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Дисертація присвячена актуальній задачі сучасної фармакології – пошуку нових ефективних антиоксидантів серед похідних ксантину для використання в комплексній терапії ішемії міокарда та головного мозку. 
У роботі проведена оцінка антиоксидантної активності 122 похідних кстантину in vitro щодо інгібування  NO. Проведено аналіз залежності антиоксидантної активності від квантово-хімічних показників похідних ксантину за допомогою алгоритмів машинного навчання з використанням наступних моделей : Linear Regression, Support Vector Machine Regression, Random Forest Regression, Gradient Boosting Regression, K-Nearest Neighbors Regression. У результаті проведеного аналізу нами були перевірені кілька моделей для вирішення задач регресії. Кращими моделями без застосування оптимізації виявилися моделі "опорних векторів" і "k-найближчих сусідів". При оптимізації досліджуваних моделей найкращу узагальнюючу здатність показала модель "градієнтного бустінгу" з помилкою в межах 16%. 
Дана модель може бути використана для предикту антиоксидантної активності на підставі квантово-хімічних показників. Подальше поліпшення якості моделі можливо за рахунок збільшення навчальної та тестової вибірок, а також розширення ознак для поглиблення моделі та поліпшення узагальнюючої здатності. Розроблено і створено програму віртуального скринінгу речовин з властивостями скавенджерів NO. В процесі тестування  нових синтезованих похідних ксантину комп'ютерна програма надала можливість прогнозу найбільш виражених властивостей скавенджера NO у гідразид 8-бензиламінотеофілініл-7-оцтової кислоти (С-3). Дослідами in vitro прогноз властивостей скавенджера NO у С-3 був підтверджений (267,3%). Внесення в інкубаційну суміш С-3 (10-5 М) призводить до зниження нітротирозину на 45% і окисненого глутатіону на 53,2% на тлі збільшення концентрації відновленого глутатіону на 43,8% і підвищення активності 
ГSH-залежних ферментів – ГПР на 337 % і ГР на 195%. Варто відзначити, що антиоксидантна дія С-3 відбувається на тлі підвищення концентрації HSP70  на 34,7%. Регулюючи рівень NO і його цитотоксичних форм, С-3 здатний знижувати депресію ГSH, який визначає концентрацію HSP70. За силою дії 
С-3 достовірно перевершує мексидол (10-5 М). Дослідження in vitro є експериментальним підтвердженням віртуального скринінгу що до наявності у сполуки С-3 властивостей скавенджера NO. Курсове введення щурам з інфарктом міокарда (ІМ) сполуки С-3 (100 мг/кг) приводило до зниження  ЧСС на 22,3% та зменшення відхилення ST на 78,4%. Введення сполуки С-3 тваринам з ІМ надавало значний антиоксидантний ефект, що проявлялося в підвищенні активності СОД на 140% і ГПР на 118,7% в цитозолi міокарда. Введення С-3 призводило і до зниження АФГ на 61%, КФГ на 48,3% і нітротирозину на 40,9% в міокардi. Антиоксидантний механізм грає важливу роль в реалізації загальної кардіопротективної дії, так як збільшення продукції АФК та продуктів окисної модифікації білка може мати вирішальне значення в активації апоптозу, який є важливим фактором прогресування IXC. Введення тваринам з ІМ сполуки С-3 призводить до нормалізації експресії мРНК eNOS і мРНК iNOS в міокарді. Так, було відмічено підвищення експресії мРНК eNOS під дією С-3 в 6,9 разів і зменшення експресії мРНК iNOS на 92,7%. Наслідком цієї дії стало підвищення активності загальної NOS на 42%. Як видно, С-3, регулюючи рівень АФК, здатний впливати на АФК-залежні механізми регуляції експресії мРНК NOS. С-3 здійснює вплив і стосовно транспорту NO за рахунок збереження SH-вмісних сполук. Введення С-3 тваринам з ІМ підвищує рівень SH-вмісних сполук на 48% та активність ГР  в цитоплазмі міокарда на 124,7 %. Ми припускаємо, що сполука С-3 проявляючи властивості спінової пастки NO, може виступати в якості транспортної молекули. Призначення тваринам з ІМ  С-3 призводило до посилення продукції АТФ на 52 % на тлі збільшення АДФ на 138,6 % і зменшення вмісту АМФ на 48,1 %. С-3 приводила до зниження рівня лактату на 48,4%. Сполука С-3 призводила до достовірного підвищення активності МДГ в ішемізованому міокарді на 109 %, збільшення вмісту малату на 112,3 % і глутамату на 33,3%, що може свідчити про активацію малат-аспартатного компенсаторного шунту. Введення С-3 призводило до достовірного підвищення активності КФК-мх на 76,7 % і КФК-ЦТ на 40,2 %. Було виявлено зменшення гіперферментемії МВ-КФК на 64 % під дією С-3, що підтверджувало протиішемічну дію препарату. 
За силою протиішемічної дії С-3 перевершує мілдронат. Можна припустити, що домінуючим механізмом кардіопротективної та протиішемічної дії С-3 є антиоксидантний за рахунок якого може знижуватися АФК/NO-залежнi процеси окислювальної модифікації мембран мітохондрій та гальмування процесiв формування дисфункції мітохондрій кардіоміоцитів в умовах ішемії. В міокарді експериментальних тварин з гострою рабочою гіпоксією, які отримували С-3 (100 мг/кг) спостерігалося зниження АФГ на 40,4%, 
КФГ – на 45,8 % і нітротирозину на 35,2 % та збільшення активності СОД в цитоплазмі міокарда на 56,0 %. Введення сполуки С-3 надавало і протиішемічну дію, сприяючи більш «економному» витрачанню енергетичних ресурсів міокарда при робочій гіпоксії, викликаної різким анаеробним навантаженням – збільшення вмісту АТФ на 34,1 %, малату на 53,3 % і пірувату на 17,5 % та зменшувало вміст лактату на 43,4 % в міокарді. Введення С-3 приводило і до підвищення толерантності до фізичних навантажень (збільшення тривалості бігу на третбані на 177,9 %). Введення С-3 тваринам, підданих фізичному навантаженню на тлі коронароспазму приводило до зниження АФГ на 31,3 %, КФГ на 39,7 % і нітротирозину на 39,1 % та призводило до підвищення активності СОД на 77,9 % у міокарді. Введення С-3 надавало і протиішемічну дію, покращуючи енергетичний обмін міокарда на піку фізичної втоми – збільшенню АТФ  на 31,2 %, малату на 30 % і пірувату на 22,3 % на тлі зменшення  вмісту лактату на 49,2 %. 
С-3 підвищувала толерантність до фізичних навантажень на 133 % у тварин цієї групи. За силою антиоксидантної, актопротективної та протиішемічної дії С-3 перевершує мілдронат. Призначення С-3  тваринам з внутрішньомозковим крововиливом (ВК) призводило до достовірного зниження в СА1-зоні гіпокампа експресії мРНК nNOS стосовно значень контролю на 95,3 % і підвищення експресії мРНК nNOS на 24,4 % стосовно значень хибнооперованих тварин. Експресія мРНК iNOS при введенні С-3 знижувалася на 99,4 % щодо контролю і була на рівні значень хибнооперованих тварин. Курсове призначення сполуки С-3 тваринам з ВК призводило на 4-ту добу експерименту до достовірного зниження в мітохондріях головного мозку активності NOS на 51%, нітритів на 38,9 %, нітротирозину на 49,3 % відповідно. Введення С-3 призводило до зниження експресiї iNOS у мітохондріях головного мозку на 50%. В умовах проведення експериментальної терапії ВК С-3 призводила до підвищення активності ГР на 77,3 %, ГПР на 82,3 % і Г-S-T на 79 % відповідно та відновленого глутатіону на 137,8 % на тлі зниження вмісту його окисненої форми на 29,7 %. С-3 підвищувала рівень HSP70 в цитоплазмі головного мозку на 90,9 %, а в мітохондріях на 94,6 % у тварин з ВК. Введення С-3 призводило до зниження помилок референтної на 57 % і робочої пам'яті на 58,8 %, що свідчило про позитивну дію даної сполуки на когнітивно-мнестичні функції ЦНС після ВК. За силою протиішемічної та антиоксидантної дії С-3 перевершує мексидол та пірацетам. Протиішемічна дія С-3 при експериментальному ІМ, робочій гіпоксії та ВК визначається його властивостями скавенджера NO і направлена на переривання АФК/SH-залежних механізмів порушень енергетичного метаболізму, депривації системи ендогенної цитопротекції, зниження фізичної витривалості та когнітивного дефіциту. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше у результаті оптимізації цілеспрямованого пошуку скавенджерів NO серед похідних ксантину та створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу за допомогою алгоритмів машинного навчання з використанням моделі "градієнтного бустінгу", а також дослідами in vitro та in vivo  було виявлено гідразид 8-бензиламінотеофілініл-7-оцтової кислоти (С-3). Встановлено, що С-3 володіє властивостями скавенджера NO та підвищує активність глутатіонової системи та концентрацію HSP70 у суспензії нейронів при моделюванні нітрозативного стресу in vitro. Вперше показано, що С-3 на моделі інфаркту міокарда і ВК гальмує експресію мРНК iNOS i iNOS в головному мозку і міокарді, а на моделі ВК підвищує концентрацію HSP70 
в головному мозку експериментальних тварин і покращує показник робочої та референтної пам'яті у експериментальних тварин. Вперше показано, що 
С-3 підвищувала толерантність до фізичних навантажень на тлі покращення біоенергетики міокарда та гальмування оксидативного стресу.  

Практичне значення отриманих результатів. Створена програма віртуального скринінгу скавенджерів NO може бути використана для оптимізації спрямованого пошуку нових антиоксидантів серед знову синтезованих сполук та для планування синтезу нових речовин.
Експериментально встановлений  механізм дії похідного ксантину – 
С-3 може сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів з антиоксидантною дією, що переривають NO-залежні ланки ішемічного пошкодження міокарда та головного мозку. 
Результати дисертаційного дослідження впроваджені в науково-дослідну роботу і навчальний процес кафедр: фармакології та медичної рецептури Запорізького державного медичного університету, фармакології і клінічної фармакології Дніпропетровської медичної академії, фармакології Національного медичного університету імені О. О. Богомольця, фармакології Буковинського державного медичного університету та в наукову роботу лабораторії фізико-хімічної фармакології відділу медичної хімії Фізико-хімічного інституту ім. О.В. Богатського НАН України.
Ключові слова: похідні ксантину, скавенджери NO, антиоксидантна дія, ішемія головного мозку та міокарда, віртуальний скринінг, комп’ютерна програма.

SUMMARY

Ryzhenko V.P. Optimization of purposeful search of NO scavengers in a number of xanthine derivatives. – Qualifying scientific work on the rights of the manuscript.
The dissertation on competition of a scientific degree of the candidate of biological sciences on a specialty 14.03.05 – pharmacology. – Zaporizhia State Medical University (completing of the work) of the Ministry of Health of Ukraine, Zaporizhia; SI "Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine" (defense), Kyiv – 2020.

The dissertation is devoted to the actual task of modern pharmacology – the search for new effective antioxidants among xanthine derivatives for use in the treatment of myocardial and cerebral ischemia. The work is carried out for evaluation of the antioxidant activity of 122 xanthine derivatives in vitro with respect to NO inhibition. The dependence of antioxidant activity on quantum chemical parameters of xanthine derivatives was analyzed using machine learning algorithms using the following models: Linear Regression, Support Vector Machine Regression, Random Forest Regression, Gradient Boosting Regression, K-Nearest Neighbors Regression. When optimizing the studied models, the best generalizing ability was shown by the "Gradient Boosting" model with an error within 16 %. This model can be used for the prediction of antioxidant activity based on quantum chemical parameters. Further improvement of the quality of the model is possible by increasing the training and test samples, as well as expanding the features to deepen the model and improve the generalization ability. A program of virtual screening of substances with the properties of NO scavengers has been developed and created. In the process of testing the new synthesized xanthine derivatives, a computer program made it possible to predict the most pronounced properties of the NO scavenger in 8-benzylaminotheophilinyl-7-acetic acid hydrazide (C-3). In vitro experiments confirmed the prediction of the properties of the NO scavenger in C-3 (267.3%). Addition to the incubation mixture 
C-3 (10-5 M) leads to a decrease in nitrotyrosine by 45% and oxidized glutathione by 53.2 % against the background of increasing the concentration of reduced glutathione by 43.8 % and increasing the activity of GSH-dependent enzymes – GPR by 337% and GR by 195% (p <0.05). It should be noted that the antioxidant effect of C-3 occurs against the background of increasing the concentration of HSP70 by 34.7%. By regulating the level of NO and its cytotoxic forms, C-3 is able to reduce the depression of GSH, which determines the concentration of HSP70. In terms of potency, C-3 is significantly superior to Mexidol (10-5M). The obtained results in vitro confirm the results of the C-3 compound of the NO scavenger obtained as a result of the virtual screening. Course administration to the rats with myocardial infarction (MI) of compound C-3 (100 mg/kg) resulted in a decrease in heart rate by 22.3 % and a decrease in ST deviation by 78.4 %. Administration of compound C-3 to animals with MI had a significant antioxidant effect, which was manifested in an increase in the activity of SOD by 140 % and GPR by 118.7 % in the myocardial cytosol. The introduction of C-3 led to a decrease in AFH by 61 %, KFH by 48.3 % and nitrotyrosine by 40.9 % in the myocardium. The antioxidant mechanism plays an important role in the implementation of the overall cardioprotective effect, as increased production of ROS and products of oxidative modification of the protein may be crucial in activating apoptosis, which is an important factor in the progression of CAD. Administration of compound C-3 to animals with MI leads to normalization of eNOS mRNA and iNOS mRNA expression in the myocardium. Thus, there was an increase in eNOS mRNA expression under the action of C-3 by 6.9 times and a decrease in iNOS mRNA expression by 92.7 %. The consequence of this action was that there was an increase in the activity of total NOS by 42%. As can be seen, C-3, regulating the level of ROS, is able to influence the ROS-dependent mechanisms of regulation of NOS mRNA expression. C-3 has an effect on the transport of NO by preserving SH-containing compounds. Administration of C-3 to animals with MI increases the level of SH-containing compounds by 48 % and the activity of GH in the cytoplasm of the myocardium by 124.7 %. We hypothesize that compound C-3, exhibiting the properties of the spin trap NO, may act as a transport molecule. Administration to animals with MI C-3 led to an increase in ATP production by 52% against the background of an increase in ADP by 138.6 % and a decrease in ADP content by 48,1 %. C-3 led to a decrease in lactate by 48.4 %. Compound C-3 led to a significant increase in the activity of MDH in the ischemic myocardium by 109 %, an increase in the content of malate by 112.3 % and glutamate by 33.3 %, which may indicate the activation of malate-aspartate compensatory shunt. The introduction of C-3 led to a significant increase in the activity of CPK-mt by 76.7 % and CPK-ct by 40.2 %. There was a decrease in hyperenzymemia MB-CPK by 64 % under the action of C-3, which confirmed the anti-ischemic effect of the drug. In terms of anti-ischemic action, C-3 is superior to Mildronate. In the myocardium of experimental animals with acute working hypoxia, which received C-3 (100 mg/kg) there was a decrease in AFH by 40.4 %, KFH – by 45.8 % and nitrotyrosine by 35.2 % (p <0.05) and an increase in SOD activity in the cytoplasm of the myocardium by 56.0 %. The introduction of compound C-3 had an anti-ischemic effect, contributing to a more "economical" consumption of myocardial energy resources in working hypoxia caused by a sharp anaerobic load – an increase in ATP by 34.1 %, malate by 53.3 % and pyruvate by 17.5 % and reduced lactate content by 43.4% in the myocardium. The introduction of C-3 led to an increase in the tolerance to physical activity (increase in the duration of running on a treadmill by 177.9 %). Administration of C-3 to animals exposed to exercise on the background of coronary spasm led to a decrease in AFH by 31.3 %, KFH by 39.7 %, nitrotyrosine by 39.1 % and led to an increase in the activity of SOD by 77.9 % in the myocardium. The introduction of C-3 also had an anti-ischemic effect, improving the energy metabolism of the myocardium at the peak of physical fatigue – an increase in ATP by 31.2 %, malate by 30 % and pyruvate by 22.3 % against a decrease in lactate by 49.2 %. C-3 increased exercise tolerance by 133 % in animals of this group. Mildronate is superior to C-3 in terms of antioxidant, actoprotective and anti-ischemic action. Administration of C-3 to animals with intracerebral hemorrhage (ICH) resulted in a significant decrease in the CA1 zone of the hippocampus of nNOS mRNA expression relative to control values by 95.3 % and an increase in nNOS mRNA expression by 24.4 % relative to false-operated animals. The expression of iNOS mRNA with the introduction of C-3 was reduced by 99.4 % relative to control and was at the level of false-operated animals. Course administration of compound C-3 to animals with ICH led on the 4th day of the experiment to a significant decrease in brain mitochondria NOS activity by 51 %, nitrites by 38.9 %, nitrotyrosine by 49.3 %, respectively. The introduction of C-3 resulted in a 50 % decrease in iNOS expression in brain mitochondria. In the conditions of experimental therapy ICH C-3 led to an increase in the activity of GR by 77.3 %, GPR by 82 %. C-3 increased the level of HSP70 in the cytoplasm of the brain by 90.9 %, and in mitochondria by 94.6% in animals with ICH. The introduction of C-3 led to a decrease in errors of the reference by 57.1 % and working memory by 50 %, which indicates a positive effect of this compound on the cognitive-mnestic functions of the CNS after ICH. In terms of anti-ischemic and antioxidant action, C-3 is superior to Mexidol 
and Piracetam. The anti-ischemic action of C-3 in experimental MI, working hypoxia and ICH is determined by its properties of the NO scavenger and is aimed at interrupting the ROS/SH-dependent mechanisms of energy metabolism, deprivation of the endogenous cytoprotection system, reduced physical endurance and cognitive deficit.
Scientific novelty. For the first time as a result of optimization of purposeful search of NO scavengers among xanthine derivatives and creation of a computer program of virtual screening with the help of machine learning algorithms using the "Gradient Boosting" model, as well as in vitro and in vivo experiments revealed 8-benzylaminotheophilinyl-7-acetic acid hydrazide (C-3). It was first shown that C-3 in the model of myocardial infarction and ICH inhibits the expression of eNOS and iNOS mRNA in the brain and myocardium, and in the ICH model increases the concentration of HSP70 in the brain of experimental animals and improves working and reference memory in experimental animals. 

The practical significance of the results. The created program of virtual screening of NO scavengers can be used to optimize the targeted search for new antioxidants among newly synthesized compounds and to plan the synthesis of new substances. The results of the dissertation research are introduced into the research work and educational process of the departments: pharmacology and medical formulation of Zaporizhia State Medical University, pharmacology and clinical pharmacology of Dnipropetrovsk Medical Academy, pharmacology of Bogomolets National Medical University, pharmacology of Bukovynian State Medical University and in science work of the laboratory of physical and chemical pharmacology of the department of medical chemistry of the Physicochemical Institute named after О.В. Bogatsky National Academy of Sciences of Ukraine.
Key words: xanthine derivatives, NO scavengers, antioxidant action, cerebral and myocardial ischemia, virtual screening, computer program.
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АФГ

 – альдегідофенілгідразон

АФК

 – активні форми кисню

БАР

 – біологічно активні речовини

В/о

 – внутрішньоочеревно

ВЗМО
 – вища зайнята молекулярна орбіталь 

ВК

 – внутрішньомозковий крововилив

ВРО

 – вільнорадикальне окиснення

ВРП

 – вільнорадикальні процеси

ВРР

 – вільнорадикальні реакції

ГSH

 – глутатіон відновлений

Г-S-Т

 – глутатіон-s-трансфераза

ГПМК
 – гостре порушення мозкового кровообігу

ГПР

 – глутатіонпероксидаза

ГР

 – глутатіонредуктаза

ДЦ

 – дескрипторні центри

ЕОМ

 – Електроонна обчиислювальна машиина

ЕТМС
 – електронно-топологічна матриця суміжності 

КФГ

 – карбоксилфенілгідразони

КФК

 – мх – мітохондріальна креатінфосфокіназа

КФК-ЦТ
 – цитоплазматична креатінфосфокіназа
ЛЗ

 – лікарські засоби

МАД

 – математична адитивна модель

МВ-КФК
 – серцева ізоформа креатінфосфокінази

МДА

 – малоновий диальдегід

МДГ

 – малатдегідрогеназа

МПДЦ
 – матриця пов'язаності дескрипторних центрів

мРНК
 – матриксна рибонуклеїнова кислота 

НАД

 – нікотинаміддинуклеотид

НАДН
 – нікотинамідаденіндинуклеотид

НАДН-МДГ-НАДН – залежна малатдегідрогеназа

НАДФН
 – нікотинамідаденіндинуклеотидфосфат

НВМО
 – нижча вакантна молекулярна орбіталь
ОМБ

 – окисна модифікація білка

П/ш

 – підшкірно

ПЛР

 – полімеразна ланцюгова реакція

РНК

 – рибонуклеїнова кислота

СА

 – структура-активність

СОД

 – супероксиддисмутаза

ФКСП
 – фрагментарний код суперпозиції підструктур

ХСН

 – хронічна серцева недостатність

ЦНС

 – центральна нервова система

ВСТУП

Актуальність теми. У своєму патогенезі більшість поширених захворювань людини, в тому числі патології серцево-судинної системи, ЦНС, дихальних шляхів, злоякісні новоутворення мають досить чітко окреслену вільнорадикальну фазу [20]. Утворення надмірної кількості високореакційних радикалів (супероксид-, аніон-, гідроксил-радикали) викликає окисну модифікацію ліпідів, білків, нуклеїнових кислот і, як наслідок, призводять до їх деструкції и загибелі клітин [20].
Такі антиоксиданти, як мексидол, емоксипін, тіотриазолін, а-токоферол міцно увійшли в клінічну практику і успішно застосовуються в лікуванні ішемічної хвороби серця, мозкових інсультів, гепатобіліарної системи, алкогольної хвороби [84, 5]. Однак, наявний арсенал антиоксидантних засобів не задовільняє сучасним вимогам клінічної практики і обумовлює інтенсифікацію розробки і створення нових антиоксидантів. Останнім часом, з проясненням ролі NO в патогенезі порушень мозкового кровообігу, хронічної серцевої недостатності, гіпертонічної хвороби, фетоплацентарної недостатності, когнітивних розладів, хвороби Альцгеймера, а також в молекуляроно-біохімічних механізмах апоптозу, мітохондріальної дисфункції, ендотеліальної дисфункції, ставиться питання про пошук селективних скавенджерів цього радикала [38].
Тому дослідження і встановлення закономірностей зв'язку між хімічною структурою сполук та їх специфічною активністю у відношенні активних форм NO, є актуальним завданням в процесі пошуку і створення антиоксидантів. Ці дослідження дозволяють виявити найбільш відповідальні, за прояв конкретного виду антиоксидантної дії, структурні ознаки і провести теоретично обґрунтований цілеспрямований пошук сполук синтетичного походження. Досить перспективними в цьому напрямку є похідні ксантину, які мають широкий спектр біологічної активності, в тому числі антиоксидантної  [104]. 

Традиційні дослідження, засновані на скринінгу і відборі біологічно активних сполук, трудомісткі і вимагають значних витрат з напрацювання, очищення та встановлення будови сполук, по встановленню біологічної активності, токсичності та їх специфічної активності, тобто по проведенню доклінічних досліджень.

Незважаючи на численні роботи, присвячені вивченню цієї проблеми, в наукових дослідженнях, що базуються на комп'ютерних програмах прогнозу (PASS, Orakul і ін.) антиоксидантної активності індивідуальних хімічних сполук досліднику доводиться стикатися з необґрунтованим і навіть некоректним вибором ознак активності досліджуваних речовин [146]. Перш за все, в сучасних програмах відсутній диференційований прогноз антиоксидантної активності хімічних сполук щодо NO. У цих комп'ютерних програмах підхід підпорядкований одній меті – отриманню високих значень коефіцієнтів кореляції, що призводить до створення «математичних виродків», які не мають нічого спільного з об'єктом або процесом дослідження [154, 157]. Застосування фізичних і фізико-хімічних параметрів сполук в поєднанні з різними обчислювальними методами, які базуються на скринінгових методах in vitro дозволяє встановити закономірності антиоксидантної активності у відношенні активних форм азоту похідних ксантину на основі дослідження порівняно невеликого ряду похідних цього гетероциклу і розробити оптимальну програму прогнозу селективної антиоксидантної активності. В подальшому, електронно-топологічний підхід, заснований на конформаційних і квантово-хімічних розрахунках дозволяє проводити дослідження з відбору ознак активності для великого масиву сполук. Все вищесказане обґрунтовує актуальність даної роботи, а саме оптимізацію цілеспрямованого пошуку скавенджерів NO в ряду похідних ксантину. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана відповідно до плану наукових досліджень Запорізького державного медичного університету і є фрагментом науково-дослідних робіт кафедри фармакології та медичної рецептури ЗДМУ «Молекулярно-біохімічні механізми формування мітохондріальної дисфункції нейронів головного мозку за умов гострої церебральної ішемії: нові мішені для нейропротекції» (№ держ. реєстрації 0113U000797; 2013-2015 рр.) та «HSP70/HIF-1a-опосередковані механізми ендогенної нейропротекції: розробка підходів до її фармакологічної регуляції» (№ держ. реєстрації 0117U000658; 2017-2020).
Мета і задачі дослідження: На підставі розробленого комплексного підходу – комп'ютерний прогноз, скринінг in vitro та in vivo виявити серед похідних ксантину найбільш активну сполуку з властивостями скавенджера NO, оцінити її протиішемічні, антиоксидантні властивості та особливості дії в умовах ішемії міокарда та головного мозку.

Виходячи з поставленої мети були визначені наступні задачі:

1.
Дослідити антиоксидантну активність (АОА) in vitro по інгібуванню NO, квантово-хімічні розрахунки  122 похідніх ксантина, провести вибір розрахункових базових структур як основи для створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу антиоксидантної активності скавенджерів NO.

2.
За допомогою комп'ютерної програми та скринінгу in vitro провести пошук скавенджерів NO серед знову синтезованих сполук похідних ксантину і виявити найбільш активну сполуку.

3.
Оцінити вплив найбільш активної сполуки на показники глутатіонової системи (ГР, ГПР, ГSH), вміст нітротирозину і HSP70 в суспензії нейронів при моделюванні нітрозуючого стресу in vitro.

4.
Оцінити вплив найбільш активної сполуки на показники ЕКГ, нітроксидергічної системи (мРНК eNOS, мРНК iNOS, активність NOS, 
L-аргінін, нітрит-аніон), енергетичного метаболізму (АТФ, АДФ, АМФ, лактат, піруват, малат, ізоцитрат, МДГ), оксидативного стресу (нітротирозин, АФГ, КФГ) і антиоксидантної системи (СОД, ГР, ГПР) серця при ізадрин-пітуїтринової моделі ІМ.

5.
Оцінити вплив найбільш активної сполуки на показники енергетичного обміну (АТФ, лактат, піруват, малат), оксидативного стресу (нітротирозин, АФГ, КФГ) і фізичної витривалості в умовах моделювання робочої гіпоксії міокарда.

6.
Оцінити вплив найбільш активної сполуки на показники тіол-дисульфідної системи (ГР, ГПР, ГST, ГSH, SH-групи), нітроксидергічної системи (iNOS, мРНК nNOS, мРНК iNOS, активність NOS, нітрит-аніон), нітротирозину, HSP70, робочу і референтну пам'ять в умовах моделювання внутрішньомозкового крововиливу.

Об’єкт дослідження: фармакологічна модуляція NO-залежних механізмів ішемічного пошкодження міокарда та головного мозку.
Предмет дослідження: антиоксидантна та протиішемічна активність похідних ксантину, комп'ютерна програма віртуального скринінгу скавенджерів NO.
Методи дослідження: фармакологічні, біохімічні, ПЛР в реальному часі, гістоімунохімічні, імуноферментні, математичної статистики, віртуального скринінгу. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше для оптимізації цілеспрямованого пошуку скавенджерів NO в ряду знову синтезованих сполук створена комп'ютерна програма віртуального скринінгу за допомогою алгоритмів машинного навчання з використанням моделі "градієнтного бустінга". Вперше за допомогою нової комп'ютерної програми для прогнозу антиоксидантної активності серед знов синтезованих похідних ксантину була виявлена сполука – гідразид 8-бензиламінотеофілініл-7-оцтової кислоти (С-3) з властивостями скавенджера NO, яка в дослідах in vitro гальмує реакції нітрозуючого стресу. Встановлено, що С-3 підвищує активність глутатіонової системи та концентрацію HSP70 у суспензії нейронів при моделюванні нітрозативного стресу in vitro. Вперше показано, що С-3 в умовах експериментального інфаркту міокарда, гострої робочої гіпоксії та ВК має антиоксидантну і протиішемічну дію, за силою якої перевершує референс-препарати (мілдронат, мексидол і пірацетам). Вперше показано, що С-3 на моделі інфаркту міокарда і ВК гальмує експресію мРНК iNOS та iNOS в головному мозку і міокарді, а на моделі ВК підвищує концентрацію HSP70 (в гострий період) в головному мозку експериментальних тварин і покращує показник робочої та референтної пам'яті у експериментальних тварин 
(у відновний період). Вперше показано, що С-3 підвищувала толерантність до фізичних навантажень на тлі покращення біоенергетики міокарду та гальмування оксидативного стресу.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблено і створено програму віртуального скринінгу речовин з потенційною антиоксидантною активністю по інгібуванню NO у вигляді веб-додатка. Створена програма віртуального скринінгу скавенджерів NO, яка може бути використана для спрямованого пошуку нових високоактивних антиоксидантів серед знову синтезованих сполук, а також для планування синтезу нових речовин з антиоксидантною активністю шляхом прогнозу рівня заданого виду активності. Експериментально встановлений механізм дії похідного 
ксантину – С-3 може сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, що переривають NO-залежні ланки ішемічного пошкодження міокарда та головного мозку. Матеріали дисертаційного дослідження впроваджені в науково-дослідну роботу і навчальний 
процес кафедр: фармакології та медичної рецептури Запорізького 
державного медичного університету, фармакології і клінічної фармакології Дніпропетровської медичної академії, фармакології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця, фармакології Буковинського державного медичного університету та в наукову роботу лабораторії фізико-хімічної фармакології відділу медичної хімії Фізико-хімічного інституту 
ім. О.В. Богатського НАН України.
Особистий внесок здобувача. Дисертація є особистою науковою працею автора. Дисертантом самостійно проведено патентно-інформаційний пошук, визначено мету і завдання дослідження, розроблені математико-теоретичні основи комплексного підходу до створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу, проведені квантово-хімічні розрахунки досліджуваних сполук, проведені всі види статистичного аналізу. Дисертантом самостійно відтворені експериментальні моделі та проведені фармакологічні, біохімічні дослідження з вивчення показників енергетичного обміну, антиоксидантної системи, нітроксидергічної системи і окисної модифікації білка міокарда і головного мозку. Дисертантом узагальнені і проаналізовані результати досліджень, сформульовані висновки.
Апробація результатів дисертації. Основні положення та висновки дисертаційної роботи оприлюднені та обговорені на Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2015» (Запоріжжя, 2015); двадцятому Міжнародному медичному конгресі студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2016); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2016» (Запоріжжя, 2016); двадцять четвертій Українській конференції з органічної хімії (Полтава, 2016); Всеукраїнській науково-методичній відеоконференції з міжнародною участю «Актуальні питання дистанційної освіти та телемедицини – 2016» (Запоріжжя, 2016); Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю пам`яті професора В.В. Дунаєва «Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології» (Запоріжжя, 2016); науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій 100-річчю з дня народження І.Г. Герцена «Сучасні теоретичні та практичні аспекти клінічної медицини» для студентів та молодих вчених (Одеса, 2017); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2017» (Запоріжжя, 2017); Всеукраїнській науково-практичній конференції (до 50-річчя заснування ЗДМУ) «Актуальні питання сучасної медицини і фармації – 2018» (Запоріжжя, 2018); Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів «Актуальні питання сучасної медицини і фармації – 2019» (Запоріжжя, 2019), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні питання сучасної медицини і фармації – 2020» (Запоріжжя, 2020).
Публікації. За результатами досліджень опубліковано 21 
наукову роботу, у тому числі 8 статей у фахових журналах України 
(4 іноземною мовою), 13 тез у матеріалах з’їздів, конгресів та конференцій з міжнародною участю.

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на 
258 сторінках друкованого тексту та складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, 3 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів, висновків, списку використаних джерел та додатків. Робота проілюстрована 29 рисунками, 26 таблицями. Список використаних джерел містить 275 найменувань, з них 88 кирилицею, 
187 латиною.
РОЗДІЛ 1. 
СУЧАСНІ АСПЕКТИ ВІРТУАЛЬНОГО СКРИНІНГУ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН В РЯДУ ЗНОВУ СИНТЕЗОВАНИХ СПОЛУК ЗА ДОПОМОГОЮ КОМП'ЮТЕРНИХ ПРОГРАМ. БЕНІФІТИ, НЕДОЛІКИ І ПЕРСПЕКТИВИ РОЗВИТКУ
1.1. Сучасні погляди на роль нітрозуючого стресу в патогенезі захворювань людини. Уявлення про антиоксиданти. Характеристика скавенджерів монооксиду азоту

В останніх дослідженнях було встановлено, що в патогенезі більшості захворювань (захворювання печінки, нервової і серцево-судинної систем, легенів та інших), які є причиною великого відсотка смертності та інвалідності населення, важливу роль відіграє гіперпродукція активних форм кисню та азоту, які «атакують» макромолекули білків, призводять до їх окислювальної модифікації, втрати чутливості і селективності рецепторів 
[7, 43, 66, 81, 211].
ВРО і перекисне окислення як процес виявляються в метаболізмі клітин (як в нормальних умовах, так і при патології), тому вони є патогенетичними мішенями для ліків. Активні форми кисню та азоту, а також вільні радикали жирних кислот беруть участь в регуляції багатьох фізіологічних функцій – генерації і передачі нервового імпульсу в ЦНС, реверберації збудження, механізмах короткочасної пам'яті, фотохімічних реакціях на сітківці, синтезі простагладинів, біотрасформації, апоптозу 
[20, 173]. Ішемія і, особливо реперфузія, супроводжується підвищеною продукцією активних форм кисню (АФК) і азоту, утворенням вільних радикалів жирних кислот, продуктів ліпопероксидації, а також окислення похідними нуклеїнових кислот (8-гідроксігуанін) і простагландинів (8-епі-ізопростани), і порушенням функціональної і структурної цілісності біомембран [210]. 

Оксидативний стрес можна розділити на три етапи:

1. ініціація активних форм кисню – ВРО; 

2. утворення вільних радикалів, жирних кислот і білків;

3. утворення продуктів ліпопероксидації – перекисне окислення ліпідів [189].
Одну з головних ролей в ініціації і розвитку оксидативного стресу відіграє перший етап – початковий (індукція), тому що він безпосередньо пов'язаний з продукцією АФК і азоту, біоенергетичними і нейрохімічними реакціями і може модулюватися фармакологічними засобами не антиоксидантної групи [16, 124]. 

Беручи до уваги вищесказане, необхідно більш детально зупинитися на механізмах, які полегшують утворення активних форм кисню (ініціальний етап). Механізми утворення АФК можуть бути різними – як ферментативні (ксантинооксидазна, iNOS, НАД-оксидоредуктазна і т.д.), так і неферментативні (метаболізм катехоламінів, арахідонової кислоти і т.д.). Найбільша роль в продукції АФК при ішемії належить мітохондріям. Швидкість утврення АФК в мітохондріях безпосередньо залежить від ступеня пов'язаності дихального ланцюга і різко зростає при його блокаді. 
В електронно-транспортному ланцюзі мікросом утврення АФК відбувається в основному через роботу Р450, які при біотрансформації багатьох ксенобіотиків утворює перекис водню або більш токсичний гідроксил радикал [243].

Ішемія призводить, на тлі зниження кисневої ємності, до енергодефіциту, гальмування циклу Кребса і накопичення відновлених піридинових похідних – НАДН, НАДФН, ФАДН, що призводить до утворення супероксидрадикалу при одноелектронному відновленні кисню. Встановлено, що найбільш потужне утворення супероксидрадикалу відбувається на кінцевій ділянці електронного дихального ланцюга. Відомо, що при ішемії АФК-утворюючі системи мітохондрій мають рН-залежний характер і найбільш активні при активації анаеробного гліколізу на тлі формування метаболічного ацидозу [197, 198].

Ішемія супроводжується гіперпродукцією АФК і монооксиду азоту біоенергетичними системами мітохондрій при формуванні мітохондріальної дисфункції. Більш того, кількість АФК, які утворилися, прямо залежить від ступеня інгібування дихального ланцюга. Інгібування електронного транспортного ланцюга, особливо на ділянках, що мають тропність до актіноміцину і ротенону, призводить до витоку електронів, що при дефіциті ендогенних антиоксидантів призводить до гіперпродукції АФК.

Останнім часом з'явилися роботи про значний внесок мітохондрій в утворення АФК і ініціацію оксидативного стресу [12]. При пригніченні мітохондріального дихання в умовах ішемії відбувається зниження заряду внутрішньої мембрани мітохондрій, що ініціює експресію iNOS, продукцію АФК і NO [112]. АФК окислюють тіольні групи білків гігантської пори мітохондрії і призводять до її відкриття, що викликає запуск каспазного каскаду та апоптозу [178]. Крім супероксида, NO відіграє ключову роль у формуванні окисного стресу, а його більш агресивною формою є пероксинітрит, який утворюється з NO при його взаємодії з супероксидрадикалом. Показано наявність конститутивної форми синтази азоту (NOS), локалізованої у внутрішній мембрані, і утворення NO в мітохондріях нейронів гіпокампу. Індуцібельна NOS мітохондрій в умовах ішемії на тлі дефіциту L-аргініну здатна утворювати не NO, а супероксидрадикал. Мітохондріальна NOS значно активується на етапі ампліфікації глутаматної ексайтотоксичності, за рахунок шокового входження кальцію всередину цієї органели [163]. Крім того, в актівації iNOS певна роль належить протизапальним цитокінам - IL-1b та ​​TNF-α [178]. 
Не останню роль в утворенні АФК і ініціюванні оксидативного стресу грають катехоламіни, як на етапі їх синтезу, так і на етапі метаболізму. Крім того, катехоламіни, прявляючи вазоконстрикторні властивості можуть посилити порушення кровопостачання, особливо в зоні пенумбри, і тим самим, посилити утворення АФК біоенергетичними реакціями мітохондрій [12]. Широко відомий і досить повно описаний механізм утворення супероксидрадикалу при синтезі адреналіну на ділянці перетворення тираміну в октопамин, а також при утворенні адренхрома при метаболізмі адреналіну. Ці реакції посилюються в найгостріший і гострий період ішемії міокарда та головного мозку [176]. Також відомо, що норадреналін і дофамін в низьких концентраціях можут грати роль скавенджеров таких АФК, як синглетний кисень. АФК при ішемії можуть утворюватися в результаті роботи глюкозомонофосфатного шунта, який регулюється рівнем адреналіну в крові. Іншім, не менш важливим шляхом утворення супероксидрадикалу при ішемії і гіпоксії, а також фізичних навантаженнях є ксантиноксидазна реакція. Тому особлива роль в утворенні АФК і запуску активності iNOS належить ксантинооксидазній реакції, яка значно активується при ішемії міокарда та головного мозку на тлі енергетичного дефіциту [138, 176]. 
Дана реакція має чіткий рН-залежний механізм регуляції і найбільш активна в умовах активації анаеробного гліколізу і метаболічного ацидозу [169]. Цікаво, що багато похідних ксантину проявляють анти/прооксидатні 
ефекти в залежності від концентрації і рН [105]. Супероксидрадикал, пероксинітрит і гідроксил-радикал можуть утворюватися при глутаматній ексайтотоксичності при гіперзбудливості НМДА рецепторів, особливо фенциклідинового сайту. Тут роль належить nNOS, яка має кальцій-залежний характер активації, і саме вона бере участь в продукції NO і пероксинітрита [12]. Встановлена участь багатьох металів d-підгрупи в ініціюванні АФК і розвитку вільно-радикальних реакцій в умовах ішемії. Найбільше значення має двовалентне залізо, котре накопичується при ішемії, і особливо при вторинній ішемії, викликаних ЧМТ і геморагічним інсультом [274]. Також надлишок заліза відзначений в фазі реперфузії в умовах феномена no-reflow. У цьому випадку джерелом надлишку заліза є еритроцити [29]. Крім двовалентного заліза в утворенні АФК беруть участь надлишок цинку, кобальту, марганцю і міді [4, 194]. Залізо бере участь в утворенні АФК в реакції Фентона і Габера-Вейса [13].

В утворенні АФК і радикалів жирних кислот бере участь і циклооксигеназний шлях синтезу простагландинів на етапі ліпопероксидації і утворення тромбоксанів. Цей шлях активується при ішемії на тлі пригнічення експресії ГПР, яка котролює цей процес в нормі [20, 258].

Джерелом утворення АФК, особливо OCl-, є мієлопероксидаза нейтрофілів, яка активується IL-1b і бере участь в відстрочених механізмах загибелі нейронів після ішемічного інсульту [196].

З часу відкриття Робертом Фуршготтом ролі NO було накопичено величезну кількість експериментального і клінічного матеріалу, який встановив механізм біосинтезу NO і ферменти, що беруть участь в його утворенні [173, 208]. 

Численні дослідження продемонстрували пряму участь NO в процесі деструкції нейрона при ішемії при застосуванні у тварин з гострим порушенням мозкового кровообігу (ГПМК). Численними роботами показано участь NO в ініціації оксидативного стресу, нейроапоптоза і загибелі нейронів при церебральної ішемії [96]. Ці дослідження були проведені 
при призначенні тваринам  з церебральною ішемією селективних інгібіторів iNOS і nNOS, а також при роботі з тваринами з нокаутованим геном iNOS [274]. Відомо, що активність та експресія iNOS і nNOS в мозку тварин з церебральною ішемією збільшується з перших хвилин ішемії, досягаючи максимуму на 4-у добу. При цьому експресія iNOS залишається високою і на 21-у добу після моделювання церебральної ішемії [96, 169]. Встановлена участь NO в ініціації АФК-нітрозонія (NO+), нітроксила (NO-), пероксінітріта (ONOO-) і діазоттриоксида (N2O3) [112]. Відомо, що пероксинітрит і іон нітрозонія є головними факторами оксидативного стресу [4].

Цитотоксичні продукти NO взаємодіють з залізом гемоглобіну, міоглобіну, активних центрів ферментів, Fe/SH-комплексів ДНК [169]. Також цитотоксичні продукти NO піддають нітрозилюванню тіольні, фенольні, гідроксильні группи білків і ДНК. В результаті цього відбувається зниження чутливості рецепторів, відкриття мітохондріальної пори, пригнічення ферментів електронно-транспортного ланцюга мітохондрій, формується мітохондріальна дисфункція [12].

В умовах еволюції живий організм пристосувався до впливу вільних радикалів, продукції надлишку АФК і має захист від оксидативного і нітрозативного стресів. Будь-який живий організм і рослин, і тварин має досить потужну і досконалу антиоксидантну систему [4, 151, 251, 274].

Фізіологи і біохіміки виділяють кілька ешелонів антиоксидантної системи захисту організму від оксидативного стресу.
Найбільш повно вивчена система ліпофільних ендогенних скавенджеров вільних радикалів жирних кислот. Її умовно відносять до першої системи антиоксидантного захисту. Це токофероли, убіхінони, стероїдні гормони, каротиноїди, ліпоєва кислота і кальциферол [88, 105]. 
За механізмом дії ці з'єднання є скавенджерами вільних радикалів жирних кислот або прямими антиоксидантами. Свій антиоксидантний ефект вони реалізують за рахунок високих електронно-донорських властивостей і здатністю переводити активні радикали в менш активні сполуки [112]. Однак, ці антиоксиданти діють на останніх етапах оксидативного стресу. Їх властивість – не утилізація вільного радикала, а переведення його в менш активну форму, або перетворення самої молекули антиоксиданта в вільнорадикальну форму (хоч і менш активну, ніж вільний радикал, з яким цей антиоксидант взаємодіяв) не приводить до повного переривання вільно-радикальної ланцюгової реакції і не запобігає її розвитку [52]. Все зумовлює невисоку клінічну активність прямих ліпофільних антиоксидантів. Досить повно вивчені антиоксидантні властивості токоферолів. Показані їх механізми взаємодії з вільними радикалами жирних кислот, особливо з алксильним [169].

Отримано дані, що α- та γ-ізоформи токоферолу проявляють як антирадикальну, так і антиперекисну активність. Також ці антиоксиданти мають високу мембраностабілізуючу активність, беруть участь в синтезі статевих гормонів, підвищують афінність до естрогенових і тестостеронових рецепторів [151]. Є дані, що призначення а-токоферола гальмує окисну модифікацію тестостерону рецепторів, регулює утворення дигідротестостерону і може знизити ризики раку передміхурової залози. Також тривалий прийом 
а-токоферола літніми людьми знижує ризики інфаркту міокарду та ішемічного інсульту. Альфа-токоферол має антиапоптичну дію [96, 136].

Є дані, що стероїдні гормони – естрогени проявляють антиоксидантну активність і гальмують окисну модифікацію нуклеїнових кислот. Також відомо, що глюкокортикоїди гальмують утворення АФК в реакціях, які регулюються iNOS [12].

До першої групи АОС-захисту можна віднести такоже мелатонін [112]. Мелатонін в силу особливості своєї структури є специфічним скавенджером гідроксил-радикала. І його структура є референтною при конструюванні антиоксидантів - скавенджерів гідроксилрадикала. Крім цього, мелатнін є специфічним інгібітором iNOS і може гальмувати NO-залежні реакції ініціалізації  оксидативного стресу. Отримано дані про ефективність мелатоніну при ішемічному пошкодженні головного мозку і сітківки ока 
[56, 260]. З 70х рр. минулого століття почалися серії робіт з вивчення антиоксидантних ферментів – супероксиддисмутази (СОД), каталази, глутатіонредуктази (ГР), а також природні низькомолекулярні донатори 
SH-груп (цистеїн, метіонін, глутатіон) [228, 266]. Глутатіон виявляє могутню антиоксидантну дію – прямо взаємодіє з радикалами як безпосередньо, так і за допомогою ГПР. Глутатіон є донором електронів при «утилізації» вільних радикалів жирних кислот за участю ГПР. Глутатіон забезпечує підтримку тіолового статусу клітини шляхом нормалізації тіол-дисульфідної рівноваги.

Глутатіон підвищує біодоступність монооксиду азоту шляхом утворення нітрозоглутатіону, а також є формою зберігання і транспортування цистеїну. Глутатіон регулює АФК-залежні процеси проліферації і апоптозу. Глутатіон може виступати в ролі нейротрансміттера - при низьких концентраціях підвищує афінність NMDA рецепторів, а при підвищенні концентрації в 5-10 разів може гальмувати гіперзбудливість NMDA [106].

Відома роль селену, що входить в активний центр ГПР, і який є скавенджером вільних радикалів жирних кислот і АФК. Отримано дані, що похідні селену – Se-цистеїн, Se-глутатіон, Se-метіонін проявляють 
властивості інгібіторів iNOS, а також стимулюють експресію мРНК ГПР [161].

Більш ретельне вивчення антиоксидантної системи, особливо інтермедіатів тіол-дисульфідної системи, дозволяє виділити в окрему систему глутатіонпероксидазу (ГПР) і глутатіон-S-трансферазу (ГSТ). Дані ферменти беруть участь у біотрансформації ксенобіотиків, підтримці тіолового статусу клітини, утилізують перекиси і гідроперекиси ліпідів, котролюють синтез простагладінів [163].

У клітці для регуляції залізо-залежних вільно-радикальних реакцій існує система зв'язування і утилізації двовалентного заліза [163]. Цю систему умовно відносять до четвертої системі антиоксидантного захисту. До цієї ситеми відносять білки транферин, церулопазмін, феритин, а також низкомолекулярні донатори тіольніх груп, які виступають в якості ендогенних комплексонів [174]. Відомо, що ці сполуки гальмують 
реакцію Фентона і сприяють зниженню утворення гідроксіл-радикалу. Є дані, що феритин і церуллоплазмін можуть стимулювати експресію СОД 
при ішемії [37] .

Недостатньо активна антиоксидантна система клітини або якась її частина призводять в умовах ішемії до гіперпродукції АФК. Надлишок АФК призводить до їх окислювальної модифікації і деструкції макромолекул білків, ліпідів. Арахідонова, декозогексанова жирні кислоти мембран нейронів полінасичених кислот, легко окислюються під дією супероксид-радикалу гідроксил-радикалу, що призводить до утворення стабільних продуктів: п-алкеналей, 2-алкеналей, 2,4-алкандієнів, алкантрієнів, 
а- гідроксиалкеналей, гідропероксіалкенов і малонового діальдегіду [7, 126]. Роботами співробітників професора І.Ф. Беленічева показано, що вже через 15-30 хвилин після оклюзії загальних сонних аретерій у щурів в тканинах мозку достовірно підвищується уровнь МДА [260]. Перекиси і гідроперекиси ліпідів порушують цілісність мембран нейронів і підвищують проникність мембран для іонів кальцію. Алкенали і гідроксиалкеналі, альдегіди і кетони, утворюють аддукти з макромолекулами білків, ліпідів, нуклеїнових кислот, знижуючи їх функціональну активність [7, 126, 141, 188]. МДА взаємодіє з білками і нуклеїновими кислотами, що призводить до зниження чутливості рецепторів, зниження селективності іонніх каналів, порушення генерації нервового імпульсу і його проведення. МДА гальмує синтез і зворотне захоплення трансміттерів, а також викликає окисну модифікацію ДНК і РНК [105]. Подібна цитотоксична дія МДА посилюється при лактат ацидозі.

Монооксиду азоту і його цитотоксичному деривату - пероксинітриту –належить головна роль в окисній модифікації білків. У окислювальну модифікацію білків залучаються залишки перш за все SH-містких амінокислот – цистеїн, метіонін, а також – гістидин, пролін, аргінін, триптофан, тирозин. Найбільш легко окислюються під дією NO SH групи в цистеїні і метіоніні з незворотним утворенням меркаптогруп. Подібний вид окисної модифікації контролюється глутатіоном і може бути оборотним 
[65, 167, 261]. Саме в такій реакції відбувається активація ксантинооксидазної реакції. Під дією АФК ксантиндегідрогеназа, втрачаючи SH-групи, перетворюється в ксантинооксдазу – потужне джерело АФК 
при ішемії [123, 126].

Надлишок NO опосередковано через утворення пероксінітриту стимулює експресію каспаз. Каспази є активними учасниками ініціації і розгалуження ланцюга нейроапоптоза. Встановлено, що внесення в культуру нейронів донатору NO- DNIC призводить до експресії каспаз і зниженню рівня антиапоптичного білка – bcl-2. Крім того експресія каспаз  виявлена ​​на тлі підвищення маркера нітрозуючого стресу – нітротирозина в нейронах СА1 гіппокампа щурів після перев'язки сонних артерій і ЧМТ [169]. Пероксинітрит і гідроксил-радикал беруть участь в окислювальній модифікації нуклеїнових кислот і утворенні геномотоксичного продукту – 
8-гідроксігуаніна [96, 136]. Пероксинітрит бере участь у відкритті гігантскої пори мітохондрій, а також нітрозує ключові ферменти мітохондрій, сприяє виходу з мітохондрій проапоптичних білків [151]. В даний час саме цитотоксичним продуктам монооксиду азоту відводять роль у формуванні мітохондріальної дисфункції [169]. Пероксинітрит стимулює експресію 
білка р53, який індукує експресію апоптогенних білків. Під дією NO р53 переміщується в мітохондрії при апоптозі і підсилює продукцію біоенергетичними реакціями АФК, а також бере участь в механізмах зниження трансмембранного потенціалу на внутрішній мембрані [266].

В зв’зку з відкриттям ролі оксидативного стресу в патогенезі багатьох захворювань, в т.ч. і ішемічної природи, у багатьох схемах комплексного медикаментозного лікування знайшли застосування антиоксиданти. В даний час до антиоксидантів відносять речовини природного і синтетичного походження. Є рекомбінантні препарати антиоксидантних ферментів. Методом спрямованого синтезу отримані високоактивні антиоксиданти, які є аналогами природних антиоксидантів або ендогенних антиоксидантів.

У світовій практиці є кілька класифікацій антиоксидантів за походженням, за хімічною структурою і по механізму дії. Для нас є цікавим представити в своєму аналітичному огляді класифікацію по механізму дії:

I група – інгібітори основних шляхів утворення АФК і монооксида азоту: інгібітори ксантиноксидази (алопуринол); інгібітори NOS (7-нітро-індазол, S-метілізотіосечовина, мелатонін).
II група – скавенджери АФК: скавенджери супероксидрадикалу (сечовина, тіотриазолін, тіосечовина, церулоплазмін, ангиолин, препарати наномеді); скавенджери гідроксилрадикала (мелатонін, ДМСО, манніт, тіосечовина, етиловий спирт); скавенджери синглетного кисню (гістидин, адреналін, дофамін); скавенджери NO і його дериватів (ангіолін, глутатіон, метіонін, унітіол, тіотриазолін, п-нітрофеніл-трет-бутан, Se-глутатіон, 
Se-метіонин, Se-цистеин). 

III група – прямі антиоксиданти – (скавенджери вільних радикалів жирних кислот і ліпоперекісів): α-токоферолу ацетат, α-токоферолу сукцинат, α-токоферолу фосфат, тролокс, емоксіпін, мексидол, німотоп, сантохін, дибунол, глутоксім, Se-глутатіон, Se-метіонін, Se-цистеїн, тіотріазолін, S-адеметіонин, селеназа.

IV група – комплексони двовалентного заліза (інгібітори реакцій Фентона і Габера-Вейса): дісферал, рекомбінатні препарати феритину, трансферину і церулоплазміну, тіотриазолін.

V група – рекомбінантні препарати супероксиддисмутази: СОД rec.

VI група – рекомбінантні препарати HSP70 і глуторедоксіна, а також модулятори експресії HSP70: (тамоксифен, ангіолін, мелатонін, HSF-1).

З усіх перерахованих груп найбільш поширеними є прямі антиоксиданти [75]. У цю групу входять токофероли, дибунол. З існуючих восьми типів токоферолів α-токоферол має найбільшу антиоксидантну активність.

Найбільш повно вивчена антиоксидантна активність α-токоферолу на експериментальних моделях ішемії міокарда і в клініці при інфаркті міокарда. Альфа-токоферолу ацетат знижує ступінь порушення функції ультраструктури міокарда, збільшує процес виживання тварин, знижує інтенсивність оксидативного стресу, про що свідчило зменшення кінцевого продукту – малонового диальдегіду (МДА) в сироватці крові [275]. Відомо, що α-токоферол успішно використовували в якості антимутагенів, вони мають протекторний ефект щодо хімічно індукованого мутагенезу на мікроорганізмах і клітинах ссавців in vitro та in vivo [275].

Синтетичний антиоксидант – дибунол – є ліпофільним, просторово екранованим фенолом. Взаємодіючи з вільними радикалами, дибунол утворює сполуки, стабілізовані двома трет-бутильними групами, і, на відміну від токоферолов, утворює стабільні радикали, тобто запобігає подальше ініціювання ланцюгової реакції, що обумовлює його високу антиоксидантну активність [7].

Іншою групою прямих антиоксидантів є похідні оксипірідинів і кофермент Q. Встановлено, що антиоксидантна активність оксипірідинів залежить від полярності гідроксигрупи і введення електронно-донорних заступників в молекулу. В даний час в клінічній практиці використовуються два антиоксиданти, похідні 3-оксіпірідіна – емоксипін і мексидол (гідрохлорид і сукцинат 3-оксі-6-метил-2-етілпірідіна). Вперше емоксипін був застосований в офтальмологічній практиці для лікування при внутрішньоочних крововиливах, діабетичній ретинопатії, тромбозі центральної вени сітківки та її гілок, ускладненої міопії [230].

Надалі емоксипін почав успішно використовуватися при лікуванні інших захворювань, що супроводжуються посиленням процесів ВРО (інфаркт міокарда, шкірні захворювання, глаукома та ін.) [208]. Застосування емоксипину при гострому інфаркті міокарда призводить до стабілізації мембран кардіоміоцитів, нормалізує метаболізм серцевого м'яза [31]. Мексидол, подібно емоксипину, є інгібітором вільних радикалів, 
але має більш виражену протиішемічну дію, а по антиоксидантній дії перевершує дибунол.
Убіхінони також володіють антиоксидантними властивостями прямого типу дії, які за хімічною структурою близькі до токоферолу, їх антиоксидантний ефект залежить від відновлюючих властивостей кільця. Убіхінони знижують утворення маркерних продуктів оксидативного стресу в тканинах і стабілізують мембрани [4].

Іншою великою групою антиоксидантів є інгібітори АФК. На думку ряду авторів, ця група препаратів більш ефективна, ніж прямі антиоксиданти, завдяки її дії на початкових стадіях оксидативного стресу. Цю групу можна розділити на дві підгрупи: антиоксидантні ферменти та інші біологічно активні сполуки [52].

Антиоксидантну дію надають і селеновмісні з'єднання. Антиоксидантний ефект селену обумовлений його накопиченням в осередку ішемії і прямою мембраностабілізуючою дією [161].

Протиішемічний ефект також притаманний іншим інгібіторам вільних форм кисню – маніту і сечовині, вивченим при експериментальному інфаркті міокарда. В якості ефективного антиоксиданту інтерес представляє препарат нейроантиоксидантного гормону епіфіза мелатоніну, який є інгібітором пероксинітрита, гідроксилрадикала і сприяє експресії генів, відповідальних за синтез Cu-/Zn-СОД.

Нейропротекторна активність мелатоніну була встановлена ​​на різних експериментальних моделях ГПМК (глобальна або фокальна ішемія за рахунок оклюзії артерій, фототромбоз, черепно-мозкова травма та ін.), спрямована на зменшення загибелі нервових клітин і розвитку оксидативного стресу. Мелатонін знижує утворення нейротоксичних з'єднань вільних радикалів і акумуляцію внутрішньоклітинного кальцію, накопичення глутамату і оксиду азоту, посилення апоптозу, запобігає падінню рівня нейротрофічних факторів росту [12].

Антиоксиданти включають препарати, які блокують основні шляхи формування АФК. Ця група ще мало вивчена. Основним представником цієї групи є блокатор ксантінооксидазного шляху утворення АФК – алопуринол. Захисний ефект алопуринолу пояснюють не тільки тим, що він блокує ксантінооксидазу, запобігаючи утворенню супероксидрадикалу, але і стимулюючим впливом на синтез АТФ. Антиоксидантний ефект алопуринолу був встановлений при експериментальній ішемії міокарда [31].

На особливу увагу в цій групі антиоксидантів заслуговує препарат тіотриазолін, створений вченими Запорізького державного медичного університету.

Тіотриазолін в даний час широко застосовується в клінічній практиці в якості антиоксидантного засобу і мембраностабілізатора [8, 84]. Механізм дії тіотриазоліну обумовлений наявністю в його структурі тіолової групи, що володіє високими відновлювальними властивостями (відомо, що при мітохондріальній дисфункції окислюються тіолові групи мембран мітохондрій, що призводить до загибелі клітин). Таким чином, тіотриазолін впливає на ключові ланки патогенезу захворювань. Основні ефекти тіотриазоліну: антиоксидантний – переводить вільні радикали кисню в неактивний стан, сприяє відновленню антиоксидантних ферментів, противоішемічний – підсилює синтез АТФ, нормалізує дихальний ланцюг  енерготропних мітохондрій, підвищує утилізацію глюкози і глікогену в клітинах, запобігає розвитку лактоацидозу в клітинах, нормалізує роботу ферментів циклу Кребса, мембраностабілізуючий – зберігає цілісність мембран клітин, захищає фосфоліпіди мембрани від окислення, нормалізує іонний транспорт в клітині, зберігає порогову чутливість мембранних рецепторів, протизапальний – 
знижує вміст циркулюючих імунних і імуномодулюючих комплексів, обмежує викид ними медіаторів запалення, стабілізує мембрани базофілів, тучних 
клітин і еозинофілів, збільшує фагоцитарну активність макрофагів, репаративний – стимулює регенерацію епітелію, відновлює мікроциркуляторне русло, активує білоксинтезуючі процеси.

Крім того, в якості ефективного антиоксидантного та нейрон- і кардіопротективного засобу пройшов 1 фазу клінічних випробувань ангіолін. Ангіолін – (S)-2,6-діаміногексанової кислоти 3-метил-1,2,4-триазоліл-5- тіооцтової кислоти. Дана молекула була синтезована на кафедрі фармацевтичної хімії під керівництвом професора В.О. Мазура. Ангіолін підвищує виживаємість нейронів СА-1 зони гіпокампа, активує експресію bcl-2, гальмує утворення нітротирозину, карбонілірованних білків на тлі підвищення активності СОД, ГПР і каталази в мозку тварин з церебральною ішемією [174]. Ангіолін підвищує вміст АТФ, малату і пірувату, гальмівного трасміттера ГАМК, має сприятливу дію на поведінкові реакції, робочу і референтну пам'ять, а також на прояви неврологічної симптоматики тварин з хронічною алкогольною інтоксикацією [107]. Призначення ангіоліна при хронічній алкогольній інтоксикації призводить до підвищенню виживаємості ендотеліоцитів судин капілярної мережі кори головного мозку і судинної стінки судин мозку, підвищує кількість проліферуючих ендотеліоцитів і підвищує експресію васкулоендотеліального фактора (VEGF) [96, 112]. Встановлено, що захисна дія ангіоліна направлена на нормалізацію тіол-дисульфідної рівноваги нейронів в умовах ішемії – підвищення активності глутатіон-залежних ферментів на тлі збільшення вмісту відновлених тіольних інтермедіатів і зниження вмісту їх окислених форм. Ангіолін при курсовому призначенні зменшував інтенсивність нітрозуючого стресу в ішемізованому головному мозку (зниження рівня нітротирозину) і підвищував експресію агентів ендогенної нейропротекції - білків теплового шоку (HSP70) в цитоплазмі і мітохондріях нейроцитів [161]. Курсове призначення ангіоліна тваринам з хронічною ішемією головного мозку призводить до зменшення мітохондрій з ознаками порушень ультраструктури в СА1-зоні гіпокампу, що може свідчити про мітопротективну ланку нейропротективного механізму дії препарата [107].

Були вивчені антиоксидантні властивості хелатора металів зі змінною валентністю, таких як дісферал, купреніл і цитрат натрію [84].
В останнє десятиліття в якості перспективного антиоксиданта-нейропротектора розглядається білок теплового шоку масою 70 кДа (heat shock proteins – HSP70). Протекторна функція HSP-білків в умовах гострої ішемії спрямована на координацію згортання новосинтезованих білків, виправлення неправильно згорнутих, пошкоджених і, особливо, окислювально-модифікованих білкових молекул, на перенесення білків через клітинні мембрани, інгібування агрегації білків і здійснення деградації по протеосомному шляху. Крім цього, необхідно враховувати і той факт, що HSP-білки є основними індукторами фактора HIF, який включає подальші пристосувальні реакції в клітці. HSP70 проявляє властивості ендогенного нейропротектора в умовах ішемії та реперфузії головного мозку і міокарда. Механізм нейропротективної дії HSP70 пов'язаний з регуляцією експресії антиоксидантних ферментів – СОД і ГПР, а також з підвищенням синтезу глутатіону в цитозолі і, що особливо важливо, в мітохондріях [75 ,116].

Антиоксидантні властивості тамоксифену реалізуються через експресію HSP70 і спрямовані на зменшення вмісту в мітохондріальної фракції маркерів окисного пошкодження білків, а також маркера окисної деструкції нуклеїнових кислот 8-OHG. Важливим моментом в антиоксидантній дії тамоксифену став його позитивний вплив на Mn-залежну СОД, яка підтримує антиоксидантний захист в мітоходріях [96].

Антиоксидантна активність встановлена серед похідних ксантину. Так роботами співробітників ЗДМУ встановлена антиоксидантна активність похідних ксантину в дослідах in vitro по інгібуванню Fe-залежною ліпопероксидації і на моделях токсичного ураження печінки, інфаркту міокарда і т.д.

Антиоксидантна активність встановлена серед бензофуранів, антрахинонів, хромонів, триазолів, піридинів, піримідинів, хіназолінів, акридинів, ксантинів, теофілінів та інших гетероциклів [30].

У якості перспективної молекули для конструювання антиоксидантів інтерес представляє ксантин і його похідні. Це не випадково, адже 
серед похідних цього азагетероциклу виявлені сполуки, що проявляють антигіпоксичну, актопротективну, діуретичну, протиішемічну, кардіопротективну, протизапальну активності. У клінічній практиці широке застосування знайшли кофеїн-бензоат натрію, теофеллін, трентал, теобромін, ксантинолу нікотинат, які застосовуються в якості психостимуляторів, церебральних вазодилятаторів, бронхолітиків. Досить повно вивчений механізм дії похідних ксантину. Дія на ЦНС зумовлена ​​депривацією гальмівних пуринових рецепторів, що призводить до активності коркових і підкоркових структур, підвищенням активності судинного центра, підвищенням рівня бадьорості і активності, а також підвищенням фізичної і розумової працездатності. Похідні ксантину проявляють і метаболітотропну активність, впливаючи на енергетичний обмін за рахунок інтенсифікації аеробного окислення, підвищуючи рівень АТФ. Є дані, що похідні ксантину можуть впливати на обмін аденілових нуклеотидів при ішемії і здатні обмежувати активність ксантинооксидазної реакції і знижувати вироблення АФК. Також описаний механізм вазодилятаційної і брохолітичної дії похідних ксантину, який пов'язаний з блокадою фосфодіестерази та гальмуванням Ca++ токів у гладких м'язах. Отримані дані про антиоксидантні властивості похідних ксантину [38, 186, 232].

Резюмуючи вищевикладене, можна зробити висновок, що незважаючи на досягнуті успіхи в області розробки і створення антиоксидантних засобів проблема все ще залишається актуальною. Незважаючи на велику кількість наукових досліджень і публікацій щодо застосування антиоксидантів у комплексній терапії різних захворювань, доказової клінічної ефективності у більшості препаратів цієї групи немає. Переважна кількість з них застосовується в якості біологічно активних добавок. Проблема ускладнюється ще й тим, що більшість з клінічно активних антиоксидантів діють на кінцевих етапах оксидативного стресу, впливаючи на етапи ліпопероксидації і «утилізуючи» вільні радикали жирних кислот не дають можливості повноцінного пригнічення реакцій цього патологічного процесу і свідчить про їхню невисоку клінічну ефективність. Перспективними представляються антиоксиданти, що діють на ініціальних етапах оксидативного стресу – інгібітори шляхів утворення АФК та ​​скавенджери АФК, а з урахуванням ролі нітроксидергічної системи в патогенезі ряду захворювань, то скавенджери NO. В цьому напрямку перспективними є похідні ксантину, у яких описані антиоксидантні властивості в роботах дослідників із Запорізького державного медичного університету, Інституту фармакології та токсикології АМН України, Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, Національного фармацевтичного університету, а також рядом наукових центрів країн пострадянського простору, Японії, Індії, Китаю та Євросоюзу.  

Вищевикладене обумовлює необхідність створення нових високоефективних і малотоксичних препаратів нейропротективної дії. 
У створенні нових антиоксидантних засобів основну роль грають фундаментальні дослідження в області нейрохімії, цитоімунології, молекулярної біології, фізичної та теоретичної хімії, генетики, квантової фізики, програмування.
Пошук антиоксидантів проводять серед з'єднань, у яких прогнозуються властивості комплексонів заліза і які можуть переривати реакції Фентона. Інтерес представляють донатори сульфгідрильних груп, які можуть пов'язувати гідро- і ліпоперекиси, а також NO. Ведеться конструювання антиоксидантів на основі молекул, які є донорами електронів. Конструювання нової групи антиоксидантних засобів проходить дві основні стадії. Перша стадія передбачає відкриття нового фармакологічно активного класу хімічних сполук. На другій стадії відбувається оптимізація структури з точки зору більшої активності, біодоступності, зменшення побічних ефектів.

Найбільш важким і дорогим завданням є відкриття нових хімічних груп біологічно активних сполук. Провідні фармацевтичні компанії США витрачають близько 15 млрд доларів на рік на розробку і виробництво лікарських засобів, причому 7-9 млрд доларів з цієї суми виділяються на відкриття нових хімічних груп, що володіють специфічною фармакологічною активністю. Відібрана фармакологічно активна структура потім оптимізується за допомогою комп'ютерних програм, зокрема QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) [113, 148, 149, 150, 263, 269 , 264].

Програма QSAR здатна моделювати властивості при векторному описі хімічних сполук за допомогою різних дескрипторів: фрагментних [42, 100, 101, 193, 273], фізико-хімічних [54, 55], квантово-хімічних [171], молекулярних полів [125], фармакофорних [147] і константи заступників [46]. Програмі QSAR присвячена велика кількість робіт [99, 184, 191, 207, 222, 271, 272].

При створенні лікарського препарату з використанням стратегії скринінгу беруться з'єднання з усього арсеналу органічної хімії, що включає десятки і сотні тисяч хімічних груп. У той час як система клітинної антиоксидантної системи і реакцій утворення АФК та вільно-радикальних реакцій включає в себе лише кілька десятків хімічних сполук – амінокислоти, пептиди, нуклеїнові кислоти, нітропохідні, ліпіди. На підставі цього, на початку XXI століття була запропонована концепція створення антиоксидантів на основі хімічних структур, що імітують ендогенні антиоксиданти, ліганди рецепторів і факторів транскрипції, з яких запускається експресія генів, відповідальних за синтез антиоксидантних ферментів. Конструювання подібних структур проводиться за допомогою евристичних або комп'ютерних методів моделювання, що дозволяють створювати речовини непептидної природи зі збереженням головної фармакологічної активності.

Особливий інтерес в цьому плані являє закодована в структурі ендогенного ліганда інформація про ліпофільність, можливості долати гістогематичні бар'єри, про депонування в органах і тканинах, можливості зв'язуватися з білками крові, здатності протистояти дії розкладаючих їх ферментів, а також біодоступності. При конструюванні нейропротекторів слід враховувати дані щодо конформаційних змін білка (рецептори, іонні канали), змін фізико-хімічних властивостей білкових структур при окисній модифікації в умовах оксидативного та нітрозуючого стресу при ішемічній патології, в результаті чого спотворюється чутливість, специфічність і адаптивність рецепторів, селективність, збудливість іонних каналів, активність регулюючих білків red-oxi системи нейрона. Необхідна також досить велика кількість вивчених структур – як синтетичні сполуки, які мають антиоксидантну дію, так і ендогенних антиоксидантів.

Імітація структурно-хімічних особливостей молекул ендогенних лігандів рецепторів мішеней, ендогенних нейропротекторів і найбільш вивчених лікарських препаратів з шуканою активністю дозволяє фармакологу створити комбінаторну бібліотеку для виділення тієї структури, яка несе інформацію про впізнавання рецепторів, білків рецепторів, або визначити той фрагмент молекули, який би забезпечував антиоксидантну дію створюваного з'єднання.

У конструюванні молекул із заданими антиоксидантними властивостями необхідно використовувати структури ендогенних антиоксидантів, енергетичні та квантово-хімічні властивості активних форм кисню і вільних радикалів жирних кислот. Комп'ютерний прогноз з використанням програми PASS C&T (Prediction of Activity Spectra for Substances: Complex and Training) вказує на те, що ці структури будуть проявляти антиоксидантну активність. Для подібних структур було показано, що шукана активність найбільш сильно проявляється при наявності в молекулі гідразинової, фенольної, тіольної груп, які можуть взаємодіяти з вільними радикалами і АФК. Ці положення необхідно враховувати при комп'ютерному моделюванні речовин з прогнозованою антиоксидантною активністю.

Іншим напрямком створення антиоксидантних засобів є пошук сполук, які можуть мати тропність до фосфоліпідних біошарів клітинних мембран і гальмувати їх пероксидацію. Безсумнівний інтерес як об'єкт моделювання являють дигідропіридини, індоли, 1,2,4-триазоли, а також їх похідні, 
які мають у своїй структурі о-нітрофеніл, м-; о-діфторметоксіфеніл. З метою підвищення енергії зв'язування майбутнього лікарського засобу з різними структурами клітинної мембрани в його молекулі обов'язкові короткі ізоциклічні зв'язкі С-С в об'ємних заступників С(СН3)- і С(О)ОСН3, нітрогрупа.

В якості основи для конструювання антиоксидантів може служити молекула 8-оксихроману, яка пов'язує двовалентне залізо і може гальмувати утворення гідроксил-радикала.

Аналізуючи численні дослідження в цій області, можна виділити кілька базових структур для конструювання антиоксидантів – скавенджерів АФК. Перш за все, це досить добре відомі похідні оксипіридина. По-друге, це феніл-N-трет-бутил-нитрон і його похідні – 2-сульфо-феніл-N-трет-бутил-нитрон. У цієї структури виявлені досить виражені антиоксидантні властивості, безпосередньо пов'язані з її здатністю акцептувати гідроксилрадикал. По-третє, досить цікавим об'єктом для конструювання антиоксидантів з нейропротективною дією є 1,2,4-триазол. Дослідженнями показано, що антиоксидантна активність,  поєднуєма з нейропротективною і протиішемічною прогнозується при введенні в структуру 1,2,4-триазолу тіоалкілкарбонових, бензиліденових і N-алкілгідразинових заступників.

Досить наочним результатом роботи в цьому напрямку може служити препарат тіотриазолін. Тіотриазолін, зменшуючи гіперпродукцію активних форм кисню при різних патологічних станах, здатний гальмувати окисну модифікацію рецепторів, іонних каналів і ферментів. Тіотриазолін, зберігаючи тіо-сульфідну рівновагу в клітці в умовах оксидативного стресу, надає протективну дію відносно трансміттерів механізмів red-oxi регуляції клітини. В даний час в процесі модифікації молекули тіотриазоліну було отримано новий оригінальний препарат, похідний 1,2,4-триазолу – ангіолін, що виявляє властивості антиоксиданта, нейропротектора, кардіопротектора і ендотеліопротектора.

В якості базових структур для конструювання антиоксидантів- скавенджерів NO можуть використовуватися цистеїн і мелатонін. Цікавим напрямком у створенні антиоксидантів – скавенджерів NO є пошук сполук інгібіторів індуцибельної NO-синтази. Тут в якості базової структури може служити L-аргінін і його нітро- і метил похідні, а також 7-нітроіндол. Однак, питання про застосування регуляторів оксиду азоту (як донаторов, так і інгібіторів синтезу) є відкритим. Одним з перспективних напрямів створення антиоксидантних  засобів є використання в якості основи для конструювання природних метаболітів, що активують власні біоенергетичні процеси і що направляють їх по природному фізіологічному руслу і які гальмують біоенергетичні шляхи утворення АФК. Це γ-бутиробетаїн, його структурний аналог – мілдронат, які володіють нейропротективною, енерготропною, адаптогенною, актопротективною і протиішемічною дією.

Дослідження останніх років довели участь генетично детермінованої програми загибелі клітини в формуванні інфаркту мозку і послужили обґрунтуванням розробки засобів, які регулюють АФК/NO-залежні механізми апоптозу. В якості базової структури для конструювання нейропротекторів з антиапоптичним механізмом дії може служити карнозин, глутатіон, цистеїн. Відомо, що скавенджери NO гальмують IL-1β опосередковану ексайтотоксичність через глутаматні NMDA рецептори, сприяють синтезу iNOS і активують поверхневі адгезівні молекули и 
вільно-радикальне окислення [117, 162, 242]. Все це визначає створення антиоксидантів на основі сполук, що імітують структуру ендогенних скавенджерів NO – низькомолекулярних тіолів, а також гідразинів і гідразонів, що є спіновими пастками для NO.

1.2. Сучасні підходи комп'ютерного забезпечення для віртуального скринінгу
Пошук і створення нових ефективних біологічно активних з’єднань, які відрізняються низькою токсичністю і мінімальним проявом побічних явищ, 
є актуальним завданням охорони здоров’я.

Загальноприйняті методи комп'ютерного прогнозу і скринінгу біологічно активних сполук дуже затратні, трудомісткі, мають низьку специфічність і рідко підтверджуються в доклінічних дослідженнях.

Дослідження закономірностей взаємозв'язку між хімічною структурою з'єднань і їх біологічною активністю (СА) є одним з найбільш важливих напрямків пошуку і розробки лікарських засобів. Ці дослідження дозволяють виявити найбільш значущі в прояві конкретного виду активності або токсичності структурні ознаки хімічних сполук або близьких по структурним ознакам сумарних біологічно активних речовин (БАР) і провести теоретично обгрунтований цілеспрямований пошук з'єднань або сумарних БАР природного або синтетичного походження. Слід зазначити, що найбільш задовольні результати можна отримати при дослідженні індивідуальних хімічних сполук.

Основою для створення лікарських засобів (ЛЗ) є сукупність теоретичних і емпіричних знань про характер біологічної дії хімічних сполук. 
Для накопичення і впорядкування цих знань використовуються різноманітні обчислювальні методи.

Найбільш поширеними в даний час є такі методи аналізу СА.

1. Інтуїтивний підхід заснований на правдоподібних міркуваннях дослідників про вплив структури на біологічну активність речовини. 
Ці міркування багато в чому засновані на методах пошуку подібності, відмінностей і супутніх змін. З такими прикладами можна ознайомитися практично в будь-якій статті з аналізу СА. Однак, можна зустріти і помилкові твердження авторів, засновані на аналізі тільки подібності активних сполук без перевірки відмінності за цими подібним елементам активних і неактивних сполук.

2. Регресійний підхід заснований на використанні методів регресійного аналізу і включає в себе такі відомі підходи, як методи 
Фрі-Вілсона, Хенча і його модифікаціях.

3. Активний експеримент дозволяє планувати цілеспрямований синтез таким чином, щоб мінімізувати число випробувань для отримання найбільш активного з'єднання в даному ряду. При цьому, пошук оптимальної структури проводиться в просторі параметрів, які корелюють з біологічною активністю.

4. Кластер-аналіз використовують для угруповання з'єднань по їх структурі, біологічними властивостями, а також для угруповання заступників по їх фізико-хімічними властивостями.

5. Дискримінантний аналіз і розпізнавання образів. Методи цієї групи дозволяють розділяти на класи активності структурно-гетерогенні з'єднання.

6. Логіко-статистичний аналіз. Методи цієї групи аналізів тісно примикає до алгоритмів дискримінантного аналізу, однак використовують методи представлення та обробки інформації, більш природні для дослідника.

7. Інтерактивний аналіз передбачає використання діалогу між людиною і ЕОМ, дозволяє залучати при аналізі СА додаткову змістовну інформацію і підвищити достовірність аналізу.

8. Моделювання механізму дії лікарських засобів. Ця група включає роботи з моделювання на ЕОМ взаємодії ЛЗ з рецепторами, метаболізму та інших стадій дії ЛЗ.

Всі існуючі методи аналізу СА можна умовно віднести до трьох груп:

1) емпіричні методи, які передбачають систематичний аналіз досліджень біологічної активності, з метою виявлення елементів структури і їх комбінацій, характерних для певного типу біологічної дії на організм тварини;

2) напівемпіричні методи [90, 91, 212, 252], що включають розгляд у вигляді математичних рівнянь конкретних фізико-хімічних характеристик з'єднань, пов'язаних з проявом біологічної активності;

3) теоретичні методи, засновані на квантово-хімічних розрахунках і використовують в якості параметрів в регресійних рівняннях електронні і топологічні характеристики молекул. 

Емпіричний метод малоефективний і передбачає наявність інформації за великим обсягом експериментальних біологічних досліджень, а проведення самого аналізу, заснованого на інтуїтивному підході дослідника, не завжди дозволяє виявити закономірності СА, а найчастіше ці закономірності виявляються статистично недостовірними [17, 18, 40].

Застосування фізичних і фізико-хімічних параметрів з'єднань в поєднанні з різними обчислювальними методами дозволяє встановити закономірності СА на основі дослідження порівняно невеликого ряду споріднених сполук.

Більшість досліджень СА на сучасному етапі, заснованих на використанні методу Хенча з співавт. і його модифікаціях, біологічну активність конкретного ряду з'єднань висловлюють у вигляді функції від фізико-хімічних параметрів, що характеризують структуру цих сполук. Найбільш часто для цих цілей використовують електронні та стеричні ефекти, молярну рефракцію, параметр гідрофобності і ін. [154, 155, 156, 157].

Однак, значимість обраних параметрів для опису конкретного типу дії заздалегідь невідома. Тому дослідникам доводиться випробовувати ряд конкретних рівнянь, отриманих за допомогою регресійного аналізу, які містять різні комбінації параметрів. Далі, на підставі аналізу значимості коефіцієнтів кореляції проводять відбір найбільш оптимального рівняння [254].

З метою скорочення і спрощення розрахунків, а також виключення принципових помилок, необхідно в міру можливості враховувати механізм дії даного ряду сполук в прояві певного виду біологічної активності. 
В іншому випадку, можливо отримання рівнянь з хорошими значеннями коефіцієнтів кореляції і високою статистичною значущістю, але маючих мало спільного з досліджуваним об'єктом або неефективні для здійснення прогнозу.

Так, для попереднього скринінгу часто вдаються до визначення біологічної активності в дослідах in vitro, що дозволяє значно скоротити процес відбору найбільш перспективних структур, полегшує визначення механізму біологічної дії. Однак слід зазначити, що дослідження якісних і кількісних співвідношень СА, як правило, дає задовільні результати в дослідах in vitro і не завжди встановлені закономірності знаходять підтвердження в дослідах in vivo. Очевидно, це пояснюється тим, що неможливо практично повністю відтворити в дослідах in vitro умови живого організму. Незважаючи на ці витрати, дослідження закономірностей СА в дослідах in vitro вносять певний вклад в розвиток цілеспрямованого синтезу і виділення природних біологічно активних сполук.

Незважаючи на існуючі об'єктивні і суб'єктивні складнощі, підхід Хенча не має альтернативи серед напівемпіричних методів, використовуваних для математичного виразу кількісних співвідношень СА. Мабуть це пов'язано з тим, що в основу методу закладені найбільш загальні фізико-хімічні властивості сполук, які, можливо, є основою і в механізмі прояви біологічної активності.

В даний час приділяється все більше уваги розробці і створенню розрахункових методів для використання в кореляційному аналізі СА. 
Так, математична адитивна модель (МАД) заснована на адитивном внеску заступників в прояв біологічної активності і не враховує їх взаємного розташування і взаємного впливу в молекулі [146]. Тому використання МАД часто призводить до необ'єктивних результатів, особливо, при дослідженні полізамещенних структур [177]. Спроби обліку в МАД взаємовпливу заступників представляються більш перспективними, однак, при цьому різко зростає кількість необхідних біологічних досліджень, що природно знижує практичні можливості застосування даного підходу.

Важливе значення при дослідженні СА має найбільш повний і коректний опис структур з'єднань. З цією метою застосовують різні мови вираження хімічної структури, засновані як на фізико-хімічних, так і на квантово-хімічних параметрах.

Найбільш простим і зручним описом структури речовини є його векторне подання, яке має вигляд:

Ck = {Sk1, Sk2, ...... Skn},

де компоненти Skj приймають дискретні значення:

{Skj}, j = 1, ...... Ik.

Як значення Skj можна використовувати структурні фрагменти молекул в ряду споріднених сполук, а також різні фізико-хімічні, електронні, конформаційні характеристики досліджуваних речовин. Для сполук, що відносяться до різних хімічних рядів (класів), відсутність універсальності векторного опису структур, призвела до необхідності розробити підхід, що враховує будову окремих фрагментів молекул, найбільш відповідальних за прояв біологічної активності.

Такий опис структур покладено в основу програмного комплексу СТАРК [64]. 

Подальший розвиток мов представлення структур призвів до створення підходу, заснованого на припущенні, що біологічна дія викликана певними центрами молекули, які названі дескрипторними центрами (ДЦ) (потенційно активних атомів або груп атомів), здатними до взаємодії з біологічним рецептором [2, 53]. Даний підхід називається «фрагментарним кодом суперпозиції підструктур» (ФКСП). Як ДЦ зазвичай використовують гетероатоми, різні циклічні системи, ненасичені зв'язки між атомами та інш. Залежно від структурних особливостей різних з'єднань один і той же атом може представляти різні ДЦ. Таким чином, будь-яке з'єднання можна описати певним набором ДЦ. Відносна простота кодування структур за допомогою ФКСП дозволяє досліджувати великі масиви сполук, що відносяться не до одного ряду, але і до різних класів хімічних речовин.

Недоліком даного підходу є те, що він не дає повної інформації про взаємне розташування ДЦ, що, природно привело до подальшого розвитку мови ФКСП, заснованого на матричному підході до опису структур сполук [22, 103]. В даному випадку будова молекули представляється у вигляді матриці пов'язаності ДЦ (МПДЦ) або неорієнтованим графом, вершини якого представлені ДЦ, а ребра – зв'язки або відстані між ними. При цьому, з'єднання описується в вигляді симетричній матриці:

a11 a12 ... a1n

a21 a22 ... a2n

.     .          .

.     .          .

.     .          .

an1 an2 ... ann

де: aii – номер ДЦ; 
aij – характеристики, що пов'язують i-ий і j-ий ДЦ.

Топологічне уявлення структур дозволяє зберігати в пам'яті ЕОМ і обробляти великі масиви даних з використанням відповідного комплексу програм.

Подальше вдосконалення опису ДЦ пов'язано з урахуванням їх реального просторового розташування. В якості простого опису структур використовують уявлення просторової будови молекул у вигляді кривої радіального розподілу, що враховує декартові координати атомів, за формулою:

Smax
f (r) = 2 / ( (  s M (s) exp (-bs2) sin sr ds, 
0

де: s – кутовий параметр; 
M (s) – молекулярна відстань;

r – міжатомна відстань в молекулі; 
b – середньоквадратична амплітуда коливання кістяка молекули.

Таке подання дозволяє коректно описати структуру молекули і використовувати в цілому метод при встановленні закономірностей СА, що дуже важливо для цілеспрямованого синтезу нових біологічно-активних сполук. Разом з тим, подання молекули у вигляді плоского графа (матриці) також не позбавлене недоліків, тому що враховуються тільки (-зв'язки, а 
(-спряжені зв'язки розраховуються наближено, або ігноруються і зовсім не враховується інформація про стереохімічні особливості молекули.

Подання хімічної структури у вигляді електронно-топологічної матриці суміжності (ЕТМС), засноване на конформаційних і квантово-хімічних розрахунках, дозволяє отримати повну інформацію про розподіл електронної щільності в молекулі сполуки і уніфіковано описати будову різних з’єднань електронною мовою. 

Однак, отримання цих характеристик, особливо для багатоатомних молекул, пов'язане з певними обчислювальними труднощами і з великими витратами машинного часу.

З метою подолання цих труднощів був розроблений композиційний метод розрахунку електронної будови багатоатомних систем [21]. Суть методу зводиться до розчленування великої молекулярної системи на невеликі фрагменти, проведення розрахунку для кожного з них окремо, а потім до стикування їх за певними правилами в єдину молекулу.

Машинна реалізація композиційного методу розрахунку з електронно-топологічним описом хімічної структури дозволяє використовувати його 
для опису закономірностей СА для численних масивів різних класів 
хімічних сполук.

Подальше вдосконалення композиційного методу в поєднанні з програмними комплексами по дослідженню СА дозволить на якісно 
новому рівні вирішувати проблеми конструювання нових біологічно активних сполук. 

Серед численних розрахункових методів, описаних вище, в даний час особлива увага приділяється електронно-топологічному підходу, що враховує електронну будову досліджуваних сполук і дозволяє проводити пошук молекулярних фрагментів – ознак активності – для вирішення завдань з конструювання біологічно активних сполук [103].

1.3. Підходи до створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу скавенджерів NO
Створення нових високоефективних і більш безпечних лікарських засобів засновано на використанні існуючих в даний час матеріальних та інформаційних ресурсів. Понад 160 мільйонів (понад 85 мільйонів унікальних) хімічних сполук синтезовані і доступні сьогодні в вигляді зразків для тестування біологічної активності [111]. Бібліотека згенерованих in silico молекул, що складаються з 17 або меншого числа неводородних атомів, містить 166.4 мільярдів структурних формул [235], що забезпечує практично невичерпні можливості для розробки методів синтезу нових фармакологічно активних речовин. Досліджуваних молекулярних мішеней ліків – близько 
2 тисяч [114], а з урахуванням посттрансляційних модифікацій, альтернативного сплайсингу, білок-білкових взаємодій і наявності різних сайтів зв'язування ліганд-білок число потенційних фармакологічних мішеней перевершує 2 мільйони. Комбінаторика ліганд-білкових взаємодій багаторазово зростає при переході від парадигми "одні ліки – одна мішень" до концепції плейотропних препаратів [160]. Пошук нових перспективних фармакологічно активних речовин є мультикритеріальним завданням, оскільки, поряд з наявністю цільової специфічної активності, необхідно забезпечити мінімум побічних і токсичних ефектів і прийнятні фармакокінетичні характеристики потенційного препарату [183]. Експериментальне тестування десятків мільйонів органічних сполук на тисячі видів біологічної активності практично не можливо, що обумовлює необхідність використання комп'ютерних методів для пошуку і оптимізації нових фармакологічно активних речовин [170]. Застосовувані в даний час в створенні ліків комп'ютерні підходи поділяють на дизайн, заснований на структурі мішені (Structure-Based Drug Design), і дизайн, заснований на структурі лігандів (Ligand-Based Drug Design). Незважаючи на досягнуті успіхи в застосуванні методів, заснованих на структурі мішені, в створенні нових препаратів їх використання обмежене: 

1) необхідністю наявності інформації про просторову структуру макромолекули-мішені, яка доступна далеко не для всіх білків, що представляють інтерес в якості фармакологічних мішеней;

2) динамікою зміни просторової структури білків в ході функціонування, і, зокрема, при утворенні білок-білкових і білок лігандних комплексів; 

3) складнощами визначення біологічно активної конформації для конформаційно-гнучких лігандів; 

4) неоднозначністю вибору оціночної функції енергії зв'язування (scoring function). 

Тому до теперішнього часу для оцінки профілів (спектрів) біологічної активності, що характеризують загальний вплив органічних з’єднань на біологічні об'єкти, значно частіше використовують методи, засновані на структурі лігандів. На відміну від класичних підходів до аналізу кількісних співвідношень структура-активність (Quantitative Structure-Activity Relationships, QSAR), коли моделі QSAR будують і застосовують для прогнозу по відношенню до з'єднань, що належить до одного хімічного класу, оцінка спектрів біологічної активності здійснюється на основі аналізу взаємозв'язків структура-активність для гетерогенних вибірок із застосуванням класифікаційних методів. При цьому на основі експертних оцінок до "активних" (щодо конкретних видів біологічної активності) з'єднань навчальної вибірки відносять з'єднання, тестування яких виконано в різних (але еквівалентних, на думку експертів) умовах експерименту. Десятки прикладів розробки і застосування моделей (Q) SAR по гетерогенним вибіркам речовин наведені в книзі Р. Франке [145]. Згадані роботи, однак, не ставили собі за мету провести комплексну оцінку профілів біологічної активності і були орієнтовані переважно на надмолекулярний рівень видів біологічної активності (антибактеріальна, протигрибкова, антималярійна, цитостатична, спазмолитична, антигіпертензивна, анальгетична і ін.), що відображає переважаючі в той період методики експериментального тестування біологічної активності.

Перші спроби розробки методів комп'ютерного прогнозування різних видів біологічної активності на основі структури речовин, що належать до різних хімічних класів, з метою оцінки профілів біологічної активності були зроблені В. В. Авідоном з співр. [2] в 70-ті рр. XX ст. на основі аналізу подібності [1] і підструктурного підходу [79]. З використанням інформаційного масиву, що містить 7200 біологічно активних сполук, були досліджені можливості прогнозування біологічної активності на основі аналізу подібності [79].

Такий підхід відповідає традиційній логіці хіміків і фармакологів, оскільки він заснований на головній гіпотезі аналізу взаємозв'язків структура- активність: "Подібні структури виявляють подібну дію". При цьому саме схожість оцінювалося по близькості структур двох з'єднань в просторі дескрипторів ФКСП (фрагментарний код суперпозиції подструктур). Як зазначено в цитованій роботі, прогнозування біологічної активності на основі аналізу подібності дозволяє "приписувати" знайденим з'єднанням види біологічної активності, установлені для "еталонних структур", але відрізняються від "канонічного списку", що включає 58 видів активності [79]. З метою економії часу розрахунку в рамках даного дослідження було відібрано підмасив 711 "еталонних" структур з 7200 з'єднань вихідного масиву. При аналізі контрольної вибірки, яка містить 500 хімічних сполук, було показано, що з 158 помилок першого роду (віднесення активних сполук до неактивних), допущених при підструктурному аналізі, були правильно розпізнані на основі аналізу подібності 55 випадків 
(при використанні в якості еталонів всіх 7200 структур вихідного масиву) і 21 випадок (для підмасиву еталонів). Автори прийшли до висновку про доцільність застосування комплексного підходу, що об'єднує результати прогнозу активних сполук за методом підструктурного аналізу і методу аналізу подібності, що особливо важливо в випадку речовин з нових хімічних класів, якщо серед еталонів є хоча б один їх аналог [79].

В цей же час для класифікації хімічних сполук по проявленим ними видам біологічної активності В. Е. Голендер і А. Б. Розенбліт запропонували логіко-структурний підхід, заснований на принципах теорії розпізнавання образів [40, 64]. Частково роботи В. Е. Голендера і А. Б. Розенбліта здійснювалися у співпраці з В. В. Авідоном [80, 253]. В. Е. Голендер і А. Б. Розенбліт вперше реалізували автоматичне кодування структур хімічних сполук дескрипторами ФКСП [79]. Логіко-структурний підхід реалізований в пакеті комп'ютерних програм ОРАКУЛ, з використанням якого був проведений ряд експериментів на основі банку даних по біологічно активним сполукам, що містить 5964 хімічних з'єднання з інформацією по 55 видам біологічної активності. Було показано, що точність розпізнавання активних сполук склала 91 % при ковзному контролі  з виключенням по одному і 80 % для незалежної контрольної вибірки. Слід зазначити, що, хоча авторами справедливо відзначалися недоліки мови ФКСП і пропонувалися альтернативні варіанти дескрипторних мов, в розробленій ними пізніше експертної системі OREX (Optimized Recognizing Expert System) також було використано дескрипторний опис структури, аналогічний мові ФКСП [241].

Роботи В. В. Авідона, А. Б. Розенбліта і В. Е. Голендера з співр. заклали основи для широкомасштабного комп'ютерного прогнозування різноманітних видів біологічної активності і відбору для експериментального тестування найбільш перспективних речовин серед хімічних сполук, що надходили на державну реєстрацію в СРСР [6, 47, 48]. В кінці 80-х рр. XX ст. в рамках системи державної реєстрації нових хімічних сполук було розпочато роботу над створенням нової комп'ютерної програми для прогнозу спектрів біологічної активності органічних сполук, яка згодом отримала назву PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) [11]. В ході її створення були досліджені різні способи опису хімічної структури і методи побудови залежностей структура-активність [32, 50, 82, 86, 139, 140, 214]. 
У роботах [86, 140] наведені детальний опис алгоритму програми PASS, валідації розробленого підходу в різних комп'ютерних експериментах, а також приклади практичного застосування програми PASS з метою пошуку нових фармакологічно активних речовин. У програмі PASS біологічна активність представлена якісним чином (активно/неактивно). Хімічна структура описана у вигляді дескрипторів множинних атомних околиць (Multilevel Neighborhoods of Atoms, MNA) [110]. Алгоритм побудови моделей взаємозв'язку структура-активність на основі речовин навчальної вибірки і прогнозування активності для нових (не включених в навчальну вибірку) речовин заснований на Байєсових оцінках [86, 140].

На основі комп'ютерного прогнозу серед з'єднань з різних хімічних класів знайдені нові фармакологічні речовини, що володіють противиразковою [49], антиоксидантною [118], антиметастатичною [200], ноотропною [128], протизапальною [255] та іншими видами біологічної активності. Продемонстровано придатність програми PASS до виявлення антигіпертензивних [122] і протизапальних [120] речовин з мультитаргетною дією, встановлення нових видів біологічної активності у дозволених до медичного застосування ліків [41, 262] і оцінці механізмів побічної і токсичної дії лікарських засобів [119, 205].

Крім стандартної версії PASS і веб-ресурсу з прогнозування спектрів біологічної активності PASS Online [29, 121, 202, 206, 215, 217] існують ще спеціалізовані види програми: PASS Targets [203, 204], DIGEP Pred 
[130, 131], PASS CLC Pred [115, 201, 268] , SMP [179, 246], SOMP [248, 249], RA [216, 229], MetaTox [165, 180, 181], ADVER-Pred [92, 93], ROSC-Pred [233, 234], KinScreen [172].
Межі застосування прогнозу PASS. Можливості PASS обмежені переліком прогнозованих видів активності, який складено з урахуванням сучасного стану фармакологічної науки, і джерелами даних про результати експериментального дослідження органічних сполук на біологічну активність. Створення нових біологічно активних речовин – область, що динамічно розвивається, постійно зазнає як кількісні, так і якісні зміни. З'являються нові терміни, що характеризують біологічну активність, наприклад, "Drugs Modulating Gene Expression", "Transcription Factor Ligands", "Translation Initiation Factor Inhibitors" [166] або "Modulators of Alternative Splicing" [209], та ін. Ускладнюється розуміння зв'язків між молекулярними механізмами дії і фармакотерапевтичними ефектами що викликаються ними, що призвело до появи і розвитку «мережевої фармакології» [159]. PASS прогнозує можливість прояву біологічної активності конкретним з'єднанням, однак не дозволяє зробити будь-яких висновків щодо величини активності і умов експериментального тестування (доза, шлях введення, біологічний об'єкт, стать, вік і т.п.), при яких ця активність може проявитися. Таким чином, PASS дозволяє звузити область експериментального тестування щодо конкретних сполук, однак будь-який прогноз необхідно підтверджувати експериментом.
Особливу обережність слід проявляти при інтерпретації прогнозованих PASS побічних або токсичних ефектів, оскільки ці ефекти можуть не тільки проявлятися при істотно більш високих, в порівнянні з терапевтичними, дозах, але також можуть спостерігатися у порівняно невеликих груп пацієнтів (відомо, що багато побічних ефектів виникають внаслідок ідіосинкратичних реакцій на прийом ліків) [144, 168, 213, 224, 259, 270].

Слід також підкреслити, що PASS не може передбачити, чи стане конкретна речовина лікарським препаратом, оскільки це залежить від ряду різних факторів.

Необхідність нормалізації структури молекул до виконання прогнозу. У всіх сучасних дослідженнях, спрямованих на комп'ютерний аналіз залежностей «структура-активність», необхідно попередньо «нормалізувати структуру» (прибрати сольовий компонент, нейтралізувати заряди, замінити координаційні зв'язки простими і т.д.) [142, 143]. Однією з широко використовуваних для нормалізації структури молекул є комп'ютерна програма Standardizer фірми ChemAxon [250]. Не всі застосовувані при цьому операції інтуїтивно зрозумілі хімікам-синтетикам, однак їх виконання необхідно для того, щоб забезпечити однорідність подання структурної хімічної інформації як в навчальній вибірці PASS, так і в структурах, які направляються на прогноз їх біологічної активності.

У PASS є додаткові обмеження на аналізовані структури: наявність не менше трьох атомів вуглецю і молекулярна вага, що не перевищує 1250 aem. Ці обмеження пов'язані з необхідністю забезпечити відповідність між молекулами, що направляються на прогноз, і молекулами, що містяться в навчальній вибірці (прогноз повинен виконуватися для молекул, що потрапляють в область застосовності залежностей «структура-активність», представлених в SAR Base).

До недоліків програми можна віднести використання додаткового програмного забезпечення, для нормалізації структури, а також при незадовільному прогнозі пропонується використовувати програму GUSAR для побудови (Q) SAR моделей на основі підготовленої ним навчальної вибірки, заснованої на застосуванні QNA дескрипторів і самопогодженій регресії [94, 108, 129, 221, 223, 225, 226, 227, 231 256, 265].

1.4. Висновки до розділу 1
В дослідженнях останіх років встановлено, що оксидативний стрес відіграє важливу роль в патогенезі більшості захворювань, які є причиною великого відсотка смертності та інвалідності населення. Продукти реакцій оксидативного і нітрозативного стресів є цито- і органотоксичними сполуками і можуть призводити до порушення цілісності мембран, зниження афінності рецепторів, зниження енергпродукуючої функції мітохондрії, порушення селективності іонних каналів, ініціації апоптоза.
Аналіз даних літератури та результатів досліджень показує, що антиоксидантна система відіграє важливу роль в регуляції життєдіяльності організму. Також має місце порушення функціонування антиоксидантної системи при різних захворюваннях. Антиоксиданти мають властивість надавати нормалізуючий вплив на функцію даної системи і, тим самим, проявляють терапевтичний ефект при патологічних станах.

Актуальним завданням охорони здоров’я є пошук і створення нових ефективних біологічно активних з’єднань, які відрізняються низькою токсичністю і мінімальним проявом побічних явищ.

В даний час особлива увага приділяється електронно-топологічному підходу, який враховує електронну будову досліджуваних сполук і дозволяє проводити пошук молекулярних фрагментів – ознак активності – для вирішення завдань з конструювання біологічно активних сполук.

Створення нових високоефективних і більш безпечних лікарських засобів засновано на використанні існуючих в даний час матеріальних та інформаційних ресурсів.

Резюмуючи вищевикладене, можна зробити висновок, про те, що незважаючи на досягнуті успіхи в області конструювання, розробки і створення високоефективних антиоксидантів проблема залишається актуальною. Це пов'язано перш за все з тим, що програми віртуального скринінгу, які широко застосовуються (PASS, Orakul и ін.), не дають чітких значень прогнозу механізму антиоксидантної дії, тобто не прогнозують властивостей скавенджера супероксидрадикала, гідроксидрадикала або NO, а прогнозують тільки наявність/відсутність антиоксидантної активності. Все це вимагає розробки більш селективної програми комп'ютерного прогнозу антиоксидантної активності. З урахуванням ролі нітрозуючого стресу в 
NO-залежних реакціях пошкодження клітини, потрібна програма прогнозу властивостей скавенджера NO. 

РОЗДІЛ 2. 
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Дизайн дослідження (рис. 2.1), всі розрахунково-математичні процедури, статистичний аналіз і розробка комп'ютерної програми виконані на кафедрі медичної і фармацевтичної інформатики Запорізького державного медичного університету (завідувач – д.фарм.н., професор Рижов О.А.). Експериментальна частина роботи виконана на базі навчального медико-лабораторного центру Запорізького державного медичного університету (начальник – д.мед.н., професор Абрамов А. В.) та на кафедрі фармакології та медичної рецептури (завідувач – д.біол.н., професор Бєленічев І.Ф.). Для дослідження було відібрано 122 сполуки похідних ксантину, синтезованих на кафедрі біологічної хімії Запорізького державного медичного університету (завідувачка – д.хім.н., професор Александрова К. В.). Всі дослідження виконані на достатній кількості експериментальних тварин. 

2.1. Дизайн дослідження
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Рис. 2.1. Дизайн дослідження.
Таблиця 2.1 

Лікарські засоби які були використані в дослідженнях in vitro
та in vivo
	№
	Назва лікарського засобу
	Доза/концентрація
	Форма випуску

	1
	N-АЦЦ

Діюча речовина:ацетилцистеїн
Допоміжні речовини: сахароза, кислота аскорбінова, сахарин, ароматизатор. Sandoz.
	10-3 М

10-5 М

10-7 М
	Порошок для орального р-ну 100 мг, 200 мг, 600мг.

	2
	Мексидол

Діюча речовина:

етілметилгідроксипіридину сукцинат 50 мг;

Допоміжні речовини: лактози моногидрат— 97,5 мг; повідон— 25 мг; магнію стеарат— 2,5 мг. ЗАО «ЗиО-Здоровье».
	200 мг/кг
	Таблетки, вкриті плівковою оболонкою, 
125 мг.

	3.
	Пірацетам

Діюча речовина:

2-(2-оксопірролідин-1-ил)-ацетам

Допоміжні речовини:

кремнію діоксид колоїдний - 3 мг.
Шрея Лайф Саенсиз Пвт. Лтд., Індія.
	500 мг/кг
	Таблетки, вкриті плівковою оболонкою, 
400 мг.

	4.
	Мілдронат

Діюча речовина 

Мельдоній (у виді фосфату) – 500 мг

Допоміжні речовини:: крахмал картопляний висушений – 27,2 мг; кремнію діоксид – 10,8 мг; кальцію стеарат – 5,4 мг. Гриндекс АО (Латвія).
	250 мг/кг
	Капсули , 500 мг.


2.2. Методи оцінки антиоксидантної активності по інгібуванню
NO у похідних ксантину in vitro

Методи оцінки антиоксидантної актівності по інгібуванню NO у похідних ксантину in vitro відрізняються високою специфічністю [23, 24, 35]. У наших дослідженнях, виходячи з мети і завдання досліджень, використовувалися метод оцінки АОА сполук in vitro по інгібуванню NO [23] (в п'ятикратної повторності)

Принцип методу. Фотоіндукція нитропруссида натрію супроводжується накопиченням NO•-радікала, про що судять по швидкості окислення аскорбату, вимірюючи оптичну щільність проби при 265 нм.
Проведення дослідження. Безпосередньо перед досвідом готувався 0,08% розчин кислоти аскорбінової і 0,6% розчин нітропрусіду натрію. 
До 2 мл розчину натрію нітропрусиду додавали 1 мл аскорбінової кислоти і 0,5-1 мл досліджуваних речовин (С = 10-6 моль/л). Після перемішування реакцію запускали імерсії від джерела світла 300 Вт з ( = 425 нм протягом 
30 хв. АОА оцінювалі по гальмуванню окислення аскорбату. Концентрацію аскорбату визначали при λ = 265 нм.
АОА вираховували за формулою:
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де: D K – оптична щільність проб без внесення речовин;

DO – оптична щільність дослідної проби.

2.3. Методи оцінки антиоксидантної активності досліджуваних сполук на експериментальних моделях ішемії головного мозку і серця

Для підтвердження ефективності та валідності роботи комп'ютерної програми віртуального скринінгу антирадикальної активності серед похідних ксантину найбільш активну сполуку тестували в дослідах на тваринах при моделюванні гострої ішемії головного мозку і міокарда. Нами з використанням власних методів програмного забезпечення в результаті віртуального скринінгу було відібрано з'єднання – гідразид 8-бензіламінотеофіллініл-7-оцтової кислоти (шифр С-3) з потенційними властивостями скавенджера NO. Експериментальна частина виконана на 261 білому безпородному щурі (самки і самці), масою 140-160 г отриманих з розплідника ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України». Тварини, отримані з розплідника проходили двотижневий карантин в умовах віварію ЗДМУ. Протягом двох тижнів за тваринами спостерігали і відбирали хворих тварин. Для дослідів тварин розбивали на групи методом випадкової вибірки. Тварини перебували в клітинах, які були поміщені в окремі кімнати з режимом день (12 годин), ніч (12 годин) і температурою повітря 18-25° С, вологістю – 50-70 %. Температуру повітря і вологість фіксували щодня і заносили в журнал спостережень. Тварини отримували стандартний раціон віварію (комбікорм, риба, овочі, сир) [23, 24]. Згідно норм біоетики в клітці було п'ять щурів. Всі маніпуляції були проведені згідно з положенням про використання тварин в біомедичних дослідах (Страсбург, 1986 р., зі змінами, внесеними в 1998 р.) та «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» (Київ, 2001), які узгоджені з положеннями «Європейської конвенції по захисту хребетних тварин, яких використовують для експериментальних і наукових цілей». Протоколи експериментальних досліджень і їх результати затверджені рішенням Комісії з біоетики ЗДМУ (протокол № 3 від 6 лютого 2020 р.).
Модель внутрішньомозкового крововиливу
Використовували загальноприйняті в даний час моделі експериментального порушення мозкового кровообігу - внутрішньомозковий крововилив. Внутрішньомозковий крововилив визивали введенням 0,1 мл аутокрові, взятої з хвостової вени, на 100 г ваги тварини в область внутрішньої капсули і стріопаллідарних ядер головного мозку [24]. Операцію виконували під тіопентал-натрієвим наркозом (40 мг/кг), з використанням стереотаксичної техніки. Тварина фіксували в стереотаксіс, скальпелем робили розріз шкіри по лінії сагітального шва від області надбрівних дуг до потиличної області. Отвір в черепі свердлили високошвидкісним бором, захищаючи очі тварини бавовняною тканиною, змоченою фізіологічним розчином. Орієнтирами для вхідного отвору в черепі тварини служили сагітальний шов, вінцевий шов і брегми. Вхідний отвір знаходиться на 1,0 мм допереду і 3,0 мм латеральніше (правіше) брегми. В отвір вводили градуйовану голку на глибину 4,0 мм. Кров, узяту з хвостової вени, повільно вводили шприцом. Потім голку витягували, а отвір в черепі замазували медичним воском. Шкіру на голові ушивали і обробляли розчином йоду. 
Найбільш активну сполуку (далі по тексту С-3) і референс-препарати  вводили внутрішньошлунково за допомогою металевого зонда у вигляді суспензії, стабілізованої Твіном-80, відразу після виходу тварин з наркозу та 1 раз на  добу протягом усього терміну спостереження (4 і 18 діб) в дозі 
100 мг/кг. Препарати порівняння тваринам вводили за аналогічною схемою в наступних дозах: мексидол – 200 мг/кг, пірацетам – 500 мг/кг. Частину тварин виводили з експерименту на 4, а частину – на 18 добу.

Розподіл тварин по групах:

1) інтактна група (хибнооперовані тварини) – 10 тварин;

2) контрольна група – внутрішньомозковий крововилив (ВК) – 
20 тварин;

3) тварини з ВК, які одержували протягом 18 діб щодня С-3 100мг/кг –12 тварин;
4) тварини з ВК, які одержували протягом 18 діб щодня пірацетам 
500 мг/кг – 20 тварин;

5) тварини з ВК, які одержували протягом 18 діб щодня мексидол 
100 мг/кг – 12 тварин;

Модель гострого інфаркту міокарду у щурів

Інфаркт міокарду (ІМ) моделювали поетапним введенням ізадрину і пітуїтрину за схемою: пітуїтрин – 0,5 Ед/кг – внутрішньочеревно, через 20 хв. Ізадрин 100мг/кг – підшкірно [23]. Після 6 годин вводиться ізадрин в тій же дозі. Через добу вводився в тих же дозах ізадрин і пітуїтрин. У роботі використовувався пітуїтрин для ін'єкцій виробництва AB "Endokrininiai" (Литва) і ізадрин виробництва ВАТ "Нижфарм" (Російська Федерація). 
Ця модель відтворює дрібновогнищевий інфаркт міокарду. Тварин виводили з експерименту через 60 хв. після останньої ін'єкції ізадрину під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг). Кардіопротективну активність препаратів оцінювали по зниженню сегменту ST на ЕКГ, зниженню зони некрозу і біохімічним маркерам ішемічного ушкодження міокарду, енергетичного обміну, оксидативного стресу [23, 87].

У цій серії експерименту досліджувані препарати вводили 3-разово протягом доби паралельно з формуванням інфаркту внутрішньошлунково за допомогою металевого зонда за 30 хв. до ін'єкції пітуїтрина і ізадріна: С-3 в дозі 100 мг/кг, мілдронат – 250 мг/кг. У цій серії експерименту було чотири групи тварин:

1) інтактні (10 щурів);

2) контрольні – неліковані з інфарктом міокарда (ІМ) (10 щурів);

3) тварини з ІМ, які отримували С-3, 100 мг/кг (10 щурів);

4) тварини з ІМ, які отримували мілдронат, 250 мг/кг (10 щурів).

Модель гострої робочої гіпоксії

Оцінку антиоксидантної і протиішемічної дії сполуки С-3 оцінювали і в умовах гострої робочої гіпоксії у щурів при фізичному навантаженні на тредбані. Тварин змушували бігти на тредбані до повного виснаження 
(повна відмова від бігу) [23, 36, 87].

Швидкість руху стрічки 50 м/хв., нахил кута – 300. Тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг) в момент максимального виснаження (повна відмова).

Сполуку С-3 вводили внутрішньошлунково за допомогою металевого зонда в дозі 100 мг/кг за 30 хв. до експерименту, референс-препарат мілдронат – за такою ж схемою в дозі – 250 мг/кг. У цій серії експерименту було чотири групи тварин:

1) інтактні – без фізичного навантаження (10 щурів);

2) контрольні – з фізичним навантаженням без введення препаратів 
(10 щурів);

3) тварини з фізичним навантаженням, які одержували з'єднання С-3, 100мг/кг (10 щурів);

4) тварини з фізичним навантаженням, які одержували мілдронат, 250мг/кг (10 щурів).

Також гостру робочу гіпоксію моделювали на тлі попереднього 
(за 30 хв.) введення коронароспастичного агента – пітуїтрина, який вводили внутрішньоочеревинно в дозі 1 Од/кг (по 10 тварин в кожній групі) 
[23, 36, 87]. У роботі використовувався пітуїтрин для ін'єкцій виробництва AB «Endokrininiai» (Литва).

Тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом 
(40 мг/кг) в момент в момент найбільшого виснаження (повна відмова). Кардіопротективну активність оцінювали по зниженню біохімічних маркерів ішемічного пошкодження міокарда.

Сполуку С-3 вводили внутрішньошлунково за допомогою металевого зонда в дозі 100 мг/кг за 30 хв. до експерименту. Референс-препарат мілдронат – за такою ж схемою в дозі – 250 мг/кг. У цій серії експерименту було чотири групи тварин:

1) інтактні – з фізичним навантаженням без введення пітуїтрина 
(10 щурів);

2) контрольні – з фізичним навантаженням на тлі введення пітуїтрина без введення препаратів (10 щурів);

3) тварини з фізичним навантаженням на тлі введення пітуїтрина, які одержували з'єднання С-3 (10 щурів);

4) тварини з фізичним навантаженням на тлі введення пітуїтрина, які одержували мілдронат (10 щурів).

Через 6 годин після формування робочої гіпоксії тварини виводилися з експерименту під тіопентал-натрієвим наркозом (40 мг/кг), у них брали кров з черевної аорти і вилучали серце для біохімічних досліджень.

2.4. Електрофізіологічні дослідження

У тварин реєстрували в стандартних відведеннях ЕКГ під наркозом (тіопентал-натрію 40 мг/кг) [23, 36, 87]. Аналіз ЕКГ проводився на аналізаторі CardioCom-2000plus (ХАІ-медика, Україна). 

2.5. Біохімічні дослідження

Тварин виводили з експерименту під тіопентал-натрієвим наркозом 
(40 мг/кг). Для біохімічніх досліджень забирали кров, серце и головний мозок в залежності від експериментальної моделі. Видалене з щура серце очищали від жиру, сполучної тканини, відрізали судину і двічи промивали 0,15 М KCl (4° С) 1:10 [24]. Відмитий від крові головний мозок поміщали в рідкий азот, подрібнювали. Точну наважку подрібненого до порошкоподібного стану мозку гомогенизували (1:10) при (2° С), в розчині (сахароза – 250 ммоль, трис-HCl-буфера – 20 ммоль, ЕДТА – 1 ммоль (рН 7,4) [23, 24, 76, 83, 102, 175]. Методом диференційного центрифугування на рефрижераторній центрифузі Sigma 3-30k (Німеччина) (+4° С) виділяли цитозольну і мітохондріальну фракції. Центрифугування проводили спочатку 7 хвилин при 1000g, а потім повторно центрифугували протягом 10 хвилин при 14000g [24, 76]. Супернатант зливали і зберігали при -80° С [175]. 

Для отримання безбілкового екстракту тканини головного мозку і міокарда використовували в якості осадителя білка хлорну кислоту (0,6 М), потім надосадову рідину нейтралізували 5,0м калія карбонатом [24, 76, 175].

Інтенсівность оксидативного стресу оцінювали за вмістом маркерів окісної модіфікації білка – альдегідфенілгідразони (АФГ) і карбоксифенілгідразони (КФГ), а також нітротирозину [24]. Антиоксидантну систему захисту головного мозку і міокарда оцінювали за актівністю СОД, глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази, рівню окисленого та відновленого глутатіону [24, 26, 175]. Енергетичний обмін міокарда та головного мозку визначали за вмістом АТФ, АДФ, АМФ, лактату, пірувату, малату, активності малатдегідрогенази (МДГ) [23, 36, 76, 87]. Стан нітроксидергічної системи оцінювали за актівністю NO-синтази (NOS), вмістом нітротирозину, нітратів, концентрацією мРНК iNOS та мРНК еNOS [26]. 

У цітозолі біохімічними методами визначали вміст продуктів окислювальної модіфікації білків (ОМБ) за методом B. Halliwell [24] по реакції з 2,4-дінітрофенілгідразином (2,4-ДНФГ) і утворенням альдегідфенілгідразону (АФГ) і карбоксифенілгідразону (КФГ), при подальшій спектрофотометрії при 274 та 363 нм. Активність СОД вимірювали за методикою І. Чеварі з співавторами в реакційній суміші, що містить феназінметансульфат і нітросиній тетразолій і НАДН [24]. Про активність СОД судили по зміні забарвлення нітросинього тетразолія (НСТ), яка змінюється в залежності від концентрації супероксидрадикала. Чим вище активність СОД, тим менше інтенсивність забарвлення розчину (не відбувається відновлення НСТ). Активність глутатіонпероксидази (ГПР) вимірювали в реакції зі стабільним радикалом гідроперекис трет-бутилу. Активність ГПР оцінювали за невикористаним в даній реакції глутатіоном відновленим, який витрачається при утилізації гидроперекиси трет-бутилу [26]. Глутатіон визначали по реакції з нітропрусидом натрію при 540 нм [23]. Стабільні метаболіти NO визначали по реакції з реактивом Грісса при 540 нм [23].

Активність NOS визначали по зниженню NADPH. При 340 нм в реакції стехіометричного окислення НАДФН в процесі реакції утворення NO з 
L-аргініну. Спад НАДФН, еквімолярний кількості NO, що утворюється [26]. Для точності методики проводять додаткові проби, в які додатково вносять N-нітро-L-аргінін (1мМ) – інгібітор NOS [26]. Активність МВ-КФК в сироватці крови, а також КФК-ЦТ и КФК-мх в міокарді визначали на автоматичному біохімічному аналізаторі Prestige 24i. Концентрацію малату визначали спектрофотометрично за методом по зменшенню НАДН при 
340 нм (метод Hohorst H.J.) [24, 76]. Вміст пірувату визначали за методом Цоха-Лампрехта по спаду НАДН при 340 нм [45]. Вміст лактату визначали 
за методом Hohorst H.J., щодо підвищення НАДН при 340 нм [87]. Активність НАД-залежної малатдегідрогенази (НАД-МДГ) визначали спектрофотометрично в мітохондріальній фракції [76]. Аденілові нуклеотиди визначали в безбілковому екстракті після поділу на тонкому шарі сорбенту, елюацією і визначенням концентрації методом прямої УФ-спектрофотометрії [24, 175]. Вміст сумарних SH-груп визначали спектрофотометрично по реакції з 5,5- дітіо-біс-7-нітробензойною кислотою [26]. Концентрацію аргініну, аспартату, метіоніну, цистеїну визначали в цитоплазмі головного мозку після осадження білка і поділу на тонкому шарі сорбенту, елюацією і визначенням концентрації після забарвлення алоксаном [24, 25]. Концентрацію білка оцінювали за методом Бредфорда. Нітротирозин визначали в цитозольній фракції твердофазним іммуносорбентним сендвідж-методом ELISA (№ HK 501-02 фірми Hycult Biotech) .

Полімеразно-ланцюгова реакція в режимі реального часу.

Для визначення рівня експресії мРНК iNOS і мРНК eNOS використовували ампліфікатор CFX96 TM Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США). Набір реактивів для проведення ПЛР – «Синтол», Росія. Склад для ампліфікації включав в себе барвник SYBR Green, ДНК-полімерази SynTaq з інгібуючими активність ферменту антитілами, по 0,2 мкл прямого і зворотнього спеціфічніх праймерів, 
dNTP- дезоксинуклеозидтрифосфатів, 1 мкл матриці (кДНК). Реакційну суміш доводили до загального обсягу 25 мкл додаванням деіонізованої води. Спеціфічні парі праймерів (5'-3 ') для аналізу досліджуваних і референс 
генів були підібрані за допомогою програмного забезпечення 
PrimerBlast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) і виготовлені фірмою ThermoScientific, США. Ампліфікація відбувалася при таких умовах: ініційована денатурація 95°C – 10 хв; далі 50 ціклів: денатурація – 95°С, 15сек., отжиг праймерів – 58-63°С, 30 сек., елонгація – 72°С, 30 сек. Реєстрація інтенсівності флуоресценції відбувалася автоматично в кінці стадії елонгаціі кожного циклу по каналу автоматично SybrGreen. 
Як референс-ген для визначення відносного значення зміни рівня експресії досліджуваніх генів був використан ген actin, beta (Actb).

Вестернблотінг

Концентрацію bcl-2 і HSP70 в цитоплазматичній або міохондріальній фракціях органів (серце, головний мозок) визначали методом Вестерн-блот аналізу. Білки розділяли в 10% поліакриламідному гелі. Поділ білковіх фракцій проводився шляхом електрофорезу при напрузі 100V, а коли проби досягали межі розділу гелів, то при напрузі 200V. Білки з гелю переносили на нітроцелюлозну мембрану при 100V и 0,35А протягом 60 хв. Після перенесення мембрану поміщали в блокуючий буфер, що містіть 1% розчин бичачого сироваткового альбуміну на 20 годин. Відмиту в 0,1 М фосфатному буфері (рН 7,4) мембрану поміщали в розчин первинних антитіл проти bcl-2 або HSP70 (1:500) (Santa Cruz Biotechnology). Потім інкубували 2 години при 240С. Відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в 0,1 М фосфатному буфері. Після цього поміщали мембрану в розчин ExtrAvidin-пероксидази (SIGMA, USA, кат. No051М4885) в 1% розчин бичачого сироваткового альбуміну (1:1000). Потім інкубували 1 годину та промивали. Для візуалізації мембрану обробляли 3-аміно-9-етілкарбазолом (Sigma, USA, кат. No а6926), в 2,5 мл ДМФА, що містіть 47,5 мл 0,05М ацетатного буфера, рН 5,0, 25мкл 30% пероксиду водню і інкубувалі 5-10 хв. Червоний нерозчинний преципітат характерізує комплекс антиген-антитіло в блоті. Детекцію bcl-2 і HSP70 здійснювалі за допомогою денситометрії в програмі Adobe Photoshop.
2.6. Квантово-хімічні розрахунки

У процесі дослідження проведено квантово-хімічні розрахунки дескрипторів HOMOEnergy (вища зайнята молекулярна орбіталь) і LUMOEnergy (нижча вакантна молекулярна орбіталь) за допомогою програмного комплексу WinMopac (v. 7.2). Оптимізація структури досягалася використанням напівемпіричного методу АМ1 з такими параметрами: Calculation = SinglePoint, WaveFunction = ClosedShell (RHF).

У ході дослідження ми провели квантово-хімічні розрахунки наступних енергетичних дескрипторів молекулярних орбіталей [137]:

· енергія нижчої незайнятої молекулярної орбіталі - E (LUMO);

· енергія найвищої зайнятої молекулярної орбіталі - E (HOMO);

Далі за формулами були розраховані необхідні нам показники:

-показник абсолютної жорсткості молекули (η) розраховували за формулою:
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· показник абсолютної електричної негативності молекули (χ) розраховували за формулою:
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· показник реактивного індексу(ω) розраховували за формулою:
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2.7. Аналіз результатів за допомогою методів математичної статистики

Статистична обробка даних наукових досліджень проводилась з використанням пакету програм «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoftInc., №AXXR712D833214FAN5), а також «SPSS 16.0», «Microsoft Office Excell 2003». Перед застосуванням статистичних критеріїв проводилася перевірка гіпотези про нормальний закон розподілу випадкових величин (за критерієм Shapiro-Wilk та Колмогорова-Смірнова). За умов нормального розподілу встановлення достовірності міжгрупових відмінностей по отриманим даним експериментів проводилося за допомогою параметричного t-критерію Стьюдента. У випадку, коли дані не відповідали законам нормального розподілу, порівняльний аналіз проводили за допомогою непараметричного 
U-критерію Мана-Уітні. Порівняння груп за якісною ознакою проводили за допомогою критерію χ² з аналізом таблиць спряженості. Для порівняння незалежних змінних у більш ніж двох вибірках застосовували дисперсійний аналіз (ANOVA) при нормальному розподілі, або критерій Kruskal-Wallis для розподілу, відмінного від нормального. Для всіх видів аналізу статистично значущими вважали відмінності р<0,05 (95%) [28].
РОЗДІЛ 3. 
МАТЕМАТИКО-ТЕОРЕТИЧНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ СТВОРЕННЯ ПРОГРАМИ ВІРТУАЛЬНОГО СКРИНІНГУ
3.1. Теоретичне обґрунтування, графічні підходи до програмного забезпечення віртуального скринінгу
Пошук кількісних співвідношень структура-властивість заснований на застосуванні цілого ряду молекулярних дескрипторів, основними з яких є: фрагментні дескриптори [273], топологічні індекси [153, 273], фізико-хімічні дескриптори [55, 153], квантово-хімічні дескриптори [153, 171], дескриптори молекулярних полів [125, 153], константи замісників [46], фармакофорні дескриптори [147, 153].

Використання методів квантової хімії для виявлення закономірностей СА дозволяє на більш глибокому рівні описати природу активних фрагментів молекул досліджуваних сполук. Крім того, використання результатів квантово-хімічних розрахунків на відміну від напівемпіричних (фізико-хімічних методів) дозволяє проводити дослідження для більш репрезентативного ряду потенційних лікарських засобів.

Серед численних розрахункових методів в даний час особлива увага приділяється електронно-топологічному підходу, що враховує електронну будову досліджуваних речовин і дозволяє проводити пошук молекулярних фрагментів – ознак активності – для вирішення завдань з конструювання біологічно активних сполук.

Проте, слід зазначити, що велика кількість молекулярних дескрипторів потребує значного машинного часу для їх розрахунку та спеціалізованого програмного забезпечення, яке в більшості випадків мая комперційну, а не відкриту основу.

Для спрощення процесу скринінгу нами була зроблена спроба зменшити кількість молекулярних дескрипторів, необхідних для пошуку потенційних інгібіторів NO-радикалу.

Пошук антиоксидантів-скавенджерів NO обумовлений зловісною роллю цієї активної форми кисню в патогенезі багатьох захворювань серцево-судинної системи, ЦНС, злоякісних новоутвореннях. Показано його участь в реакціях нітрозіруючого стресу, що приводить до зниження ативності ферментів енергопродукуючих систем мітохондрій, формуванню мітохондріальної дісфункції, апоптозу. Одним з найбільш активних нітрозуючих агентів NO-радикала є пероксинітрит. Пероксинітрит взаємодіє з SN, O-групами білків, нуклеїнових кислот та змінює їх структуру, що призводить до втрати чутливості рецепторів (адренергічних, холінергічних, ГАМК, дофаміноергічних), порушенню зворотнього захоплення трансмиттерів в синапсах, що призводить, зокрема в ЦНС, до порушення формування механізмів робочої і просторової пам'яті, підвищенню спонтанної біодектіріческой активності нейронів сенсо-моторної зони і формування епілептогенеза. Пероксинітрит може перетворюватися в залежності від рН середовища і при активації анаеробного гліколізу і формування лактат-ацидозу (ішемія, гіпоксія, фізичне перевантаження) може перетворюватися в найагресивнішу форму кисню – гідроксил-радикал.

З хімічної точки зору пероксинітрит володіє високим окислювальним потенціалом, високою електрофільною і нуклеофільною здатністю, що дозволяє йому реагувати з широким спектром субстратів.

Будучи сильним одно- та двухелектронним окислювачем, пероксинітрит може взаємодіяти з субстратами (S)-сильними відновниками – чотирма основними шляхами (рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Основні шляхи взаємодії пероксинітриту із субстратами.

Маршрути a і b, що мають перший порядок за субстратом та пероксинітритом, характерні для реакцій з участю сульфідів, тіолів, аніонів брому, а також для нуклеофілього приєднання ONOO- до СО2.

Окислення алканів або алкілбезолів протікає через проміжну стадію «предактивації» реагенту з утворенням активних радикальних часток, бірадикалів або металокомплексів з координаційною вакансією. 

Саме за цим механізмом відбувається окиснення алкільних та алкенових С-Н-зв’язків клітинних мембран, арен- та сульфурвмісних білкових фрагментів. Взаємодія пероксинітриту з алкільними частинами молекул відбувається через проміжне утворювання ОН-радикалів, а окислення алкенів – за участю цис-форми ОNООН через циклічний перехідний стан (рис 3.2). 
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Рис. 3.2. Взаємодія пероксинітриту із алкільними частинами молекул.

Сульфіди окислюються пероксинітритом з утворенням сульфоксидов та нітрит-іону. На рис 3.3 представлений механізм взаємодії пероксинітриту з метіоніном. 
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Рис. 3.3. Взаємодія пероксинітриту із метіоніном.

Метіонін, що відіграє ключову роль в переносі електронів в пептидах та білках, окислюється двома шляхами: з утворенням метіонісульфоксиду, та за рахуок одноелектронного окислення з одержанням етилену.

Реакція пероксинітриту з бікарбонатним буфером призводить до утворення нестабільного нітрозопероксикарбонату (рис 3.4), що є основним механізмом розкладу пероксинітриту в біосистемах.
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Рис. 3.4. Взаємодія пероксинітриту з діоксидом вуглецю.

Діоксид вуглецю також має вплив на деякі реакції пероксинітриту. Так, він значно прискорює нітрування аренів, ДНК, етилацетоацетату, каталізує одноелектронне окиснення металокомлпексів, а також йодид-аніону, частково інгібує окислення тіолів, оксигемоглобіну та цитохрому с.
Різноманіття шляхів і механізмів реакцій пероксінітріту і природа його активних центрів визначається на тільки умовами реакції, але й властивостями самих субстратів:

а) при високій реакційній здатності субстратів, коли швидкість їх взаємодії з пероксинітритом вище, ніж швидкість його розпаду, активними частками можуть виступати сама пероксинітритна кислота або її аніон;

б) в разі малоактивних субстратів реалізуються радикальні мехізми за участю ОН-подібних активних часток (гідроксильний радикал, радикальна пара або збуджена форма пероксинітритної кислоти), що доведено на прикладі окислення в м'яких умовах таких інертних молекул як алкани.

Висока реакційність субстратів (в контексті пошуку потенційних інгібіторів активних форм нітрогену) є важливим показником для скринінгу.

Серед усіх елементів інформації, яку можна отримати з власних векторів молекул, найбільш перспективним в цьому аспекті є індекси реактивності Фукуї. 

Органічна молекула має складний енергетичний спектр, що викликано великою кількістю вихідних атомних орбіталей. Але опис особливостей електронної будови будь-яких молекул можна сильно спростити, розглядаючи не всі, а тільки вищу зайняту (ВЗМО або НОМО) та 
нижчу вакантну молекулярні орбіталі (НВМО або LUMO) [185]. Ці орбіталі часто називають граничними, і саме вони в першу чергу визначають реакційну здатність молекулярної частинки. Реакції, що відбуваються з приєднанням електрона до молекули або атака на подвійний зв'язок нуклеофільного реагенту будуть спрямовані на НВМО. У той же час атака електрофільного реагенту буде спрямована на ВЗМО. Нуклеофіли атакують молекули, розміщаючи їх надлишкові електрони (зазвичай орбіталі з одиночної парою) в НВМО. Потім орбіталь, що здійснила атаку одиночною парою бере участь в якості донора електронів, а НВМО – акцептора електронів. Звичайно, тут є симетрія в тому, що нуклеофільна атака 
однієї молекули полягає в електрофільному приєднані іншої молекули.

В теорії Фукуї індекси реактивності розраховуються з використанням коефіцієнтів граничних орбіталей. Індекси нуклеофільної реактивності отримуються з коефіцієнтів НВМО, а електрофільні з ВЗМО. Для атаки вільних радикалів також використовують індекси реактивності.

Виходячи з вищезазначеного, а також хімічної природи активних 
форм нітрогену нами в якості основних дескрипторів були обрані квантово-хімічні показники досліджуваних сполук. 

3.2. Розробка математичного підходу до створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу

Для виявлення закономірностей зв'язку структура-активність нами була розроблена схема електронно-топологічного підходу (рис 3.4) :
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Рис. 3.4. Схема електронно-топологічного підходу 

Далі нами було здійснено реалізацію електронно-топологічного підходу, що включає наступні етапи роботи:

1. Дослідження похідних ксантину.

2. Розрахунок квантово-хімічних характеристик молекул за допомогою програмного комплексу WinMOPAC (c використанням конформаційного аналізу). Створення бази даних по квантово-хімічним параметрам.

3. Дослідження АОА по інгібуванню NO.
4. Розрахунок кореляційної залежності між параметрами квантово-хімічних сполук і АОА по інгібуванню NO.
5. Створення програми віртуального скринінгу на основі алгоритму, що враховує кореляційну залежність квантово-хімічних сполук і АОА по інгібуванню NO. Робочі бази з даними з показниками АОА і квантово-хімічних розрахунків (HOMO, LUMO, η, χ, ω).
6. Написання програми віртуального скринінгу.

Паралельно з цим розраховані показники енергії граничних орбіталей (НВМО, ВЗМО) [137] , які були використані для розрахунку реактивного індексу.

Спочатку необхідно розрахувати показник абсолютної жорсткості молекули ƞ, що визначається за формулою:
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Наступним етапом є визначення показнику абсолютної електричної негативності молекули, що розраховується за формулою:
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Одержані показники можуть буди використані для визначення показнику реактивного індексу:
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Після проведених розрахунків та визначення антиоксидантної активності досліджуваних сполук на моделі інгібування NO-радикалу, необхідно встановити залежність біологічної дії речовин від їх квантово-хімічних дескрипторів та визначити функцію їх залежності. 

Для цього необхідно знайти рівняння регресії, тобто знаходження залежності між значеннями однієї випадкової величини і відповідними їм середніми значеннями іншої випадкової величини. А також визначити тісноту досліджуваної кореляційної залежності. Зокрема, тіснота кореляційної залежності АОА від квантово-хімічного показнику за ступенем розсіювання його значень навколо лінії регресії. Знаходження дескриптору з найменшим розсіюванням дозволить вибрати його в якості основного для реалізації майбутнього програмного забезпечення.
Таким чином, для побудови програмного забезпечення для скринінгу потенційних інгібіторів NO нами були вибрані квантово-хімічні дескпритори. При цьому виходячи з хімічної природи та реакційній здатності активних форм нітрогену особливу увагу слід приділити наступним показникам:

- енергіям вищої зайнятої та нижчої вакантної молекулярних орбіталей, а також індексу реактивності Фукуї.

Окрім знаходження основного алгоритму, важливим аспектом є архітектура програмного забезпечення, а також платформа для його використання. 

Останнім часом наукова спільнота щільно увійшла в Інтернет простір і окупувала його. Інтернет для вченого-дослідника - це не тільки своєрідна бібліотека, але майданчик для наукового спілкування, можливість передавати інформацію, а головне проводити дослідження в віддаленому доступі. 
В зв'язку з цим використання Веб-додатків для прикладної фармакології та фармації вельме актуально і дає можливість провести прогноз ще «не народженим» хімічним сполукам, можливість передбачити їх наукову долю. Вийде з них потенційний препарат чи ні. Багато організацій та наукових центрів переходять з стандартних додатків на веб-додатки, в силу їх перспективності, що підвищує шанси на фінансування їх наукових проектів. 

Веб-додаток – це програма, яка запущена на віддаленому сервері (веб-сайті) і може використовуватися користувачем на будь-якому пристрої 
в тих місцях, де є вихід у всесвітню мережу. Багато сфер життя і інтересів людини перенесено в додатки: бізнес, розваги, дозвілля і багато іншого. Єдиним їх мінусом є можлива несумісність із старими браузерами. Також деякі додатки вимагають проведення певних налаштувань, які впливають на відображення тексту.
Веб-додатки мають ряд переваг над стандартними десктопними додатками. А саме:

· Застосування веб-додатків значно полегшує роботу дослідників від спеціалітста в галузі фармацевтичної інформатики до фармаколога-дослідника. Скоротяться витрати на закупівлю дорогих реактивів, лабораторних тварин і їх утримання, також і це важливо-знизиться потік синтезованих сполук. Перший скринінговий етап буде віртуальний – задумана структура – віртуальний скринінг. В цьому випадку для використання програми потрібен лише комп'ютер з браузером і з'єднання з інтернетом або корпоративною мережею.

· Оновлення веб-додатків досить просте, іноді проходить в автоматичному режимі. Важливе місце має вартість підтримки та обслуговування програмного забезпечення. Його оновлення дуже схоже на його встановлення, тому переваги які були згадані мають місце і в данному випадку. Для того щоб зробити оновлення веб-додатку, його необхідно оновити на тільки  сервері і всі користувачі додатку одразу  можуть починати працювати з останньою версією.

· Веб-додатки є більш універсальними і практичними для кінцевого користувача. Достатньо встановити веб-додаток на сервері, що працює під будь-якою сучасною операційною системою, і користувачі зможуть працювати ним через інтернет на будь-якому комп'ютері або мобільному гаджеті, які працюють під управлінням будь-якої операційної системи. Якісно створені веб-додатки на високому професійному рівні будуть працювати однаково добре в будь-якому популярному браузері.

· Веб-додатки покращюють організацію зберігання даних. Якщо є необхідність звертатися до одних та тих же даних з різних локацій, то набагато легше організувати їх зберігання в одному місці (сервері), замість того щоб розкидати їх по різним базам даних. Завдяки цьому зникає необхідність синхронізації і підвищується ступінь їх захищеності.

Виходячи з вищесказаного актуальним на нашу думку є реалізація програмного забезпечення для скринінгу потенційних інгібіторів 
NO-радикалу у вигляді веб-додатку.

РОЗДІЛ 4. 
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ
1. Оцінка антиоксидантної активності (АОА) по ингібуванню 
NO-радикала

Активні форми кисню (АФК, також звані вільними радикалами кисню) є побічними продуктами сайтів на мітохондріальних комплексах I і III ланцюга перенесення електронів [152, 244]. Вони також грають роль медіаторів важливих внутрішньоклітинних сигнальних шляхів [95]. Збільшення вироблення АФК призводить до розвитку окисного і нітрозуючого стресів. В надлишку АФК сприяють пошкодженню мембран в результаті утворення перекису ліпідів і є частиною сигнальної послідовності, що приводить до апоптозу. Надлишкові АФК також утворюються з багатьох складних джерел, крім пошкоджених мітохондрій, таких як незв'язана синтаза оксиду азоту в клітинах серця та ендотелію, з ксантиноксидази і стимуляції мембранної НАДФН-оксидази [127, 199, 245].

Крім АФК, активні форми азоту також грають складну роль в різних патологічних процесах. Оксид азоту (NO) (утворюється з таких джерел, як L-аргінін за допомогою синтази оксиду азоту), володіє властивостями вільного радикала, які відрізняються від квантово-хімічних властивостей радикалів жирних кислот та активних форм кисню. NO та його квантово-хімічні особливості, механізми взаємодії з різними класами біологічних молекул-переносників привертають увагу хіміків і фармакологів та можуть бути теоретичною основою для розробки антиоксидантів-скавенджерів цієї активної форми [182, 187, 190]. Взаємодія NO з АФК викликає вироблення кількох РФА (реактивні форми азоту), які викликають клітинне пошкодження [187, 257].

Таким чином, пошук сполук, які можна було б використовувати в якості поглиначів NO, є актуальним завданням сучасної фармакології і біохімії. Похідні ксантину є природними гетероциклічними сполуками, що володіють широким спектром біологічних властивостей з високим антиоксидантним потенціалом [104, 109, 164]. Нами були проведені дослідження з виявлення властивостей скавенджерів NO у похідних ксантину.
Структурні формули та данні по антиоксидантній активності усіх сполук (122) знаходяться у додатку Г. 

У розділі представлена тестова  вибірка сполук (табл 4.1).

Таблиця 4.1

Антиоксидантна активність тестованих деяких сполук (n = 10) по ингібуванню NO • -радикала (M ± m)

	З'єднання
	10-3 моль/л
	10-5 моль/л
	10-7 моль/л

	
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%

	1
	1,514 ± 0,066*1
	56,57
	1,115 ± 0,040*1
	15,30
	1,532 ± 0,057*1
	58,43

	2
	1,564 ± 0,054*1
	61,73
	1,233 ± 0,084*1
	27,50
	1,585 ± 0,081*1
	63,91

	3
	1,525 ± 0,055*1
	57,70
	1,323 ± 0,059*1
	36,81
	1,357 ± 0,079*1
	40,33

	4
	1,54 ± 0,074*1
	59,25
	1,133 ± 0,089
	17,16
	1,464 ± 0,08*1
	51,39

	Контроль
	
	
	0,967 ± 0,054
	
	
	

	5
	1,603 ± 0,089*1
	82,16
	1,408 ± 0,079*1
	60,00
	1,385 ± 0,051*1
	57,38

	6
	1,562 ± 0,082*1
	77,50
	1,506 ± 0,091*1
	71,13
	1,356 ± 0,107*1
	54,09

	7
	1,439 ± 0,077*1
	63,52
	1,376 ± 0,076*1
	56,36
	1,371 ± 0,074*1
	55,79

	8
	1,532 ± 0,065*1
	74,09
	1,383 ± 0,067*1
	57,16
	1,396 ± 0,083*1
	58,63

	Контроль
	
	
	0,880 ± 0,024
	
	
	

	9
	1,532 ± 0,055*1
	58,43
	1,072 ± 0,084
	10,86
	1,565 ± 0,088*1
	61,84

	10
	1,445 ± 0,123*1
	49,43
	0,987 ± 0,094
	2,07
	1,544 ± 0,093*1
	59,67

	Контроль
	
	
	0,967 ± 0,054
	
	
	

	11
	1,417 ± 0,056*1
	61,02
	1,515 ± 0,074*1
	72,16
	1,369 ± 0,045*1
	55,57

	Контроль
	
	
	0,880 ± 0,024
	
	
	

	NAC
	0,901 ± 0,092
	2,46
	1,042 ± 0,087
	18,47
	0,981 ± 0,074
	11,53

	Контроль
	
	
	0,880 ± 0,024
	
	
	


Примітка: * – р(0,05 відповідно до контролю, 1 – р(0,05 відповідно до N-АЦЦ.
Метод заснований на фотоіндукції нітропрусиду натрію, що супроводжується накопиченням NO•-радикала. Силу АОА визначали за швидкістю окислення аскорбінової кислоти за допомогою спектроскопічного виміру поглинання зразка при 265 нм. В якості еталонного стандарту ми використовували N-ацетилцистеїн (NAC) [98]. 
Фармакологічним скринінгом АОА in vitro на моделі фотоіндукованого окислення нітропрусида серед 122 похідних ксантину було встановлено, що в діапазоні концентрації 10-7 М - 10-3 М – 46-121 сполука відповідно проявляють властивості скавенджерів NO, із них по силі дії перевершують NAC 46-117 сполук відповідно. (табл.4.1).
АОА досліджуваних сполук знаходилась в межах 49,43%-82,16% 
(при концентрації 10-3 моль/л). Найбільш активним серед всіх досліджених похідних ксантину був амоній-3-бензил-8-метилксантинів-7-ацетат 5, який перевищував показник АОА NAC на 79,60%. При концентрації 10-5 моль/л активність майже всіх з'єднань знижувалася (крім сполуки 11), але більшість з'єднань перевищувало дію стандарту. Зниження концентрації до 10-7 моль/л призводило до зниження антиоксидантних властивостей, але все ж всі з'єднання проявляли активність, яка була вище, ніж ефект N-ацетилцистеїну.

4.2. Квантово-хімічні розрахунки похідних ксантину
Для проведення розрахунку структурні формули були конвертовані у формат mol., для подальшої обробки та проведення розрахунків у програмному комплексі WinMopac (v. 7.2). Оптимізація структури досягалася використанням напівемпіричного методу АМ1 з такими параметрами: Calculation = SinglePoint, WaveFunction = ClosedShell (RHF). За допомогою програмного комплесу розраховані показники HOMOEnergy (вища зайнята молекулярна орбіталь) і LUMOEnergy (нижча вакантна молекулярна орбіталь).

Далі з отриманих даних за формулами були розраховані необхідні показники:

· показник абсолютної жорсткості молекули (η), 
· показник абсолютної електричної негативності  молекули (χ), 

· показник реактивного індексу (ω).

Квантово-хімічні розрахунки усіх сполук (122) та тестованих (11) знаходяться у додатку Ґ та Д, відповідно.
Проведені розрахунки показали, що реактивний індекс досліджуваних сполук знаходився в межах -1,9605-2,9398 eV, а найбільший індекс має амоній-3-бензил-8-метилксантин-7-ацетат 5. Це з'єднання також мало найвищу енергію LUMO.

Слід зазначити, що розраховані параметри вихідних кислот і їх амідів були практично однаковими (додаток Д). Використання амонію і N, 
N-діетіламмонія в якості основи для отримання солей призвело до збільшення енергії як LUMO, так і HOMO з індексом реактивності.

4.3. Встановлення залежності антиоксидантної активності від квантово- хімічних дескрипторів

Дослідження in vitro похідних ксантину показало, що 37,7-99%% сполук в діапазоні концентрації 10-7 М - 10-3 М  к виявляють властивості скавенджера NO. Отримані результати допомагають нам встановити деякі закономірності відносин структура-активність і деяку залежність від енергетичних дескрипторів.

Найбільш вираженими властивостями володіє амоній-3-бензил-8-метилксантин-7-ацетат 5, і це з'єднання також має найвищий індекс реакційної здатності.

Заміна амонію на N, N-діетіламмоній (сполука 6) в якості підстави привела до зниження індексу реактивності на 10,03%. У той же час АОА знизився на 5,6%. Солі бензіламмонія володіли менш вираженими властивостями інгібування NO, ніж солі без ароматичного фрагмента у катіона (сполуки 7 і 8).

Основні структури – 8-метилксантинів-7-оцтова кислота 1 і 2, 
показали середній рівень дії. Додавання амідних груп до їх структурі знижувало антиоксидантні властивості вихідних з'єднань. Таким чином, 
3-(4-метилфеніл)-8-метилксантинів-7-ацетамид 3 показав менш виражений ефект (на 1,99%) у порівнянні з вихідною кислотою 1. Поєднання триазольного кільця з гетероциклом ксантина не робить вираженого впливу на антиоксидантні властивості і реактивний індекс. АОА триазоліл ксантинів 9-11 знаходився в межах 49,43-61,02%, а індекс реактивності становив – 2,5903- -2,9398 eV.
Для встановлення залежності антиоксидантої активності від отриманих  квантово-хімічних дескрипторів були побудовані графіки (рис.4.1-4.9). 
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Рис. 4.1. Залежність АОА (10-3 моль/л) від найнижчої вакантної молекуляpної орбiталі.
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Рис. 4.2. Залежність АОА (10-5 моль/л) від найнижчої вакантної молекуляpної орбiталі.      
[image: image16.jpg]20

10

“‘\o\
< N ° oo %
S o 9 9

(A2) own13

© o o«

CECE

AHTUOKCHAGHTHA aKTHBHICTS (%)




Рис. 4.3. Залежність АОА (10-7 моль/л) від найнижчої вакантної молекуляpної орбiталі.
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Рис. 4.4. Залежність АОА (10-3 моль/л) від вищої зайнятої молекулярної орбіталі.
[image: image18.jpg]EHOMO (eV)

20 40 60

AwTHOKCWAHTHa aKTHBHICTS (%)

80




Рис. 4.5. Залежність АОА (10-5 моль/л) від вищої зайнятої молекулярної орбіталі.
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Рис. 4.6. Залежність АОА (10-7 моль/л) від вищої зайнятої молекулярної орбіталі.
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Рис. 4.7.  Залежність АОА (10-3 моль/л) від індекса реактивності.
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Рис. 4.8. Залежність АОА (10-5 моль/л) від індекса реактивності.
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Рис. 4.9. Залежність АОА (10-7 моль/л) від індекса реактивності.

В ході аналізу результатів дослідженнями було встановлено, що антиоксидантна активність досліджуваних сполук знаходиться в прямій залежності від реактивного індексу. У зв'язку з цим, було вирішено проводити прогноз ймовірної активності сполук на підставі лінійної інтерполяції. Особливо чітко ця залежність проявляється при концентрації 10-3 моль/л (рис 4.10).
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Рис. 4.10. Залежність АОА (10-3 моль/л) від індекса реактивності.

4.4. Алгоритм комп'ютерної програми для віртуального скринінгу NO в ряду азагетероциклів

На підставі отриманих даних був запропонований алгоритм програми віртуального скринінгу (рис. 4.11) :
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Рис. 4.11. Алгоритм комп'ютерної програми для віртуального скринінгу NO в ряду азагетероциклів.
Дані, які будуть вводитися користувачем:

1) Користувач розраховує показники HOMO і LUMO речовини за допомогою програмного комплексу WinMopac (v. 7.2) або аналогічного. Показники HOMO і LUMO є вхідними даними.

2) Визначається показник абсолютної жорсткості:
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3) Визначається показник абсолютної електричної негативності:
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4) Визначається показник реактивного індексу:
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Дані, які будуть внесені в програму (базу даних):

1) Реактивний індекс (розраховані з'єднання)

2) Антиоксидантна активність (розрахована)

3) Коефіцієнт кореляції (розраховані з'єднання):
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4) Загальний коефіцієнт кореляції:
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5) Прогнозована антиоксидантна активність визначається:
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В результаті використання даного алгоритму можливе створення програми для віртуального скринінгу NO в ряду азагетероциклів, яка в результаті своєї роботи буде визначати прогнозовану антиоксидантну активність сполук у відсотках. В якості вхідних даних будуть використовуватися показники HOMO і LUMO. Реалізувати програму найкраще у вигляді веб-додатку – це рішення допоможе скоротити час тестування програми. Надалі ця реалізація приверне більшу кількість користувачів ніж стаціонарна версія.

Згідно алгоритму можливо створення веб-додатку для визначення прогнозованої антиоксидантної активності хімічних сполук. В якості вхідних даних використовуються розраховані квантово-хімічні показники HOMO і LUMO. В результаті програмних обчислень маємо показники абсолютної жорсткості, абсолютної електричної негативності та реактивного індексу. 
На основі показника реактивного індексу розраховується антиоксидантна активність згідно з коефіцієнтом кореляції.

Створення комп'ютерної програми для віртуального скринінгу істотно скоротить час і кошти при дослідженні нових синтезованих сполук. Результати прогнозованої антиоксидантної активності можна отримувати в процентному співвідношенні, використовуючи в якості вхідних даних показники HOMO і LUMO.
4.5. Програма віртуального скринінгу скавенджерів NO в ряду азагетероциклів

Створення веб-додатку було вирішено робити на мові програмування Python [192, 219, 220].
Python – найбільш універсальна і професійна мова, придатна для біології та медицини. Вона може використовуватися для створення комбінаторних бібліотек, опису когнітивних мереж, моделювання реакцій оксидативного стресу, роботи нітроксідергічної системи і активації нітрозуючого стресу. 
На цій мові можна створити модель роботи скавенджера NO.

Серед переваг мови Python можна виділити переносимість написаних програм, на комп’ютери різної архітектури та з різними операційними системами, лаконічність запису алгоритмів, можливість отримати ефективний код програм за швидкістю виконання. Зручність мови Python основане на тому, що вона є мовою високого рівня, має набір конструкцій структурного програмування та підтримує модульність. Гнучкість та універсальність мови Python забезпечує її широке розповсюдження. Мова Python має ряд переваг, а саме: динамічну типізацію, підтримку модульності, підтримку Unicode, підтримку ООП, інтеграцію з C/C++, лаконічний синтаксис, кросплатформеність.

Використані програмні засоби: мова програмування − Python, фреймворк − Django [134, 135], інтегроване середовище розробки − PyCharm [218], база даних − SQLite, сервер − Apache, хмарний сервер −DigitalOcean [132, 133].

Експерементальні та розраховані дані вносяться через адміністраторську панель. При додаванні або зміні цих даних перераховується коефіцієнт, який використовується в розрахунках.

Для початку роботи необхідно  запустити  адміністративну панель 
(рис. 4.12). Після цього внести дані отримані експерементальним шляхом та розраховані дані , а саме: 

· Шифр сполуки

· Реактивний індекс сполуки

· Антиоксидантна активність
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Рис. 4.12. Адміністративна панель з полями для внесення даних.

Після введення цих даних автоматично розрахується коефіцієнт кореляції (рис 4.13). Загалом було занесено дані 122-х досліджуваних сполук, з розрахованим коефіцієнтом кореляції. Надалі ці розраховані коефіцієнти будуть враховуватись для подальших обчислень. 
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Рис. 4.13. Адміністративна панель з внесеними даними.

Після внесення всіх необхідних даних у задані поля, необхідно їх зберегти, та перейти до заповнювання полів наступної сполуки. В ході виконання роботи були внесені та збереженні дані усіх 122-х досліджуємих сполук. Сама по собі програма віртуального скринінгу є веб-додатком. Після преходу на веб-сторінку можно побачити інтерфейс програми (рис 4.14).
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Рис. 4.14 Інтерфейс програми віртуального скринінгу.
Для того щоб отримати прогнозовану антиоксидантну активність у відстоках необхідно ввести дані розрахованих  дескрипторів HOMO та LUMO.

В результаті роботи програми (рис 4.15) вихідними даними є :

· показник абсолютної жорсткості,

· показник абсолютної електричної негативності,

· показник реактивного індексу,

· прогнозована антиоксидантна активність .
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Рис. 4.15.  Результат роботи програми віртуального скринінгу.
4.6. Аналіз залежності антиоксидантної активності від квантово-хімічних показників похідних ксантину за допомогою алгоритмів машинного навчання
Для аналізу залежності антиоксидантної активності від квантово-хімічних показників похідних ксантину за допомогою алгоритмів машинного навчання був використаний ще один молекулярний дескриптор − енергетична щілина (різниця між значеннями HOMO та LUMO).
Імпорт бібліотек

In [126]:

# Pandas and numpy for data manipulation
import pandas as pd
import numpy as np
from pandas_profiling import ProfileReport

# No warnings about setting value on copy of slice
pd.options.mode.chained_assignment = None
pd.set_option('display.max_columns', 60)

# Matplotlib for visualization
import matplotlib.pyplot as plt
%matplotlib inline

# Seaborn for visualization
import seaborn as sns
# Imputing missing values and scaling values
from sklearn.preprocessing import Imputer, MinMaxScaler

# Machine Learning Models
from sklearn.linear_model import LinearRegression

from sklearn.ensemble import RandomForestRegressor, GradientBoostingRegressor

from sklearn.svm import SVR

from sklearn.neighbors import KNeighborsRegressor

# Hyperparameter tuning
from sklearn.model_selection import RandomizedSearchCV, GridSearchCV

# Splitting data into training and testing
from sklearn.model_selection import train_test_split

# Metrcis for prediction result checking
from sklearn.metrics import mean_absolute_error

Обробка даних
Імпортуємо дані з csv файлу (табл. 4.2) і проведемо ED-аналіз
In [127]:

data = pd.read_csv('1.csv', ';')

data.head()

Out[127]:
Таблиця 4.2
Імпортуємі дані з csv файлу
	compound
	HOMO
	LUMO
	rigidity
	negativity
	Reactivity
	Gap
	AOA

	2,3
	-8.77129
	-0.452286
	4.159502
	4.611788
	2.556627
	-8.319004
	48.913333

	2,4
	-8.96839
	-0.351907
	4.308242
	4.660149
	2.520400
	-8.616483
	86.726667

	2,24
	-8.85597
	-0.662058
	4.096956
	4.759014
	2.764029
	-8.193912
	43.433333

	2,25
	-9.09988
	-0.621876
	4.239002
	4.860878
	2.786993
	-8.478004
	51.046667

	2,26
	-8.80240
	-0.582053
	4.110174
	4.692227
	2.678353
	-8.220347
	76.283333


Представлені дані містять наступні атрибути:

1. compound - шифр речовини

2. AOA - антиоксидантна активність у відсотках

3. HOMO - енергія вищої зайнятої молекулярної орбіталі

4. LUMO - енергія нижчої вільної молекулярної орбіталі

5. Gap - енергетична щілина

6. Reactivity - індекс реактивності

7. rigidity - Абсолютна жорсткість молекули

8. negativity - Абсолютна електронегативність молекули

Шифр речовин не становить інтересу для нашого дослідження, тому видалимо його з даних. Проведемо підготовку диних (табл 4.3).
In [128]:

data = data.drop(['compound'], 1)

In [129]:

data.info()

<class 'pandas.core.frame.DataFrame'>

RangeIndex: 117 entries, 0 to 116

Data columns (total 7 columns):

HOMO          117 non-null float64

LUMO          117 non-null float64

rigidity      117 non-null float64

negativity    117 non-null float64

Reactivity    117 non-null float64

Gap           117 non-null float64

AOA           117 non-null float64

dtypes: float64(7)

memory usage: 6.5 KB

Ознаки, а також цільовий показник були означені, як числа з плаваючою крапкою. Додаткових перетворень не потрібно.

In [130]:

data.describe()

Out[130]:
Таблиця 4.3

Підготовка даних
	
	HOMO
	LUMO
	rigidity
	negativity
	Reactivity
	Gap
	AOA

	count
	117.000000
	117.000000
	117.000000
	117.000000
	117.000000
	117.000000
	117.000000

	mean
	-9.135824
	-1.139902
	3.998992
	5.136833
	3.704624
	-7.995923
	38.798291

	std
	0.859102
	1.306124
	0.435566
	1.017181
	2.832747
	0.870615
	22.181809

	min
	-12.301200
	-5.801650
	1.220725
	3.991725
	1.867452
	-8.632549
	-20.256667

	25%
	-9.062970
	-0.886065
	3.972828
	4.683363
	2.635957
	-8.361723
	24.330000

	50%
	-8.901110
	-0.664048
	4.102886
	4.791683
	2.764585
	-8.193912
	36.373333

	75%
	-8.801320
	-0.514267
	4.180861
	4.904787
	2.976975
	-7.945655
	59.130000

	max
	-8.115340
	0.274480
	4.316275
	8.702375
	19.898983
	-2.441450
	88.933333


Проводимо оцінку повноти даних, а також аналіз розподілу ознак і цільового показника

In [131]:

profile = ProfileReport(data, title='Pandas Profiling Report', html={'style':{'full_width':True}})

profile.to_widgets()

Report generated with pandas-profiling.

З отриманого звіту можна зробити наступні висновки:

1. Пропущені дані відсутні

2. Спостерігається висока кореляція між декількома ознаками

3. Цільовий показник АОА має практично нормальний розподіл, в той час як інші ознаки мають явне зміщення

Візуалізуємо попарні залежності між ознаками, а також їх розподіл окремо (рис. 4.16):
In [132]:

sns.pairplot(data)

plt.show()
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Рис. 4.16. Візуалізація попарних залежностей між ознаками, та їх розподіл окремо.
Вивчимо кореляцію між ознаками більш детально (рис 4.17).

In [133]:

checking_attributes = data.drop(['AOA'], 1)

plt.rcParams['figure.figsize'] = (10, 10)

plt.style.use('ggplot')

ax = sns.heatmap(checking_attributes.corr(), annot = True, square=True)

bottom, top = ax.get_ylim()

ax.set_ylim(bottom + 0.5, top - 0.5)

plt.title('Heatmap for the Dataset', fontsize=20)

plt.show()
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Рис. 4.17. Вивчення кореляції між ознаками
Показник негативності має високу кореляцію з показниками енергій вищої зайнятої та нижчої вільної МО. Показник реактивного індексу має сильну кореляцію з показниками енергетичної щілини, абсолютної жорсткості молекули і енергією нижчою вільної молекулярної орбіталі.

Підготовка даних для навчання

Виділимо цільову змінну з даних, а також розділимо дані на навчальну і перевірочну вибірки

In [134]:

# Selecting labels
features = data.drop(['AOA'], 1)

#, 'rigidity', 'negativity', 'Reactivity', 'Gap'
labels = data['AOA'].values

print(features.shape)

print(labels.shape)

(117, 6)

(117,)

In [135]:

train_features, test_features, train_labels, test_labels = train_test_split(features, labels, test_size=0.20, random_state=2)

print(train_features.shape)

print(train_labels.shape)

print(test_features.shape)

print(test_labels.shape)

(93, 6)

(93,)

(24, 6)

(24,)
Підбір моделі

Поставлена задача являє собою задачу регресії (прогноз речового значення). Для цих цілей можна використовувати наступні моделі:

1. Linear Regression

2. Support Vector Machine Regression

3. Random Forest Regression

4. Gradient Boosting Regression

5. K-Nearest Neighbors Regression

Оцінку помилки навчання будемо проводити за допомогою середнього абсолютного відхилення, оскільки її легше інтерпретувати.

Масштабування ознак

Перед тим як ми зможемо побудувати моделі необхідно провести масштабування ознак. Алгоритми лінійної регресії і випадкового лісу не вимагають даної процедури, проте інші методи (наприклад, к-найближчих сусідів) вимагають, оскільки в їх основі лежить розрахунок Евклідової відстані.

Для наших цілей ми будемо використовувати MinMaxScaler

In [136]:

# Create the scaler object with a range of 0-1
scaler = MinMaxScaler(feature_range=(0, 1))

# Fit on the training data
scaler.fit(train_features)

# Transform both the training and testing data
train_features = scaler.transform(train_features)

test_features = scaler.transform(test_features)

Оцінка різних моделей

Підготуємо ряд допоміжних функцій для запуску моделей і їх оцінки

In [137]:

# Function to calculate mean absolute error
def mae(true_labels, predicted_labels):

    return mean_absolute_error(true_labels, predicted_labels)

# Takes in a model, trains the model, and evaluates the model on the test set
def fit_and_evaluate(model, train_features, train_labels, test_features, test_labels):

    # Train the model
    model.fit(train_features, train_labels)

    # Make predictions and evalute
    model_test_pred = model.predict(test_features)

    model_train_pred = model.predict(train_features)

    model_test_mae = mae(test_labels, model_test_pred)

    model_train_mae = mae(train_labels, model_train_pred)

    # Return the performance metric
    return model_test_mae, model_train_mae

Модель лінійної регресії

Результатом роботи даної моделі є помилка 20% на перевірочній вибірці і 16% на навчальній відповідно

In [138]:

lr = LinearRegression()

lr_mae_test, lr_mae_train = fit_and_evaluate(lr, train_features, train_labels, test_features, test_labels)

print('Linear Regression Performance on the test set: MAE = %0.4f' % lr_mae_test)

print('Linear Regression Performance on the train set: MAE = %0.4f' % lr_mae_train)

Linear Regression Performance on the test set: MAE = 20.0076

Linear Regression Performance on the train set: MAE = 16.0950

Модель Регресії з використанням методу опорних векторів
Результатом роботи даної моделі є помилка 18,97% на перевірочній вибірці і 17,47% на навчальній відповідно

In [139]:

svm = SVR()

svm_mae_test, svm_mae_train = fit_and_evaluate(svm, train_features, train_labels, test_features, test_labels)

print('Support Vector Machine Regression Performance on the test set: 
MAE = %0.4f' % svm_mae_test)

print('Support Vector Machine Regression Performance on the train set: 
MAE = %0.4f' % svm_mae_train)

Support Vector Machine Regression Performance on the test set: MAE = 18.9718

Support Vector Machine Regression Performance on the train set: MAE = 17.4767

Модель випадкового лісу
Результатом роботи даної моделі є помилка 23,72% на перевірочній вибірці і 6,94% на навчальній відповідно

In [140]:

random_forest = RandomForestRegressor(random_state=0)

random_forest_mae_test, random_forest_mae_train = fit_and_evaluate(random_forest, train_features, train_labels, test_features, test_labels)

print('Random Forest Regression Performance on the test set: MAE = %0.4f' % random_forest_mae_test)

print('Random Forest Regression Performance on the train set: MAE = %0.4f' % random_forest_mae_train)

Random Forest Regression Performance on the test set: MAE = 23.7254

Random Forest Regression Performance on the train set: MAE = 6.9407

Модель Градієного Бустінга

Результатом роботи даної моделі є помилка 21,98% на перевірочній вибірці і 3,6% на навчальній відповідно

In [141]:

gradient_boosted = GradientBoostingRegressor(random_state=0)

gradient_boosted_mae_test, gradient_boosted_mae_train = fit_and_evaluate(gradient_boosted, train_features, train_labels, test_features, test_labels)

print('Gradient Boosted Regression Performance on the test set: MAE = %0.4f' % gradient_boosted_mae_test)

print('Gradient Boosted Regression Performance on the train set: MAE = %0.4f' % gradient_boosted_mae_train)

Gradient Boosted Regression Performance on the test set: MAE = 21.9783

Gradient Boosted Regression Performance on the train set: MAE = 3.5952

Модель к-найближчих сусідів
Результатом роботи даної моделі є помилка 18,78% на перевірочній вибірці і 14,21% на навчальній відповідно

In [142]:

knn = KNeighborsRegressor()

knn_mae_test, knn_mae_train = fit_and_evaluate(knn, train_features, train_labels, test_features, test_labels)

print('K-Nearest Neighbors Regression Performance on the test set: MAE = %0.4f' % knn_mae_test)

print('K-Nearest Neighbors Regression Performance on the train set: 
MAE = %0.4f' % knn_mae_train)

K-Nearest Neighbors Regression Performance on the test set: MAE = 18.7883

K-Nearest Neighbors Regression Performance on the train set: MAE = 14.2183

Наведений нижче графік (рис 4.18) демонструє, що моделі "опорних векторів" і "к-найближчих сусідів" показують схожі результати на тестовій вибірці і демонструють найменшу помилку (близько 18%).
In [143]:

plt.style.use('fivethirtyeight')

# Dataframe to hold the results
model_comparison = pd.DataFrame({'model': ['Linear Regression', 'Support Vector Machine',

'Random Forest', 'Gradient Boosted',

'K-Nearest Neighbors'],

                                 'mae_test': [lr_mae_test, svm_mae_test, random_forest_mae_test, 

                                 gradient_boosted_mae_test, knn_mae_test],

                                 'mae_diff': [lr_mae_test - lr_mae_train, svm_mae_test - svm_mae_train, random_forest_mae_test - random_forest_mae_train, 

                                         gradient_boosted_mae_test - gradient_boosted_mae_train, knn_mae_test - knn_mae_train]

                                })

# Horizontal bar chart of test mae
model_comparison.sort_values('mae_test', ascending = False).plot(x = 'model', y = 'mae_test', kind = 'barh',

                                                           color = 'red', edgecolor = 'black')

# Plot formatting
plt.ylabel(''); plt.yticks(size = 14); plt.xlabel('Mean Absolute Error'); plt.xticks(size = 14)

plt.title('Model Comparison on Test MAE', size = 20);

[image: image37.png]K-Nearest Neighbors

Support Vector Machine

Linear Regression

Gradient Boosted

Random Forest

Model Comparison on Test MAE

- test

10 15
Mean Absolute Error




Рис. 4.18. Порівняння моделей на тестовій вибірці
Якщо ми перевіримо різницю між помилкою на навчальній і тестовій вибірках, то виявимо, що найбільшу узагальнюючу здатність демонструє модель "опорних векторів", а моделі "випадковий ліс" і "метод градієного бустінга " показують явні ознаки перенавчання (рис. 4.19).
In [144]:

# Horizontal bar chart of test mae
model_comparison.sort_values('mae_test', ascending = False).plot(x = 'model', 
y = ‘mae_diff’, kind = ‘barh’,

                                                           color = ‘blue’, edgecolor = ‘black’)

# Plot formatting
Plt.ylabel(‘’); plt.yticks(size = 14); plt.xlabel(‘Mean Absolute Error’); 
plt.xticks(size = 14)

plt.title('Model Comparison on Difference between Test MAE and Train MAE', size = 20);
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Рис. 4.19. Порівняння моделей на навчальній вибірці
Оптимізація моделі

Ми запускали всі моделі зі стандартними гіперпараметрами, спробуємо поліпшити їх показники за рахунок їх зміни.

Для прискорення підбору параметрів будемо використовувати клас RandomizedSearchCV.

Визначимо допоміжні методи для підбору параметрів і візуалізації результатів.

In [145]:

%pylab inline

def draw_prediction_result(predictor, name):

    pylab.figure(figsize=(16, 6))

    pylab.subplot(1,2,1)

    pylab.grid(True)

    pylab.scatter(train_labels, predictor.predict(train_features), alpha=0.5, color = 'red')

    pylab.scatter(test_labels, predictor.predict(test_features), alpha=0.5, color = 'blue')

    pylab.title(name)

    pylab.xlim(-10,150)

    pylab.ylim(-10,150)

def search_params(estimator, grid, name):

    random_cv = RandomizedSearchCV(estimator=estimator,

                               param_distributions=grid,

                               cv=4, n_iter=25, 

                               scoring = 'neg_mean_absolute_error',

                               n_jobs = -1, verbose = 1, 

                               return_train_score = True,

                               random_state=0)

    # Train the model
    random_cv.fit(train_features, train_labels)

    # Make predictions and evalute
    model_pred = random_cv.best_estimator_.predict(test_features)

    model_mae = mae(test_labels, model_pred)

    train_model_mae = mae(train_labels, random_cv.best_estimator_.predict(train_features))

    draw_prediction_result(random_cv.best_estimator_, name)

    print(f'{name} Performance on the test set: MAE = {model_mae}')

    print(f'{name} Performance on the train set: MAE = {train_model_mae}')

    return random_cv.best_params_

Populating the interactive namespace from numpy and matplotlib
Метод опорних векторів
Оптимізація моделі привела до поліпшення передбачення на навчальній вибірці, проте знизила цей показник на тестовій вибірці 
(рис. 4.20).

In [146]:

hyperparameter_grid = {'kernel': ['rbf', 'sigmoid', 'linear'], 'gamma': [1e-2, 1e-3, 
1e-4, 1e-5],

                     'C': [1, 10, 100, 1000]}

svm = SVR()

params = search_params(svm, hyperparameter_grid, 'Support Vector Machine Regression')

print(params)

Fitting 4 folds for each of 25 candidates, totalling 100 fits

[Parallel(n_jobs=-1)]: Using backend LokyBackend with 12 concurrent workers.

[Parallel(n_jobs=-1)]: Done  26 tasks      | elapsed:    1.3s

[Parallel(n_jobs=-1)]: Done 100 out of 100 | elapsed:    1.4s finished

Support Vector Machine Regression Performance on the test set: MAE = 19.860253861489742

Support Vector Machine Regression Performance on the train set: MAE = 16.09382180667948

{'kernel': 'linear', 'gamma': 1e-05, 'C': 1000}
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Рис. 4.20. Оптимізація моделі  опорних векторів
Модель випадковий ліс
Оптимізація моделі призвела до значного поліпшення узагальнюючої здатності і прибрала перенавчання (рис. 4.21). Показник помилки на навчальній вибірці склав 14,77%, а на тестовій – 17,69%.

In [147]:

# Loss function to be optimized
criterion = ['mae', 'mse']

# Number of trees used in the boosting process
n_estimators = [100, 500, 900, 1100, 1500]

# Maximum depth of each tree
max_depth = [2, 3, 5, 10, 15]

# Minimum number of samples per leaf
min_samples_leaf = [1, 2, 4, 6, 8]

# Minimum number of samples to split a node
min_samples_split = [2, 4, 6, 10]

# Maximum number of features to consider for making splits
max_features = ['auto', 'sqrt', 'log2', None]

# Define the grid of hyperparameters to search
hyperparameter_grid = {'criterion': criterion,

                       'n_estimators': n_estimators,

                       'max_depth': max_depth,

                       'min_samples_leaf': min_samples_leaf,

                       'min_samples_split': min_samples_split,

                       'max_features': max_features}

# Create the model to use for hyperparameter tuning
model = RandomForestRegressor(random_state=0)

params = search_params(model, hyperparameter_grid, 'Random Forrest')

print(params)

Fitting 4 folds for each of 25 candidates, totalling 100 fits

[Parallel(n_jobs=-1)]: Using backend LokyBackend with 12 concurrent workers.

[Parallel(n_jobs=-1)]: Done  26 tasks      | elapsed:    2.0s

[Parallel(n_jobs=-1)]: Done 100 out of 100 | elapsed:    6.9s finished

Random Forrest Performance on the test set: MAE = 17.69312152777778

Random Forrest Performance on the train set: MAE = 14.771351075268825

{'n_estimators': 900, 'min_samples_split': 10, 'min_samples_leaf': 6, 'max_features': 'log2', 'max_depth': 2, 'criterion': 'mae'}
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Рис. 4.21. Оптимізація моделі  випадковий ліс

Модель к-найближчих сусідів
Оптимізація моделі призвела до перенавчання моделі і втрати узагальнюючих властивостей (рис 4.22).

In [148]:

hyperparameter_grid = {

    'n_neighbors': [1, 2, 5, 10],

    'weights': ['uniform', 'distance'],

    'algorithm': ['auto', 'ball_tree', 'kd_tree', 'brute'],

    'p': [1, 2]

}

knn = KNeighborsRegressor()

params = search_params(knn, hyperparameter_grid, 'K-Nearest Neighbors Regression')

print(params)

Fitting 4 folds for each of 25 candidates, totalling 100 fits

K-Nearest Neighbors Regression Performance on the test set: MAE = 19.019623361295242

K-Nearest Neighbors Regression Performance on the train set: MAE = 0.0

{'weights': 'distance', 'p': 1, 'n_neighbors': 10, 'algorithm': 'kd_tree'}

[Parallel(n_jobs=-1)]: Using backend LokyBackend with 12 concurrent workers.

[Parallel(n_jobs=-1)]: Done 100 out of 100 | elapsed:    0.0s finished
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Рис. 4.22. Оптимізація моделі к-найближчих сусідів
Модель градієнтного бустінга
Оптимізація даної моделі призвела до значного поліпшення узагальнюючої здатності і прибрала перенавчання (рис. 4.23). Показник помилки на навчальній вибірці склав 11,81%, а на тестовій – 16,65%, що є кращим показником серед всіх моделей.

In [149]:

# Loss function to be optimized
criterion = ['mae', 'mse', 'friedman_mse']

# Number of trees used in the boosting process
n_estimators = [100, 500, 900, 1100, 1500]

# Maximum depth of each tree
max_depth = [2, 3, 5, 10, 15]

# Minimum number of samples per leaf
min_samples_leaf = [1, 2, 4, 6, 8]

# Minimum number of samples to split a node
min_samples_split = [2, 4, 6, 10]

# Maximum number of features to consider for making splits
max_features = ['auto', 'sqrt', 'log2', None]

learning_rate = [0.1, 0.05, 0.02, 0.01]

# Define the grid of hyperparameters to search
hyperparameter_grid = {'criterion': criterion,

                       'n_estimators': n_estimators,

                       'max_depth': max_depth,

                       'min_samples_leaf': min_samples_leaf,

                       'min_samples_split': min_samples_split,

                       'max_features': max_features,

                       'learning_rate': learning_rate,}

# Create the model to use for hyperparameter tuning
gradient_boosted = GradientBoostingRegressor(random_state=0)

params = search_params(gradient_boosted, hyperparameter_grid, 'Gradient Boosted Regression')

print(params)

Fitting 4 folds for each of 25 candidates, totalling 100 fits

[Parallel(n_jobs=-1)]: Using backend LokyBackend with 12 concurrent workers.

[Parallel(n_jobs=-1)]: Done 100 out of 100 | elapsed:    4.4s finished

Gradient Boosted Regression Performance on the test set: MAE = 16.650380791440956

Gradient Boosted Regression Performance on the train set: MAE = 11.81710831528652

{'n_estimators': 500, 'min_samples_split': 10, 'min_samples_leaf': 1, 'max_features': 'log2', 'max_depth': 2, 'learning_rate': 0.01, 'criterion': 'mae'}

[image: image42.png]"o

‘zn

Gradient Boosted Regression

)

"o




Рис. 4.23. Оптимізація моделі градієнтного бустінга

Висновки

1. В результаті проведеного аналізу нами були перевірені кілька моделей для вирішення задач регресії.

2. Кращими моделями без застосування оптимізації виявилися моделі "опорних векторів" і "к-найближчих сусідів".
3. При оптимізації досліджуваних моделей найкращу узагальнюючу здатність показала модель "градієнтного бустінга" з помилкою в межах 16%. Дана модель може бути використана для предікта антиоксидантної активності на підставі квантово-фізичних показників.

4. Подальше поліпшення якості моделі можливо за рахунок збільшення навчальної та тестової вибірок, а також розширення ознак для поглиблення моделі і поліпшення узагальнюючої здатності.
РОЗДІЛ 5. 
ОЦІНКА ВАЛІДНОСТІ КОМП'ЮТЕРНОЇ ПРОГРАМИ ВІРТУАЛЬНОГО СКРИНІНГУ АОА. ТЕСТУВАННЯ ЗНОВУ СИНТЕЗОВАНИХ СПОЛУК І ДОСЛІДЖЕННЯ ЇХ ФАРМАКОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ
5.1. Оцінка валідності програми віртуального скринінгу

У попередніх розділах нами була виявлена ​​висока антиоксидантна активність похідних ксантину і розраховані квантово-хімічні параметри.

Розроблено і створено програму віртуального скринінгу речовин з потенційною антиоксидантною активністю. Нам було визнано за доцільне випробувати дану програму на знову синтезованих сполуках. З цією метою на кафедрі біологічної хімії Запорізького державного медичного університету було  синтезовано ще додатково 7 нових сполук похідних ксантину під шифрами Е-61, Е-120, Е-122, Е-160, Е-170, Е-172, С-3 (табл 5.1).

Дизайн структури та синтез нових похідних ксантину здійснювався на підставі виявленої нами закономірності залежності між квантово-хімічними параметрами  вивчених сполук та їх АОА по інгібуванню NO.
Таблиця 5.1

Структурні формули нових синтезованих сполук.

	Шифр з’єднання
	Структурна формула

	1
	2

	Е-61
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Продовження таблиці 5.1

	1
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	Е-120
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	Е-122
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	Е-160
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	Е-170
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	Е-172
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	С-3
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Викоистовуючи результати квантово-хімічних розрахунків знов синтезованих сполук, надалі була проведена перевірка за допомогою програми, прогноз їх антиоксидантної активності. (табл 5.2).
Таблиця 5.2

Квантово-хімічні розрахунки нових синтезованих сполук, та прогноз їх антиоксидантної активності за допомогою першої версії програми
	Сполука
	HOMO, eV
	LUMO, 
eV
	Абсолютна жорсткість, eV
	Абсолютна

електронегативність, eV
	Реактивний

індекс, 
eV
	Прогноз АОА, %

	E-61
	-8,85295
	-0,336801
	4,2580745
	4,5948755
	2,479158228
	72.2

	E-120
	-8,82789
	-0,340703
	4,2435935
	4,5842965
	2,476176665
	72.1

	E-122
	-8,78069
	-0,383247
	4,1987215
	4,5819685
	2,500098582
	72.8

	E-160
	-9,02082
	-0,511689
	4,2545655
	4,7662545
	2,669741711
	77.7

	E-170
	-9,13211
	-0,746171
	4,1929695
	4,9391405
	2,909049169
	84.7

	E-172
	-8,8486
	-0,556791
	4,1459045
	4,7026955
	2,667131499
	77.7

	C-3
	-8,69238
	-0,426908
	4,132773
	4,559644
	2,515326
	73,2


В процесі роботи була створена друга, вдосконалена версія програми, за допомогою методів машинного навчання.
У першій версії програми використовували тільки концентрацію 
10-3 моль/л і 2 параметра (дескрипторів HOMO і LUMO).

Для більш точного розрахунку програми віртуального скринінгу нами було прийнято рішення про її удосконалення шляхом розширення бази даних по квантово-хімічним дескрипторам (HOMO, LUMO, абсолютна жорсткість молекули, абсолютна електронегатівність молекули, індекс реактівності, енергетична щіліна) і бази даних по антиоксидантній активності 
(в концентраціях 10-3 моль/л, 10-5 моль/л, 10-7 моль/л). Для цієї версії програми (http://165.22.16.114/search/) були використані алгоритми машинного навчання з використанням моделі "градиентного бустінга".

Данні про квантово-хімічні розрахунки та результати прогнозу антиоксидантної активності другої версії програми наведені в табл. 5.3.
Таблиця 5.3
Квантово-хімічні розрахунки нових синтезованих сполук, та прогноз їх антиоксидантної активності за допомогою другої версії програми з використанням моделі "градіентного бустінга"
	Спо-лука
	HOMO, eV
	LUMO, eV
	Абсолютна жорсткість, eV
	Абсолютна

електронегативність, eV
	Реактивний

індекс, eV
	Energy gap, eV

	Прогноз АОА, %

	E-61
	-8,85295
	-0,336801
	4,2580745
	4,5948755
	2,479158228
	-8,516149

	55,15

	E-120
	-8,82789
	-0,340703
	4,2435935
	4,5842965
	2,476176665
	-8,487187

	56,05

	E-122
	-8,78069
	-0,383247
	4,1987215
	4,5819685
	2,500098582
	-8,397443

	51,26

	E-160
	-9,02082
	-0,511689
	4,2545655
	4,7662545
	2,669741711
	-8,509131

	43,10

	E-170
	-9,13211
	-0,746171
	4,1929695
	4,9391405
	2,909049169
	-8,385939

	40,60

	E-172
	-8,8486
	-0,556791
	4,1459045
	4,7026955
	2,667131499
	-8,291809

	40,37

	C-3
	-8,69238
	-0,426908
	4,132773
	4,559644
	2,515326
	-8,265472
	56,22


Після квантово-хімічних розрахуків була проведена оцінка антиоксидантної активності (АОА) по ингібуванню NO • -радикала цих знов синтезованих сполук (табл. 5.4):

Таблиця 5.4

Антиоксидантна активность по ингібуванню NO • -радикала знов синтезованих сполук (n=10)

	Шифр
	10-3 моль/л
	10-5 моль/л
	10-7 моль/л

	
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Е-61
	1,518±0,001*
	34,21
	1,262±0,002
	11,58
	1,240±0,001
	9,63

	Е-120
	1,856±0,001*
	64,1
	1,548±0,001*
	36,87
	1,422±0,001*
	25,72

	Е-122
	1,915±0,001*
	69,31
	1,823±0,001*
	61,18
	1,625±0,001*
	43,67

	Е-160
	3,863±0,001*
	241,55
	1,751±0,001*
	54,81
	1,065±0,002
	5,83


Продовження таблиці 5.4

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Е-170
	3,554±0,001*
	214,23
	1,616±0,001*
	42,88
	1,304±0,001*
	15,29

	Е-172
	3,685±0,001*
	225,81
	1,457±0,001*
	28,82
	1,429±0,002*
	26,34

	
	
	
	
	
	
	

	Контроль
	1,131±0,002

	С-3
	3,857±0,015
	267,33*
	1,718±0,004*
	63,62
	1,354±0,004*
	28,95

	
	
	
	
	
	
	

	Контроль
	1,050±0,002


Примітка: * − р <0,05 відносно контролю; контроль − проби без внесення досліджуваних тест-зразків.

В дослідах in vitro було підтверджено прогноз о наявності властивостей скведжерів NO у знов синтезованих сполук при викристанні обох версій програм, але більш точним з більш жорсткими критеріями відбору є прогноз програми з використанням методів машинного навчання (метод градієнтного бустінгу).
В результаті проведених досліджень була відібрана активна сполука С-3.
В результаті проведеного експерименту було встановлено, що введення в інкубаційне середовище сполуки С-3 в концентрації (10-3 моль/л, 10-5 моль/л) приводило до зменшення концентрації NO. Таким чином, експериментальні дані не суперечать прогнозам програми. 

Відібрана в результаті комп'ютерного прогнозу і в дослідів in vitro сполука С-3 з властивостями скавенджера NO представляє безперечний інтерес в якості потенційного протиішемічного, антиоксидантного, нейропротективного, кардіопротективного, актопротективного засобу. 
Останнє десятиріччя минулого століття ознаменувалося відкриттями в області нейрофізіології, біохімії, молекулярної біології і імунології, що розширили уявлення про загально біологічну та патологічну роль активних форм кисню (АФК) та монооксиду азоту. Отримано переконливі дані про участь NO в патогенезі серцево-судинних захворювань (інфаркту міокарда, хронічній серцевій недостатності, ішемічного і геморагічного інсультів), ЦНС (хвороба Альцзгеймера, Паркінсона і т.д.) [83, 85].  NO бере участь у формуванні ендотеліальної дисфункції ( предиктора таких грізних захворювань як інфаркт міокарда, інсульти, гіпертонічна хвороба, ЦНС). NO бере участь у багатьох каскадних механізмах апоптозу, особливо індукованій мітохондріальній дисфункції [83]. Тому застосування антиоксидантів-скавенджерів NO в кардіології, неврології для регуляції порушень нітроксидергічної системи і гальмування NO-залежних механізмів нейродеструкції, апоптозу, дисфункції ендотелію ( дуже перспективно і важливо [15, 83, 85]. 
Тому, базуючись на данних попередніх досліджень і результатів програми віртуального скринінгу і для ії більш поглибленого випробування нашої програми було прийняте рішення вивчення антиоксидантної дії С-3 в дослідах in vivo на моделях ішемії головного мозку і міокарду.

5.2. Антиоксидантна і нейропротективна активність сполуки С-3 в дослідах in vitro
Для підтвердження властивостей скавенджера NO у сполуки С-3 ми провели дослідження в дослідах in vitro в суспезії нейронів в умовах моделювання нітрозуючого стресу. З цією метою в суспезію нейронів вносили динітрозольний комплекс заліза (DNIC) в цитотоксичній концентрації 250 мкмоль. DNIC у високих концентраціях є джерелом NO і його цитотоксичних форм, таких, як іон нітрозонія, пероксинітрита і нітроксилу. Ці цитотоксичні форми NO є основними дійовими інструментами нітрозуючого стресу. NO і його цитотоксичні форми пригнічує активність тіолвмісних білків, ферментів, факторів транскрипції, утворюючи нітротіоли. Надлишок NO призводить до мутації ДНК і бере участь в механізмах ініціації злоякісних новоутворень. Пероксинітрит за рахунок нітрозілювання функціональних груп білків може призводити до розриву міжнейрональних зв'язків, сприяючи розвитку когнітивного дефіциту після інсульту, нейроінфекцій, отруєнь нітратами, кетамінової анестезії [10]. Дослідженнямі професора Бєленічева І.Ф. довдено що надлишок NO призводить до взаємодії цього радикала і міді, яка входить до складу СОД, що призводить до втрати її антирадикальної активності. Надлишок NO також негативно, через пригнічення активності NF-kappa B (нітрозуючі його SH-групи) призводить до зниження експресії багатьох ферментів, в тому числі антиоксидантних.
Внесення DNIC у суспезію нейронів призводило до розвитку нітрозуючого стресу. Так, у супензії нейронів контрольної групи виявлялося підвищення рівня нітротирозину на 230%, на тлі пригнічення глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи – зниження ГSH на 68,4%, підвищення його окисленої форми на 321%, падіня активності ГПР на 79,6% і ГР на 74,7%. Внесення DNIC призводило і до падіння концентрації ендогенного цитопротектора HSP70 на 51%. Таким чином, внесення DNIC у суспезію нейронів призводило до ініціювання NO-залежних механізмів нейродеструкції- гіперпродукції NO на тлі зниження рівней відновлених форм глутатіону. Недостатність в нейронах відновленої форми глутатіону може інтенсифікувати протікання нітрозуючого стресу. Отримані дані in vitro, що внесення до суспезії нейронів донаторів NO – солі Ангелі знижує вміст глутатіону [5]. Тіол-дисульфідна система і її глутатіонова ланка контролюють активність нітроксидергічної системи и біодоступність NO. При депривації цієї системи, дефіциті низькомолекулярних тіолів та глутатіону призводить до зниження біодоступності NO, робить беззахисним його від супероксидрадикалу і сприяє його перетворенню в пероксинітрит. Наявність в нейроні досить актівної тіол-дисульфідної системи, достатня концентрація глутатіону формує потужний захист від нітрозуючого стресу. Внесення в суспезію нейронів разом з DNIC сполуки С-3 призводить до зниження в суспензії нітротирозину на 45% і окисленого глутатіону на 53,2% на тлі збільшення концентрації відновленого глутатіону на 43,8% і підвищення активності ГSH-залежних ферментів - ГПР на 337% і ГР на 195%. Варто відзначити, що антиоксидантна дія С-3 відбувається на тлі підвищення концентрації білка теплового шоку 70 кДа на 34,7% (табл.5.5).
Таблиця 5.5
Вплив сполуки С-3 на рівень біохімічних маркерів 
 при додаванні DNIC in vitro (60 хв. спостереження) (М ± m, n = 10)
	Показники
	Інтактна суспензія

нейронів
	Суспензія нейронів з додаванням

DNIC

(250мкМ)

(контроль)
	Суспензія нейронів з додаванням

DNIC + С-3

(10-5)
	Суспензія нейронів з додаванням

DNIC+ мексидол

(10-5)

	1
	2
	3
	4
	5

	Нітротирозин

нм/г білка
	5,51±0,71
	18,1 ± 1,22
	9,8 ± 0,6*1
	12,7± 0,62*

	ГSH, мкм/ г білка
	3,61±0,33
	1,14± 0,11
	1,64 ± 0,08*
	1,45± 0,11*

	ГSSГ, мкм/ г білка
	0,133±0,25
	0,56±0,94
	0,262±0,03*
	0.411±0,02

	ГПР, мкм/хв.*г білка
	30,5± 2,9
	6,2±1,33
	27,1±0,22*1
	12,4± 0,22*

	ГР, мкм/ хв.*г білка
	16,5±0,33
	4,17 ± 0,22
	12,3±1,55*1
	8,76±0,51*

	HSP70, у.о./г білка
	14,7±0,43
	7,2±0,32
	9,7±0,18*
	8,7± 0,21*


Примітки: * − p<0,05 відповідно до контрольної групи, 1 − p<0,05 відповідно до групи з мексидолом, n – кількість тварин в групі.

Експериментальні дані підтверджують результати віртуального скринінгу про наявність у сполуки С-3 властивостей скавенджера NO. Виходячи з цього припущення, можна зробити висновок, що С-3 перериває NO-залежні механізми нейродеструкції в умовах нітрозуючого стресу. Регулююючи рівень NO і його цитотоксичних форм, С-3 здатний знижувати депресію відновленого глутатіону. Відомо, що рівень внутрішньоклітинного ГSH визначає концентрацію HSP70 і депривація відновленого глутатіону in vitro призводить до зниження експресії білка теплового шоку 70кДа. HSP70 є найбільш потужними факторами ендогенної цитопротекції і сприяють не тільки захисту білків від нітрозуючого стресу, але і «виправляють» їх структуру після окислення. Білки теплового шоку 70кДа беруть участь в регуляції роботи компенсаторних мітохондріально-цитозольних шунтів енергії при ішемії. HSP70 виявляють і антиапоптотичні властивості. С-3 опосередковано, через збереження рівня відновленого глутатіону може підтримувати концентрацію HSP70 і впливати на реакції ендогенної нейропротекції. За ступенем зниження показників оксидативного стресу ( нітротирозину, підвищенню активності ГПР, ГР сполука С-3 достовірно перевершує референс-препарат мексидол.
5.3. Антиоксидантна і протиішемічна активність С-3 на моделі інфаркту міокарда

Початок нинішнього століття ознаменувався значним розповсюдженням серцево-судинних захворювань, які посіли 2-3 місце в структурі смертності промислово розвинених країн. Лідируюче місце серед серцево-судинної патології займає ІХС і один з її грізних проявів – інфаркт міокарда [38], тому розробка засобів лікування патологій серцево-судинної системи є актуальною задачею сучасної медицини. Ішемія міокарда виникає при наявності дисбалансу між енергопостачанням міокарда і його метаболічними потребами. При ішемії змінюється біохімізм енергоутворення в кардіоміоцитах, порушуються обмінні процеси, знижується ефективність функціонування клітин, що, в свою чергу, призводить до зниження ефективності роботи серця в цілому [3]. Прогресування ішемії неминуче призводить до незворотнього пошкодження і загибелі клітин і утворення ділянок некрозу ( розвитку інфаркту міокарда, серцевої недостатності, порушень ритму і провідності серця. Основна мета при корекції ішемії міокарда ( усунення (або зменшення) невідповідності між потребою міокарда в кисні і його доставкою [33, 44]. Порушення в дихальному ланцюзі мітохондрій призводить до гіперпродукції АФК і ініціювання оксидативного стресу. У даний час відомо, що активні форми кисню (АФК) беруть участь у пошкодженні кардіоміоцитів і сприяють структурній модифікації їх ліпідного бішару з подальшим ремоделюванням міокарда, що призводить до погіршення його скорочувальної функції [39]. Експериментальними і клінічними дослідженнями доведена доцільність включення антиоксидантів (тіотриазоліну, мексидолу, а-токоферолу і т.д.) у комплексну терапію ІХС: стенокардії, інфаркту міокарда, постінфарктного кардіосклерозу. Виходячи з вищевикладеного, для підтвердження антиоксидантних властивостей сполуки С-3, було важливим вивчити його на моделі інфаркту міокарда.

Експериментальний інфаркт міокарда (ІМ) у тварин характеризувався збільшенням ЧСС у порівнянні з інтактною групою (табл.5.6). Разом з тим, з огляду на особливості експериментальної моделі і дифузний характер ішемічного пошкодження міокарда було виявлено збільшення сегмента ST від ізолінії і депресія амплітуди зубця Т. Курсове введення щурам з ІМ сполуки С-3 призводило до достовірного зниження ЧСС на 22,3 % (при введенні мілдронату на 15 %), зменшення відхилення ST на 78,4% (мілдронат на 68 %), сприяла відновленню до контрольного рівня амплітуди зубця Т, що свідчило про кардіопротективну і протиішемічну дії цієї сполуки. Мілдронат мав менш виражений вплив на показники ЕКГ в умовах ІМ.

Таблиця 5.6
Вплив сполуки С-3 і референс - препарату на показники ЕКГ при експериментальному інфаркті міокарда (ІМ) (M ± m, n = 10)

	Досліджувані показники
	Інтакт

(n = 10)
	ІМ

(контроль)

(n = 10)
	ІМ +

С-3, 100 мг/кг

(n = 10)


	ІМ +

мілдронат,

250 мг/кг

(n = 10)

	Частота серцевих скорочень, уд/хв
	354 ± 12
	475 ± 10
	369 ± 11*
	400 ± 14

	Сумарне

відхилення ST

від ізолінії (мВ)
	0
	218 ± 21
	47 ± 16*


	69 ± 11*



	Амплітуда зубців, мВ
	P
	0,028 ± 0,005
	0,020 ± 0,003
	0,023 ± 0,005
	0,020 ± 0,004

	
	R
	0,21 ± 0,02
	0,23 ± 0,01
	0,21 ± 0,005
	0,23 ± 0,01

	
	T
	0,080 ± 0,007
	0,030 ± 0,003
	0,076 ± 0,01*
	0,045 ± 0,01

	Тривалість інтервалів, мс
	PQ
	39,0 ± 1,7
	31,0 ± 1,4
	37,0 ± 1,6
	34,0 ± 1,7

	
	QRS
	31,2 ± 0,2
	33,8 ± 1,0
	31,8 ± 0,73
	33,0 ± 0,77


Примітки: * − p<0,05 по відношенню до контрольної групи, n – кількість 
тварин в групі.
Загальновідомо, що інфаркт міокарда призводить до гіперпродукції АФК, оксидативного стресу на депривації активності АО-ферментів. При експерементальному ІМ спостерігалося гальмування активності СОД на 59,6 %, ГПР на 56,7 % і підвищення рівня маркерів окисної модифікації білка АФГ на 194,1 %, КФГ на 111,5 % і маркера нітрозуючого стресу ( нітротирозину на 70,1 % в міокарді (табл.5.7). Введення сполуки С-3 тваринам з експериментальним ІМ надавало значний антиоксидантний ефект, що проявлялося в достовірному підвищенні активності СОД на 140 % і ГПР на 118,7 % в цитоплазмі міокарда. Відзначено найбільш виражену позитивну дію С-3 на активність цитозольної СОД – ферменту, що нейтралізує супероксидрадикал і регулює багато АФК-залежних механізмів регуляції, пригнічує запалення, апоптоз, що підвищує біодоступність NO. Введення С-3 призводило і до зниження маркерних продуктів оксидативного і нітрозуючого стресів – АФГ на 61%, КФГ на 48,3% і нітротирозину на 40,9% в гомогенаті міокарда (табл.5.7). Мілдронат виявляв менш виражені антиоксидантні властивості в умовах інфаркту міокарда. Так, введення мілдронату тваринам з ІМ призводило до достовірного зниження АФГ на 29,7%, КФГ на 20,1% в гомогенаті міокарда тварин. Паралельно в міокарді тварин, які отримували мілдронат спостерігали підвищення активності СОД на 47,5% і ГПР на 53,4% 
(р <0,05) (табл.5.7).
Таблиця 5.7

Вплив С-3 і референс-препарату на показники антиоксидантної системи, окисної модифікації білка, при експериментальному інфаркті міокарда

	Досліджувані показники
	Інтакт

(n=10)
	ІМ

(контроль)

(n=10)
	ІМ +

С-3,

100 мг / кг

(n=10)
	ІМ +

мілдронат,

250 мг / кг

(n =10)

	СОД, у.о./мг/хв
	307,6 ± 11,8
	124,0 ± 8,2
	296,9 ± 17,3*1
	183,7 ± 12,4*

	ГПР, мкм/мг/хв
	148,7 ± 11,0
	64,2 ± 4,7
	140,6 ± 11,7*1
	98,5 ± 9,7*

	АФГ, у.о./г білка
	12,0 ± 1,07
	35,3 ± 2,1
	13,8 ± 1,5*1
	24,8 ± 2,7*

	КФГ, у.о./г білка
	8,7 ± 0,39
	18,4 ± 1,05
	9,5 ± 0,94*1
	14,7 ± 1,51*

	Нітротирозин, нм/г тканини
	18,4 ± 1,4
	31,3 ± 2,72
	18,5 ± 1,46 *1
	30,7 ± 2,12


Примітки: * − p<0,05 по відношенню до контрольної групи, 1 * − p<0,05 по відношенню до групи мілдронату, n – кількість тварин в групі.

Антиоксидантні властивості сполуки С-3 розраховані математичними методами прогнозу за допомогою комп'ютерної програми та виявлені методами in vitro [71, 237]. Доведено, що С-3 є, в силу особливостей своєї структури, скавенджером NO [68], що підтверджується зниженням маркера нітрозуючого стресу – нітротирозину в міокарді щурів з ІМ під дією С-3. 
В даний час відомо, що активні форми кисню (АФК), беруть участь у пошкодженні кардіоміоцитів – сприяють структурній модифікації ліпідного бішару їх мембрани, а також білкових структур адренорецепторів, Са++ каналів, що призводить до погіршення скорочувальної функції міокарду [5].
АФК можуть пошкоджувати ендотелій судин і знижувати секрецію оксиду азоту (NO), що веде до поглиблення дисфункції ендотелію [34], що проявляється як посилена вазоконстрикція, гіперкоагуляція і проліферація гладких м'язових клітин [14]. Є переконливі дані про участь оксидативного стресу у формуванні інтерстиціального фіброзу, який вносить вирішальний вклад в розвиток гіпертрофії лівого шлуночка при ХСН. Показано, що основний внесок в цей патологічний процес вносять АФК, що утворені за участю, в основному, НАДФН-оксидази і частково iNOS. Так, утворений НАДФН-оксидазою надлишок супероксид-радикалу сприяє перетворенню NO мітохондрій в пероксинітрит, який підсилює експресію фактора росту фібробластів (FGFb), активує активність матриксних металопротеїназ і активує фактор ядерної транскрипції NF-kB і інфільтрацію запальних клітин. Ці дані свідчать про те, що НАДФН-оксидаза і iNOS можуть бути привабливими мішенями для лікування або запобігання фіброзу. Окислювальний стрес може мати вирішальне значення в активації апоптозу, який, як вважають, є важливим фактором прогресування ішемічної хвороби серця і ХСН, особливо в пізніх стадіях. Збільшення продукції АФК є важливим механізмом у розвитку ендотеліальної дисфункції при ішемічній хворобі серця, яка сприяє системній вазоконстрикції і підвищенню навантаження на серце. Ці порушення зазвичай включають в себе зниження біодоступності NO і можуть бути скориговані введенням антиангінальних препаратів з додатковими антиоксидантними властивостями. Так, моделювання ІМ призводило до порушення в нітроксидергічній системі міокарда і дефіциту NO, який в умовах ішемії міокарда має роль ендотеліопротективного і кардіопротективного фактора, про що свідчило зниження експресії мРНК eNOS на 90 % і підвищення експресії мРНК iNOS на 48 %, зменшення активності та зниження загальної NOS на 56,1 %, зниження продукції стабільних метаболітів оксиду азоту ( нітратів на 51,2 %, на тлі вираженого дефіциту субстрату синтезу ( L-аргініну на 22,6 %. Паралельно реєструвалося і порушення транспорту оксиду азоту (зниження сумарної кількості відновлених тіолів білкових молекул на 40,3 %. Встановлено, що біодоступність NO регулюється тіольними сполуками, які утворюють з ним такі комплекси, як нітрозотіоли і сприяють транспорту NO. Недолік тіольних з'єднань призводить до втрати NO його ендотеліотропних властивостей і сприяє його перетворенню в пероксинітрит [77]. При гострій ішемії міокарда на тлі дефіциту загального пулу відновлених тіолів порушується транспорт NO. Саме в цей період, в умовах оксидативного стресу, АФК взаємодіють з NO, перетворюючи його з молекулярного меседжера в цитотоксичний продукт ( пероксинітрит, про що свідчило підвищення маркера пероксинітріту ( нітротирозину. В умовах нітрозуючого стресу відбувається активація NO-залежних механізмів пошкодження кардіоцітов, погіршення скорочувальної активності міокарда. Концентрація SH-груп в клітині регулюється глутатіонредуктазою. В умовах гострої ішемії міокарда спостерігається гальмування активності ГР на 50,8 %. 
Отримані нами результати змін нітроксидергічної системи міокарда в умовах його гострої ішемії не суперечать загальноприйнятій концепції, а також уявленням про роль дефіциту NO у формуванні дисфункції ендотелію і порушеннь діастолічної функції серця при ішемічній хворобі серця, ХСН, а саме, про роль iNOS в продукції цитотоксичних форм NO, що беруть участь в прямому пошкодженні міокарду. Кардіоміоціти експресують два типу синтази оксиду азоту (NOS): eNOS і iNOS. Активність eNOS регулюється за допомогою контрактильного стану міокарда, в той час як iNOS індукується цитокінами. При ішемії міокарда, під впливом АФК, зменшується експресія eNOS і знижується концентрація необхідних кофакторів NO-синтази, спостерігається дефіцит NO.

Результати декількох досліджень показали, що IL-1в, TNF-а, INF стимулюють синтез NO в кардіоміоцитах шляхом індукції iNOS. Однак, на тлі пригнічення експресії eNOS і активації оксидативного стресу підвищується деградація NO в міокарді і в стінці судин за рахунок його перетворення в пероксинітрит під дією АФК, про що засвідчує збільшення нітротирозину. Цитотоксичні форми NO здійснюють пряму токсичну дію на міокард, активують процеси інтерстиціального набряку і фіброзу, що підсилює негативну інотропну дію NO на міокард і викликає геометричне ремоделювання серця. У разі подальшого підвищення експресії iNOS посилюється цитокін-залежна продукція NO, що призводить до зниження контрактильності. Перемикання фенотипу фібробластів на міофібробласти обумовлено трансформуючим фактором зростання бета-1 (TGF-b1) експресія якого регулюється АФК і NO, зокрема пероксинітрита і пов'язано з початком експресії ними гладенько-м'язового альфа-актиніну (a-SMA) і десміну. Отримано дані про кореляційну залежність експресії TGF-b1 від активності iNOS і НАДФН-оксидази [97]. Ці спостереження свідчать, що формування ішемії міокарда протікає на тлі пригнічення експресії eNOS, що володіє вираженим кардіопротективним ефектом і посиленням експресії іNOS, яке бере участь в реалізації програми апоптозу опосередковано через активацію нітрозуючого стресу. Іншими авторами показано, що не менш важливим наслідком ішемії міокарда є втрата таких опосередкованих NO ефектів як пригнічення проліферації клітин, агрегації тромбоцитів і, головне, ( пригнічення активації моноцитів так званими молекулами адгезії. Останній механізм грає істотну роль в реалізації феномену імунозапальної активації. 
У розвитку останнього феномену істотним фактором виступають різноспрямовані зміни експресії двох ізоформ NOS ( ендотеліальної (зменшення, про що йшлося вище) і індуцибельної (зростання). iNOS, на відміну від eNOS, не вимагає Са2+ і кальмодуліну для свого синтезу і продукує NO в концентраціях, що перевищують ті, які утворюються під впливом eNOS. Крім того, на відміну від ендотеліальної, індуцибельна 
NO-синтаза експресується лише в патологічних умовах ( у відповідь на активацію прозапальних цитокінів і АФК.
Введення тваринам з ІМ сполуки С-3 призводить до нормалізації експресії мРНК eNOS і мРНК iNOS в міокарді. Так, було відмічено підвищення експресії мРНК eNOS під дією С-3 в 6,9 разів і до зменшення експресії мРНК iNOS на 92,7 %. Наслідком цієї дії стало підвищення активності загальної NOS на 42 %. Як, видно, С-3, регулюючи урівень АФК, здатний впливати на АФК-залежні механізми регуляції експресії мРНК NOS. Не виключена можливість і прямої протективної дії С-3 на NOS від окисної модифікації. С-3 здійснює вплив і стосовно транспорту NO за рахунок збереження SH-вмістних сполук. Так, введення С-3 тваринам з експериментальним інфарктом міокарда підвищує рівень SH-вмістних сполук на 48% в цитоплазмі міокарда. Подібна дія забезпечується за рахунок прямої антиоксидантної дії С-3, а саме − за рахунок його властивостей спінової пастки АФК. Також зростання загальних тіолів при введенні 
С-3 може забезпечуватися за рахунок підвищення активності глутатіонредуктази в цитоплазмі міокарда на 124,7 % (табл. 5.8)
Таблиця 5.8 
Вплив С-3 і референс - препарату на показники синтезу, метаболізму і транспорту NO в міокарді при експериментальному інфаркті (M ± m)
	Досліджувані показники
	Інтакт

(n = 10)
	ІМ

(Контроль)

(n = 10)
	ІМ + С-3,

100 мг/кг

(n = 10)
	ІМ +

мілдронат,

250 мг/кг

(n = 10)

	Активність NOS, нМ/мг/хв
	32,4 ± 2,28
	15,0 ± 2,16
	21,3 ± 2,12*1
	16,5 ± 1,07

	L-аргінін,

мкМ/г
	9,3 ± 0,94
	7,19 ± 0,69
	9,1 ± 0,4*
	7,00 ± 0,57

	Відновлені SH-групи, мкМ/г 
	151,8 ± 12,9
	90,2 ± 5,6
	134,0 ± 12,6*1
	95,7 ± 9,5

	Активність

глутатіонредуктази,

мкМ/мг/хв
	18,9 ± 1,12
	9,3 ± 0,63
	20,9 ± 0,20*1
	14,3 ± 1,37

	Метаболіти NO, мкМ/г білка
	18,9 ± 1,6
	9,21 ± 0,87
	16,5 ± 1,80*1
	9,45 ± 0,89


Примітка: * − p<0,05 по відношенню до контрольної групи, 1 − p<0,05 по відношенню до групи мілдронату, n – кількість тварин в групі.
Крім того, ми припускаємо, що сполука С-3 проявляючи властивості спінової пастки NO [69, 74], може виступати в якості транспортної молекули. Однак, ці гіпотези потребують більш ретельного експериментального підтвердження.

Нами встановлено, що введення мілдронату в умовах ІМ не впливає на експресію мРНК еNOS і призводить до подальшого підвищення експресії мРНК iNOS в міокарді експериментальних тварин. Отримані дані відповідають уявленням про вплив мілдронату на систему NO міокарда при його ішемії або токсичному пошкодженні. Експериментально встановлено, що мілдронат не впливає на щільність eNOS-позитивних клітин, але достовірно збільшує щільність iNOS-позитивних клітин в серці тварин з інфарктом міокарда (табл. 5.9). При цьому рівень стабільних метаболітів NO і нітротирозину залишається на рівні контрольної групи. Виявлений ефект препарату може бути обумовлений тим, що мілдронат, опосередковано через підвищення концентрації гамма-бутиробетаїну, здатний впливати на регуляцію NFkB і експресію iNOS.

Таблиця 5.9 

Вплив С-3 і референс - препарату на показники експресії мРНК eNOS і мРНК iNOS в міокарді при експериментальному інфаркті (M ± m)

	Група

тварин
	Експресія мРНК eNOS, у.о.
	Експресія мРНК iNOS, 

у.о.

	Інтакт 

(n = 10)
	1,00 ± 0,0105
	1,00 ± 0,012

	ІМ

(Контрольна)

(n = 10)
	0,102 ± 0,001
	1,48 ± 0,011

	ІМ + С-3, 100 мг/кг

(n = 10)
	0,71 ± 0,005*1
	1,07 ± 0,001*

	ІМ +

мілдронат, 250 мг/кг

(n = 10)
	0,179 ± 0,007
	1,51 ± 0,012


Примітки: * − p<0,05 по відношенню до контролю, 1 − p<0,05 по відношенню до мілдронату, n – кількість тварин в групі.

Моделювання інфаркту міокарда супроводжується типовими ішемічними порушеннями, в т.ч. енергетичного метаболізму ( активації гліколізу, дискоординації в циклі Кребса, виснаження субстратів окислення, гальмування компенсаторних шунтів енергії, і до дефіциту макроергічних фосфатів. Так, в гомогенаті серця щурів з експериментальним ІМ реєстрували значне зниження АТФ і АДФ на тлі підвищення АМФ. Спостерігалася і дискоординація в циклі Кребса, про що свідчило зниження концентрації малату і ізоцитрату. Пригнічення аеробної продукції енергії компенсувалась активацією аеробного гліколізу, про що свідчило підвищення лактату. Однак, він повністю не забезпечує енергетичні потреби міокарда в умовах ішемії. Отримані нами результати відповідають загальноприйнятим уявленням про порушення енергозабезпечення міокарда в умовах ішемії [23]. На тлі зниження аеробного окислення в мітохондріях і зменшення АТФ знижується коефіцієнт АТФ/АДФ + АМФ, при низькому співвідношенні якого активується гексокіназа, що дозволяє різко збільшити пропускну здатність реакцій гліколізу, завершується утворенням тільки 2 молекул АТФ і накопиченням лактату. Серед причин формування енергетичного дефіциту в умовах ішемії міокарда розрізняють оксидативний стрес, порушення біосинтезу NO, продукція його цитотоксичних дериватів, розвиток нітрозуючого стресу, що призводить до окислювального пошкодження мітохондрій [51].

Відомо, що при пошкодженні мітохондрій вільними радикалами, насамперед, страждає енергопродукуюча функція цих органел і знижується рівень АТФ в клітині, посилюється анаеробний гліколіз і підвищується рівень лактату з розвитком метаболічного ацидозу. При цьому пошкоджені мітохондрії робляться активними джерелами активних форм кисню (АФК) [51]. Під дією утворених мітохондріями АФК відбувається посилення відкриття циклоспорин А-залежних мітохондріальних пор, а також посилюється АФК/NO-залежні механізми експресії факторів, що ініціюють апоптоз. 
Призначення тваринам з ІМ сполуки С-3 призводило до посилення продукції АТФ на 52% за рахунок інтенсифікації аеробних процесів. 
Слід підкреслити, що підвищення рівня АТФ в міокарді тварин з ІМ, які отримували С-3, відбувалося на тлі збільшення АДФ на 138,6% і зменшення вмісту АМФ на 48,1% (табл 5.10).
Таблиця 5.10
Вплив С-3 і референс-препарату на вміст аденілових нуклеотидів в серці щурів при експериментальному інфаркті міокарда (M ± m)
	Досліджувані

показники
	Інтакт
	ІМ

(контроль)
	ІМ + С-3,

100 мг/кг
	ІМ +

мілдронат,

250 мг/кг

	АТФ, мкм/г
	2,87 ± 0,097
	1,75 ± 0,14
	2,66 ± 0,12*
	2,28 ± 0,11*

	АДФ, мкм/г
	0,765 ± 0,067
	0,285 ± 0,02
	0,680 ± 0,05*
	0,524 ± 0,06*

	АМФ, мкм/г
	0,12 ± 0,014
	0,22 ± 0,014
	0,114 ± 0,013*
	0,144 ± 0,008*


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контрольної групи, 1 − р<0,05 по відношенню до групи мілдронату.

Сполука С-3 обмежувала активність малопродуктивного анаеробного гліколізу в умовах ішемії, про що свідчило зниження рівня лактату на 48,4%. (табл. 5.11). При цьому сполука С-3 підвищувала окислення в циклі Кребса на дикарбоновій ділянці, про що свідчило підвищення рівня малату на 112%. Сполука С-3 не впливало на окислювальні процеси на трикарбоновій ділянці циклу Кребса. Вміст ізоцитрату в міокарді тварин з ІМ, які отримували С-3 не відрізняється від аналогічного показника нелікованих тварин. Цікавим моментом енерготропної дії С-3 був його вплив на компенсаторні цитозольно-мітохондріальні шунти енергії в міокарді в умовах ішемії. Виходячи з отриманих результатів дослідження можна припустити, що введення С-3 може призводити до активації малат-аспартатного човникового механізму, який може служити додатковим джерелом енергії для скорочувальної роботи міокарда в екстремальних ситуаціях (ішемія, гіпоксія, надмірні фізичні навантаження). Малат-аспартатний шунт забезпечує в умовах ішемії та гіпоксії перенесення НАДН в цитоплазмі при активації гліколізу в мітохондрії, який використовується для перетворення щавлевооцтової кислоти в малат. Потім цей малат проходить в мітохондрії і сприяє переносу, а-кетоглутарата. Мітохондріальний малат перетворюється в щавлевооцтову кислоту при цьому утворюється НАДН, який бере участь в роботі електронно-транспортного ланцюга і утворення АТФ. Новоутворена з малату щавелевооцтова кислота перетворюється в а-кетоглутарат і аспартат. а-кетоглутарат йде з мітохондрій в обмін на малат, а аспартат обмінюється на глутамат. Перенесення відбувається за рахунок градієнта глутамату і високого внутрішньомітохондріального відношення глутамат/аспартат. Співвідношення НАДН/НАД+ і малат/щавелевооцтова кислота регулюється малатдегідрогеназою (МДГ). Нами виявлено пригнічення малат-аспартатного механізму в міокарді щурів при моделюванні ІМ. Так, в міокарді щурів з ІМ активність МДГ була знижена на 55,1%, зменшення рівня малату на 65,8%, аспартату на 18,9% і глутамату на 33,4%. Сполука С-3 призводила до достовірного підвищення активності МДГ в ішемізованому міокарді на 109%, збільшення вмісту малату на 112,3% і глутамату на 33,3%. Варто відзначити, що введення С-3 не впливало на концентрацію аспартату в міокарді щурів з ІМ. Введення С-3 призводило до достовірного підвищення активності мітохoндріальної креатинфосфокінази на 76,7% (КФК-мх) і цитозольних креатинфосфокінази на 40,2% (КФК-ЦТ) (табл. 5.11).
Таблиця 5.11
Вплив С-3 і референс-препарату на показники енергетичного обміну і малат-аспартатного шунта при експериментальному інфаркті міокарда (M ± m)
	Досліджувані

показники
	Інтакт
	ІМ

(Контроль)
	ІМ + С-3,

100 мг/кг
	ІМ +

мілдронат,

250 мг/кг

	Лактат, мкм/г
	2,86 ± 0,17
	6,67 ± 0,38
	3,44 ± 0,57*1
	8,04 ± 0,22*

	Піруват, мкм/г
	0,174 ± 0,037
	0,107 ± 0,011
	0,152 ± 0,09
	0,137 ± 0,018

	Ізоцитрат, мкм/г
	0,71 ± 0,035
	0,427 ± 0,011
	0,520 ± 0,053
	0,475 ± 0,061

	Малат, мкм/г
	0,717 ± 0,033
	0,245 ± 0,016
	0,52 ± 0,025*1
	0,278 ± 0,025

	МДГ, мкм/г/хв
	6,89 ± 0,33
	3,09 ± 0,12
	6,46 ± 0,43*1
	3,884 ± 0,094

	Глутамат, мкм/г
	24,8 ± 1,36
	16,5 ± 0,09
	22,07 ± 1,79*
	17,0 ± 1,16

	Аспартат, мкм/г
	15,3 ± 1,33
	12,4 ± 1,14
	14,7 ± 1,68
	12,3 ± 1,93

	КФК-ЦТ, мкм/мг/хв
	1,147 ± 0,02
	0,811 ± 0,015
	1,137 ± 0,07*
	0,966 ± 0,049

	КФК-мх, мкм/мг/хв
	0,78 ± 0,023
	0,409 ± 0,023
	0,723 ± 0,049*
	0,582 ± 0,066*

	МВ-КФК, ммол/л/год
	0,05 ± 0,001
	0,194 ± 0,011
	0,068 ± 0,006*1
	0,119 ± 0,003*


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контрольної групи, 1 − р<0,05 по відношенню до групи мілдронату. 

Виявлений факт свідчить про те, що введення С-3 призводить до збільшення транспорту енергії і її утилізації скорочувальними структурами міокарда. Мілдронат поступався сполуці С-3 по силі енерготропної дії. Нашими попередніми роботами встановлено, що призначення мілдронату в умовах ішемії міокарда, головного мозку призводить до збільшення синтезу АТФ за рахунок активації анаеробного гліколізу і більш інтенсивному залученню субстратів ( глікогену і глюкозо-6-фосфату в продукцію макроергів [247]. Призначення мілдронату також призводило до збільшення транспорту енергії, про що свідчило достовірне підвищення активності мітохондріальної і цитозольних КФК. Подібне спостереження не суперечить іншим дослідженням. Призначення мілдронату тваринам з ІМ, на відміну від застосування сполуки С-3, не робило позитивного впливу на окислювальну продукцію енергії в циклі Кребса і активацію компенсаторного цітозольно-мітохондріального шунта енергії. Сумарний внесок мілдронату в енергозабезпечення серця в умовах ішемії був нижче, ніж подібна енерготропна дія похідного ксантину С-3. В сироватці крові було виявлено зменшення гіперферментемії серцевого ізоензиму креатинфосфокінази 
(МВ-КФК) на 64 % в групі тварин, які отримували С-3 (табл. 5.11), що підтверджувало протиішемічну дію препарату. Мілдронат мав менш виражену протиішемічну дію щодо зниження біохімічного маркера ( 
МВ-КФК (на 38,5%).

Сумуючи отримані результати експериментального вивчення сполуки С-3 в умовах моделювання ІМ, можна припустити, що домінуючим механізмом кардіопротективної і протиішемічної дії цієї сполуки є антиоксидантний. Саме за рахунок антиоксидантної дії С-3 може знижувати формування дисфункції мітохондрій кардіоміоцитів в умовах ішемії, гальмуючи процеси окислювальної модифікації мембран мітохондрій. Нашими роботами та іншими дослідниками встановлено, що зниження  енергетичного потенціалу, яке може бути наслідком АФК/NO-залежного відкриття мітохондріальної пори, відбувається, очевидно, внаслідок порушення процесів в електронно-транспортному ланцюзі [51]. Сполука С-3, будучи спіновою пасткою NO, зменшує шкідливу дію цього радикала і його цитоксичних форм на SH-групи цистеїн-залежної ділянки білка внутрішньої мембрани мітохондрій і запобігає відкриттю циклоспорин-А-залежної мітохондріальної пори. За рахунок своєї антиоксидантної дії С-3 зменшує АФК/NO-залежні механізми пошкодження мітохондрій і зберігає їх функціональну активність, що призводить до поліпшення енергетичного обміну міокарда в умовах ішемії. Крім того, похідні ксантину здатні впливати на ресинтез АТФ, гальмувати активність ксантинооксидази, знижувати утворення прооксидатних продуктів метаболізму аденілових нуклеотидів. Підтвердженням даного висловлювання явлются дані ЕКГ і МВ-КФК.
5.4. Дослідження антиоксидантної і протиішемічної активності сполуки С-3 на моделях робочої гіпоксії
Одним із завдань сучасної фармакології є розробка і створення засобів, які не тільки підвищують фізичну витривалість, але і здатні захищати органи-мішені (серце, головний мозок, нирки і т.д.) від гіпоксії. Значне підвищення фізичних навантажень призводить до дисбалансу між енергопостачанням міокарда і його метаболічними потребами, тобто до робочої гіпоксії. У цей період відбувається підвищення продукції активних форм кисню (АФК) біоенергетичними реакціями мітохондрій. При недостатній активності антиоксидантних систем і надлишку АФК розвивається оксидативний стрес. В процесі оксидативного стресу відбувається пошкодження структур клітинних мембран, білкових структур іонних каналів і рецепторів, що призводить до порушення синтезу АТФ, посилення втоми і уповільнення відновного процесу. АФК і вільні радикали призводять до підвищення проникності мітохондріальної пори, падіння заряду мембрани мітоходрій, зниження її АТФ-продукуючої функції. Крім цього, пошкоджена мітоходрія явялється джерелом і проапоптичних факторів. Експериментально і клінічно показано, що тривалі інтенсивні фізичні навантаження можуть викликати апоптоз клітин крові людини і міокарда у експериментальних тварин, що неодмінно негативно вплине на параметри працездатності, зокрема аеробної. АФК призводять до окисної модифікації активних центрів ферментів, в тому числі, антиоксидантних (супероксиддисмутаза) і регулюючих енергетичний метаболізм (малатдегідрогеназа), що відбувається при фізичних навантаженнях, на рівні цілісного організму подовжує період відновлення після тренувальних занять і ускладнює формування необхідної напруженості адаптаційних механізмів у спортсменів. Навіть ці нечисленні факти відображають метаболічні основи необхідності застосування антиоксидантних засобів при фізичних навантаженнях. У спортивній медицині застосування знайшли такі антиоксиданти як мексидол, емоксипін, тіотриазолін. Однак, у теперішньому часі в арсеналі сучасного лікаря немає коштів, що забезпечують кардіопротекцію на тлі підвищених фізичних навантажень і при цьому підвищують витривалість. Вимагають розробки підходів до раціональної метаболічної корекції робочої гіпоксії міокарда, що виникає в ході різкої зміни виду фізичних тренувань, підвищення фізичних навантажень. У цьому плані інтерес представляють похідні ксантину.
Моделювання гострої робочої гіпоксії призводило до формування ішемії міокарда − дефіциту енергії АТФ, підвищення рівня лактату, зниження пірувату і малату, гіперферментемії МВ-КФК, підвищення продуктів 
окисної модифікації білка АФГ, КФГ і нітротирозину на тлі зниження активності ( СОД.
Профілактичне введення сполуки С-3 надавало значний антиоксидантний ефект, спрямований на пригнічення реакцій оксидативного стресу (табл. 5.12). Цей висновок підтверджується антиоксидантними ефектами С-3, як в дослідах in vitro, так і раніше отриманими результатами. Так, в міокарді експериментальних тварин, які отримували С-3 спостерігалося зниження маркерів окисної модифікації білка − АФГ на 
40,4 %, КФГ − на 45,8 % і нітротирозину на 35,2%. Введення сполуки С-3 призводило до збільшення активності СОД в цитоплазмі міокарда на 56,0 %. Введення сполуки С-3 надавало і протиішемічну дію, сприяючи більш «економному» витрачанню енергетичних ресурсів міокарда при робочій гіпоксії, викликаній різким анаробним навантаженням. Так, введення сполуки С-3 експериментальним тваринам призводило до збільшення вмісту АТФ в міокарді на 34,1%. Сполука С-3 надавало сприятливу дію на енергетичний метаболізм міокарда − зменшувало вміст лактату на 43,4 % і збільшувало вміст малату на 53,3% і пірувату на 17,5% в міокарді (табл 5.12).
Таблиця 5.12
Актопротектівна і кардиопротективна дія сполуки С-3 і референс-препарату в умовах різкого анаеробного фізичного навантаження (гостра робоча гіпоксія)

	Досліджувані показники
	Інтактна група

(n = 10)
	Контрольна група (біг до виснаження)

(n = 10)
	Біг до виснаження + С-3,

100 мг/кг

(n = 10)
	Біг до виснаження + мілдронат, 250 мг/кг

(n = 10)

	Тривалість бігу, 
хв.
	−
	11,8 ± 2,6
	32,8 ± 5,75*
	17,5 ± 3,43*

	МВ-КФК, 
МО/л
	15,2± 1,15
	31,5± 2,5
	18,2 ± 1,2*1
	24,1 ± 1,8*

	АФГ, 
у.о./г білка
	8,5 ± 0,77
	14,3 ± 1,01
	8,52 ± 0,68*
	11,1 ± 1,03*

	КФГ, 
у.о./г білка
	11,06 ± 1,1
	21,8 ± 1,7
	11,8 ± 1,22*
	14,8 ± 1,22*

	СОД, 
у.о./г білка
	205,7 ± 20,08
	125,4 ± 11,0
	195,7 ± 19,9*1
	131,6 ± 12,7

	Нітротирозин, 
нм/г білка
	21,36 ± 1,98
	37,8 ± 3,9
	24,47 ± 2,45*1
	35,9 ± 2,44

	АТФ, 
мкМ/г тканини
	2,9 ± 0,11
	2,11 ± 0,10
	2,83 ± 0,24*
	2,57 ± 0,14*

	Лактат, мкм/г
	2,42 ± 0,38
	4,72 ± 0,41
	2,67 ± 0,29*1
	5,11 ± 0,54

	Піруват, мкм/г
	0,176 ± 1,01
	0,137 ± 0,008
	0,161 ± 0,007*
	0,172 ± 0,008*

	Малат, мкм/г
	0,71 ± 0,03
	0,489 ± 0,03
	0,75 ± 0,04*1
	0,505 ± 0,05*


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контрольної групи, 1 − р<0,05 по відношенню до групи мілдронату, n – кількість тварин в групі.

Енерготропна дія С-3, напевно, полягає в активації компенсаторних мітохондріально-цитозольних шунтів енергії і зменшення малопродуктивного анаеробного гліколізу. Позитивну дію гідразиду 8-бензиламінотеофілініл-7-оцтової кислоти на енергетичний обмін ми пов'язуємо з його антиоксидантною дією і зниженням окислювального пошкодження мембран мітохондрій. Відомо, що похідні ксантину можуть впливати на метаболізм аденілових нуклеотидів, регулювати ресинтез АТФ.

Профілактичне введення мілдронату надавало менш виражений антиоксидантний ефект. Мілдронат не чинив достовірного впливу на активність СОД і на утримання нітротирозину в міокарді тварин на тлі виснажуючих навантажень і за цими показниками поступався С-3. Мілдронат, на відміну від С-3 підвищував продукцію АТФ в міокарді за рахунок анаеробного гліколізу (підвищення лактату). С-3 перевершує мілдронат за ступенем зниження лактату і підвищення малату.

Експериментальна гостра робоча гіпоксії на фоні введення пітуітрина призводила до більш вираженого ішемічного пошкодження міокарда − підвищення АФГ, КФГ і нітротирозину на тлі пригнічення активності СОД, дефіциту енергії АТФ, підвищення рівня лактату, зниження пірувату і малату, збільшення гіперферментемії МВ-КФК, а також зниження толерантності до фізичного навантаження, що виражалося в зменшенні тривалості бігу.
Як видно з даних, представлених в таблиці 5.13, попереднє 
введення сполуки С-3 тваринам, підданим фізичному навантаженню 
(гостра робоча гіпоксія) на тлі коронароспазму надавало антиоксидантну дію, знижуючи утворення маркерів окисної модифікації білка в міокарді ( 
АФГ на 31,3 %, КФГ на 39,7 % і нітротирозину на 39,1 %. Сполука С-3 призводило до підвищення активності СОД в міокарді в умовах гострої робочої гіпоксії на 77,9 %. Введення сполуки С-3 надавало і протиішемічну дію, покращуючи енергетичний обмін міокарда на піку фізичної втоми. 
Так, вміст АТФ в міокарді тварин, які отримували С-3 збільшувався на 31,2%, вміст лактату знизився на 49,2 %, при цьому збільшився вміст малату на 30 % і пірувату на 22,3 %. В умовах відтворення цієї моделі робочої гіпоксії в якості домінуючого механізму дії С-3 ми також розглядаємо антиоксидантну. В результаті реалізації антиоксидантної і протиішемічної дії С-3 в умовах більш жорсткої моделі робочої гіпоксії стало і підвищення толерантності до фізичних навантажень на 133% у тварин цієї групи. Профілактичне введення С-3 призводить і до зниження гіперферментемії МВ-КФК на 49,2% після фізичного навантаження на фоні коронароспазму (табл. 5.13).

Таблиця 5.13

Актопротективна і кардіопротектівна дія сполуки С-3 і референс-препарату при фізичному навантаженні (гостра робоча гіпоксія) на фоні введення пітуітрину

	Досліджувані показники
	Інтактна група

(n = 10)
	Контрольна група (біг до виснаження)

(n = 10)
	Біг до виснаження + С-3

100 мг/кг

(n = 10)
	Біг до виснаження + мілдронат, 250 мг/кг

(n= 10)

	Тривалість 

бігу, хв.
	11,88 ± 2,6
	2,66 ± 0,67
	6,2 ± 0,48 * 1
	3,53 ± 0,37

	МВ-КФК, 
МО/л
	15,2± 1,15
	45,5± 3,1
	23,1 ± 1,7 * 1
	34,8 ± 3,1 *

	АФГ, 

у.о./г білка
	8,5 ± 0,77
	18,35 ± 1,8
	12,6 ± 1,15 *
	16,94 ± 1,13

	КФГ,

у.о/г білка
	11,06 ± 1,1
	30,6 ± 2,12
	18,45 ± 1,32 *
	26,0 ± 3,13

	СОД, 

у.о./г білка
	205,7 ± 20,8
	103,7 ± 8,9
	184,5 ± 13,6 * 1
	117,5 ± 14,8



	Нітротирозин, нм/г білка
	21,3 ± 1,98
	49,43 ± 3,8
	30,1 ± 3,5 * 1
	40,9 ± 3,7



	АТФ, 

мкМ/г тканини
	2,9 ± 0,11
	1,92 ± 0,10
	2,52 ± 0,08 *
	2,27 ± 0,05 *

	Лактат, 
мкм/г
	2,427 ± 0,58
	5,56 ± 0,47
	2,82 ± 0,26 *
	7,07 ± 0,61 *

	Піруват, 
мкм/г
	0,17 ± 0,01
	0,13 ± 0,01
	0,159 ± 0,007 *
	0,165 ± 0,013 *

	Малат, 
мкм/г
	0,71 ± 0,03
	0,469 ± 0,04
	0,61 ± 0,02 * 1
	0,483 ± 0,03


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контрольної групи, 1 − р<0,05 по відношенню до групи мілдронату, n – кількість тварин в групі.

С-3 перевершує мілдронат на цій моделі робочої гіпоксії за такими показниками як підвищення активності СОД, зниження нітротирозину, підвищення вмісту малату і зниження лактату. С-3 також перевершує мілдронат по збільшенню бігу на тредбані і зниження гіперферментемії 
МВ-КФК.

Таким чином, підвищення фізичних навантажень в експерименті призводить до формування робочої гіпоксії, що особливо яскраво проявляється на тлі введення пітуітрину, до дисбалансу між енергопостачанням міокарда і його метаболічними потребами, тобто до робочої гіпоксії. У момент дисбалансу між енергопостачанням міокарда і його метаболічними потребами відбувається різка гіперпродукція АФК і NO біоенергетичними реакціями мітохондрій. Саме мітохондрії є первинним джерелом АФК. АФК, особливо супероксид, утворюється в умовах ішемії та гіпоксії в так званих паразитарних реакціях, в початковій ділянці дихального ланцюга мітохондрій (СoQH2-NAD+) за участю NADH-СoQH2-редуктази, активність якої підвищується при блокаді цитохром-С-залежного рецептора на зовнішній поверхні мембрани мітохондрії на тлі підвищення відновлених флавінів. Крім супероксиду, ключову роль в розвитку мітохондріальних порушень належить NO і його більш агресивній формі – пероксинітриту, маркер якого – нітротирозин, що був виявлений нами в міокарді тварин після фізичних навантажень в кількості, що перевищують вихідні в кілька разів. Пероксинітрит нейтралізує гуанін, що призводить до розриву ланцюжків ДНК і до мутацій або запуску процесів апоптозу. Надлишок NO пригнічує ферменти, відповідальні за репарацію ДНК, показана дія на алкілтрансферазу, формамідопірімідін-ДНК-глікозілазу і лігази. NO активує PARP та АДФ-рибозилювання, особливо на тлі дефіциту АТФ і накопичення відновлених піридиннуклеотидів. NO позитивно впливає на синтез білка р53, який індукує експресію Bax, Fas, p53 і інших проапоптичних білків, а також переміщається в мітохондрії при апоптозі, що може бути однією з причин вироблення АФК і зниження трансмембранного потенціалу на внутрішній мембрані. Оксидативний стрес і ініціація апоптозу, в т.ч. кардіоміоцитів і клітин крові негативно відбивається на параметрах працездатності, зокрема аеробного і режимах тренувань. Доцільним вважається для корекції мітохондріальної дисфункції використовувати антиоксиданти, а саме скавенджери NO. В результаті численних досліджень з використанням розробленої нами комп'ютерної програми в результаті віртуального скринінгу нами було відібрано сполуку С-3. Експериментальні спроби використовувати антиоксидант С-3 в умовах надмірних фізичних навантажень і формування робочої гіпоксії увінчалися терапевтичним успіхом. Ми припускаємо, що С-3 проявляє протиішемічний і кардіопротективний ефекти за рахунок потужної антиоксидантної дії, а саме властивостей скавенджера NO. Як показала наша програма і квантово-хімічні розрахунки, С-3 може пов'язувати NO за рахунок наявність у своїй структурі гідразінової групи, тобто виступати в ролі спінової пастки.

Нами були проведені розрахунки квантово-хімічних енергетичних дескріпторів (розділ 5) сполуки С-3, а саме – граничних молекулярних орбіталей: енергія вищої зайнятої молекулярної орбіталі і енергія ніжчої вакантної молекулярної орбіталі в програмному комплексі WinMopac 
(ver 7.2, дескриптори ( HOMOEnergy, LUMOEnergy, напівемпірічній метод АМ1, з настройками: Calculation = SinglePoint, WaveFunction = ClosedShell (RHF). Були встановлені дескриптори яки визначають здатність С-3 
зв'язувати NO [69, 71, 74, 236, 237, 240, 267]. 

Було встановлено, що введення щурам сполуки С-3 призводило до появи актопротективної дії – підвіщувало толерантність до фізичних навантажень, нормалізувалася біоенергетика міокарда, зменшувались ішемічні зміни серця, а такоже гальмувалась реакції оксидативного стресу.

Введення сполуки С-3 на тлі коронароспазму (введення пітуїтрина), підвищувало тривалість фізичної працездатності, покращувало 
процеси продукції АТФ міокарда, зменшувало ішемічні зміни серця, а також гальмувало реакції оксидативного стресу. В якості домінуючого 
механізму дії С-3 ми розглядаємо антиоксидантну, спрямовану на 
зниження окислювальної модифікації білкових структур, можливо, і 
мембран мітохондрій і ключових ферментів енергетичного обміну. Профілактичне введення мілдронату надавало менш виражений антиоксидантний і протиішемічний ефекти. Отримані результати 
свідчать про наявність виражених антиоксидантних і протиішемічних властивостей сполуки С-3.
5.5. Дослідження антиоксидантних і протиішемічних властивостей сполуки С-3 на моделі внутрішньомозкового крововиливу (ВК)
Проблема ішемічного і геморагічного інсультів в даний час стає все більш актуальною. В індустріально розвинених країнах інсульт займає 2-3-е місце в структурі загальної смертності населення і є основною причиною стійкої втрати працездатності. Пусковою ланкою ішемічної загибелі нейронів є енергетичний дефіцит, який ініціює глутамат-кальцієвий каскад –вивільнення збуджуючих аміноацидергічних нейротрансмітерів - аспартату та глутамату і внутрішньоклітинне накопичення іонів Са2+. Процеси, що почалися в перші години мозкового інсульту і лежать в основі глутамат-кальцієвого каскаду (зміни метаболізму глутамату і кальцію, оксидативний стрес, гіперпродукція NO) індукують віддалені наслідки ішемії – реакцію геному з включенням генетично-запрограмованих молекулярних механізмів, дисфункцію астроцитарних і мікрогліальних пулів, розвиток імунних змін та ініціацію нейроапоптоза. В даний час в якості вторинних нейропротекторів знайшли антиоксиданти – емоксіпін, мексидол, а-токоферол, ерготеін і т.д [27]. Вищевикладене визначає і доцільність вивчення сполуки С-3 на моделі гострого порушення мозкового кровообігу по типу геморагічного інсульту для підтвердження її антиоксидантної дії.

Моделювання ВК викликало типові неврологічні порушення порівнянні з клінікою геморагічного інсульту з максимальними проявами на 4 добу. На 4 день в контрольній групі вижило 55% тварин. Введення щурам з ВК сполуки С-3 призводило до 100% виживання тварин на 4-у добу після ВК. Введення мексидолу не так достовірно впливало на показник виживання в групі (91,7 % проти 55 % у контролі). Введення пірацетаму тваринам з ВК не здійснювало достовірного впливу на показник виживання за ці терміни спостереження (65% проти 55% у контролі) (табл.5.14). Спостереження за тваринами на 18-у добу після ВК показало переваги С-3 перед пірацетамом за впливом на показник виживання тварин. С-3 за впливом на виживання достовірно перевершує пірацетам на 18 добу після ВК. Сполука С-3 за впливом на виживання конкурує з мексидолом (табл.5.14).
Таблиця 5.14
Показники виживання тварин в різні терміни після ВК та застосування сполуки С-3, пірацетаму і мексидолу, M ± m.
	Група тварин
	Виживання тварин
	% тварин, що вижили на

4 добу
	% тварин, що вижили на

18 добу

	
	4 доба
	18 доба
	
	

	Хибнооперовані
	20/20
	20/20
	100
	100

	ВК (контроль)
	40/22
	40/20
	55
	50

	ВК + С-3, 100 мг/кг
	24/24
	24/24
	100*1
	100*1

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг
	40/26
	40/24
	65
	60

	ВК + мексидол, 200 мг/кг
	24/22
	24/22
	91,7*
	91,7*


Примітки: у чисельнику кількість прооперованих тварин; в знаменнику-кількість тих, що вижили, * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до пірацетаму.
Аналізуючи дані представлені в таблицях, що характеризують експресію мРНК nNOS і iNOS в СА1-зоні гіпокампу головного мозку щурів після ВК (табл. 5.15, 5.16) було встановлено наступне: експресія мРНК nNOS в групах, які отримували лікування нижче значень контролю і наближається до значень хибнооперованих тварин, а експресія мРНК iNOS в групах, які отримували лікування, нижче значень контролю і значно вище показників хибнооперованих тварин. Таким чином, можна зробити висновок, що на 
4-добу після ВК змінюється характер експресії мРНК NOS в СА1-зоні гіпокампу тварин – відбувається збільшення експресії мРНК нейрональної синтази оксиду азоту та значне підвищення експресії мРНК індуцибельної NO-синтази. Отримані дані лежать в руслі сучасної концепції нейродегенерації при ГПМК, з якою узгоджуються наші попередні дослідження, які демонструють значне збільшення продукції NO за рахунок підвищення активності та експресії iNOS і, в меншій мірі, nNOS. У цьому дослідженні ми отримали дані, що на 4-добу після ВК спостерігається більш високий ступінь підвищення експресії мРНК iNOS в гіпокампі, ніж експресії мРНК nNOS. Це не суперечить даним інших дослідників, а також уявленням про каскадний механізм ішемічної нейродегенерації, де показано збільшення експресії iNOS. Збільшення активності та експресії nNOS відбувається на 1-3 добу гострої церебральної ішемії і пов'язане з трансмітерним аутокоідозом, 
а з 4-5 доби починається депресія цього конституційного ізоензиму у відповідь на активацію оксидативного стресу і нейрозапалення. У цьому дослідженні ми отримали дані, що на 4-добу після ВК спостерігається більш високий ступінь підвищення експресії мРНК iNOS в гіпокампі, ніж експресії мРНК nNOS. Це не суперечить даним інших дослідників, а також уявленням про каскадний механізмі ішемічної нейродегенерації, де показано збільшення експресії iNOS. Збільшення активності та експресії nNOS відбувається на 1-3 добу гострої церебральної ішемії і пов'язане з трансмітерним аутокоідозом, а з 4-5 доби починається депресія цього конституційного ізоензіма у відповідь на активацію оксидативного стресу і нейрозапалення. 
Курсове призначення С-3 тваринам з ВК призводило до достовірного зниження в СА1-зоні гіпокампа експресії мРНК nNOS стосовно значень контролю на 95,3% і підвищенню експресії мРНК nNOS на 24,4% стосовно значень хибнооперованих тварин (табл. 5.15).
Таблиця 5.15
Показники експресії мРНК nNOS в СА1-зоні гіпокампу головного мозку щурів на 4-у добу після ВК
	Група тварин
	Експресія мРНК nNOS, у.о.

	
	Стосовно інтакту
	Стосовно контролю

	Хибнооперовані, (n=10)
	1,00 ± 0,272
	-

	Контрольна (ВК), (n=10)
	-
	1,00 ± 0,0211

	ВК + мексидол, 200 мг/кг (n=11)
	2,441 ± 0,012*2
	0,917 ± 0,0013

	ВК + С-3, 100 мг/кг (n=12)
	1,214 ± 0,025*12
	0,047 ± 0,0091 *12

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	4,421 ± 0,020*
	1,24 ± 0,053


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05 по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі.

Зазначене зниження експресії мРНК nNOS щодо контролю може бути пояснено впливом похідних ксантину на кальцієві потоки в нейронах гіпокампу. Зменшення експресії нейрональної і індуцибельної синтази оксиду азоту може розцінюватися як прояв нейропротективного ефекту сполуки С-3. 
Експресія мРНК iNOS при введенні С-3 знижувалася на 99,4 % щодо контролю і було на рівні значень хибнооперованих тварин. Курсове призначення мексидолу тваринам з ВК призводило до достовірного зниження в СА1-зоні гіпокампу експресії мРНК iNOS щодо значень контролю на 87,7 % і підвищувало на 176 % щодо значень хибнооперованих тварин. Введення мексидолу тваринам з ВК також знижувало експресію мРНК nNOS на 83,0% відносно контрольної групи і підвищувало на 144% щодо хибнооперованих тварин (табл. 5.16).

Таблиця 5.16
Показники експресії мРНК iNOS в СА1-зоні гіпокампу головного мозку щурів на 4-у добу після ВК
	Група

тварин
	Експресія мРНК iNOS, у.о.

	
	Стосовно

інтакту
	Стосовно

контролю

	Хибнооперовані, (n=10)
	1,00 ± 0,21
	-

	Контрольна (ВК), (n=10)
	-
	1,00 ± 0,067

	ВК + мексидол, 200 мг/кг (n=11)
	3,76 ± 0,16*
	0,123 ± 0,00012*

	ВК + С-3, 100 мг/кг (n=12)
	1,05 ± 0,007*12
	0,0057 ± 0,00011*12

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	5,11 ± 0,12*
	1,07 ± 0,0018


Примітка: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05 по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі.

В результаті проведених досліджень було встановлено, що моделювання ВК призводить до порушення нітроксидергічної системи і ініціюванню нітрозуючого стресу в мозку експериментальних тварин, про що свідчило достовірне підвищення в мітохондріальних фракціях гомогенату головного мозку тварин активності NOS на 327 %, нітритів на 114 %, а також і нітротирозину на 196 % (табл. 5.17). Також було вперше встановлено збільшення концентраціїi NOS в 4 рази в мітохондріях головного мозку тварин з ВК. Як відомо, нітрозуючий стрес призводить до гіперпродукції цитотоксичних дериватів NO - іона нітрозонія, пероксинітриту, які атакують білкові молекули, утворюючи 6-нітротріптофан, 3-нітротирозин, 3-хлортірозин, 2-оксогістідін, а також різні карбонільні похідн. N-, S-нітрозування білкових фрагментів мембран нейронів погіршує чутливість і специфічність рецепторів, генерацію, утворення і передачу нервового імпульсу, порушує синаптичну передачу. Крім того, цитотоксичні деривати NO порушують проникність мітохондріальної пори і беруть участь у формуванні мітохондріальної дисфункції.
Курсове призначення сполуки С-3 тваринам з ВК призводило до достовірного зниження в цитоплазмі і мітохондріях головного мозку активності NOS на 51 %, нітритів на 38,9 %, нітротирозину на 49,3 % відповідно (табл. 5.17). Введення С-3 призводило до зниження експресії iNOS в мітохондріях головного мозку на 50 %. Курсове призначення мексидолу N тваринам з ВК надавало менш виражену, ніж у С-3 дію на показники системи NO і нітрозуючого стресу. Так, в мітохондріях головного мозку тварин, які отримували мексидол, знижувалася активність NOS на 
21,1 %, нітритів на 31,5 % і нітротирозину на 28%. Зменшення активності NOS під дією мексидолу відбувалося за рахунок зниження експресії її індуцибельної форми на 34,3% в мітохондріях головного мозку (табл. 5.17). 

Таблиця 5.17
Показники нітроксидергічної системи і нітрозуючого стресу в мітохондріальній фракції гомогенату головного мозку щурів на 4-у добу після ВК
	Група тварин
	NOS

нмоль/мг

білка/хв
	Нітрити

мкМ/г/білка
	Нітротирозин нмоль/мг/білка
	iNOS,

у.е./г білка

	Хибнооперовані, (n=10)
	1,22 ± 0,03
	2,12 ± 0,15
	7,11 ± 0,42
	0,08 ± 0,005

	Контрольна (ВК), (n=10)
	5,21 ± 0,31
	4,54 ± 0,32
	21,1 ± 1,12
	0,32 ± 0,012

	ВК + мексидол, 
200 мг/кг (n=11)
	4,11 ± 0,33*
	3,11 ± 0,22*2
	15,2 ± 1,16*
	0,21 ± 0,010*

	ВК + С-3, 100 мг/кг 

(n=12)
	2,55 ± 0,22*12
	2,77 ± 0,15*2
	10,7 ± 0,88*12
	0,16 ± 0,0022*2

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	5,22 ± 0,42
	4,22 ± 0,32
	18,5 ± 1,32*
	0,28 ± 0,016


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контролю; 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05 по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі.

Зниження експресії iNOS можна пояснити здатністю С-3 пов'язувати АФК, які беруть участь в її експресії, а також здатністю цього похідного ксантину переривати IL-1b-залежні механізми експресії iNOS. Також зниження експресії iNOS можна пояснити можливою здатністю С-3 послаблювати АФК-залежну активацію ядерного фактора NF-кB, контролюючого експресію генів апоптозу і клітинного циклу. 
Відомо, що мексидол зменшує експресію iNOS, нормалізує метаболічні процеси в ішемінізованому головному мозку, зменшує зону некрозу, відновлює і/або покращує біоелектричну активність нейронов кори і гіпокампу, а також збільшує кровотік в зоні пенумбри, підвищує активність блокаторів кальцієвих каналів, покращує реологічні властивості крові, зменшує наслідки реперфузійного синдрому при транзиторній ішемічній атаці. Мексидол будучи скавенджером АФК, може переривати АФК-залежні механізми експресії IL-1b і тим самим переривати механізми запуску експресії iNOS.

Результати проведених нами досліджень вказують на те, що моделювання ВК у щурів призводить до зміщення тіол-дисульфідної системи у вигляді зменшення пулу її відновлених форм і підвищення окислених на тлі пригнічення активності глутатіон-залежних ферментів на 4-ту добу експерименту (табл. 5.18). 

У функціонуванні глутатіонзалежної ферментативної системи в тканинах мозку у щурів з ВК, зареєстровано зниження активності ГПР, Г-S-T і ГР на 47,5%, 42,3% і 51,7% відповідно, в порівнянні з групою хибнооперованих тварин (табл. 5.18).
В умовах проведення експериментальної терапії ВК були отримані наступні результати впливу С-3 і референс-препаратів на тіол-дисульфідну рівновагу. Так відзначалося зростання значень інтермедіатів тіол-дисульфідної системи - підвищення активності ГР на 77,3 %, ГПР на 82,3 % і Г-S-T на 79 % відповідно. Мексидол та пірацетам за ступенем впливу на активність глутатіон-залежних ферментів достовірно поступався сполуці С-3 (табл. 5.18).
Таблиця 5.18

Показники ферментативної ланки тіол-дисульфідної системи в тканинах головного мозку тварин з ВК на 4-ту добу експерименту

	Групи тварин
	ГР

мкмоль/мг білка/хв
	ГПР

мкмоль/мг.білка/ хв
	Г-S-T

мкмоль/мг.білка/хв

	Хибнооперовані, 
(n=10)
	18,5 ± 1,55
	77,50 ± 4,70
	16,8 ± 1,12

	Контрольна (ВК), 
(n=10)
	9,7 ± 0,52
	44,70 ± 2,74
	8,1 ± 0,57

	ВК + мексидол, 200 мг/кг (n=11)
	12,1 ± 0,75*
	67,5 ± 1,21*2
	10,8 ± 0,82*

	ВК + С-3, 100 мг/кг 

(n=12)
	17,2 ± 0,71 * 12

	81,50 ± 4,52*12
	14,5 ± 1,22*12

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	10,2 ± 0,42
	43,81 ± 5,11
	8,1 ± 0,77


Примітка: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05 по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі. 

У цитоплазмі головного мозку щурів з ВК рівень окисленого глутатіону в цій групі збільшувався 100 %, а вміст його відновленої форми знижувався на 72 %, паралельно реєстрували і підвищення окислених інтермедіатів тіол-дисульфідної системи на 360% на тлі зниження їх відновлених форм (табл. 5.19).

На тлі курсового введення сполуки С-3 відзначені виражені зміни, які характеризувалися значним в 131,5% (р<0,05) збільшенням відновлених інтермедіатів тіол-дисульфідній системи в порівнянні з контролем. Паралельно відзначалося підвищення на 137,8% (р<0,05) рівня відновленого глутатіону, на тлі зниження вмісту його окисленої форми на 29,7% (р<0,05) (табл. 5.19). Подібні за спрямованістю зміни були відзначені і при використанні мексидолу, однак параметри зафіксованих значень в цій групі, по виразності поступалися показникам групи тварин з введенням С-3. Так, рівень окисленого глутатіону в групі мексидолу знижувався на 18,7%, а вміст його відновленої форми зростав на 41% (р<0,05) (табл. 5.19).

Таблиця 5.19 

Показники неферментної ланки тіол-дисульфідної системи в тканинах головного мозку тварин з ВК на 4-ту добу експерименту

	Групи тварин
	SH-групи,

мкмоль/г тканини
	SS-групи,

мкмоль/г тканини
	Глутатіон відн.,

мкмоль/г тканини
	Глутатіон окисл.,

мкмоль/г тканини

	Хибнооперовані, (n=10)
	58,3 ± 2,7
	3,3 ± 0,2
	4,7 ± 0,21
	0,032 ± 0,007

	Контрольна (ВК), (n=10)
	18,4 ± 1,4
	15,2 ± 1,4
	1,32 ± 0,03
	0,064 ± 0,004

	ВК + мексидол, 200 мг/кг(n=11)
	25,4 ± 1,2*
	9,4 ± 0,61*
	1,87 ± 0,12*
	0,052 ± 0,003*

	ВК + С-3, 100 мг/кг (n=12)
	42,6 ± 2,5*12
	5,3 ± 0,42*12
	3,14 ± 0,14*12
	0,045±0,002*1

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	19,2 ± 1,7
	16,1 ± 1,8
	1,55 ± 0,02
	0,06 ± 0,003


Примітка: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05 по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі.

Застосування С-3 також призводило і до зниження вмісту в тканинах мозку потенційних нейротоксичних речовин, таких як гомоцистеїн на 44,5 % (р<0,05). Причому щодо зниження цього показника С-3 достовірно перевершує мексидол та пірацетам (табл. 5.20). Також встановлено, що введення С-3 призводить до достовірного повищення в головному мозку тварин з ВК цистеїну. Цистеїн є ендогенним скавенджером АФК, бере участь в синтезі глутатіону, здатний переривати IL-1b-залежні механізми експресії iNOS. Також цистеїн регулює АФК-залежні механізми експресії ядерного фактора NF-кB, контролюючого експресію генів апоптозу і клітинного циклу.

Таблиця 5.20
Показники неферментної ланки ТДС в тканинах головного мозку тварин з ВК на 4-ту добу експерименту
	Група тварин
	Гомоцистеїн,

мкмоль/г тканини
	Цистеїн,

мкмоль/г тканини
	Mетіонін,

мкмоль/г тканини

	Хибнооперовані, (n=10)
	2,3 ± 0,21
	3,12 ± 0,15
	2,89 ± 0,12

	Контрольна (ВК), (n=10)
	7,43 ± 0,52
	1,88 ± 0,064
	1,33 ± 0,077

	ВК + мексидол, 200 мг/кг (n=11)
	6,71 ± 0,75
	1,98 ± 0,92
	1,72 ± 0,062

	ВК + С-3, 100 мг/кг (n=12)
	4,12 ± 0,32*12
	2,77 ± 0,087*
	2,00 ± 0,12

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	6,11 ± 0,42
	1,81 ± 0,21
	1,43 ± 0,11


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05  по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі. 

Відомо, порушення тіол-дисульфідної системи головного мозку, а саме дефіцит відновленого глутатіону і зниження активності глутатіон-залежних ферментів – призводить до ускладнення клінічного прояву мозкового інсульту.

Зниженя рівней відновленого глутатіону в тканинах мозку, яке виявлене нами у щурів на 4-у добу після ВК, можливо, може бути наслідком його втрачання в реакціях каталізу ГПР, що показано в наших дослідженнях (табл. 5.18). Зниження рівня відновленого глутатіону може привести не тільки до посилення оксидативного стресу, але до ініціації NO-залежних механізмів нейроапоптозу.

Проведення експериментальної антиоксидантної терапії сполукою С-3 у щурів з ВК сприяє зниженню інтенсивності оксидативного стресу в головному мозку. Проте, ступінь вираженості змін показніків тіол-дисульфідної системи в залежності від використаного лікарського засобу в кожній групі була різною. Найбільш істотні зміни зареєстровані при використанні С-3, а при призначенні пірацетаму не було виявлено достовірніх змін відносно групи нелікованіх тварин. Мексидол мав менш виражену антиоксидантну дію. При введенні С-3 спостерігається нормалізація тіол-дисульфідної системи головного мозку, особливо її глутатіонової ланки. Все це свідчить про вплив С-3 на зв'язані SH/NO-механізми неродеструкції/нейропротекції.

Крім того, С-3 спріяє підвіщенню біодоступності NO, а також зменшує його нейротоксичність, що проявляється у виді вираженого зниження рівня нітротирозину. Відомо, що скавенджери NO таким чином переривають 
NO-залежні механізми нейродеструкції і виявляють нейропротективний ефект.
Таким чином, одною з ланок антиоксидантного ефекту сполуки С-3 стала її здатність гальмувати реакції нітрозуючого стресу, знижувати 
АФК-залежні механізми депривації антиоксидантних ферментів, в т.ч. і системи глутатіону. Так, найбільш важливим ефектом С-3 в умовах ВК виявилась нормалізація активності ГР, ГПР і Г-S-T.
Багато авторів відносять нітрозуючий стрес на тлі депривації глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи до найбільш важливої ланки патогенезу ішемії головного мозку. Нітрозування макромолекул білків призводить не тільки до десенсітації рецепторів і порушення зворотного захоплення медіаторів (дофаміну, серотоніну, ГАМК) в синапсах і формуванню когнітивного дефіциту, але і до нітрозілювання ДНК і білків пор мітохондрій і ініціювання NO-залежних механізмів нейроапоптоза. Оксидативний стрес може бути причиною і стійкого енергетичного дефіциту в умовах ішемії [195]. АФК, взаємодіючи з SH-групами циклоспорин А-залежною пори, призводять до її відкриття і підвищення проникності, внаслідок чого знижується заряд внутрішньої мембрани мітохондрії. 

Відомо, що модулюючи рівень АФК і, особливо, NO можна впливати на ГSН-залежні механізми регуляції експресії HSP70 в клітині. Останнім часом з'явилися дані про захисну роль HSP70 при церебральній ішемії, що супроводжується інтенсифікацією процесів нітрозуючого стресу, зміщенням тіол-дисульфідної рівноваги, розвитком нітрозуючого стресу, глутаматної ексайтотоксичності. Нами виявлено зниження рівня білка теплового шоку HSP70 в головному мозку експериментальних тварин з ВК (табл. 5.21).

Так, в групі нелікованих тварин спостерігалося зниження рівня HSP70 на 47,8% і 51% відповідно в мітохондріальній і цитозольній фракціях гомогенату головного мозку на 4-у добу після ВК в порівнянні з аналогічними показниками групи хибнооперованих тварин. Введення С-3 сприяло нормалізації рівня цього показника, що свідчить про його здатність впливати на механізми ендогенної нейропротекції. При курсовому введенні С-3 щурам з ВК концентрація білка HSP70 в цитоплазмі гомогената головного мозку тварин підвищувалася на 90,9%, а в мітохондріях на 94,6% у порівнянні з показниками контролю (табл. 5.21). Подібну дію С-3 можна розцінювати як важливий аспект його протиішемічної і нейропротективної дії і як наслідок його антиоксидантних властивостей. Білок теплового шоку 70 кДа володіє шаперонною активністю, підвищення його рівня відіграє значну роль в нормалізації життєдіяльності клітин і запобігання розвитку апоптозу і некрозу в умовах гострої судинної патології головного мозку. HSP70 в умовах ішемії сприяє активації і регуляції компенсаторних шунтів енергії. Білок теплового шоку 70 кДа опосередковано через фактор індукований гіпоксією сприяє експресії і підвищенню активності мітохондріальної малатдегідрогенази – ключовому ферменту малат-аспартатного човника.
Таблиця 5.21

Рівень HSP70 у тканинах головного мозку тварин з ВК на 4-ту добу експерименту

	Група тварин
	HSP70, у.о./г білка

	
	Мітохондріальна

фракція
	Цитозольна

фракція

	Хибнооперовані, (n=10)
	7,1 ± 0,22
	15,7 ± 0,37

	Контрольна (ВК), (n=10)
	3,7 ± 0,14
	7,7 ± 0,61

	ВК + мексидол, 200 мг/кг (n=11)
	4,7 ± 0,23
	11,7 ± 0,72*2

	ВК + С-3, 100 мг/кг (n=12)
	7,2 ± 0,34*12
	14,7 ± 1,2*2

	ВК + пірацетам, 500 мг/кг (n=12)
	3,9 ± 0,21
	7,3 ± 0,81


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05  по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі.
HSP70 і HIF-1 беруть участь у формуванні основи довгострокової адаптації до гіпоксії і можуть гальмувати утворення АФК біоенергетичними реакціями мітохондрій. Маються переконліві дані позитивної дії індукторів HSP70, спрямованих на антиоксидантну систему головного мозку, – підвищення активності СОД, рівня відновленого глутатіону. Стабілізована HSP70 HIF-1 згодом активує експресію генів і сприяє клітинній адаптації до цих умов. До них відносяться bcl-2, VEGF, HSP, ключові ферменти компесаторних цитозольних-мітохондріальних шунтів енергії. Захисні функції HSP70 пов'язані з шаперонною активністю, тобто з їх здатністю розпізнавати окислювально модифіковані білки і виправляти іх структуру. Останнім часом з'явилися дані про мітопротективну дію HSP70 при ішемічному і геморагічному інсульті. HSP70 гальмує окисну модифікацію ферментів глутатіонової системи – глутатіон-S-трансферази, глутатіонредуктази, а також Mn-Zn-Cu-залежної супероксиддисмутази, гальмує десенситизацію ГАМК-ергічних, дофамінергічних рецепторів головного мозку. Зниження концентрації HSP70 в нейроні на тлі дефіциту відновлених форм глутатіону, пов'язане з АФК/NO-залежним зниженням експресійної активності генів, що кодують синтез шаперонів. Переліком робіт показаний вплив донаторів SH і скавенджерів NO в регуляції рівня різних транскрипційних факторів. HSP70 регулює пропускну здатність циклоспорин-залежної пори мітохондрій і може гальмувати вихід і проапоптичних факторів, проявляючи тим самим пряму антиапоптичну дію. HSP70 може стимулювати експресію антиапоптичного білка Bcl-2.
Можливо, С-3 зменшуючи концентрацію NO, здатний впливати на експресію HSP70 і HIF-1a і регулювати компенсаторно-пристосувальні механізми адаптації нейронів до гіпоксії. 

На 18-у добу після ВК з метою отримання інтеграційних уявлень про відновлення ЦНС нами було вивчено вплив С-3 на навчання (протягом 
10 діб) і пам'ять на 29-у добу досліджень експериментальних тварин.
Ми оцінювали референтну пам'ять (загальне довгострокове уявлення про структуру лабіринту і розташуванні їжі, яке сформувалося у тварини в процесі навчання) і кількість помилок референтної пам'яті (перше відвідування раніше закритого променя, в якому тварина ніколи не знаходила їжу), а також робочу пам'ять (короткострокове уявлення тварини про розташування їжі в конкретному досліді) і кількість помилок робочої пам'яті (повторне відвідування променя, в якому тварина раніше вже знаходила або не знаходила їжу). Крім того, ми оцінювали пройдену відстань і загальну рухову активність. При оцінці специфічних показників навчання в радіальному лабіринті було виявлено, що через 29 діб після ВК у тварин сформувався стійкий когнітивний дефіцит. Загальна активність тварин цієї групи достовірно знижувалася в порівнянні з групою хибнооперованих тварин. При відтворенні результатів навчання тварин було встановлено, що на 29 добу після введення аутокрові в область внутрішньої капсули і стріопаллідарних ядер збільшується в 4,25 разів кількість помилок робочої пам'яті, в 2 рази – кількість помилок референтної пам'яті, що свідчило про порушення когнітивно-мнестичних функцій у тварин після ВК. Отримані нами дані лежать в руслі концепції постінсультної когнітивної дисфункції. Ішемічний і геморагічний інсульти призводять до формування стійкого когнітивного дефіциту, а також психо-емоційних порушень – загальмованість, страх, тривожність, дезорієнтація, агресивність, роздратованість. Введення С-3 призводило до достовірного підвищення загальної рухової активності і зниження помилок референтної на 57% (р<0,05) і робочої пам'яті на 58,8 % (р<0,05) (табл. 5.22), що свідчило про позитивну дію даної сполуки на когнітивно-мнестичні функції ЦНС після ВК. Введення мексидолу не впливало на загальну активність, однак достовірно знижувало кількість помилок референтної пам’яті на 42,8 % і робочої – на 35,3 %. За впливом на кількість помилок при навчанні мексидол достовірно поступався С-3 тільки за впливом на робочу пам'ять. Пірацетам надавав достовірний вплив тільки на загальну активність тварин після ВК.

Таблиця 5.22
Показники навчання і пам'яті щурів після ВК на 29-у добу після ВК

	Групи тварин
	Загальна активність,

см2/с
	Кількість помилок референтної пам'яті
	Кількість помилок робочої пам'яті

	Хибнооперовані, 

(n=10)
	24380,9±1242,4
	2
	4±1

	Контрольна (ВК), 

(n=10)
	18155,2±1022,2
	7
	17±1

	ВК + мексидол, 

200 мг/кг (n=11)
	19276,6±1105,3
	4*2
	11±1*2

	ВК + С-3, 

100 мг/кг (n=12)
	30277,6±1122,7*1
	3*2
	7±1*12

	ВК + пірацетам, 

500 мг/кг (n=12)
	462115,2±1006,2*1
	7
	15±1


Примітки: * − р<0,05 по відношенню до контролю, 1 − р<0,05 по відношенню до мексидолу, 2 − р<0,05  по відношенню до пірацетаму, n – кількість тварин в групі.
5.6. Висновки до РОЗДІЛУ 5
У розділі зіставлені дані експериментальних досліджень антиоксидантної активності знов синтезованих похідних ксантину з результатом роботи програми віртуального скринінгу. При порівнянні результатів з'ясувалося, що експериментальні дані не суперечать прогнозам програми. Серед знов синтезованих сполук похідних ксантину було виділено сполуку С-3 (гідразид 1,3-диметил-8-бензиламіноксантиніл 7-оцтова кислота), яку було вирішено досліджувати на моделях ішемії головного мозку і серця з метою підтвердження прогнозу програми. Дослідження в дослідах in vitro показало, що внесення в суспезію нейронів разом з DNIC сполуки С-3 призводить до зниження в суспезії нітротирозину на 45 % і окисленого глутатіону на 53,2 %, на тлі збільшення концентрації відновленого глутатіону на 43,8 % і підвищення активності ГSH-залежних ферментів – ГПР на 337 % і ГР на 195 %. Також показано, що антиоксидантна дія С-3 відбувається на тлі підвищення концентрації білка теплового шоку 70 кДа на 34,7 %. Отримані результати підтверджують дані, отримані в результаті віруального скринінгу щодо наявності у сполуки С-3 властивостей скавенджера NO. За ступенем впливу на показники оксидативного стресу і активність ГSH-залежних ферментів та рівень HSP70 в суспезіі нейронів при моделюванні нітрозативного стресу in vitro С-3 достовірно перевершує мексидол. В результаті проведених досліджень було встановлено, що профілактичне одноразове введення сполуки С-3 в дозі 100 мг/кг внутрішньоочеревинно підвищувало толерантність до фізичних навантажень, покращувало енергетичний метаболізм міокарда, зменшувало ішемічні зміни серця, а також гальмувало реакції оксидативного стресу на моделях робочої гіпоксії міокарда. Отримані результати свідчать про наявність виражених антиоксидантних і протиішемічних властивостей сполуки С-3. Призначення С-3 в дозі 100 мг/кг щурам паралельно формуванню гострого інфаркту міокарда призводило до нормалізації показників ЕКГ– зниження ST на 78,4%, а також нормалізації енергетичного метаболізму серця (збільшення АТФ на 52 %) за рахунок інтенсифікації аеробних реакцій і компенсаторної активації малат-аспартатного шунта (підвищення активності МДГ на 109 %), зниження анаеробного гліколізу (зменшення лактату). Крім того, введення С-3 призводило до нормалізації співвідношення сполученої системи NO/SH в міокарді – підвищувалася активність NO-синтази на 42 %, знижувався вміст нітротирозину на 41% за рахунок підвищення експресії мРНК еNOS в 6,9 разів. При цьому С-3 знижував експресію мРНК iNOS на 9,2 %. С-3 виявляв антиоксидантні властивості – підвищував вміст відновлених тіолів на 48 %, активність ферментів СОД на 140 %, ГПР на 118 % і зниження маркерів окисної модифікації білка – АФГ – на 61 %, КФГ – на 48,3 %. Отримані нами результати свідчать про наявність кардіопротективних, протиішемічних, антиоксидантних властивостей С-3 при експериментальному інфаркті міокарда. За ступенем впливу на показники експресії мРНК еNOS і мРНК iNOS, активності АО-ферментів (СОД і ГПР), поліпшенню показників ЕКГ, підвищенню показників енергетичного обміну (АТФ, МДГ, малат), а також зниженню показників оксидативного стресу (АФГ, КФГ, нітротирозин ) С-3 достовірно перевершує мілдронат. Введення сполуки С-3 тваринам, підданих фізичному навантаженню та підданих фізичному навантаженню на тлі коронароспазму надавало антиоксидантну дію, знижуючи утворення маркерів окисної модифікації білка в міокарді – АФГ на 31,3 %%, КФГ на 39,7 %% і нітротирозину на 39,1%%  та призводило до підвищення активності СОД на 77,9 % (р <0,05). Вміст АТФ в міокарді тварин, які отримували С-3 збільшувався на 31,2 %%, вміст лактату знизився на 49,2 %, при цьому збільшився вміст малату на 30 %% і пірувату на 22,3 %% (р <0,05). Введення С-3 приводило підвищення толерантності до фізичних навантажень на 177-133 %%(р<0,05). За силою антиоксидантної, актопротективної і протиішемічної дії С-3 перевершує мілдронат. Призначення С-3 тваринам з ВК призводило на 4-ту добу експерименту до гальмування нітрозуючого стресу, про що свідчило зниження експресії мРНК iNOS на 99,4 %, 
мРНК nNOS на 95,3 %, iNOS на 34,3 % і зниження активності загальної NOS на 51 % на тлі зниження маркера цього патологічного процесу – нітротирозину в мітохондріях головного мозку на 49,3 %. При цьому С-3 підвищував активність ферементов глутатіонової ланки ТДС-ГР на 77,2 %, ГПР на 82,3 % і Г-S-Т на 79 % при зниженні гомоцистеїну і підвищенні рівня цистеїну в головному мозку щурів після ВК. Призначення С-3 призводило до підвищення в цитозолі і мітохондріях головного мозку щурів з ВК білка теплового шоку 70 кДа на 91 % і 94 % відповідно. У більш віддалені терміни після ВК (29 доба) С-3 призводило до достовірного підвищення загальної рухової активності і зниження помилок референтної на 57 % і робочої пам'яті на 58,8 %, що свідчило про позитивну дію даної сполуки на когнітивно-мнестичні функції ЦНС. За ступенем впливу на експресію мРНКiNOS, мРНКnNOS, концентрацію iNOS, активність NOS, вміст ГSH, активність ГSH-залежних ферментів, вміст HSP70 в головному мозку щурів на 4-у добу після ВК, а також показники робочої пам'яті на 29-у добу після ВК С-3 достовірно перевершує як пірацетам, так і мексидол.          
РОЗДІЛ 6. 
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
Починаючи з 70-хх рр. минулого століття, коли А. І. Арчаков і 
Ю. А. Владіміров ввели поняття перекисного окислення ліпідів, до відкриттів патогенетичного значення оксидативного і нітрозативного стресів змінювалося ставлення клініцистів до антиоксидантів і антиоксидантних препаратів. За неповних 30 років з моменту створення першого синтетичного антиоксиданта дибунолу до появи рекомбінатних препаратів антиоксидантних ферментів і факторів глутатіону, глутатіонредуктизи – від скептицизму до включення антиоксидантів в протоколи лікування гепатитів, мозкових інсультів, ІХС, артеріальної гіпертонії і т.д. Завдяки бурхливому розвитку біохімії, фізіології, молекулярної біології була розкрита роль активних форм кисню (АФК) і азоту не тільки в регуляції фізіологічних функцій і тонких ланок метаболізму, а й в ініціації апоптозу, злоякісних новоутворень, алергії, втрати фертильності, нейродегенерації і т.д. АФК і NO беруть участь і в регуляції механізмів ендогенної нейро- і кардіопротекції. У концентраціях, що в 2-3 рази перевищують фізіологічну, вони можуть запускати експресію білків теплового шоку HSP70. Основною властивістю сімейства HSP70 є їх шаперонна функція, що включає здатність впізнавати і пов'язувати знову синтезовані поліпептидні ланцюги і складати їх в активні білкові молекули, прискорювати транслокацію білків через мембрани, запобігати агрегації і денатурації білків, забезпечувати протеолітичну деградацію нестабільних білків. В даний час в клінічній медицині використовується кілька антиоксидантних препаратів ( церулоплазмін, дибунол (іонол), токоферолу ацетат, епадол, ліпін, янтарин, тіотриазолін, емоксипін, мексидол, ацетилцистеїн, глутатіон, ексіфон, троллокс, аллопуринол, тірілазіда месілат, меклофеноксат, атеровіт, TAD-600 (tationine), біотад, епаргресіовіт. Більшість з них діють на вільно-радикальну перекисну  фазу оксидативного стресу, не впливаючи на ініціальні механізми цього патологічного процесу. На жаль, серед сучасних антиоксидантів практично немає препаратів, які являються високоефективними скавенджерами NO і його активних форм. Потреба в антиоксидантах ( скавенджерах NO висока. Численними роботами було показано безпосередню участь NO в процесі деструкції нейрона при ішемії, при хворобі Альцгеймера і Паркінсона, хронічній серцевій недостатності. Переконливі дані отримані про роль індуцибельної синтази NO і NO в патогенезі раку шлунка і гормонозалежних пухлинах. Все це обумовлює створення нових високоефективних і малотоксичних препаратів-скавенджерів NO. У теперешній час є кілька підходів до розробки і створення лікарських препаратів, в т.ч. і антиоксидантів. Для пошуку фармакологічно активних речовин використовуються різні підходи, наприклад, біо- і нейрохімічні, біофізичні, класичний QSAR, математичне моделювання оксидативного і нітрозативного стресу. Також у створенні нових антиоксидантних засобів основну роль грають фундаментальні дослідження в області нейрохімії, цитоімунології, молекулярної біології, фізичної та теоретичної хімії, генетики. В даний час розробці і створенню нових лікарських засобів повинен передувати етап конструювання і комп'ютерного прогнозу фармакологічної активності. Для цих цілей розроблені спеціалізовані інформаційні технології і на їх основі створені інтегровані системи і програмні середовища. Тому розробка та впровадження інформаційних технологій прогнозу антиоксидантної активності по інгібуванню NO активності хімічних сполук і комп'ютерного пошуку нових лікарських речовин є перспективним пріоритетним напрямком сучасної науки і має високий ступінь актуальності.

У конструюванні молекул із заданими антиоксидантними властивостями необхідно використовувати структури ендогенних лігандів, а також агоністи й антагоністи різних сайтів. Комп'ютерний прогноз з використанням програми PASS C & T (Prediction of Activity Spectra for Substances: Complex and Training) вказує на те, що ці структури будуть проявляти/не проявляти антиоксидантну активність.

Виходячи з вищевикладеного, в створенні препаратів антиоксидантної дії можна виділити такі етапи:

1. Створення бази хімічних сполук, що володіють антиоксидантною активністю: інгібітори процесів ліпопероксидації, «пасток» активних форм кисня, реактиватори антиоксидантних ферментів, комплексони заліза, донатори сульфгідрильних груп з використанням комп'ютерних програм (ISIS Base, Chem Office, ACD Labs).

2. Проведення синтезу хімічних рядів на основі виділених вище базових структур основних груп відомих антиоксидантів, попередньо оптимізуючи за допомогою комп'ютерної програми (QSAR).

3. Проведення віртуального скринінгу з використанням програми PASS C&T, і відібрані сполуки протестувати in vitro за такими властивостями, як зниженя стабільніх продуктів вільно-радикального окислення, інгібування стабільніх радикалів і активних форм кисню.

4. Відбір у результаті віртуального скринінгу і досліджень in vitro речовин, які вивчаються на експериментальних моделях, в яких провідною ланкою патогенезу є оксидативний або нітрозативний стрес.

Дослідженнями останніх 35 років, проведеними в ЗДМУ і НФАУ, була виявлена ​​висока антигіпоксична, антиоксидантна, кардіопротекторна, антиангінальна і протиішемічна активність в ряду похідних ксантину. Таким чином, використання в якості об'єктів дослідження з метою використання результатів їх вивчення в розробці і створення програми віртуального скринінгу антиоксидантної активності є актуальним і перспективним.

Нами вперше розроблені математико-теоретичні основи комплексного підходу до створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу скавенджерів NO в ряду ксантину. Даний підхід включає такі алгоритми як: вибір перспективного об'єкта дослідження, проведення дослідження антиоксидантної активності (АОА) по інгібуванню NO в ряду похідних ксантину, аналіз структура-АОА і оптимізація геометрії структур сполук, з подальшим поповненням досліджуваних сполук знову синтезованими молекулами з «вдосконаленими структурами, розрахунок квантово-хімічних параметрів досліджуваних молекул, формування бази даних по квантово-хімічним параметрам і АОА. Після цього – проведення кореляційного розрахунку між квантово-хімічними параметрами молекул і їх АОА по інгібуванню NO. На підставі отриманих результатів будується алгоритм і розробляється комп'ютерна програма віртуального скринінгу АОА по інгібуванню NO. Показано використання електронно-топологічного підходу, який дозволяє здійснювати пошук молекулярних фрагментів – 
ознак активності.
У процесі дисертаційного дослідження проведено квантово-хімічні розрахунки дескрипторів HOMOEnergy (вища зайнята молекулярна орбіталь) и LUMOEnergy (нижча вакантна молекулярна орбіталь) [57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 67, 70, 72, 73, 238, 239] за допомогою програмного комплексу WinMopac (v. 7.2). Далі були розраховані показники реактивного індексу (ω).

Квантово-хімічні розрахунки показали, що реактивний індекс досліджуваніх сполук знаходиться в межах від -1,9605 еВ до -2,9398 еВ. Показники HOMO и LUMO даних сполук також знаходяться на високому рівні. У нашій роботі було досліджено 122 з'єднання похідних ксантину ( ксантин-7-ацетатних і ксантин-8-тіоацетатних кислот та 3-R-гідроксиметилксантинів за здатністю пригнічувати утворення NO при фотоіндукованому окисленні нітропрусиду натрію. Було виявлено, що більшість з'єднань проявляють шукані властивості, що підтвердило правильність вибору об'єкта дослідження. Досліджувані сполуки показали високі показазники АОА і в більшості випадків перевищували стандарт. Показники АОА досліджуваних сполук перебувають у межах 49,43-82,16 % (концентрація 10-3 моль/л). При концентрації 10-5 моль/л показники АОА майже всіх з'єднань зменшилися, але перевищували стандарт. При зниженні концентрації до 10-7 моль/л відбувалося зменшення антиоксидантних властивостей, але всі з'єднання показували активність, яка перевищували стандартний показник. Після проведених розрахунків і визначення антиоксидантної активності досліджуваних сполук на моделі інгібування NO-радикала, була встановлена залежність АОА речовин від їх квантово-хімічних дескрипторів і визначена функція їх залежності [74]. Було використано рівняння регресії для знаходження залежності між значеннями однієї випадкової величини і відповідними їм середніми значеннями іншої випадкової величини. А також визначена щільність досліджуваної кореляційної залежності АОА від квантово-хімічного показника за ступенем розсіювання його значень навколо лінії регресії. Знаходження дескриптора з найменшим розсіюванням дозволило вибрати його в якості основного для реалізації програмного забезпечення. При порівнянні значень розрахованих дескрипторів з отриманими даними in vitro вдалось встановити лінійну залежність АОА від значень HOMO и LUMO. В ході аналізу результатів дослідження нами було встановлено, що АОА досліджуваних сполук знаходиться в залежності від реактивного індексу.

У зв'язку з цим було вирішено проводити визначення ймовірної активності сполуки, грунтуючись на лінійній інтерполяції.

На підставі отриманих даних був запропонований алгоритм програми віртуального скринінгу.

Порядок дії алгоритму:

· Внесення даних у базу даних (реактивний індекс (розраховані з'єднання), антиоксидантна активність (розрахована), коефіцієнт кореляції (розраховані з'єднання)).

· Користувач вводить показники HOMO и LUMO (це є вхідні дані).

· Визначається показник абсолютної жорсткості.

· Визначається показник абсолютної електричної негативності.

· Визначається показник реактивного індексу.

· З вищезазначених даних вираховується загальний коєфіцієнт кореляції.

· Отримання даних про прогнозовану АОА (%).
Таким чином, для створення програмного забезпечення для скринінгу потенційних скавенджерів NO нами були обрані квантово-хімічні дескриптори. При цьому, виходячи з хімічної природи і реакційної здатності активних форм азоту, особливу увагу слід приділити наступним показникам:

· енергії вищої зайнятої та нижчої вакантної молекулярних орбіталей, а також індексу реактивності Фукуї [137].

Важливим аспектом є архітектура програмного забезпечення, а також платформа для його використання. 

За останні два десятки років інтернет з пасивного помічника вченого-дослідника досить швидко перетворився в віртуального асистента-експеріментатора. Наявність нових цікавих в професійному плані прогрмм і веб-додатків дають можливість не тільки знайти цікаву інформацію і можливість обмінятися думкою з іншими дослідниками, але проводити швидкі, якісні і достовірні дослідження. На те що раніше йшли роки, маса тварин, витрачалися кошти і реактиви, в теперешній час за допомогою програм віртуального прогнозу і скринінгу можна витрать години. Програма комп'ютерного прогнозу і віртуального скрінга дозволяє уникнути багаторівневого витратного етапу створення лікарських засобів – органічного синтезу. Задумана структура відображається спеціальними програмами і за допомогою віртуального скринінгу прогнозується її активність.

Виходячи з вищесказаного, актуальним, на нашу думку, є реалізація програмного забезпечення для скринінгу потенційних скавенджерів NO у вигляді веб-додатку. Веб-додаток було вирішено створювати на мові програмування Python. Мова Python є високорівневою і має ряд переваг, серед яких можна виділити: динамічну типізацію, підтримку модульності, вбудовану підтримку Unicode, підтримку об'єктно-орієнтованого програмування, інтеграцію з C/C ++, зрозумілий і лаконічний синтаксис, кроссплатформеність. Використано наступні програмні засоби: фреймворк Django, інтегроване середовище розробки PyCharm, база даних SQLite, сервер Apache, хмарний сервер DigitalOcean. Дані про антиоксидантну активність і дані квантово-хімічних розрахунків (реактивний індекс) вносяться через адміністративну панель. При додаванні або зміні цих даних розраховується коефіцієнт кореляції, який використовується в подальших розрахунках. Були додані і збережені дані всіх 122 досліджуваних сполук. 
У результаті введення даних (HOMO, LUMO) нової сролуки і наступних програмних розрахунків отримуємо результат у вигляді прогнозованої антиоксидантної активності з'єднання у відсотках і додаткові дані про показники абсолютної жорсткості молекули, абсолютної електричної негативності молекули і реактивного індексу цього з'єднання.

В результаті проведеного аналізу нами були перевірені кілька моделей для вирішення задач регресії. Кращими моделями без застосування оптимізації виявилися моделі "опорних векторів" і "k-найближчих сусідів" При оптимізації досліджуваних моделей найкращу узагальнюючу здатність показала модель "градієнтного бустінга" з помилкою в межах 16%. Дана модель може бути використана для предікта антиоксидантної активності на підставі квантово-фізичних показників. Подальше поліпшення якості моделі можливо за рахунок збільшення навчальної та тестової вибірок, а також розширення ознак для поглиблення моделі і поліпшення узагальнюючої здатності. Розроблено і створено програму віртуального скринінгу речовин з потенційною антиоксидантною активністю по інгібуванню NO. На основі даного алгоритму була створена комп'ютерна програма віртуального скринінгу у вигляді веб-додатку. Результати роботи програм прогнозу були перевірені на знову синтезованих похідних ксантину, при конструюванні молекул яких були використані виявлені нами закономірності «структура-дія». Синтезовані сполуки були протестовані в дослідах in vitro за здатністю пригнічувати NO. При порівнянні результатів з'ясувалося, що прогноз програм не суперечить експериментальним даним. Було встановлено, що досліджувані сполуки мають високі показники АОА, що свідчить про точність прогнозу програм віртуального скринінгу. Також було встановлено більш велику точність програми з використанням моделі "градієнтного бустінга". Серед цих сполук було виділено сполуку С-3 (гідразид 1,3-диметил-8-бензиламіноксантиніл 7-оцтову кислоту), яку було вирішено досліджувати на моделях ішемії головного мозку і серця з метою підтвердження прогнозу програми. Дослідження в дослідах in vitro показало, що внесення в суспезію нейронів разом з DNIC сполуки С-3 призводить до зниження в суспезії нітротирозину на 45 % і окисленого глутатіону на 53,2 % на тлі збільшення концентрації відновленого глутатіону на 43,8 % і підвищення активності ГSH-залежних ферментів – ГПР на 337 % і ГР на 
195 %. Також показано, що антиоксидантна дія С-3 відбувається на тлі підвищення концентрації білка теплового шоку 70 кДа на 34,7 %. Отримані результати підтверджували наявность у сполуки С-3 властивостей скавенджера NO. Подібна дія вельми важлива в прояві нейро-, кардіо- та органопротективної дії у потенційних ЛЗ. Властивості скавенджера NO у С-3 вельми привабливі з точки зору не тільки нейро- або кардіопротекції, про що йшлося вище, але і з позицій створення препаратів ендотеліопротективної дії. Дисфункція ендотелію – це предиктор таких грізних захворювань як інфаркт міокарда, ХСН, мозковий інсульт, артеріальна гіпертензія, хронічна церебральна недостатність. На жаль до цього часу не разроблено препарат з доведеною ендотеліопротективною активністю. В цьому відношенні розглядаються як перспективні кандидати-модулятори системи глутатіону і донатори SН-груп, а також скавенджери NO, які можуть розглядатися як «охоронці» цього молекулярного месенджера, дефіцит якого є причиною дисфункції ендотелія, а також непряма взаємодія NO з функціонально активними групами білків і ДНК. Також важливою ланкою механізму антиоксидантної та цитопротективної дії С-3 в дослідах in vitro було підвищення концентрації білка теплового шоку 70 кДа в суспензії нейронів. В даному випадку С-3 регулюючи співвідношення в клітині NO/SH, мало вплив на експресію цього білка шаперона. HSP70 підвищує стійкість нейронів до клітинної загибелі в результаті пригнічення рецепторного, мітохондріального і ядерного шляху апоптозу. Одним з механізмів захисної дії HSP70 вважається його здатність стабілізувати Hif-1a (hypoxia-inducible factor), що відповідає за першочергову адекватну відповідь клітин на гіпоксію в умовах гострої церебральної ішемії.
В результаті подальших досліджень на експериментальних тваринах було встановлено, що профілактичне одноразове введення сполуки С-3 в дозі 100 мг/кг внутрішньоочеревинно підвищувало толерантність до фізичних навантажень, покращувало енергетичний метаболізм міокарда, зменшувало ішемічні зміни серця, а також гальмувало реакції оксидативного стресу на моделях робочої гіпоксії міокарда. Отримані результати свідчать про наявність виражених антиоксидантних і протиішемічних властивостей сполуки С-3. Проблеми підвищення ефективності тренувально-змагального процесу спортсменів різної спеціалізації і кваліфікації в даний час набули особливої ​​актуальності. Значне підвищення фізичних навантажень може привести до дисбаланса між енергопостачанням міокарда і його метаболічними потребами, тобто до робочої гіпоксії. При ішемії змінюється біохімізм енергоутворення в кардіоміоцитах, порушуються обмінні процеси, знижується ефективність функціонування клітин, що, в свою чергу, призводить до зниження ефективності роботи серця вцілому. Прогресування ішемії при різкому збільшенні фізичних навантажень часто призводить до необоротного пошкодження і загибелі клітин і утворення ділянок некрозу - розвитку інфаркту міокарда та загибелі. В основі патологічних процесів, які розвиваються в міокарді при ішемії, в т.ч. викликаної надмірними фізичними навантаженнями, лежать метаболічні порушення і гіперпродукція АФК іNO, оксидативний стрес. Як кардіопротектор з актопротективним ефектом застосовується мілдронат, карнітин, триметазидін. Однак, ці препарати не завжди ефективні, мають ряд побічних реакцій, що обмежує їх застосування в спортивній медицині як засоби, що захищають орган-мішень серце при надмірних фізичних навантаженнях. У цьому плані інтерес представляють препарати, що проявляють властивості скавенджерів NO [69, 237]. Так, в міокарді експериментальних тварин, підданих фізичному навантаженню, а також з фізичним навантаженням на тлі введення пітуітрину і введенням С-3 спостерігалося зниження маркерів окисної модифікації білка - АФГ на 
40,4-31 %, КФГ ( на 45,8-39,7 % і нітротирозину на 35,2-39,1 % і збільшення активності СОД на 56,0-77,9 %. Введення сполуки С-3 здійснювало і протиішемічну дію, сприяючи більш «економному» витрачання енергетичних ресурсів міокарда при робочій гіпоксії, викликаної різким анаеробним навантаженням. Так, введення сполуки С-3 експериментальним тваринам призводило до збільшення вмісту АТФ в міокарді на 34,1- 31,2 %. Сполука С-3 здійснювала сприятливу дію на енергетичний метаболізм міокарда – зменшувала вміст лактату і збільшувала вміст малату на 53,3-30 % і пірувату на 17,5-22,3 % в міокарді. Енерготропна дія С-3, більш за все, полягає в активації компенсаторних мітохондріально-цитозольних шунтів енергії і зменшенні малопродуктивного анаеробного гліколізу. Позитивну дію гідразиду 8-бензиламінотеофіллініл-7-оцтової кислоти на енергетичний обмін ми пов'язуємо з його антиоксидантною дією і зниженням окислювального пошкодження мембран мітохондрій. Можливо, що похідні ксантину можуть впливати на метаболізм аденілових нуклеотидів, регулювати ресинтез АТФ. Позитивну дію гідразиду 8-бензіламінотеофіллініл-7-оцтової кислоти на енергетичний обмін ми пов'язуємо з його антиоксидантною дією і зниженням окислювального пошкодження мембран мітохондрій. Відомо, що похідні ксантину можуть впливати на метаболізм аденілових нуклеотидів, регулювати ресинтез АТФ. Результатом антиоксидантної і кардіопротективної дії С-3 стало і збільшення фізичної витривалості тварин на 177-132 %. С-3, будучи скавенджером NO, здатна, по всій видимості, гальмувати 
NO-індукцію експресії Bax, Fas, p53AI і інших апоптогенних білків, переміщення їх в мітохондрії, тим самим, зберігаючи трансмембранний потенціал на внутрішній її мембрані.
Призначення С-3 в дозі 100 мг/кг щурам паралельно формуванню гострого інфаркту міокарда призводило до нормалізації показників ЕКГ-зниження ST на 78,4 %, а також нормалізації енергетичного метаболізму серця (збільшення АТФ на 52 %) за рахунок інтенсифікації аеробних реакцій та компенсаторної активації малат-аспартатного шунта (підвищення активності МДГ на 109 %), зниження анаеробного гліколізу (зменшення лактату). Крім того, введення С-3 призводило до нормалізації співвідношення тіол-дисульфідної системи та системи оксиду азоту в міокарді – підвищувалася активність NO-синтази на 42 %, знижувався вміст нітротирозину на 41 % за рахунок підвищення експресії мРНК еNOS в 
6,9 разів. При цьому С-3 знижувала експресію мРНК iNOS на 9,2%. С-3 виявляла антиоксидантні властивості – підвищувала вміст відновлених тіолів на 48%, активність ферментів СОД на 140%, ГПР на 118% і зниження маркерів окисної модифікації білка – АФГ – на 61 %, КФГ – на 48,3 %. Отримані нами результати свідчать про наявність кардіопротективних, протиішемічних, антиоксидантних властивостей С-3 при експериментальному інфаркті міокарда. Важливим аспектом в механізмі антиоксидантної і кардіопротективної дії С-3 при інфаркті міокарда була її NO-регулююча дія. Порушення нітроксидергічної системи міокарда на рівні з оксидативним стресом і енергодефіцитом є провідними факторами загибелі кардіоцитів при гострій ішемії. Відомо, що інфаркт міокарду пригнічує експресію eNOS, який має чіткий кардіопротективний ефект і підсилює експресію іNOS, що бере участь у реалізації програми нітрозуючого стресу, не менш важливим наслідком ішемії міокарда є втрата таких опосередкованих NO ефектів, як пригнічення проліферації клітин, агрегація тромбоцитів і головне – пригнічення активації моноцитів так званими молекулами адгезії. Патогенетичний зв'язок між eNOS і iNOS при ішемії міокарда полягає в тому, що в результаті пригнічення eNOS і відповідно цього пригнічення продукції NO ендотелієм зростає експресія так званих молекул адгезії, що активують моноцити. Активний синтез iNOS останніми є ключовим фактором гіперпродукції тих же (за принципом порочного кола) TNF-a та інших прозапальних цитокінів, підвищеного утворення цитотоксичних форм NO з наступним пошкодженням і апоптозом клітин тканин-мішеней. С-3, пов'язуючи надлишок цитотоксичних форм NO (пероксинітриту і іона нітрозонія), здатний переривати NO-залежні молекулярно-біохімічні ланки ушкодження кардіоцітов при ІМ. Оксидативний стрес, порушення біосинтезу NO, продукція його цитотоксичних дериватів, розвиток нітрозуючого стресу є причинами розвитку мітохондріальної дисфункції при ІМ, яка призводить до активізації енергопродуктуючих реакцій, продукції не АТФ, а АФК, в результаті чого має місце суттєвий спад енергетичних запасів кардіоміоцитів. Під дією таких АФК як гідроксил-радикал, пероксинітрит відбувається відкриття пори мітохондрій, падіння заряду її мембран, зниження синтезу АТФ і вихід через циклоспорин А-залежної пори проапотичних білків. Наслідком антиоксидантного механізму С-3 при ІМ стало і поліпшення енергетичного метаболізму міокарда при гострій ішемії.

ВК продемонстрував, що введення цього з'єднання призводило до гальмування нітрозуючого стресу, про що свідчило зниження експресії мРНК iNOS 99,4%, мРНК еNOS на 95,3%, iNOS на 34,3% і зниження активності загальної NOS на 51% на тлі зниження маркера цього патологічного 
процесу ( нітротирозину в мітохондріях головного мозку на 49,3 %. Оцінка антиоксидантної дії С-3 на моделі ВК також підтвердило її властивості скавенджера NO. Як і в попередніх дослідженнях, С-3 на моделі ВК продемонструвала важливість фармакологічної корекції порушень нітроксидергічної системи при ішемії. Ця властивість дуже важлива при комплексній нейропротекції. Надлишок NO, взаємодіючи з тіольними, аміногруппами і фенольними структурами макромолекул призводить до втрати їх фізіологічних функцій, а нітрозилювання нуклеїнових кислот призводить до мутацій і ініціювання злоякісних новоутворень. NO утворюється при несприятливим условиях гіперпродукції оксиду азоту за участю двовалентного заліза та кисня. Відомо, що надлишок NO і його цитотоксичні форми призводять до зниження чуттєвості адренорецепторів в міокарді, погіршують скоротливу активність міокарда, грають важливу роль в формуванні діастолічної дисфункції при ХСН. Також це може привести до зниження експресії глутатіон-залежних ферментів і стати причиною дефіциту глутатіону. Цей механізм призводить до формування дисфункції ендотелію при цукровому діабеті першого типу. Виходячи з цього перспективним є багаторазове включення в комплексну терапію діабетичної нейропатії антиоксидантів-скавенджерів NO. Антиоксидантна система нейрона здатна регулювати транспорт NO, забезпечує стійкість до нітрозуючого стресу. 
В перші хвилини ішемії NO (макрофагальний чи екзогенний) інгібує окислювальне фосфорилювання у мітохондріях нейронів за рахунок зворотнього зв'язування з цитохром-С-оксидазою мітохондрій. Пригнічення електронного транспорту мітохондрій призводить до накопичення супероксиду, утворення ОNOО-. Синтез пероксинітриту характерний для клітин з високою активністю NO-синтази та ферментів-продуцентів АФК (ксантиноксидаза, НАДН-оксиредуктаза, циклооксигеназа, ліпооксигеназа, ферменти електронно-транспортного ланцюга). На початкових стадіях ішемії мітохондріальна нітроредуктаза знижує рівень пероксинітриту, його відновленням за допомогою НАДФН та НАДН у NO. Пероксинітрит в першу чергу пошкоджує тіоли, металопротеїди, нуклеїнові кислоти, метаболітотропні трансміттери та ліпіди.  На тлі нормалізації нітроксидегічної системи головного мозку при ВК С-3 підвищувала активність ферментів глутатіонової ланки ТДС. Так, підвищувалася активність ( ГР на 77,2 %, ГПР на 82,3 % і Г-S-Т на 79 % при зниженні гомоцистеїну і підвищенні рівня цистеїну в головному мозку щурів після ВК. Призначення С-3 призводило до підвищення в цитоплазмі і мітохондріях головного мозку щурів з ВК білка теплового шоку 70 кДа на 91 % і 94 % відповідно. HSP70 є неминучим супутником патобіохімічних реакцій при ішемії головного мозку і виконує в даних умовах протективну функцію, що реалізується за допомогою посилення синтезу антиоксидантних ферментів, стабілізації окислювально пошкоджених функціонально активних макромолекул, а також прямої антиапоптичної дії. Крім того, HSP70 в умовах оксидативного та нітрозуючого стресу, гіпоксії, регулюють в мітохондріях процеси енергозабезпечення, модулюють активацію компенсаторних шунтів продукції енергії і дані білки є перспективною «мішенню» фармакологічного впливу при ішемічних і токсичних впливах на клітини головного мозку. HSP70 в умовах ішемії головного мозку здатні координувати згортання новосинтезованих білків, виправляти неправильне згортання пошкоджених і окислювально модифікованих білкових молекул, направляти перенесення білків через клітинні мембрани, пригнічувати агрегацію білків і здійснювати деградацію по протеосомному шляху. Протиішемічний ефект HSP70 безпосередньо пов'язаний з його антиоксидантним ефектом, за рахунок якого знижуються в умовах гіпоксії процеси окислювальної деструкції білків-переносників в дихальному ланцюгу мітохондрій. Протективний ефект HSP70 за даними І.Ф. Бєленічева і співавт. висловлювався в статистично достовірному підвищенні продукції енергії в суспензії нейрональних клітин, а також в «перемиканні» на 60 хвилину інкубації типу морфологічної загибелі клітин з апоптозу на некроз на тлі зменшення загальної кількості загиблих клітин. Антиоксидантна модуляція експресії HSP70 призводить до прояву у С-3 антиамнестичного і ноотропного ефектів.
Так, в більш віддалені терміни після ВК (29 доба) курсове призначення С-3 призводило до достовірного підвищення загальної рухової активності і зниження помилок референтної на 57% і робочої пам'яті на 58,8 %, що свідчило про позитивну дію даного з'єднання на когнітивно-мнестичні функції ЦНС. Механізм антиоксидантної, протиішемічної, кардіопротективної і нейропротективної дії С-3 може бути пояснений наявністю в його структурі гідразину, який обумовлює наявність властивостей скавенджера NO у молекули С-3. Нашими розрахунками показано, що С-3 може проявляти властивості спінової пастки. Нами в розділі 5 були проведені розрахунки квантово-хімічних енергетичних дескріпторів граничних молекулярних орбіталей: енергія вищої зайнятої молекулярної орбіталі і енергія ніжчої вакантної молекулярної орбіталі, та виявлено параметри, які визначають властивості молекули виступати в ролі скавенджера NO . 

Таким чином, розроблені математико-теоретичні основи комплексного підходу до створення комп'ютерної програми віртуального скринінгу скавенджерів NO в ряду знову синтезованих похідних ксантину продемонстрували свою науково-практичну цінність. Нова комп'ютерна програма прогнозу є високоефективним і селективним інструментом віртуального скринінгу скавенджерів NO в ряду нових синтезованих структурно-східних азагетероциклів, що доведено обчислювальним тестуванням і підтверджено експериментальними дослідженнями. 
В результаті застосування програми віртуального скринінгу було виявлено сполуку С-3, що проявляє в умовах експерименту на тваринах високу антиоксидантну, протиішемічну, кардіопротективну і нейропротективну активність.
ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі, присвяченій рішенню актуальної задачі фармакології – цілеспрямованому пошуку скавенджерів NO, в результаті комплексного підходу виявлена сполука серед похідних ксантину – гідразид 8-бензиламінотеофілініл-7-оцтової кислоти з властивостями скавенджера NO і експериментально обґрунтовано перспективи її застосування в комплексній терапії інфаркту міокарда та мозкового інсульту в якості антиоксидантного і протиішемічного засобу.

1. На підставі результатів дослідження антиоксидантної активності in vitro серед 122 похідних ксантину і квантово-хімічних розрахунків цих молекул, формування банків і баз даних по структурам і здатності інгібувати NO розроблено комп'ютерну програму, застосування якої дозволило виявити сполуку – гідразид 8-бензиламінотеофілініл-7-оцтової кислоти (С-3) з властивостями скавенджера NO (267,3%) в дослідах in vitro.

2. Попереднє внесення С-3 (10-5 М) в суспензію нейронів з послідуючим моделюванням нітрозативного стресу (DNIC, 250 мкМ) призводить до зниження нітротирозину на 45%, збільшення ГSH на 43,8 %, HSP70 на 34,7 % і підвищення активності ГПР на 337 % і ГР на 195 % (р<0,05).

3. Введення С-3 в дозі 100 мг/кг внутрішньошлунково тваринам з інфарктом міокарда призводило до зменшення відхилення ST на 78,4 % на ЕКГ та МВ-КФК в сиворотці (64 %), нормалізації нітроксидергічної 
системи – підвищення мРНК eNOS в 6,9 разів, зменшення мРНК iNOS (92,7 %), підвищення активності NOS (42%), нітрит-аніону (79,1%), до гальмування оксидативного стресу – зниження АФГ (61%), КФГ (48,3%) і нітротирозину (40,9%) на тлі підвищення активності АО-ферментів – СОД (140%) і 
ГПР (118,7 %), ГР (124,7 %) та поліпшення енергетичного метаболізму – підвищення АТФ (52 %), малату (112 %), МДГ (109 %) і зниження лактату (48,4 %) в серці (р<0,05).

4. Попереднє введення С-3 (100 мг/кг) внутрішньошлунково тваринам з гострою робочою гіпоксією призводило до підвищення фізичної витривалості (133,0 %-177,9 %), гальмування оксидативного стресу – зниження АФГ 
(31,3 %-40,4 %), КФГ (39,7 %-45,8 %), нітротирозину (39,1 %-35,2 %), до поліпшення енергетичного метаболізму – підвищення АТФ (31,2 %-34,1 %), малату (30 %-53,3 %) і зниження лактату (49,2 %-43,4 %) в серці (р<0,05).

5. Внутрішньошлункове введення С-3 (100 мг/кг) тваринам з ВК призводило до нормалізації пов'язаних систем NO/SH – зниженню експресії РНК iNOS (99,4 %), мРНК nNOS (95,3 %) в СА1 гіпокампі, концентрації iNOS (50 %) нітротирозину (49,3 %), активності NOS (51 %) в мітохондріях на тлі підвищення ГSH (137,8 %), активності ГР (77,3 %), ГПР (82,3 %), ГST (79 %), активації ендогенної нейропротекції – підвищенню HSP70 на 90,9 % в мітохондріях і на 94,6 % в цитозолі головного мозку (p<0,05) на 4-ту добу і зниження помилок робочої пам'яті на 58,8 % і референтної пам'яті на 57 % на 29-у добу експерименту (р<0,05).

6. Сполука С-3 перевершує мілдронат (р<0,05) по зниженню нітротирозину, мРНК iNOS, підвищенню мРНК eNOS, активності NOS та активності МДГ і малата при ІМ, зниженню нітротирозину і підвищенню малата при робочій гіпоксії, а також перевершує мексидол (р<0,05) і пірацетам (р<0,05) по зниженню нітротирозину і мРНК iNOS, iNOS, підвищенню HSP70 і поліпшенню пам'яті після ВК.

7. Важливою ланкою протиішемічної дії С-3 при експериментальному ІМ, робочій гіпоксії і ВК є модуляція NO/SH-залежних механізмів ендогенної кардіо- та нейропротекції, що реалізуються за рахунок властивостей скавенджера NO.
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P. 868–875.

ДОДАТОК А

Акти впровадження 
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Marepianis qucepTaniiHol po6otu Pukenka Biktopa TaBnosuua
B HAyKOBO-IIEIarOrYHHIA TPOIieC

1. HaiivenyBanHsi mponosuuil 2Jisi BnpoBamkenns: «HeiponporextiHa nist
MOXIJHUX KCAaHTHHY 3 BIIACTUBOCTSAMH cKaBeHmkepy NO mpu nepebpanbHOI imeMii ».

2. Kum i Konm 3anpomoHOBaHMii: acHCTEHTOM KadeIpu MeauyHoi Ta
apManeBTHYHOI iH(OPMATHKH i HOBITHIX TEXHOJOTiH 3amOPi3BKOro AEPHKABHOIO
MeJIMHOIO YHIBEPCHTETY, 31100yBadeM Prmxenkom Biktopom ITaBnoBuuem.

3. lxepesto indopmanii (Ha3Ba, pik BUAaHHS, BUXiAHI JaHHI):

1. Peokenko B.II. AHTHOKCHIQHTHBI MEXaHH3M HEHpPONPOTEKTUBHOTO
JEUCTBHS IMPOU3BOAHOrO 3-MeTUIKcaHTHHa (coenunenuss C-3) B yclOBHSAX
BHyTpuMo3roBoro kposousnusHus / C.I. Hocay, WN.®. Benenuues, E.B.
Anexcannposa, C.B. JleBuu, B.II. Psokenko // apmakojoris Ta Jjikapchka
TOKCcHKoJoris. —2016. — Nel (47). —C. 31-38

2 PepxeHko B.IL ACIIEKTEI CO3JaHHUS HEUPONPOTEKTUBHBIX,
[IPOTUBOBOCTIAJIMTENIBHBIX JIEKapCcTBeHHBIX cpeactB / W.C. UYexkman, ..
benennyes, A.O. CripoBas, H.A. I'opuyakosa, H.B. Byxtusposa, B.I1. PrrkeHko,
O.JI. Jlepamosa, H.H. Yanenko // Jlonosini HaionansHoi akagemii nayk Ykpainu.
—2019. — Ne9. — C. 88-98.

4. Kum BnpoBagzkeHo: kadenpa dhapmakosorii Ta MEAUYHOI pELIENTYPH
3an0pi3bKOro Jep)KaBoro MEJHYHOTO YHIBEPCHUTETY

S. Tepmin BnpoBamkennsi: 2019-2020 pp.

6. EdexTHBHiCTL BNpOBaJKeHHS: BUKOPUCTAHHS DPE3YJBTATIB HOCHIIKEHHS
Puwxenka B.I1. BmpoBamkeHi B y460BHii Ipoliec Ta HAyKOBY poGoTy KadeapH ,
IO JO3BOJIMIIO MiABUINUTD €(EeKTUBHICTE MNpPOBENECHHS JIEKIid i MPaKTHYHUX
3aHATH 32 TeMaMH «3arajpHa (papMakooris», «JI3, o mokpairyoTh MO3KOBHii Ta
KOpOHapHUM KpoBooOir» Ta ONTHMIi3yBaTH MIXOAA 1O BHBYEHHS
HEHPOIPOTEKTUBHUX BIIACTUBOCTEN MOTEeHIIATbHHX JI3.

7. Ilpono3uuii Ta 3ayBaskeHHsI: HEMAE.

IIpoTtokon 3acinanus kadenpu Ne 4 Bix 3 rpymas 2019 p.

3aBinyBau Kadeapu papmakosorii Ta
MEIUYHOI pelenTypu
3amnopi3bKoro JepKaBHOTO

MEIUYHOI'O YHIBEPCHUTETY ,
npodecop I. ®. beneniuen
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MATepIaiB ucepraniiinol pobota Pikenka Bixropa [lapnosnua

B HAYKOBO-TIE/1arorivuIii nporec

1. Haiivenysannsi uponosumii juist suposajukenust: «Kappuionporextini  practupocti
ckaerukepis NO B psity NOXIIHEX KCanTHHY»

2. Kum i koumn 3anpononosanmiiz acuctentom kaeapu Meuinoi Ta bapmanesTiunoi
iH(opmaTHKn i HOBITHIX TexroOrii anopisbkoro JICPIKABHOIO MEIMMHOTO YHIBEPCHTETY,
3100yBavem Prskerxom Bikropom [anosuyem.

3. xepesto indopmauii (mazsa, pik smianms, Buxiymi Jlanmi):

L. Victor P. Ryzhenko Study of Dependence of Xanthine Derivatives NO-Scavenger
Properties from Energy Descriptors / Victor P. Ryzhenko, Olexii A. Ryzhov, Igor F.
Belenichev and Sergii V. Levich // Biological markers and guided therapy. — 2018. — Vol.
5, Nel, - P. 37-46.

2. Pookenxo B.IL DKClgPUMEHTAILHO-TCOPSTHUCCKIE HOXXOMBI K COBANNIO
KOMIILIOTCPHO IPOTPAMMBI UL BUPTYAILHONO CKPUHUHIA CKapenivkepos NO i paLy
asarerepounkaos / B. T1. Peikenko, M. ®. benennues, A. A. Prokos, C. B. Jlesnu //
Menuuna indopmaruka ta inxkenepis. — 2018, — Ne3. — C. 54-57.

3. RyzhenkoV.P. Development of software for prediction and virtual screening of
antioxidant activity of new synthesized azaheterocyclic compounds / V.P. Ryzhenko, LF.
Belenichev, .B. Samura, O.A. Ryzhov // International Journal of Basic & Clinical
Pharmacology. — 2019. — Vol. 8, Ne6, — P. 1292-1296.

4. Kum Bnposapkeno: kadenpa dapmakonorii i wiiniumoi (apmaxonorii - J13
«/luinponerposepka meurana akanemist MO3 Vipaiumn»

5. Tepmin Buposakenns: 2020 pp.

6. PesysibraT BIPOBA/KCHHS BHKOPHCTAHNSL PE3YIIBTATIB J0CHikens Prkenxo B.IT.
B )"16013““ Ipouece  J103Boisie PO3LIHPHTH VABJICHHA  [1PO AUTHAHTTHANLHI Ta
NPOTHIIEMHYHI IIPEnapaTh, ix MexaHismMi .

7.E(I)CI\"I'HBI“C'I'I) BHPOBAIREHHSI: METOJMKA IOJ@Ha J10 BHPOBH,"DKCHIl)l,lil'll\‘()])llC'lilHH
upn  opmysanui inopmaniiinoro sabesneueHns HAYKOBO-IEAArONYHOTO nporecy
Kadeapu .

8. [Iponosuuii Ta 3ayBaskeHHs:: Hemac,

OO6rosopeno Ta 3arBep/pkeHo Ha  3acigani Kadesipu papmaxogorii’ i kiiniunoi
(apmaxonorii IMA, nporoxon Ne 7_six.,, 21 7 mororo__ 2020 p.

Sasinysau xadeapu (apmakonorii i wriniunoi
(apmaxonorii /I3 «/{ninponerposchka Meuna /
axajemis MO3 Vipaium a.mens., npodecop B. L. JKmmox
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ITpopexrop 3 HaykoBoi poGoTH Ta
iHHOBaIli# HanioHarsHOro MeIMYHOro
ymnepcmery imeni O.Q.Bboremonbi,
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Hanmenynanm nponosunii A Bnponamlcem APAMETDH  MOJEKY/IAPHOT
CTPYKTYPH MOXiHUX KCAHTHHY, IO BU3HAYAI0Th aHTHOKCHIATHOI BIIACTHBOCTI.

2. KuM i KoH 3anponoHoBaHuii: acHCTeHTOM Kaelpu MeauyHOi Ta (hapMaLeBTHYHOI
iH(OPMATHKH i HOBITHIX TEXHOJIOTiH 3anopi3bKOro AEPKaBHONO METMIHOTO YHIBEPCHTETY,
3100yBaueM Prxenkom Biktopom IMasnoBuueM.

3. lxepeno indopmanil (Ha3Ba, pik BUIAHHNA, BHXIAHI JaHHi):

1. Ryzhenko V.P. Analysis of influence of quantum chemical descriptors on NO-
scavenger properties among xanthine derivatives / O.A. Ryzhov, V.P. Ryzhenko, S.V.
Levich, LF. Belenichev // Biological markers and guided therapy. — 2017. — Vol. 4, Nel,
—P. 38-48.

2. Ryzhenko V.P. Molecular design and mathematical prediction in the creation
of neuroprotectors with an antioxidant mechanism of action / V.P. Ryzhenko, LF.
Belenichev, P.G. Bak, A.A. Ryzhov // 9th International conference Science and society
Ist February 2019, Hamilton, Canada. — P. 566-577.

4. Kum BnpoBamkeno: xadenpa Qapmakosorii HamioHanTbHOro MeIWYHOrO
yHiBepcurery imeni O. O. Boromonbus.

S. Tepmin Bnposamxennsn: 2019-2020 pp.

6. EdexTuBHiCTh BIPOBAXKEHHA: BUKOPHUCTAHHS PE3Y/IbTATIB HOCTiIKeHHs PikeHKa
B.II. BnpoBamieni B y46oBHIi npouec Ta HayKOBO-ZOCHIAHY pobotry kadeapu , mo
JO3BONMIO MiBUIIMTE eeKTHBHICTH NPOBEACHHSA NEKUill TAa NMPAKTHYHUX 3aHATH 3a
TeMaMH «3aranbHa gapMaKkoIoris» ta «Me'raﬁoni'mrpormi JI3» Ta BU3HAYEHHSA HOBOrO
KJ1acy CHOmyK Ui ONTHMi3alii NMPOBEAECHHA LiJIECTIPAMOBAHOTO nomyxcy PEYOBHH 3
AHTHOKCHIATHHMH BJIACTHBOCTSMH.

7. IIpono3uuii Ta 3ayBakeHHs : HEMAE.

IIporokon 3acinanna kadeapu Ne 12 Big « 10 » moToro 2020 p.

BianosizanbHa 3a BIpoBaKEHHS :
acHcTeHT kadenpu papmakonorii
HauionansHOro MEANYHOTO YHIBEPCHTETY
imeri O.0. Boromonbiis

(1./ A. L. lopommenko

3asinyBa4 kadenpu apmakonorii
HauioR@isHoro MEAWYHOTO YHIBEPCHTETY
imeni O. O. Boromonsis,

A. MeJ1.H., podecop I'. B. 3aiiuenxo
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AKT BITPOBAJI’KE
MaTtepiaiiB aucepraiiinoi podotu Pruxenka Bixropa [Masnosuua
B HayKOBO-TI€aroriyHui npouec

1. HaiimenyBanusi mnpono3uuii Ansi BnpoBamkeHHs: «ONTuUMi3alis MOLIYKY
ckaBeHKepiB NO B psly NOXiIHUX KCAHTHHY ».
2. Kum i koim 3anponoHoBanmii: acucreHToM Kkadempy MeAHYHOI Ta
¢dapmaneBTHYHOI 1HQOPMATUKM I HOBITHIX TEXHONOTiH 3arnopi3bKoro AeprKaBHOro
MEeIMYHOro yHiBepcuTeTy, 3100yBavyeM Prxenkom Bikropom ITaBnosruem.
3. xepeJio indopmanii (Ha3Ba, pik BUAAHHS, BUXIIHI 1aHHI):

1. Victor P. Ryzhenko Study of Dependence of Xanthine Derivatives NO-
Scavenger Properties from Energy Descriptors / Victor P. Ryzhenko, Olexii A.
Ryzhov, Igor F. Belenichev and Sergii V. Levich // Biological markers and guided
therapy. —2018. — Vol. 5, Nel, — P. 37-46.

2. Penxenxo B.I1. DkcnepuMeHTabHO-TEOPETUYECKHE MTOAXO/BI K CO3AHUIO
KOMIIBIOTEPHOM! [IPOrpaMMbl AJIsi BUPTYAJIIbHOIO CKpUMHMHIra ckaBeHkepoB NO B
pany asarerepouukiioB / B. I1. Peokenxo, Y. @. benennues, A. A. Peixos, C. B.
JleBuu // Mennuna indopmarnka ta irmkenepist. — 2018. — Ne3. — C. 54-57.

3. RyzhenkoV.P. Development of software for prediction and virtual
screening of antioxidant activity of new synthesized azaheterocyclic compounds /
V.P. Ryzhenko, L.F. Belenichev, 1.B. Samura, O.A. Ryzhov // International Journal
of Basic & Clinical Pharmacology. — 2019. — Vol. 8, Ne6, — P. 1292-1296.

4. Kum BnpoBagxeno:naboparopist isuko-ximMiuHol ¢dapmakosorii  BiJIiny
MeauyHoi XiMii ®@isuko-xiMiunoro incrutyty im. O.B.Borarcekoro HAHVY» 3
“g” o0 2020

S. Tepmin BnpoBagxenns: 2019-2020 pp.

6. EdexTuBnicTns BnpoBajskennsi: pe3ynbTariB JfochipkeHs Puxenko BT B
HayKOBHH MpoLeC J03BOJISAE PO3IIHPHTHU YIBICHHS PO aHTUOKCUIATHI Mpenapary,
X MEeXaHi3MH J1iT Ta MOBUCUTH e(PeKTHBHICTD 1X MOLIYKY Cepe]| a3areTepoLikliB..

7. Ilpono3nuii Ta 3ayBaseHHA: HEMAE.

ITporoxon 3aciganus nadoparopii Ne 1 Bin« _4 » moToro 2020 p.
3aBinyBau nabopartopist Qi3uKo-XiMiyHOT

(apmaxosnorii Bifaisly MeaUUHOT
XiMil Di3UKO-XIMIYHOTO IHCTHTYTY
im. O.B.borarcsxoro HAHY»

7. 61051.H.

// B.b. Jlapionos
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Marepianis micepTauiiiHoi poSoTi Pikerka Biktopa [Tastopia
B HayKOBO-NlearoriuHMmii potec

1. HaiivienyBannsi nponosuiii 1 BnpoBamkenns: «BUKODHCTAHHA KBAHTOBO-
XIMIHHX MapaMeTpiB MOTCKYTH JUS MPOHO3y GHTHOKCHJAHTHOL AKTHBHOCTI y
TIOXiTHHX KCAHTHHY».
2. KiM i KoTM 3ampomOMOBAMMI: acHCTEHTOM KadepH  Memmamoi Ta
bapMaLeBTHUHOI IH(OPMATHKH | HOBITHIX TeXHOJOTii 3aMOPI3HKOrO JepHABHOTO
MEIIMYHOIO yHiBepeHTeTy, 37106yBadeM Prokerkom Bikropowm ITasnosuyem.
3. Jlacepeo incpopmanii (waspa, pix BuganHst, BHXiAH KauHi):

1. Ponienko B.IL JIeckpHITOpI MOJIEKYASPHOI CTPYKTYPBI TIPOH3BOIHEIX
3-apWi(apaTKHI)KCAHTHHA B KOMITBIOTEPHOM PacHeTe aHTHOKCHAAHTHBIX CBOHCTB:
OT TpOrHO3a MO OKCIepUMeHTalbHOTO mnonTeepiesus / B.IL Phokerko,
C.B. Jlesnu // Cyuachi TeopeTuHi Ta MPaKTHUHi acmeKTH KIiHI4HOT MEAULMHM
(W15 CTYZIeHTIB Ta MONOMMX BUCHMX) : HAyKOBO-NIPAKTHUHA KOH(EpeHmia 3
MiXHAPOIHOIO yuacTio, npucsstiena 100-piuuio 3 s Hapovkenns L. T Teprena.
Ogeca, 27-28 kpitis 2017 poky : Te3n nonosizeii — Opeca : OHMexnY, 2017, — C.
195.

2. Victor P. Ryzhenko Study of Dependence of Xanthine Derivatives NO-
Scavenger Properties from Energy Descriptors / Victor P. Ryzhenko, Olexii A.
Ryzhov, Igor F. Belenichev and Sérgii V. Levich // Biological markers and guided
therapy. — 2018. — Vol. 5, Nel, ~ P. 37-46.

4. Kum Bnposamseno: xapenpa dapmaxosiorii ByKoBHHCHKOTO JepKaBHOro
MEJUYHOTO YHIBEpCHTETY.

5. Tepmin Buposamkens: 2019-2020 pp.

6. EdexTHBHICTh BNpPOBANKEHHS: BHKODUCTAHHS pe3y/IbTaTiB JOCIIDKERHS
Pmxenka B.I1. BrnpoBakeri B HaBuanbHuii nporiec Ta HayKkoBy poboty kadenpH,
WO J03BONMIO MiABHIUATH e(eKTHBHICTh NpOBEJEHHS JeKUid i MpakTHaHuX
3aHATH 33 TeMaMu «3aranbHa dapmakoforisy, «JI3 MO BIMBAIOTH Ha OGMiH
PEYOBHH» Ta ONTHMI3yBATH MIAXOAK A0 Po3poGKH JI3 3 AHTHOKCHIAHTHOIO icio.
7. Tponosunii Ta 3ayBaskenus: Hemac.

3asinysa4 kadenpu apmaxosorii
BJIH3 «ByKoBuHCHKHii epiaBrHuii
Me[IMIHHH yHiBEpCHTET»,

A MEILH., mpoecop 1. I. 3amopchkuii

-





ДОДАТОК Б
Список праць опублікованих, за темою дисертації

1.
Рыженко В.П. Антиоксидантный механизм нейропротективного действия производного 3-метилксантина (соединения C-3) в условиях внутримозгового кровоизлияния / С.Г. Носач, И.Ф. Беленичев, 
Е.В. Александрова, С.В. Левич, В.П. Рыженко // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2016. – №1 (47). – С. 31–38. (Особистий внесок: набір матеріалу, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).

2.
Ryzhenko V.P. Analysis of influence of quantum chemical descriptors on NO-scavenger properties among xanthine derivatives / O.A. Ryzhov, 
V.P. Ryzhenko, S.V. Levich, I.F. Belenichev // Biological markers and guided therapy. – 2017. – Vol. 4, №1, – P. 38–48. (Особистий внесок: набір матеріалу,  виконання експериментальних досліджень, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).

3.
Victor P. Ryzhenko Study of Dependence of Xanthine Derivatives 
NO-Scavenger Properties from Energy Descriptors / Victor P. Ryzhenko, 
Olexii A. Ryzhov, Igor F. Belenichev and Sergii V. Levich // Biological markers and guided therapy. – 2018. – Vol. 5, №1, – P. 37–46. (Особистий внесок: набір матеріалу, виконання експериментальних досліджень, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).

4.
Рыженко В.П. Экспериментально-теоретические подходы к созданию компьютерной программы для виртуального скрининга скавенджеров NO в ряду азагетероциклов / В. П. Рыженко, И. Ф. Беленичев, А. А. Рыжов, С. В. Левич // Медична інформатика та інженерія. – 2018. – №3. – С. 54–57. (Особистий внесок: набір матеріалу, виконання експериментальних досліджень, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).
5.
RyzhenkoV.P. Development of software for prediction and virtual screening of antioxidant activity of new synthesized azaheterocyclic compounds / V.P. Ryzhenko, I.F. Belenichev, I.B. Samura, O.A. Ryzhov // International Journal of Basic & Clinical Pharmacology. – 2019. – Vol. 8, №6, – P. 1292–1296.  (Особистий внесок: набір матеріалу,  виконання експериментальних досліджень, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).
6.
Рыженко В.П. Аспекты создания нейропротективных, противовоспалительных лекарственных средств / И.С. Чекман, 
И.Ф. Беленичев, А.О. Сыровая, Н.А. Горчакова, Н.В. Бухтиярова, 
В.П. Рыженко, О.Л. Левашова, Н.Н. Чаленко // Доповіді Національної академії наук України. – 2019. – №9. – С. 88-98. (Особистий внесок: набір матеріалу, виконання експериментальних досліджень, узагальнення результатів, підготовка статті до публікації).

7.
Ryzhenko V.P. Markers of oxidative stress and energy metabolism in the rat myocardium during physical exertion and during the introduction of an antioxidant–8-benzylaminotheophyllinyl-7-acetic acid hydrazide (C-3) / 
V.P. Ryzhenko, N.V. Bukhtiyarova, S.V. Levich, O.A. Ryzhov, L.V. Makyeyeva // Biological Markers in Fundamental and Clinical Medicine (scientific journal). – 2019. – Vol. 3, №2, – P. 19–26. (Особистий внесок: набір матеріалу, виконання експериментальних досліджень, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).

8.
Рыженко В.П. Комплексный подход к разработке и созданию компьютерной программы виртуального скрининга антиоксидантной активности / В.П. Рыженко, А.А. Рыжов, И.Ф. Беленичев, С.В. Левич //  Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2020. – №14 (1). – С. 43-52. (Особистий внесок: набір матеріалу,  виконання експериментальних досліджень, узагальнення та статистична обробка результатів, підготовка статті до публікації).

9.
Рыженко В.П. Антиоксидантная активность в ряду производных 
2-метилксантина и ее взаимосвязь с параметрами молекулярной 
структуры / В.П. Рыженко // Сучасні аспекти медицини і фармації – 2015: тези доповідей Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю, присвяченої Дню науки, 14-15 трав. 2015 р. – Запоріжжя, 2015. – С. 34.
10.
Рыженко В.П. Целенаправленный поиск веществ в ряду производных 3-арил(аралкил) ксантина, обладающих антирадикальной активностью в отношении супероксид-радикала / В.П. Рыженко, А.А. Рыжов, С.В. Левич, И.Ф. Беленичев, Е.В. Александрова // Медична інформатика та інженерія. – 2016. – №1. – С. 109.

11.
Риженко В. Використання програмного комплексу для цілеспрямованого пошуку скавенджерів супероксид радикалу в ряду похідних 3-аралкілксантину / В. Риженко, О. Рижов, І. Бєленічев, 
К. Александрова, С. Левіч // Матеріали ХХ Міжнародного медичного 
конгресу студентів та молодих вчених. – Тернопіль. – 2016. – С. 344.

12.
Риженко В.П. Расчеты взаимосвязи структура-активность антиоксидантных свойств в отношении пероксинитрита у производных 
3-арил (аралкил) ксантина с использованием квантово-химических, физико-химических и пространственных дескрипторов / В.П. Риженко // Матеріали Всеукраїнської науково-практичної конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні аспекти медицини і фармації – 2016». ( Запоріжжя. – 2016. – С. 246-247.
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ДОДАТОК Г
Антиоксидантна активність досліджуваних речовин in vitro (n = 10) за інгібуванням монооксиду азота NO( (M±m)

	Шифр
	Формула
	10-3 моль/л
	10-5 моль/л
	10-7 моль/л

	
	
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.3
	[image: image55.wmf]H

N

N

N

N

H

O

O

C

H

3


	1,533 ± 0,091*1
	58,53
	1,214 ± 0,0921*
	25,54
	1,573 ± 0,108*1
	62,67

	2.4
	[image: image56.wmf]H

N

N

N

N

H

O

O

C

H

3


	1,871 ± 0,025*1
	93,48
	1,664 ± 0,072*1
	72,08
	1,882 ± 0,042*1
	94,62

	2.24
	[image: image57.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

H

O


	1,514 ± 0,066*1
	56,57
	1,115 ± 0,040*1
	15,30
	1,532 ± 0,057*1
	58,43

	2.25
	[image: image58.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

H

O


	1,564 ± 0,054*1
	61,73
	1,233 ± 0,084*1
	27,50
	1,585 ± 0,081*1
	63,91

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.26
	[image: image59.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O


	1,891 ± 0,047*1
	95,55
	1,447 ± 0,094*1
	49,64
	1,776 ± 0,056*1
	83,66

	2.27
	[image: image60.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O


	1,573 ± 0,064*1
	62,67
	1,237 ± 0,087*1
	27,92
	1,518 ± 0,089*11
	56,98

	2.28
	[image: image61.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

N

H

2

O


	1,525 ± 0,055*1
	57,70
	1,323 ± 0,059*1
	36,81
	1,357 ± 0,079*1
	40,33

	2.29
	[image: image62.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

N

H

2

O


	1,54 ± 0,074*1
	59,25
	1,133 ± 0,089
	17,16
	1,464 ± 0,08*1
	51,39

	Контроль
	
	0,967 ± 0,054

	2.30
	[image: image63.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

N

H

4


	1,603 ± 0,089*1
	82,16
	1,408 ± 0,079*1
	60,00
	1,385 ± 0,051*1
	57,38

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.31
	[image: image64.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

H

3

N

O

H


	1,499 ± 0,071*1
	70,34
	1,395 ± 0,072*1
	58,52
	1,397 ± 0,045*1
	58,75

	2.32
	[image: image65.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

N

H

3

O

H


	1,543 ± 0,069*1
	75,34
	1,373 ± 0,057*1
	56,02
	1,361 ± 0,062*1
	54,66

	2.33
	[image: image66.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

N

H

2


	1,562 ± 0,082*1
	77,50
	1,506 ± 0,091*1
	71,13
	1,356 ± 0,107*1
	54,09

	2.34
	[image: image67.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

H

2

N


	1,503 ± 0,047*1
	70,79
	1,395 ± 0,060*1
	58,52
	1,369 ± 0,055*1
	55,57

	2.35
	[image: image68.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

H

2

N

N

H



	1,738 ± 0,040*1
	97,50
	1,364 ± 0,045*1
	55,00
	1,369 ± 0,045*1
	55,57

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.36
	[image: image69.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

H

2

N

O


	1,525 ± 0,055*1
	73,29
	1,323 ± 0,059*1
	50,34
	1,357 ± 0,079*1
	54,20

	2.37
	[image: image70.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

H

2

N

O


	1,517 ± 0,075*1
	72,38
	1,367 ± 0,075*1
	55,34
	1,356 ± 0,061*1
	54,09

	2.39
	[image: image71.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

N

H

3


	1,439 ± 0,077*1
	63,52
	1,376 ± 0,076*1
	56,36
	1,371 ± 0,074*1
	55,79

	2.40
	[image: image72.wmf]H

N

N

N

N

O

O

C

H

3

O

O

N

H


	1,532 ± 0,065*1
	74,09
	1,383 ± 0,067*1
	57,16
	1,396 ± 0,083*1
	58,63

	Контроль
	
	0,880 ± 0,024

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.70
	[image: image73.wmf]H

N

N

N

N

O

O

O

H

N

H

N

N

H

S


	1,945 ± 0,027*1
	101,13
	1,672 ± 0,066*1
	72,91
	1,816 ± 0,062*1
	87,79

	2.71
	[image: image74.wmf]H

N

N

N

N

O

O

O

H

N

H

N

N

H

S


	1,881 ± 0,081*1
	94,52
	1,553 ± 0,083*1
	60,60
	1,781 ± 0,084*1
	84,18

	2.72
	[image: image75.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S

H


	1,235 ± 0,069*1
	27,71
	0,993 ± 0,09
	2,69
	1,111 ± 0,063
	14,89

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.73
	[image: image76.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S


	1,532 ± 0,055*1
	58,43
	1,072 ± 0,084
	10,86
	1,565 ± 0,088*1
	61,84

	2.75
	[image: image77.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S

O


	1,397 ± 0,098*1
	44,47
	1,099 ± 0,097
	13,65
	1,12 ± 0,097
	15,82

	2.76
	[image: image78.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S

O

O


	1,445 ± 0,123*1
	49,43
	0,987 ± 0,094
	2,07
	1,544 ± 0,093*1
	59,67

	2.77
	[image: image79.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S

O

H

O


	1,643 ± 0,081*1
	69,91
	1,169 ± 0,091
	20,89
	1,636 ± 0,094*1
	69,18

	Контроль
	
	0,967 ± 0,054

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.79
	[image: image80.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S

O

O

N

H

3

O

H


	1,495 ± 0,066*1
	69,89
	1,379 ± 0,058*1
	56,70
	1,364 ± 0,043*1
	55,00

	2.80
	[image: image81.wmf]H

N

N

N

N

O

O

N

N

N

S

O

O

H

2

N

O


	1,417 ± 0,056*1
	61,02
	1,515 ± 0,074*1
	72,16
	1,369 ± 0,045*1
	55,57

	Контроль
	
	0,880 ± 0,024

	3.1
	[image: image82.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

H

O

C

H

3


	1,919 ± 0,027*1
	98,45
	1,747 ± 0,059*1
	80,66
	1,815 ± 0,053*1
	87,69

	3.2
	[image: image83.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

H

O


	1,592 ± 0,052*1
	64,63
	1,251 ± 0,056*1
	29,37
	1,565 ± 0,071*1
	61,84

	Контроль
	
	0,967 ± 0,054

	3.4
	[image: image84.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

C

H

3

N

H

4


	1,559 ± 0,045*1
	77,16
	1,326 ± 0,055*1
	50,68
	1,351 ± 0,067*1
	53,52

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.5
	[image: image85.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

N

H

4


	1,315 ± 0,105*1
	49,43
	1,523 ± 0,093*1
	73,07
	1,363 ± 0,098*1
	54,89

	3.6
	[image: image86.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

C

H

3

N

H

3

O

H


	1,254 ± 0,064*1
	42,50
	1,333 ± 0,050*1
	51,48
	1,361 ± 0,049*1
	54,66

	3.7
	[image: image87.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

N

H

3

O

H


	1,485 ± 0,147*1
	68,75
	1,369 ± 0,120*1
	55,57
	1,394 ± 0,118*1
	58,41

	3.8
	[image: image88.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

C

H

3

H

2

N

N

H


	1,631 ± 0,073*1
	85,34
	1,434 ± 0,067*1
	62,95
	1,377 ± 0,041*1
	56,48

	3.9
	[image: image89.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

H

2

N

N

H


	1,569 ± 0,090*1
	78,29
	1,369 ± 0,107*1
	55,57
	1,391 ± 0,105*1
	58,07

	3.10
	[image: image90.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

C

H

3

H

2

N

O


	1,500 ± 0,061*1
	70,45
	1,497 ± 0,051*1
	70,11
	1,349 ± 0,049*1
	53,29

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.11
	[image: image91.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

H

2

N

O


	1,431 ± 0,065*1
	62,61
	1,343 ± 0,071*1
	52,61
	1,388 ± 0,061*1
	57,73

	3.12
	[image: image92.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

C

H

3

N

H

3


	1,476 ± 0,057*1
	67,72
	1,517 ± 0,074*1
	72,38
	1,377 ± 0,087*1
	56,47

	3.13
	[image: image93.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

N

H

3


	1,491 ± 0,072*1
	69,43
	1,391 ± 0,062*1
	58,07
	1,377 ± 0,036*1
	56,47

	Контроль
	
	0,880 ± 0,024

	3.15
	[image: image94.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O

C

H

3


	1,637 ± 0,075*1
	69,29
	1,137 ± 0,084
	17,58
	1,45 ± 0,066*1
	49,95

	3.16
	[image: image95.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O


	1,593 ± 0,064*1
	64,73
	1,029 ± 0,037
	6,41
	1,446 ± 0,068*1
	49,53

	3.17
	[image: image96.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

O

O


	1,629 ± 0,081*1
	68,46
	1,381 ± 0,084*1
	42,81
	1,697 ± 0,092*1
	75,49

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.27
	[image: image97.wmf]H

N

N

N

N

O

O

O

O


	1,552 ± 0,065*1
	60,49
	1,081 ± 0,064
	11,79
	1,344 ± 0,116*1
	38,98

	3.28
	[image: image98.wmf]H

N

N

N

N

O

O

O

O

O


	1,539 ± 0,027*1
	52,12
	1,068 ± 0,054
	1,76
	1,331 ± 0,075*1
	38,37

	3.30
	[image: image99.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

H

N

O

N

H

N

H

S


	1,879 ± 0,055*1
	94,31
	1,617 ± 0,052*1
	67,22
	1,747 ± 0,072*1
	80,66

	3.31
	[image: image100.wmf]H

N

N

N

H

N

O

O

N

N

N


	1,273 ± 0,087*1
	31,64
	1,059 ± 0,095
	9,51
	1,116 ± 0,109
	15,41

	Контроль
	
	0,967 ± 0,054

	3.35
	[image: image101.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

N

H

4


	1,426 ± 0,057*1
	62,04
	1,299 ± 0,057*1
	47,61
	1,374 ± 0,037*1
	56,13

	3.36
	[image: image102.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

3

N

O

H


	1,541 ± 0,05*1
	75,11
	1,361 ± 0,062*1
	54,65
	1,364 ± 0,080*1
	55,00

	3.37
	[image: image103.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

2

N

O


	1,897 ± 0,030*1
	115,57
	1,369 ± 0,035*1
	55,57
	1,352 ± 0,029*1
	53,63

	N-АЦЦ
	
	0,901 ± 0,092
	2,46
	1,042 ± 0,087
	18,47
	0,981 ± 0,074
	11,53

	Контроль
	
	0,880 ± 0,024


                                                                                                                                                                                        

	Шифр
	Шифр
	10-3 моль/л
	10-5 моль/л
	10-7 моль/л

	
	
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%
	E, M±m
	%

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.16
	[image: image104.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

a


	3,118±0,02*1
	115,33
	1,659±0,02*1
	14,57
	1,102±0,004*1
	-23,89

	2.17
	[image: image105.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

a

C

H

3


	2,91±0,25*1
	100,97
	1,574±0,06
	8,70
	1,086±0,005*1
	-25,00

	2.18
	[image: image106.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

a


	2,427±0,04*1
	67,61
	1,479±0,02
	2,14
	1,097±0,004*1
	-24,24

	2.19
	[image: image107.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

4


	3,316±0,04*1
	129,01
	1,643±0,02*
	13,47
	1,13±0,005*1
	-21,96

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.20
	[image: image108.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

4

C

H

3


	3,988±0,03*1
	175,41
	1,752±0,03*1
	20,99
	1,241±0,01*1
	-14,29

	2.21
	[image: image109.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

4


	1,361±0,05
	-6,01
	1,131±0,03*1
	-21,89
	0,972±0,03*1
	-32,87

	2.22
	[image: image110.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

H

2

N


	1,508±0,04
	4,14
	1,244±0,02*1
	-15,47
	1,061±0,001*1
	-26,73

	2.23
	[image: image111.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

2

C

H

3


	3,405±0,06*1
	135,15
	1,593±0,04*1
	10,01
	1,105±0,01*1
	-23,69

	2.24
	[image: image112.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

2


	2,753±0,05*1
	90,12
	1,577±0,03*1
	8,91
	1,071±0,01*1
	-26,04

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.25
	[image: image113.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

H

3

N

O

H


	3,112±0,11*1
	114,92
	1,518±0,02*
	4,83
	1,079±0,005*1
	-25,48

	2.26
	[image: image114.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

H

3

N

C

H

3

O

H


	2,676±0,06*1
	84,81
	1,464±0,03
	1,10
	1,091±0,01*1
	-24,65

	2.27
	[image: image115.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

H

3

N

O

H


	3,45±0,04*1
	138,26
	1,68±0,02*1
	16,02
	1,101±0,003*1
	-23,96

	2.28
	[image: image116.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

H

2

N

O


	3,642±0,045*1
	151,52
	1,711±0,01*1
	18,16
	1,129±0,01*1
	-22,03

	2.29
	[image: image117.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

2

C

H

3

O


	2,907±0,07*1
	100,76
	1,494±0,03
	3,18
	1,086±0,004*1
	-25,00

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.30
	[image: image118.wmf]H

N

N

O

O

N

N

C

H

2

O

H

N

H

2

O


	2,516±0,06*1
	73,76
	1,387±0,03*1
	-4,21
	1,105±0,005*1
	-23,69

	Контроль
	1,448±0,006

	2.13
	[image: image119.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

O

H


	3,644±0,01*1
	134,04
	1,441±0,03*1
	-7,45
	1,335±0,03*1
	-14,26

	2.14
	[image: image120.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

O

H

C

H

3


	3,554±0,01*1
	128,26
	1,391±0,06*1
	-10,66
	1,205±0,06*1
	-22,61

	2.15
	[image: image121.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

O

H


	3,364±0,01*1
	116,06
	1,664±0,04*
	6,87
	1,442±0,05*1
	-7,39

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.31
	[image: image122.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H


	3,143±0,04*1
	101,86
	1,422±0,07*1
	-8,67
	1,264±0,06*1
	-18,82

	2.32
	[image: image123.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H


	3,361±0,06*1
	115,86
	1,299±0,06*1
	-16,57
	1,24±0,03*1
	-20,36


	2.33
	[image: image124.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H


	3,275±0,04*1
	110,34
	1,359±0,07*1
	-12,72
	1,203±0,02*1
	-22,74

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.34
	[image: image125.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O


	3,481±0,04*1
	123,57
	1,398±0,05*1
	-10,21
	1,221±0,02*1
	-21,58

	2.35
	[image: image126.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O


	3,647±0,05*1
	134,23
	1,397±0,03*1
	-10,28
	1,23±0,01*1
	-21,00

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.36
	[image: image127.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

O

H

3

C


	3,814±0,02*1
	146,69
	1,426±0,07*1
	-8,41
	1,239±0,02*1
	-20,42

	2.37
	[image: image128.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

O

H

3

C


	3,756±0,02*1
	141,23
	1,395±0,07*1
	-10,40
	1,174±0,04*1
	-24,59

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.38
	[image: image129.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

O


	4,108±0,01*1
	163,84
	1,517±0,071
	-2,57
	1,287±0,051*1
	-17,34

	2.39
	[image: image130.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

H


	3,231±0,05*1
	107,51
	1,259±0,04*1
	-19,14
	1,21±0,06*1
	-22,29

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.40
	[image: image131.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

H


	3,82±0,03*1
	145,34
	1,341±0,05*1
	-13,87
	1,209±0,01*1
	-22,35

	2.41
	[image: image132.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

H

O

H

3

C


	2,8±0,06*1
	79,83
	1,36±0,06*1
	-12,65
	1,222±0,06*1
	-21,52

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2.42
	[image: image133.wmf]H

N

N

O

O

N

N

O

H

O

H

O


	3,806±0,017*1
	144,44
	1,512±0,055*1
	-2,89
	1,346±0,041*1
	-12,40

	Контроль
	1,557±0,001

	3.6
	[image: image134.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

N

H

4


	2,949±0,21*1
	98,58
	1,567±0,05*
	5,52
	1,298±0,06*1
	-12,59

	3.7
	[image: image135.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

N

H

4

C

H

3


	3,051±0,08*1
	105,45
	1,719±0,02*
	15,76
	1,276±0,04*1
	-14,07

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.8
	[image: image136.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

2

N

H

2

C

H

2

C

C

H

3

C

H

3


	2,895±0,09*1
	94,95
	1,7±0,01*
	14,48
	1,143±0,04*1
	-23,03

	3.9
	[image: image137.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

3

N

O

H


	2,553±0,06*1
	71,92
	1,432±0,04*1
	-3,57
	1,253±0,06*1
	-15,62

	3.10
	[image: image138.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

2

N


	2,799±0,11*1
	88,48
	1,645±0,01*
	10,77
	1,25±0,02*1
	-15,82

	3.11
	[image: image139.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

2

N

N

H


	2,387±0,05*1
	60,74
	1,488±0,041
	0,20
	1,294±0,05*1
	-12,86

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.12
	[image: image140.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

2

N

O


	4,043±0,06*1
	172,25
	1,746±0,04*1
	17,57
	1,419±0,02*1
	-4,44

	3.13
	[image: image141.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

2

N

O


	2,829±0,06*1
	90,50
	1,738±0,06*1
	17,04
	1,299±0,05*1
	-12,52

	3.14
	[image: image142.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

3

N


	2,499±0,05*1
	68,28
	1,457±0,05*1
	-1,88
	1,276±0,03*1
	-14,07

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.15
	[image: image143.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

3

N


	2,412±0,06*1
	62,42
	1,604±0,07*1
	8,01
	1,176±0,04*1
	-20,81

	3.16
	[image: image144.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

H

3

N


	2,349±0,09*1
	58,18
	1,477±0,05*
	-0,54
	1,292±0,02*1
	-12,99

	3.17
	[image: image145.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

N

H


	3,045±0,05*1
	105,05
	1,538±0,03*
	3,57
	1,27±0,03*1
	-14,48

	3.18
	[image: image146.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O

N

H


	2,623±0,08*1
	76,63
	1,516±0,02*
	2,09
	1,142±0,04*1
	-23,10

	Контроль
	1,485±0,009

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.1
	[image: image147.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

H

O


	3,301±0,05*1
	125,48
	1,283±0,04*1
	-12,36
	1,103±0,02*1
	-24,66

	3.2
	[image: image148.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

H

O


	2,912±0,18*1
	98,91
	1,284±0,005*1
	-12,29
	1,193±0,004*1
	-18,51

	3.3
	[image: image149.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

H

O


	3,217±0,15*1
	119,74
	1,459±0,06
	-0,34
	1,124±0,03*1
	-23,22

	3.19
	[image: image150.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O


	3,441±0,07*1
	135,04
	1,245±0,004*1
	-14,96
	1,127 ± 0,01*1
	-23,02

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.21
	[image: image151.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O


	3,369±0,09*1
	130,12
	1,262±0,02*1
	-13,79
	1,138±0,03*1
	-22,27

	3.22
	[image: image152.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O


	2,297±0,37*1
	56,89
	1,414±0,05
	-3,41
	1,104±0,05*1
	-24,59

	3.23
	[image: image153.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O


	2,644±0,06*1
	80,60
	1,4±0,07
	-4,37
	1,12±0,01*1
	-23,49

	3.24
	[image: image154.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O


	2,629±0,21*1
	79,58
	1,442±0,03
	-1,50
	1,116±0,01*1
	-23,77

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.25
	[image: image155.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

O

O


	3,223±0,14*1
	120,15
	1,273±0,03*1
	-13,05
	1,151±0,01*1
	-21,38

	3.47
	[image: image156.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

O


	2,88±0,48*1
	96,72
	1,511±0,12
	5,94
	1,16±0,02*1
	-20,76

	3.48
	[image: image157.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

O


	2,999±0,47*1
	104,85
	1,425±0,04
	-2,66
	1,115±0,02*1
	-23,84

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.49
	[image: image158.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

O

O


	2,383±0,42*1
	62,77
	1,312±0,05*
	-10,38
	1,157±0,01*1
	-20,97

	3.50
	[image: image159.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

O

O


	3,361±0,18*1
	129,58
	1,369±0,09
	-6,49
	1,168±0,01*1
	-20,22

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.51
	[image: image160.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

O

O

O


	2,676±0,43*1
	82,79
	1,554±0,22
	6,15
	1,103±0,02*1
	-24,66

	3.53
	[image: image161.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

O

N

H

2

O


	2,782±0,24*1
	90,03
	1,264±0,03*1
	-13,66
	1,153±0,01*1
	-21,24

	3.54
	[image: image162.wmf]H

N

N

O

O

N

N

S

O

H

O


	3,238±0,123*1
	124,25
	1,283±0,01*1
	-12,36
	1,215±0,03*1
	-17,01

	Контроль
	1,464±0,039

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.28
	[image: image163.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

H

2


	2,302±0,005*1
	53,77
	1,236±0,009*1
	-17,43
	1,061±0,01*1
	-29,12

	3.31
	[image: image164.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N


	2,633±0,015*1
	75,88
	1,237±0,012*1
	-17,37
	1,111±0,005*1
	-25,78

	3.32
	[image: image165.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N


	3,006±0,02*1
	100,80
	1,319±0,02*1
	-11,89
	1,127±0,002*1
	-24,72

	3.33
	[image: image166.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

C

l


	2,622±0,018*1
	75,15
	1,228±0,007*1
	-17,97
	1,12±0,003*1
	-25,18

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.34
	[image: image167.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

B

r


	1,718±0,021*1
	14,76
	1,155±0,003*1
	-22,85
	1,11±0,004*1
	-25,85

	3.35
	[image: image168.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

O

H


	3,535±0,018*1
	136,14
	1,285±0,003*1
	-14,16
	1,113±0,007*1
	-25,65

	3.36
	[image: image169.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

O


	2,661±0,017*1
	77,76
	1,264±0,01*1
	-15,56
	1,12±0,004*1
	-25,18

	3.37
	[image: image170.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

N

O

2


	1,505±0,014
	0,53
	1,142±0,004*1
	-23,71
	1,061±0,042*1
	-29,12

	3.38
	[image: image171.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

O

2

N


	2,623±0,006*1
	75,22
	1,295±0,023*1
	-13,49
	1,118±0,002*1
	-25,32

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3.41
	[image: image172.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

N

C

l


	2,794±0,019*1
	86,64
	1,254±0,007*1
	-16,23
	1,123±0,003*1
	-24,98

	3.42
	[image: image173.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

N

N

C

l


	3,522±0,041*1
	137,27
	1,264±0,01*1
	-15,56
	1,147±0,028*1
	-23,38

	3.44
	[image: image174.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

N

N

H

O


	3,848±0,014*1
	157,05
	1,322±0,004*1
	-11,69
	1,113±0,007*1
	-25,65

	3.66
	[image: image175.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

H

O

H

N

S

N

H


	3,772±0,039*1
	151,97
	1,341±0,012*1
	-10,42
	1,131±0,006*1
	-24,45

	3.67
	[image: image176.wmf]H

N

N

O

O

H

N

N

S

N

N

N

S

H


	2,362±0,01*1
	57,78
	1,177±0,003*1
	-21,38
	1,145±0,021*1
	-23,51

	Контроль
	1,497±0,006

	N-АЦЦ
	
	1,534±0,068
	2,50
	1,725±0,024*
	18,50
	1,618±0,011
	11,50


*- р(0,05 відповідно до контролю;

1- р(0,05 відповідно до N-АЦЦ

ДОДАТОК Ґ
Квантово-хімічні розрахунки похідних ксантину

	Шифр
	HOMO
	LUMO
	Абсолютна жорсткість молекули (η)
	Абсолютна електрична негативность молекули (χ)
	Реактивний індекс (ω)
	Energy gap

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	2.3
	-8,77129
	-0,452286
	4,159502
	4,611788
	2,556626798
	-8,319004

	2.4
	-8,96839
	-0,351907
	4,3082415
	4,6601485
	2,520400034
	-8,616483

	2.24
	-8,85597
	-0,662058
	4,096956
	4,759014
	2,764029471
	-8,193912

	2.25
	-9,09988
	-0,621876
	4,239002
	4,860878
	2,786992661
	-8,478004

	2.26
	-8,8024
	-0,582053
	4,1101735
	4,6922265
	2,678352815
	-8,220347

	2.27
	-9,01568
	-0,515537
	4,2500715
	4,7656085
	2,671840271
	-8,500143

	2.28
	-8,88114
	-0,664048
	4,108546
	4,772594
	2,771984723
	-8,217092

	2.29
	-9,10999
	-0,617553
	4,2462185
	4,8637715
	2,785569467
	-8,492437

	2.30
	-8,35553
	0,175988
	4,265759
	4,089771
	1,960521777
	-8,531518

	2.31
	-8,21333
	-0,120557
	4,1669435
	4,0463865
	1,964658713
	-8,092773

	2.32
	-9,06297
	-0,554171
	4,2543995
	4,8085705
	2,717463446
	-8,508799

	2.33
	-8,11534
	-0,166582
	3,974379
	4,140961
	2,157262556
	-7,948758

	2.34
	-8,25793
	0,27448
	4,266205
	3,991725
	1,867452276
	-8,53241

	2.35
	-8,31288
	0,199749
	4,2563145
	4,0565655
	1,933095364
	-8,512629

	2.36
	-8,21545
	0,105013
	4,1602315
	4,0552185
	1,976428125
	-8,320463

	2.37
	-8,32756
	0,155553
	4,2415565
	4,0860035
	1,968077592
	-8,483113

	2.39
	-8,38973
	-0,825065
	3,7823325
	4,6073975
	2,80621967
	-7,564665

	2.40
	-8,14727
	-0,683878
	3,731696
	4,415574
	2,612390418
	-7,463392

	2.70
	-8,72966
	-0,876471
	3,9265945
	4,8030655
	2,937588564
	-7,853189

	2.71
	-8,93798
	-0,868917
	4,0345315
	4,9034485
	2,979752072
	-8,069063

	2.72
	-8,59196
	-0,758232
	3,916864
	4,675096
	2,790053804
	-7,833728

	2.73
	-8,55349
	-0,551883
	4,0008035
	4,5526865
	2,59034896
	-8,001607

	2.75
	-8,60569
	-0,629607
	3,9880415
	4,6176485
	2,673326954
	-7,976083

	2.76
	-8,85555
	-0,848165
	4,0036925
	4,8518575
	2,9398513
	-8,007385

	2.77
	-8,85943
	-0,836007
	4,0117115
	4,8477185
	2,92897117
	-8,023423

	2.79
	-10,0886
	-2,95079
	3,568905
	6,519695
	5,955107084
	-7,13781

	2.80
	-8,81243
	-0,738576
	4,036927
	4,775503
	2,824602588
	-8,073854

	3.1
	-8,90037
	-0,598091
	4,1511395
	4,7492305
	2,716746853
	-8,302279

	3.2
	-9,16228
	-0,540142
	4,311069
	4,851211
	2,729514207
	-8,622138

	3.4
	-8,84915
	-0,529164
	4,159993
	4,689157
	2,64281615
	-8,319986

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	3.5
	-9,04179
	-0,421121
	4,3103345
	4,7314555
	2,596860075
	-8,620669

	3.6
	-8,84388
	-0,522846
	4,160517
	4,683363
	2,635957141
	-8,321034

	3.7
	-9,09904
	-0,466491
	4,3162745
	4,7827655
	2,649836778
	-8,632549

	3.8
	-8,84159
	-0,519298
	4,161146
	4,680444
	2,632274383
	-8,322292

	3.9
	-9,08909
	-0,463355
	4,3128675
	4,7762225
	2,644679134
	-8,625735

	3.10
	-8,86439
	-0,547332
	4,158529
	4,705861
	2,662615525
	-8,317058

	3.11
	-9,11205
	-0,4881
	4,311975
	4,800075
	2,671713079
	-8,62395

	3.12
	-8,76329
	-0,401567
	4,1808615
	4,5824285
	2,511282777
	-8,361723

	3.13
	-8,99873
	-0,39424
	4,302245
	4,696485
	2,563425764
	-8,60449

	3.15
	-8,86955
	-0,549139
	4,1602055
	4,7093445
	2,665484388
	-8,320411

	3.16
	-9,12129
	-0,497693
	4,3117985
	4,8094915
	2,682315568
	-8,623597

	3.17
	-9,12161
	-0,497966
	4,311822
	4,809788
	2,682631682
	-8,623644

	3.27
	-8,99969
	-0,44096
	4,279365
	4,720325
	2,603361492
	-8,55873

	3.28
	-8,99267
	-0,784527
	4,1040715
	4,8885985
	2,911547142
	-8,208143

	3.30
	-8,93589
	-0,859747
	4,0380715
	4,8978185
	2,970307244
	-8,076143

	3.31
	-9,07568
	-0,547215
	4,2642325
	4,8114475
	2,714442405
	-8,528465

	3.35
	-8,24695
	-5,77632
	1,235315
	7,011635
	19,89898341
	-2,47063

	3.36
	-9,0186
	-0,664926
	4,176837
	4,841763
	2,806270504
	-8,353674

	3.37
	-9,0926
	-0,777051
	4,1577745
	4,9348255
	2,928550203
	-8,315549

	2.16
	-10,5335
	-2,2708
	4,13135
	6,40215
	4,960548564
	-8,2627

	2.17
	-10,3405
	-2,28707
	4,026715
	6,313785
	4,949925811
	-8,05343

	2.18
	-11,3396
	-3,15257
	4,093515
	7,246085
	6,413283917
	-8,18703

	2.19
	-10,9658
	-4,17817
	3,393815
	7,571985
	8,446977346
	-6,78763

	2.20
	-10,9126
	-3,6369
	3,63785
	7,27475
	7,273800124
	-7,2757

	2.21
	-11,4638
	-3,66929
	3,897255
	7,566545
	7,345247262
	-7,79451

	2.22
	-11,1101
	-3,30952
	3,90029
	7,20981
	6,663781441
	-7,80058

	2.23
	-12,3012
	-5,00601
	3,647595
	8,653605
	10,2649663
	-7,29519

	2.24
	-11,3994
	-3,32254
	4,03843
	7,36097
	6,70853269
	-8,07686

	2.25
	-11,0663
	-3,68964
	3,68833
	7,37797
	7,379280233
	-7,37666

	2.26
	-10,3907
	-4,35233
	3,019185
	7,371515
	8,998990356
	-6,03837

	2.27
	-11,4227
	-3,63826
	3,89222
	7,53048
	7,284805205
	-7,78444

	2.28
	-11,1769
	-3,51851
	3,829195
	7,347705
	7,049623846
	-7,65839

	2.29
	-10,7397
	-3,68916
	3,52527
	7,21443
	7,382129628
	-7,05054

	2.30
	-11,1886
	-3,63489
	3,776855
	7,411745
	7,272448101
	-7,55371

	2.13
	-8,88804
	-0,514267
	4,1868865
	4,7011535
	2,63929345
	-8,373773

	2.14
	-8,86477
	-0,534506
	4,165132
	4,699638
	2,651368232
	-8,330264

	2.15
	-9,0387
	-0,438097
	4,3003015
	4,7383985
	2,610563509
	-8,600603

	2.31
	-8,72683
	-0,430105
	4,1483625
	4,5784675
	2,526583037
	-8,296725

	2.32
	-8,90716
	-0,388169
	4,2594955
	4,6476645
	2,535603724
	-8,518991


	2.33
	-8,81236
	-0,539334
	4,136513
	4,675847
	2,64275069
	-8,273026

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	2.34
	-8,66722
	-0,916146
	3,875537
	4,791683
	2,962199299
	-7,751074

	2.35
	-8,9035
	-0,841267
	4,0311165
	4,8723835
	2,944608643
	-8,062233

	2.36
	-8,86998
	-0,697788
	4,086096
	4,783884
	2,800417088
	-8,172192

	2.37
	-8,78466
	-0,727414
	4,028623
	4,756037
	2,807396962
	-8,057246

	2.38
	-9,00995
	-0,727148
	4,141401
	4,868549
	2,861684894
	-8,282802

	2.39
	-8,76484
	-0,507362
	4,128739
	4,636101
	2,602905207
	-8,257478

	2.40
	-8,94317
	-0,40939
	4,26689
	4,67628
	2,562474617
	-8,53378

	2.41
	-8,84502
	-0,518859
	4,1630805
	4,6819395
	2,632732838
	-8,326161

	2.42
	-8,96056
	-0,446151
	4,2572045
	4,7033555
	2,598131351
	-8,514409

	3.6
	-8,17972
	-5,73827
	1,220725
	6,958995
	19,83559418
	-2,44145

	3.7
	-8,81148
	-0,621907
	4,0947865
	4,7166935
	2,716527171
	-8,189573

	3.8
	-9,27304
	-0,905902
	4,183569
	5,089471
	3,09576764
	-8,367138

	3.9
	-8,82156
	-0,793689
	4,0139355
	4,8076245
	2,879126151
	-8,027871

	3.10
	-8,14856
	-0,451797
	3,8483815
	4,3001785
	2,402508058
	-7,696763

	3.11
	-8,37494
	-0,44778
	3,96358
	4,41136
	2,454863665
	-7,92716

	3.12
	-8,95622
	-0,717925
	4,1191475
	4,8370725
	2,840062218
	-8,238295

	3.13
	-8,81613
	-0,673197
	4,0714665
	4,7446635
	2,76458516
	-8,142933

	3.14
	-8,48293
	-0,942608
	3,770161
	4,712769
	2,945522969
	-7,540322

	3.15
	-8,95875
	-0,938796
	4,009977
	4,948773
	3,05367764
	-8,019954

	3.16
	-8,40194
	-0,441379
	3,9802805
	4,4216595
	2,455991824
	-7,960561

	3.17
	-8,30923
	-0,373778
	3,967726
	4,341504
	2,375246802
	-7,935452

	3.18
	-8,37548
	-0,522502
	3,926489
	4,448991
	2,520511444
	-7,852978

	3.1
	-11,6031
	-5,80165
	2,900725
	8,702375
	13,05386251
	-5,80145

	3.2
	-8,85565
	-0,886065
	3,9847925
	4,8708575
	2,976974684
	-7,969585

	3.3
	-9,146
	-0,709149
	4,2184255
	4,9275745
	2,877968386
	-8,436851

	3.19
	-8,9502
	-0,718413
	4,1158935
	4,8343065
	2,83905783
	-8,231787

	3.21
	-8,8314
	-0,643706
	4,093847
	4,737553
	2,74123684
	-8,187694

	3.22
	-9,09501
	-0,621688
	4,236661
	4,858349
	2,785631775
	-8,473322

	3.23
	-9,05868
	-0,574468
	4,242106
	4,816574
	2,734418364
	-8,484212

	3.24
	-9,12872
	-0,856248
	4,136236
	4,992484
	3,012992548
	-8,272472

	3.25
	-9,03934
	-0,574011
	4,2326645
	4,8066755
	2,729265379
	-8,465329

	3.47
	-9,00125
	-0,663899
	4,1686755
	4,8325745
	2,801102688
	-8,337351

	3.48
	-8,97958
	-0,559619
	4,2099805
	4,7695995
	2,701803416
	-8,419961

	3.49
	-9,02624
	-0,783333
	4,1214535
	4,9047865
	2,918500792
	-8,242907

	3.50
	-8,87616
	-0,930505
	3,9728275
	4,9033325
	3,025888943
	-7,945655

	3.51
	-8,99873
	-0,792958
	4,102886
	4,895844
	2,921027841
	-8,205772

	3.53
	-8,97313
	-0,956613
	4,0082585
	4,9648715
	3,074895121
	-8,016517

	3.54
	-9,02163
	-0,780913
	4,1203585
	4,9012715
	2,915093713
	-8,240717

	3.28
	-8,90111
	-0,51713
	4,19199
	4,70912
	2,645021955
	-8,38398

	3.31
	-8,89276
	-0,545346
	4,173707
	4,719053
	2,667827571
	-8,347414

	3.32
	-8,77657
	-0,560742
	4,107914
	4,668656
	2,652970443
	-8,215828

	3.33
	-8,85589
	-0,816096
	4,019897
	4,835993
	2,908884021
	-8,039794

	3.34
	-8,85085
	-0,864321
	3,9932645
	4,8575855
	2,954492107
	-7,986529

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	3.35
	-8,81572
	-0,666632
	4,074544
	4,741176
	2,758437492
	-8,149088

	3.36
	-8,88187
	-0,551623
	4,1651235
	4,7167465
	2,670712831
	-8,330247

	3.37
	-8,99836
	-1,63254
	3,68291
	5,31545
	3,835826656
	-7,36582

	3.38
	-8,89847
	-1,42016
	3,739155
	5,159315
	3,559431378
	-7,47831

	3.41
	-8,87942
	-1,22535
	3,827035
	5,052385
	3,335035372
	-7,65407

	3.42
	-8,76432
	-0,48754
	4,13839
	4,62593
	2,585453324
	-8,27678

	3.44
	-8,92235
	-1,10439
	3,90898
	5,01337
	3,214889659
	-7,81796

	3.66
	-8,98572
	-0,958001
	4,0138595
	4,9718605
	3,079255369
	-8,027719

	3.67
	-8,80132
	-0,639936
	4,080692
	4,720628
	2,730459529
	-8,161384


Додаток Д
Квантово-хімічні розрахунки деяких похідних ксантил-7-оцтової кислоти
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