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ТҮЙІНДЕМЕ
Есеп беру 83 бет, 9 кесте, 13 сурет, 73 әдеби көздер, 7 қосымшадан тұрады.

ПИПЕРИДИН, КҮРДЕЛІ ЭФИРЛЕР, ФТОРБЕНЗОАТТАР, АДАМАНТАНКАРБОН ҚЫШҚЫЛЫ, НАФТИЛОКСИПРОПАРГИЛ-ПИПЕРИДИНДЕР, ДӘРІЛІК ЗАТТАР, АНТИМИКРОБТЫ БЕЛСЕНДІЛІК, СИНЕРГИЗМ, УЫТТЫЛЫҚ, ВИРУСҚА ҚАРСЫ БЕЛСЕНДІЛІК
Зерттеу объектілері: С және N-орынбасқан пиперидин туындылары тобына қатысты потенциалды инфекцияға қарсы белсенді AIP шифрлы препараттар.

Жұмыстың мақсаты: потенциалды инфекцияға қарсы белсенді және/немесе дәріге сезімталдылық реверсиясын тудыруға қабілетті жаңа органикалық құрылымдарды алудың синтетикалық жолдарын анықтау, осы белсенділіктерді анықтауда бағытты молекулалық дизайн әдісімен құрылымдық фрагменттер мен олардың комбинациясын табу.
 Зерттеу әдістері: органикалық химияның классикалық әдістері, ИҚ, ЯМР  спектрометрия, жұқа қабатты хроматография,  MDCK жасушалар желісі бойынша in vitro уыттылығын, жасуша дақылындағы вирусқа қарсы белсенділікті анықтау.
Зерттеудің нәтижелері және олардың жаңалығы: бірқатар көпфункционалды ауыстырылған пиперидиндердің инфекцияға қарсы белсенділігі бар перспективалы фармацевтикалық субстанциялар (лигандалар) анықталды. Зерттеудің жаңалығы азациклдік қатардың жаңа туындыларының молекулалық дизайнының ғылыми негіздерін жасау болып табылады.
Нәтижелерді қолдану салалары. Нәзік органикалық синтез. Медициналық химия. Медицина.
Енгізуге ұсыныстар немесе ғылыми зерттеу жұмыстарының мәліметтерін енгізудің нәтижелері. Потенциалды дәрілік заттар ретінде пиперидиннің жаңа полифункционалды туындылары.
Зерттеу объектісінің дамуы туралы болжамды пайымдаулар. AIP шифрларының қосылыстарын тереңдетілген клиникаға дейінгі зерттеуге ұсынылады.
РЕФЕРАТ

Отчет 83 с., 9 табл., 13 рис., 73 источн., 7 прил.

ПИПЕРИДИН, СЛОЖНЫЕ ЭФИРЫ, ФТОРБЕНЗОАТЫ, АДАМАНТАНКАРБОНОВАЯ КИСЛОТА, НАФТИЛОКСИПРОПАРГИЛ-ПИПЕРИДИНЫ, ЛЕКАРСТВЕННОЕ СРЕДСТВО, АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ, СИНЕРГИЗМ, ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ, ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ

Объекты исследования: препараты под шифрами AIP, относящиеся классу C- и N-замещенных производных пиперидинов с потенциальной  противоинфекционной активностью.

Цель работы заключается в создании синтетических путей получения новых органических структур с потенциальной противоинфекционной активностью и/или способностью вызывать реверсию лекарственной чувствительности, выявлении структурных фрагментов и их комбинаций в проявлении той или иной биоактивности методом направленного молекулярного дизайна. 

Методы исследования: методы классической органической химии, ИК, ЯМР спектрометрия, тонкослойная хроматография, определение цитотоксичности in vitro на клеточной линии MDCK, противовирусной активности на культуре клеток.

Результаты работы и их новизна: Выявлены перспективные фармацевтические субстанции (лиганды) с противоинфекционной активностью  ряда полифункциональных замещенных пиперидинов. Новизна исследований заключается в разработке научных основ молекулярного дизайна  новых производных азациклического ряда.

Области применения результатов. Тонкий органический синтез. Медицинская химия. Медицина.

Рекомендации по внедрению или итоги внедрения НИР. Новые полифункциональные производные пиперидина как потенциальные лекарственные средства.

Прогнозные предположения о развитии объекта исследования. Соединения под шифрами AIP рекомендованы для углубленного доклинического исследования. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями:

	ДМСО
	– диметилсульфоксид

	ИК
	– инфракрасный спектр

	ИВ
	– исследуемое вещество

	мг
	– миллиграмм 

	мл
	– миллилитр

	мкг
	– микрограмм 

	мин
	- минут

	м.д.
	– миллионные доли

	ПК 
	– положительный контроль

	т.пл.
	– температура плавления

	ТСХ
	– тонкослойная хроматография

	ТЦД50
	– доза вируса, инфекционная для 50 % клеток (тканевая   цитопатическая доза)

	ЦТК50 
	– цитотоксическая концентрация, при которой гибнет 50 % клеток

	ЭДТА
	– этилендиаминтетрауксусная кислота

	ЯМР
	- ядерный магнитный резонанс

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

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

	DМЕМ 
	– минимальная среда игла, модифицированная Дюльбекко

	in vitro 
	– опыт вне живого организма (на стекле)

	MDCK 
	– madin darbin canin kidney (клетки почек собаки)

	Rf
	– коэффициент распределения в хроматографии
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	– среднее квадратичное отклонение

	β-ЦД
	– β- циклодекстрин


ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследований
В течение нескольких последних десятилетий наблюдается интенсивный рост научных исследований, направленных на разработку новых и совершенствование многих существующих лекарственных средств. Исследователи всегда стремились создать «идеальное лекарство» и даже сформулировали требования, которым таковое должно отвечать: эффективность, безопасность, минимум побочных эффектов, селективность и достаточная длительность воздействия. Любое лекарственное средство затрагивает как патологические, так и нормальные биохимические процессы. При этом следует отдавать отчет в том, что процессы создания, изучения, производства и широкого применения лекарств должны быть достаточно связаны, специалисты в каждой из этих областей должны в достаточной степени понимать друг друга. [1-4].

Рынок лекарственных средств Республики Казахстан на 90 % представлен импортными препаратами. Малые и средние фирмы, имеющие небольшую капитализацию, обладают недостаточным потенциалом для технического перевооружения и внедрения современных высокотехнологических процессов.

Вместе с тем, одной из важнейших задач современной фармацевтической науки является создание новых лекарственных субстанций и препаратов для обеспечения национальной безопасности. Успехи лекарственной терапии связаны не только с созданием современных оригинальных и безопасных лекарственных средств, но и с разработкой и совершенствованием оптимального состава и технологии уже применяемых в фармацевтической индустрии лекарственных субстанций, обладающих широким спектром действия, не вызывающих возникновение устойчивых микроорганизмов [5-8].

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

Новые производные пиперидина имеют несомненную перспективу для решения актуальной задачи современной медицины – поиска новых средств, обладающих противоинфекционной активностью. 

Целью этапа является выявление перспективных фармацевтических субстанций (лигандов) с противоинфекционной активностью  ряда полифункциональных замещенных пиперидинов.

Объекты исследования: препараты под шифрами AIP, относящиеся классу C- и N-замещенных производных пиперидинов с потенциальной  противоинфекционной активностью.

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

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

Название этапа работ на  2020 г.: Выявление перспективных фармацевтических субстанций (лигандов) с противоинфекционной активностью  ряда полифункциональных замещенных пиперидинов.

Название этапа работ на  2018 г.: Разработка основ научно-информационного обеспечения проекта «Разработка оригинальных отечественных инновационных фармацевтических субстанций (лигандов), обладающих противоинфекционной активностью», синтез потенциальных  противоинфекционных препаратов (промежуточный отчет за 2018г инвентарный номер: 0218РК00720).

Название этапа работ на  2019 г.: Разработка основ направленного молекулярного дизайна фармацевтических субстанций (лигандов)  с противоинфекционной активностью и/или способностью вызывать реверсию лекарственной чувствительности замещенных производных пиперидина (промежуточный отчет за 2019г инвентарный номер: 0219РК01115).

ПРИЛОЖЕНИЕ А Выписка из Протокола №10
ПРИЛОЖЕНИЕ Б Календарный план
ПРИЛОЖЕНИЕ В Список публикаций в рамках проекта
ПРИЛОЖЕНИЕ Г Патенты РК
ПРИЛОЖЕНИЕ Д Экспериментальная часть

ПРИЛОЖЕНИЕ Е Акт биологических испытаний

ПРИЛОЖЕНИЕ Ж Технология получения субстанции AIP-1 (F-7)
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Обзор литературы
Грипп занимает особое место в инфекционной патологии человека, не имея себе равных по распространенности и частоте заболеваний. Из известных в настоящее время родов вирусов гриппа А, В и С наибольшее эпидемическое значение имеют вирусы рода А, так как они в основном являются причиной крупных эпидемий и пандемий гриппа [9-14]. По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ, 2018), в мире гриппом ежегодно заболевает 20-30 % детей и 5-10 % взрослых, 3-5 млн. тяжелых случаев и умирает от гриппа от 250 до 500 тыс. человек [15].
В Казахстане ежегодно регистрируется от 600 тыс. до 1,0 млн. случаев острых респираторных заболеваний. В эпидсезон гриппом заболевает от 3,5 до 10 % населения [16].

Грипп является причиной высокой заболеваемости и смертности с вовлечением всех возрастных и социальных групп населения. Грипп провоцирует тяжелые осложнения, такие как пневмония, бронхиты, осложнения со стороны нервной и сердечнососудистой систем, а также вызывает обострение хронических заболеваний. В период эпидемий грипп становится причиной роста случаев выкидышей, преждевременных родов, мертворождений и врожденных пороков развития плода [17-25].

Актуальность проблемы борьбы с гриппом заключается и в том, что вирусы гриппа А обладают уникальной особенностью к изменению антигенной структуры. Состояние «антигенного дрейфа» характеризуется небольшими изменениями структуры поверхностных белков (гемагглютинина и нейраминидазы) вируса в результате накопления точечных мутаций. Подобные штаммы вируса вызывают ежегодные эпидемии гриппа. «Антигенный шифт» наблюдается реже и возникает в результате замены целого сегмента гена. При этом появляются штаммы вируса с новым антигенным подтипом соответствующего белка. Вероятным механизмом появления «антигенного шифта» является генетическая реассортация в результате взаимодействия вирусов гриппа А человека и животных. Подобные штаммы приводят к пандемии гриппа с высокой заболеваемостью и смертностью населения [26-31]. 

Пандемию гриппа регистрировали на протяжении нескольких столетий. Лучше всего известны пандемии гриппа в 1918 году (испанка), вызванная вирусом А(Hsw1N1), 1957 году (азиатский грипп) – А(H2N2) и в 1968 году (гонконгский грипп) – А(H3N2). По мнению экспертов, ожидается еще одна пандемия, хотя неизвестно, когда она может начаться [32-35].

В связи с растущим осознанием угрозы пандемии гриппа, массовым характером заболевания, высокой частотой осложнений и смертности от гриппа, большим социально-экономическим ущербом, проблема борьбы с гриппом становится важной задачей. В настоящее время существует три основных способа контроля над гриппом: вакцинопрофилактика, неспецифическая химиопрофилактика и химиотерапия.

Вакцинация является основным способом профилактики гриппа и уменьшения последствий ежегодных эпидемий. ВОЗ рекомендует ежегодно проводить иммунизацию лицам из групп повышенного риска, считая это наиболее экономически эффективной стратегией снижения заболеваемости и смертности вследствие гриппа [36-38]. Перечень уже производимых и разрабатываемых гриппозных вакцин с учетом способов производства и применения включает более 10 различных вариантов. Это живые аттенуированные вакцины, субъединичные вакцины, конъюгированные вакцины, вакцины с адъювантом, рекомбинантные вакцины, ДНК-вакцины, пептидные вакцины, вакцины для введения на слизистые (мукоидные) и другие [39-41].

Однако постоянные изменения вируса гриппа в виде «антигенного дрейфа» и «антигенного шифта» вынуждают к постоянному поиску и выявлению потенциальных эпидемических штаммов, что с учетом технологических особенностей не позволяют приготовить вакцину в достаточном количестве к началу эпидемии (пандемии) гриппа. К тому же вакцинация против гриппа имеет, к сожалению, узкую направленность [42-46].

С другой стороны, охват населения вакцинацией против гриппа всегда и во всех странах очень низок. Например, в Казахстане он составляет в среднем 5% [41]. Эффективность вакцинации также ограничена. Как следствие указанных обстоятельств ежегодно вирусом гриппа инфицируется значительная часть населения.

В связи с этим ведутся разработки препаратов, используемых как для лечения, так и профилактики гриппозной инфекции. На сегодняшний день имеется целый арсенал таких препаратов. Однако они не лишены недостатков: вызывают побочные действия на функцию органов и систем, быстро развивается устойчивость штаммов к препарату, обладают токсичностью и другие. Кроме того у многих препаратов защитный эффект недостаточно высокий из-за низкой биодоступности. 

В свете вышесказанного, исследования противогриппозной активности новых препаратов, получаемых синтетическим путем или из экологически чистого природного сырья являются важными и актуальными.

Поиск новых соединений, обладающих антимикробным и вирулицидным действием является одним из наиболее приоритетных направлений в сфере разработки противоинфекционных препаратов.
2 Обсуждение  результатов экспериментальных исследований
2.1 Поиск противоинфекционных препаратов в ряду замещенных производных арилоксипропаргилпиперидинов

Вещества, обладающие антибактериальной активностью, представляют огромную ценность для медицины. Несмотря на большое количество лекарственных средств, поиск новых антимикобактериальных препаратов является актуальной задачей, в первую очередь, связаной с высокой приспособляемостью патогенных организмов к различным антибиотикам. На сегодняшний день хинолоны рассматриваются как одна из важнейших групп антибактериальных препаратов, среди них фторхинолоны по уровню активности и спектру антибактериального действия превосходят многие антибиотики, в том числе цефалоспорины третьего поколения, и другие химиотерапевтические средства. Также литературные данные указывают на то, что фторсодержащие сединения ряда 3-фторарил-3-кетоэфиров проявляют высокую  микобактерицидную активность.
Химия фторорганических соединений имеет исключительно важное теоретическое и практическое значение [47-51].

Многочисленные исследования подтвердили высокую биологическую активность целого ряда фторсодержащих органических соединений, в результате чего были созданы и с успехом применяются такие препараты как фторхинолоновые антибиотики, рисперидон, фторфеназин, галоперидол и т.д.

Количество публикаций и особенно патентов в этой области быстро увеличивается, причем значительное число их относится к ароматическим и гетероциклическим соединениям с фторсодержащими заместителями [52].
Этот интерес вызван значительным улучшением фармакологических свойств фторированных соединений. Ввод атома фтора в молекулы органических соединений повышает их биодоступность, метаболическую стабильность, липофильность, а так же улучшает способность данных веществ взаимодействовать с целевыми белками [53].   

Кроме того, фтор может изменить основность соединения. Как и другие электронегативные атомы, фтор проявляет сильный эффект на кислотность или основность функциональных групп. Изменение в pKa влияет на фармакокинетические свойства молекулы и на их сродство связывания. Высокоосновные группы могут иметь ограниченный эффект на биодоступность. Атом фтора, введенный близко к основной группе, уменьшает ее основность; это приводит к лучшему проникновению в мембрану соединения и, таким образом, к улучшенной биодоступности. 

Текущая ситуация в органической химии  отражает дефицит новых структур-лидеров, которые могут быть оптимизированы до терапевтически пригодных лекарств. Научные исследования, направленные на создание новых материалов для практической медицины и сельского хозяйства, являются актуальными и приоритетными  во всем мире.
Основанием для проведения настоящих исследований явилась высокая биологическая активность синтезированных ранее сложных эфиров 1-(2-этоксиэтил)-4-гидрокси-4-[3-(арилокси)пропин-1-ил]пиперидинов [54], а также пиперидинсодержащих сложных эфиров циклопропанкарбоновой кислоты [55-57]. 

Целью настоящего раздела работы заключается в направленном синтезе новых производных арилоксипропаргилпиперидинов с потенциальной биологической активностью, в частности, протвоинфекционной активностью,  варьированием природы ацилоксигруппы и введением в молекулы дополнительных фармакофорных фрагментов – 4-фторбензоилокси-, циклобутан-, циклогексанкарбонилов. 

Конденсация 1-(2-фенилэтил)-пиперидин-4-она (2.1) с феноксипропаргилом и 1-пропил-пиперидин-4-она (2.2)  c нафтилоксипропаргилом в условиях реакции Фаворского [58-60] приводит к образованию третичных феноксипропинилового (2.3) и нафтилоксипропинилового  (2.4) спиртов. 

Оптимальными параметрами реакции оказались: соотношение пиперидон:фенилоксипропин =1:5, абсолютный бензол, пятикратный избыток технического едкого кали, при которых арилоксипропинилпиперидолы  получены с  хорошими выходами. 
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Ацилирование феноксипропинилового пиперидола (2.3) взятыми в избытке 4-фтор-бензоилхлоридом, циклобутанкарбонилхлоридом, нафтилоксипропинилового  спирта (2.4)  4-фтор-бензоилхлоридом и циклогексанкарбонилхлоридом проводят при комнатной температуре или нагревании (60°С) в абсолютном диоксане (Приложение Д).
Сложные эфиры 4-фторбензойных кислот (2.5,2.7), циклобутан-, циклогексанкарбоновых кислот (2.6,2.8) представляют собой  кристаллические порошки белого, желтоватого цвета, хорошо растворимые в воде, этаноле, ацетоне. 

Состав и строение синтезированных соединений (2.5-2.8) подтверждены данными элементного анализа, ИК спектроскопии, спектроскопии ЯМР 13С, индивидуальность – тонкослойной хроматографией (Таблица 2.1,2.2). 

Таблица 2.1.1 - Выходы и физико-химические характеристики соединений 2.5-2.8
	Соединение
	Выход, %
	Rf
	Т.пл.,

(С
	ИК спектр, см-1
	Брутто-формула

	
	
	
	
	OH
	С=О сл.эф.
	

	2.5
	53,0
	0,81
	173-176
	-
	1702
	С29Н29NО3FCl

	2.6
	36,84
	0,91
	77-80
	-
	1736
	С27Н32NО3Cl

	2.7
	73,13
	0,86
	118-120
	-
	1728
	С28Н29NО3FCl

	2.8
	71,72
	0,83
	152-154
	-
	1742
	С28Н36NО3Cl


В ИК спектре пиперидолов (2.3,2.4) проявляются полосы поглощения валентных колебаний гидроксильной группы в области 3414 см-1, ароматического кольца 617-774 см-1. Интенсивные полосы поглощения при 1702-1742 см-1, обусловленные колебаниями С=О сложноэфирной группы, свидетельствуют об образовании целевых эфиров  4-феноксипропинил и 4-нафтоксипропинил пиперидол-4-ов 4-фторбензойных (2.5,2.7)  циклобутан-, циклогексанкарбоновых кислот (2.6,2.8). 

В таблице 2.1.2 приведены значения химических сдвигов  соответственно углеродов, которые полностью подтверждают углеродный состав сложных эфиров  4-феноксипропинил, 4-нафтоксипропинил пиперидол-4-ов  4-фторбензойных (2.5,27), циклобутан-, циклогексанкарбоновых кислот (2.6,2.8). 

В спектрах ЯМР 13С (таблица 2.2) 4-фторбензойных (2.5,2.7), циклобутан-, циклогексан (2.6,2.8) карбонилоксипроизводных присутствуют синглетные сигналы атомов углерода сложноэфирного карбонилав области 163,45-173,64 м.д., синглетный сигнал С4 пиперидинового цикла резонирует в области 69,37-82,39 м.д., атом углерода метиленовой группы пропинового фрагмента проявляется в области 47,18-56,70 м.д. Слабопольная область (115-163 м.д.) спектров «населена» сигналами ароматических углеродов. 

Таблица 2.1.2 - Значения химических сдвигов атомов углерода в спектрах ЯМР 13 С эфиров  4-[фенилокси-, нафтилокси-]-пропинилпиперидин-4-олов 4-фторбензойных, циклобутан-, циклогексанкарбоновых кислот (2.5-2.8)

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

	
	C3,5
	C2,6

	C4
	R2
	C=O
	(С-СН2
	С4-C≡
	O-CH2
	OR1

	N-R


	2.5
	33,22
	47,20


	72,46
	115,42; 121,88

133,14; 164,56
4-фторфенил
	163,45
	82,39
	85,68
	56,50
	116,29; 121,82;
129,19;157,56
	29,89; 56,68; 129,19; 129,94;137,54

N-CH2CH2Ph

	2.6
	33,57


	47,99


	69,37


	37,93; 18,21;

25,02 циклобутан
	173,24
	82,88
	86,05
	55,94
	115,51; 121,81;
129,97; 157,63
	30,10; 56,67; 127,26;
129,15; 137,78

N-CH2CH2Ph

	2.7
	3,39

33,98
	47,56

49,40


	82,39


	115,97; 116,24; 132,86; 135,26;

166,28

4-фторфенил
	165,17
	84,23
	85,50
	56,70
	107,35; 121,40; 121,73; 122,24;
126,01; 126,35;
127,10; 128,10;
153,63; 163,58
	58,13;
15,21;
11,05

N-CH2CH2CH3

	2.8
	32,98

	42,75


	71,24


	25,11-28,85

циклогексан


	173,64
	81,67
	86,38
	47,18
	106,90; 121,28; 121,91; 125,51; 125,86;126,00; 126,42; 134,61; 153,05; 153,19
	56,64;
17,16;
11,46

N-CH2CH2CH3


Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипропин-1-ил)-4-фторбензоилокси-пиперидина (2.5, А7), гидрохлорид 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил)-4-(п-фтор) бензоилоксипиперидина (2.7, ПИП-40), гидрохлорид 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил)-4-циклогексанкарбонилоксипиперидина (2.8, ПИП-39) изучены на  антимикробную активность.  Результаты  биологических испытаний представлены в таблицах 2.1.3, 2.1.4.

Таблица 2.1.3 - Антимикробная активность А7

	Соединение
	Staphylococcus aureus
	Bacillus subtilis
	Escheriсhia coli
	Pseudomonas aeruginosa
	Сandida albicans

	А7
	16±0,1
	14±0,1
	-
	-
	14±0,1

	Гентамицин
	24 ± 0,1
	21 ± 0,2
	26 ± 0,1
	27±0,1
	-

	Нистатин
	-
	-
	-
	
	21 ± 0,2


Как видно из данных таблицы 2.1.3 соединение под шифром А7 проявляет умеренно-выраженную антибактериальную активность по отношению к штаммам грамположительных бактерий Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, в то время как нистатин не активен в отношении этих микроорганизмов.
Таблица 2.1.4 - Антимикробная активность ПИП-39, ПИП-40

	Шифр

соединения
	Штамм, МИК, мкг/мл

	
	Escherichia coli ATCC 25922
	Escherichia coli ATCC-BAA-196
	Klebsiella pneumonia ATCC 10031
	Klebsiella pneumonia ATCC 700603
	Staphylococcus aureus ATCC 6538-P
	Staphylococcus aureus ATCC-BAA-39
	Candida albicans ATCC 10231

	2.7, ПИП-40
	2000
	2000
	2000
	2000
	НА
	2000
	НА

	2.8, ПИП-39
	НА
	НА
	НА
	НА
	НА
	НА
	НА

	НА – не активен 


На основании данных таблицы 2.1.4 ПИП-40 (2.7, гидрохлорид 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил)-4-(п-фтор)бензоилоксипиперидина, обладает антимикробной активностью к пяти взятым в эксперимент музейным штаммам микроорганизмов: Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC-BAA-196, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC-BAA-39 в концентрации (МИК 2000 мкг/мл), ПИП-39 (2.8, гидрохлорид 1-пропил-4-(3-нафтилокси-пропин-1-ил)-4-циклогексанкарбонилоксипиперидина) не проявил противомикробную активность. 
Выполнены работы по изучению процесса комплексообразования полифункциональных производных пиперидина с органическими  соединениями для создания новых готовых лекарственных форм, исследованию биоактивности.

Завершающим этапом всякого синтетического исследования по изысканию новых эффективных безопасных лекарственных средств является выявление среди синтезированных соединений веществ, обладающих ценными фармакологическими свойствами. Для проведения фармакологических исследований получены их твердые комплексы с (-циклодекстрином ((-ЦД). 

Включение молекулы лекарственного вещества в молекулу циклодекстрина является по сути истинной молекулярной капсуляцией, что приводит к значительным изменениям физико-химических, и даже биологических свойств молекулы лекарственного вещества, а именно: увеличению стабильности молекул, снижению летучести, улучшению его растворимости и биодоступности. При этом наблюдается пролонгирование терапевтического действия и ослабление нежелательных побочных эффектов последних. В комплексе включения повышается устойчивость лекарственных веществ к воздействию различных факторов окружающей среды: температуры, света, окислителей, ослабевает проявление некоторых побочных эффектов, в том числе и токсичность, что в конечном итоге приводит к повышению терапевтической эффективности. 

В связи с вышесказанным, ряд соединений производных пиперидина и амидов в виде комплексов с (-циклодекстрином были изучены на антибактериальную активность под шифрами ПМП-1–ПМП-10  по отношению к штаммам грамположительных бактерий Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, грамотрицательных штаммов Escheriсhia coli, Pseudomonas aeruginosa, исследование на антигрибковую активность проводилось в отношении  дрожжевого грибка Сandida albicans методом диффузии в агар (лунок). Препаратами сравнения являются бензилпенициллина натриевая соль для взятых в эксперименте in vitro штаммов бактерий и нистатин для дрожжевого грибка Сandida albicans.

В результате проведенных биологических исследований установлено, что все образцы AМP-1-AМP-9 проявляют антибактериальную активность в отношении представленных грамположительных и грамотрицательных тест-штаммов. При этом соединения AМP-1 и AМP-9 обладают выраженной антибактериальной активностью в отношении грамположительного штамма  Bacillus subtilisАТСС 6633. Препараты AМP-1, AМP-3, AМP-4, AМP-5 – ПМП-9 проявляют умеренно-выраженную активность в отношении грамположительного штамма Staphylococcu saureus АТСС 6538. Соединения AМP-1, AМP-6, AМP-9 проявляют умеренно-выраженное антибактериальное действие в отношении грамотрицательного тест-штамма Escherichia  coli АТСС 25922. Антигрибковой активностью в отношении дрожжевого грибка Сandida albicans АТСС 10231 обладают образцы AМP-1, AМP-3, AМP-6, AМP-9. В результате изучения цитотоксичности было показано, образцы под шифрами AМP-1–ПМП-9 проявляют цитотоксичность в отношении личинок морских рачков Artemiasalina (Leach). При этом, цитотоксичность ПМП-1 и ПМП-9 выше чем у остальных соединений.

Таким образом, введение атома фтора в различных положениях фенильного цикла в молекулах производных пиперидинов и амидов привело к проявлению в разной степени противомикробной активности.
2.2  Синтез N-замещенных третичных нафтоксипропаргиловых спиртов и их некоторые превращения 
Один из принципов поиска новых биологически активных веществ заключается в разработке методов синтеза соединений, имеющих в своей молекуле структурные фрагменты, ответственные за проявление того или иного вида активности. И основной эффект препарата определяется характером и природой отдельных фрагментов молекулы исследуемого соединения [61-63].

Немаловажно также, на каком расстоянии и в каком конформационном положении по отношению друг к другу они находятся.

На основании ранее проведенных совместных исследований лаборатории  химии синтетических и природных лекарственных веществ АО «Институт химических наук им. А.Б.Бектурова» и лаборатории микробиологии АО «Научный центр противоинфекционных препаратов», было показано, что сочетание в одной молекуле нафтоксипропинового и пиперидинового фрагментов приводит к расширению спектра антибактериальной активности. В ряду нафтоксипропиниловых пиперидолов и их производных выявлены ряд препаратов с антимикробной активностью [64-67]. В продолжении этих совместных исследований были синтезированы N-фенилэтильные аналоги  активного антибактериального соединения – гидрохлорида 1-метил-4-нафтоксипропинилпиперидин-4-ола (ПИП-7).

На первом этапе были проведены синтезы исходных 1- и 2-нафтоксипропинов.

Взаимодействием 1- и 2-нафтолов с бромистым пропаргилом синтезированы соответствующие пропаргиловые эфиры. Перегонкой α-изомера (2.9) и перекристаллизацией для β-изомера (2.10) проведена очистка синтезированных веществ. По данным температур кипения (136 0С/5 мм рт. ст.) и плавления (64-66 0С), ИК-спектроскопии (3300 см-1) доказаны структуры пропинов.
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Таким образом, были наработаны исходные нафтоксипропины 2.9 и 2.10 в количестве по 20 г каждого. 

Синтез целевого гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-нафтоксипропинилпиперидин-4-ола (2.12) осуществили в две стадии: на первой стадии конденсацией 1-(2-фенилэтил)-4-оксопиперидина (2.1) [68]  с 1-нафтоксипропином  (2.9)  в условиях реакции Фаворского получили основание 2.11, который действием эфирного  раствора хлористого водорода переводили в соответствующий гидрохлорид (2.12) (Приложение Д).
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Структура гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина 2.12 подтверждены данными элементного анализа, ИК, ЯМР1Н, ЯМР 13С спектроскопии, индивидуальность – тонкослойной хроматографией. В ИК спектре пиперидола  проявляются полосы поглощения валентных колебаний гидроксильной группы в области 3444 см-1 (Таблица 2.2.1).
Таблица 2.2.1 - Выход и физико-химические характеристики соединения 2.12
	Cоединение
	Выход, %
	Rf
	Т.пл.,

(С
	ИК спектр, см-1
	Брутто-формула

	
	
	
	
	C≡C
	OH
	

	2.12
	68,0
	0,35
	139-141
	2100
	3444
	С26Н28NО2Cl


Проведен синтез 2-нафтилоксипропинильного изомера (2.14) соединения 2.12.  

Взаимодействие 1-(2-фенилэтил)-4-оксопиперидина (2.1) с 2-нафтоксипропином  (2.10)  осуществлено по методу Фаворского в абсолютном диэтиловом эфире в присутствии  порошкообразного технического КОН при атмосферном давлении, что привело к образованию 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина (2.13) с выходом 55,0%  от теоретического, продукт в виде основания 2.13 действием эфирной соляной кислоты переводили в гидрохлорид 2.14, поскольку известно, что лекарственные препараты должны обладать хорошей растворимостью в воде и наиболее приемлемыми водорастворимыми формами являются гидрохлориды.
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Таблица 2.2.2 - Выход и физико-химические характеристики соединения 2.13

	Соединение
	Выход, %
	Rf
	Т.пл.,(С
	ИК спектр, см-1
	Брутто-формула

	
	
	
	
	C≡C
	OH
	

	2.13
	55,0
	0,33
	94-96
	2100
	3608
	С26Н27NО2


Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина (2.14) имеет т.пл.173-175 (С.
В ИК спектре пиперидола  (2.13) (Таблица 2.2.2) отсутствует полоса поглощения валентных колебаний карбонильной группы исходного кетона (2.1) в области 1720 см-1  и появляются полосы поглощения в области 3608 см-1 характерные для гидроксильных групп. 

2.3 Углубленное исследование специфической активности выявленных перспективных препаратов и лигандов  с противоинфекционной активностью
Целью настоящего раздела работы являлось определение цитотоксичности исследуемых препаратов in vitro на клеточной линии MDCK, изучение противовирусной активности на культуре клеток, а также выявление антивирусных и антимикробных свойств, в результате которых можно достичь конечной цели любого фармацевтического изыскания – получения нового лекарственного средства. 

Материалы и методы исследования

Объекты исследований и препараты сравнения

Объектами исследований являются ряд новых гетероорганических производных, под шифрами AIP-15-AIP-29:

- вещество AIP-15 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(п-фтор-бензоилоксиимино) пиперидина)– порошок белого цвета, без запаха;
- вещество AIP-16 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(м-фтор-бензоилоксиимино) пиперидина)– порошок белого цвета, без запаха;
- вещество AIP-17 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(о-фтор-бензоилоксиимино) пиперидина)– порошок белого цвета, без запаха;

- вещество AIP-18 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(2,6-дифтор-бензоилоксиимино) пиперидина) – порошок белого цвета, без запаха;

- вещество AIP-19 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(п-трифторметил-бензоилоксиимино) пиперидина) – порошок белого цвета, без запаха;

- вещество AIP-20 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(нафтоилоксиимино)пиперидина)– порошок белого цвета, без запаха; 

- вещество AIP-21 (Гидрохлорид 1-бензил-4-(адамантанкарбонилоксиимино) пиперидина) – порошок белого цвета, без запаха;
- вещество AIP-22 (Гидрохлорид 1-(2-этоксиэтил)-4-(2,6-дифтор)бензоилокси-пиперидина)– порошок белого цвета, без запаха;
- вещество AIP-23 (комплекс с Гидрохлорид 1-(2-этоксиэтил)-4-(п-трифторметил) бензоилоксипиперидина)– порошок белого цвета, без запаха;
- вещество AIP-24 (комплекс с Гидрохлорид 1-бензил-4-(п-трифторметил) бензоилоксипиперидина) – порошок белого цвета, без запаха;
- вещество AIP-25 (Гидрохлорид 1-метил-4-карбокси-4-оксипиперидина) – порошок белого цвета, без запаха;

- вещество AIP-26 (комплекс с Гидрохлорид 1-метил-4-(о-фторбензоилокси) пиперидин-4-карбоновой кислоты)– порошок белого цвета, без запаха;

- вещество AIP-27 (Гидрохлорид 1-пропил-4-карбокси-4-оксипиперидина) – порошок белого цвета, без запаха;

- вещество AIP-28 (Гидрохлорид 1-бензил-4-циклопропанкарбонилоксипиперидин-4-карбоновой кислоты) – порошок белого цвета, без запаха.
- вещество AIP-29 (Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-циклопропанкарбонил-оксипиперидин-4-карбоновой кислоты) – порошок белого цвета, без запаха. Образцы предоставлены в виде сухих субстанций. 

Препараты сравнения

В качестве препарата сравнения при изучении противовирусной активности были взяты препараты:

- Римантадин-СТИ, производства ОАО «Ирбитский химико-фармацевтический завод», Россия.

- Тамифлю, производства Сенекси САС, Франция. 

Тест-системы

Культура клеток 

В работе использовалась монослойная перевиваемая культура клеток MDCK (клетки почек собаки породы Madin Darby Canine Kidney), полученные из лаборатории клеточной биотехнологии Научно-исследовательского института проблем биологической безопасности Национальный центр биотехнологии Министерства образования и науки Республики Казахстан.

Вирусы

В работе использовался вирус гриппа, штамм А/Swine/Iowa/30 (H1N1), полученный из коллекции АТСС, США. Вирус размножали в перевиваемой культуре клеток MDCK в течение 72 ч при 35 °С. Титр вируса в культуральной жидкости составлял 107,7 ТЦД50/мл.
Методы исследований

Инфекционность вируса

Инфекционный титр вируса гриппа определяли титрованием на культуре клеток MDCK методом предельных разведений. О наличии вируса гриппа судили по результатам реакции гемагглютинации. Титр инфекционности вируса рассчитывали по методу Рида и Менча [69].
Гемагглютинирующую активность вирусов определяли по стандартной методике с использованием 0,75 % взвеси эритроцитов человека (1 группа) [70].

Пассирование и хранение клеточных культур

Для определения количества жизнеспособных клеток 20,0 мкл клеточной суспензии смешивали в пробирке «Eppendorf», Германия, объемом 1,5 мл с 20,0 мкл 0,4 %-ого раствора трипанового синего. 20,0 мкл смеси вносили под покровное стекло гемоцитометра. Проводили подсчет клеток. Процент живых клеток вычисляли по формуле (1):
	                        Процент живых клеток =
	 N1×100%                                                        (1)
      N



            где    N1 – количество неокрашенных клеток в 4 больших квадратах; 

N – общее количество клеток в 4 больших квадратах.

Содержимое криопробирки переносили в матрасик с ростовой средой. Инкубировали при 37°С, 5 % СО2. Культуру клеток MDCK культивировали с добавлением 10 %-ной фетальной сыворотки и антибиотиков. 

Культивирование монослойных культур проводили следующим образом: сливали питательную среду, монослой промывали фосфатно-солевым раствором или раствором Хэнкса, обрабатывали 0,25 %-ным раствором трипсина-ЭДТА, снимали клеточный монослой. Открепившуюся клеточную суспензию аккуратно сливали в стерильную пробирку. Клетки центрифугировали при 125 g 10 мин. 

По окончании центрифугирования из пробирок удаляли супернатант. В пробирку с клеточным осадком вносили 1-5 мл питательной среды. Количество клеток подсчитывали в гемоцитометре, используя формулу (2):
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где    C1 – начальная концентрация клеток; 

N– общее количество неокрашенных клеток в 4 больших квадратах; 

2 – фактор разведения; 

104 – коэффициент преобразования для гемоцитометра.

Клетки рассевали с плотностью 4х104. 

Определение цитотоксичности веществ in vitro
Оценку цитотоксичности исследуемых веществ in vitro проводили, используя МТТ-тест [71]. Клетки рассевали в 96-луночные планшеты в концентрации 2,5×105 клеток в 1,0 мл. Планшеты инкубировали в термостате при 37 ºС и 5,0 % СО2. Из лунок планшета через 24 ч инкубации удаляли ростовую среду и вносили по 200,0 мкл среды DMEM, содержащей вещества в исследуемых концентрациях. В лунки с отрицательным контролем вносили по 200,0 мкл неполной питательной среды DMEM.

Через 72 ч среду с веществом удаляли из лунок и добавляли 200,0 мкл свежей питательной среды и 50,0 мкл рабочего раствора МТТ, планшет инкубировали 4 ч при 37 °С. После окончания срока инкубации удаляли надосадочную жидкость. В каждую лунку вносили по 100,0 мкл DMSO. Оптическую плотность в лунках измеряли на микропланшетном ридере Tecan Sunrise RC.4 (Австрия) при длине волны основного фильтра 540 нм и референс-фильтра – 620 нм. Расчет результатов производили, используя 
формулы (3)-(5):

- расчет средней арифметической величины оптической плотности (
[image: image11.wmf]Y

) для отрицательного контроля проводили по формуле (3): 
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где 
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 – результат измерения ОП у каждого объекта группы; 


[image: image14.wmf]n

 – число объектов в группе;

- расчёт процента выживших клеток для каждой повторности каждой концентрации исследуемого вещества проводили по формуле (4): 
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где    
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 – результат измерения ОП для каждой группы; 
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 – средняя арифметическая величина ОП (
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) для отрицательного контроля;

- расчёт средней арифметической величины процента выживших клеток (
[image: image19.wmf]Y

) для каждой концентрации исследуемого вещества проводили по формуле (3); 

- ЦТК50 (концентрация веществ, при которой происходит гибель 50 % клеток) для каждого исследуемого вещества вычисляли по формуле (5):
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где 
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 – более 50 % выживших клеток;
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 – менее 50 % выживших клеток;
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 – концентрация вещества, где выжило более 50 % клеток;
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 – концентрация вещества, где выжило менее 50 % клеток.

Определение противовирусного действия исследуемых веществ in vitro в отношении вируса гриппа А
Противовирусную активность ИВ в опытах in vitro определяли по терапевтической схеме в отношении вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1) на модели клеток MDCK.
Суспензию клеток рассевали в 96-луночные планшеты в концентрации 
2,5×105 клеток/мл по 100,0 мкл в лунку. Планшеты с культурой клеток инкубировали 
при 37 °С и 5,0 % СО2 до образования полного монослоя. Для заражения культуры клеток использовали вирус в дозе 100 ИД/0,2 мл.

Для определения терапевтической активности использовали шесть концентраций ИВ с кратностью разведения два раза, начиная со значения 1/2 ЦТК50. В соответствующие лунки планшета вносили по 200,0 мкл рабочего разведения вируса. В лунки с контролем ИВ, отрицательным и положительным контролями вносили по 200,0 мкл питательной среды DMEM. Для адсорбции вируса планшеты инкубировали 1 ч при 37 °С. 

По окончании инкубации содержимое лунок удаляли и вносили по 200,0 мкл конечных разведений ИВ. В лунки с отрицательным контролем вносили по 200,0 мкл среды DMEM. В лунки с положительным контролем вносили по 200,0 мкл рабочего разведения вируса. Планшеты инкубировали в течение 72 ч в СО2-инкубаторе при 37 °С и 5,0 % СО2. Все исследования проводились в пяти повторах.

Терапевтическую активность веществ в отношении вируса гриппа выявляли в результате снижения титра инфекционности остаточного вируса в реакции гемагглютинации. 

Методы статистической обработки результатов

Результаты проведенных количественных исследований подвергались обработке при помощи метода однофакторного дисперсионного анализа One-Way ANOVA с последующим анализом с помощью пакета прикладных программ GraphPad Prism 5. 

2.3.1 Определение цитотоксичности исследуемых препаратов in vitro на клеточной линии MDCK
Безопасность лекарственных средств имеет первостепенное значение при изучении свойств разработанных препаратов. Для определения максимальных концентраций, не обладающих токсическими свойствами, проведено изучение цитотоксического действия пятнадцати гетероорганических производных (AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-18, AIP-19, 
AIP-20, AIP-21, AIP-22, AIP-23, AIP-24, AIP-25, AIP-26, AIP-27, AIP-28, AIP-29) и референтных веществ Римантадина и Тамифлю. Ввиду того, что вирусы крайне чувствительны к условиям культивирования, для оценки токсичности использовали монослойную перевиваемую культуру клеток – MDCK, специально адаптированную для проведения исследования на модели вируса гриппа. 

Количественная оценка токсического действия исследуемых препаратов проводилась с использованием МТТ-теста. Учет данных производили после 72 ч воздействия соединениями. На основе полученных данных рассчитаны значения ЦТК50. Результаты цитотоксического действия исследуемых веществ представлены в таблице 2.3.1 и на рисунках 2.3.1-2.3.10.
Таблица 2.3.1 – Оценка цитотоксического действия исследуемых веществ на модели культуры клеток MDCK
	Наименование исследуемого вещества
	Значение ЦТК50, мг/мл

	AIP-15
	0,07

	AIP-16
	0,16

	AIP-17
	4,00

	AIP-18
	0,13

	AIP-19
	0,20

	AIP-20
	0,012

	AIP-21
	0,013

	AIP-22
	1,25

	AIP-23
	0,19

	AIP-24
	0,07

	AIP-25
	7,80

	AIP-26
	12,00

	AIP-27
	9,50

	AIP-28
	3,70

	AIP-29
	0,16

	Римантадин
	0,16

	Тамифлю
	0,66
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Рисунок 2.3.1 – Цитотоксическое действие гетероорганических производных AIP-15, AIP-18 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.2 – Цитотоксическое действие гетероорганического производного AIP-16 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.3 – Цитотоксическое действие гетероорганических производных AIP-17, AIP-22, AIP-23, AIP-28 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.4 – Цитотоксическое действие гетероорганического производного AIP-19 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.5 – Цитотоксическое действие гетероорганических производных AIP-20, AIP-21 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.6 – Цитотоксическое действие гетероорганических производных AIP-24, AIP-29 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.7 – Цитотоксическое действие гетероорганического производного AIP-26 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.8 – Цитотоксическое действие гетероорганических производных AIP-25, AIP-27 на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.9 – Цитотоксическое действие Римантадина на культуре клеток MDCK
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Рисунок 2.3.10 – Цитотоксическое действие Тамифлю на культуре клеток MDCK


Показано, что из всех исследуемых гетероорганических производных наименьшей токсичностью для клеток MDCK, обладают соединения AIP-17, AIP-25, AIP-26, AIP-27 и AIP-28.

Ряд токсичности для исследуемых веществ в отношении культуры клеток MDCK, от менее токсичного к более токсичному, представлен на рисунке 2.3.11.
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Рисунок 2.3.11 – Ряд токсичности для ИВ в отношении культуры клеток MDCK
2.3.2 Изучение противовирусной активности исследуемых веществ в опытах in vitro
В дальнейших экспериментах, проведена оценка противовирусных свойств исследуемых веществ на модели вируса гриппа А/H1N1. Ввиду того, что референтные вещества Римантадин и Тамифлю используются в клинической практике преимущественно как терапевтические средства, противовирусную активность гетероорганических производных также изучали по терапевтической схеме введения препарата.

Для изучения антивирусной активности исследуемых веществ культуру клеток MDCK заражали вирусом гриппа штамм А/Swine/Iowa/30 (H1N1) в дозе 100 ИД/0,2 мл, затем вносили вещества в заданных концентрациях. Для оценки активности использовали шесть концентраций исследуемых веществ с кратностью разведения два раза, начиная со значения 1/2 ЦТК50. Учет результатов антивирусной активности исследуемых веществ проводили через 72 ч. Терапевтическую активность веществ в отношении вируса гриппа выявляли по изменению титра инфекционности остаточного вируса в реакции гемагглютинации. Для исследуемых веществ AIP-21, AIP-23 и AIP-28 сравнительную оценку антивирусного действия проводили по отношению к коммерческому препарату Римантадин (Таблица 2.3.2).
Таблица 2.3.2 – Результаты оценки терапевтической активности исследуемых веществ AIP-21, AIP-23 и AIP-28 на модели вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1) 
	Наименование исследуемого вещества
	Концентрация, мг/мл
	Титр в ГАЕ, 
log2 ± StD
	Титр в ГАЕ для ПК, 
log2 ± StD

	AIP-21
	0,0065
	5,0±0
	5,0±0

	
	0,0033
	5,0±0
	

	
	0,0016
	5,0±0
	

	
	0,0008
	5,0±0
	

	
	0,0004
	5,0±0
	

	
	0,0002
	5,0±0
	

	AIP-23
	0,095
	5,0±0
	5,0±0

	
	0,048
	5,0±0
	

	
	0,024
	5,0±0
	

	
	0,012
	5,0±0
	

	
	0,006
	5,0±0
	

	
	0,003
	5,0±0
	


Продолжение таблицы 2.3.2

	1
	2
	3
	4

	AIP-28
	1,850
	3,8±1,1
	5,0±0

	
	0,925
	4,4±0,6
	

	
	0,463
	5,0±0
	

	
	0,231
	5,0±0
	

	
	0,116
	5,0±0
	

	
	0,058
	5,0±0
	

	Римантадин
	0,080
	4,2±0,4
	6,0±0

	
	0,040
	4,2±0,4
	

	
	0,020
	4,2±0,4
	

	
	0,010
	4,2±0,4
	

	
	0,005
	4,2±0,4
	

	
	0,003
	4,2±0,4
	


В ходе проведенных экспериментов показано, что соединение AIP-28 подавляло репликацию 100 инфекционных доз вируса на 1,2 log2 по сравнению с контрольной группой только в максимально исследуемой концентрации – 1,85 мг/мл. В остальных исследуемых концентрациях соединение AIP-28 не проявило статистически достоверной терапевтической активности в отношении вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1) на культуре клеток MDCK.

Гетероорганические производные (AIP-21 и AIP-23) в исследуемых концентрациях не обладали терапевтической активностью в отношении вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1). Титр вируса в реакции гемагглютинации оставался неизменным и одинаковым в сравнении с положительным контролем. В тоже время коммерческий препарат Римантадин во всех исследуемых концентрациях показал подавление репродукции 100 инфекционных доз вируса гриппа на 1,8 log2. 

Анализируя полученные данные по противовирусной активности гетероорганических соединений AIP в отношении вируса гриппа А можно сделать вывод о степени эффективности веществ в отношении вируса гриппа А/H1N1 по сравнению с препаратом сравнения Римантадином (Рисунок 2.3.12). 

Из данных представленных на рисунке 2.3.12 видно, что противовирусная активность гетероорганического соединения AIP-28 сопоставима с активностью препарата сравнения Римантадин в концентрациях соответствующих ½ от ЦТК50.
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Рисунок 2.3.12 – Сравнительная терапевтическая активность Римантадина и гетероорганического соединения AIP-28
Примечание – По оси ординат придставлена выживаемость вируса гриппа А/H1N1 после взаимодействия с исследуемыми соединениями в максимально исследуемой концентрации ½ от ЦТК50 
Сравнительную оценку действия исследуемых веществ AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-18, AIP-19, AIP-20, AIP-22, AIP-24, AIP-25, AIP-26, AIP-27 и AIP-29 проводили по отношению к коммерческому препарату Тамифлю (Таблица 2.3.3).

Таблица 2.3.3 – Результаты оценки терапевтической активности исследуемых веществ на модели вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1) 
	Наименование исследуемого вещества
	Концентрация, мг/мл
	Титр в ГАЕ, 
log2 ± StD
	Титр в ГАЕ для ПК, 
log2 ± StD

	1
	2
	3
	4

	AIP-15
	0,0350
	6,0±0
	6,0±0

	
	0,0175
	6,0±0
	

	
	0,0088
	6,0±0
	

	
	0,0044
	6,0±0
	

	
	0,0022
	6,0±0
	

	
	0,0011
	6,0±0
	

	AIP-16
	0,0800
	6,0±0
	6,0±0

	
	0,0400
	6,0±0
	

	
	0,0200
	6,0±0
	

	
	0,0100
	6,0±0
	

	
	0,0050
	6,0±0
	

	
	0,0025
	6,0±0
	


Продолжение таблицы 2.3.3
	1
	2
	3
	4

	AIP-17
	2,000
	5,0±0
	5,0±0

	
	1,000
	5,0±0
	

	
	0,500
	5,0±0
	

	
	0,250
	5,0±0
	

	
	0,125
	5,0±0
	

	
	0,063
	5,0±0
	

	AIP-18
	0,0650
	4,0±0
	6,0±0

	
	0,0325
	4,0±0
	

	
	0,0163
	6,0±0
	

	
	0,0081
	6,0±0
	

	
	0,0041
	6,0±0
	

	
	0,0020
	6,0±0
	

	AIP-19
	0,1000
	6,0±0
	6,0±0

	
	0,0500
	6,0±0
	

	
	0,0250
	6,0±0
	

	
	0,0125
	6,0±0
	

	
	0,0063
	6,0±0
	

	
	0,0031
	6,0±0
	

	AIP-20
	0,0060
	6,0±0
	6,0±0

	
	0,0030
	6,0±0
	

	
	0,0015
	6,0±0
	

	
	0,0008
	6,0±0
	

	
	0,0004
	6,0±0
	

	
	0,0002
	6,0±0
	

	AIP-22
	0,625
	5,0±0
	5,0±0

	
	0,313
	5,0±0
	

	
	0,156
	5,0±0
	

	
	0,078
	5,0±0
	

	
	0,039
	5,0±0
	

	
	0,020
	5,0±0
	

	AIP-24
	0,0350
	4,0±0
	6,0±0

	
	0,0175
	5,0±0
	

	
	0,0088
	5,0±0
	

	
	0,0044
	6,0±0
	

	
	0,0022
	6,0±0
	

	
	0,0011
	6,0±0
	

	AIP-25
	3,90
	5,0±0
	5,0±0

	
	1,95
	5,0±0
	

	
	0,98
	5,0±0
	

	
	0,49
	5,0±0
	

	
	0,24
	5,0±0
	

	
	0,12
	5,0±0
	


Продолжение таблицы 2.3.3

	1
	2
	3
	4

	AIP-26
	6,00
	5,0±0
	5,0±0

	
	3,00
	5,0±0
	

	
	1,50
	5,0±0
	

	
	0,75
	5,0±0
	

	
	0,38
	5,0±0
	

	
	0,19
	5,0±0
	

	AIP-27
	4,75
	4,0±0
	5,0±0

	
	2,38
	4,4±0,6
	

	
	1,19
	5,0±0
	

	
	0,59
	5,0±0
	

	
	0,30
	5,0±0
	

	
	0,15
	5,0±0
	

	AIP-29
	0,0800
	4,0±0
	6,0±0

	
	0,0400
	4,8±0,5
	

	
	0,0200
	6,0±0
	

	
	0,0100
	6,0±0
	

	
	0,0050
	6,0±0
	

	
	0,0025
	6,0±0
	

	Тамифлю
	0,33
	2,4±0,5
	5,0±0

	
	0,17
	2,4±0,5
	

	
	0,08
	3,0±0
	

	
	0,04
	3,0±0
	

	
	0,02
	4,0±0
	

	
	0,01
	4,0±0
	


В ходе проведенных экспериментов показано, что соединение AIP-18 подавляло репликацию 100 инфекционных доз вируса на 2,0 log2 по сравнению с контрольной группой в концентрациях 0,065 и 0,0325 мг/мл. Соединение AIP-24 в концентрации 0,035 мг/мл подавляет 100 инфекционных доз вируса гриппа А/H1N1 на 2,0 log2, а в концентрациях 0,0175 и 0,0088 мг/мл на 1,0 log2. Соединение AIP-27 способно подавлять 100 инфекционных доз вируса на 1,0 log2 только в максимальной концентрации 4,75 мг/мл. Соединение AIP-29 обладало выраженной активностью в концентрациях 0,08 мг/мл и 0,04 мг/мл подавляя активность вируса на 2,0 log2 и 1,2 log2 соответственно. 

Остальные гетероорганические производные (AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-19, AIP-20, AIP-22, AIP-25 и AIP-26) в исследуемых концентрациях не продемонстрировали зачимого терапевтического действия в отношении вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1). Титр вируса в реакции гемагглютинации оставался неизменным в сравнении с положительным контролем. В тоже время коммерческий препарат Тамифлю в концентрациях 0,33 и 0,17 мг/мл, показал подавление репродукции 100 инфекционных доз вируса гриппа на 2,6 log2. В концентрациях 0,08 и 0,04 мг/мл наблюдается подавление 100 инфекционных доз вируса гриппа на 2,0 log2. Снижение репродукции 100 инфекционных доз на 1,0 log2, наблюдается в двух последних исследуемых концентрациях препарата Тамифлю (0,02 мг/мл и 0,01 мг/мл).

Анализируя полученные данные по противовирусной активности гетероорганических соединений AIP-18, AIP-24, AIP-27 и AIP-29 в отношении вируса гриппа А можно сделать вывод о степени эффективности веществ в отношении вируса гриппа А/H1N1 по сравнению с коммерческим препаратом Тамифлю (Рисунок 2.3.13). 
Из данных представленных на рисунке 2.3.13 видно, что противовирусная активность гетероорганических соединений AIP-18, AIP-24, AIP-27 и AIP-29 несколько ниже терапевтической активности препарата сравнения Тамифлю в концентрациях соответствующих ½ от значения ЦТК50.
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Рисунок 2.3.13 – Сравнительная терапевтическая активность Тамифлю и гетероорганических соединений AIP-18, AIP-24, AIP-27,  AIP-29

Примечание – По оси ординат представлена выживаемость вируса гриппа А/H1N1 после взаимодействия с исследуемыми соединениями в максимально исследуемой концентрации ½ от ЦТК50
Соединения AIP-18, AIP-24 и AIP-29 обладают схожей противовирусной активностью в отношении вируса гриппа А/H1N1 в максимально исследуемой концентрации (1/2 от ЦТК50). Соединение AIP-27 показало незначительную противовирусную активность в отношении вируса гриппа А/H1N1 по сравнению с препаратом сравнения Тамифлю.
3 Рекомендации для проведения комплекса  технологических и доклинических исследований AIP-1( F-7 )
3.1 Рекомендации для проведения комплекса доклинических исследований AIP-1( F-7 )
В результате проведенных биологических исследований выявлен наиболее перспективный противомикробный препарат (гидрохлорид 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина), изученный под шифром AIP-1 [Патент РК на полезную модель РК № 3822, опубл. 05.04.2019, Бюл. № 14] и под шифром F-7 [ J.Drug Invention Today - Vol 10- Issue 9 – 2018- P.1842-1847], рекомендованный для дальнейших углубленных исследований
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	Гидрохлорид 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина под лабораторным шифром AIP-1 изучен на противомикробную активность in vitro в отношении грамм-положительных, грамм-отрицательных микроорганизмов, в отношении музейных штаммов микроорганизмов S. aureus ATCC 6538-P, тест-штамма E. coli АТСС 8739 и культуры C.albicans ATCC 10231, под лабораторным шифром F-7 изучен


на противомикробную активность in vitro в отношении музейных штаммов микроорганизмов Cryptococcus neoformans ATCC 90113, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. Данные сопоставлялись с показателями Флуконазола и Амфотерицина В.  

Соединение AIP-1 бактерицидной активностью в отношении стафилококка обладает в концентрации 62,5 мкг/мл, а бактериостатический эффект наблюдался при 31,25 мкг/мл, в то время как ампициллин проявляет  бактерицидную активность в концентрации 1000 мкг/мл, тем самым соединение AIP-1 превосходя препарат сравнения ампициллин в 16 раз. 

AIP-1 в отношении штамма E. coli ATCC 8739 проявляет  антимикробную активность в концентрации 62,5 мкг/мл, в то время как бактерицидный эффект ампициллина составляет 2000 мкг/мл, из этого следует, что   антимикробная активность AIP-1 превышает в 32 раза активность препарата сравнения ампициллина. Изучение фунгицидной активности AIP-1 показало, что соединение обладает наиболее выраженным действием по сравнению с коммерческим препаратом флюконазол. Значение минимальной бактериостатической концентрации (МБК)  AIP-1 составило 62,5 мкг/мл, в то время как  МБК флуконазола составляет 2500 мкг/мл.

 Соединение продемонстрировало статистически значимую антимикробную активность в отношении C.albicans по сравнению с коммерческим препаратом флуконазол,  AIP-1 превосходит по фунгицидной активности флуконазол в 40 раз. Соединение F-7 обладает выраженной антимикробной активностью по отношению штаммов Cryptococcus neoformans, сопоставимой с Флуконазолом и Амфотерицином В. 
Таким образом, в ходе проведенных микробиологических исследований в опытах in vitro показано, что гидрохлорид 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина (AIP-1, F-7) эффективен в отношении всех взятых в эксперимент музейных штаммов микроорганизмов является кандидатом в лекарственное вещество, перспективным для дальнейших углубленных исследований и рекомендуется на проведение полного комплекса доклинических исследований: 

- как вещество для борьбы с возбудителем S. aureus;
- как вещество для борьбы с возбудителем E. coli;
- как вещества для борьбы с возбудителем C.albicans;
- как вещества для борьбы с возбудителем Cryptococcus neoformans. AIP-1(F-7) может найти применение в качестве эффективного противомикробного препарата, в особенности по показетелю фунгицидной активности и рекомендуется на проведение полного комплекса доклинических исследований.
3.2 Рекомендации для проведения комплекса технологических исследований AIP-1
Исходным полупродуктом для получения AIP-1 является коммерческий 1-бензил-пиперидон-4.  

Путь синтеза, заключающийся в двух последовательных стадиях: восстановление 1-бензил-пиперидон-4-она боргидридом натрия в изопропаноле и  ацилирования 1-бензил-4-гидроксипиперидина хлорангидридом адамантанкарбоновой кислоты с образованием гидрохлорида 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина, определен как основа для разработки лабораторного технологического регламента получения AIP-1.  

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

ИК-спектр, см-1: 3608 (OH).

Найдено, % : С 74,94; Н 8,87. С12Н17NО.

Вычислено, % : С 75,35; Н 8,96.

 Особенности: Борогидрид натрия (тетрагидридоборат натрия) 

Бесцветные кристаллы, хорошо растворимые в воде и полярных органических растворителях. Температура вспышки: 187 °C. Используется в органическом синтезе как восстановительный агент. С его помощью проводят восстановление карбонильных соединений до спиртов, иминов до вторичных аминов, нитросоединений и т. п. Токсичен при приеме внутрь, раздражает кожу. Вызывает серьезные ожоги кожи и повреждение глаз. Особенно опасна пыль натрия борогидрида. Раздражают кожу также растворы натрия борогидрида в жидком NH3, аминах и др.

Особенности: Изопропиловый спирт (изопропанол)

Бесцветная подвижная жидкость со спиртовым запахом более сильным, чем у этилового спирта.  Температура вспышки: 11,7 °C. Нижний предел взрываемости в воздухе 2,5 % по объёму (при 25 °C). Температура самовоспламенения 456 °C. Широко используется как технический спирт в средствах для чистки стёкол, оргтехники и т. п. и как растворитель в промышленности. Принадлежит к веществам 3-го класса опасности (умеренно опасные вещества) по степени воздействия на организм, обладает наркотическим действием. Граница ПДК для паров изопропанола в воздухе составляет 10 мг/м³. Оказывает раздражающее воздействие на глаза и дыхательные пути.

Стадия 2.Получение гидрохлорида 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина.
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Смешивают горячие растворы 2,2 г (0,0115 моль) 1-бензил-4-гидроксипиперидина в хлороформе  с раствором 6,85 г (0,0345 моль) адамантанкарбонилхлорида. Реакционную смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. Контроль за ходом реакции по ТСХ. Выпавший осадок отфильтровывают, промывают диэтиловым эфиром, остаток перекристаллизовывают из изопропилового или  этилового спиртов. Получают 3,99 г (89,1 % от теоретического) гидрохлорида 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина с т.пл. 203-2050С,  Rf  0,88 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 4:1). 

Найдено, % : С 71,11; Н 7,97 С23Н32NО2Cl
Вычислено, % : С 70,84; Н 8,27.

Особенности: 1) Перекристаллизацию проводят из минимального количества этилового спирта в конце добавляя «затравку» и немного  изопропилового спирта для понижения растворимости препарата.

2) Перекристаллизация может представлять трудность в случае получения сильно загрязненного смолами продукта. Кроме того, загрязненный продукт является гигроскопичным. 

3) Для облегчения перекристаллизации рекомендуется проводить процесс на ледяной бане: осадок растворяют на песчаной бане и остужают до комнатной температуры, добавляют «затравку» или добавляют немного  изопропилового спирта и растирают стеклянной палочкой для образования центров кристаллообразования, после чего оставляют на холоду на 5-6 часов. На фильтре осадок промывают несколько раз диэтиловым эфиром. Сушат в вакуум-эксикаторе или сушильном пистолете.

4) Для ТСХ гидрохлорид 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина переводят в основание, т.к. продукт в виде соли имеет низкое сродство к полярному сорбенту Аl2О3, т.е. остается при элюировании на старте. Для этого необходимо, в пробу взятую из реакционной колбы добавить несколько капель воды, немного соды или щелочи до рН 8-9, затем добавить несколько капель бензола и все тщательно перемешать, наносят на хроматографическую пластинку бензольный слой, содержащий  1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина
Стадия 3. Физико-химические и спектральные характеристики AIP-1.

Для идентификации и определения чистоты полученного соединения AIP-1 проводят стандартные процедуры: определяют температуру плавления, проводят элементный микроанализ вещества, снимают спектры ИК и ЯМР.

Температура плавления - 203-2050С (из смеси этилового и изо-пропилового спиртов).

Найдено, % : С 71,11; Н 7,97 С23Н32NО2Cl
Вычислено, % : С 70,84; Н 8,27.

ИК спектр, см-1:    1724 (C═O сл.эф.).

ИК-спектр (КВr), см-1: 1724 (сложноэфирный карбонил - С═О); 

В ИК-спектре AIP-1 исчезает полоса поглощения валентных колебаний ОН(3608 см–1), появляются полосы поглощения карбонила (1724 см–1) сложноэфирной группы. 

Для разработки лабораторного регламента  получения AIP-1 рекомендуется использовать вышеописанный путь его получения (Приложение Ж). 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оценка полноты решений поставленных задач

НИР, запланированные на 2018-2020 годы выполнены в полном объеме в соответствии с календарным планом (Приложения Б, В, Г). 

Получены следующие результаты:

Основные результаты за 2018 г: 
Проведен поиск научной литературы с целью исследования технического уровня научных достижений в области поиска новых лекарственных препаратов с противоинфекционным действием.

По Шоттен-Бауману синтезированы ряд потенциально биологически активных циклических амидов.   Проведена химическая модификация молекул ряда N-замещенных 4-оксопиперидинов и соединений - лидеров с целью получения новых инновационных фармацевтических субстанции (лигандов). На основе N-(алкил-, гидроксиалкил-, алкоксиалкил- и  арилалкил)-4-оксопиперидинов синтезированы 4,4-дизамещенные производные. Синтезированы пиперидинсодержащие сложные эфиры и амиды адамантанкарбоновой кислоты. 

Кислотным гидролизом циангидрина 1-(2-фенилэтил)-4-кетопиперидина с образованием 1-(2-гидроксиэтил)-4-гидрокси-4-карбоксипиперидина, ацилированием последнего получен гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-карбокси-4-циклопропанкарбонил-оксипиперидина.

Проведено изучение цитотоксичности in vitro гетероорганических производных AIP-1, AIP-2, AIP-3, AIP-4, AIP-5, AIP-6, AIP-7, AIP-8, AIP-9, AIP-10, AIP-11, AIP-12, AIP-13, AIP-14 на линии клеток MDCK. 

Изучена терапевтическая активность in vitro гетероорганических производных AIP-1, AIP-2, AIP-3, AIP-4, AIP-5, AIP-6, AIP-7, AIP-8, AIP-9, AIP-10, AIP-11, AIP-12, AIP-13, AIP-14 в отношении штамма А/Swine/Iowa/30 (H1N1). Показано, что соединение AIP-1 подавляло развитие вируса гриппа на 1,2 log2 только в максимально исследуемой концентрации – 0,0055 мг/мл. 

Проведено изучение противомикробной (антимикробной и фунгицидной) активности in vitro гетероорганических производных AIP-1, AIP-2, AIP-3, AIP-4, AIP-5, AIP-6, AIP-7, AIP-8, AIP-9, AIP-10, AIP-11, AIP-12, AIP-13, AIP-14 в отношении музейных тест-штаммов. 

Гетероорганические производные AIP-5 и AIP-6 проявили наибольшую антимикробную (бактерицидную) активность к музейному тест-штамму S. aureus ATCC 6538-P в концентрации 125 мкг/мл и 250 мкг/мл, соответственно. 

Производные AIP-5 и AIP-13 показали наибольшую активность в отношении музейного тест-штамма E. coli АТСС 8739 в концентрации 500 мкг/мл.

Установлена фунгицидная активность в отношении культуры C.albicans ATCC 10231 у гетероорганических производных AIP-5 в концентрации 250 мкг/мл и соединений AIP-3, AIP-4, AIP-6 в концентрации 500 мкг/мл.
Из гетероорганических производных, не растворимых в водной среде, наибольшую активность показало соединение AIP-1 в отношении всех взятых в эксперимент музейных микроорганизмов в концентрации 62,5 мкг/мл. Также следует отметить соединение AIP-10, которое обладало противомикробной активностью в отношении исследуемых микроорганизмов. Подавление роста культур S. aureus АТСС 6538-P и E. coli АТСС 8739 происходило в концентрации 1250 мкг/мл, а культуры C.albicans ATCC 10231 в концентрации 625 мкг/мл.

Основные результаты за 2019 г: 
С целью поиска новых лекарственных веществ в ряду производных пиперидина на основе [1-(2-этоксиэтил)-, 1-(3-этоксипропил)-, 1 бензил]-пиперидин-4-онов восстановлением натрийборгидридом в изопропаноле с хорошими выходами наработаны соответствующие вторичные спирты. 

На основе [1-(2-этоксиэтил)-, 1-(3-этоксипропил)-, 1-бензил-]-4-гидроксипиперидинов проведено ацилирование 3-фтор-, 2,6-дифтор-  4-(трифторметил)-бензоилхлоридами c образованием соответствующих гидрохлоридов сложных эфиров фторбензойных кислот, имеющих в ароматическом цикле  один, два и три атома фтора. 

Проведен синтез и наработка кетоксимпиперидина, в качестве промежуточного полупродукта реакции с целью дальнейших трансформаций, взаимодействием солянокислого гидроксиламина с 1-бензил-4-оксопиперидином в присутствии щелочи в этаноле. 

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

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

С целью изучения реакционной способности гидроксильной группы и последующего выяснения влияния природы ацильного остатка, в частности введения фрагмента циклопропана и фторфенильного фрагмента в структуры пиперидинов на фармакологические свойства были синтезированы сложные эфиры циклопропанкарбоновой и о-фторбензойной кислот по гидроксильной группе гидрохлоридов N-замещенных 4-гидрокси-4-карбоксипиперидинов.

Проведено изучение противомикробной (антимикробной и фунгицидной) активности in vitro гетероорганических производных AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-18, AIP-19, AIP-20, AIP-21, AIP-22, AIP-23, AIP-24, AIP-25, AIP-26 в отношении музейных тест-штаммов. 

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

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

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

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

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

Взаимное усиление антимикробной активности наблюдается также при совместном действии AIP-15 с гентамицином, AIP-15 с амоксициллином и AIP-16 с гентамицином в отношении множественно устойчивого тест-штамма Staphylococcus aureus ATCC ВАА-39 проявляющегося в виде синергизма.

Основные результаты за 2020 г: 
Нуклеофильным присоединением монозамещенных ацетиленов [3-феноксипропин-1,  3-(1-нафтилокси)проп-1-ин, 3-(2-нафтилокси)проп-1-ин] по кетогруппе   1-алкил-, 1-(2-фенилэтил)-4-оксопиперидинов получены соответствующие им ацетиленсодержащие спирты и их некоторые сложные эфиры. Среди синтезированных соединений выявлены препараты с противомикробным действием на всех штаммах  микроорганизмов взятых в эксперименте.

Было установлено, что замещенные  нафтилоксипропаргилпиперидины являются перспективным классом  соединений в поиске и разработке инновационных отечественных противоинфекционных препаратов. Строение синтезированных веществ установлено на основании данных ИК спектроскопии и спектроскопии ЯМР 1Н и 13С.

Проведено изучение цитотоксичности in vitro гетероорганических производных AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-18, AIP-19, AIP-20, AIP-21, AIP-22, AIP-23, AIP-24, AIP-25, AIP-26, AIP-27, AIP-28 и AIP-29 на линии клеток MDCK. Показано, что из всех исследуемых гетероорганических производных наименьшей токсичностью для клеток MDCK, обладают соединения AIP-17, AIP-25, AIP-26, AIP-27 и AIP-28.

Изучена терапевтическая активность in vitro гетероорганических производных AIP-15, AIP-16, AIP-17, AIP-18, AIP-19, AIP-20, AIP-21, AIP-22, AIP-23, AIP-24, AIP-25, AIP-26, AIP-27, AIP-28, AIP-29 в отношении вируса гриппа А/Swine/Iowa/30 (H1N1). Показано, что соединение AIP-28 подавляло репликацию 100 инфекционных доз вируса на 
1,2 log2 по сравнению с контрольной группой только в максимально исследуемой концентрации – 1,85 мг/мл. Соединение AIP-18 подавляло репликацию 100 инфекционных доз вируса на 2,0 log2 по сравнению с контрольной группой в концентрациях 0,065 и 0,0325 мг/мл. Соединение AIP-24 в концентрации 0,035 мг/мл подавляет 100 инфекционных доз вируса гриппа А/H1N1 на 2,0 log2, а в концентрациях 0,0175 и 0,0088 мг/мл на 1,0 log2. Соединение AIP-27 способно подавлять 100 инфекционных доз вируса на 1,0 log2, а соединение AIP-29 на 2,0 log2 только в максимально используемой концентрации 4,75 мг/мл и 0,08 мг/мл, соответственно. 

Результаты оценки технико-экономической эффективности разработки. 

В результате выполнения НИР за 2018-2020 годы выявлены перспективные фармацевтические субстанции (лиганды) с противоинфекционной активностью  ряда полифункциональных замещенных пиперидинов.

В ходе проведенных микробиологических исследований 14-ти соединений под шифрами AIP-1-AIP-14 в опытах in vitro показано, что можно выделить для дальнейших исследований на резистентных музейных и клинических штаммах следующие соединения:

AIP-5 и AIP-6, как вещества для борьбы с возбудителем S. aureus;

AIP-5 и AIP-13, как вещества для борьбы с возбудителем E. coli;
AIP-5 и AIP-3, AIP-4, AIP-6, как вещества для борьбы с возбудителем C.albicans.

Наибольшую активность проявил AIP-1 в отношении всех взятых в эксперимент музейных микроорганизмов в концентрации 62,5 мкг/мл. Изучение фунгицидной активности AIP-1 показало, что соединение обладает наиболее выраженным действием по сравнению с коммерческим препаратом флюконазол. Значение МБК AIP-1 составило 62,5 мкг/мл. 

Выявлено пиперидинсодержащее производное адамантанкарбоновой кислоты под шифром AIP-1, обладающий выраженным фунгицидным, противомикробным и противовирусным действием. AIP-1 может найти применение в качестве фунгицидного, противомикробного, противовирусного средства (Приложение Е). 
В ходе проведенных микробиологических исследований 15-ти соединений под шифрами AIP-15-AIP-29 в опытах in vitro показано, что можно выделить для дальнейших исследований на клинических штаммах следующие соединения:

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

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

Гидрохлорид 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина (AIP-1) является перспективной фармацевтической субстанцией (лигандом) с противоинфекционной активностью  ряда полифункциональных замещенных пиперидинов, который эффективен в отношении всех взятых в эксперимент музейных штаммов микроорганизмов является кандидатом в лекарственное вещество, перспективным для дальнейших углубленных исследований и рекомендуется на проведение полного комплекса доклинических исследований: 

- как вещество для борьбы с возбудителем S. aureus;
- как вещество для борьбы с возбудителем E. coli;
- как вещества для борьбы с возбудителем C.albicans;
- как вещества для борьбы с возбудителем Cryptococcus neoformans.

AIP-1 может найти применение в качестве эффективного противомикробного препарата, в особенности по показателю фунгицидной активности и рекомендуется на проведение полного комплекса доклинических исследований.

Путь синтеза, заключающийся в двух последовательных стадиях: восстановление 1-бензил-пиперидон-4-она боргидридом натрия в изопропаноле и  ацилирования 1-бензил-4-гидроксипиперидина хлорангидридом адамантанкарбоновой кислоты с образованием гидрохлорида 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина, определен как основа для разработки лабораторного технологического регламента получения AIP-1 (ПРИЛОЖЕНИЕ Ж).  

Результаты оценки научно-технического уровня выполненной НИР в сравнении с лучшими достижениями в данной области.

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

По результатам НИР опубликовано 29 научных трудов (Приложение В), из них: статей – 12  (4 –международные, 3 их которых, входящих в базу данных Scopus и   Thomson Reuters), а также  9 статей в республ. изданиях), тезисов докладов международных конференций – 13. Получено: 4 патентов  РК на полезную модель (Приложение Г)
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д 
Экспериментальная часть
Экспериментальная химическая часть 
Ход реакции и индивидуальность соединений контролировали методом ТСХ на окиси алюминия III степени активности, с проявлением пятен парами йода. ИК спектры записаны на спектрометре «Nicolet 5700» в тонком слое между пластинками KBr. Спектры ЯМР 1H и 13C зарегистрированы на спектрометре JNM-ECA400 фирмы «JEOL» (400 и 100.8 МГц соответственно) в CDCl3, внутренний стандарт ( ГМДС. 

1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипропин-1-ил)-4-гидроксипиперидин  (2.3)

 В плоскодонную колбу на  магнитной мешалке вносят 1,65 г (0,0295 моль) порошкообразного едкого  калия в 10 мл абсолютного бензола и через 10 мин при  перемешивании прикапывают 3,79 мл (0,0295моль) 3-феноксипропина-1  в 15 мл абсолютного бензола. При этом наблюдается незначительное разогревание и изменение цвета раствора. Через 30 мин прикапывают 2 г (0,0098 моль) 1-(2-фенилэтил)-пиперидин-4-она (2.1) в 15 мл абсолютного бензола. Реакционную смесь перемешивают в течении 7-8 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. В реакционную смесь добавляют 50 мл дист. воды, разделяют слои. Водный экстрагируют бензолом. Органические слои объединяют, сушат сульфатом магния. Отфильтровывают осушитель, упаривают растворитель, остаток перекристаллизовывают из гексана. Получают 1,88 г  (95,0 % от теоретического) спирта (2.3) в виде белых кристаллов с т.пл. 112-114 0С, Rf 0,51 (элюент –бензол:диоксан–4:1). 

Найдено, % : С 78,91; Н 7,91 С22Н25NО2
Вычислено, % : С 78,70; Н 7,45

ИК спектр, см-1:   613-755 (Ph);   3414(-OH).

Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипропин-1-ил)-4-фторбензоилокси-пиперидина (2.5)

1,056 мл (0,0089 моль)  4-фторбензоилхлорида  в абсолютном диоксане медленно при перемешивании приливают к раствору 2,0 г (0,0059  моль) 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипропин-1-ил)-4-гидроксипиперидина  (2.3) в абсолютном диоксане. При этом наблюдается разогревание реакционной смеси. Смесь выдерживают  24 ч при комнатной температуре. За ходом реакции контролируют по ТСХ. Отгоняют растворитель. Остаток промывают диэтиловым эфиром, перекристаллизовывают из изопропанола. Получают 1,56 г (53,0 % от теоретического)  гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипропин-1-ил)-4-фторбензоилоксипиперидина  (2.5) с т.пл. 173-1760С, Rf  0,81 (Al2O3,элюент - бензол : диоксан - 3:2). 

Найдено, % : С 70,18; Н 6,2 С29Н29NО3ClF

Вычислено, % : С 70,50; Н 5,91.

ИК спектр, см-1:    1736 (C═O сл.эф.).

Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипроп-1-ин-1-ил)-4-циклобутанкарбонил-оксипиперидина (2.6)

0,7 г (0,0022 моль) 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипроп-1-ин-1-ил)пиперидин-4-ол (2.3) растворяют в небольшом количестве абсолютного диоксана, к этому раствору медленно приливают раствор 0,75 мл (0,0065 моль) циклобутанкарбонилхлорида в абсолютном диоксане. Соотношение пиперидол:ацилирующий агент-1:3.  Реакционную смесь нагревают в течении 15 мин при температуре 600С и оставляют при комнатной температуре на 48 ч. Ход реакции контролируют по ТСХ. В течении недели реакционную смесь нагревают при температуре 50-600С Выпавший осадок отфильтровывают, остаток перекристаллизовывают из изопропанола. Получают 0,35 г (36,84% от теоретического) гидрохлорида 1-(2-фенилэтил)-4-(3-феноксипроп-1-ин-1-ил)-4-циклобутанкарбонилоксипиперидина (2.6)  с т.пл. 77-800С, Rf  0,91 (Al2O3,  элюент - бензол : диоксан - 3:2).

Гидрохлорид 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил)-4-фторбензоилокси-пиперидина (2.7)

0,9 г (0,0028 моль) 1-пропил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (2.4)   растворяют в небольшом количестве абсолютного диоксана, затем к этому раствору медленно при перемешивании прикапывают раствор 1,32 г (0,0083 моль)  п-фторбензоилхлорида в абсолютном диоксане. Реакционную смесь выдерживают  48 ч при комнатной температуре. Контроль за ходом реакции по ТСХ. Реакционную смесь промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропилового спирта. Получают 0,98 г (73,13 % от теоретического) гидрохлорида 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил)-4-фторбензоилоксипиперидина (2.7) с т.пл. 118-1200С, Rf  0,86 (Al2O3, элюент - бензол:диоксан - 4:1). 

Найдено, %:  С 69,54;  Н 6,76  С28H29NO3FCl.

Вычислено, %: С 69,7; Н 6,01.

Гидрохлорид 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил)-4-циклогексанкарбонилокси-пиперидина (2.8)

Смешивают растворы 1 г (0,003 моль) 1-пропил-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]пиперидин-4-ола (2.4) с раствором 1,24 мл (0,01 моль) циклогексанкарбонилхлорида.  Реакционную смесь нагревают  в течении  48 ч при 55-600С температуре на масляной бане.  За ходом реакции контролируют по ТСХ. Реакционную смесь многократно промывают диэтиловым эфиром и выпавший осадок отфильтровывают, перекристаллизовывают из изопропанола.  Получают 1,04 г (71,72 % от теоретического) гидрохлорида 1-пропил-4-(3-нафтилоксипропин-1-ил-4-циклогексанкарбонилоксипиперидина (2.8) с т.пл. 152-1540С, Rf  0,83 (Al2O3, элюент - бензол:диоксан - 4:1). 

Найдено, %:  С 72,06;  Н 7,21  С28H36NO3Cl.

Вычислено, %: С 71,55; Н 7,72.

Синтез 3-(1-нафтилокси)проп-1-ина (2.9)

В трехгорлую колбу, снабженную механической мешалкой, капельной воронкой и обратным холодильником помещают 10 г (0,069 моль) 1-нафтола, приливают 100 мл безводного ацетона и добавляют 12,35 г (0,089 моль) прокаленного поташа. При перемешивании реакционную смесь нагревают на водяной бане при температуре 55-600С в течении 30 минут. Затем медленно прикапывают 9,158 мл (0,104 моль) бромистого пропаргила. После добавления всего количества бромистого пропаргила реакционную смесь перемешивают при нагревании до полного исчезновения пятна 1-нафтола по ТСХ (всего около 5 ч). После окончания реакции отгоняют ацетон, остаток обрабатывают 50 мл водного раствора 2%-ного гидроксида натрия, экстрагируют диэтиловым эфиром 5х20 мл, объединенные эфирные экстракты сушат над осушителем (MgSO4). Упаривают растворитель досуха и остаток перегоняют под вакуумом т.кип. 140°С /1 мм рт.ст.). Получают 9,96 г вещества с выходом 78,8 %. 

Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-окси-пиперидина 2.12

В трехгорлую колбу, снабженную механической мешалкой, капельной воронкой и обратным холодильником вносят 1,65 г (0,03 моль) порошкообразного технического  КОН, приливают 20 мл абсолютного бензола, к смеси добавляют 5,378 г (0,03 моль) 3-(1-нафтилокси)проп-1-ина (2.9) растворенного в 10 мл абсолютного бензола. Через 30 минут при перемешивании медленно прикапывают 2 г (0,01 моль) 1-(2-фенилэтил)пиперидин-4-она в 10 мл абсолютном бензоле. После окончания реакции смесь разлагали 10 мл воды при охлаждении льдом. Органический слой отделяли, водный слой экстрагировали 5х20 мл бензола, бензольные экстракты сушили осушителем (MgSO4). После отгонки бензола остаток представляющий собой маслянистое вещество  действием эфирной соляной кислоты переводили в гидрохлорид. Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-1-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина 2.12 представляет собой кристаллический продукт т.пл. 139-141 0С.

Найдено, %: С 73,84;  Н 6,45  С26H28NO2Cl. 

Вычислено, %:  С 73,93; Н 6,63.
1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина 2.13
В трехгорлую колбу, снабженную обратным холодильником, капельной воронкой и мешалкой, вносят 2,19 г (0,04 моль) порошкообразного технического  КОН, приливают  20 мл сухого эфира, к смеси добавляли 3,585 г (0,0196 моль) 3-(2-нафтилокси)проп-1-ина (2.10) растворенного в 15 мл эфира.              Через 30 минут при перемешивании медленно прикапывают  2 г (0,0098 моль) 1-(2-фенилэтил)пиперидин-4-она в 10 мл эфира. После окончания реакции смесь разлагали 25 мл воды при охлаждении льдом. Эфир слой отделяли, водный слой экстрагировали 5х20 мл эфиром, эфирные экстракты сушили осушителем (MgSO4).  После отгонки эфира и перекристаллизации остатка из смеси бензол-гексанн получили 0,87 г 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина 2.13, представляющий собой кристаллический продукт с выходом  55 %, с т.пл. 94-96 0С.

Найдено, %:  С 81,0;  Н 7,059  С26H27NO2.
Вычислено, %: С 81,76; Н 7,992   

Гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-окси-пиперидина 2.14
0,7 г 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина 2.13  растворяют в диэтиловый эфире,  в раствор прикапываем НCl в эфире до сильнокислой рН~1-2. Наблюдается выпадение белого осадка. Кристаллы отфильтровывают и перекристаллизовывают  из изопропанола. Получают гидрохлорид 1-(2-фенилэтил)-4-[3-(нафт-2-илокси)проп-1-ин-1-ил]-4-оксипиперидина 2.14 с т.пл. 173-175 0С.

Найдено, %:  С 74,44;  Н 7,06  С26H28NO2Cl.
Вычислено, %: С 73,93; Н 6,63

Экспериментальная биологическая часть

а) Изучение антимикробной активности соединения 5 под шифром А7 проводилось по отношению к штаммам грамположительных бактерий Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, грамотрицательных штаммов Escheriсhia coli, Pseudomonas aeruginosa и к дрожжевому грибку Сandida albicans методом диффузии в агар (лунок). Препараты сравнения – гентамицин для бактерий и нистатин для дрожжевого грибка Сandida albicans. 
Культуры выращивали на жидкой среде рН 7,3 ± 0,2 при температуре от 30 до 350С в течение 18-20 часов. Культуры разводили 1:1000 в стерильном 0,9%-ном растворе натрия хлорида изотоническом, вносили по 1 мл в чашки с соответствующими элективными, питательными средами для изучаемых тест-штаммов и засевали по методу «сплошного газона». После подсушивания на поверхности агара формировали лунки размером 6,0 мм, в которые вносили раствор исследуемых образцов, гентамицина, нистатина. В контроле использовали этиловый спирт в эквиобъемных количествах. Таким образом, исследуемые образцы испытывался в количестве 1 мкг, а препарат сравнения в количестве 1 мг. Посевы инкубировали при 370С, учет растущих культур проводили через 24 часа. 

Антимикробная активность образцов оценивалась по диаметру зон задержки роста тест-штаммов (мм). Диаметр зон задержки роста меньше 10 мм и сплошной рост в чашке оценивали как отсутствие антибактериальной активности, 10-15 мм – слабая активность, 15-20 мм – умеренно выраженная активность, свыше 20 мм – выраженная. Каждый образец испытывался в трех параллельных опытах. Статистическую обработку проводили методами параметрической статистики с вычислением средней арифметической и стандартной ошибки.

б) Соединения (7,8) под шифрами ПИП-39, ПИП-40 изучены на противомикробную активность в отношении музейных штаммов микроорганизмов, оценены действия данных препаратов in vitro в отношении Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC-BAA-196, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, Staphylococcus aureus ATCC-BAA-39, Candida albicans ATCC 10231. Модель исследования включает в себя необходимый минимум тестов с различной степенью чувствительности in vitro [72]. Схема исследования проводится в соответствии с действующими на территории Республики Казахстан методическими рекомендациями, утвержденными Государственным Фармакологическим комитетом Республики Казахстан [73].  

Подготовка музейных культур к исследованию: реактивация, проверка жизнеспособности и контроль физиолого-биохимических свойств. Перед началом эксперимента микроорганизмы подверглись реактивации (оживлению) с последующим субкультивированием. Для определения жизнеспособности взятых в эксперимент микроорганизмов использовали метод Коха. Установлено, что все штаммы обладают хорошей жизнеспособностью превышающей 1011 КОЕ/мл. 

Определение минимальной ингибирующей концентрации (МИК) препаратов ПИП. Оценку минимальной ингибирующей концентрации (МИК) в отношении взятых в эксперимент микроорганизмов проводили по общепринятому методу двукратных серийных разведений в бульоне Мюллера-Хинтона. Для приготовления базовых растворов ПИП-39, ПИП-40 в концентрации 4000 мкг/мл, навеску 0,2 г растворили в 50 мл 0,9 %-ного раствора хлорида натрия. Далее готовили двукратные серийные разведения от 2000 мкг/мл до 2 мкг/мл (2000 мкг/мл, 1000 мкг/мл, 500 мкг/мл, 250 мкг/мл, 125 мкг/мл, 63 мкг/мл, 31 мкг/мл, 16 мкг/мл, 8 мкг/мл, 4 мкг/мл, 2 мкг/мл). В приготовленные разведения вносили свежеприготовленную суспензию микроорганизма в концентрации 106 КОЕ/мл. Контролем служила пробирка, содержащая питательную среду с тестируемым штаммом. Посевы инкубировали в термостате при 37°С в течение 18-24 ч. По истечении времени инкубации с каждого разведения произведен высев на чашки Петри содержащие агар Мюллера-Хинтона. Чашки Петри с посевами инкубировали при температуре 37°С в течение 18-24 ч. МИК определяли по наименьшей концентрации ПИП-39, ПИП-40 которая подавляла видимый рост тестируемого микроорганизма. 

В контрольном опыте наблюдался обильный рост тестируемых штаммов. 

Таким образом, показано, что направленное введение 4-фторбензоильного фрагмента в структуру арилксипропинилпиперидина привело к соединениям с противомикробной активностью, в то вреия как введение фрагментов малых циклов не влияет на проявление  противомикробной активностью. 

ПРИЛОЖЕНИЕ Е 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж 
Технология получения субстанции AIP-1 (F-7)
Для определения технологических и токсикологических параметров ведущего соединения F-7 необходимо было синтезировать его в большом количестве в 3-х сериях. Поэтому была разработана химическая схема ее получения, а затем технологическая и аппаратная схемы.

Химическая схема получения субстанции F-7

	Химическая схема синтеза
	Описание процесса
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       І на 45.24% 
	І. Смешивают раствор 3 г (0,0157 моль) 1-бензил-4-гидроксиперидина в хлороформе и 3,43 г (0,0173 моль) адамантанкарбонилхлорида в хлороформе. Тогда наблюдается слабая нагрев реакционной смеси. Смесь оставляют на ночь.    

ІІ. 1-бензил-4-адамантанкарбонилоксипиперидина гидрохлорид поступает в осадок. Полученную соль фильтруют и выщелачивают диэтил эфиром. Перекристаллизует из изопропанола. 

Состав сырья: 

1. 1-бензил-4-гидроксипиперидин;

2. адамантанкарбонилхлорид;

3. Хлороформ;

4. Диэтиловый эфир;

5. Изопропанол.


Технологическая схема и установка для получения субстанции F-7

Технологический процесс получения субстанции F-7 состоит из вспомогательных работ и основных стадий и их операций. Технологические и аппаратурные схемы его получения представлены на рисунках Ж.1, Ж.2.
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Рисунок Ж.2 - Аппаратурная схема производства субстанции F-7
1 этап. Подготовка сырья.

Подготовка технологического процесса начинаем, прежде всего, с вспомогательных работ. То есть готовим комнату, чистим рабочий стол, промываем и протираем 95% спиртом. Проветривание помещений и проведение всех очистных мероприятий (очистка полов, всех пылеулавливающих поверхностей от пыли). Проверяется чистота персонала, служебной одежды. Проверяется исправность и чистоту установок.

Сырье готовится к вводу в установку, проверяется соответствие их НД. Изготавливаются вспомогательные вещества и материалы.

2 этап. Проведение реакции.

Сырье укладывается в установку. Реакционная смесь перемешивается.

3 этап. Осаждение

Реакционная смесь осаждается.

4 этап. Выделение продукции.

4.1 этап. Фильтрация осадка.

4.2 этап. Промывание осадка.

Осадок промывается диэтиловым эфиром.

4.3 этап. Перекристаллизация.

Продукт перекристаллизирует в изопропаноле.

4.4 этап. Фильтрация продукта.

Продукт фильтрует из изопропанола.

4.5 этап. Сушка продукта.

Продукт высушивают на сушильной установке.

Проводится контроль качества продукции.

5 этап. Складывание, упаковка, маркировка.

5.1 этап. Промывка и сушка флакона.

5.2 этап. Складирование.

5.3 этап. Упаковка маркировка.

В соответствии с ГОСТ 30288-95 винт должен помещать субстанцию в стеклянную бутылку с излучающей горловиной и закрываться крышкой в соответствии с ЧС 6-09-5311-87. Тару обертывают снаружи светонепроницаемой бумагой согласно ГОСТ 4665-62. Бутылки наклеивают маркированные этикетки.

Получено готовая продукция.
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