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РЕФЕРАТ
Робота присвячена дослідженню афінітету до ДНК похідних інденохіноксаліну – противірусних агентів та індукторів інтерферону – із застосуванням методу конкуренції з етидієм бромідом, 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 pK у водному середовищі.
Робота виконана на 58 сторінках друкованого тексту, містить 12 рисунків, 6 таблиць, список використаних джерел містить 60 посилань, із них 46 іноземних.
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[bookmark: _Toc11117650]Список скорочень та умовних позначень
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

[bookmark: _Toc11117651]Вступ
Противірусний захист населення та свійських тварин в останні десятиріччя здебільшого реалізовувався за принципом "магічної кулі" Ерліху, тобто за рахунок "точно націлених" високо вибіркових засобів інгібування репродукції вірусів. Препарати, створенні та впроваджені в медичну практику за цим принципом, – хіміотерапевтичні засоби, вакцини та сироватки – добре себе зарекомендували, захистивши 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 [[endnoteRef:1]]. [1:  	https://www.cdc.gov/budget/documents/fy2007/fy-2007-cdc-congressional-justification.pdf] 

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 [[endnoteRef: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 [[endnoteRef: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) [[endnoteRef:4]], MERS (2012 – 2014 р) [[endnoteRef:5]], EVD (2013 – 2016) [[endnoteRef:6]], ZVD (2015 – 2016 р) [[endnoteRef:7]], які спричинили загибель більше 20000 людей та стали причиною інвалідності декількох тисяч. [2:  	Breitbart M.Rohwer F. Here a virus, there a virus, everywhere the same virus?  // Trends Microbiol. – 2005. – V. 13, № 6. – P. 278 – 284.]  [3:  	Drake J.W. The distribution of rates of spontaneous mutation over viruses, prokaryotes, and eukaryotes  // Ann. N. Y. Acad. Sci. – 1999. – V. 870, № . – P. 100 – 107.]  [4:  	Smith R.D. Responding to global infectious disease outbreaks: Lessons from SARS on the role of risk perception, communication and management  // Social Science & Medicine. – 2006. – V. 63, № 12. – P. 3113 – 3123.]  [5:  	Zaki A.M., van B.S., Bestebroer T.M., Osterhaus A.D., Fouchier R.A. Isolation of a novel coronavirus from a man with pneumonia in Saudi Arabia  // N Engl J Med. – 2012. – V. 367, № 19. – P. 1814 – 1820.]  [6:  	Coltart C.E., Lindsey B., Ghinai I., Johnson A.M., Heymann D.L. The Ebola outbreak, 2013-2016: old lessons for new epidemics  // Philos. Trans. R. Soc. Lond B Biol Sci. – 2017. – V. 372, № 1721. – 20160297 (https://doi.org/10.1098/rstb.2016.0297)]  [7:  	European Centre for Disease Prevention and Control. Zika virus transmission worldwide. – 9 April 2019. Stockholm: ECDC; 2019.] 

По-друге, використання високо специфічних інгібіторів певних вірус-специфічних процесів є, за суттю, фактором відбору варіанту збудника, стійкого до цього агенту. Саме за цим механізмом в 60 – 70-т роки минулого сторіччя утворилися стійкі до ремантадину та амантадину варіанти вірусу грипу [[endnoteRef:8]], таким же чином це мало місце із азельтамівіром на початку XXI сторіччя [[endnoteRef:9]]. Ця проблема близька і до поширення стійких до антибіотиків штамів бактерій [[endnoteRef:10]], значну роль в якому відіграють дуже подібні до вірусів мобільні генетичні структури бактерій – плазміди. [8:  	Goedemans W.T. Inhibition of influenza A viruses by adamantanamines: rate of resistance development in embryonated eggs and in mice / W.T. Goedemans, C.A. De Bock // Zentralblatt Fur Bakteriologie, Parasitenkunde, Infektionskrankheiten Und Hygiene.1.Abt.Medizinisch-Hygienische Bakteriologie, Virusforschung Und Parasitologie.Originale. – 1970. – Vol. 213, № 4. – P. 462 – 469.]  [9:  	Hay A.J. Oseltamivir resistance during treatment of H7N9 infection / A.J. Hay, F.G. Hayden // Lancet. – 2013. – Vol. 381, № 9885. – P. 2230 – 2232.]  [10:  	Глобальная стратегия ВОЗ по сдерживанию устойчивости к противомикробным препаратам. – 2001. – 168 с. (WHO/CDS/CSR/DRS/2001.2) http://www.who.int/drugresistance/WHO_Global_Strategy.htm/ru/] 

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 [[endnoteRef:11]] та ліганди малого жолобу [[endnoteRef:12]]. 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 [[endnoteRef:13]]. 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. [11: 	Lerman L.S. Structural consideration in the interaction of DNA and acridines/ L.S. Lerman // J. Mol. Biol. – 1961. – Vol. 3,№ 1. – P. 18 – 30.]  [12: 	Bailly C. Sequence-Specific DNA Minor Groove Binders. Design and Synthesis of Netropsin and Distamycin Analogues / C.Bailly, J.B. Chaires // Bioconjug. Chem. – 1998. – Vol. 9, № 5. – P. 513 – 538.]  [13:  	Sturm J., Schreiber L., Daune M. Binding of ligands to a one-dimensional heterogeneous lattice. II. Intercalation of tilorone with DNA and polynucleotides  // Biopolymers. – 1981. – V. 20, № 4. – P. 765 – 785.] 

[bookmark: _Ref470395379]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 [[endnoteRef:14], [endnoteRef:15]]. [14:  	Дизайн, синтез та зв'язок структура-властивості в низці інтерфероніндукуючих та противірусних лігандів ДНК: Звіт про НДР (заключний) / Фіз.-хім. ін-т ім. О.В. Богатського НАН України. – № ДР 0104U004313. – Одеса, 2006. – 250 с.]  [15: 	Синтез, структура, властивості та молекулярне розпізнавання центральними та периферичними рецепторами біологічно активних гетероциклічних сполук та пептидоміметиків: Звіт з НДР (заключний)/Фізико-хімічний інститут ім. О.В Богатського НАН України; № держреєстрації 0104U004313. – Одеса. – 2011. – 302 с. ] 

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 [[endnoteRef:16]], 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.  [16:  	Tseng C.H., Chen Y.R., Tzeng C.C., Liu W., Chou C.K., Chiu C.C., Chen Y.L. Discovery of indeno[1,2-b]quinoxaline derivatives as potential anticancer agents  // Eur.J.Med.Chem. – 2016. – V. 108, № . – P. 258 – 273.] 

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.
У відповідності до мети поставали наступні завдання:
· на якісному рівні дослідити можливість до інтеркаляції 6-аміоетил-11H-індено[2,3-b]хіноксалін-11-онів молекулярним докінгом;
· на якісному рівні дослідити можливість до інтеркаляції 6-аміоетил-11H-індено[2,3-b]хіноксалін-11-онів в тестах конкуренції з етидієм бромідом та батохромного зсуву з гіпохромізмом в електронних спектрах;
· визначити афінітет сполук до ДНК конкуренцією з етидієм болмідом;
· розрахувати та потенціометрично визначити значення  сполук;
· провести первинний аналіз (зіставлення) "структура-властивості" та сформулювати рекомендації (як робочі припущення) щодо подальшої модифікації структури інденохіноксалінів.




[bookmark: _Toc11117699][bookmark: _GoBack]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.
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