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ЦИТОТОКСИЧНА ДІЯ 5-ГІДРОКСИМЕТИЛ-2-ІМШО-8-МЕТИЛ-
2Н-ПІРАНО[23-С]трИДИН-3^-АРИЛ)КАРБОКСАМІДІВ
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НАЦІОНАЛЬНИЙ ФАРМАЦЕВТИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ УКРАЇНИ, ХАРКІВ
НАЦІОНАЛЬНИЙ УНІВЕРСИТЕТ ЇМ. В.Н. КАРАЗІНА, ХАРКІВ1

Здійснено синтез 5-гідроксиметил<2-іміно 8-метил-2Н-пірано[2,3-с]піридин-3-(М-арил)карбоксамідів.
Структуру одержаних сполук доведено спектральними методами. Досліджено вплив синтезованих речовин
на живу клітину. Проведено ОЗАРІ-аналіз цитотоксичності речовин класу 2Н-пірано[2,3-с]піридинів.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: піридоксаль, 2Н-пірано[2,3-с]піридини, цитотоксична дія, біологічно активні
речовини, ОЗДП-аналіз.

ВСТУП. Упродовж останніх років піридок-
саль (3-гідрокси-5-гідроксиметил-2-метил-4-
формілпіридин) все частіше привертає увагу
хіміків як багатофункціональна сполука для
органічного синтезу, а також у зв'язку з можли-
вістю побудови на його основі модельних спо-
лук з метою вивчення ряду ферментних систем
[7, 8]. Його використання в реакції Кньовена-
геля з метиленактивними нітрилами дозволяє
перейти до якісно нових гетероциклічних спо-
лук - 2-іміно-2Н-пірано[2,3-с]піридинів, що
вперше описані нами в роботі [1].

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. 5-Пдроксиметил-
2-іміно-8-метил-2Н-пірано[2,3-с]піридин-3-(ІМ-
арил)карбоксаміди синтезували шляхом
взаємодії еквімолярних кількостей вихідних
реагентів у присутності піперидину. Будову
синтезованих сполук доведено за допомогою
спектральних методів досліджень. Цитоток-
сичну їх дію досліджено іп УІІГО експрес-мєто-
дом. ОЗАВ-аналіз цитотоксичності речовин
класу 2Н-пірано[2,3-с]піридинів проведено з
використанням методу дискримінантних
функцій.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Синтез по-
хідних 2Н-пірано[2,3-с]піридину. В лабораторії
органічного синтезу НФаУ було досліджено
взаємодію піридоксалю гідрохлориду із замі-
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щеними амідами ціанооцтової кислоти та роз-
роблено методику синтезу 5-гідроксиметил-
2-іміно-8-метил-2Н-пірано[2,3-с]піридин-3-(М-
арил)карбоксамідів (рис. 1):

Встановлено, що проведення реакції під
час нагрівання в абсолютному метанолі при
використанні подвійного надлишку піперидину
дозволяє практично повністю виключити мож-
ливість перебігу реакції гідролізу імінолактону
та здійснювати синтез кінцевих продуктів з
практично кількісними виходами. Будову синте-
зованих сполук доведено за допомогою еле-
ментного та, методів ІЧ- та ПМР-спектроскопії
Х-Вау-аналізів[1,6].

Вивчення цитотоксичної дії похідних ряду
2Н-пірано[2,3-с]піридинів. З метою досліджен-
ня впливу синтезованих сполук на живу клітину
було вивчено цитотоксичну дію іп УІІГО на мо-
делі клітин кісткового мозку. Нами обрано
експрес-метод [2], який забезпечує 100 %
біодоступності досліджуваної речовини, відпо-
відає вимогам біоетики та який можна вважати
скринінговим. Суть його полягає в тому, що
нативні клітини при суправітальному забарв-
ленні розчином метиленового синього не про-
пускають' барвник, а пошкоджені клітини сприй-
мають забарвлення метиленового синього. У
запропонованій методиці визначали концен-
трацію речовини, при якій спостерігається
загибель 50 % клітин.

Для дослідження використовували клітини
червоного кісткового мозку щурів, які отриму-
вали шляхом вимивання з кісток фізіологічним
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К = 'і - Н, 2 - 2-Р, і - 3-Г, 4 - 3-С1,5 - 4-С1, б - 3,5-сШе, 7 - 4-СР3,.

70 - З^СІ-4-ОМе, 11 - 4-СООМе, 12 - 3,5-йіСІ, УЗ - 2,4-<1іОМе, 14 •

16- 2,3-аіСІ, / 7 - 2,4 - дір, 18 - 2-Ме, 19 - 3,4 - діСІ, 20 - 3,4-сііР

Рис. 1. Синтез похідних 2Н-пірано[2,3-с]піридину.

розчином на холоді. Наважку (0,005 г) дослі-
джуваної речовини 3{1-20} розчиняли в 1 мл
ДМСО. Розчин в об'ємі 0,02 мл за допомогою
дозатора вносили в планшетку, де методом
розведень зменшували концентрацію у 2, 4, 8
і т. д. разів. У кожну чарунку додавали по
0,02 мл суспензії клітин кісткового мозку. Як
контроль використовували суспензію інтактних
клітин у ДМСО. Як препарат порівняння засто-
совували преднізолон у концентрації 0,1 дози
препарату. Час експозиції складав 0,5 год. Далі
підраховували кількість забарвлених та неза-
барвлених клітин у кожній пробі. Проводили не
менше п'яти визначень.

За результатами досліджень, синтезовані
сполуки за їх впливом на живу клітину можна
позділити на декілька груп. Так, значна кількість
сполук даного ряду виявила токсичність на рівні
2-9x10-4 мг/мл. Цитотоксичність сполук 3{6,
10,16,18} становила 2-4хЮ5 мг/мл, для спо-
луки 3{19} значення порогової концентрації
виявилося найменшим - 1,6x106 мг/мл.

ОЗАП-аналіз цитотоксичності. Для встанов-
лення співвідношень між структурою молекул
та біологічною дією синтезованих сполук було
використано широкий набір молекулярних
дескрипторів. Ці розрахунки проводили на
основі напівемпіричного квантово-хімічного
методу АМ1, що добре зарекомендував себе
при оптимізації геометрії органічних молекул.
Для кожної з досліджуваних структур було
визначено геометрію, на основі якої знайдено
первинний набір дескрипторів, що включає
більше ніж півтори тисячі величин. Значну їх
частину розраховували за допомогою про-
грами "ОНДСОІМ" [9]. Серед них найважли-
вішими є молекулярна рефракція МВ(А3),
поляризованістьа(А3) і ліпофільність (МІ_ООР).
Останній параметр визначали за методом
Моригучи [3], що становить собою різновид
адитивної схеми. Крім того, за адитивними
схемами розраховували величини, що є емпі-
ричними оцінками різних атомних характе-
ристик, наприклад середня атомна поляризо-
ваність (Мр). Серед топологічних дескрипторів.

ОN
Н

! - 2-Р-4-М.Є, 9 - З-СІ-4-Ме,

3,5 - сііОМе, 15 - 2-С1-4-Р,

3(1-20}

важливими вважають індекс Рандича
набір теоретико-інформаційних індексів, які
розраховували з урахуванням ближніх (ІС,) і
дальніх (ІС2, ІС3) сусідів. Індекси загребської
групи (2М1, 2М2) та індекс Вінера (\Л/) також є
цінними параметрами структури. Ці та інші ве-
личини описують ступінь зв'язності (розгалу-
ження) молекулярної системи і добре характе-
ризують топологію досліджуваних молекул.

Геометричні параметри молекул характе-
ризували за трьома величинами: 3-0 індексом
Балабанова (иЗй), індексом сферичності (5РН)
та індексом асферичності молекули (АЗР) [3].
З використанням адитивної схеми за допомо-
гою значень вандерваальсових радіусів атомів
було розраховано параметри, що характери-
зують геометричну структуру молекул: об'єм
\/(А3) і площу поверхні 5(А2).

У межах методу АМ1 розраховано ряд
електронних дескрипторів: заряди на атомах
(найбільший позитивний, яріпах і найбільший
негативний, дпплах), дипольний момент - \х(О),
енергії верхньої зайнятоїєномо і нижньої вакант-
ної є ш м о молекулярних орбіталей (еВ), а також
теплоту утворення молекули АН (ккал/моль).

Усі наведені дескриптори характеризують
всю молекулу в цілому, а не окремі її замісники,
як це має місце, наприклад, у підході Хенча і
Фрі-Вільсона, що дає можливість використо-
вувати наші моделі для відносно широкого
набору хімічних структур.

Після встановлення гіе.рвиніноГА д^скруїр,-,

значущих параметрів. Для.цьргдр,93раховува^и,
матрицю кореляцій,-3,-метою виявлення ве,-,
личин, найтісніше пов'язаних з досліджуваними
властивостями, зокрема з цитотоксичністю. У
результаті кількість параметрів було значно
зменшено і виділено .набір.із. 28 величин. По-
дальше, спрощення проводили з, ви^ор^С:;

танням факторного/аналізу,. , . ., .
Як основний статистичний .ме.тод.для ана-:

лізу типу "структура - властивість" обрано ме--
тод дискримінантних функцій (рр)(|щр є; Ьдни'м
із підходів теорії розпізнавання образів (райе/л
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гесодпіііоп) [5]. Останнім часом цей метод
знайшов широке використання і в контексті
досліджень з біоактивності молекул [4]. Метод
ОР може бути зручним у тих випадках, коли
побудову регресивної моделі біоактивності
ускладнено з причин відсутності або неповноти
експериментальних даних, а також тоді коли
біоактивність препарату не має явного чис-
ленного значення, а є лише вказівки на її
наявність чи відсутність. Побудова ОР дозволяє
провести класифікацію хімічних препаратів за
двома (або більше) рівнями активності. Уданій
роботі побудовано функцію, що дає можливість
умовно класифікувати молекули як активні й
неактивні в аспекті їх цитотоксичності.

Основна ідея ОР полягає у виборі такого
мінімального набору дескрипторів, при якому
групи активних і неактивних молекул утворюють
окремі кластери. При цьому молекули можна'
розглядати як умовні "точки" у багатомірному
просторі дескрипторів. Після такого відбору
функція ОР визначається поверхнею у просторі
багатьох вимірів, що найбільш адекватно
поділяє групи активних і неактивних молекул.
В окремих випадках лінійна ОР будується як
суперпозиція дескрипторів:

йР(СІ1>СІ2..-)=Х0+Х1С)1+Х2СІ2+.... С )

дехо,хі,х2>...- коефіцієнти, що забезпечу-
ють ефективну класифікацію молекул;

сїі,сІ2,... - відібрані дескриптори.

Рівняння типу

ОР(01,сІ2,..Ь0 (2)

описує гіперплощину, що поділяє простір.
Знання відповідним чином відкаліброваної

дає можливість проводити поділ молекул на
активні та неактивні. При цьому критерій актив-
ності має вигляд нерівності:

РР(СІ1,СІ2,..)>0 (3)

Уданій роботі проведено дискримінантний
аналіз зв'язку -109(0050) (СО^ - доза, при якій

спостерігається загибель 50 % клітин) зі струк-
турними параметрами. При цьому передбача-
ється, що системи, які мають значення є актив-
ними, в противному разі речовину вважають
умовно малоактивною. Відбір дескрипторів за
допомогою факторного аналізу і подальший
розрахунок дискримінантної функції типу (1)
дозволили сформулювати відносно просте
правило, яке дає можливість відділити потен-
ційно активні речовини, а саме: якщо нерівність

-25,22+15,1 ІІСо-4,81 ІС1+0,15МВ-1,96ІодР-2,35єшмо>0

(4)
для даної сполуки виконується, то така

сполука є активною.
Для оцінки прогностичних можливостей

одержаної нерівності використовували мето-
дику І.00 (Іеауе-опе-оиї сгозз уаіісіаїіоп), в якій
послідовно кожну систему (молекулу) викрес-
лювали з навчальної вибірки і прогноз стосовно
неї здійснювали на основі даних для інших
молекул. У нашому випадку точність прогнозу
ЮО становила 81 %; 19 % неправильно класи-
фікованих і формально активних молекул мали
порогове значення активності -іод(СО50)«3,5 .

ВИСНОВКИ. Розроблено методикута здій-
снено синтез систематичного ряду 5-гідрокси-
метил-2-іміно-8-метил-2Н-пірано[2,3-с]піри-
дин-3-(ІМ-арил)карбоксамідів; за допомогою
методівІЧ-,ПМР-спектроскопіїтаХ-Рау-аналізу
доведено їх будову.

1. Доведено доцільність використання
методів біотестування для вивчення біологічної
дії синтезованих сполук.

2. Одержано дискримінаційну функцію, яка
дозволяє, з високою точністю класифікувати
похідні 5-гідроксиметил-2-іміно-8-метил-2Н-
пірано[2,3-с]піридин-3-(М-арил)карбоксамідів
за рівнем їх цитотоксичності та дає змогу ціле-
спрямовано прогнозувати цитотоксичність но-
вих сполук на основі 2Н-пірано[2,3-с]піридинів.
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