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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Одним з найпріоритетніших питань сучасної медицини 
досі залишається лікування онкологічних захворювань.

За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я, кожний рік в світі             10 млн людей заново захворюють на рак, і цей показник до 2030 р. зросте на  45 %.


В Україні кожний рік більш, ніж 160 тис людей узнають, що вони онкохворі; 90 тис онкохворих вмирає, серед них 35 % працездатного населення (Національний канцер-реєстр України, № 17, 2014-2015).


Зусиллями світової науки створений сучасний арсенал протипухлинних засобів, спрямованих на пошкодження геному, апарату ділення клітини («класичні хіміотерапевтичні препарати») з певними успіхами (1970-1980 рр.) [Корман,2006; Переводчикова,2005; David E. Thurston, 2006; Шарикіна Н.І., 2014], які не призвели до подальших суттєвих проривів. Розвиток цих напрямів досяг межі ефективності наприкінці ХХ ст. і був охарактеризований як стагнація.   
 Існуючі засоби, що нині використовуються в клінічній практиці для лікування злоякісних новоутворень, мають ряд суттєвих недоліків, одним з яких є низька вибірковість дії препаратів, отже, висока токсичність по відношенню до нормальних тканин організму. У зв’язку з цим особливо гостро стоїть питання створення ліків, дія яких була б специфічно спрямованою саме на пухлинну клітину. Таким вимогам відповідають “таргетні” препарати, ефективність яких базується на принципах цільового впливу на фундаментальні молекулярні механізми, що лежать в основі захворювання  [Giuseppe Giaccone, 2007].

З’явилися можливості виявляти важливі для пухлини, але не критичні для організму сигнальні шляхи, каскади передачі сигналів, вплив на які став основою створення препаратів, що діють на конкретні молекулярні мішені-ланки патогенетичного ланцюга непластичного процесу  [John D. Haley, 2009].
Цей напрямок зайняв домінуюче місце у світових дослідженнях і світовій онкології [Giuseppe Giaccone et all, 2007; Shoshana Klein, Alexander Levitzki, 2007; Ivana Bozic et all, 2012; Debra Wujcik, 2014; Min Huang et all, 2014].
Перші дослідження цієї спрямованості ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМНУ» щодо протипухлинної дії адренергічних засобів були проведені та опубліковані в 1993-1995 рр, показана протипухлинна дія похідного хіназоліну Празозину та ін. [Шарикіна Н.І., 1995].

Першими лікарськими засобами цієї спрямованості, які увійшли в онкологічну практику, були саме похідні хіназоліну Гефітиніб (Іресса) та Ерлотиніб (Тарцева), які дозволили в значній мірі поліпшити результати лікування хворих з недрібноклітинним раком легенів [Paez JG, Janne PA, Lee J.C. et al., 2004; Liang W., Wu X., Fang W. et al, 2014].
Саме ця форма злоякісних новоутворень займає перше місце в структурі онкологічної захворюваності та смертності в країнах Європейського союзу, Північної Америки, Азії, серед чоловіків в Україні (дані ВОЗ, Національного 
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інституту раку, бюлетеня Національного канцер-реєстру №17  «Рак в Україні», 2014-2015 УНІАН).

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана у відповідності до основних напрямків відділу онкофармакології ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» в рамках НДР № державної  реєстрації 0112/V000824 (2012-2014 pp).

Мета роботи: дослідити цитостатичну та протипухлинну дію нових та відомих похідних хіназоліну (речовин 3105, 22030 та ін., Альфузозину, Празозину, Теразозину, Доксазозину, Тамсулозину) в порівнянні з Ерлотинібом. 


Задачі, поставлені для досягнення мети: 

1. Вивчення електронних характеристик похідних хіназоліну, прогнозування їхньої цитостатичної та протипухлинної дії за рахунок зв’язування з рецептором епідермального фактору росту (докінг-аналіз).
2. Вивчення цитостатичної дії похідних хіназоліну на культурі клітин недрібноклітинного раку легені людини (А549) з експресованою активністю епідермального фактора росту.
3. Дослідження протипухлинної активності похідних хіназоліну на  експериментальних пухлинах in vivo (епідермоїдна карцинома легень Льюїс, саркома 180).
4. Дослідження протипухлинної активності похідних хіназоліну на гетеротрансплантантах недрібноклітинного раку легені людини.
5. Вивчення впливу ФАР на передачу мітогенних сигналів епідермального фактора росту та його рецептора. 


Об’єкт дослідження: експериментальні пухлини, пухлини людини (рак легені).


Предмет дослідження: протипухлинна дія похідних хіназоліну з                     α1-адреноблокуючою дією. 
Методи дослідження: фармакологічні, цитологічні, цитохімічні, імунологічні, статистичні.

Наукова новизна отриманих результатів. За результатами віртуального скринінгу, докінг-аналізу, дослідженням цистатичної та протипухлинно дії відомих та нових похідних хіназоліну, похідних інших хімічних груп показана доцільність пошуку нових таргетних протипухлинних засобів серед α1-адреноблокаторів-похідних хіназоліну, які мають аналогічні та перехресні механізми впливу на передачу мітогенних сигналів з метаболічними шляхами рецептора епідермального фактора росту.

Показано, що всі вивчені похідні хіназоліну, в тому числі Ерлотиніб, мають гіпотензивну дію як ефект блокади α1-адренорецепторів (вплив на артеріальний тиск і судинний тонус), поряд з блокадою фосфорилювання рецептора епідермального фактора росту.
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Практичне значення. Серед нових похідних хіназоліну виділені сполуки, які перевищують за цитостатичною та протипухлинною дією Ерлотиніб та заслуговують подальших доклінічних фармакологічних досліджень як перспективні таргетні протипухлинні засоби при недрібноклітинному раку легень. Деклараційний патент: «2-(3-Аллін-4-оксо-3,4-дигідрохіназолін-2-їл-сульфоніл)-N-(2,6 - дихлофеніл)-ацетамід, що має протипухлинну дію», 2016.

Відомий гіпотензивний засіб з α1-адреноблокуючими властивостями Теразозин виявив протипухлинну дію вищу, ніж у препарату Ерлотинібу, що передбачає можливість поширення показань його клінічного використання за показаннями Ерлотинібу. Деклараційний патент: «Гіпотензивний препарат Теразозин, що має протипухлинну активність», 2015.
Особистий вклад здобувача. Головна ідея та напрям дослідження сформульовані здобувачем спільно з науковим керівником. Автором особисто проведений аналіз наукової літератури та патентно-інформаційний пошук, виконано весь обсяг експериментальних досліджень, їх аналіз і статистична обробка отриманих результатів.

Апробація результатів досліджень. Матеріали дисертаційної роботи доповідались на: Науковому форумі, присвяченому 170-річчу кафедри фармакології та клінічної фармакології Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Київ, 2011 р.; Національному з’їзді фармакологів України, Київ, 2011 р.; Всеукраїнскій науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю, Запоріжжя, 2012 р.; ХI конференції молодих онкологів України за участю міжнародних спеціалістів, Київ, 2012 р.; 3 з’їзді Українського товариства клітинної біології з міжнародним представництвом, Ялта, 2012 р.; науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми регенеративної медицини», Київ, 2012 р.; Конгресі патофізіологів України, Місхор, АР Крим, 2012 р.; Міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні проблеми світової медицини та їх роль у забезпеченні здоров’я світового співтовариства», Одеса, 2012 р.;  XIV конгресі світової федерації українських лікарських товариств, Донецьк, 2012 р., Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Болевые синдромы в медицинской практике», Київ, 2012 р.; IV науково-практичному конгресі студентів та молодих вчених, Київ, 2012 р.; The first Multidisciplinary Symposium «Molecular Oncology: from laboratory Bench to Medicine», Kyiv, 2012; Ювілейному ХХ Російському національному конгресі «Человек и лекарство», Москва, 2013 г.; Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Актуальні питання фармацевтичної та медичної науки та практики», Запоріжжя, 2013 р.; Білорусько-Російській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Отечественные противоопухолевые препараты», Мінськ, 2013 г.; ХІІ з’їзді ВУЛТ (Всеукраїнського лікарського товариства), Київ, 2013 р., науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання біології, екології, медицини та фармакології», Дніпропетровська область, 2013 р.; ХХІ Російському 
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національному конгресі «Человек и лекарство», Москва, 2014 г., науково-практичній конференції «Здоров’я людини у сучасному світі, питання медичної науки та практики», Одеса, 2014 р.; ХІ Українському біохімічному конгресі, Київ, 2014 р.; науково-практичній конференції «Теоретичні та практичні аспекти розвитку сучасної медицини», Львів, 2014 р.; ХХІІ Російському національному конгресі «Человек и лекарство», Москва, 2015 г.; Міжнародному конгресі «Людини та ліки - України», Київ, 2015 р.
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 26 наукових робіт, в яких повною мірою відображено її зміст, в т.ч. 8 статтей, з них 5 - у наукових фахових журналах, рекомендованих МОН України, та 1 зарубіжна, 2 патенти і 15 тез у матеріалах з’їздів, науково-практичні конференції, у т.ч. з міжнародною участю. 

Обсяг і структура дисертації. Матеріали дисертації викладені на 150 сторінках машинописного тексту. Робота складається зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи досліджень», розділу власних досліджень, аналізу й узагальнення отриманих даних, висновків, переліку використаних джерел. Покажчик літератури містить 245 джерел, з яких 21 кирилицею та  224 латиною. Робота проілюстрована  11 таблицями та 28 рисунками. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали і методи досліджень. В експериментах in vitro використана клітинна лінія недрібноклітинного раку легені людини (А549), отримана з Банку ліній з тканин людини та тварин при Інституті експериментальної патології, онкології і радіобіології  ім. Р.Є. Кавецького НАН України.
У дослідах in vivo використані тварини-носії експериментальних пухлин, що були отримані із банку штамів ДУ „Інститут фармакології і токсикології НАМН України”. Маса експериментальних тварин складала для щурів – (100-120) г, мишей - (18 -22) г. Всі експериментальні тварини знаходилися у віварії  ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» на стандартному водно-харчовому раціоні при природному освітленні та вільному доступі до води та корму. Метод 
евтаназії – передозований ефірний наркоз. Дослідження виконували відповідно до «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах», ухвалених Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001) та узгоджених з положенням «Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» ( Страсбург, 1985). Дотримання етичних норм підтверджено комісією з біоетики ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». 
Молекулярний докінг. Пошук нових сполук-похідних хіназоліну з протипухлинною дією, (віртуальний скринінг) проводився у Відділі фізіологічно активних речовин ДУ "ІФТ НАМНУ" (зав. відділу –  д. фарм. н., проф. Демченко 
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А.М.). Віртуальний скринінг сполук здійснювали за допомогою програми «AutoDock 4.2».

Докінг-аналіз нових сполук і відомих препаратів-похідних хіназоліну проводився при консультативній та методичній допомозі                                       д.хім.н. Ярмоленка С.М. (Інститут молекулярної біології та генетики НАН України). 

Для проведення докінг–аналізу та визначення зв'язування рецептора епідермального фактору росту з інгібіторами тирозинкіназ в АТР-акцепторній кишені рецептора EGFR були вибрані кристалічні структури макромолекул 1M17,  2ITY, 2GS2 із бази даних білків [Sussman J.L., 1998]. Підготовку лігандів і рецептора для докінгу, візуалізацію результатів докінгу було проведено за допомогою програми «MGL Tools». Отримані методом молекулярного докінгу комплекси оцінювали візуально і за величиною енергії зв’язування з кіназами. Перспективні сполуки відбирали для синтезу та тестування in vitro. 

Культивування пухлинних клітин. Клітинна лінія недрібноклітинного раку легені людини (А549) культивувалася у повному поживному середовищі RPMI 1640 (HyClone, США) з додаванням 10 % ембріональної сироватки теляти (FBS) 
 (HyClone, США) у зволоженій атмосфері з 5% СО2, 95 % повітря (стандартні умови). По досягненні рівня конфлюентності моношару 80-90 % старе поживне середовище видаляли, додавали 1 мл 0,25 % трипсину (HyClone, США) та культивували за стандартних умов протягом 10 хвилин до відокремлення клітин від стінки флакону. Після інактивації трипсину 100 мкл FBS концентрацію клітин підраховували за допомогою камери Горяєва, розбавляли клітинну суспензію необхідною кількістю свіжого повного поживного середовища та висівали у 96-лунковий планшет в концентрації 10000 клітин на лунку і культивували за стандартних умов протягом 3 діб.
Оцінка цитотоксичності сполук in vitro за допомогою МТТ-тесту. Оцінку цитотоксичної активності речовин на клітинах недрібноклітинного раку легені людини (А549) проводили в колориметричному тесті з використанням жовтого барвника (3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифенілтетразоліум броміду (МТТ) (Applichem, Німеччина), що в живих клітинах перетворюється на пурпурний формазан [Mosmann T., 1983]. 

Цитотоксичну та антипроліферативну активність визначали за допомогою показника ″Інгібуюча концентрація 50″ (IC50 – концентрація досліджуваної речовини, при якій кількість живих клітин зменшується на 50 % у порівнянні з контролем), що вираховувався по програмі Origin 7.5 (OriginLab Co, США). Статистична обробка та графічне оформлення результатів здійснювалися за допомогою MS Excel 2007 (Microsoft Office, США).
Трансплантація експериментальних пухлин тваринам. В онкофармакологічних дослідженнях проводили трансплантації епідермоїдної карциноми легенів Льюїс, 
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саркоми 180, у відповідності з прийнятими методичними підходами [Стефанов О.В., 2001]. 

Підкапсульний тест. Гетеротрансплантація клінічного пухлинного матеріалу проводилася під капсулу нирки мишей за методом Bogden A.E., 1985. Використовували мишей лінії CBA.

Клінічний (операційний) матеріал недрібноклітинного раку легені людини одержували з Національного інституту раку МОЗ України та Київського міського клінічного онкологічного центру з гістологічною верифікацією діагнозу (недрібноклітинний рак легені).

Після резекції пухлинні тканини поміщали в 15 мл середовища 199 в буферному розчині Хенкса для зберігання і обробки, розрізали на фрагменти масою в 1 мг. Досліджуваних тварин вводили в наркоз кетаміном з розрахунку 150 мг на 1 кг маси тіла тварин. На лівому боці миші видаляли шерсть, дезінфікували шкіру та проводили розріз від задньої кінцівки до передньої. Шматочки пухлин трансплантували під капсулу нирки, рану зашивали і заклеювали клеєм БФ-6.
Через 3 доби перевіряли наявність росту пухлини, після чого починали введення препаратів. Препарати вводилися внутрішньоочеревинно в дозі, що відповідає ЛД10, протягом трьох днів.
Ефективність препаратів оцінювали через 7 днів після гетеротрансплантації пухлинних фрагментів. Регресію пухлини розраховували по співвідношенню зміни маси фрагментів пухлин в дослідній і контрольній групах.

Пухлина вважалася чутливою до препарату, якщо її маса під його впливом зменшилася на 25 % у порівнянні з масою пухлин у контрольних тварин.

Імунофлуорисцентний аналіз. Використовувалися моноклональні антитіла, здатні зв’язуватися з фосфотирозином (pTyr1068) [Walton J.M., 1990], та фармакологічні аналізатори етапів сигнальної трансдукції рецептора епідермального фактора росту EGF  [Ferguson K.M., 2003 ], сурамін  [Lokshin A., 1999], тирфостин [Walton J.M., 1990].
Клітини лінії недрібноклітинного раку легені людини (А549) піддавалися імунофлуорисцентному аналізу після експозиції досліджуваних зазначених речовин [Dimou A., Agarwal S.,  Anagnostou A., 2011].
Забарвлення клітин оцінювалося візуально за допомогою інвертованого мікроскопа з використанням освітлення від ртутної лампи і необхідного набору світових фільтрів.
Для порівняльної оцінки ступеня забарвлення в якості негативного контролю використовували аналогічний препарат культури клітин А549, з якими було проведено всю послідовність операцій імунофлуорисцентного забарвлення, але без додавання первинних антитіл.
Дослідження впливу речовин на скорочення ізольованих фрагментів судин. Дослідження проводили на фрагментах торакального відділу аорти (ТА), мезентеріальної артерії (МА) і воротної вени (ВВ), ізольованих у щурів-самців 
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Вістар (15 тварин, вага 210-320 г) з віварію ДУ «ІФТ НАМНУ». Специфічну активність речовин з властивостями α-адреноблокаторів досліджували за ефектом пригнічення сили скорочення фрагментів судин, стимульованих Фенілефрином (ФЕ, агоніст α1-адренорецепторів) [Marshal I., 1996]. 

Дослідження на антигіпертензивну активність. Дослідження були проведені на білих нелінійних статевозрілих нормотензивних щурах. Неінвазивне вимірювання артеріального тиску проводилося за допомогою комплексу Sphygmomanometer S-2 (HSE, Німеччина). Частота серцевих скорочень (ЧСС) та систолічний артеріальний тиск (СТ) в хвостовій артерії щурів вимірювалися до введення препаратів, через 2 та через 3 години після введення.

Фактичний матеріал був оброблений методами варіаційної статистики               [Трухачева Н.В., 2012]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Першим етапом дослідження протипухлинної активності похідних хіназоліну був молекулярний докінг, за допомогою якого визначали зв’язування рецептора епідермального фактора росту з досліджуваними речовинами в АТР-акцепторній кишені протеїнкінази EGFR. Для докінгу були вибрані кристалічні структури макромолекул тирозинкіназ 1М17, 2ITY, 2GS2 із бази даних білків. Результати докінг-аналізу надані в табл. 1.
Таблиця 1 

 Результати молекулярного докінгу – енергії міжмолекулярного комплексу «EGFR-інгібітор» похідних хіназоліну

	Інгібітор
	DeltaG_1M17
	DeltaG_2GS2
	DeltaG_2ITY

	1
	2
	3
	4

	3.1
	-3.2
	-5.582
	-27.977

	3.2
	-4.8557
	-15.495
	-15.1079

	3.5
	1.55361
	16.33274
	-20.9632

	3.3
	-23.25356
	-10.0454
	0.17917

	22030
	-12,73
	-17,51
	-33,86

	22048
	-36,15
	-0,66
	-10,34

	22049
	-19,22
	-29,91
	-15,69

	Erlotinib
	-39.677
	-27.282
	-24.651

	Prazozin
	-3.924
	-28.363
	-39.677

	Terazosin
	-25.3811
	-14.0431
	-36.1637

	Alfuzosin
	-26.1202
	-14.7452
	-31.1157
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	1
	2
	3
	4

	Doxazosin
	-36.2988
	-7.63519
	-9.38666

	3.4
	-14.74367
	-26.6885
	-34.8599

	3.6
	-22.95177
	-14.0502
	-17.1388

	3.7
	-12.07452
	-0.27602
	-17.1629

	3105
	-12.82
	-30.41
	-34.74

	3913
	-20.69
	-23.51
	-44.02

	4611
	-22.35
	-18.03
	-21.88

	2152
	-32.03
	-8.73
	-19.39

	2157
	-29.96
	-16.72
	-9.61

	2156
	-17.63
	-30.59
	-29.29


	178
	-16.53
	-19.82
	-24.16


Здійснений докінг-аналіз показав, що сполуки 3.1, 3.3, 3.6, 4611, 3913, 3105, 2152, 2157, 178, 22030, 22048, 22049 мають виражену здатність зв’язуватися з 1, 2 модельними тирозинкіназами за величинами енергії відповідних комплексів (ΔЕ >20 ккал/моль). 

Докінг-аналіз структур відомих препаратів (Ерлотиніб, Проазозин, Теразозин, Альфузозин, Доксазозин) мають на 2 модельних тирозинкіназах ефект, що перевищує критерій значущості. 

При цьому ряд сполук і препаратів перевищують препарат-стандарт Ерлотиніб:

2GS: 3105, 2156, 22049, Празозин; 2ITY: 3.1, 3.4, 3913, 2156, 22030, 3105, Празозин, Теразозин, Альфузозин; 1M17: до Ерлотинібу наближається 22048 та Доксазозин.

Наступним етапом дослідження була оцінка цитостатичної дії нових сполук та препаратів-похідних хіназоліну на лінії недрібноклітинного раку легень людини (А549) за допомогою МТТ-тесту. Цитостатична активність відібраних сполук 
визначена за показником «інгібуюча концентрацію 50» (ІС50 – концентрація досліджуваної речовини, яка призводить до загибелі 50 % клітинного матеріалу). Критерій активності – ІС50 ≤ 10-4 М (log(IC50)≤-4).

Резульати дослідження надані в табл. 2.
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Таблиця 2
Цитостатична активність похідних хіназоліну на клітинах недрібноклітинного раку легень людини (А549)

	Сполука, препарат
	Структурна формула
	Хімічна назва
	ІС50, моль/л
	Log
(IC50)

	1
	2
	3
	4
	5

	178
	[image: image1.png]



	N-(4-Етоксіфеніл)-2-(4-оксо-3-орто-толіл-3,4-дігідрохіназолін-2-їлсульфоніл)-ацетамід
	3,5*10-3
	-2,5

	2157
	[image: image2.png]



	2-(3-Етил-4-оксо-3,4-дихідро-хіназолін-2-ілсульфаніл)-N-ізопропіл-N-феніл-ацетамід

	5,4*10-4
	-3,2

	22030
	[image: image3.jpg]/) CIH





	Етил 2-(хіназолін-4-іламіно)-4,5,6,7-тетрагідро-1-бензотіофен-3-карбоксилат гідро хлорид
	6,89*10-6
	-5,16

	22048
	[image: image4.jpg]



	Етил 2-(хіназолін-4-іламіно)-5,6-дигідро-4H-циклопента[b] тіофен-3- карбоксилат гідро хлорид
	<2,0*10-4
	<-3,7

	22049
	[image: image5.jpg]



	Етил 2-(хіназолін-4-іламіно)-5,6,7,8-тетрагідро-4H-циклогепта[b]тіофен-3 - карбоксилат гідрохлорид
	<1,86*10-4
	<-3,73
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Продовження  таблиці 2
	1
	2
	3
	4
	5

	3105
	[image: image6.png]



	2-(3-Аліл-4-оксо-3,4-дихідро-хіназолін-2-ілсульфаніл)-N-(2,6-дихлорофеніл)-ацетамід
	5,4*10-5
	-4,3

	3913
	[image: image7.png]wSeh




	2-(3-Аліл-4-оксо-3,4-дихідро-хіназолін-2-ілсульфаніл)-N-(2,3-дигідро-бензо[1,4]діоксин-6-іл)-ацетамід
	5,2*10-3
	-2,3

	Празозин
	[image: image8.png]



	2-[4-(2-фуранілкар-боніл)-1-піпера-зиніл]-6,7-диметокси-4-хіназолінамін
	1,5*10-5
	-4,8

	Ерлотиніб
	[image: image16.wmf]N

N

N

O

O

O

O



	6,7-біс(2-метокси-етокси)хіназолін-4-іл]-(3-етінілфеніл) амін
	3,8*10-5
	-4,4

	Теразозин
	[image: image9.png]



	(RS)-6,7-диметокси-2-[4-(тетрагідро-фуран-2-илкарбоніл) піперазин-1-ілхіназолін-4-амін


	
	-1.2

	Доксазозин
	[image: image10.png]



	(RS)-2-[4-(2,3-Дигідро-1,4-бензодіоксин-2-карбоніл)піперазин-1-іл]-6,7-диметоксихіназолін-4-амін
	4,56*10-6
	-5,34

	Альфузозин
	[image: image11.jpg]CH;0. *HCI

CH,O





	N-[3-[(4-аміно-6,7-диметокси-хіназолін-2-іл)-метил-аміно]пропіл] тетрагідрофуран- 2-карбокскамід
	>2.1*10-5
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	1
	2
	3
	4
	5

	Тамсулозин
	[image: image12.png]SO, NH,

CHy

OCH , CHy




	(R)-5-(2-{[2-(2-етоксифенокси)етил]амінo}пропіл)-2-метоксибензен-1-сульфонамід
	
	


Бажаним рівнем цитотоксичної активності (більш високим або рівним Ерлотинібу) володіють сполуки 22030, 211197, 3105 (з log(IC50) відповідно -4,7, -5,2, -4,3, Ерлотиніб -  -4,4), а також Празозин (-4,8), Доксазозин (-5,3), Альфузозин у вибраних умовах розчинення давав гель. Аактивність Теразозину була значно нижчою ніж у Ерлотинібу (-1,2) Досліджений α1-адреноблокатор нехіназолінової структури (похідне сульфонаміду) Тамсулозин вираженої протипухлинної дії на А549 в умовах експерименту не виявив.
Відібрані сполука 3105 та препарати хіназолінового ряду (Ерлотиніб, Празозин, Теразозин, Доксазозин, Альфузозин) були вивчені додатково на експериментальних пухлинах in vivo, які використовуються для оцінки протипухнної дії цитостатиків (карцинома легень Льюїс, саркома 180) [Софьина З. П., 1979].  
Найбільш високі показники протипухлинної дії зазначених препаратів були відмічені на 5 добу після трансплантації пухлин (відповідно 55,10 %;        72,99 %; 42,93 %; 85,89 %; 79,47 %) з подальшим зниженням ефекту нижче критерію значущості (≥ 50 %). Активність сполуки 3105 зростала до 11 доби (53,51 %), що відповідло рівню дії Ерлотинібу (50,36 %). Аналогічна Ерлотинібу дія 3105 відмічена на саркомі 180 за рівнем і динамікою протипухлинної активності, з більш високим ефектом на 5 добу псля трансплантації (Ерлотиніб – 57,95 %, 3105 -67,0 %). 
Відповідно до наступного етапу дослідження було проведено тестування індивідувальної чутливості пухлин до відомих препаратів (Ерлотиніб, Доксазозин, Празозин, Теразозин, Альфузозин) та нового похідного хіназоліну –сполуки 3105 на післяопераційному клітинному матеріалі хворих на недрібноклітинний рак легені з гістологічною верифікацією діагнозу. Результати дослідів надані в табл.3.
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Таблиця 3
 Протипухлинна дія похідних хіназоліну на гетеротрансплантантах недрібноклітинного раку легень людини ( підкапсульний тест)
	Препарат, шифр сполуки
	Маса пухлин, мг
	Гальмування росту пухлини

	Ерлотиніб, 30,61 мг/кг
І

ІІ

ІІІ
	1,84±0,29

1,00±0,14

1,3±0,11
	9,5

15,25

4,88

	Доксазозин, 0,20мг/кг
І

ІІ

ІІІ
	1,98±0,19

-

1,17±0,06
	2,6

-

10,48

	Празозин, 0,20мг/кг
І

ІІ

ІІІ
	1,7±0,3 *

0,8±0,08*

1,74±0,13
	16,39

32,20

45,85

	Теразозин, 0,20мг/кг
І

ІІ

ІІІ
	1,7±0,3 

1,02±0,07

1,43±0,13
	16,39

13,84

+4,88

	Альфузозин, 2,04 мг/кг
І

ІІ

ІІІ
	1,72±0,1 *

-

1,52±0,1
	15,4

-

+16,19

	3105, 29,93 мг/кг
І

ІІ

ІІІ
	0,975±0,11 *

-

1,32±0,12
	52,05

-

5,66

	Контроль

І

ІІ

ІІІ
	2,03±0,23

0,18±0,12

0,31±011
	-

-

-


Примітка: * - р<0,05 по відношенню до контролю

Проведені дослідження вказують на гетерогенність пухлинних популяцій, в тому числі, недрібноклітинного раку легені, що знаходить відображення в різному рівні протипухлинної дії.

Слід звернути увагу на вірогідність активності на цій формі злоякісного росту Празозину, який до цього часу не має такого клінічного призначення, (32,2 % та 45,85 % гальмування пухлинного росту) та нового похідного хіназоліну – 3105, показник протипухлинної дії якого вище критерію значущості (52,05 %).

Необхідно звернути увагу на значення попереднього прогнозування ефективності фармакотерапії похідними хіназоліну, тому, що в умовах клініки такі препарати можуть виявитися неефективними (Ерлотиніб та ін.). 
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Проведене порівняльне дослідження впливу речовин з доведеними і потенційними властивостями антагоністів α1-адренорецепторів на скоротливі реакції ізольованих судин щурів.
Показано, що найвищу здатність розслабляти судини (мезентеральна артерія, аорта, воротня вена) має селективний α1-адреноблокатор  
Тамсулозин нехіназолінової структури (ІС50 – мезентеральна артерія – 4,5*10-4 мкг/мл, аорта – 8,5*10-4  мкг/мл, воротня вена – 3,3*10-4 мкг/мл). Препарати хіназолінового ряду, які відносяться до гіпотензивних, мають певну протипухлинну дію (Теразозин, Празозин, Альфузозин, Доксазозин), мають ІС50 на 1-2 порядки нижчу, ніж Тамсулозин. Подальше зниження ІС50 має місце у Ерлотинібу (мезентеральна артерія – 9,54, аорта – 7,32, воротня вена – 5,53), тобто Ерлотиніб має певну α1-блокуючу активність. Цей ефект у препарату виявлений вперше.


Всі вивчені нові похідні хіназоліну мають здатність знижувати скоротливу активність фрагментів судин, стимульованих фенілефрином, на рівні Ерлотинібу.


Дослідження впливу Ерлотинібу на артеріальний тиск в порівнянні з іншими препаратами хіназолінового ряду (Теразозин, Празозин, Доксазозин, Альфузозин) показало, що Тамсулозин і Ерлотиніб призводили до значущого зниження артеріального тиску у щурів, тенденція до зниження мала місце у Теразозину та Доксазозину. Зазначені ефекти Празозину, Теразозину та Доксазозину в даному експерименті відповідали таким в клінічній практиці. Гіпотензивний ефект Ерлотинібу виявлений вперше.

Наступним етапом дослідження було вивчення впливів на ланки передачі мітогенного сигналу в каскаді епідермального фактора росту.
 Дослідження механізмів дії Ерлотинібу (Тарцеви) показали, що він зворотно конкуруюче пригнічує приєднання АТФ до АТФ-зв’язуючого сайту внутрішньоклітинного домену епідермального фактора росту (EGFR). Тим самим інгібується його автофосфорилювання та передача мітогенних сигналів в каскаді EGFR [Natoli C., Perrucci B., Perrotti F. et al., 2010], тобто  Ерлотиніб має таргетний тип дії.

Дослідження було проведене на лінії недрібноклітинного раку легень з експресованою активністю рецептора епідермального фактора росту (А-549) [Giard D.J., 1973], екзогенного епідермального фактора росту, сураміну, який за даними ряду авторів, може переривати передачу мітогенного сигналу від епідермального фактора росту [Lokshin A., 1999], протеази тирфостину, що інактивує фосфотирозин рецептора [Walton J.M., 1990].

Додавання до клітин А549 екзогенного EGF практично не змінює кількості живих клітин в порівнянні з контролем (клітини без додавання БАР) (оптична густина відповідно 0,68 та 0,64). 


При додаванні до клітин сураміну кількість живих клітин також не змінюється в порівнянні з контролем. Комбінація з додаванням екзогенного EGF + сурамін призводила до зниження кількості живих клітин (0,58), що вказує на здатність сураміну в цих умовах послаблювати передачу мітогенного сигналу від EGF на рецептор. EGF+сурамін+ерлотиніб зменшують результуючий ефект (0,46), обумовлений додатковою дією Ерлотинібу.
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Тирфостин різко зменшує кількість живих клітин (оптична густина 0,12) в порівнянні з контролем (0,64). Тирфостин зменшує кількість живих клітин на фоні додавання EGF (0,15), а також при комбінації EGF+тирфостин+Ерлотиніб (0,10).

Ерлотиніб має здатність значно знижувати кількість живих клітин лінії не дрібноклітинного раку легені людини (А549) (показник оптичної густини 0,48 в порівнянні з контролем – 0,68).


При екзогенному введенні EGF+ерлотиніб цей показник оптичної густини практично не змінюється (0,45). Різке зниження живих клітин при введенні тирфостину (0,15) підсилюється введенням Ерлотинібу (0,10). 

Таким чином, в дії Ерлотинібу має місце ряд механізмів, здатних до послаблення дії EGF (0,45) його пригнічуюча дія на активність рецептора епідермального фактора росту та пригнічення трансактивації рецепторів GPCR та EGFR. 
Дослідження впливу на пухлинні клітини лінії недрібноклітинного раку легень людини (А 549) Теразозину та сполуки 3105 – похідних хіназоліну, які були зазначені в попередніх дослідженнях як перспективні, відображені на рис. 1, 2.  Препарат-стандарт – Ерлотиніб.

Теразозин незначно зменшує кількість живих клітин в культурі в порівнянні з контролем (оптична густина відповідно 0.63, 0.69), поступається Ерлотинібу (0,36). Сурамін зменшує кількість живих клітин в культурі (0,55). При додаванні Теразозину показник становить 0,35. Показник дії Тирфостину – 0,05. На фоні Теразозину – 0,11. Кількість живих клітин в культурі збільшена при додаванні EGF (0,82). Теразозин зменшує цей показник до 0,50.

Сполука 3105 при дії на культуру недрібноклітинного раку легень людини  знижує кількість живих клітин з 0,69 в контролі до 0,22, що по ефективності вища, ніж у Ерлотинібу (0,36), перевищує значно Теразозин (0,63).
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Рис. 1. Показники оптичної густини у лунках, в які вносили БАР та їх комбінації  з Теразозином

Примітка: * - р<0,05 по відношенню до контрольних лунок
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Рис. 2.  Показники оптичної густини у лунках, в які вносили БАР та їх комбінації  зі сполукою 3105

Примітка: * - р<0,05 по відношенню до контрольних лунок
Як відомо, основною ланкою дії рецептора епідермального фактора росту є фосфорилювання його тирозину за допомогою АТФ з утворенням фосфоритрозину. Кількість фосфотирозину обумовлює активність EGFR.  Визначення інтенсивності цього ефекту відображає активність EGFR. Дослідження цієї спрямованості визначалось нами за умов впливу на пухлинні клітини моноклональних антитіл до фосфотирозину.

При цьому контрольні клітини давали інтенсивну фосфориляцію, обумовлену вмістом фосфотирозину. При дії Ерлотинібу та сполуки 3105 фосфориляції EGFR практично не спостерігалося, що вказує на їх високу цитостатичну дію.
ВИСНОВКИ

В даній роботі на основі віртуального скрирнінгу, докінг-аналізу, вивчення впливу БАР на пухлинний ріст in vitro (клітинна лінія недрібноклітинного раку легені людини), in vivo (експериментальні пухлини, гетеротрансплантанти раку легень людини) показана перспективність пошуку протипухлинних засобів серед нових та відомих похідних хіназоліну з таргетною спрямованістю дії на активність рецептора епідермального фактора росту (EGFR). Сполука 3105 та гіпотензивний препарат Теразозин відібрані для поглибленого вивчення як потенційні протипухлинні засоби.

1. Віртуальний скринінг похідних хіназоліну (нових сполук, відомих препаратів з α1-адреноблокуючою дією) дозволив звернути увагу на 20 нових сполук та гіпотензивні засоби Празозин, Теразозин, Доксазозин, Альфузозин, протипухлинна дія яких може наближатися чи бути більшою, ніж у протипухлинного препарату Ерлотинібу.
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2. Проведений докінг-аналіз зазначених речовин показав, що ряд сполук має величини енергії комплексів «EGFR-інгібітор» вищі за критерій значущості                 
 (-27,977 ккал/моль) на модельних тирозинкіназах (1М17, 2ІТУ, 2GS2). Цей показник вище, ніж у Ерлотинібу, на окремих тирозинкіназах у споук 3,1, 3,4, 21197, 3105, 3913, 2156, 2230. 

3. Показано, що всі похідні хіназоліну мають певну α1-адреноблокуючу дію (здатність розслаблювати ізольовані судини щура – мезентеральну артерію, аорту, ворітню вену), яка на 1-2 порядки нижча у Теразозину, Празозину, Альфузозину, ніж у селективного α1-блокатора Тамсулозину. На 1-2 порядки нижче ця активність у Ерлотиніба та інших нових похідних хіназоліну. α1-Адреноблокуюча активність та гіпотензивна дія протипухлинного засобу Ерлотирнібу виявлена вперше. 

4. Порівняльне вивчення цитостатичної дії похідних хіназоліну на лінії недрібноклітинного раку легені людини з експресованою активністю рецептора епідермального фактора росту виявило вищу цитотоксичну дію, ніж у препарату-стандарту Ерлотинібу у ряду похідних хіназоліну: 22030, 21197, 3105 (відповідно  -4.7, 5.2, -4.3, -4.4).

5. На експериментальних пухлинах in vivo показано, що сполука 3105 на епідермоїдній карциномі легені сполука утримує рівень протипухлинної дії до закінчення курсу введень на рівні Ерлотинібу  (55,51 %; 50,36 %). Солука 3105 на сакомі 180 перевищує активність Ерлотинібу.  На клітинному матеріалі недрібноклітинного раку легень людини (ксенографти, підкапсульний тест) показана різна активність похідних хіназоліну : від високої – 52,05 % гальмування пухлинного росту до її відсутності, що підкреслює необхідність попереднього визначення індивідуальної чутливості пухлин. 

6. Показано, що в механізмах протипухлинної дії похідних хіназоліну провідна роль належить рівню фосфотирозину як сполуки, що формує основний мітогенний сигнал каскаду рецептора епідермального фактора росту. Сполука 3105, як і Ерлотиніб, пригнічувала фосфориляцію тирозину (імунофлуорисцентний аналіз),  що вказує на блок каскаду EGFR на рівні блокування утворення фосфотиозину. 

7. За результатами досліджень гіпотензивний препарат Теразозин та сполука 3105 – відібрані для подальшого доклінічного вивчення з метою сворення нового лікарського засобу (3105) та поширення клінічних показань Теразозину при злоякісних нвоутвореннях.
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АНОТАЦІЯ

Мєшкової  Н.О. Протипухлинна активність і механізми дії нових похідних хіназоліну. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – Державна установа «Інститут фармакології та токсикології  НАМН України», Київ, 2017.

На основі віртуального скринінгу відібрані нові похідні хіназоліну та відомі гіпотензивні препарати цього ряду з α1-адреноблокуючою дією (Празозин, Доксазозин, Теразозин, Альфузозин), для яких прогнозувалася можлива протипухлинна дія. Препарат-стандарт Ерлотиніб.
Докінг-аналіз показав, що ряд похідних хіназоліну має величини енергії комплексів «EGFR-інгібітор» вищі, за критерії значущості (-27,911 ккал/моль) (модельні тирозинкінази  - 1М17, 2ІТУ, 2GS2).

Вивчені похідні хіназоліну мають певну α1-адреноблокуючу дію (здатність розслаблення ізольованих судин щура, гіпотензивна дія).
Ряд сполук мають log(IC50) вищі чи на рівні Ерлотинібу (МТТ-тест). Сполука 3105 та Теразозин, поряд з цитостатичною дією, мали вищі показники протипухлинної активності за Ерлотиніб на епідермоїдній карциномі легень Льюїс та саркомі 180, що дозволило відібрати їх для подальших доклінічних досліджень.

На клінічному матеріалі недрібноклітинного раку легені людини (ксенографти, підкапсульний тест) показана різна активність похідних хіназоліну: від високої – 3105 – 52,05 % гальмування пухлинного росту до її відсутності, що підкреслює важливість попереднього вивчення індивідуальної чутливості пухлин до фармакотерапії. 
Показано, що в механізмах протипухлинної дії похідних хіназоліну провідна роль належить інтенсивності утворення фосфотирозину в рецепторі EGF. Імунофлуорисцентний аналіз показав, що Ерлотиніб та сполука 3105 однаково пригнічують флуоресценцію фосфотирозину.

Ключові слова: похідні хіназоліну, докінг-аналіз, цитостатична активність.

АНОТАЦИЯ

Мешкова Н.А. Противоопухолевая активность и механизмы действия новых производных хиназолина. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 14.03.05. – фармакология. – Государственное учреждение «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины», г. Киев, 2017.

Проведенный скрининг производных хиназолина (новых соединений, известных препаратов с α1-адреноблокирующей активностью) позволил обратить внимание на 20 новых соединений и гипотензивные средства Празозин, Теразозин, Доксазозин, Альфузозин, противоопухолевое действие которых может быть равной или превышать такое противоопухолевого препарата Эрлотиниба (Тарцева).
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Докинг-анализ вышеуказанных веществ показал, что у ряда соединений величины энергии комплексов «EGFR-ингибитор» выше, чем критерий значимости (-27,977 ккал/моль) на модельных тирозинкиназах (1M17, 2ITY, 2GS2).

Вещества 3.1, 3.3-3.6, 4611, 3913, 3105, 2152, 2157, 178, 22030, 22048, 22049 обладают способностью связываться с 1, 2 модельными тирозинкиназами (величины энергии соответствующих комплексов – ΔЕ>20 ккал/моль). 

Докинг-анализ структур известных препаратов (Тарцева, Прозозин, Теразозин, Альфузозин, Доксазозин) показал их эффект, превышающий критерий значимости, на 2 модельных тирозинкиназах.

При этом ряд веществ и препаратов превышали эффект Эрлотиниба:

2GS2: 4611, 2156, 22049, Празозин;

2ІТУ: 3,1, 3,4, 4611, 3913, 2156, 22030, 3105, Празозин, Теразозин, Альфузозин;

1М17: 3105, приближаются к Тарцеве 22048 и Доксазозин.

Изучено несколько соединений нехиназолиновой структуры (3.8-3.10) и α1-адреноблокатор нехиназолиновой структуры Тамсулозин.

Показано, что Тамсулозин обладает энергией межмолекулярного комплекса «EGFR-ингибитор», превышающую критерий значимости, только на кристаллической тирозинкиназе 1М17. Аналогичную активность на этой модели имеет вещество 3.8 – производное тоофенокарбонитрила. По уровню энергии межмолекулярного комплекса «EGFR-ингибитор» нехиназолиновые ингибиторы α1-адренорецепторов уступают Эрлотинибу.

В основном, низкий показатель энергии связывания соединений нехиназолиновой структуры с модельними тирозинкиназами свидетельствует об отсутствии влияния данного соединения на активность EGFR. 

Показано, что все производные хиназолина имеют определенное α1-адреноблокирующее действие (способность расслабления изолированных сосудов – мезентеральная артерия, аорта, воротная вена), которая у Теразозина, Празозина, Альфузозина на 1-2 порядка ниже, чем у слективного α1-адреноблокатора Тамсулозина, на 1-2 порядка эта активность нижу у Эрлотиниба и других новых производных хиназолина. Этиданные указывают, что α1-адреноблокирующее действие не является ведущим у производных хиназолина. 

 
Уровнем цитотоксической активности более высоким или равным Эрлотинибу обладают вещества 22030, 21197, 3105 (log(IC50) соответственно  -4,7, -5,2, -4,3, Ерлотиниб -  -4,4), а также Празозин (-4,8), Доксазозин (-5,3). Активность Теразозина была значительно ниже, чем у Эрлотиниба (-1,2). Исследованный α1-адреноблокатор нехиназолиновой структуры (производное сульфонамида) Тамсулозин выраженного противоопухолевого действия на А549 в условиях эксперимента не выявил.

Полученные данные относительно Тамсулозина (α1-адреноблокатор нехиназолиновой структуры): низкие показатели энергии комплекса «EGFR-ингибитор», практическое отсутствие цитостатического действия на линии немелкоклеточного рака легкого человека с экспрессированной активностью 
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рецептора эпидермального фактора роста свидетельствуют о различии в механизмах действия Тамсулозина и производных хиназолина, связанных с их структурами.

На экспериментальных опухолях in vivo показано, что вещество 3105 на саркоме 180 превышает активность Эрлотиниба (57,95 %, 39,63 %). На эпидермоидной карциноме легких вещество 3105 удерживает уровень протипоопухолевого действия до окончания курса введений на уровне Эрлотиниба (55,51 %; 50,36 %). 
Тестирование индивидуальной чувствительности опухолей к известным препаратам (Эролотиниб, Доксазозин, Празозин, Теразозин, Альфузозин) и нового производного хиназолина 3105 проведено на послеоперационном клеточном материале немелкоклеточного рака легкого с гистологической верификацией диагноза. Критерий значимости - ≥25,0 % торможения опухолевого роста. 


Полученные результаты указывают на гетерогенность опухолевых популяций, в том числе, немелкоклеточного рака легких, что отражается в разном уровне противоопухолевого действия соединения 3105 и Эрлотиниба. 

Следует обратить внимание на вероятность активности на этой форме злокачественного роста Празозина, который до этого времени не имел такого клинического применения (32,2 % та 45,85 % торможения опухолевого роста) и нового производного хиназолина – 3105, показатель противоопухолевого действия которого был выше критерия значимости  (52,05 %).

Изучение определенных влияний на звенья передачи митогенного сигнала в каскаде эпидермального фактора роста проведено на линии немелкоклеточного рака легкого с экспрессированной активностью рецептора эпидермального фактора роста (A549), с применением экзогенного эпидермального фактора роста, сурамина, который по данным ряда авторов, может прерывать передачу митогенного сигнала от эпидермального фактора роста на рецептор, протеазы тирфостина, угнетающего активноть рецептора эпидермального фактора роста (иммунофлуорисцентный анализ). 

Показано, что в механизмах противоопухолевого действия производных хиназолина ведущая роль принадлежит интенсивности образования фосфотирозина в рецепторе EGF как вещества, которое формирует митотический сигнал каскада EGFR (снижение количества живых клеток на фоне тирфостина, Эрлотиниба, вещества 3105, снижение фосфориляции фософтирозина на фоне Эрлотиниба и вещества 3105 при связывании фософтирозина моноклональными антителами).

Сравнительное изучение вещества 3105 и препарата сравнения Эрлотиниб позволило отобрать 3105 для дальнейших доклинических исследований как потенциальное противоопухолевое средство, гипотензивный препарат Теразозин – для возможного расширения клинических показаний. 
Ключевые слова: производные хиназолина, докинг-анализ, цитостатическая активность. 
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SUMMARY 

Mieshkova N.O. Antitumour activity and mechanisms of action or new quinazoline derivatives. – Manuscript. 

Dissertation for scientific degree of candidate of biology sciences on specialty of 14.03.05 – Pharmacology. State institution  “Institute of Pharmacology and Toxicology NAMS of Ukraine”, Kyiv, 2017.

On a basis of virtual screening there were chosen new quinazoline derivatives and known quinazoline-based hypotensive drugs with α1–adrenoblocking activity (Prazosin, Doxazosin, Terazosin, Alfuzosin) and reference drug Erlotinib, which were predicted to have possible anticancer activity.   

Docking analysis showed that inhibitor-EGFR binding energy values of the some substances are higher than test of significance (-27,977  kcal/mol) on tyrosine kinases  (1M17, 2ITY, 2GS2). 
It was shown that all quinazoline derivatives have some α1-adrenoblocking activity (may cause dilatation of isolated blood vessel of rat – mesenteric artery, aorta, portal vein).

Some substances have log(IC50) similar or higher or than Tarceva’s (MTT assay). Agent 3105 had high cytostatic activity and antitumor action higher than Tarceva’s on different tumour strains, which brought us to choose agent 3105 and Terazosin for farther preclinical trials. 

On a clinical material of human non-smallcell lung cancer (xenografts, subrenal capsule assay) it was showed possible different activity of quinazoline derivatives (Erlotinib, agent 3105): from high – 3105 – 52,05 % of tumour growth inhibition to the absence of growth inhibition. This fact enhances importance of the anterior evaluation of the individual sensitivity.

It was shown that the main role in the mechanisms of quinazolines antitumour activity belongs to intensity of phosphotyrosine formation in EGFR. As this agent forms mitogenic signal cascade of EGFR (decrease of living cell quantity with the addition of tyrphostin, Erlotinib, agent 3105, decrease of fluoriscence  of phosphotyrosine with the addition of Erlotinib and agent 3105 with phosphotyrosin antibodies binding).  

Key words: qunazoline derivatives, docking analysis, cytotoxic activity.
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1M17, 2ITG, 2GS2 – кристалічні тирозинкінази

A549 – лінія недрібноклітинного  раку легенів людини

EGF – епідермальний фактор росту

EGFR – рецептор епідермального фактора росту

IC50 - концентрація біологічно активної речовини, яка призводить до загибелі 50% клітинного матеріалу

LL – епідермоїдна карцинома легень Льюїс

рTyr 1068 – фосфотирозин

S-180 – саркома 180

Sur – сурамін

Teraz - Теразозин

Tyr - тирфостин

АТФ – аденозинтрифосфорна кислота

БАР – біологічно активна речовина

ВВ – фрагмент ворітньої вени

МА – фрагмент  мезентеріальної аорти

МАТ – моноклональне антитіло

МТТ-тест – колориметричний тест з використанням жовтого барвника  (3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифенілтетразоліум броміду)

Ок, Од – середні об’єми пухлин в контрольній та дослідній групі 

Т% - відсоток гальмування росту пухлин за об’ємом чи масою

ТА – фрагмент торакального відділу аорти

ФАР – фізіологічно активна речовина 
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