Leptin is a peptide hormone
that has site of action in the hypothalamus, where it signals to
inhibit feeding and thus plays an important role to control body
mass. Binding of leptin to the receptors not only minimizes the
food intake but also boosts the expenditure of energy. Binding of
leptin activates Janus kinase (Jak2), that causes phosphorylation of
the receptor and the signal transducers. For signal transmision,
leptin receptor uses Jak2 to down stream molecules. PTP1B is
generally expressed in hypothalamic regions and is invloved in
the dephosphorylation of the leptin receptor-associated kinase,

Jak2. PTP1B controles leptin signaling more probably by targeting
Jak2 and thus PTP1B is considered as an imperative target to cure
leptin resistance in obese patients [15,16]. After validation of PTP1B
as an efficient therapeutic target for the managemnt of diabetes,
several efforts have been made to develop and identitify new
potent and selective inhibitors of PTP1B and has subsequently
attracted much interest from health related researchers as an
emerging therapeutic target for the management of T2DM and
related metabolic disorders [171.

3. Natural products/semisynthetic natural product
derivatives (2015-2018)

3.1. Triterpenoids

Barrigenol-triterpenoids are oleanane-type pentacyclic triter-
penes which have polyhydroxy substitutions at the C-3, C-15,
C-16, C-21, C-22, and C-28 positions. The hydroxyl groups in the
barrigenol-triterpenoids were acylated using a variety of acylat-
ing agents to afford viz., acetyl, angeloyl, and tigloy! ester analo-
gues. Moreover barrigenol-triterpenoids possess a diverse range
of biological properties viz., antidiabetic, antiobesity, anti-tumor,
antimicrobial, anti-Alzheimer’s disease, and anti-inflammatory
effects [18,19]. Three barrigenol-like triterpenoids 1-3 (Figure 1)
were isolated from Camellia crapnelliana and their structures
were elucidated by using extensive spectroscopic techniques
[20]. These compounds have oxygenated functional groups at
C-3,C-15, C-16, C-28, and a tigloyl group at C-22. Interestingly, all
three compounds 1-3 possess PTP1B inhibitory effects with 1Csq
values of 2.56, 487 and 7.40 uM, respectively. SAR studies
showed that compound 1, lacking an acetyl group at either
C-15 or C-16, demonstrated better activity with 1Cs5, values of
2.56 uM. On the other hand the acetyl group at C-16 (in triter-
pene 2: ICs5q: 4.87 uM) demonstratesa decreased activity of 1.9
times the PTP1B inhibitory effects while compound 3 (ICs4: 7.40
pM) having a C-15 acetyl group showed 2.8 times less activity
than compound 1. In another patent, various betulin analogs
4-14 were prepared comprising the 5-phenyl-isoxazole ring
system as part of the molecular structure [21]. It is noteworthy
that compounds 4-14 demonstrated inhibitory effects toward
PTP1B with 1Csq values ranging from 0.98 to 4.83 uM. Moreover
an SAR study showed that bromine (at C-3; compound 9: had an
ICso value of 1.44 + 035 pM), and florine (at C-3; compound 8:
had an 1Csq value of 1.62 + 0.30 uM) groups on the aromatic ring
possessed better effects. On the one hand compounds 11 and
14 comprising a fluorine atom at C-4 (compound 11: ICsq:
2.66 + 0.38 uM) and two fluorine atoms at C-3/C-4 (compound
14:1C54: 3.44 + 0.69 uM) of the aromatic ring were not impressive
when compared to the activity of compound 8. Interestingly,
compound 10 having a methyl at C-4 of the aromatic ring
showed significant PTP1B activity (ICsq: 0.98 £ 0.16 uM) while
compound 7 having a C-3 methyl group was seven fold less
active (ICsq: 6.77 £ 0.51 uM) than compound 10.

3.2. Iridoids

Iridoids are an important class of monoterpenes widely distrib-
uted in many medicinal plants and display a diverse range of
biological effects viz, antidiabetic, hypolipidemic, antiobesity,
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Figure 1. Structures and activities of triterpenes 1-14.

anti- inflammatory, genoprotection, antimicrobial, anti-aging,
antioxidant, and antimicrobial [22]. Genipin is a glycone of an
iridoid glycoside named geniposide reported from Gardenia jas-
minoides, a traditional Chinese medicine used to reduce symp-
toms of diabetes. Moreover some authors reported that genipin
showed in vitro and in vivo antidiabetic effects [23]. In another
patent genipin analogs 15-29 (Figure 2) were prepared and
evaluated for their PTP1B inhibitition [24]. Interestingly, com-
pounds 15-29 demonstrated significant activity with ICsq values
ranging from 0.19 to 2.67 uM. Moreover iridoid glycosides 21-28
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showed better effects with 1C5, values ranging from 0.19 to 0.40
pM. Moreover compounds having the carboxylic acid group viz,,
compounds 22-27 showed the most potent effects among the
tested iridoids with 1Csq values ranging from 0.19 to 0.32 uM. On
the other hand, iridoid 15 having a methoxy group on the
aromatic ring was less potent with 1C54: 2.67 UM while insertion
of an additional naphthalene ring at C-4 of the benzene ring of
compound 15 increases PTP1B inhibitition (compound 29: 1Cs:
2.67 uM). Compounds 22 and 24 were the most active with 1Csq
values of 0.19 and 0.20 uM, respectively.

H
o Os N R, N Ry
L X
1
Q Gp T
H H
OR, BnO o}
15: Ry = OMe, Rs = R3 =H;IC 0 2.67 yM :- o W
16: R = OMe, R, = Br, R; = C flc50 1.05 uM " T0Bn
17: R; = OMe, R = Ph, R, = H: ICo: 0.43 uM
18: R, = OMe, R, = Br, R3—CI ICso: 1.05 pM
19: Ry = Bn, Ry = Ry = H; ICs0: 0.99 uM BnO™ Y "OBn
20: R{ = Bn, Ra = B, Ry = CI ICag: 0.41 M OBn
H 21: Ry = H, R, = OPh; IC5): 0.40 uM
O N~ _Ri 22:R1=CZHR—OH ?050019uM
H Y 23: Ry = H, Ry = OCH,CO,H; ICo: 0.29 M
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OBn OR;
24: Ry = H, Ry = CHyCgHspCOLH; ICs0: 0.20 pM 29; ICg0: 0.75 1M
25: Ry = CO,H, R, = (CH,),SMe; IC5,: 0.30 pM
26: Ry = CO,H, R, = CH,CgH4pOH; ICsy: 0.28 pM
27: Ry = CO,H, R, = Bn; ICsy: 0.32 pM
28: R1 =H, R2 = CH2C5H4PCH=CH(E)SO3Et, |Cso: 0.35 ].lM

Figure 2. Structures and activities of genipin analogs 15-29.
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3.3. Phloroglucinol derivative

Phloroglucinol analogs are phenolic compounds distributed in
various natural sources and these compounds are reported to
have antidiabetic effects [25]. Phloroglucinols 30-43 were
reported from Syzygium cumini [26] and interestingly
S. cumini has been used since the mid-nineteenth century to
treat diabetes [27]. In this regard, phloroglucinols 30-43
(Figure 3) demonstrated significant PTP1B effects with 1Csq
ranging from 0.42 to 2.67 yM [26]. It is noteworthy that
compounds 30 and 34 having R, and R, = H and the C-2
side chain having 17 carbon atoms, showed better activities
with ICsq of 0.45 and 0.42 uM respectively. On the other hand
activity was decreased when R, (C-6) = R, (C-8) = Me as
demonstrated by compounds 31 and 35 which showed inhi-
bition of ICsq of 1.57 and 2.67 puM respectively.

3.4. Steroids

A fair number of steroids showed significant in vivo antidiabetic
properties [28,29]. Two steroids named dictyopterisin D (44) and
dictyopterisin E (45) (Figure 4} in a mass ratio of 3:4 were isolated
from Dictyopteris undulate and that this mixture showed in vitro
PTP1B inhibition with 1C5q = 1.88 pg/mL [30]. In another patent
lithocholic acid-3-oxime esters 46-50 were prepared having
chloro, methyl and methoxy substituted cinnamoyl moieties
[31]. Compound 46 having the cinnamic acid group showed
PTP1B inhibition with 1C5q = 2.72 pM. However the activity
increases when hydrogen at either R; and R, is replaced by
methyl (compound 47: ICsq = 1.53 pM) or a methoxy group
(compound 49: IC5, = 1.63 uM), respectively. In addition, activity
is further enhanced after insertion of a chlorine at R, (compound
48: 1C5, = 0.79 pM) or two chlorine atoms of the cinnamic acid
analog (compound 50: I1C5q = 0.93 uM). Moreover two more
steroids named swinhoeisterol A (51) and D (52) were isolated
from Theonella swinhoei, which showed PTP1B inhibition with
ICso = 7.2 and 5.3 pg/mL, respectively [32].

30: Ry = R, = H; ICs: 0.45£0.03 uM
31: Ry = Ry = Me; ICsp: 1.5740.09 pM
32: R, = Me, Ry = H;

33: R; = H, R, = Me; mixture of 32/33; ICsy: 1.25:0.07 uM

OH O

34: Ry = Ry = H; ICsp: 0.42:0.03 uM
35: Ry = Ry = Me; ICsp: 2.670.14 uM
36: Ry = Me, Ry = H;

37: Ry = H, Ry = Me; mixture of 36/37; IC5q: 3.16£0.17 pM

Figure 3. Structures of phloroglucinol analogs and their activities 30-43.

3.5. Dieterpenoids

It has been reported that the Pinaceae family ranks among the
top 20 families producing large numbers of marketed drugs
[33,34]. Noteworthy in this regard is the fact that only a few of
the species of this genus are employed in traditional Chinese
medicines (TCMs)} to burn, insomnia, treat skin diseases, scald,
tracheitis, wounds, and arthritis [33]. Interestingly the Pinus
densiflora extract has been approved by the Korean FDA for
the treatment of diabetes [35]. Abietane diterpenes 53-57
(Figure 4) were reported from P dabeshanensis and their
PTP1B activity measured in terms of 1C5, ranged from 16.1 to
1.6 pg/mL [36]. Moreover the aromatic abietane diterpenoid
56 having an hydroxyl group at C-12 was the most potent
with an 1G5y of 1.61 pg/mL while dieterpene 57 comprising
a C-15 hydroxyl group and a C-7 keto group showed activity
with ICsq of 3.42 pg/mL. On the other hand the PTP1B inhibi-
tion of aromatic abietane diterpenoid 55 lacking a C-12 or
C-15 hydroxyl group was not impressive (ICsq 16.1 pg/mL). In
another patent the same author [37] isolated abietane-
phloroglucinol  hybrid compounds 58 and 59 from
Chloranthus oldhami. These hybid compounds demonstrated
PTP1B activity with 1C5, values of 535 and 4.92 uM respec-
tively. Notably, phloroglucinol-coupled sesquiterpenes and
monoterpenes have often been reported from the Myrtaceae
family but phloroglucinol diterpene hybrid compounds are
quite rare in nature [38]. In another patent, a monocyclic
diterpene 60 was isolated from Pinus kwangtungensis which
showed PTP1B activity with an 1Cs of 3.3 pg/mL [39].

3.6. Sesquiterpenes

The Laurencia genus of red algae is famous for biosynthesizing a
diverse range of metabolites representing an astonishing chemical
diversity. These metabolites include diterpenes, C;s-acetogenins,
halogenated sesquiterpenes, and triterpenes which all showed
a diverse range of biological effects viz., antihelmintic, antifeedant,

OH O
Rq
HO SED o
Ry
38: Ry = R, = H; IC5o: 1.97£0.11 uM
39: Ry = Me, R, = H;
40: R, =H, Rz = Me; mixture of 39/40; IC5,: 0.98+0.06 pM
OH O
Ry
HO o} 7
OH
Ra

41: R1 = R2 = Me |Cs° 1.801+0.10 }J.M
42: R, =Me, R, = H;
43: R4 = H, R, = Me; mixture of 42/43; |Cs,: 1.0410.06 pM
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Figure 4. Structures and activities of compounds 44-60.

antimicrobial, antifouling and cytotoxic effects [40,41]. Laurane-
type sesquiterpenes 61-65 (Figure 5) were reported from
Laurencia okamurai and their structures were determined by
using extensive spectroscopic techniques [42]. Sesquiterpenes
61-65 possess PTP1B inhibitory effects with ICsq ranging from
4.9 to 14.9 pg/mL. Among these compounds, sesquiterpenes 64
and 65 showed activity with ICso of 4.9 and 7.0 ug/mL respectively.
On the other hand the activities of compounds 61 (ICsq: 14.9 g/
mL) and 62 (ICs5q: 13.0 pg/mL) having the hydroperoxy moiety at
C-3 of the cyclopentenyl group were not impressive. In another
patent, two sesquiterpenes named beshanzuenones C (66) and
D (67) were reported from Abies beshanzuensis and it was demon-
strated that these compounds have an uncommon [6/6/5]-fused
tricyclic ring system [43]. Interstingly, various species of the genus

58: n1 =7, n2 = 1; ICgq: 5.3510.43 yM
59: n1 =8, n2 = 2; ICsq: 4.9210.40 pM

Y
. ‘\\\

“u, WOH

60; IC50: 3.34£0.31 pg/mL

‘Y,
Y,
(4

Abies are used to treat stomachache, colds, rheumatic diseases,
indigestion, and pulmonary diseases in Korean folk medicine.
Moreover sesquiterpenes 66 and 67 possess PTP1B inhibitory
effects with 1Cs, values of 16.6 and 10.6 pg/mL respectively.

3.7. Miscellaneous

Sophora japonica L. (Fabaceae) is employed to stop bleeding
intraditional medicine. Moreover the flowers, leaves, buds,
seeds, and bark of S. japonica are employed as medical compo-
nants in Japan, China, and Korea. Furthermore, flowers and
flower buds of this plant are used to treat hematemesis, hema-
turia, hemorrhinia, metrorrhagia, uterine hemorrhage, conjuncti-
vitis, pyoderma, leukorrhea, arteriosclerosis, dizziness, and
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Figure 5. Structures and activities of compounds 61-72.

hypertension [44]. Naphthoquinone glycoside (68) was isolated
from S. japonica and demonstrated its PTP1B inhibitory effects
with 1Cso. 1.12 pM [45]. On the other hand the 1,4-benzoquinone
analog 69 having an aliphatic side chain was isolated from
Caulerpa racemosa and possessed PTP1B activity with an ICsq of
3.85 pM [46]. The stilbene analogs 70 and 71 (Figure 5) were
reported from Aglaia abbreviata [47] and Aglaia perviridis [48]
respectively. These compounds (70 and 71) possessed PTP1B
activity with ICso values of 2.44 and 2.58 ug/mL respectively. In
another patent, stilbene analog 72 demonstrated PTP1B effects
with an 1Csq of 2.23 pg/mL [49].

4. Synthetic derivatives
4.1. Nicotinic acid derivatives

Nicotinic acid (niacin) has been reported to show antidia-
betic properties and a number of clinical studies (for diabe-
testreatment) have been reported for this molecule [50].
Moreover, Niaspan, a formulation of nicotinic acid, is con-
sidered as a serious and substantial treatment for diabetic
dyslipidaemia [51]. Cai [52-62] prepared a substantial library
of the nicotinic acid analogs 73-106 (Figure 6) and tested
them for their PTP1B inhibitory effects. Notably, all the
compounds demonstrated significant activity with [Csq
values ranging from 4.5 to 25. 1 nM. Compounds 81 and
102 which showed the highest activity (ICsq: 4.5 and 4.3 nM

Br L Br
", Ly
",,,, /] "'4,
OH oH ’

64; |Cgy: 4.910.54 ng/mL

65; ICs: 7.0+0.78 pg/mL

0

71: ICsq: 2.5810.52 pg/mL

72: ICsq: 2.23+0.14 pg/mL

respectively) have methyl groups at the R, position on the
aromatic ring (compound 81) and an additional methyl
group at C-4 of the piperidine ring. Activity was decreased
however after replacement of the methyl group at the R; of
the aromatic ring by a methoxy group (compound 73: ICsq:
8.2 nM), isopropyl group (compound 75: ICso: 25.1 nM),
cyanide (compound 79: IC54: 18.6 nM), ethyl (compound 82:
ICs50: 8.7 NM), cyanide (compound 86: I1Csy: 21.5 nM). On the
other hand compounds having nitro groups (compounds 96
and 97) and amino groups (compounds 98 and 99) demon-
strated significant activities.

4.2. Tetrazole derivatives

Tetrazole scaffold chemistry has a wide range of applications
for medicinal chemistry and in the agriculture fields. These
scaffolds have been widely used in pharmaceuticals in the
form of carboxylic acid surrogates and lipophilic spacers.
Literature surveys showed that tetrazole analogs often possess
a wide range of biolgical properties viz.,, antidiabetic, antimi-
crobial, anticancer, anti-inflammatory, analgesic, antitubercu-
lar, and antihyperlipidimic effects [63]. Interestingly, there are
a number of drugs having the tetrazole group that have been
approved by the FDA for various diseases [63,64]. Moreover,
5-membered heterocycles have a long history in producing
antidiabetic compounds viz, thiazolidinedione analogs such as
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82:R, =Et, R, =Ry =R, =H; ICs: 8.7 NM 99:R; = NHy, Ry = Ry = H, Ry = Et; IC5,: 8.3 nM
83:R, =Me, Ry =R3=Ry =H: ICg: 7.4 nM 100:R,; =CN, R, = R3=H, Ry =Me; IC57: 9.2 nM
84:R, =FEt, Ry =R; =R, =H; IC5: 9.3nM 101:R; =Me, R, =R3=H, R4 =Et; I1C5: 5.2nM
85:R; = Me, Ry = Ry = Ry = H; ICs: 10.4 nM 102:R, = Me, Rz =R3=H Ry =Me; ICgs: 4.3 M
86:R; = cyclopropyl, Ry = Rg = Ry = H; IC5p: 21.5nM  103:Ry = Me, Ry = R3 = H, Ry = CH(Me),; IC5: 9.8 nM
87:R, = cyclopropyl, Ry = Rg = Ry = H; IC50: 24.1 nM  104:Ry = OMe, Ry = R3 = H, Ry = Et; ICs0: 8.3 nM
88:R; =NOy, Ry = R3 =R, =H; ICs: 7.1 1M 105:R; = OMe, Ry, = R3 =H, Ry = Me; ICsy: 7.6 NM
89:R; = Cl, Ry = Ry = R4 = H; IC5: 9.1 nM 106:R; = OMe, R, = R3 = H, Ry = CH(Me)y; ICsq: 11.5 nM

Figure 6. Structures and activities of nicotinic acid derivatives 73-106.

ciglitazone, pioglitazone, AD-5061, and AD-5075 have demon-
strated very potent in vitro and in vivo antidiabetic and related
effects. Moreover Wy-49,322 was the first hypoglycemic agent
which has the trazole ring [65].

Cai [66-72] prepared an extensive library of tetrazole ana-
logs 107-133 (Figure 7) having the piperidine and phenyl
rings by following various synthetic protocols and all com-
pounds showed PTP1B enzyme inbition with 1C5, values ran-
ging from 52 to 21.8 nM. Various groups viz, cyanide,
halogens (Cl, Br, F), methyl, ethyl, cyclopropyl, methoxy,
ethoxy, isopropy, and thiomethyl on the phenyl ring have
been inserted in order to enhanace the activity. Interestingly,
compound 133 having one methyl group at R, in the phenyl
ring and an isopropyl group at C-4 of the piperidine ring
showed better activity with 1Csq: 5.2 nM. On the other hand

compound 118 comprising a methyl group at R, of the phenyl
ring also possessed significant activity with ICse: 5.7 nM.
Additionally, cyanide (108), ethyl (119), methyl at R, (122),
methoxy (128), and amine (132) groups also enhance PTP1B
inhibition. Moreover the position of halogens on the phenyl
ring play a role in activity. For instance compound 114 (ICsq:
7.4 nM) having chlorine at R, of the phenyl ring showed better
activity that compounds having Cl at Ry (109: ICsy: 16.6 nM)
and R; (116: 1C54: 9.3 nM).

4.3. Thiazole-cyclopentadiene hybrid compounds

Thiazole is an interesting heterocycle comprising nitrogen and
sulfur, and has played a major role in medicinal chemistry. It is
also present in many natural compounds such as Thiamine

S
N
R2 /wl/ W R4
N. N
R >N
-~
O
107:R; =Ry, =Ry = Ry = H; IC5: 16.6 M 120:R; = Me, Ry =Ry = R4 =H; IC5y: 11.3 nM

108:R; = CN, R, = Ry =R, = H; IC50: 7.9 nM 121:R3 = Et, Ry = Ry, = R4 = H; IC50: 14.2 nM
109:R, = Cl, Ry =Ry = Ry = H; ICs 16.6 nM 122:Ry = Me, Ry =R3 =R, = H; 1Csp: 6.8 nM
110:R; =F, Ry =R3=R; =H; IC5: 8.1nM  123:R; = Et, Ry = R3 =Ry = H; [C5,: 10.9 nM
R T T kil s T
Ri=1LRy=R3=Ry=H; IC55:13.2 0 Ny = € My =hg=Rhg=M 105900
113Ry = F, By =Ry = Ry = H; ICep: 119 1M 126'R; = OEt, Ry = Ry = R, = H; ICag: 11.5 nM
114'R,=Cl, R =Ry =R, =H:; ICs 7.4 nM 127:R; = OCH(Me),, R, =Ry =R, =H;: ICs,° 19.1 nM
115:R, =Br, Ry=R3 =R, =H; IC5;: 85nM 128:R, = OMe, R, =R; = R, = H; IC4,: 10.6 nM
116:R;=Cl, Ry =Ry, =Ry = H; IC5: 9.3nM  129:R, = OEt, Ry = Ry = Ry = H; ICs5: 13.0 nM
117:R; =Br, Ry =R; =Ry = H; ICsy: 14.8 1M 130:R; = OMe, Ry =R, = R, = H; IC5,: 21.8 nM
18Ry = Me, Ry = Ry =Ry =H; G5 5.7 1M 131:R; = SMe, R, = R3 =R, = H; IC50: 11.3 nM
MRy =Et R;=R3 =Ry =H; 1C5:9.4nM 132:R, = NH,, R, = R; = R, = H; IC5; 10.9 nM
133:R, = Me, R, = Ry = H, Ry = CH(Me),;: IC5q: 5.2 nM

Figure 7. Structures and activities of tetrazole analogs 107-133.
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and Vitamin B1 and also in bioactive synthetic compounds.
Notably, this scaffold is present in many drugs viz., penicillin,
sulfazole (antimicrobial), ritonavir (antiretroviral), abafungin
(antifungal), and tiazofurin (anticancer) [73,74]. Notably, there
are a large number of thiazole comprising antidiabetic drugs
that have been reported with reduced side effects viz., rosigli-
tazone, DRF-2519, netoglitazone, PHT46, pioglitazone, DRF-
2189, and PMT13 [75].

Initially Cai [76-83] prepared various thiazole-cyclopentadiene
hybrid compounds to afford a good library of analogs 134-169 for
evaluation (Figure 8). All compounds 134-169 display potent
PTP1B inhibitory effects with 1Csy values ranging from 6.5 to
22.5 nM. Various substituents viz., halogens (Cl, Br, F, I), cyanide,
phenyl, methyl, ethyl, methoxy, ethoxy, thiomethyl and nitro were
introduced onto the aromatic ring in order to improve the activity
and reduce any unwanted side effects. Interestingly, compound
134 having one chlorine group at R, of the phenyl ring showed
good activity with ICsg: 6.5 nM. On the other hand activity was
decreased when Cl was replaced by F (compound 135: ICsq:
8.1 nM), Br (compound 136: 1Cso: 10.2 nM), and | (compound 137:
ICso: 14.8 nM). Moreover, the position of the halogens on the
phenyl ring plays an important role in PTP1B activity. For example,
compound 134 (ICso: 6.5 nM) having chlorine at R, of the phenyl
ring showed better activity that compounds having Cl at R, (139:
[Cs50: 9.3 NM), and Rs (141: 1Csq: 9.6 nM). Moreover, Cai [84-88] also

S
R4'
Ry
134R, = Cl, R, =R; = R, = H; ICs;: 6.5 nM
135R, =F, R, = R, = R, = H; ICs: 8.1 NM
136:R, = Br, Ry = Ry = R, = H; 1Cay: 10.2 nM
137'Ry =1, Ry =Ry = R, = H; ICsy 14.8 NM

138:R; =F, Ry, = Ry = R, = H; IC5: 11.4 nM

139:R; = Cl, R, = Ry = R4 = H; ICsp: 9.3 M
140Ry =F, Ry = Ry = Ry = H; ICay 1.7 nM
141R, = Cl, R, =Ry = R, = H: 1Cey: 9.6 1M
142R =Ry = Ry = Ry = H: ICy 17.2 1M
143:R, = CN, R{ = R3 = Ry = H; IC5o: 8.3 nM
144R; = CN_ R, =Ry =Ry =H; IC50: 9.1nM
145:R; =CN, R, = R, = R, = H: IC5y: 9.7 nM
146R = CN.R| = Ro = Ry = H. ICoq 15.2 M
147:R, = Ph, Ry = Ry = Ry = H; [Cs0: 9.1 nM
148R, = Me, Ry = Ry = Ry = H: ICay: 8.3 M
149:R; = Me, Ry =R, = Ry = H: ICog: 11.9 M
150:R; = Me, Ry = Ry = Ry = H; IC: 10.7 nM
151:R, = Me, Ry = Ry = Ry = H; [Czg: 22.5 nM
152.Ry = Et, Ry = Ry = Ry = H; ICart 14.3 NM
153:R;, = NMe,, Ry = Ry = Ry = H; ICso: 7.9 M
154'R: = OMe. Ry = Ry = R, = H; ICas 7.2 nM
155:R;, = OEt, Ry = Ry = R, = H; ICs: 10.5 M
156:R; = OMe, Ry = Ry = Ry = H; [Csg: 11.3 M
157:R; = OEt, Ry = R, = R, = H; ICsy 13.9 nM

158:R; = OMe, Ry = Ry = R, = H; [Csy: 9.4 nM
159:R, = OMe, R = Ry = Ry = H; [Czy: 15.1 nM
160:R, = SMe, Ry = Ry = R, = H; ICsy: 12.5 nM

161:R, = SEt, Ry = Ry = Ry = H; ICs: 15.8 nM
162:R; = SMe, Ry = Ry = Ry = H; ICs: 17.1 M
163:R; = SEt, Ry = Ry = Ry = H; ICq” 19.2nM

164:R; = SMe, Ry = Ry = Ry = H; ICs: 13.7 M
165:R; = SEt, R, = Ry = R4 = H; ICs: 17.6 NM

166:R, = NOy, Ry = Ry = Ry = H; [Cso: 10.6 nM
167:R; =NO3, Ry = Ry = Ry = H: ICzg: 11.7 nM
168:R; = NOy, Ry = Ry = Ry = H: ICzg: 12.2 nM
169:R, = NO3, Ry = Ry = R3 = H; IC5q: 17.5 nM

prepared a new library of various thiazole-cyclopentadiene hybrid
compounds viz,, analogs 170-195 having an additional aromatic
ring. All the compounds of this library exhibit potent PTP1B inhi-
bitory effects with 1Cso values ranging from 5.8 to 152 nM.
Interestingly, compound 170 having one florine group at R; of
the phenyl ring showed better activity with |Csq: 5.8 nM. Moreover
the positional of F on the phenyl ring plays an important role in
PTP1B activity. For example compound 170, having F at R, of the
phenyl ring showed better activity than compounds having F at R,
(174:1Cso: 7.6 nM), and R3 (176: ICsp: 11.3 nM).

4.4. Indole dimers

Heterocycles in general often play a crucial role in medicinal
chemistry, photochemistry, agrochemicals, material chemistry,
and dyes. Over 24 million organic compounds comprising the
heterocyclic scaffold in a 2010 US retail sales report showed that
80% of the drugs comprised of heterocyclic scaffolds [89]. The
indole scaffold is present in a wide range of bioactive natural
products viz,, reserpine, psilocybin, bufotenine, esrine, vinblastine,
and vincristine. Moreover, there are a number of marketed drugs
comprising the indole scaffold viz,, indomethacin (NSAID drug)
and pravadoline (analgesic and COX inhibitor) [89]. Additionally,
atevirdine (anti-HIV drug) [90], selavirdine (antiretroviral drug),
yohimbine (used to treat sexual dysfunction and decrease the

\N/

Rs

03 N
=~
MeO NAN Ra
H

Ry
170:R, = F, Ry = Ry = H; ICq: 5.8 nM
A7T1'R; = CI, R, = R, = H; ICsq: 7.1 1M
172'R; = Br. R, = Ry = H: ICap 8.2 NM
173R; = I, Ry = Ry = H: [Cap: 1.5 NM

174:R,=F, Ry =Ry = H; ICs0: 7.6 nM

175:R; = Cl, Ry = Ry = H; IC5: 9.1 nM
176:R3 = F, Ry = Ry, = H; ICs0: 11.3 M
177:R; = Cl, Ry = R, = H; ICsg: 13.7 nM

178:R; = OMe, R, = Ry = H; IC5: 8.6 nM

179:R; = OEt, Ry = Ry = H; ICs0: 7.3 1M
180:R, = OMe, Ry = Ry = H; IG5y 10.5 nM
181:R; = OEt, Ry = Ry = H; ICsy: 9.2 1M

182:R; = OMe, Ry = R, = H; IG5, 13.8 nM
183:R; = NOy, Ry = Ry = H; IC5o: 9.7 nM
184:R, = NOy, Ry = R; = H: ICq: 10.4 nM
185:R; = NOy, Ry = R, = H: IC: 12.1 nM
186:R; = NMe,, Ry = Ry = H; 1Csy: 10.9 nM
187:R, = NMey, Ry = Ry = H: [C5o: 8.7 nM
188:R; = NMe,, Ry = Ry = H: IC5y: 12.5 M
189'R; = Me, Ry =Ry = H; ICs 6.4 nM
190:R; = R, = R; = H; ICsy: 13.9 nM
191'Ry = Me, Ry = Ry = H: ICs0: 7.7 NM
192:R; = Me, Ry = R, = H; ICso 12.3nM
193:R; = Et, Ry = Ry = H; IC5: 9.1 nM
194'Ry = Et R, = Ry = H: ICey: 10.4 nM
195R; = Et. R; = Ry = H: ICog 15.2 M

Figure 8. Thiazole-cyclopentadiene hybrid compounds and their activities 134-195.



[image: image96.jpg]risks of type-2 diabetes) [91], pinodolol (antidepressant drug) [92],
glufanide (anticancer drug) [93], apaziquone (anticancer) [94], arbi-
dol (antiviral) [95], and panobinostat (anticancer) [96] all contain
a heterocyclic scaffold within their structures.

A range of indole dimers 196-215 (Table 1) were prepared as
a library for evaluation [97]. It was found that all compounds
demonstrated significant PTP1B inhibition with 1Cs, values ran-
ging from 2.06 to 9.20 uM. Various groups viz., benzyl, Boc,
bromine, methyl, methoxy, nitro, F, and Cl were introduced in
order to generate chemical diversityfor SAR studies. Interestingly,
compound 205 having a nitro group at the C-5 position of the
indole ring possessed the most potent effects with an 1Csq: of
2.06 uM. Moreover the position of the Cl group on the aromatic
ring plays an important role in the activity viz., compound 201
having 2 Cl atoms at the 3,4 positions of the additional aromatic
ring showed activity with ICsq: 452 uM while 202 having 2 Cl
atoms at the 3,5 positions of the additional aromatic ring demon-
strated much better activity with ICsq: 2.64 uM. Additionally, the
nitro group on the aromatic ring of the indole system also plays
a crucial role in the activity because the indole dimer 205 having
a 5-NO, group at Rz was the most potent (ICso: 2.06 uM) while
activity was decreased when the nitro group was replaced by
either a methoxy (dimer 204: |Csy: 4.06 uM) or Br group (dimer
203: ICsq: 7.00 pM).

4.5. Miscellaneous

Perimidine derivatives 216-234 (Figure 9) were prepared and
interestingly all showed PTP1B activity with ICs, values

Table 1. Structures and PTP1B activity of indole dimers 196-215.
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ranging from 0.04 to 5.73 pg/mL [98]. SAR studies showed
that compound 216, comprising an amino-propanoic acid was
the most potent toward PTP1B (ICsq: 0.04 pg/mL). However
activity was decreased by either an increase in the number of
CH; groups (217: 1Cso: 2.15 pg/mL; 218: 1Csq: 3.15 pg/mL) or
decreased (219: 1Cso: 2.59 pg/mL) by differences in the side
chain. In another patent, oxadiazole analogs 235-238 were
prepared and their PTP1B activity was determined with 1Csq
values ranging from 3.8 to 7.9 uM [99]. On the other hand, the
same authors prepared a small library of bromophenol-
oxazole molecules 239-244 and evaluated their |C5¢ values
to be in the range of 0.19 to 7.68 uM [100]. Notably, com-
pound 244 comprising two Br and a p-methoxybenzyl group
demonstrated the highest PTP1B inhibitory effects with ICsy: of
0.19 pM. Furthermore pyridopyrimidinone analogs 245-249
were prepared which demonstrated good PTP1B effects with
ICso values ranging from 5.9 to 12.7 uM [101]. In another
patent [102] a small library of chalcones 250-256 and
assessed their PTP1B activity 1Csq to be in the range of 2.5 to
6.2 pM.

5. Expert opinion

The excellent research on PTPs inhibitors that has been done
during the past three decades cannot be underestimated.
However and as yet, an insufficient number of potential remidies
have reached clinical trials. Potent and selective PTP1B inhibitors
have proved difficult to find and very few potent PTP1B inhibi-
tors have been reported where it was found that their selectivity

\
Ri~N
HN - Ar
[ %
Ry CO,Et
= 'Tl o
Ry
C.No R4 R, Rs R, Ar 1Cso (UM)
196 Bn Boc H H Ph 3.61
197 Bn Boc H H p-BrPh 4.23
198 Bn Boc H H p-CIPh 4.27
199 Bn Boc H H p-MePh 6.56
200 Bn Boc H H p-FPh 4.19
201 Bn Boc H H 3,4-Cl,MePh 4.52
202 Bn Boc H H 3,5-Cl,MePh 2.64
203 Bn Boc 5-Br H p-BrPh 7.00
204 Bn Boc 5-OMe H p-BrPh 4.06
205 Bn Boc 5-NO, H p-BrPh 2.06
206 Bn Boc 6-Br H p-BrPh 5.82
207 Bn Boc 7-Me H p-BrPh 3.08
208 Bn Boc H 5-F p-BrPh 3.75
209 Bn Boc H 5-Me p-BrPh 2.95
210 Bn Boc H 6-F p-BrPh 5.64
211 Bn Boc H 6-Cl p-BrPh 4.52
212 Bn Bn H H p-BrPh 6.07
213 Bn Bn 6-Br H p-BrPh 4.74
214 Bn Bn 5-Br H Ph 8.64
215 Me Boc H H p-BrPh 9.20
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R = NH(CH,),CO,H, X = CH; ICs: 0.04+0.006 pg/mL
R = NH(CH,),CO3H, X = CH: ICso: 2.15+0.21 pg/mL
R = NH(CH,)sCOZH, X = CH; ICsq: 3.15+0.11 pg/mL
R = NHCOCH,CO,H, X = CH; ICs: 2.24+0.15 pg/mL

216:
217:
218:
219:
220:
221:
222:
223:
224:
225:
226:
227:
228:
229:

R =OH, X = CH; IC5q: 2.42£0.31 pg/mL

R = NHCOCO,Et, X = CH; ICs: 0.46+0.02 pg/mL
R = OH, X = N; ICs: 3.15+0.20 pg/mL

R = NHCH,CO,H, X = N; ICso: 0.2+0.0 pg/mL

R = NH(CH,),CO,H, X = N; ICs0: 0.69:0.06 pg/mL
R = NH(CH,)3CO5H, X = N; ICsq: 5.73+0.53 pg/mL
R = NH(CH,),CO,H, X = N; ICxp: 1.39:+0.05 pg/mL
R = NH(CHy)sCO3H, X = N; ICsg: 0.2+0.0 pg/mL

OZCHZCO

H
HO

234: |C5y: 4.06£0.72 p.g/mL

R
Ri R, 3
HO 0
S
N
HO

239: R,
240: R,
241: R,
242: R,
243: R,
244: R,

HO 235:R;=
236: R, =
237:R; =

= Rz = H, R3 = Br, |Cso: 7.68 p,M

=Rj = B, Ry = OPh; ICsg: 1.99 uM

=Br, Ry = H, Ry = SCgH4-4CI; ICsp: 3.34 uM
=R, = H, R = OCgH,-3CH(Me)y; ICsy: 3.09 uM
=Br, Ry = H, Rg = 5CgH,-20Me; ICsy: 2.56 uM
=R, = Br, Ry = OCgH;~4OMe; [Cso: 0.19 pM

R, O O

245: Ry = Ry = H, R; = 2-pyridinyl; ICs: 5.9 uM
246: R1 = CF3, R2 = H, Ry = 3-piperidinyl; IC5q: 8.4 uM

R = NHCO(CH,),CO,H, X = CH:; ICsy: 2.59+0.44 pg/mL
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SN
S~ CL,

g1l

230: R = CO,H; ICsp: 04101
231: R = NH(CH,),CO,H; |050 2 1:02 pg/mL
232: R = NH(CH,)sCOH:; [Cxp: 2.5+0.4 pg/mL

R = piperidine-4-carboxylic acid, X = CH; ICsq: 2.47£0.24 ng/mL

O
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o

233: ICsy: 1.88+0.08 pg/mL

Me, Ry = H; ICsq: 4.7 pM &)
H R2 =i OEt |Cso 7. 9 },I.M HO
Me Ry =H; |Cso 4.7 uyM

HO 238; ICg0: 3.8 pM

] OH

h;:U
W
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(0]
250: R =H, Ry = OEt; IC54: 5.5 uM
251: R1 = H Rz aIIyI |Cso 58 }LM
252: Ry =H, Ry = prenyl; ICsp: 6.2 uM
253: Ry = H, R, = piperidinyl; ICsg: 2.0 uM
254: Ry = H, R, = 3,5-dimethylpyrazolyl; ICsy: 5.6 pM
255: Ry =H, Rz = morpholinyl; ICsq: 2.5 uM
256: R, = di aIIyIamlne Rz H; ICs0: 5.3 pM

247: Ry = CF3, Ry = H, Ry = 2-methoxythiazolyl; ICsy: 12.7 uM
248: R =CF3, R, = H, Rj = 1-(azetidin-1-yl)ethanone; ICsq: 7.3 pM
249: R4 = Me, R, = CH(Me),, R3 = N,N-dimethylpyrimidin-5-aminyl; I1C5y: 6.8 pM

Figure 9. Libraries and activities of compounds 216-256.

is mostly low. Natural products viz., ertiprotafib [103] and the
benzothiophene biphenyl analog [104] have been entered into
clinical trials but failed the Phase Il clinical trial due to their
insufficient efficacy and adverse side effects. The difficulties asso-
ciated with PTP1B drug discovery is due to their poor selectivity
and bioavailability which are among the major problems which
these inhibitors are facing [2]. Additionally PTPs or PTP1B inhibi-
tors which are greatly charged and larger in size were established
in order to capture a large number of positively charged catalytic
site residues [1,17]. One strategy would be to investigate the

combination of multiple approaches viz, to target both the
active and allosteric sites and to develop a less anionic or neutral
molecule. Moreover, secondary binding pockets as well as per-
ipheral binding sites, might be employed in order to establish
potent and selective PTP1B inhibitors with lesser side effects.
Furthermore, non-selective PTPs inhibition may have unwanted
adverse effects and consequently drug-like molecules are
needed which can selectively inhibit PTP1B.

Plants play a pivotal role in antidiabetic drug discovery and
there are a number of natural products (NPs) which have been
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been prepared in the past four decades which demonstrated
significant anti-PTP1B activity. However very few semi-synthetic
natural product analogs have been prepared for PTP1B inhibitory
effects using natural products as the primary scaffolds in the
period of this review. On the other hand computational studies
demonstrated that NPs engage larger areas of chemical space in
contrast to synthetic molecules. Additionally, NPs typically have
higher numbers of stereogenic centers, a more diverse range of
heteroatoms, and diversity of rings. Furthermore a PTP1B-active
NPs inspired synthetic strategy can lead to the advancement in
not only potency but also in selectivity, toxicity, bioavailability,
and lipophilicity. This demonstrates that by mimicking the NPs
distribution of various properties, one can enhance the chemical
complexity of lead compound libraries and this may enhance the
potency of synthesized compounds. Additionally, inclusion of
a rational design that takes into account the physicochemical
parameters will also improve the potential of PTP1B drug
discovery.

A large number of synthetic heterocyclic compounds
(section 4.1-4.5) have been prepared in the past four years
which demonstrated very potent inhibitory effects in the
nanomolar concentration range. Therefore its is strongly
suggested that furture research should focus on the pre-
paration of heterocyclic or hybrid heterocyclic PTP1B inhibi-
tors based on computer-assisted docking protocols since
this may enhance bioactivity, physicochemical properties
and diminish unwanted side effects. Furthermore, its has
been reported that difluoromethylene phosphate pharmaco-
phores have proven to be crucial for enhancement of PTP1B
activity because fluorinated analogs are more acidic and
could have stronger charge—charge interactions. Moreover
the increased binding affinity of the fluorinated analogs has
been imputed to specific interactions between fluorines and
active site residues [105]. Therefore, difluoromethylene phos-
phate comprising especially fluoro or trifluoro analogs need
to be prepared since it is believed that these derivatives will
not only increase PTP1B activity but will also enhance their
lipophilicity.

Notably, the idea of combination therapy is extraordinarily
demanding because this therapy will be needed to maintain
glycemic control [106]. Therefore, it is the suggestion of the
current authors that PTP1B inhibitors could be employed in
combination with current diabetes treatments because this strat-
egy may have synergistic responses and be more productive
than either treatment alone [10]. There are numerous com-
pounds reported which showed potent in vitro PTP1B inhibition.
However, achieving selectivity and cell permeability is a major
ongoing challenge. Furthermore in order to achieve selectivity in
PTP1B inhibitors, one strategy would be to explore the secondary
site pocket. Additionally, scientists should design PTP1B inhibi-
tors that explore three sites: the active site, the secondary site
and the b5-b6 loop and then combining these three sites could
lead to developing strategies for the synthesis of active mole-
cules with several-fold increases in selectivity.

The integrated strategy of using medicinal chemistry, struc-
tural biology, and robust assay approaches will allow the pre-
paration of very potent and selective PTP1B inhibitors.
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Furthermore the significance of engineering appropriate phy-
sico-chemical properties in the synthetic targetsshould be high-
lighted in PTP1B inhibitor design because developing PTP1B
inhibitors with suitable physico-chemical properties will allow
the design of clinical PTP1B inhibitors. The PTP1B drug discovery
process is not easy and this challenging area has led to a number
of academic research laboratories and pharmaceutical organiza-
tions concentrating on the establishment of potential and selec-
tive PTP1B inhibitors as is evident from the number of patents
published over the past four years. Focusing on such PTP1B
research would prove to be a milestone for the treatment of
diabetes.
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DESIGNING OF PRIMERS FOR SEARCHING mRNA ENCODING BIOSYNTHESIS
ENZYMES IN ARTEMISIA GLABELLA KAR.ET KIR.

Zh.S. Shaikenova'- Researcher, O.V. Chervyakova’- Leading Researcher,
S.N. Mantler- Researche'r, S.M.Adekenov'- Doctor of Chemical Sciences, Professor

'JCS «International research and production holding « Phytochemistry», Kazakhstan,
Karaganda, infolwphyto.kz
’RGE on the basis of economic control rights «Research Institute for Biological Safety
Problemsy of the Committee of Science of the MES of the RK, Kazakhstan, settlement
Gvardeiskiy, ribsp@biosafety.kz

Ha ocHOBaHMM aMHUHOKHCIIOTHBIX M HYKJIEOTHIHBIX MOCJIEAOBATENIbHOCTEH (PepMEeHTOB
repMakpeH A CHHTa3bl, IeépMakpeH A OKCHIa3bl U KOCTYHOJMJ CHHTa3bl AJisl BUIOB CeMeicTBa
Cnoxuonpernbie (Asteraceae), mpencraBieHHbIXx B 0Oaze nmanHbix The National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine (GenBank), ckoHCTpyHpoBaHbI
npafiMepbl [UIABBISIBICHUS U OMNpeldeNieHHs HYKJICOTUAHBbIX mnocienosatensHocteli MPHK,
KOAUpyromux (pepMeHTbl OMOCHHTE3a CECKBHTEPIICHOBLIX JakTOHOBArtemisia glabella Kar. et
Kir.

Based on the amino-acid and nucleotide sequences of germacren A synthase, germacren A
oxidase and costunolide synthase enzymes for species of the Asteraceae tfamily presented in the
database of The National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine (GenBank), primers were designed to identify and determine the nucleotide sequences
of mRNAs encoding the biosynthesis enzymes of sesquiterpene lactones Artemisia glabella Kar.
et Kir.

The study of the biosynthesis of secondary metabolites by methods of molecular biology
is one of the modern directions of research in this field of science.

The report discusses the search results for the amino-acid and nucleotide sequences of
germacren A synthase (GAS), germacren A oxidase (GAO) and costunolide synthase (COS)
enzymes for all members of the Asteraceae family presented in the database of The National
Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine (GenBank). The search
was carried out to design primers that will be used to identify and determine the nucleotide
sequences of mRNAs encoding the biosynthesis enzymes of sesquiterpene lactones Artemisia
glabella Kar. et Kir.

Amino-acid sequences for these enzymes in GenBank are presented in the following plant
species:

- for GAS in 16 species: Artemisia absinthium L., A. annua L., Achilleamillefolium L.,
Barnadesiaspinosa L., Chamaemelumnobile (L.) All.,Cichoriumendivia L., C.intubus L., Crep-
idiastrumsonchifolium (Maxim.) Pak & Kawano, Cynaracardunculus L. var. scolymus, Helian-
thus annuus L., Ixerisdentata (Thunb.)Nakai var. albiflora, Lactuca sativa L., genus Matricaria,
Tanacetumcinerariifolium Sch. Bip., T parthenium (L)) Sch. Bip., Taraxacumoffici-
naleWigg. Xantiumstumarium L. In this case, two forms of GAS are distinguished, short - about
560 a k., and long - about 580 a.k. (Table 1);

- for GAO in 11 plant species:A. annua L., B. spinosa L., C. endivia L., C. intubus L.,
C. cardunculus L. var. altilis, C. cardunculus L. var. scolymus, H. annuus L., L.sativa L., Saus-
sureacostus (Falc.) Lipschitz, T cinerariifolium Sch. Bip.. The average amino-acid sequence
length is 488 a k. (Table 2);

- for COS in 8 plant species: A. annua L., C. endivia L., C. intubus L., C. cardunculus L.
var. altilis, C. cardunculus L. var. scolymus, H. annuus L., L. sativa L., 1. parthenium (L.) Sch.
Bip.. The average amino-acid sequence length is 494 a k. (Table 1).
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Multiple alignment of amino-acid sequences was performed using the Vector NTI 10.0.1
software. For each of the enzymes, conservative sites of peptides were selected for primers design
and the expected PCR-products for primers pairs were determined:

- four sections were selected for different types of GAS, the expected PCR-product for the
primer pairs F1 /Fla/F2 +R1/R2 -216 bp, for F3 + R1/R2 - 885 bp, for F3 + R3 - 737 bp;

- three sections were selected for GAO, the expected PCR-product for the primer pairs F1
/F2 +R1/R2 -405 bp, for F1 /F2+ R3 /R4 - 469 bp;

- five sections were selected for COS, the sizes of PCR-products vary from 300 to 1200
bp.

Table 1 - Sequences of primers for the detection of cDNA encoding GAS, GAO and COS
enzymes

Title The primer nucleotide sequence Target peptide
(]
=
Ef
=
i
GAS | GAS-F1 TGGAGCTACGACAAAAAGAAGAACTG LQLQQKEEL
GAS-Fla | TGGAGCTACGACAAAAAGAAGAAYT
GAS-F2 TGGAGCTACGACAAAAAGAAGAA
GAS-F3 CTGGCCAACTTTCCTCCTTCAGTATGG LANFPPSVW
GAS-R1 ATAAGCATCATATGTGTCATCTA LDDTYDAY
GAS-R2 ATAAGCATCATATGTGTCATC
GAS-R3 AAACCTCATGTCCTTCCACC WWKDMRF
GAO | GAO-F1 GCCAGAAAGTATGGATCTTTAATGCA KYGSLM

GAO-F2 ARYAYGGAYCWYTVATGCA

GAO-R1 CTGGTCCTTGACTCCTTTTCC GKGVKDQ

GAO-R2 CTGRTCYYTGMHYYYYTTHCC

GAO-R3 GAAAGATATCTGCCACATCAAAGCC GFDVADIF
GAO-R4 GAAARATATCHGCCACATCRAANCC

COS | COS-F1 GGGCCGCCAAAACTACCCATAATCGGAAAC GPPKLPIIGN

COS-F2 CTGAAATTAATAGTAAAAGAAACTCTGAGG LKLIVKETLR

COS-F3 GAAACTTAGCCAAGAAATATGGCCCCATCATG | RNLAKKYGPI

M

COS-R1 ACAAATTCTCCGGCCGGCACCGAACGG PFGAGRRICP
G

COS-R2 CTCCAAGGTGCAAATCTTCTTCATCTGCCTCCA | WRQMKKICT
LE

Thus, based on the conducted search, 12 primers (both degenerative and specific) were
designed to identify cDNAs of the GAS, GAO, and COS enzymes involved in the biosynthesis of
costunolide, one of the intermediates of the arglabin biosynthetic pathway in Artemisia glabel-
laKar. etKir..
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Introduction
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platform for the exchange of the latest advances in natural products research, is a
regular (biennial) professional symposium for researchers globally engaged in
chemistry of natural compounds. “XIII International Symposium on the Chemistry of
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from wvarious countries and regions including Uzbekistan, Turkey, Tajikistan,
Kazakhstan, Cyprus and China have been invited to participate in this symposium. With
the aim to strengthen the cooperation between China and countries involved in “the Belt
and Road”, it will play a positive role in further promotion of resource sharing,
complementarity, mutual benefits and common development, as well as in promoting

the modernization of medicinal plant resources in China and even Central Asia.
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ORIGINAL DRUGS BASED ON NATURAL SESQUITERPENE
LACTONES.
PROSPECTS FOR DEVELOPMENT, TECHNOLOGY AND
APPLICATION

S. M. Adekenov

JSC «International research and production holding «Phytochemistry»
Republic of Kazakhstan, Karaganda, 100009, e-mail: info@phyto.kz

A promising direction in the development of original drugs is the creation of new
drugs based on natural sesquiterpene lactones, the number of which currently exceeds
8,000 compounds. Most of them have a wide pharmacological activity due to the
presence of alkylating functional fragments in the structure of molecules (a-methylene-
y-lactone cycle, epoxide ring, peroxide group). On the basis of a number of natural
sesquiterpene lactones, original drugs have been developed, among of which are
tauremisin (tonify CNS and cardiotonic), mixture of alantolactone (1) and
isoalantolactone (2) (antiulcer), artemisinin (3) (antimalarial), thapsigargin (4)
(cytotoxin and anti-inflammatory), arglabin (5) (antitumor and immunomodulating),
parthenolide (for migraine prophylaxis), leucomisine (hypolipidemic and anti-
atherosclerotic), cynaropicrin (antiparasitic), vernolepin (antitumor and antimicrobial).

(1)

The report discusses the performance potentials for chemical modification and
transformation of sesquiterpene lactone molecules: obtaining a water-soluble form or
forms with improved physicochemical properties, the introduction of additional
functional groups that increase the number of pharmacophore centers and increase the
biological activity of the compound; the use of nanotechnology to provide targeted drug
transport of drugs molecules in the body.

The state of the technology for the production of drugs based on alantolactones,
thapsigargin, artemisinin, arglabin, parthenolide was examined, the basis of which was
the extraction of plant materials with various solvents, followed by purification of the
amount of extractive substances by chromatography and crystallization methods.
Particular attention was paid to environmentally friendly extraction technologies using
“green” solvents (supercritical carbon dioxide and water), which are becoming
increasingly popular among industrial methods for the extraction of biologically active
substances, as well as the technology for the separation and purification of plant extracts
by centrifugal partition chromatography.
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NEW ﬂ- CYTISINYL DERIVATIVE OF GROSSHEIMIN
S. M. Adekenov, A. B. Khassenova, A. S. Kishkentayeva

JSC «International research and production holding «Phytochemistry»
Republic of Kazakhstan, Karaganda, e-mail: info@phyto.kz

The introduction of a nitrogen atom into the molecule of sesquiterpene lactones is
most often carried out by amination according to the Michael reaction. In terms of
obtaining a nitrogen-containing derivative based on sesquiterpene lactone of
grossheimin (1) isolated from Chartolepis intermedia Boiss., an amination reaction was
carried out using the natural alkaloid cytisine as a reagent. Moreover, on the basis of
two natural metabolites with quantitative yield, a new hybrid compound (2) was
obtained with an empirical formula CzsH3205N2 melting point 224-226 °C (ethanol),
[a]®*p — 25 © (¢ 0.16, CHCI5), interesting for developing the substance of a new drug.

0. wlllOH

Figure 1 The spatial structure of the molecule (2)

Thus, during the amination reaction of grossheimin (1), 3-oxo-8a-hydroxy-
1,5,7,110,4,6,8(H)- guai-10(14)-en-13-cytisinyl-6,12-olide (2) was synthesized. The
molecular structure of the synthesized compound (2) was determined on the basis of
spectral data (IR, UV, 'H, 3C NMR, 2D NMR: 'H-'H COSY, NOESY, C-'H COSY,
and COLOC) and X-ray.
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DYNAMICS OF THE ACCUMULATION OF SESQUITERPENE
LACTONS ARGLABIN AND ARGOLIDE IN Artemisia glabella

S. N. Mantler, M. M. Zhakanov, Zh. S. Shaikenova, S. M. Adekenov

JSC «International research and production holding «Phytochemistry»
Republic of Kazakhstan, Karaganda, e-mail: info@phyto.kz

The determination of the periods of quantitative accumulation of biologically active
compounds in a plant is an important step in the study of the biosynthesis of secondary
metabolites of methods molecular genetics, for example, in the search, isolation, and
sequencing of genes encoding the enzymes of the biosynthetic pathway of one or
another compound.

The report discusses the results of studying the dynamics of accumulation of
sesquiterpene lactones arglabin (1) and argolide (2) in individual bodies of the aerial
part of Artemisia glabella Kar. et Kir. (Asteraceae) according to the main phases of the
plant vegetative season: start of growing (SG), end of growing (EG), budding (B),
flowering (F), fruit-bearing (FB). The diagram shows the obtained data on the content
of arglabin in % on air-dry materials and the yield of COz-extract in % on air-dry
materials respectively.
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6 I | 357
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Raw materials for analysis were collected in accordance with plants phenospectrum,
separated into separate organs - stems, leaves, and buds/inflorescences/fruit (depending
on the vegetation phase), dried by the air-shadow method. Secondary metabolites were
extracted from raw materials on the supercritical fluid extraction unit SFEU-5/2. The
process was carried out with the following parameters: pressure 16 MPa, temperature 60
9C, duration 180 min, loading 100 g of raw materials. Quantitative analysis of CO;
extracts components was carried out by the reverse phase HPLC method with a UV-
detector (Hewlett Packard Agilent 1100 Series, isocratic mode, sorbing agent - Zorbax
SB-C18, mobile phase - mixture of acetonitrile: water (1:1) 0.5 mL/min, detection at
204 nm, analysis time - 40 minutes).

In the course of studies, it was found that the organ with a quantitative content of
arglabin was Artemisia glabella Kar. et Kir. buds, the optimal period for collecting raw
materials and/or searching for promising genes encoding arglabin biosynthesis enzymes
was the budding phase.
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