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РЕФЕРАТ 

Робота присвячена дослідженню афінітету до ДНК похідних 

інденохіноксаліну–противірусних агентів та індукторів інтерферону– із 

застосуванням методів конкуренції з етидієм бромідом, оцінки афінітету до 

ДНК іммобілізованої в гель, дослідженню їх кислотно-основних властивостей. 

Робота виконана у Фізико-хімічному інституті ім. О.В. Богатського НАН 

України у відділі медичної хімії в межах відомчої теми інституту № 259. 

Методом конкуренції з бромистим етідієм були визначені константи 

асоціації з ДНК цих речовин. Потенціометричним титруванням було визначено 

pKу водному середовищі.   

Показано, що використання 3%-го геля агарози із іммобілізованою ДНК 

СВРХ призводить до вивільнення НК з гелю у розчин, що спотворює 

результати експерименту. 

Робота виконана на 70 сторінках друкованого тексту, містить 19 рисунків, 

6 таблиць, список використаних джерел містить 63 посилань, із них 48 

іноземних. 
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СПИСОК СКОРОЧЕНЬ ТА УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

TRIS – тріс-гідроксиметиламінометан 

ЕБ – етидій бромід 

ДНК СВРХ – ДНК, виділена із селезінки великої рогатої худоби 

НАН   – національна академія наук 

IUPAC – International Union of Pure and Applied Chemistry 

ADMET – absorption, distribution, metabolism, and excretion 

ЕДС – електрорушійна сила 

MOE – molecular operating environment 

ЕДТА – етилендиамінтетраоцтова кислота 

ANOVA – analysis of variation 

 



ВСТУП 

Терапія вірусних захворювань до теперішнього часу залишається досить 

проблематичною. У практиці охорони здоров'я в даний час використовується 

порівняно невелика кількість противірусних препаратів. Недолік ефективних і 

малотоксичних препаратів і можливість формування резистентних штамів 

збудників зумовлює доцільність пошуку нових терапевтичних засобів. 

Останнім часом захист населення і свійських тварин від вірусних інфекцій 

реалізувався за рахунок створення високо вибіркових засобів, які здатні 

пригнічувати репродукцію вірусів. Такими засобами є – хіміотерапевтичні 

препарати, сироватки та вакцини, які захистили від інвалідності та передчасної 

смерті десятки мільйонів людей, а скорочення часу непрацездатності хворих за 

рахунок їх застосування навіть неможливо підрахувати. Економічний ефект від 

застосування таких противірусних засобів сягає десятків мільярдів доларів

[1]. 

Однак, широке використання цих препаратів впродовж останніх 50 років 

виявило і низку їх суттєвих недоліків та обмежень дієвості принципу, 

покладеного в основу їх створення. 

По-перше, за нещодавньою оцінкою кількість вірусів сягає 1031 [2], що з 

урахуванням швидкості репродукції та частоти мутацій впродовж нормального 

репродуктивного циклу знімає питання про можливість утворення нових видів 

та варіантів вірусів, залишаючи відкритим лише питання про час виникнення 

таких нових вірусів та варіантів [3]. Зрозуміло, що в разі виникнення нового 

вірусу, чи його варіанту, людство опиняється мало або взагалі незахищеним від 

цього. Типовими прикладами таких ситуацій є епідемії SARS (2002 – 2003 р) 

[4], MERS (2012 – 2014 р) [5], EVD (2013 – 2016) [6], ZVD (2015 – 2016 р) 

[7],COVID-19 (2019 –…) [8], які спричинили загибель більше 20000 людей та 

стали причиною інвалідності декількох тисяч. 

По-друге, використання високо специфічних інгібіторів певних вірус-

специфічних процесів є, за суттю, фактором відбору варіанту збудника, 



стійкого до цього агенту. Спектр дії відомих противірусних засобів, як правило, 

обмежений збудниками однієї інфекції або навіть їх окремими підтипами. 

Придбана стійкість вірусів до противірусних препаратів, які застосовуються є 

ще однією причиною, що спонукає постійно розробляти нові противірусні 

препарати і реалізовувати нові підходи до пригнічення репродукції вірусів. 

Саме за цим механізмом в 60 – 70-т роки минулого сторіччя утворилися стійкі 

до ремантадину та амантадину варіанти вірусу грипу [9], таким же чином це 

мало місце із азельтамівіром на початку XXI сторіччя [10]. Ця проблема 

близька і до поширення стійких до антибіотиків штамів бактерій [11], значну 

роль в якому відіграють дуже подібні до вірусів мобільні генетичні структури 

бактерій – плазміди. 

По-третє, особливості поширення стійкості до антибіотиків серед бактерій 

та варіантів вірусів, стійких до специфічних етіотропних препаратів, вказують 

на необхідність розробки агентів широкого спектру дії, які інгібують причому 

таких, які б не сприяли би відбору стійких мутантів.  

Оскільки матрична редуплікація генетичного матеріалу є базовим 

принципом існування всього живого, саме цей процес доцільно розглядати як 

мішень потенційних проти інфекційних агентів широкого спектру дії. Будь-

який інфекційний агент клітинної організації або вірус незалежно від 

організації його генному та стратегії репродукції проходить як обов'язкову 

стадію розплетення двоспірального полінуклеотиду на два односпіральні. 

Агент, здатний інгібувати чи, принаймні, гальмувати цей процес має стати 

об'єктом пильної уваги як потенційний противірусний препарат. Такі агенти 

добре відомі – це ліганди двоспіральних нуклеїнових кислот – інтеркалятори 

[12] та ліганди малого жолобу [13]. Останні є переважно специфічними до 

послідовності нуклеїнових основ і тому мають бути чутливими до мутацій. На 

відміну від лігандів малого жолобу інтеркалятори неспецифічні до 

послідовності, внаслідок чого ефективність їхньої взаємодії із мішенню 

практично не залежить від мутацій [14]. Саме тому ці сполуки і стали об'єктом 

дослідження у відділі медичної хімії Фізико-хімічного інституту ім. О.В. 



Богатського НАН України як потенційні противірусні препарати. 

Були синтезовані та досліджені як інтеркалятори ДНК і противірусні 

агенти численні похідні флуоренону, акридину, антрахінону, нафталіміду, 

ізатину та індолохіноксаліну. Встановлено, що практично 70 % сполук, здатних 

інтеркалювати в ДНК, проявляють водночас властивості противірусних агентів 

та індукторів інтерферону [15,16]. 

Похідні інденохіноксаліну практично неописані як інтеркалятори ДНК та 

противірусні агенти, – існує лише одна робота, в якій згадується можливість 

інтеркаляції в ДНК без надання жодних методичних подробиць та кількісних 

результатів [17], щодо цих сполук раніше ніколи не проводилися дослідження 

зв'язку їх властивостей зі структурою. З огляду на планарну структуру та 

внаслідок цього потенційну здатність до інтеркаляції в ДНК, ці сполуки мали 

стати об'єктом дослідження.  

При дослідженні афінітету похідних інденохіноксаліну до ДНК методом 

конкуренції з ЕБ виникають деякі проблеми. Афінітет деяких сполук 

неможливо коректно визначити цим методом через спектральні особливості: 

наприклад, спостережується співпадіння довжини хвилі флуорисценції 

індолохіноксалінів та збудження етидію броміду, що призводить до 

«перезбудження» останнього і викривлення картини експерименту. 

Водночас флуоресценцію сполуки, що вивчається, можна 

використовувати як зручну форму аналітичного сигналу при дослідженні її  

концентрації у розчині. Таким чином, використовуючи прилад, спроможний 

реєструвати флуоресценцію мікрокількості розчину, було б можливо дослідити 

брак її концентрації, пов'язаний із інтеркаляцією. Єдиною проблемою тут було 

б відділення, віднімання із загальної флуоресценції  флуоресценцію комплексу 

ДНК-речовина. Рішення цієї проблеми нам вбачається у фізичному розділенні 

комплексу ДНК-речовина та розчину речовини, що може бути реалізовано за 

рахунок іммобілізації ДНК (та її комплексів із речовиною) у гелі, наприклад – 

агарозному. 

У зв'язку з цим метою роботи стало дослідження характеру взаємодії 



похідних інденохіноксаліну із ДНК, їх афінітет до неї, кислотно-основні 

властивості цих сполук для формулювання рекомендацій щодо подальшої 

модифікації структури для підвищення цільової біологічної активності, 

розробка скринінгового метода оцінки афінітета лігандів ДНК до 

іммобілізованої в гелі ДНК.  

У відповідності до мети поставали наступні завдання: 

− на якісному рівні дослідити можливість до інтеркаляції 6-аміноетил-11H-

індено[2,3-b]хіноксалін-11-онів молекулярним докінгом; 

− на якісному рівні дослідити можливість до інтеркаляції 6-аміноетил-11H-

індено[2,3-b]хіноксалін-11-онів та визначити їх афінітет до ДНК в тестах 

конкуренції з етидієм бромідом та батохромного зсуву з гіпохромізмом в 

електронних спектрах; 

− розрахувати та потенціометрично визначити значення 𝑝𝐾 сполук; 

− провести первинний аналіз (зіставлення) "структура-властивості" та 

сформулювати рекомендації (як робочі припущення) щодо подальшої 

модифікації структури інденохіноксалінів. 

− відпрацювання методу дослідження афінітета лігандів ДНК до 

іммобілізованої в гелі ДНК, оцінка потенційних «вузьких місць» та його 

чутливості, розроблення методики. 



ВИСНОВКИ 

1. Прототропні процеси в діапазоні pH 1 – 12 мало позначаються на спектрах 

поглинання досліджуваних сполук, хоча слабкі зміни в спектрах 

відповідають загальноприйнятним уявленням. 

2. Досліджені сполуки є слабкими основами, причому протонується лише 

аліфатичний атом нітрогену, на відміну від гетероциклічних. 

3. Експериментально визначенні значення pK амінометилінденохіноксалінів 

добре корелюють із розрахунковими значеннями, що дозволяє 

використовувати останні для оцінки кислотно-основних властивостей цих 

сполук. 

4. За результатами докінгу, наявності батохромного зсуву смуг поглинання 

сполук в електронних спектрах в присутності ДНК з одночасним 

гіпохромізмом, та виходячи зі здатності амінометилінденохіноксалінів 

знижувати інтенсивність флуоресценції етидію броміду, інтеркальованого 

в ДНК, цим сполукам можна з великим ступенем надійності приписати 

інтеркаляційний спосіб взаємодії з ДНК. 

5. Встановлено, що досліджувані сполуки є високоафінними лігандами ДНК, 

що дозволяє розглядати їх як потенційні протиінфекційні та 

протипухлинні агенти, та робить доцільним їхнє подальше дослідження. 

6. Показано, що використання 3%-го геля агарози із іммобілізованою ДНК 

СВРХ призводить до вивільнення НК з гелю у розчин, що спотворює 

результати експерименту. 
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Додатки 

Додаток 1 

Визначення pK досліджуваних сполук 

Приготування 0.1 н водного розчину KOH 

В мірну колбу місткістю 1 л відмірюють 100 мл 1 М розчину КОН, 50 мл 

3М розчину KCl. Доводять водою до мітки. 

Приготування розчину А 

В мірну колбу місткістю 1 л піпеткою Мора  вносять 50 мл 3М KCl, 100 

мл 0.1 н HCl. Доводять водою до мітки. 

Проведення холостого експерименту 

Відбирають піпеткою Мора 25 мл розчину А в комірку для титрування і 

титрують дозатором з дискретністю 100 мкм. 

Проведення робочого експерименту 

Відважують з точністю до 0.0001 г певну кількість речовини (близько 0.1 

ммоль). Висипають в бюкс. Додають 25 мл розчину А, розчиняють і титрують 

дозатором, змінюючи крок титрування залежно від ходу кривої титрування. 

Після проходження точки еквівалентності, титрування припиняють, визначають 

об'єм лужного титранту необхідний для напів-нейтралізації зв'язаної сполукою 

кислоти, додають цей об'єм титранту, 0.1 мл н-октан-1-олу та ретельно 

перемішують. Вичікують до сталості показань pH-метру, та реєструють їх.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Додаток 2 

Калібрування піпеточних дозаторів та pH метру 

Калібрування піпеточних дозаторів 

На аналітичних електронних вагах зважують хімічний стакан. Піпеточним 

дозатором десять разів додають номінальну кількість дистильованої води, 

зважуючи стакан після кожного додавання. Отриманні результати – пари 

значень кількість доданих порцій води та вага – вносять в таблицю даних 

програми Origin та проводять лінійну апроксимацію. За середнє значення маси 

води в одній порції приймають нахил прямої. За фактичний об'єм заданого 

номіналу приймають результат ділення середньої маси однієї порції доданої 

води на щільність води при температурі калібрування. 

 

Калібрування pH-метру 

Занурюють електроди в стандартний розчин з відомим 𝑝𝐻 і чекають 

стійкого значення 𝑝𝐻, натискають кнопку «Калибровка», потім кнопку «Ввод» 

та вводять потрібне значення. Потім знову «Ввод» та «Измерение». 

 

 




