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РЕФЕРАТ

В роботі 87 сторінок, 9 таблиць, 20 рисунків, було використано 
74 літературних джерела, із них 25 іноземною мовою.


Об’єкт дослідження – S-заміщені похідні хіноліну.
Предмет дослідження – пошук високоефективних і малотоксичних сполук з антирадикальною, антиоксидантною, мембраностабілізуючою активністю в ряду S-заміщених похідних хіноліну.
Методи дослідження – біохімічні методи (дослідження токсичної дії, антирадикальної, антиоксидантної активності in vitro,  стану антиоксидантної системи захисту клітин міокарда щурів, мембраностабілізуючої дії); комп’ютерний прогноз за допомогою програм PASS, TEST, GUSAR; статистична обробка за допомогою програм SPSS для Windows (версія 10.0).
Метою роботи є вивчення біологічної активності S-заміщених похідних хіноліну.

Визначено середню летальну дозу ЛД50 S-заміщених похідних хіноліну, що знаходиться в межах від 873-1245 мг/кг. Сполуки проявляють високу антирадикальну активність на моделі аутоокиснення адреналіну in vitro. Найбільшу антиоксидантну активність проявляє гідрохлорид (2-метил-
8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти, його АОА знаходиться майже на рівні еталона порівняння – сечовини (30% та 41% відповідно) (р < 0,05). Найбільш виражений мембраностабілізуючий ефект на 14 добу дослідження мала 2-гідрокси-3-(8-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанова кислота; при її введенні спостерігалась стабілізація мембран гепатоцитів, про що свідчить суттєве зменшення показників активності амінотрансфераз – АлТ і АсТ, які є вірогідними щодо контролю, наближаючи їх до інтактної групи тварин.
ПОХІДНІ 4-ТІОХІНОЛІНУ, АНТИРАДИКАЛЬНА ТА АНТИОКСИДАНТНА АКТИВНІСТЬ, МЕМБРАНОСТАБІЛІЗУЮЧА ДІЯ, АЛАНІНАМІНОТРАНСФЕРАЗА, АСПАРТАТАМІНОТРАНСФЕРАЗА
ABSTRACT

In the work of 87 pages, 9 tables, 20 figures, was used 74 literary sources, among them 25 foreign languages.

The object of the study is S-substituted quinoline derivatives.

The subject of the study is the search for highly effective and low-toxic compounds with antiradical, antioxidant, membrane-stabilizing activity in a number of S-substituted quinoline derivatives.
Methods of research − biochemical methods (research of toxic effect, antiradical, antioxidant activity in vitro, state of antioxidant system of protection of cells of myocardium of rats, membrane-stabilizing action); computer forecasting with the help of programs PASS, TEST, GUSAR; statistical processing with the help of a block of computer programs SPSS for Windows (version 10.0).
The purpose of the work is to study the biological activity of S-substituted quinoline derivatives.
The average lethal dose of LD 50 S-substituted quinoline derivatives is found, ranging from 873-1245 mg / kg. The compounds exhibit high antiradical activity on the model of auto-oxidation of adrenaline in vitro. The greatest antioxidant activity is hydrochloride (2-methyl-8-methoxyquinoline-4-ylthio) carboxylic acid, its AOA is almost at the level of the comparison standard - urea (30% and 41% respectively) (p <0.05). The most pronounced membrane-stabilizing effect at day 14 of study was 2-hydroxy-3- (8-methoxy-2-methylquinolin-4-ylthio) propanoic acid; when it was introduced, there was a stabilization of hepatocyte membranes, as evidenced by a significant decrease in the activity of aminotransferases − AlT and AST, which are likely to be controlled, bringing them closer to the intact group of animals.
DETERMINATION OF 4-TIOCHINOLINE, ANTI-RADICAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY, MEMBRANOSTABILIZING ACTIVITY, ALANINAMINE TRANSPHERASE, ASPATHAMAMINOTRANSPHERASE
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, 
ОДИНИЦЬ, СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ

АОА – антиоксидантна активність

АОСЗО – антиоксидантна система захисту організму
АФК – активні форми кисню
АЦЦ – ацетилцистеїн

БАР – біологічно активні речовини

ВРО – вільно радикальне окиснення
ВРОЛ − вільнорадикальне окиснення ліпідів
МДА – малоновий діальдегід
СОД – супероксиддисмутаза
ТБК – тіобарбітурова кислота

ФАР – фізіологічно активні речовини

ШКТ – шлунково-кишковий тракт
ВСТУП

На сьогодні, біологічно активні речовини (БАР) інтенсивно вивчаються науковцями; є перспективними в області вивчення біології, біоорганічної хімії та фармакології.

Для пошуку нових високоефективних та малотоксичних біорегуляторів велике значення мають нітрогенотовмісні гетероцикли. Належне місце серед цих гетероциклічних систем посідає шестичленний ароматичний гетероцикл – хінолін.
Похідні гетероциклічних систем хіноліну з часу їх відкриття і до сьогоднішнього дня привертають до себе увагу багатьох дослідників, що обумовлено високою біологічною активністю природних та синтетичних представників цього гетероциклу. Відомі антимікробні, фунгістатичні та протипаразитарні препарати; вони проявляють протипухлинну, аналгетичну, нейротропну та ін. види біологічної активності. Різноманітні представники заміщених хінолінів використовуються як ветеринарні препарати, пестициди, барвники та аналітичні реагенти.
Враховуючи викладене, проведення та синтезу похідних хіноліну, вивчення хімічних перетворень і біологічних властивостей цих сполук визначають актуальність роботи. Проведені до цього часу дослідження 
S-похідних 4-тіохінолінів свідчать про перспективність пошуку серед цього ряду сполук з різними видами біологічної активності.

Метою роботи є вивчення біологічної активності S-заміщених похідних хіноліну.

Для досягнення поставленої мети необхідно виконати такі завдання:

1) провести комп’ютерний прогноз біологічної активності S-заміщених похідних хіноліну за допомогою серії програм PASS.
2) провести  комп’ютерний прогноз токсичності за допомогою програм TEST, GUSAR  і експериментально визначити гостру токсичність S-заміщених похідних хіноліну; 

3) експериментально визначити антирадикальну активність 
S-заміщених похідних хіноліну на моделях in vitro;
4) експериментально визначити антиоксидантну активність 
S-заміщених похідних хіноліну на моделях in vitro;

5) експериментально визначити мембраностабілізуючу дію цього ряду сполук на моделі гострого токсичного гепатиту;
Об’єкт дослідження – S-заміщені похідні хіноліну.

Предмет дослідження – пошук високоефективних і малотоксичних сполук з антиоксидантною, мембраностабілізуючою активністю в ряду 
S-заміщених похідних хіноліну.
Методи дослідження – комп’ютерний прогноз активності сполук за допомогою програм PASS, TEST, GUSAR, біохімічні методи (дослідження токсичної дії, антиоксидантної активності in vitro,  стану антиоксидантної системи захисту клітин міокарда щурів, мембраностабілізуючої дії); статистична обробка отриманих результатів проводилася за допомогою блоку комп’ютерних програм SPSS для Windows (версія 10.0).
Наукова новизна обумовлена тим, що механізм антиоксидантної дії вивчених сполук обумовлений їх здатністю реагувати з активними формами кисню – вони виявляють властивості «пасток» супероксиданіону у водній фазі, перехоплюють гідроксилрадикал в гетерогенних системах. Встановлено,  що антиоксидантна активність сполук знижується за наявності розгалуженого карбонового ланцюга, аміногрупи, ацетильного залишку в карбоновому ланцюзі.
На моделі гострого токсичного гепатиту in vivo встановлено, що найбільш виражена мембранозахисна дія властива 2-гідрокси-3-(8-метокси-
2-метилхінолін-4-ілтіо)пропановій кислоті.
За матеріалами досліджень опубліковано: 
− тези «Біологічна оцінка біорегуляторів на основі новосинтезованих похідних хіноліну» («Молода наука – 2019», 15-17 квітня 2019 р.).

1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Біологічна активність синтетичних аналогів хіноліну
Хінолін – це гетероциклічна сполука; стабільна, малоразчинна у воді, безбарвна рідина з неприємним запахом; добре змішується з водою, етанолом, діетиловим ефіром та ін. органічними розчинниками; переганяється з водяною парою. Його температура кипіння 237 0С, температура плавлення 16 0С.

Хінолін є ароматичною сполукою. Його молекула має плоску будову та містить замкнену спряжену π-електронну систему з 10 π-електронів, яка задовольняє правилу Хюккеля (рис. 1.1) [1, 2].


[image: image1.emf]N


Рисунок 1.1 – Структура хіноліну

На сьогоднішній день, відомо, що гетероциклічна система хіноліну лежить в основі багатьох лікарських засобів природнього та синтетичного характеру, які мають  різноманітні види антибактеріальної, фунгістатичної та фармакологічної дії [3-6].

До основних лікарських засобів, які використовуються в сучасній медицині та фармакології в якості антимікробних, антималярійних та антитрихомонадних препаратів відносять саме: хлорхінальдол; нітроксолін; інтетрікс; дермазолон; норфлоксацин; офлоксацин; ентеросептол; мексаза; мексаформ та ін. [3].

За останній роки багато науковців описали досить велику кількість лікарських засобів в ряду похідних 8-гідроксихіноліну.
Ряд похідних 8-гідроксихіноліну використовуються в медичній практиці як протимікробні засоби. До них відносяться такі лікарські препарати, як хінозол, нітроксолін (5-НОК) і ентеросептол. В цих препаратах замісники − хлор, бром, йод − в положеннях 5 і 7 хінолінового ядра (ентеросептол, хлорхінальдол). Дані речовини володіють антибактеріальною, протипаразитарною та протигрибковою активністю й застосовуються в якості хіміотерапевтичних і антисептичних речовин. Наприклад, галоїдо- та нітрозаміщені 8-оксихіноліни використовуються в якості пероральних антибактеріальних засобів [3-6].
Хінозол (8-оксихіноліну сульфат) (рис. 1.2) володіє антисептичними та сперматоцидними властивостями; має досить невелику токсичність. Має широке застосування для дезінфекції рук, промивання ран, виразок, спринцювань, а також у вигляді присипок (1-2%) і мазей (5-10%) [3].

[image: image2.emf]N

OH

2

.

H

2

SO

4


Рисунок 1.2 – Структура хінозолу

Хлорхінальдол (5,7-дихлор-2-метил-8-оксихінолін) (рис. 1.3) – препарат, що володіє антибактеріальними, протигрибковими, антипротозойними властивостями. До препарату активні більшість грампозитивних та грамнегативних бактерій: стафілококи, стрептококи, Escherichia coli, Enterobacter spp., сальмонели, клебсієли, шиґели, Pseudomonas spp., єрсинії, Enterococcus spp., Proteus spp., Corynebacterium spp., холерний вібріон; а також грибки родів Candida spp, Aspergillus spp., Penicillium spp. Чутливими до хлорхінальдолу є також трихомонади, амеби та лямблії. Даний препарат має широке застосування при кишкових інфекційних захворюваннях: дизентерії, сальмонельозі, харчовій токсикоінфекції, кишковій інфекції, які викликані стафілококами, протеєм та іншими ентеробактеріями, а також дисбактеріозі [3].
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Рисунок 1.3 – Структура хлорхінальдолу

Нітроксолін (5-нітро-8-оксихінолін) (рис. 1.4) – препарат має найменшу токсичність в порівнянні з ін похідними 8-оксихіноліну. Нітроксолін селективно інгібує синтез бактеріальної ДНК, утворює комплекси з металопровідними ферментами мікробної клітини. Це приводить до бактеріостатичного, бактеріцидному і фунгіцидному ефектів. Може виявляти антибактеріальну дію на грампозитивні (St. aureus, Enterococcus, Corinebacterium) та грамнегативні (Ps. vulgaris, Salmonella, Shigella) бактерії; ефективний стосовно деяких грибів (р. Candida тощо). Його застосовують при таких інфекціях сечовивідних шляхів як пієлонефрит, цистіт, уретрит, простатит, а також для профілактики інфекцій після операцій на нирках і сечових шляхів [3, 7].
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Рисунок 1.4 – Структура нітроксоліну

Еентеросептол має високу активність щодо кишкової палички, бактерій, збудників різних видів дизентерії; препарат використовується в хірургічній практиці для стерилізації кишечника перед операціями, тому що він практично не всмоктується зі шлунково-кишкового тракту (ШКТ).
На сьогоднішній день синтетичні антибактеріальні препарати в сучасній хіміотерапії представлені сульфаніламідами, нітрофуранами, хінолінами, фторхінолонами, похідними хіноксалину. З перерахованих антибактеріальних засобів найбільш ефективним є фторхінолони [6].

Клас хінолонів включає дві основні групи препаратів, принципово розрізняються за структурою, активністю, фармакокінетики і широті показань до застосування: нефторіровані хінолони та фторхінолони. Хінолони класифікують за часом введення в практику нових препаратів з поліпшеними антимікробними властивостями. Згідно робочої класифікації, запропонованої R. Quintiliani (1999 р.), хінолони поділяють на чотири покоління:
1) I покоління: налідиксова кислота; оксолінова кислота; піпемідова (піпемідіевая) кислота.
2) II покоління: ломефлоксацин; норфлоксацин; офлоксацин; пефлоксацинє; ципрофлоксацин.
3) III покоління: левофлоксацин; спарфлоксацин.
4) IV покоління: моксифлоксацин.
Фторхінолони – результат «чистого» хімічного синтезу. Особливо активними сполуками є ті, які мають у положенні 7 хінолінового ядра не заміщений або заміщений піперазинів цикл, в положенні 6 – атом Флуору.
Фторхінолони, дозволені для клінічного застосування з початку 
80-х років XX ст. (II покоління), відрізняються широким спектром антимікробної дії відносно ряду грампозитивних аеробних бактерій (Staphylococcus spp.), юільшості штамів грамнегативних, в тому числі Е. coli (включаючи ентеротоксигенні штами), Shigella spp., Salmonella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp., Providencia spp. та ін. Їх застосовують для лікування інфекцій різної локалізації: при інфекціях сечових шляхів, інфекціях, що викликані сальмонелами, шигелами, рекомендовані при простатитах, інфекціях, що викликані Pseudomonas.
Фторхінолони, введені в практику з середини 90-х років XX ст.
(III-IV покоління), характеризуються більш високою активністю щодо грампозитивних бактерій (насамперед пневмококів), внутрішньоклітинних патогенів, анаеробів (IV покоління), а також ще більш оптимізованої фармакокінетикою. Досліджуючи бактерицидну активність фторхінолонів дозволила розробити для ряду препаратів (ципрофлоксацин, офлоксацин, ломефлоксацин, норфлоксацин) лікарські форми для місцевого застосування у вигляді очних і вушних крапель [3, 6].
Пефлоксацин – 1-етил-6-фтор-1,4-дигідро-7-(4-метил-1-піперазиніл)-
4-оксо-3-хінолінкарбонова кислота – синтетичний антибактеріальний засіб широкого спектра дії групи монофторхінолонів. Механізм бактерицидної дії зумовлений інгібуванням ключового ферменту бактерій – ДНК-гірази з порушенням реплікації А-субодиниці ДНК і РНК та блокуванням синтезу білків бактерій. Щодо грамнегативних бактерій діє на клітини, які знаходяться у стадії спокою і поділу, щодо грампозитивних бактерій - тільки на клітини, що знаходяться в процесі мітотичного поділу. Стійкий до дії 
β-лактамаз.

Препарат активний відносно аеробних грамнегативних бактерій: Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Morganella morganii, Yersinia enterocolitіса, Enterobacter spp. та ін.; аеробних грампозитивних бактерій: Staphylococcus spp. (у т.ч. як продукують і не продукують пеніциліназу, а також метицилінрезистентних штамів), Streptococcus spp. (у т.ч. Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae); внутрішньоклітинних бактерій: 
Legionella spp. (у т.ч. Legionella pneumophila), Brucella spp., Chlamydia spp. 
До препарату помірно чутливі Pneumococcus spp. (Streptococcus pneumoniae), Acinetobacter spp., Clostridium perfringens та ін. Даний препарат не діє на грамнегативні анаероби, спірохети, мікобактерії туберкульозу. Пефлоксацин застосовують при інфекціях органів дихання, жовчо- і сечовивідних шляхів, ШКТ, ЛОР-органів, шкіри, м’яких тканин, при гонореї [3, 6].
Норфлоксацин (1-етил-6-фтор-1,4-дигідро-4-оксо-7-(1-піперазиніл)-
3-хінолінкарбонова кислота) − протимікробний синтетичний засіб групи фторхінолонів широкого спектра дії. Виявляє бактерицидну дію. Даний препарат має широке застосування при інфекціях сечовивідних шляхів, кишкових інфекціях (шигелез, сальмонелез), інфекціях очей, при отитах, простатиті і гонореї. Норфлоксацин високоактивний відносно грам негативних бактерій: наприклад, для Escherichia coli.
Офлоксацин (9-фтор-2,3-дигідро-3-метил-10-(4-метил-піперазиніл)-
7-оксо-7Н-піридо-1,2,3-de-1,4-бензоксазин-6-карбонова кислота) –синтетичний антибіотик з групи фторхінолонів ІІ покоління. Діє бактерицидно, порушуючи синтез ДНК в бактеріальній клітині.
Препарат має широкий спектр антибактеріальної дії. До офлоксацину чутливі такі збудники: стафілококи, сальмонелли, клебсієли, нейсерії, Esherichia coli, Citrobacter spp., Proteus spp. та ін., пневмококи, Helicobacter pylori, Brucella melitensis, хламідії, мікоплазми, Ureaplasma urealyticum, туберкульозна паличка, мікобактерія лепри.
Офлоксацин застосовують при інфекціях, що спричинюють чутливі до препарату мікроорганізми, а саме при: інфекціях ЛОР-органів, бронхолегеневої системи (в тому числі в комплексній терапії антибіотикорезистентного туберкульозу), шкіри, м’яких тканин, кісток і суглобів, сечостатевої системи, сепсис [3, 6].
Ципрофлоксацин (1-циклопропіл-6-фтор-1,4-дигідро-4-оксо-
(1-піперазиніл)-3-хінолінкарбонова кислота) – найбільш ефективний фторхінолон, який використовують в медичній практиці; синтетичний антибіотик з групи фторхінолонів ІІ покоління. Діє бактерицидно, порушуючи синтез ДНК в бактеріальних клітинах. Препарат має широкий спектр антибактеріальної дії. До ципрофлоксацину чутливі такі мікроорганізми: сальмонели, шиґели, стафілококи, більшість стрептококів, лістерії, легіонелли, туберкульозна паличка та ін. мікобактерії, Escherichia coli, Proteus spp., Campylobacter spp., Pseudomonas spp., Brucella spp., Corynebacterium spp., Yersinia spp., Citrobacter spp., Providencia spp., Acinetobacter spp., Morganella morganii, Enterobacter spp., нейсерії, мікоплазми, хламідії, пептококи, пептострептококи [3, 6].
Моксифлоксацин – пригнічує бактеріальні топоізомерази типу ІІ 
(ДНК-гіраза та топоізомераза IV), необхідні для реплікації, транскрипції та репарації бактеріальної ДНК.

Препарат активний до грамнегативних і ряду грампозитивних  (стафілококи, стрептококи) бактерій, анаеробів, мікоплазм, хламідій. Ефективний при інфекціях, резистентних до β-лактамних антибіотиків, макролідів та ін. хіміотерапевтичних препаратів [3, 6].
1.2 Біологічна активність меркаптопохідних та інших похідних хіноліну

Інтерес до хімії похідних хіноліну зумовлений їх високою біологічною активністю на основі синтетичних аналогів. За останні два десятиріччя 
в літературі з’явилась дуже велика кількість публікацій (цикли робіт 
Омельянчик Л.О., Бражко О.А., Завгороднього М.П., Корнет М.М., Лабенської І.Б.) про різнобічну біологічну активність вищезазначеної гетероциклічної системи. Меркаптопохідні хіноліну проявляють антиоксидантну, гепатопротекторну, протиішемічну, анальгетичну, нейротропну та інші види біологічної активності [7-30], тобто на основі цих похідних відбувається пошук біорегуляторів [9-13, 26].
Меркаптопохідні хіноліну є важливими біологічними об’єктами для біологічного дослідження, оскільки впливають на різні етапи процесу вільнорадикального окиснення ліпідів (ВРОЛ) за рахунок захисту ферментів антиоксидантного комплексу. Їх структурна модифікація, а саме введення фрагментів та функціональних груп в якості замісників, надає можливість посилення окремих видів біологічної активності, що притаманні одній зі структур, та отримання речовин з новим комплексом біологічних властивостей.
Низку досліджень було проведено на предмет вивчення антиоксидантної дії 2- та 4-тіохінолінів як in vitro, так і in vivo [15, 19].
У дослідах in vitro виявлена ефективна дія тіопохідних хіноліну, методом  імпульсної вольтамперометрії, на активні інтермедіати відновлення кисню. Введення метокси- груп до хінолінового циклу сприяє наявності антирадикальної активності за рахунок зниження рівня гідроксильних радикалів у системі, і антиокислювальної активності при взаємодії з гідроген пероксидом [9-13].

Дослідження 4-тіопохідних хіноліну як потенційних антибактеріальних та антималярійних препаратів почались у 40-50 рр. минулого століття. Похідні хіноліну інгібують ріст мікробів, порушують бар’єр проникливості їхніх мембран (порушення проникливості цитоплазматичної мембрани, гальмування транспорту електролітів або окислювального фосфорилювання) і пригнічують енергетичні процеси (синтез білків, муреїну клітинної стінки). Хіноліни блокують синтез нуклеїнових кислот, призводять до лізису частин рибосом і сприяють інтенсивній елімінації з клітин РНК [7-30].
2-Меркаптохіноліни та S-карбокси- та карбонілалкілпохідні проявляють слабку антимікробну дію: відбувається утворення комплексів з іонами металів та накопиченням їх у токсичних концентраціях. При введенні в 6-е положення гетероциклу метоксигрупи фунгістатична дія зникає [13].
Дослідження антимікробної дії 4-S-похідних хіноліну показало, що більшість сполук має стійкий ступінь активності щодо грампозитивних або грамнегативних мікроорганізмів (St. aureus, E. coli, B. subtilis). Найбільш виражену антимікробну дію мають 2-метил-4-меркаптохінолін, 
(2-метилхінолін4-ілтіо)оцтова кислота та її гідрохлорид. Так 4-тіопохідні хінальдину нормалізують вуглеводно-енергетичний обмін і за деякими показниками є ідентичними або перевищують препарати базової терапії – пірацетам і дибунол [13].
Для тіопохідних хіноліну – іліденгідразиди хінолін-2-тіокарбонових кислот властива нейролептична, анальгетична, діуретична, антидіуретична види активності [9-13, 25, 27].

Крім того, перспективними біологічно активними речовинами є похідні 
(6-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)оцтової кислоти. Для цих сполук характерна виражена протимікробна та протигрибкова дія. Деякі сполуки мають виражену діуретичну активність, а інші – антидіуретичну активність.

Висока антиоксидантна активність (хінолін-4)-тіо-α-(β)-карбонових кислот та їх похідних пов’язана з відновними властивостями тіольної групи та комплексоутворюючими властивостями карбоксильної групи [7-30].
Отже похідні хіноліну можуть проявляти: антирадикальну, антиоксидантну, антигіпоксичну, мембраностабілізуючу, протиішемічну, знижує активність вільнорадикальних процесів; поліпшувати трофіку ішемізованих тканин головного мозку; нормалізувати енергетичні процеси; відновлювати ферментну систему антиоксидантного захисту активності 
[7-30].
Крім робіт українських науковців наукової школи, що функціонує
в Запорізькому національному університету, відомі данні закордонних науковців, щодо біологічної активності похідних хіноліну, які проявляють антитуберкульозну, антибактеріальну, анти малярійну, протимікробну, протигрибкову, антипротизойна активність; проявляють себе, як радіопротектори та використовують при лікуванні лейшманіозу [31-40].
У роботі [35] для дослідження протимікробної та протигрибкової активності похідних хіноліну були використані стандартизовані методи визначення чутливості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів. Диско-дифузійний метод на середовищі Мюллера-Хінтона, в якому ступінь активності синтезованих сполук оцінювали за величиною зон пригнічення росту мікроорганізмів установлених згідно параметрів. Дані активності було визначено в дослідах in vitro загальноприйнятим методом «серійних розведень» на рідкому поживному середовищі, в якому визначали мінімальну інгібуючу концентрацію та мінімальну бактерицидну концентрацію. Серед синтезованих сполук знайдені речовини з протимікробною та протигрибковою активностями.

Найкращу антибактеріальну активність показали, золотистий стафілокок та S. pyogenes, що вказує на переважання активності похідних 
6-заміщених-2-(3-феноксифеніл)-4-фенілхіноліну на грампозитивні бактерії, ніж на грамнегативні бактерії [35].

Серед нових ω-аміноацил і алкіл похідних 7-хлорхінолін-4-аміну виявлена антипротозойна активність  проти чутливого штаму NF54, а також проти мультирезистентної K1strain малярійного плазмодію і проти трипаносоми brucei rhodesiense. Результати були порівнянні з діяльністю препаратів, які використовували клінічно. Виявлена антипротозойна та антиплазмодійна активність. У порівнянні з хлорохіноліном, активність нових сполук була знижена значно менше в резистентному штамі [36].
У роботі [37] більшість досліджених сполук (4-(2-флорфенокси) хіноліну) мали помірну активність відносно трьох випробуваних клітинних ліній; деякі сполуки проявляли інгібуючу активність по відношенню до с-Met кінази.
Науковцями [38] було  знайдено ряд легкодоступних похідних хіноліну, які можуть проявляти сильну антибактеріальну активність проти особового складу мультирезистентних грампозитивних бактеріальних штамів, особливо Clostridium difficile. Також ці молекули ефективні на моделі in vivo проти C. difficile. 

Серед серії синтезованих нових похідних хіноліну була виявлена їх потенційна протипухлинна дія [39]. Результати синтезу показали, що 
7-(4-фторбензилокси)-N-(2-(диметиламіно)-етил)-хінолін-4-амін є найбільш сильним  антипроліферативним агентом проти людських пухлинних клітинних ліній. 

У роботі [40] були розроблені, синтезовані та оцінені  антипроліферативні агенти проти Trypanosom acruzi та Leishmania mexicana, серії арильних похідних 2- та 3-амінохіноліну. Крім того, були досліджені фторовмісні похідні хіноліну, які виявилися сильнішими проти внутрішньоклітинної форми Leishmania mexicana у 2 рази, ніж аміновмісні сполуки. Ряди сполук показали активність в якості інгібіторів росту паразитів. 
Отже, особливий інтерес привертають до себе 
S-карбоксиалкілтіопохідні азогетероциклів на предмет пошуку біологічно активних речовин з різним видами біологічної активності.
1.3 Комп’ютерні програми для визначення біологічної активності та токсичності похідних хіноліну
В даний час близько 80 млн. різних хімічних сполук є для тестування у вигляді вже синтезованих зразків. В реєстраційній системі Chemical Abstracts Service міститься інформація про 138 млн. органічних і неорганічних речовин, описаних в літературі з початку XIX століття. In silico згенеровано сотні мільйонів структурних формул органічних молекул разом з вихідними реагентами і реакціями синтезу і понад 166 млрд. структурних формул, повністю покривають хімічний простір, що включає до 17 атомів C, N, O, S і галогенів [41].
Поява вільно-доступних програм дала змогу отримувати інформацію про структуру та біологічну активність хімічних сполук, створювати необхідні передумови для розвитку методів дизайну ліків, заснованих на структурі лігандів і прогнозувати профілі біологічної активності для нових речовин.
Серед похідних хіноліну існує значна кількість біологічно активних сполук широкого спектру дії, які можуть стати основою для нових біорегуляторів [42-48]. Для вибору таких сполук вивчається спектр їх біологічної активності, рівень потенційної токсичності, визначається їх фармакодинаміка, чим пояснюється практична доцільність використання методів хемоінформатики. 
Спектром біологічної активності вважається сукупність фармакологічних властивостей, біохімічних механізмів дії та видів специфічної токсичності, які речовина може виявляти при взаємодії з біологічними об’єктами. Прогнозування біологічної активності структур здійснюється переважно на основі аналізу зв′язку «структура-активність» або на основі моделювання зв’язування структур з відомою чи уявною мішенню. Основна мета комп'ютерного прогнозування ‒ вибрати з великої кількості запропонованих структур декілька найбільш підходящих сполук (лідерів, lead) для подальшої експериментальної перевірки. 

Методи комп’ютерного прогнозування дозволяють швидко провести оцінку великої кількості структур на різні види біологічної активності. При цьому зазвичай не враховуються кількісні фактори, такі як об’єкт, доза, шлях введення та ін., а біологічна активність розглядається як внутрішня властивість речовини. 

Таким чином, здійснюється лише прогнозування наявності або відсутності певного виду активності. Звичайно, всі дані, отримані в результаті комп'ютерного моделювання, носять наближений, оціночний характер. 

Однією з основних проблем при комп'ютерному прогнозуванні є стратегія конструювання вихідних структур для оцінки біологічної активності. 

Один з найбільш поширених способів пошуку нових біологічно-активних речовин полягає в тому, що за основу приймають певну структуру і модифікують її. Цей підхід при реальному синтезі традиційно використовує хімія напівсинтетичних біологічно-активних речовин, яка, власне, на ньому і заснована, комп'ютерний прогноз використовує його на віртуальному рівні. Тому цей підхід можна назвати напівсинтетичним [48].
Основна структура, яка використовується при розглянутому підході, отримала назву «скаффолд» (scaffold, також використовується термін «остов»), тому цей підхід також називають скаффолд-підходом. 
Скаффолд - це основна частина молекули, загальна для всіх членів комбінаторної бібліотеки сполук, побудованих на її основі. 
На основі скаффолда віртуально конструюють і/або реально синтезують один або кілька рядів споріднених сполук, і всі похідні одного скаффолда утворюють відповідну комбінаторних бібліотеку сполук. При цьому, зазвичай всі похідні кожного скаффолда взаємодіють тільки з однією мішенню, тобто володіють однією біологічною активністю або набором активностей. 
Однак відомі й становлять найбільший інтерес так звані привілейовані скаффолди, які дають кілька рядів сполук, кожен з яких має свою мету - тобто ці ряди мають принципово різну біологічну активність або набір активностей. 
Пошук привілейованих скаффолдів є нетривіальним завданням, оскільки зазвичай порівнюють між собою структури, що володіють однією або декількома близькими біологічними активностями, а в цьому випадку треба порівнювати структури, що володіють принципово різною біологічною активністю і шукати в них загальні елементи. Однак цей варіант скаффолдпідходу є найбільш перспективним. 
Для вирішення поставленого завдання конструювання вихідних структур і оцінки їх біологічної активності в рамках скаффолд-підходу пропонується: 
1. Складання бази даних відомих скаффолдів і їх класифікація, а також виявлення нових скаффолдів. 
2. Складання підбази даних відомих привілейованих скаффолдів, а також виявлення нових привілейованих скаффолдів на основі аналізу бази даних скаффолдів. 
3. Складання алгоритмів модифікації привілейованих скаффолдів і розробка відповідної комп'ютерної програми.

4. Створення віртуальних комбінаторних бібліотек сполук для ряду привілейованих скаффолдів з використанням розроблених алгоритмів і комп'ютерної програми. 
5. Розробка комп'ютерних програм для оцінки біологічної активності сполук. 
6. Аналіз складених комбінаторних бібліотек на різні види біологічної активності з вибором лідерів для кожного виду активності. Бази даних скаффолдів та інших блоків, комбінаторні бібліотеки сполук і комп'ютерні програми в області комп'ютерного прогнозування є інтелектуальною власністю їх розробників, які дуже обмежено розкривають методи, які вони використовують у своїй роботі. Разом з тим, в літературі описано досить велика кількість скаффолдів, а також методи комп'ютерного моделювання для оцінки біологічної активності сполук. 
Таким чином, найважливішими вимогами до прогнозу біологічної активності хімічних сполук є: 
• велика кількість і різноманітність прогнозованих видів біологічної активності; 
• використання реальної навчальної вибірки, далекій по повноті інформації від ідеальної; 
• здатність прогнозувати біологічну активність сполук різних хімічних класів з прийнятною точністю; 
• використання мінімальної інформації про речовину, достатньої для прогнозу спектрів активності і навіть нових, ще не синтезованих, а тільки плануються до синтезу хімічних сполук; 
• швидкодія, що дозволяє за прийнятний час виконувати прогноз і аналіз великої кількості хімічних сполук [49]
PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances – (прогноз спектру біологічної активності органічних сполук) - комп'ютерна система, розроблена співробітниками лабораторії структурно-функціонального конструювання ліків ГУ НДІ біомедичної хімії ім. В.Н. Орєховича РАМН під керівництвом професора В.В. Поройкова. Принцип дії системи заснований на аналізі взаємозв'язків «структура-активність» з використанням навчальної вибірки, що містить велику кількість різнорідних хімічних сполук з різними видами біологічної активності [50].
Біологічна активність представлена в PASS якісно у вигляді спектра біологічної активності хімічної сполуки. Результат прогнозу представляється у вигляді впорядкованого списку назв відповідних активностей і ймовірностей Pa «бути активним» (active) і Pi «бути неактивним» (inactive). По різниці коефіцієнтів Pa-Pi можна робити висновки про можливу наявність у досліджуваної сполуки того чи іншого виду активності. 
Біологічна активність органічної сполуки є результат її взаємодії з біологічним об'єктом. Вона залежить від характеристик сполуки (структури його молекули), біологічного об'єкта (вид, стать, вік, та ін.); способу впливу (шлях введення, доза) і особливостей умов експерименту. 
У PASS біологічна активність описується якісно ("активне" або "неактивне"); при кількісних даних з'єднання визнається «активним», якщо полуефективна концентрація менше 10 мкм. спектр біологічної активності органічної сполуки – це безліч різних видів біологічної активності, які відображають результат його взаємодії з різними біологічними об'єктами. Він відображає "внутрішні" даному з'єднанню властивості, що залежать тільки від будови його молекули. Вводячи це узагальнююче поняття, забезпечуємо можливість об'єднання великих масивів даних з різних джерел, оскільки інформація з конкретної публікації не охоплює всіх аспектів біологічної дії, описуваного в ньому органічної сполуки. 
При цьому дотримуємося принципу «презумпції невинності»: в PASS приймається, що сполука не володіє тими видами біологічної активності, які не вказані в його спектрі. Хоча не можна виключати ситуації, коли інформація про будь-які активності органічної сполуки була знайдена в доступних джерелах, або воно володіє деякою біологічною активністю, але на цю активність з'єднання ще не відчувалося. Це наближення не робить істотного впливу на результати аналізу залежності «структура-активність» і виконуваного на цій основі прогнозу завдяки статистичної стійкості використовуваного в PASS методу розрахунку [47]. 
Прогнозований PASS спектр біологічної активності органічної сполуки включає в себе фармакологічні ефекти, молекулярні механізми дії, специфічну токсичність і побічну дію, метаболізм, а також вплив на небажані мішені, молекулярний транспорт, генну експресію.
Програма має певні обмеження, зокрема прогноз активності можливий лише для низькомолекулярних органічних (drug-like) сполук, структура яких принципово не відрізняється від сполук навчальної вибірки. Таким чином, не може бути проаналізована потенційна активність синтетичних біополімерів та неорганічних сполук. Інше обмеження визначається необхідністю наявності не менш ніж 5 сполук з відомою активністю для формування вибірки. Так, для принципово нових мішеней дії фармакологічних препаратів, для яких є інформація про 1-2 ліганда, прогнозування біологічної активності таким методом не можливе. У випадку принципової новизни хімічної структури по відношенню до навчальної вибірки (більше 3-х дескрипторів, які не зустрічаються у навчальній вибірці), результати прогнозу можуть мати суттєву похибку. В цьому випадку доцільно експериментально перевірити речовину на необхідні види активності, незалежно від результатів прогнозу, так як результатом може бути принципово нова базова структура (NCE).
У деяких випадках використання програми показує, що сполука є одночасно агоністом і антагоністом (стимулятором і блокатором, активатором і інгібітором) по відношенню до одних і тих самих ферментів (рецепторів). Це означає, що використання програми не забезпечує диференціювання внутрішньої активність сполуки, а лише вказує на її здатність зв’язуватися з даним ферментом (рецептором). 
З використання програми PASS можна прогнозувати понад 4130 видів біологічної активності, в тому числі 501 фармакотерапевтичний ефект (наприклад, антигіпертензивний, гепатопротекторний, ноотропний та ін), 3295 механізмів дії (наприклад, антагоністи гідроксицитраміну, агоніст ацетилхоліну M1, інгібітор циклооксигенази та ін), 57 токсичних ефектів (наприклад, канцерогенних, мутагенних, гематотоксичних та ін.), 199 метаболічних термінів (індуктор CYP1A, інгібітор CYP1A1, субстрат CYP3A4 та ін.) 49 транспортних білків (наприклад, інгібітор P-глікопротеїну 3) та 29 активностей, пов’язаних з експресією генів (наприклад, підсилювач експресії TH, інгібітор експресії TNF, інгібітор експресії VEGF). Середня точністю прогнозу становить близько 95%. 
Навчальна вибірка PASS 9.1 містить 205873 відомих біологічно активних речовин (лікарських субстанцій; фармакологічних речовин, що вивчаються в клініці і в доклінічних тестах; токсичних речовин), в той час як в 1996 році навчальна вибірка містила тільки близько 9500 біологічно активних сполук. 

З 2000 року функціонує онлайн-сервіс PASS, який дозволяє будь-якому зареєстрованому користувачу отримувати безкоштовно прогноз PASS через Інтернет [50-52].
Структурна формула направляється на прогноз у вигляді MOL файлу, або вводиться безпосередньо в Інтернет-браузері з використанням Marvin-аплета; результат прогнозу видається на дисплей.
Порівняння прогнозів PASS з результатами подальшого експериментального дослідження дає можливість провести незалежну оцінку даного підходу на сполуках різних класів хімічних речовин, які виявляють різні види біологічної активності. В даний час опубліковано вже близько 50 публікацій, в яких передбачення PASS були підтверджені експериментально [53, 54].
Біологічна активність представлена в PASS якісно у вигляді спектра біологічної активності - комплексу усіх біологічних ефектів, які органічна сполука здатна викликати при деяких умовах взаємодії з біологічними об'єктами, без урахування особливостей конкретних експериментів. Кожна сполука має список тих видів активності, яке вона здатна проявити при відповідних умовах. При розрахунку вважається, що сполука не володіє тими видами біологічної активності, які не вказані в його спектрі.
Для прогнозу в PASS використовується SAR base, яка створюється на основі аналізу навчальної вибірки, що містить структурні формули і спектри активності органічних сполук. SAR base містить словник назв видів біологічної активності, словник дескрипторів MNA, опису структур і активностей речовин з навчальної вибірки, дані і знання про взаємозв'язки «структура-біологічна активність».
При включенні органічних сполук навчальної вибірки в SAR base для кожної структурної формули генеруються дескриптори MNA. Якщо структуру молекули в повному обсязі визначено, то сполука не включається в SAR base. Якщо в SAR base виявляється еквівалентна структура, то існуючий спектр активності речовини доповнюється новими активностями. Дані про взаємозв'язки «структура - біологічна активність» накопичуються в ході описаної нижче процедури вивчення.
Алгоритм прогнозу PASS [55] заснований на тому, що для кожного виду біологічної активності навчальна вибірка поділяється на позитивні і негативні приклади: органічні сполуки, що містять цю активність в своєму спектрі активності, є позитивними прикладами, а все іншими-негативних.
Порядок виконання прогнозування біологічної активності в он-лайн системі PASS:
1. Перехід на сторінку програми http://www.pharmaexpert.ru/passonline/ На сторінці знаходиться загальна інформація про програму та новини про неї (рис. 1.5).
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Рисунок 1.5 - Стартова сторінка програми PASS
2. Реєстрація в он-лайн системі PASS.  Для роботи в програмі необхідно пройти стандартну процедуру реєстрації (рис. 1.6) Після підтвердження реєстрації необхідно авторизуватися на сайті.
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Рисунок 1.6 - Форма реєстрації на сайті PASS
3. Перехід до сторінки розрахунку. Після авторизації у програмі (рис. 1.7) для переходу на сторінку розрахунку обираємо клавішу «Predict new compound», яка дозволяє одержати прогноз для нової сполуки.
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Рисунок 1.7 - Вікно програми після авторизації
4. Введення формули сполуки. Використання програми дозволяє вводити формулу сполуки, для якої слід здійснити прогноз біологічної активності, декількома способами. Найбільш зручними є: ‒ завантаження файлу, що містить формулу структури, попередньо створеного у хімічному редакторі і збереженого у форматі .mol (функція MOL file) (рис. 1.8).
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Рисунок 1.8 - Завантаження структури в .mol форматі
‒ створення нової структури за допомогою Marvin JS-аплету (функція Marvin JS) (рис. 1.9)
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Рисунок 1.9 - Аплет Marvin JS
5. Запуск прогнозування

 Натискаємо кнопку Рredict (Одержати прогноз) і одержуємо вірогідні значення наявності або відсутності активності сполуки (рис. 1.10). Ці значення можна виводити на екран, вказавши необхідні межі вірогідності: All, Pa >Pi, Pa>0,3 або Pa >0,7.
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Рисунок 1.10 - Одержані результати прогнозування
Список активностей упорядкований по спаданню різниці Pa-Pi; таким чином найбільш вірогідні активності знаходяться у верхній частині списку. Список може бути скорчений при будь-якому пороговому значенні, однак за змовчанням цим порогом є Pa>Pi. Якщо користувач вибирає високі значення Pa в якості порогу, то шанси підтвердити активність експериментально будуть високими, але багато видів активностей можуть бути втрачені. Наприклад, якщо в якості порогу використовується значення Pa>90%, то приблизно 90% потенційних активностей може бути втрачено [56]. 
6. Збереження результатів. Правою клавішею миші виділяємо дані та зберігаємо для подальшого аналізу.

Також для прогнозування активності речовин використовують програму GUSAR.

1. Перехід на сторінку програми http://www.way2drug.com/gusar/index.html На сторінці знаходиться загальна інформація про програму та новини про неї (рис. 1.11). Програма є у вільному доступі без реєстрації.
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Рисунок 1.11 - Стартова сторінка програми GUSAR
На стартовій сторінці є наступні вкладки: 

‒ Acute Rat Toxicity - прогнозування іn silico LD50 для щурів за п’ятьма типами введення (оральний, внутрішньовенний, внутрішньочеревний, підшкірний, інгаляційний). Для прогнозування використовується навчальна вибірка, створена на основі даних SYMYX MDL Toxicity Database, яка містить інформацію про ~ 10000 хімічних сполук з даними про гостру токсичність для щурів. Також для кожного шляху введення зазначається клас токсичності. 
‒ Antitarget - кількісне прогнозування антитаргетних профілів взаємодії для хімічних сполук. Моделі QSAR для наборів з тридцяти двох кінцевих точок (IC50, Ki і Kact) включають дані про 4000 хімічних сполук, що взаємодіють з 18 антитаргетними білками (13 рецепторів, 2 ферменти та 3 транспортера). 
‒ Environmental - кількісний прогноз екотоксичності хімічних сполук. Розраховується 50% летальна концентрація для Fathead minnow, Daphnia magna, Tetrahymena pyriformis та фактор біоконцентрації. 
‒ QSAR Method - опис квантово-механічних характеристик, які використовуються при проведенні розрахунків. Програма використовує дескриптори QNA (значення P та Q, розраховані для кожного атома молекули). Розрахунок значень P і Q базується на матриці зв'язності, стандартних значеннях потенціалу іонізації та спорідненості електронів атомів у молекулі [57]. Загальна оцінка властивостей хімічної сполуки розраховується як середнє значення функції P та Q значень атомів молекули в просторі дескрипторів QNA. 
‒ Applicability Domain ‒ сторінка, що містить опис параметрів, пов'язаних з визначенням реальності прогнозу для тестової сполуки. ‒ Consensus - опис алгоритму проведення розрахунків. 
‒ References - посилання на літературні джерела та бази даних.

1. Перехід до сторінки розрахунку токсичності. Для переходу на сторінку розрахунку обираємо клавішу «Acute Rat Toxicity».

2. Введення формули сполуки Програма містить вікно аплету Marvin JS (рис. 1.12) для створення формули речовини:
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Рисунок 1.12 - Аплет Marvin JS
3. Запуск прогнозування Натискаємо кнопку Рredict (Одержати прогноз) і у новій вкладці браузера відкривається таблиця з результатами розрахунку (рис. 1.13) та розшифровкою умовних позначень.
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Рисунок 1.13 - Одержані результати прогнозування гострої токсичності для молекули хіноліну
Результат представлено у вигляді таблиці з зазначенням LD50 та класу токсичності для різних способів введення, а також інформація, чи потрапляє сполука в область застосування моделі розрахунку, що застосовується в програмі (in AD ‒ потрапляє; out of AD – ні).
Результатом взаємодії речовини з біологічним об’єктом є біологічна активність, що залежить від характеристик речовини, а саме: структури молекули, фізико-хімічних властивостей, біологічного об’єкту та способу дії. Якісною характеристикою, яка залежить тільки від структури молекули є спектр біологічної активності. Комп’ютерна система PASS ґрунтується на аналізі взаємозв’язків «структура − активність» в навчальній виборці, що містить інформацію про структуру та біологічну активність більш 300 тис. органічних сполук.

Комп’ютерне прогнозування біологічної активності може бути виконано як для реальних, так і для віртуальних (ще не синтезованих) структур, що дозволяє відсівати малоперспективні речовини на самих ранніх етапах дослідження. У програмі PASS біологічна активність представлена якісним чином (активно / неактивно або вірогідність наявності активності − Pa / вірогідність відсутності активності − Pi). Хімічна структура може бути описана у вигляді дескрипторів множинних атомних околиць (Multilevel Neighborhoods of Atoms, MNA). Алгоритм побудови моделей взаємозв’язку структура − активність на основі речовин навчальної вибірки та прогнозування активності для нових (не включені в навчальну вибірку) речовин заснований на Байєсових оцінках.
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Об’єкти та матеріали дослідження
Об’єкти дослідження – S-заміщені похідні хіноліну, структура яких наведена в табл. 2.1.

Таблиця 2.1 – Особливості будови S-заміщених похідних хіноліну та їх назви
	№ з/п
	Структура сполуки та її назва

	1
	2

	1
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Біологічні дослідження проведено на: білих безпородних мишах вагою 16-20 г, білих щурах лінії Вістар вагою 140-260 г, яких було отримано 
з розплідника інституту фармакології та токсикології АМН України (м. Київ). Усі тварини обох статей утримувались на стандартному раціоні харчування.
Досліди iз використанням експериментальних тварин проводились із дотриманням усіх правил та настанов визначених у розділах та положеннях Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (із змінами, внесеними згідно із Законами №1759-VI (1759-17) від 15.12.2009, ВВР, 2010, №9, ст. 76, № 5456-VI (5456-17) від 16.10.2012, ВВР, 2013, №46, ст. 640, 
№5456-VI від 16.10.2012, №5459-VI (5459-17) від 16.10.2012, ВВР, 2013, 
№48, ст. 682, № 406-VII (406-18) від 04.07.2013, ВВР, 2014, №20-21, ст. 712, 
№1193-VII (1193-18) від 09.04.2014, ВВР, 2014, №23, ст. 873), які стосуються використання тварин в наукових цілях.
2.2 Комп’ютерний прогноз біологічної активності та токсичності S-заміщених похідних хіноліну
Щоб створити комбінаторну бібліотеку і виконати цільовий синтез, зроблено віртуальний скринінг ряду S-заміщених похідних тіокислоти за допомогою комп'ютерної програми PASS.

Комп’ютерна система PASS дозволяє прогнозувати спектр біологічної активності речовин на основі їх структурної формули.

Спектр біологічної активності у програмі включає весь спектр фармакологічних ефектів, біохімічних механізмів дій та типи специфічної токсичності, які речовина може виявити при взаємодії з біологічними об'єктами та біокаталізаторами. Таке визначення розглядає біолoгічну активність як "внутрішню" властивість речовини.. У цьому випадку біологічна активність визначається лише якісно (наявність / відсутність), що, звичайно, є досить грубим описом реальної ситуації, але в рамках такого опису можна використовувати значну кількість інформації про біологічно активні спoлуки в аналітичних та прогнoстичних цілях.

Програма PASS передбачає приблизно 4000 видів біологічної aктивності різних сполук відповідно до структурної формули хімічної речовини, включаючи основні та побічні ефекти, мутагенність, кaнцерогенність, фaрмaкологічні ефекти, механізми дії, ембріотоксичність та тератогенність.

Робота у комп’ютерній програмі PASS заснована на аналізі структурно-активної залежності речовин із навчальної проби, якa містить понад 45 000 різних біологічно aктивних речoвин (до них відносяться речовини відомих препаратів та фармакологічно активних сполук).

Опис структури хімічних сполук в системі PASS бaзується на двовимірних структурних формулах речовин, які можуть бути введені разом з графічним редaктором структурних формул ISIS або ChemDraw Ultra. У цьому випaдку стандартним показником інформації в комп’ютері для молекули є файли із форматом ".mol".

Для кожної хімічної сполуки створюється серія дескрипторів MNA, які і з достатньою точністю описують різні залежності структурні влaстивості. Як результат, при комп’ютерній обробці структурні формули предстaвлені у вигляді списку aтомів, з яких складається молекулa, та списку зв’язків між ними. 
При виконанні деякі дескриптори у словнику можуть бути новими, тобто відповідні фрагменти не були знайдені ні в одній молекулі вихідного зразка. Якщо всі дескриптори є такими, то ця сполука не має спільних фрагментів із сполукою навчальної вибірки, і її спектр біологічної активності не може бути передбачений системою PASS. Якщо є відносно вeлика кількість нових дeскрипторів (більше трьох), результати прогнозу слід приймати лише як приблизні.

Рeзультати прогнозу надаються користувачeві у вигляді списку назв ймовірних видів з оцінкою ймовірності присутності (Pa) та відсутності кожного виду активності (Pi) зі значeнням від 0 до 1.

Точність прогнозу в середньому становить близько 85% для всіх сполук у навчальній вибірці та всіх передбачуваних видів активності. Оцінки ймовірності помилок бувають різних типів: першого типу, якщо передбачувані сполуки активні в експерименті і якщо вони передбачають, що вони не матимуть цієї aктивності та другого типу, де передбачувані сполуки неактивні та коли прогнозування активне було класифіковано. Дaлі вибирається пoріг, при якому пoмилки першoгo та другoгo типів рівні. 
Якщо iмовірність прогнозування типу біологічної активності становить Pa> 0,7, то, ймовірно, ця сполука виявить цей вид біологічної активності в експерименті, але ймовірність того, що ця речовина є аналогом відомого препарату  є значною.

Якщо 0,5 <Pа <0,7, існує велика ймовірність того, що сполука виявить цей тип біологічної активності в експерименті, але данна речовина буде менш схожа на відомі препарати.

Якщо Pa <0,5, то речовина буде рідше виявляти цей тип біологічної активності в експериментах. Однак, якщо її наявність підтверджено експериментально, така речовина може бути принципово новою базовою структурою .

Створення надійних моделей структурної тoксичнoсті та аналіз результатів комп'ютернoгo моделювання прoвoдиться за допомогою сучасних комп'ютерних програм та пiдхoдiв: QSAR, GUSAR (Німеччина), TEST (США), AdmetSAR (Китай).
 Для виконання певних фаз аналізу QSAR використовується ряд програмних систем, таких як: наприклад: JSDraw framework, OpenBabel, PaDEL-Descriptor, McQSAR, Pandoc. Традиційно цей алгоритм обчислення можна розділити на дві частини: користувальницький інтерфейс у вигляді веб-сайту та веб-сервера. Управління програмою (веб-сервером) здійснюється через веб-сайт, де розміщуються необхідні інструменти та відображаються результати аналізу.

Програмне забезпечення GUSAR складається з унікального самоузгодженого алгоритму регресії, що дозволяє вибрати оптимальний набір дескрипторів - як структурну, так і біологічну активність, для створення надійних моделей QSAR на основі програмного ядра. Їх розрахунок базується на результатах автоматичного прогнозування за прoграмoю PASS для понад 4000 видів біoлoгічнoї активності. Для представлення молекулярної структури викoристовуються дескриптори багаторівневого сусідства атомів (MNA), які найкраще підхoдять для прогнозування біотрансформації сполук, і кількісні дескриптoри QNA (Quantitative Neighborhoods of Atoms).

Програмне забезпечення Інструменту оцінки токсичності (TEST), розроблене дослідницькою групою Агентства США з охорони навколишнього середовища, яка складається з:

- інтегровані моделі QSAR для прогнозування токсичності,

- інтегровані моделі QSPR для прогнозування фізичних та хімічних властивостей;

- вбудована база даних з інформацією про деякі фізико-хімічні та токсикологічні властивості асортименту органічних сполук;

- автоматизований алгоритм побудови моделей QSAR із використанням багатьох статистичних підходів.

Це програмне забезпечення реалізує наступні алгоритми для створення математичних моделей та обчислення передбачуваних величин: дискримінантний аналіз Фішера, ієрархічний метод, метод однієї моделі, аддитивний метод, метод найближчого сусіда, метод випадкового лісу та консенсусне прогнозування - середнє значення результатів, отриманих усіма методами.

AdmetSAR містить модель QSAR для прогнозування значення напівлетальної дози досліджуваних сполук для певних видів живих організмів.

Особливістю програми DMax Chemistry Assistant є те, що вона базується виключно на аналізі структурних фрагментів молекул та їх топологічного взаємозв'язку, насиченості карбонових скелетів та ступеня їх заміщення радикалами. Спектральні властивості визначали за допомогою комп'ютерних програмних систем Chem Office 8.0, HyperChem 8.0 та ACD-I-Labs.
2.3 Дослідження гострої токсичності S-заміщених похідних хіноліну
Дослідження та оцінка гострої токсичності S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну проводили на інтактних дорослих двостатевих мишах вагою 16-20 г.
Сполуки розчиняли у фізіологічному розчині (або стабілізували 
твіном-80 у вигляді 3-5%-ої водної суспензії).

S-заміщені похідні 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну вводили внутрішньочеревно. Кількість фізіологічного розчину або твін-80 у контрольній групі тварин мала становити у тій же кількості що і в основній групі. Спостереження проводилось впродовж 14 днів після одноразового введення речовин.
Протягом цього часу спостерігали та фіксували наступнці зміни, які відбувалися у тварин: поведінкою тварин; cтаном їх шкіри та слизових оболонок; нервовою збудливістю, кількістю живих і загиблих тварин.

Визначення середньої летальної дози ЛД50 проводили за методом Прозоровського [58-60].
2.4 Методи вивчення антиоксидантної активності S-заміщених похідних хіноліну у дослідах in vitro
2.4.1 Дослідження антирадикальної активності S-заміщених похідних хіноліну на моделі аутоокиснення адреналіну
Дослідження антирадикальної активності синтезованих сполук проводились на моделі аутоокиснення адреналіну [61, 62].

Використовували 0,1%-ий розчин адреналіну, 0,2 М бікарбонатний буфер рН=10,65. Розчини готували на бідистильованій воді.
За допомогою спектрофотометра (СФ-46) реєстрували величину оптичної щільності розчині.
Контрольні (бікарбонатний буфер + 0,1%-ий розчин адреналіну) та досліджені проби (бікарбонатний буфер + 0,1%-ий розчин адреналіну + розчин речовини) мали ставитись в однакових умовах та в один і той же день.
В розчині концентрація речовини складала 25, 5 мкмоль/л. Додавали 100 мкл 0,1%-ий розчину адреналіну до 2 мл бікарбонатного буфера. Суміш щільно та швидко перемішували, поміщали в спектрофотометр та вимірювали величину оптичної щільності при довжині хвилі 347 нм через кожні 15 с упродовж 3-5 хв. [61, 62]. Як еталон порівняння використовували L-ацетилцистеїн (рис. 2.1).
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Рисунок 2.1 – Структура L-ацетилцистеїн
За процентом інгібування робили висновок щодо величини антирадикальної активності S-заміщених похідних 2-метил-4-меркапто-
8-метоксихіноліну.

Процент інгібування обчислювали за формулою 2.1:
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де: ∆Дд і ∆Дк – різниця оптичної щільності швидкості реакції аутоокиснення адреналіну в присутності (дослід) та у відсутності сполуки (контроль), відповідно
2.4.2 Дослідження антиоксидантної активності S-заміщених похідних хіноліну на моделі гальмування окиснення адреналіну
Для скринінгових досліджень антиоксидантної активності (АОА) 
у дослідах in vitro використовували метод вивчення впливу фізіологічно активних речовин (ФАР) на швидкість реакції аутоокиснення адреналіну в адренохром, який ґрунтується на інгібуванні фізіологічно активними речовинами активних форм кисню [61].

В основі методу лежить реакція окиснення адреналіну (λmax= 270 нм 
в 0,010 М НСI) в адренохром (λmax= 484 нм при рН = 7,0).

Неферментативна реакція окиснення адреналіну в адренохром, що відбувається в лужному середовищі, супроводжується накопиченням вільного аніон-радикала кисню О2-. Досліджували здатність сполук «гасити» аутоокиснення адреналіну в адренохром діоксид аніоном у водному середовищі.

До кювети спектрофотометра (з довжиною ходу променя світла 10 мм) вносили 2 мл 0,05 М натрій-карбонатного буфера (рН = 10,2), що містить 3∙10-4 М розчину ЕДТА-Na2; у контрольну пробу додавали 0,1 мл розчинника сполуки, що досліджували; у дослідну пробу вносили в об’ємі 0,1 мл розчин сполуки, що досліджували, в кінцевій концентрації 10-7 М. Реакцію запускали внесенням у систему 0,4 мл 0,01 М адреналіну солянокислого. Реакцію проводили при температурі 35-36 0С.  Впродовж 3 хв. вимірювали приріст оптичної густини при довжині хвилі 484 нм. На лінійній ділянці кривої: час реакції – приріст оптичної густини визначали приріст оптичної густини за хвилину. Вміст адренохрому розраховували, використовуючи коефіцієнт молярної екстинції (ε), рівні 4,5∙103 м-1 см-1 і об’єм проби – 2,5 мл. Як еталон порівняння використовували сечовину (рис. 2.2).
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Рисунок 2.2 − Структура сечовини

АОА досліджуваних препаратів виражали у % за формулою 2.2:
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де: Дк – оптична густина, що відображає швидкість неінгібованого аутоокиснення адреналіну; Дд – оптична густина, що відображає швидкість аутоокиснення адреналіну в присутності досліджуваних речовин
2.4.3 Дослідження антиоксидантної активності S-заміщених похідних хіноліну на моделі ферментативного та неферментативного ініціювання 
ВРО ліпідів
Для оцінки антиоксидантної активності (АОА) фізіологічно активних речовин (ФАР) застосовували метод, де в системі стимулюються реакції вільно радикального окиснення (ВРО) шляхом активації ферментативного (НАДФН-залежного) ліпопереокиснення [61-68].
Супероксид-аніон генерується в реакції:

НАДФН + 2О2 → НАДФ+ + 2 (О2∙-- )

В умовах реалізації реакції Фентон проводили дослідження антиоксидантні властивості  S-заміщених похідних хіноліну:

Н2О2 + Fe2+ → Fe3+ + OH-
Так у присутності іонів Fe2+ в системі в кінці реакції утворюються гідроксилрадикали, які є основними  ініціаторами окиснювання HS-протеїнів і ланцюгових реакцій перекисного окиснення ліпідів. Ця модель дає нам можливість стверджувати про HS-протекторну активність фізіологічно активних речовин (ФАР).
Інкубаційна суміш об’ємом 1,0 мл містила (кінцеві концентрації): 
50 мМ трис-HCl буфер, рН =7,4; 0,5 – 2 мг білка досліджуваної тканини;
50 мМ НАДФН, водний розчин досліджуваних ФАР – 3-4 мМ.
Час інкубації складав 30 хв. при температурі 37 0С. Реакцію мали зупиняти внесенням у пробу 1 мл 10%-ої трихлороцтової кислоти, що мала в своєму складі 20 мМ ЕДТА. Потім проби мали центрифугувати. 
В супернатанті з тіобарбітуровою кислотою (ТБК) визначали рівень малонового діальдегіду (МДА). Шляхом порівняння дослідних проб 
з пробами оцінювали ефективність генерації вільних радикалів оцінювали, де генерація радикалів була відсутня. Контрольні проби взагалі не містили ФАР.
Антиоксидантна активність сполук зумовлювалася ступенем зниження рівня МДА в пробах, проінкубованих з досліджуваною сполукою. Антиоксиданти, які мали високу ефективність в даній системі, можуть захищати HS-групи у білках, у тому числі у ферментах антиоксидантного захисту, від окиснення радикалом ОН-.
Спектрофотометрично визначали АОА та розраховували за 
формулою 2.3:
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де: Ск – концентрація МДА в контрольних пробах; Сд – концентрація МДА в досліджуваних пробах
Для порівнянння використовували метіонін і 2,3-димеркапто-пропансульфонат натрію (унітіол) (рис. 2.3 а, б відповідно).
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Рисунок 2.3  – Структури метіоніну (а) та унітіолу (б) відповідно
На моделі неферментативного ініціювання ВРО ліпідів використовують метод для дослідження антиоксидантної активності 
S-заміщених похідних хіноліну даний метод грунтувався на оцінці інгібуючого впливу ФАР на вільнорадикальне окиснення. Дану реакцію ініціювали в ліпосомах курячого яйця іонами Fe2+. Метод дозволяє оцінити та зробити висновок про активність фізіологічно активних речовин ліпідорозчинних радикалів.

Загальну фракцію фосфоліпідів жовтка яєць використовували для формування суспензії багатошарових ліпосом та проводили екстракцію загальних фосфоліпідів. Один об’єм жовтка яєць протягом 30 хв. 
у 20 об’ємах суміші хлороформ-метанол (2:1 за об’ємом) гомогенізували. Потім гомогенат для відділення білка відфільтрували через знежирений паперовий фільтр. З отриманим ліпідний екстракт проводили промивання з додаванням до нього 1/3 загального об’єму 0,74%-ого водного розчину KCl. Після відстоювання верхню водно-метанольну фазу ретельно видаляли, а нижню фазу переливали в круглодонну колбу. За допомогою роторного випарника проводили  випарювання. Проводили впродовж 12 год. 
при 0-4 0С. Суху ліпідну плівку змивали за допомогою гексану і додавали охолодженого ацетону. При цьому фосфоліпіди випадали в осад. Преципітацію фосфоліпідів ацетоном проводили 5 разів. В суміші хлороформ-метанол розчиняли отримані фосфоліпіди. Гравіметричним методом визначали концентрацію фосфоліпідів. Приготування багатошарових фосфоліпідних ліпосоми полягало в наступному. Для цього необхідну невелику кількість хлороформ-метанольного розчину фосфоліпідів, яку потім поміщали в круглодонну колбу й проводили упарювання розчинник на вакуумному роторному випарнику. Об’ємом 
20 мМ трис-HCl буфера, рН = 7,4 проводили змивку зі стін колби суху ліпідну плівку. Так як потрібно отримати ліпосоми більш однорідних за своїм розміром, отриману ліпосомну суспензію шляхом триразового заморожування-розморожування піддавали кріолітичній обробці. Перед використанням суспензію ліпосом витримували більше однієї години при температурі 37 0С.
Інкубаційна суміш (4 мл) (кінцеві концентрації): 50 мМ НАДФН, 
12 мкМ FeCl2 і 10 мкМ ліпосом у фосфатному буфері (50 мМ KH2PO4, рН=7,4), ФАР-3-4 мМ. Протягом 30 хв. при 37 0С при постійному перемішуванні проб на струшувачі проводили інкубацію. Реакцію мали зупиняти за допомогою додаванням 1 мл 25%-ого розчину трихлороцтової кислоти (кінцева концентрація 5%). Суміш центрифугували при 3000 об/хв. для освітлення. В супернатанті визначали рівень МДА. Шляхом порівняння дослідних проб із пробами, де генерація радикалів була відсутня, оціювали ефективність генерації вільних радикалів оцінювали. АОА обчислювали за формулою 2.3 [56, 57, 58, 59]. Еталонами порівняння були – α-токоферол і 2,6-дитретбутил-4-метилфенол (дибунол, іонол) (рис. 2.4 а, б відповідно) 
[61-68].
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Рисунок 2.4 –  Структури α-токоферолу (а) та дибунолу (б) відповідно
2.5 Дослідження мембраностабілізуючої дії S-заміщених похідних хіноліну
На 18 білих щурах лінії Вістар вагою 140-200 г на моделі гострого токсичного гепатиту проводили дослідження та оцінку щодо мембраностабілізуючої дії сполук.
Тварини були розподілені наступиним чином: на 6 груп по 3 у кожній. Першій групі (інтактній) вводили 0,9%-ий водний розчин NaCl. Майже відразу, впродовж 2 днів, з’явилася патологія печінки викликана підшкірним введенням тваринам Карбону чотирьоххлористого у вигляді 50%-ого олійного розчину з розрахунку 0,8 мг/100 г (друга – шоста групи). Аналагочно тваринам другої групи (контрольній) вводили тільки підшкірно Карбон чотирьохлористий у вигляді 50%-ого олійного розчину з розрахунку 0,8 мг/100 г;L-ацетилцистеїн (АЦЦ) − структурний аналог речовин, що досліджували, який вводили внутрішньочеревно, як препарат порівняння
з розрахунку 20 мг/кг маси тварини (третя група). Дані сполуки вводили внутрішньочеревно щодня впродовж 14 діб з розрахунку 1/50 ЛД50 у вигляді 5%-ого водного розчину (третя – шоста групи).
В якості матеріалу для досліджень використовували сироватку крові щурів. За допомогою загальноприйнятих та уніфікованих біохімічних методів із застосуванням напівавтоматичного аналізатора BTS-330 (Іспанія) оцінювали розвиток  патології  та  дію сполук на другу і чотирнадцяту добу. Ефективність мембраностабілізуючої дії оцінювали за нормалізацією біохімічних показників (амінотрансфераз – АлТ (К.Ф. 2.6.1.1), АсТ 
(К.Ф. 2.6.1.2)) функціонального стану печінки [61-68].
2.6 Статистична обробка даних

Статистичну обробку отриманих результатів біологічних дослідів проводили шляхом визначення середньо арифметичного (М) та похибки середньо квадратичного відхилення досліджених величин. Як критерій істотності відмінності показників, що вимірювались, використовували критерій Ст’юдента (t). Відмінності оцінювали, як статистично достовірні, в випадках, коли ймовірність випадковості в відмінності між показниками не перевищувало 0,05.

При проведенні статистичної обробки використовували формули і позначки згідно і пакет комп’ютерних програм «Biostat», SPSS і MS Excell [69, 70].
Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середня арифметична (Х). Прямий спосіб її обчислення полягає в складанні усіх варіант (Х1 + Х2 + . . . Х N) з наступним діленням суми на число варіант сукупності (N) (формула 2.4):
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де Σxі − сума варіант, N – число варіант у виборці
Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної 
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Потім знаходили величину середньої помилки (
[image: image33.wmf]x

S

), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень за формулою 2.6: 
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Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували непараметричний статистичний U-критерій Манна-Уітні, який дозволяє виявити різниці в значенні параметру між малими вибірками 
за формулою 2.7:
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де: 
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3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Комп’ютерний прогноз біологічної активності S-заміщених похідних хіноліну
S-заміщені похідні хіноліну та їх структурні аналоги було перевірено на предмет їх потенційної біологічної активності за допомогою  комп’ютерної програми позаекспериментальних досліджень – PASS-прогноз. 

Інтерес представляє порівняння видів біологічної активності похідних хіноліну, визначення ролі радикалів у 4-му положенні хінолінового циклу для моделювання перспективних біорегуляторів. При проведені прогнозу у програмі PASS було визначено найбільш перспективні види біологічної дії, які подано у таблиці 3.1

Таблиця 3.1 – Прогноз біологічної активності S-заміщених похідних хіноліну та їх структурних аналогів
	№
	Вид біологічної дії
	Кількість

сполук
	Межі вірогідної наявності дії
	Межі вірогідної відсутності дії

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Інгібітор глюконат 2-дегідрогенази (акцептора)
	5
	0,700-0,768
	0,025-0,056

	2
	Антисеборейна
	3
	0,632-0,871
	0,007-0,049

	3
	Інгібітор тіолоксидази
	4
	0,639-0,835

	0,003-0,009

	4
	Противиразкова
	4
	0,581-0,664

	0,007-0,013

	5
	Інгібітор кортикостероїдного бічного ланцюга ізомерази
	2
	0,537-0,660
	0,011-0,020


Продовження таблиці 3.1
	1
	2
	3
	4
	5

	6
	Інгібітор гліцерилового ефіру монооксигенази
	5
	0,566-0,664
	0,016-0,037

	7
	Інгібітор супероксиддисмутази
	2
	0,562-0,659
	0,017-0,027

	8
	Нікотиновий агоніст рецептора альфа4бета4
	4
	0,565-0,662

	0,026-0,052

	9
	Інгібітор хлордеконуредуктази
	3
	0,521-0,672

	0,046-0,079

	10
	Інгібітор аспульвінону диметилалілтрансферази
	3
	0,553-0,678
	0,071-0,115

	11
	Інгібітор циклогексанонмонооксигенази
	2
	0,614-0,624

	0,010-0,011

	12
	Слизомембранозний протектор
	3
	0,526-0,667

	0,072-0,126

	13
	Інгібітор тауриндегідрогенази
	2
	0,601-0,640
	0,046-0,055

	14
	Інгібітор гастрину
	3
	0,505-0,636
	0,013-0,065

	15
	Інгібітор лакази
	3
	0,571-0,778
	0,004-0,015

	16
	Стимулятор лейкопоезу
	3
	0,517-0,641
	0,012-0,039

	17
	Інгібітор мурамоїлтетрапептиду карбоксипептидази
	4
	0,501-0,680
	0,016-0,041

	18
	Інгібітор протеасоми АТФази
	4
	0,519-0,848
	0,004-0,061

	19
	Інгібітор пероксидази
	3
	0,500-0,754
	0,019-0,039

	20
	Лікування мукозину
	2
	0,527-0,652
	0,033-0,065

	21
	Інгібітор акроциліндропепсину
	2
	0,500-0,539
	0,096-0,113

	22
	Інгібітор хімозину
	2
	0,500-0,539
	0,096-0,113

	23
	Інгібітор сахаропепсину
	2
	0,500-0,539
	0,096-0,113


Віртуальний комп’ютерний  скринінг показав, що сполука 1 (гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо) оцтової кислоти) володіє такими видами активності: інгібітор глюконат 2-дегідрогенази (акцептора), антисеборейна активність, інгібітор тіолоксидази, противиразковий, інгібітор кортикостероїдного бічного ланцюга ізомерази, інгібітор гліцерилового ефіру монооксигенази, інгібітор супероксиддисмутази, нікотиновий агоніст рецептора альфа4бета4, інгібітор хлордеконуредуктази, інгібітор аспульвінону диметилалілтрансферази, інгібітор циклогексанонмонооксигенази, слизомембранозний протектор, інгібітор тауриндегідрогенази, інгібітор гастрину, інгібітор лакази, стимулятор лейкопоезу, інгібітор мурамоїлтетрапептиду карбоксипептидази, інгібітор протеасоми АТФази.

Сполука 2 ((2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо) пропанова кислота) володіє такими видами активності: інгібітор глюконат 2-дегідрогенази (акцептора), інгібітор гліцерилового ефіру монооксигенази, інгібітор аспульвінону диметилалілтрансферази, інгібітор хлордеконуредуктази, інгібітор лакази, інгібітор тауриндегідрогенази, інгібітор кортикостероїдного бічного ланцюга ізомерази.

Сполука 3 (дигідрохлорид S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-цистеїну) володіє такими видами активності: антисеборейна активність, інгібітор тіолоксидази, інгібітор лакази, інгібітор пероксидази, інгібітор цистеаміндіоксигенази, інгібітор арилацетонітрилази, інгібітор глюконат 2-дегідрогенази (акцептора), інгібітор мурамоїлтетрапептиду карбоксипептидази, противиразковий, нікотиновий агоніст рецептора альфа4бета4, інгібітор гліцерилового ефіру монооксигенази, інгібітор супероксиддисмутази, інгібітор протеасоми АТФази, слизомембранозний протектор, стимулятор лейкопоезу, лікування мукозиту, інгібітор гастрину.

Сполука 4 (S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-ацетилцистеїн) володіє такими видами активності: інгібітор протеасоми АТФази, інгібітор глюконат 2-дегідрогенази (акцептора), інгібітор тіолоксидази, лікування мукозиту, противиразковий, інгібітор мурамоїлтетрапептиду карбоксипептидази, інгібітор гліцерилового ефіру монооксигенази, нікотиновий агоніст рецептора альфа4бета4, інгібітор акроциліндропепсину, інгібітор хімозину, інгібітор сахаропепсину.

Сполука 5 (2-гідрокси-3-(8-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанова кислота) володіє такими видами активності: інгібітор тіолоксидази, інгібітор глюконат 2-дегідрогенази (акцептора), стимулятор лейкопоезу, інгібітор гастрину, інгібітор гліцерилового ефіру монооксигенази, інгібітор циклогексанонмонооксигенази, антисеборейний, нікотиновий агоніст рецептора альфа4бета4, противиразковий, інгібітор пероксидази, інгібітор мурамоїлтетрапептиду карбоксипептидази, інгібітор протеасоми АТФази, інгібітор хімозину, інгібітор акроциліндропепсину, інгібітор сахаропепсину, інгібітор хлордеконуредуктази, інгібітор аспульвінону диметилалілтрансферази, слизомембранозний протектор.
3.2 Гостра токсичність S-заміщених похідних хіноліну
Наступним етапом дослідження S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну та їх структурних аналогів було вивчення токсичної дії сполук за допомогою програмних засобів та експериментально на ссавцях. 

За допомогою програмного забезпечення GUSAR та TEST було розраховано значення внутрішньо-очеревного шляху введення IP LD50 та орального шляху введення сполук (Oral).
Була досліджена гостра токсичність або середня летальна доза (ЛД50, мг/кг) на мишах, результати якої було порівняно з розрахунковими значення. 

Результати дослідження токсичної дії сполук S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну та їх структурних аналогів подано у таблиці 3.2.

Таблиця 3.2 – Токсична дія S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну та їх структурних аналогів
	Сполука
	Внутрішньо-очеревний шлях введення IP LD50, мг/кг  

(GUSAR)
	Оральний шлях введення Oral
LD50, мг/кг
(GUSAR)
	Оральний шлях введення Oral
LD50, мг/кг
(TEST)
	LD50, мг/кг

n = 2, р < 0,05

	1
	336,700
	1122,000
	809,79
	873±170

	2
	266,500
	1048,000 
	517,51
	969±153

	3
	266,400
	2193,000
	929,86
	1100±214

	4
	160,500 
	1880,000
	3542,72
	1245±197

	5
	227,200
	1453,000 
	1394,77
	969±153


У результаті проведених експериментальних досліджень вивчено гостру токсичність S-заміщених похідних 2-метил-4-меркапто-
8-метоксихіноліну, яка залежить від природи карбонового ланцюга у 4-му положенні хінолінового циклу, наявності аміно-, гідроксигруп, N-ацильного залишку в карбоновому ланцюзі.

ЛД50 вивчених сполук знаходиться в межах від 873-1245 мг/кг, що дозволяє їх віднести до мало- та нетоксичних сполук за класифікацією Сидорова.

Найбільшу токсичність серед вивчених та синтезованих сполук, в лабораторії біотехнології фізіологічно активних сполук, має гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти − сполука 1 (табл. 3. 2). Його ЛД50 становить 873±170 мг/кг.

Токсичність (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти − сполука 2 та 2-гідрокси-3-(8-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанової кислоти − сполука 5 − знаходяться на рівні (969±153 і 969±153 мг/кг відповідно, які відносяться до помірно токсичних), тобто подовження карбонового ланцюга на СН2-групу та наявність ОН-групи не впливає на ЛД50 (табл. 3.2).
Наявність аміногрупи в карбоновому ланцюзі − сполука 3 (дигідрохлорид S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-цистеїну) впливає на зменшення токсичності порівняно зі сполукою 1 − гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти – 873±170 мг/кг і 110±214 мг/кг відповідно. 

Наявність N-ацильної групи в карбоновому ланцюзі зменшує токсичність − сполука 4 (S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-ацетилцистеїн) порівняно зі сполукою 3 (дигідрохлорид S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-цистеїну). ЛД50 сполуки 4 становить 1245±197 мг/кг.
Таким чином, середня летальна доза − ЛД50 − S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну залежить від довжини карбонового ланцюга, наявності NH2-, N-ацильної та ОН-групи в карбоновому ланцюзі 
в 4-му положенні хінолінового циклу.

3.3 Антирадикальна активність S-заміщених похідних хіноліну
ВРО ліпідів є провідним механізмом дії багатьох несприятливих чинників та хімічних агентів. У такому процесі необхідно використовувати препарати, які здатні протистояти окисному стресу − антиоксиданти, що підтримують на необхідному рівні баланс «вільнорадикальне окиснення – антиоксиданти»; це дозволяє контролювати інтенсивність ВРО та запобігати накопиченню в організмі його токсичних продуктів.

Біологічні дослідження проводилися на кафедрі хімії, лабораторії біотехнології фізіологічно активних речовин Запорізького національного університету; на кафедрі фармакології і лабораторії з доклінічного вивчення лікарських засобів Запорізького державного медичного університету.

У результаті досліджень нами було встановлено, що S-заміщені похідні 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну є перспективним класом сполук 
з антирадикальною активністю (табл. 3.3).
Концентрація речовин у розчині складала 25, 5 мкмоль/л відповідно.
При концентрації 25 мкмоль/л та 5 мкмоль/л найбільшу антирадикальну активність проявила сполука 5 (2-гідрокси-3-(8-метокси-
2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанова кислота),  яка перевищила дію препарату поірвняння (ацетилцистеїн) на 5% та 44% (50%, 58% та 45%, 14% відповідно).

Наявність в системі сполук 1, 3, 4 в порівнянні з препаратом порівняння та сполукою 5 при концентрації 25 мкмоль/л проявили відповідно 29%, 21%, 26% та 45%, 50%, тобто на 16%, 24%, 19% менше, ніж діє препарат порівняння – ацетилцистеїн в процесі окиснення адреналіну 
в адренохром.

Найменшу антирадикальну активність виявила сполука 2 ((2-метил-
8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонова кислота) як при концентрації 
25 мкмоль/л, так при 5 мкмоль/л в порівнянні з іншими сполуками та препаратом порівняння (табл. 3.3, рис. 3.1).

Таким чином, результати проведених досліджень свідчать, що похідні S-заміщених 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну проявляють високу антирадикальну активність in vitro на моделі аутоокиснення адреналіну.
Таблиця 3.3 − Антирадикальна активність S-заміщених похідних хіноліну (n = 2)
	№№

сполук
	Концентрація, мкмоль/л
	∆Д
	%

Інгібування

	1
	25
	0,180±0,008*
	29

	
	5
	0,142±0,007*
	44

	2
	25
	0,223±0,011*
	12

	
	5
	0,228±0,011*
	10

	3
	25
	0,200±0,009*
	21

	4
	25
	0,190±0,009*
	26

	
	5
	0,150±0,007*
	40

	5
	25
	0,127±0,006*
	50

	
	5
	0,110±0,005*
	58

	Ацетилцистеїн (АЦЦ)
	25
	0,140±0,007*
	45

	
	5
	0,220±0,011*
	14

	Контроль
	–
	0,254±0,012
	–


Примітка. * − Р < 0,05 порівняно з контролем.
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Рисунок 3.1 − Антирадикальна активність S-заміщених похідних хіноліну (концентрація сполук 25 мкмоль/л)
3.4 Антиоксидантна активність S-заміщених похідних хіноліну на моделі гальмування окиснення адреналіну.; на моделі ферментативного ініціювання ВРО ліпідів; на моделі неферментативного ініціювання ВРО ліпідів
Нами було проведено скринінг антиоксидантних властивостей 
S-заміщених похідних 2-метил-4-меркапто-8-метоксихінолін (in vitro та in vivo), мембраностабілізуючої дії у дослідах in vivo.

Вільнорадикальне перекисне окиснення (ВРПО) на всіх етапах свого перебігу утворює ряд продуктів, які є результатом взаємодії вільних радикалів як між собою, так і з біологічними макромолекулами.

При ВРПО разом з активними формами кисню (АФК) утворюються і ін. активні радикали (пероксиди, епоксиди, альдегіди, кетони, спирти, діальдегіди тощо), які здатні ковалентно взаємодіяти з окремими функціональними групами білків, що призводить до їх полімеризації і руйнування амінокислотних залишків, особливо тих, що містять SH-, SCH3-групи цистеїну, метіоніну, NH-групи лізину тощо. Це може викликати модифікацію білків, у тому числі ферментів. Вільні радикали (ВР) можуть взаємодіяти як безпосередньо з азотистими основами ДНК, утворюючи їхні модифіковані похідні, зокрема, 8-азагуанін, так і опосередковано, через вторинні та кінцеві продукти ПОЛ (малоновий діальдегід та його похідні), які можуть зв’язуватися з ДНК та білками ядерного хроматину.

Активність протікання ВРПО в організмі залежить від концентрації кисню в тканинах, а також від ферментних і неферментних систем. Знайдені біоантиоксиданти, які здатні в невеликих концентраціях гальмувати вільнорадикальні процеси шляхом впливу на одну або декілька ланок систем утворення активних форм кисню, реактивувати антиоксидантні ферменти тощо. Усе зазначене складає систему захисту організму – антиоксидантну систему (АОСЗО). АОСЗО контролює і гальмує всі етапи вільнорадикальних реакцій, починаючи від їх ініціації і закінчуючи утворенням гідроперекисів та МДА. Основний механізм контролю цих реакцій пов’язаний з ланцюгом оборотних окисно-відновних реакцій  іонів металів, глутатіону, аскорбату, токоферолу та інших речовин.

Метод оцінки АОА синтезованих сполук за інгібуванням активної форми кисню (супероксидрадикал) дає можливість пошуку антиоксидантів, які діють на початкових етапах ВРО ліпідів і дозволяє оцінити активність 
 4-S-похідних хіноліну як «пасток» супероксиданіону. Чим ефективніше працює «пастка», тим менше аутоокиснення адреналіну і тим менше утворюється адренохрому. Еталон порівняння − сечовина.
Аналізуючи результати досліджень, наведених у табл. 3.4, необхідно зазначити, 4-S-похідні хіноліну є активними щодо супероксидрадикалу.

За результатами досліджень (табл. 3.4) рівень адренохрому в контрольній групі становить 0,22±0,001, у пробах з досліджуваними сполуками він був нижчий. Найбільшу антиоксидантну активність проявляє сполука 1 – (гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти (рис. 3.2). Її АОА знаходиться майже на рівні еталона порівняння – сечовини (30% та 41% відповідно) (Р < 0,05).
Наявність в 4-му положенні хінолінового циклу залишку 
(2-метилкарбонової кислоти (сполука 2) впливає на зменшення прояву антиоксидантної активності в 2 рази в порівнянні з препаратом порівняння – сечовиною (20% та 41% відповідно). Наявність залишку цистеїну або ацетилцистеїнув 4-му положенні хінолінового циклу впливає на збільшення прояву антиоксидантної активності, але сполуки не перевищуть дію препарату порівняння − сечовину (25%, 27% та 41% відповідно) (рис. 3.2). 
На моделі ферментативного ініціювання ВРО ліпідів (табл. 3.5) всі досліджені сполуки проявляють активність; еталони порівняння − метіонін та унітіол.
Таблиця 3.4 − Антиоксидантна активність S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну у дослідах in vitro з інгібування супероксидарадикалу (n = 2)
	№№

сполук
	Оптична густина (Д)
(M±m, n=6)
	АОА, %

	11
	0,155±0,001*
	30,0

	2
	0,175±0,001*
	20,0

	3
	0,165±0,002 *
	25,0

	4
	0,160±0,002 *
	27,0

	Контроль
	0,220±0,001
	–

	Сечовина
	0,130±0,004
	41,0


Примітки: 

1. * − порівняно з контролем (Р < 0,05).
2. 1 − cполуки, що досліджувались, вводили в концентрації – 10-7 М.
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Рисунок 3.3 − Антиоксидантна активність S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну у дослідах з інгібування супероксидарадикалу
На цій моделі ініціювання ВРО ліпідів найбільшу АОА виявили сполука 1 (гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти). АОА цих сполук знаходиться наближається до рівня з еталоном порівняння – унітіолом (46% та 57% відповідно), але не перевищує величину АОА метіоніну (70%).
Наявність аміногрупи, ацильного залишку в карбоновому ланцюзі – сполука 3 (дигідрохлорид S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-цистеїну), сполука 4 (S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-ацетилцистеїн) мають найменшу АОА серед досліджених сполук (14%, 20% відповідно) 
(табл. 3.5, рис. 3.3).
Таблиця 3.5 − Антиоксидантна активність S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну у дослідах in vitro при ферментативному ініціюванні ВРО ліпідів  (n = 2)
	№№ 

Сполук
	МДА, мкмоль/мл
(M±m, n=6)
	АОА, %

	11
	1,88±0,001*
	46,0

	2
	2,00±0,002*
	43,0

	3
	3,00±0,002*
	14,0

	4
	2,77±0,001*
	20,0

	Ініціація відсутня
	1,22±0,001
	–

	Контроль
	3,48±0,001
	–

	Метіонін
	1,03±0,04
	70,0

	Унітіол
	1,00±0,06
	57,0


Примітки: 

1. * − порівняно з контролем (Р<0,05).
2. 1 − cполуки, що досліджувались, вводили в концентрації – 10-7 М.
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Рисунок 3.3 − Антиоксидантна активність S-заміщених похідних 
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну у дослідах in vitro при ферментативному ініціюванні ВРО ліпідів
На моделі неферментативного ініціювання ВРО ліпідів майже всі сполуки перевищують дію еталонів порівняння – α-токоферолу і дибунолу (табл. 3.6).
На цій моделі вивчалася здатність S-заміщених похідних 2-метил-
4-меркапто-8-метоксихіноліну перехоплювати активні форми кисню 
в ліпідній фазі.
Найбільшу активність на цій моделі показала сполука 1 (табл. 3.6). Його АОА перевищує активність дибунолу на 19%, α-токоферолу – на 36% (Р < 0,05). В присутності сполуки 2 − (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонова кислота, сполуки 3 − дигідрохлорид S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-цистеїну, сполуки 4 − S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-ацетилцистеїн в системі, спостерігається зменшення прояву АОА в порівнянні з препаратами порівняння (рис. 3.4)
Сполука 4 − S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-ацетилцистеїн − проявляє АОА, яка знаходиться на рівні з АОА еталона порівняння − дибунолом (40% та 41% відповідно) (рис. 3.4).
Таблиця 3.6 − Антиоксидантна активність S-заміщених похідних
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну у дослідах in vitro при неферментативному ініціюванні ВРО ліпідів (n = 2)
	№№
Сполук
	МДА, мкмоль/мл
(M±m, n=6)
	АОА, %

	1
	2
	3

	11
	2,00±0,001*
	60,0

	2
	2,47±0,002*
	51,0

	3
	3,14±0,001*
	37,0

	4
	3,00±0,001*
	40,0

	Ініціація відсутня
	1,42±0,001
	–

	Контроль
	5,00±0,002
	–

	α-токоферол
	3,83±0,12
	24,0

	Дибунол
	2,93±0,05
	41,0


Примітки: 

1. * − порівняно з контролем (Р<0,05).
2. 1 − cполуки, що досліджувались, вводили в концентрації – 10-7 М.
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Рисунок 3.4 − Антиоксидантна активність S-заміщених похідних
2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну у дослідах in vitro при неферментативному ініціюванні ВРО ліпідів
Таким чином, взаємозв’язок між хімічною структурою і біологічною дією S-заміщених похідних 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну на моделі неферментативного ініціювання не відрізняється від такого при ферментативному ініціюванні ВРО ліпідів.

3.5 Мембраностабілізуюча активність S-заміщених похідних хіноліну
Згідно з результатами досліджень (табл. 3.7), введення Карбон чотирьоххлористого тваринам на 2-гу добу характеризується проявом ознак гострої інтоксикації, про що свідчить значне підвищення концентрації ферментів АлТ та АсТ − у 8-9 разів порівняно з інтактною групою тварин.
Таблиця 3.7 − Вплив досліджуваних сполук на вміст АлТ та АсТ 
при токсичному гепатиті (2 та 14 доба досліджень)
	№№ 

Спо-лук
	2 доба
	14 доба

	
	АлТ,

ммоль/л/

год.
	% змін
	АсТ,

ммоль/л/

год.
	%

змін
	АлТ,

ммоль/л/

год.
	%

змін


	АсТ,

ммоль/л/

год.
	%

змін

	Інтак-тна група
	60±8,0
	–
	55±11,5
	–
	56±7,2
	–
	66±8,4
	–

	Конт-роль
	523±36,4
	–
	444±70,0
	–
	325±98,9
	–
	225±5,1
	–

	АЦЦ
	242±45,5
	53,7
	295±88,8
	33,5
	115±9,9*
	64,6
	200±4,9*
	11,1

	2
	335±1,4
	61,3
	414±6,4
	72,0
	167±4,9*
	48,6
	134±7,3
	29,7

	4
	310±29,6*
	40,7
	267±9,8
	39,8
	129±8,5
	60,3
	206±10,7
	8,4

	5
	297±40,3*
	43,2
	115±1,4*
	74,0
	178±6,5*
	45,2
	125±1,7*
	44,4


Примітка. * − різниця статистично вірогідна щодо контрольної групи (Р < 0,05).
Найбільш виражений мембраностабілізуючий ефект на 2-гу добу досліджень показали сполука 2 − (2-метил-8-метоксихінолін-
4-ілтіо) карбонова кислота.
На 2-гу добу дослідження при введенні сполуки 2, рівень АлТ зменшився на 61,3% відносно контролю, тобто введенні СН3-групи 
в α-положення карбонового ланцюга впливають на цей показник. Сполука 3 діяла на рівні з препаратом порівняння − АЦЦ (табл. 3.7).

Поява гідроксигрупи в карбоновому ланцюзі (сполука 5 − 2-гідрокси-3-(8-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанова кислота) впливає на зменшення показника АлТ на 43,2%. Слід зазначити, що сполуки 2 та 5 діяли на рівні з АЦЦ (61,3, 43,2 та 53,7% відповідно).

Аналогічна ситуація спостерігається при дослідженні вмісту АсТ. Спостерігаємо, що більш активними є сполука 5 (74%), сполуки 2 (72%), які перевищують активність еталона порівняння – АЦЦ (33,5%). та сполука 4 (39,8%) діє на рівні з препаратом порівняння.
У контрольній групі на 14 добу дослідження після введення Карбону чотирьоххлористого спостерігали розвиток хронічної інтоксикації, яка супроводжувалася ушкодженням гепатоцитів, про що свідчило підвищення рівня амінотрансфераз у сироватці крові − АлТ в 5,8 рази, а АсТ в 3,4 рази порівняно з інтактною групою (табл. 3.7).

Слід зазначити, що найбільш виражений мембраностабілізуючий ефект на 14 добу дослідження мала сполука 5. При її введенні спостерігалась стабілізація  мембран гепатоцитів, про що свідчить суттєве зменшення показників активності амінотрансфераз – АлТ і АсТ, які є вірогідними щодо контролю (табл. 3.7). Тобто присутність гідроксигрупи в карбоновому ланцюзі (сполука 5) впливає на зменшення показників АлТ та АсТ, наближаючи їх до інтактної групи тварин. Інші сполуки на фоні токсичного гепатиту наближають показники білоксинтезуючої активності до рівня інтактних тварин (рис. 3.5).

Найбільш виражений вплив на білоксинтезуючу функцію печінки − рівень загального білка, порівняно з контролем, спостерігався для сполуки  4.

Присутність S-(2-метил-8-метоксихінолін-4-іл)-L-ацетилцистеїну, збільшує вміст загального білка в 1,1 рази порівняно з АЦЦ. При цьому спостерігалось зменшення вмісту альбуміну для всіх сполук на 20,3-43,1% стосовно АЦЦ, наближаючи ці показники до інтакту.
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ум. од. – загальний білок (г/л), альбумін  (г/л); білірубін (мкмоль/л).
Рисунок 3.5 − Біохімічні показники стану печінки при введенні 
S-заміщених похідних 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну на моделі гострого токсичного гепатиту (14 доба досліджень)
4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКИ В НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ
Тема моєї кваліфікаційної роботи «Біологічна дія S-заміщених похідних хіноліну». Предметом дослідження цієї роботи були БАР на основі S-заміщені похідні 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну. Дослідження проводилось в хімічній лабораторії (109, 302, 313 аудиторіях) ІІІ навчального корпусу біологічного факультету Запорізького національного університету.
Перед початком роботи зі мною були проведені інструктажі з охорони праці та пожежної безпеки моїм науковим керівником Клімовою О.О. за інструкцією№60, №62, №83, які представлені в лабораторії, про що є запис у журналі реєстрації інструктажів при роботі в лабораторії.
При виконанні власної дослідницької роботи важливо не тільки знати вимоги безпеки, але й уміти застосовувати їх у нестандартних випадках
[71-74].

Відповідність санітарно-гігієнічного режиму робочого місця встановленим нормам було запорукою нашої безпечної роботи. 
У робочій зоні лабораторії дотримувалися визначені параметри температури (20-22 0С), вологості (40-60%), освітлення, швидкість переміщення повітря та усе відповідало вимогам ДНАОП 0.03-3.15-86.
Важливу роль при роботі в лабораторії мало провітрювання. 
Воно необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу. Тому дуже важливо, щоб у приміщенні не створювався застій повітря. Повітря робочої зони відповідало ДСТ 12.1.005-86 [71-74].
Рівень виробничого шуму та вібрацій відповідав. ДСН 3.3.6.037-99 та 3.3.6.039-99 відповідно. Особливу увагу приділялось створенню нормальної освітленості робочого місця. Природне і штучне освітлення лабораторії відповідало вимогам СНіП ІІ-4-79. Приміщення лабораторії повинні було обладнано водопроводом гарячої і холодної води та каналізацією відповідно до ДБН 2.5-64-2012.

В ході виконання практичної роботи були використанні такі індивідуальні та комплексні засоби захисту як: гумові рукавички та білий халат. При роботі з хімічними реактивами я мала обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 Кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96 [74]. У тканині не було добавок синтетичних волокон [71-74].
При проведенні дослідів у лабораторії застосовувала хімічний посуд: загального і спеціального призначення, зокрема мірний; пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому вигляді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця чи одержати опік. При митті посуду стежила за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, тому що так можна вибити дно чи проломити стінку і поранитися.
Перша допомога при хімічних опіках: при опіках концентрованими кислотами (крім сірчаної) на поверхню опіку протягом 10-20 хвилин ллють холодну воду чи розчин харчової соди (1 чайна ложка на склянку води). Опіки, викликані лугами, також промивають струменем води, а потім обробляють 2%-м розчином оцтової чи лимонної кислоти (лимонним соком). На ушкоджену поверхню накладають пов’язку. Можна попередньо змочити її розчинами для обробки опіків
При роботі над даною темою мені довелося працювати із електроприладами. Усі мої дії підпорядковувалися вимогам ДНАОП 0.00-1.21-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів».
З електроприладами працювала чітко, дотримуючись інструкцій та паспортів заводу-виробника у присутності лаборанта. 
Перед початком роботи прилади перевірялися на справність, перевірялася цілісність дротів, проводилася перевірка заземлення (занулення) приладів, для яких це передбачене інструкцією. Після закінчення дослідів, 
а також коли прилад був тимчасово не потрібен, він був відключений від електромережі. Використовувалася лише діючі прилади, що пройшли обов’язковий профілактичний огляд та перевірку.

Пожежна безпека об’єкту регламентується Законом Українти «Про пожежну безпеку» від 17.12.93 року, Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 13.06.95 року наказом № 400 МВС України та інструкціями. В лабораторії повинні були справні первинні засоби пожежогасіння: вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії; ящик або відро з піском (об’ємом близько 
0,01 м3) і совком; покривало з вогнетривкого матеріалу [71-74].
Оскільки оформлення даної роботи неможливе без використання комп’ютерної техніки, то дотримувалася при роботі з нею певних правил. 
До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп’ютері, повинні знати заходи захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги 
при ураженні електричним струмом. Вмикання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням. Підключення комп’ютера дротом без вилки забороняється.

Шкідливі фактори, що діють при роботі на комп’ютерах: 

− робота на комп’ютерах пов’язана з навантаженням на зір, опорно-руховий апарат, а також емоційного та психологічного характеру;

− вплив на зір апаратура здійснює через такі фактори: яскравість зображення, колір, відповідність символів, відстань між рядками, стійкість зображення.

Площа, припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. Відстань між робочими місцями повинна бути не менше 
1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядами. В приміщеннях, обладнаних відеотерміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід надавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах плюс 22-24 0С і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с.

В приміщеннях з дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання протягом робочої зміни. Видалення пилу з екрану слід проводити не рідше 1 разу за зміну. Покриття стола повинно бути матовим з коефіцієнтом відбиття 0,4. Освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах, як правило, слід застосовувати люмінесцентні лампи. Перед початком роботи слід видалити пил з екрану, перевірити захисне заземлення (занулення), упевнитись у наявності засобів гасіння вогню.

Відстань від очей користувача до екрана дисплея повина становити 5
0-70 см, кут зору 10-20, але не більше 40°. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. Руки користувача повинні розташовуватися на робочому столі в горизонтальному положенні, або злегка нахилені, кут ліктя повинен складати 70-90°. Необхідна гарна опора для спини та сідниць. Стегна розташовують паралельно підлозі або на підставці.

При виникненні аварійної ситуації комп’ютер опиняється під напругою. При доторканні до нього відчувається проходження електричного струму. При спалахуванні проводки всередині апаратури необхідно вимкнути електроживлення, вимкнувши вилку шнура живлення.

Після закінчення роботи необхідно від’єднати апаратуру від електромережі. Робоче місце приводять у належний порядок. Все устаткування (лампи штучного освітлення, обігрівачі, вентилятори тощо) також вимикають [71-74].
Під час проведення дослідження трапляються нещасні випадки. 
Це передусім пов’язано з недотриманням правил техніки безпеки при використанні реактивів, при використанні апаратів і при роботі з комп’ютером.

До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні даної роботи, відносяться термічні і хімічні опіки, електротравми, потрапляння  біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення ядухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками. Тому важливим є знання долікарняної допомогу при цих випадках, щоб зарадити їм і їхнім наслідкам.
Перша допомога при потраплянні біологічних рідин на ушкоджену ділянку шкіру (уколом, порізом). У цьому випадку потерпілий повинен:

• зняти рукавички робочою поверхнею усередину;

• видавити кров із рани;

• обробити ушкоджене місце одним із дезінфектантів (70% розчином етилового спирту, 5% настойкою йоду при порізах, 3% перекисом водню);

• ретельно вимити руки з милом під проточною водою, а потім протерти їх 70% розчином етилового спирту;

• на рану накласти пластир.
У разі потрапляння біологічних рідин на слизові оболонки :

• ротової порожнини – прополоскати 70% розчином етилового спирту;

• порожнини носа – закапати 30% розчином альбуциду;

• очей – промити водою (чистими руками), закапати 30% розчином альбуциду.

Для оброблення носа й очей можна використовувати 0,05% розчин перманганату калію.

Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою [71-74].
Перша допомога потерпілому у разі електротравми: допомога починаеться з того, що потерпілого треба звільнити його джерела струму. Для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропроводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини и користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. Потерпілого необхідно винести на свіже повітря. Якщо є кисневий апарат або балон з киснем, то потрібно забезпечити потерпілому дихання чистим киснем.
Якщо він не дихає самостійно, починають штучне дихання, у разі зупинки кровообігу і непрямий масаж серця. Головне – це швидше доставити потерпілого в реанімаційне відділення .
Якщо дії виявилися успішними і потерпілий прийшов до тями, потрібно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на «мітки струму», які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [71-74].
Таким чином, знаючи основні заходи безпеки при роботі в лабораторії та при використанні комп’ютерної техніки, звели до мінімуму ризик появи будь-якого виду травм при проведенні досліджень. 
Отже, ретельне виконання усіх правил безпеки довзолило уникнути надзвичайних та травматичних ситуацій під час виконання та написання кваліфікаційної роботи магістра.
ВИСНОВКИ
1. Провели комплексний підхід до прогнозу біологічної активності сполук за допомогою різних комп’ютерних програм. S-заміщені похідні хіноліну та їх структурні аналоги було перевірено на предмет їх потенційної біологічної активності за допомогою  комп’ютерної програми PASS-прогнозу.  При проведені прогнозу у програмі PASS було визначено найбільш перспективні види біологічної активності. У всіх досліджених сполук проявляється дія інгібітора гліцерилового ефіру монооксигенази та інгібітора глюконат 2-дегідрогенази (акцептора), у 4 из 5 досліджених сполук  активність у вигляді нікотинового агоніста рецептора альфа4бета4, інгібітора мурамоїлтетрапептиду карбоксипептидази, інгібітора протеасоми АТФази та противиразкова активність.
2. ЛД50 вивчених сполук знаходиться в межах від 873-1245 мг/кг, що дозволяє їх віднести до мало- та нетоксичних сполук за класифікацією Сидорова. Найбільшу токсичність проявляє гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти − сполука 1. Його ЛД50 становить 873±170 мг/кг.  Таким чином, токсичність залежить від довжини карбонового ланцюга, наявності NH2-групи, N-ацильної та ОН-групи в карбоновому ланцюзі в 4-му положенні хінолінового циклу.
3. Результати проведених досліджень свідчать, що похідні S-заміщених 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну проявляють високу антирадикальну активність на моделі аутоокиснення адреналіну in vitro: відсоток інгібування для сполук (при концентрації 25 мкмоль/л) лежить в діапазоні від 21% 
до 50%, тільки 2-гідрокси-3-(8-метокси-2-метилхінолін-4-ілтіо)пропанова кислота (50%) перевищує дію препарату порівняння – ацетилцистеїн (45%). Майже для всіх досліджених сполук спостерігається тенденція збільшення відсотка інгібування при введенні в систему речовин в концентрації 
(5 мкмоль/л) (тобто окиснення адреналіну в адренохром уповільнюється); в свою чергу всі сполуки перевищують дію препарату порівняння  − ацетилцистеїн (14%) на 26%-44%.
4. Найбільшу антиоксидантну активність проявляє сполука 1 – (гідрохлорид (2-метил-8-метоксихінолін-4-ілтіо)карбонової кислоти, її АОА знаходиться майже на рівні еталона порівняння – сечовини (30% та 41% відповідно) (Р < 0,05). Наявність в 4-му положенні хінолінового циклу залишку (2-метилкарбонової кислоти (сполука 2) впливає на зменшення прояву антиоксидантної активності в 2 рази в порівнянні з препаратом порівняння – сечовиною (20% та 41% відповідно). Наявність залишку цистеїну або ацетил цистеїну в 4-му положенні хінолінового циклу впливає на збільшення прояву антиоксидантної активності, але сполуки не перевищуть дію препарату порівняння − сечовину (25%, 27% та 41% відповідно).
При проведенні взаємозв’язку встановили, що біологічна дія S-заміщених похідних 2-метил-4-меркапто-8-метоксихіноліну неферментативного ініціювання не відрізняється від ферментативного ініціюванні ВРО ліпідів.
5. Встановлено, що найбільш виражений мембраностабілізуючий ефект на 14 добу дослідження мала сполука 5. При її введенні спостерігалась стабілізація мембран гепатоцитів, про що свідчить суттєве зменшення показників активності амінотрансфераз – АлТ і АсТ, які є вірогідними щодо контролю, наближаючи їх до інтактної групи тварин. Інші сполуки на фоні токсичного гепатиту наближають показники білоксинтезуючої активності до рівня інтактних тварин. Найбільш виражений вплив на білоксинтезуючу функцію печінки − рівень загального білка, порівняно з контролем, спостерігався для сполуки  4.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Показники дослідження поширюють уявлення про біологічну активність та токсичну дію S-заміщених похідних хіноліну та усіх даних структурних аналогів. За допомогою розрахунку дескрипторів молекулярної будови можливий черговий аналіз токсичної дії сполук.
Встановлено, що молекулярні дескриптори згідно правилу Ліпінського, 
можуть бути використані для біологічних досліджень.
Отримані наші результати експериментальних дослідженнь можуть бути використані для створення нових лікарських засобів та біорегуляторів.

Дослідження щодо токсичності сполук можуть бути впроваджені при підготовці магістрів спеціальності 091 Біологія, наприклад при ознайомленні з окремими розділами дисципліни "Біохімія", "Біоорганічна хімія", "Методи лабораторної діагностики".
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