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միտոքոնդրիալ) և էրիթրոցիտար թաղանթներից ^ԾԲՒ1 օքսիդազի իզոձևերի 
ռիլիզինգի (արտազատման) գործընթացի վրա, օպտիկական սպեկտրալ 
ցուցանիշների և 0շ՚~ առաջացնող ակտիվության վրա, հետազոտել դրանց 
թաղանթակայունացնող ազդեցության մեխանիզմները օքսիդատիվ-նիտրոզատիվ 
սթրեսի պայմաններում և այլն:

Արձանագրված արդյունքների հիման վրա տալ համեմատական բնութագիր 
դեղագործության ոլորտում ամինակարագաթթվի նոր սինթետիկ նմանակների 
կիրառման հեռանկարների վերաբերյալ:

Աշխատանքի գիտական նորույթը:
1. Օգտագործելով նախկինում մշակված մեթոդաբանությունը, սինթեզվել են 

գրականության մեջ չնկարագրված օւ-ամինակարագաթթվի օպտիկապես մաքուր 
չորս նոր հետերոցիկլիկ տեղակալված նմանակներ՝

• (2Տ, ՅՏ)-թ-[3-(թիոֆեն-2-իլ)-4-պրոպիլ-5-թիօքսո-1,2,4-ւորիազոլ-1 -իլիօւ- 
ամինակարագաթթու (NSAA-5a),

• (2Տ,ՅՏ)-թ-[3-բութիլ-4-(ֆուրան-2-իլմեթիլ)-5-թիօքսո-1,2,4-ւորիազոլ-1-իլ]-«- 
ամինակարագաթթու (NSAA-5b),

• (2Տ,ՅՏ)-թ-[3-բութիլ-4-պրոպիլ-5-թիօքսո-1,2,4-տրիազոլ-1-իլ]-«- 
ամինակարագաթթու (NSAA-5c),

• (2Տ,ՅՏ)-3-[2-թիօքսո-2,3-դիհիդրոբենզիմիդազոլ-1-իլ]-«-ամինակարագաթթու 
(NSAA-6)

Պարզաբանվել է դրանց կառուցվածքն ու բացարձակ կոնֆիգուրացիան, մշակվել է 
դրանց կենսամիմետիկ ասիմետրիկ սինթեզի ընդհանուր մեթոդ:

և NSAA-6 ամինաթթուների կենսաակտիվությունը,2. Հետազոտվել 
բացահայտվել I

• ցուցաբերում եէ 
ՍՕԴ-միմետիկ ակտիվության,

• ցուցաբերում են ունիվերսալ թաղանթակայունացնող ազդեցություն' շնորհիվ 
թաղանթային կառուցվածքների կարևոր բաղադրիչ հանդիսացող 
օքսիդազների իզոձևերի հեմոգլոբինով հարուցված ռիլիզինգի ընկճման, որը 
կրում է խտություն-կախյալ բնույթ,

• իրենց տեսակարար հակաօքսիդանտային ակտիվության մակարդակով մոտ են 
տաուրինին և գրեթե եռակի անգամ գերազանցում են (Տ)-արգինինին,

• օքսիդատիվ-նիտրոզատիվ սթրեսի մոդելավորման պայմաններում NSAA-6
ամինաթթվի ազդեցությամբ նկատվում է օքսիդազի գումարային
ֆրակցիայի արտազատման ընկճում ինչպես հեպատոցիտների թաղանթներից, 
այնպես էլ նեյրոնալ թաղանթներից (պլազմատիկ, կորիզային, միտոքոնդրիալ), 
որն իրականանում է շնորհիվ նրա հակաօքսիդանտային ակտիվության, և որը 
ռեգիստենտ է ջրածնի պերօքսիդի, սուպերօքսիդային և հիդրօքսիլային 
ռադիկալների հանդեպ: Դա հիմք է տալիս NSAA-6-ը դիտարկելու որպես նոր 
հեռանկարային նյարդապաշտպանիչ միջոց:

Աշխատանքի գիտագործնական նշանակությունը: Սինթեզվել են (Տ)-օւ- 
ամինակարագաթթվի օպտիկապես ակտիվ հետերոցիկլիկ տեղակալված 4 նոր

յխ յա լ հակաօքսիդանտային ակտիվություն' շնորհիվ
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համար ստուգիչում հետազոտվող թաղանթների ջրային հոմոգենատները 
ինկուբացվել են ֆերիհեմոգլոբինի հետ, pH 9,5: Փորձնական խմբերում վերոնշյալ 
խառնուրդին ավելացվել է ուսումնասիրվող ամինաթթվի լուծույթ, pH 9,5: Նմուշները 1 
ժամ 37°Շ-ում ինկուբացնելուց և ապա սառեցնելուց հետո ցենտրիֆուգվել են (14000 
պտ/ր, 15 ր), իսկ սուպերնատանտները ենթարկվել են իոնաւիոխանակային 
քրոմատոգրաֆման' DE-52 ցելուլոզով լցված աշտարակով: Հետազոտվող 
թաղանթներից արտազատված Nox1+Nox2 իզոձևերի գումարային ֆրակցիան 
աշտարակից էլուացվել է 0,1 Մ կալիումֆոսֆատային բուֆերով pH 7,4: Արդյունքում 
հետազոտվող թաղանթներից ստացվել են Nox1+Nox2 իզոձևերի գումարային նատիվ 
ֆրակցիա: Այնուհետև ստուգիչում և փորձնական խմբերում գրանցվել են ստացված 
Nox-երի բնութագրական կլանման օպտիկական սպեկտրները և որոշվել այդ 
ֆերմենտի արտազատված քանակությունը մգ/մլ-ով, կիրառելով վերջինիս մոլյար 
էքստինքցիայի գործակիցը 530 նմ ալիքի երկարության տակ:

NADPH օքսիդազի իզոձևերի NADPH-կախյալ սուպերօքսիդ գոյացնող 
ակտիվությունը որոշվել է նիտրոտետրազոլային կապույտի (ՆՏԿ) մեթոդով' 
հաշվարկելով 0շ՚~ ռադիկալներով ՆՏԿ-ի վերականգնման արդյունքում ստացված 
ֆորմազանի առաջացման խթանման տոկոսը (560 նմ-ի տակ): Nox-ի NADPH-կախյալ 
Օշ ՜  գոյացնող տեսակարար ակտիվության միավոր է ընդունվել այն քանակությունը, 
որը ֆորմազանի առաջացումը ստուգիչի հանդեպ խթանում է 50%-ով:

Օքսիդատիվ-նիտրոզատիվ սթրեսի մոդելավորումը՝ ամինաթթվի 
թաղանթապաշտպանիչ ազդեցության ուսումնասիրման նպատակով: օւ- 
Ամինակարագաթթվի հետերոցիկլիկ տեղակալված նոր սինթեզված ածանցյալի 
(NSAA-6) թաղանթապաշտպանիչ ակտիվությունը գնահատվել է հիպերամոնեմիայի 
փորձարարական մոդելում [Thenmozhi A. }., Subramanian P., Evid. Based Complement. 
Alternat. Med., 2011]: Փորձերն իրականացվել են 180-220 գ կշռով 30 ոչ ցեղային, 
սպիտակ արու առնետների վրա, որոնք պահվել են ստանդարտ լաբորատոր 
վիվարիումի պայմաններում, 22+2°C ջերմաստիճանի և 45-70% խոնավության 
պայմաններում: Լուսավորման ցիկլը եղել է ստանդարտ' 12/12 լույս/մութ: Խմելու ջուրը 
և կերը եղել են անսահամանափակ: Կենդանիները բաշխվել են (10-ական) հետևյալ 
խմբերում.

I խումբ -  կենդանիներ, որոնց մոտ ՕՆՍ-ի մոդելը վերարտադրվել է 
ամոնիումի քլորիդի 1 մլ լուծույթի ներորովայնային ներարկմամբ' 100 մգ/կգ դոզայով, 
շաբաթական 3 անգամ, 5 շաբաթվա ընթացքում:

II խումբ -  կենդանիներ, որոնց մոտ նույն սխեմայով ամոնիումի քլորիդի 
ներմուծմանը զուգահեռ, 20 մգ/կգ դոզայով ներորովայնային ներարկվել է 
ֆիզիոլոգիական լուծույթում լուծված NSAA-6 ամինաթթվի 1 մլ լուծույթ, շաբաթական 2 
անգամ, 5 շաբաթվա ընթացքում:

III խումբ -  կենդանիների ստուգիչ խումբ, որոնց նույն սխեմայով 
ներորովայնային ներարկվել է 1 մլ ֆիզիոլոգիական լուծույթ:

Հետազոտության ընթացքում կիրառվել են «Sigma-Aldrich», «Pharmacal Fine 
Chemicals», «Merck», «Silufol», «Whatman», «PeaxuM» ֆիրմաների արտադրության 
բարձր մաքրության ռեակտիվներ, լուծիչներ և այլ նյութեր:
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Երկտեղակալված 5-թիօքսո-1,2,4-տրիազոլները սինթեզվել են ԵՊՀ 
օրգանական քիմիայի ամբիոնում, իսկ 2-մերկապտոբենզիմիդազո[ը ձեռք է բերվել 
«Sigma-Aldrich» ֆիրմայից:

NADPH օքսիդազի իզոձևերի անջատման և մաքրման նպատակով 
օգտագործվել է դոնորական արյան էրիթրոցիտներից անջատված էլեկտրոֆորետիկ 
հոմոգեն ֆերիհեմոգլոբին, ցելյուլոզ DE-52: Հակաօքսիդանտային ակտիվության 
որոշման համար օգտագործվել է լիոֆիլացված Cu, Zn-ՍՕԴ, որն առանձնացվել և 
մաքրվել է ցուլի լյարդից, վիտամին C, տաուրին, Լ-արգինին («Sigma Chemicals»), 
«USP» ստանդարտ նմուշի մեքսիդոլ:

Ստացված արդյունքների վիճակագրական մշակումն իրականացվել է IBM 
STATISTICA 6 և GraphPad Prism 4 համակարգչային ծրագրերով: Հետազոտվող 
ցուցանիշների միջև տարբերությունների վիճակագրական նշանակալիության 
գնահատումը իրականացվել է Սւրյուդենւրի f-չափանիշի միջոցով:

ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅԱՆ ԱՐԴՅՈՒՆՔՆԵՐԸ ԵՎ ԴՐԱՆՑ ՔՆՆԱՐԿՈՒՄԸ
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Սխեմա 1.

Բ ա--N1—N '
(ճ

,ՇՏ3(Տ)
ն«ՋՅ)

Փհհ ա-ւ\

N-N N-NH
՜ ւկ՜^^Տ 7=50-60 °Շ ր-քք----N1—Հք}Հ / ^(Տ)/հա̂ քք. ճ)

Rշ=CHз(CHշ)շ_ <»)

R1=CH3(CH )̂3_, Տ°>^ՇՏշ—
* , - օ ՜ 0>)

R1=CHз(CHշ)з_, Rյ■CH3(CHյ)յ _ («)

Բյ-ՇՈ3(€Ոյ)3_, Rշ= ՇՈյ=Շ(Շա3)_ Շ ^ _ 00

3*-ճ (Տ,Տ,Տ)

ւ շյ<աա<ա3(ա
ո. 2։8, 5%
”*• £«ա/ա20(ւ/ւ)

ւա։

(2ՏՀՏ)-էւ1Խ
NSAA-5a-C

Սխեմա 2.
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ամինաթթվային խառնուրդի (մինչև բյուրեղացումը) քիրալային ԲԱՀՔ անալիզի 
մեթոդով: Արդյունքները ներկայացված են աղյուսակ 1 և 2-ում:

Աղյուսակ 1.
Կոմպլեքս 1-ին ւրրիազոլների (օ֊ժ) միացման արդյունքները

№ Նուկլեոֆիլ
Հարաբերակցություն, % *

(Յյ-Ժ) ժամա­
նակ (ժ)

Քիմիա­
կան ելք,

%“(Տ,Տ,Տ) (Տ,/?,Տ) (Տ,տ,/?)
1 3-(թիոֆեն-2-իլ)֊4-պրոպիլ֊5- 

թիօքսո-1,2,4-տրիազոլ խ) 95,4 2,6 2,0 8 83

2 3-բութիլ֊4-(ֆուրան֊1-իլ-մեթիլ)- 
5֊թիօքսո֊1,2,4-տրիազոլ (Ե)***

95,2
(94,18)

1,9
(2,37)

2.9
(3,45)

7 75

3 3-բութիլ-4-պրոպիլ-5-թիօքսո- 
1,2,4֊տրիազո| (շ)

94,2 2,4 3,4 7,5 87

4 3-բութիլ֊4-(2֊մեթիլ-ալիլ)֊5- 
թիօքսո-1,2,4-տրիազոլ (մ) 96,5 1,8 1,7 7,5 77

‘ -Դիաստերեոմերների հարաբերակցությունը ըստ ՛Մ ՄՄՌ տվյալների:
"-Դիաստերեոմեր կոմպլեքսների խառնուրդի քիմիական ելքը, նուկլեոֆիլ միացման փուլում՝ ըստ ՆՇՔ 
տվյալների:
‘ "֊Փակագծերում նշված են դիաստերեոմերների հարաբերակցությունը ըստ քիրալային ԲԱՀՔ անալիզի 
տվյալների:

Աղյուսակ 2.
Կոմպլեքս 1-ին տարբեր պայմաններում 2-մերկապտոբենզիմիդազոփ միացման արդյունքները

№
Միջավայր/

հիմք
Հարաբերակցություն, %

(Տ,Տ,Տ) (Տ,/?,Տ) (Տ,Տ,/?)
Ժամանակ,

( ժ )

Քիմիական 
ելք, %***

96,3
(95,98)

12 90

20 40
20 30

4. ռեակցիայի ընթացք չի դիտվում
‘ ֊Դիաստերեոիզոմերների հարաբերակցությունը ըստ քիրալային ԲԱՀՔ անալիզի տվյալների: Փակագծերում 
բերված է դիաստերեոմերների հարաբերակցությունը ըստ ՛Մ ՄՄՌ տվյալների:
"֊Դիաստերեոմերների հարաբերակցությունը ըստ ՆՇՔ տվյալների:
‘ "֊Դիաստերեոմեր կոմպլեքսների խառնուրդի քիմիական ելքը նուկլեոֆիլ միացման փուլում՛ ըստ ՆՇՔ 
տվյալների:

Ըստ ՆՇՔ տվյալների, իք)-դեհիդրոամինակարագաթթվի կոմպլեքսին (1) 
նուկլեոֆիլների միացման արագությունը գերազանցում է (2)- կոմպլեքսին (2) 
նուկլեոֆիլների միացման արագությանը: Հավանաբար դա պայմանավորված է 
տարածական գործոններով, քանի որ (Հ)- կոմպլեքսի (2) դեպքում նուկլեոֆիլի 
մոտեցումը Շ=Շ կապին տարածապես դժվարացված է ինչպես հ1-բենզիլպրո|ինի 
մնացորդի ֆենիլային օղակի կողմից Շիֆի հիմքի հարթության տարածական 
էկրանացմամբ, այնպես էլ սեփական դեհիդրոամինաթթվային մնացորդի թ-ՇՒև խմբի 
ստեղծած լրացուցիչ տարածական էկրանացմամբ: Վերջինս բացակայում է ի£)- 
դեհիդրոամինակարագաթթվի կոմպլեքսի (1) դեպքում:
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Նպատակային հետերոցիկլիկ տեղակալված ամինաթթուները անջատվել են 
ստանդարտ եղանակով, բյուրեղացվել են ջրային էթանոլից (սխեմաներ 1 և 2):
Նոր սինթեզված ամինաթթուների, ինչպես նաև նրանց միջանկյալ կոմպլեքսների 
կառուցվածքն ու բացարձակ կոնֆիգուրացիան պարզաբանվել են ֆիգիկաքիմիական 
անալիզի ժամանակակից մեթոդներով: Աղյուսակ 3-ում բերված են սինթեզված 
ամինաթթուների բանաձևերը և քիրաօպտիկական տվյալները:

Աղյուսակ 3.
Նոր սինթեզված ամինաթթուների բնութագրական տվյալները

Ամինաթթու
Կառուցվածքային

բանաձև
6€,

0//0
I 720№ \,

7"/ւ ա լ,

°Շ
(2Տ,ՅՏ)-ի-[3-( թի ոֆեն-2-ի լ)-4- 

պրոպիլ)-5-թիօքսո-1,2,4- 
ւորիսւզոլ-1-իլ]-<յ- 

սւ մինա կա րագսւ թթու (N844-53)

98,2 + 10,232°
204֊
205

2 .

(2Տ,ՅՏյթ-[3-բութիլ-4-(ֆուրան-2- 
իլմեթիլ)-5-թիօքսո-1,2,4- 

սւրիսւզոլ-1-իլ]-օ.- 
ամինակարագաթթու (N844-55)

98,6 30,36° 197199

3.
(2Տ,ՅՏ)-թ-[3-բո ւթիլ-4-պ րոպի լ)-5- 
թիօքսո-1,2,4-ւորիսւզոլ-1-իլ]-օէ.- 

ամինակարագաթթու (N844-50)
98,9 10,67° 204,5

4.
(2Տ,ՅՏ)- ի-[2-թիօքսո-2,3- 

դիհիդրոբենզիմիդազոլ-1-իլ]-օւ- 
ամինակարագաթթու (N844-6)

98,1 20,91°

Այսպիսով, սույն ատենախոսական աշխատանքի շրջանակներում 
իրականացված հետազոտությունների արդյունքում հաջողվել է ստանալ (Տ)~օւ- 
ամինակարագաթթվի հետերոցիկլիկ տեղակալված չորս նոր նմանակներ, 
պարզաբանվել է դրանց կառուցվածքն ու բացարձակ կոնֆիգուրացիան, մշակվել է 
դրանց կենսամիմետիկ ասիմետրիկ սինթեզի ընդհանուր եղանակ:

2. օւ-Ամինւսկւսրւսգւսթթվի նոր սինթեզված ածանցյալների 
հակաօքսիդանտային ակտիվության և բջջային և ներբջջային թաղանթներից 
№ԱԲՒ1 օքսիդազի իզոձևերի արտազատման գործընթացի վրա ազդեցության

ուսումնասիրությունը
Հաստատվել է, որ N544-50 և N544-6 ամինաթթուները ցուցաբերում են 

խտություն կախյալ հակաօքսիդանտային ակտիվություն' շնորհիվ վերջիններիս մոտ 
առկա ՍՕԴ-միմետիկ ակտիվության: Ջրածնի պերօքսիդի քայքայման հետևանքով 
առաջացած սուպերօքսիդ ռադիկալները չեզոքացվում են այդ ամինաթթուներով և 
ընկճվում է ԿԲԿ-ի վերականգնումը այդ ռադիկալներով, ինչի արդյունքում նկատվում 
է ԿԲԿ-ի մաքսիմալ օպտիկական կլանման խտության անկում 580 նմ ալիքի տակ:
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Աղյուսակ 4.
Nox-երի ֆրակցիայի առավելագույն օպտիկական կլանման խտության արժեքները (530 նմ)

Առնետների թոքային 
հյուսվածքից

առանձնացված թաղանթներ

ցիտոպլազմատիկ
թաղանթներ

(ո=6)

կորիզային
թաղանթներ

(ո=6)

միտոքոնդրիալ
թաղանթներ

(ո=6)
Ստուգիչ խումբ 0,33±0,006 0,41 ±0,009 0,26±0,008

Փորձնական խումբ
0,21 ±0,008 

Բ<0,001
0,28±0,003

Բ<0,001
0,18±0,005 

Բ<0,05
Տարբերություն, % յ36.4 յ31.7 յ30.8

Առնետների երիկամային 
հյուսվածքից

առանձնացված թաղանթներ

ցիտոպլազմատիկ
թաղանթներ

(ո=6)

կորիզային
թաղանթներ

(ո=6)

միտոքոնդրիալ
թաղանթներ

(ո=6)
Ստուգիչ խումբ 0,24±0,006 0,31 ±0,008 0,21 ±0,008

Փորձնական խումբ
0,18±0,006 

Բ<0,001
0,23±0,005

Բ<0,001
0,18±0,008 

Բ<0,05
Տարբերություն, % յ25,0 յ25,8 յ14,3

֊

Ցուլի ցարդի 
միտոքոնդրիալ 

թաղանթներ (ո=6)

էրիթրոցիտների 
թաղանթներ (ո=6)

Ստուգիչ խումբ 0,24±0,008 0,23±0,005

Փորձնական խումբ
0,16±0,006

Բ<0,001
0,12±0,004 

Բ<0,001
Տարբերություն, % յՅՅ,6 յ47,8

Հաստատված է, որ ուսումնասիրված բջջային և ներբջջային թաղանթների 
վրա NSAA-5c-ի պաշտպանիչ ազդեցության հիմքում ընկած է վերջինիս 
հակաօքսիդանտային ակտիվությունը' լիպիդային գերօքսիդացման գործընթացների 
արգելակմամբ, և թաղանթակայունացնող ազդեցությունը, որն իրականացվում է
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թաղանթային կառուցվածքների կարևոր բաղադրիչ հանդիսացող ^ԾԲՒ1 
օքսիդազների իզոձևերի գումարային ֆրակցիայի հեմոգլոբինով հարուցված 
ռիլիզինգի ընկճմամբ:

Հարկ է նշել, որ, ի տարբերություն հակաօքսիդանտային ակտիվության 
գլխավոր ֆերմենտի' Շպճո-ՍՕԴ-ի, որը ապաակտիվանում է ավելորդ գեներացվող 
Ւ10՝ ռադիկալներով, NSAA-5c ամինաթթուն, ընդհակառակը, արգելակում է 
թաղանթային գոյացություններում ազատ ռադի կա լային օքսիդացման
գործընթացները, ինչն ընդհանուր առմամբ վկայում է հետազոտվող ամինաթթվի մոտ 
ունիվերսալ թաղանթապաշտպանիչ հատկությունների առկայության մասին:

օւ-Ամինւսկւսրւսգւսթթվի նոր սինթեզփսծ ածանցյալների և որոշ էնդոգեն 
հակաօքսիդանտների (վիտամին Շ, տաուրին, Լ-արգինին) տեսակարար 
հակաօքսիդանտային ակտիվությունների համեմատական քանակական 
վերլուծության արդյունքում պարզ է դարձել, որ NSAA-5c և NSAA-6 ամինաթթուները 
(հատկապես NSAA-6-ը) իրենց տեսակարար հակաօքսիդանտային ակտիվության 
մակարդակով համարյա հավասարազոր են տաուրինին, գրեթե եռակի անգամ 
գերազանցում են սպիտակուցային ամինաթթու Լ-արգինինի հակաօքսիդանտային 
ակտիվությանը: Միաժամանակ հայտնաբերվել է, որ գոյացող սուպերօքսիդային 
ռադիկալների ստացիոնար կոնցենտրացիան համապատասխանաբար մեծանում է 
հետազոտվող միացությունների տեսակարար հակաօքսիդանտային 
ակտիվությունների նվազմանը զուգընթաց (աղյուսակ 5):

Աղյուսակ 5.
Հետազոտվող միացությունների տեսակարար հակաօքսիդանտային ակտիվությունները և

սուպերօքսիդային ոադիկալների գոյացման արագությունը

Հետազոտվող
միացություններ

Տեսակարար 
հակաօքսիդանտային 

ակտիվություն (միավոր/մգ/մլ)
էՎ±տռ

Օշ ֊ի առաջացման 
արագություն 

(X 1Ծ6Մ/րոպ ե)

Վիտամին “Շ” 36,0 ±4,8 0,9

Տաուրին 29,5 ± 3,4 1,0

NSAA-6 ամինաթթու 27,5 ± 3,7 1,5

NSAA-5c ամինաթթու 22,0 ±2,1 2,5

Լ-արգինին 7,5 ±1,6 4,0*
սուպերօքսիդային ռադիկալների գոյացման արագությունը հակաօքսիդանտների 

բացակայության պայմաններում կազմում է 5* 1Ծ6 Մ/ր

Ստացված արդյունքները նոր հեռանկարներ են բացում նշված 
ամինաթթուների հետագա ավելի խորը ոաումնասիրությունների համար' որպես 
թաղանթակայունացնող հատկություններով օժտված պոտենցիալ
հակաօքսիդանտների:

14



3. Նեյրոնսւլ թաղանթներից (պլւսզմւստիկ, կորիզային, միտոքոնդրիալ) 
№ԾԲՒ1 օքսիդազի իզոձևերի արտազատման գործընթացի վրա NSAA-6 
ամինաթթվի և մեքսիդոլի արգելակող ազդեցության համեմատական 

ուսումնասիրությունը
Ուսումնասիրության արդյունքում հաստատվել է, որ սպիտակ, ոչ ցեղային 

առնետների ուղեղային հյուսվածքից առանձնացված նեյրոնալ թաղանթների 
ինկուբացիան NSAA-6 ամինաթթվի և թաղանթակայունացնող հատկություններով 
օժտված մեքսիդոլի հետ հանգեցնում է 1\1օ\-երի գումարային ֆրակցիայի ֆերիՒ1է>-ով 
հարուցված արտազատման ընկճման և այն կրում է դոզա-կախյալ բնույթ ( նկ. 1-4):

C y to p la s m ic  m e m b r a n e s

0.35

0.30

0.25

§  0.20
E
'53

0.15

0,321±0,014

0,228±0,007
0,191±0,004

control 2 mg/ml 4 mg/ml 8 mg/ml 
N S A A -6  a m in o  a c id

0.35

0.30

0.25

§  0.20
E■53

0.15

C y to p la s m ic  m e m b r a n e s

0,321±0,014 P<0,0001

0,200± 0,012

control 2 mg/ml 4 mg/ml 8 mg/ml 
M e x id o l

Նկար է Նեյրոնների առանձնացված բջջաթաղանթներից N0ճ-երի ռիլիզինգի վրա NSAA-6 
ամինաթթվի և մեքսիդոլի (13) ածող քանակությունների արգելակող ազդեցությունը

; 0.30՛ 
: 0.29՛ 
! 0.28՛ 

0.27՛ 
: 0.26՛ 
: 0.25՛ 

0.24՛ 
0.23  
0.22  
0.21՛ 
0.20  
0.19  
0.18  
0.17

N u c le a r  m e m b r a n e s

0,273± 0,010 P<0,0001

T
0,230± 0,011 

I ~T~ I 0 ,213±0,013

0,196±0,010

C ontro l 2 mg/m l 4  mg/m l 8 mg/ml 
NSAA-6 am ino acid

: 0.30՛ 
I 0.29՛ 
: 0.28՛ 
: 0.27՛ 
: 0.26՛ 
i 0.25՛ 

0.24՛ 
0.23 
0.22 

! 0.21՛

N u c le a r  m e m b ra n e s  

0,273± 0,010 p<0,0001

T "

0,180±0,006

Comtrol 2 mg/ml 4 mg/ml 8 mg/ml 
M e x id o l

Նկար 2. Նեյրոնների առանձնացված կորիզաաթաղանթներից №ճ-երի ռիլիզինգի վրա 
NSAA-6 ամինաթթվի և մեքսիդոփ (8) աճող քանակությունների արգելակող ազդեցությունը

0.375­
0 .350­
0 .325­
0 .300­
0 .275­
0.250
0.225
0.200
0.175

M ito c h o n d r ia l  m e m b r a n e s

0,346±0,10

0,303± 0,008

0,260± 0,014

P<0,01

M±SD

0,208± 0,003

Control 2 mg/m l 4  mg/ml 8 mg/ml

N S A A -6  a m in o  a c id

B
0.375­
0.350­
0.325­
0.300­
0.275­
0.250­
0.225­
0.200­
0.175-

M ito c h o n d ria l m e m b ra n e s  

0,346±0,010 P<0,0001

313±0,005 |

0,266±0,008

Control 2mg/ml 4 mg/ml 8 mg/ml
M e x id o l

Նկար 3. Նեյրոնների առանձնացված միտոքոնդրիալ թաղանթներից №ճ-երի ռիլիզինգի վրա 
NSAA-6 ամինաթթվի և մեքսիդոփ (Ց) աճող քանակությունների արգելակող ազդեցությունը

A B

P<0,0001

0,266±0,010
0,248±0,01 30,260±0,014

M±SD

BA

0,220±0,008
1— 1 0,200±0,014

M±SD

A
P<0.0001

P<0,01 0,216±0,006
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M ito c h o n d r ia l m e m b ra n e s

Նկար 4. Առանձնացված նեյրոնալ թաղանթներից Nox-bրի ռիլիզինգի վրա NSAA-6 ամինաթթվի 
և մեքսիդոփ աճող քանակությունների արգելակող ազդեցության համեմատական քանակական

բնութագիրը (%-ով)
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0.575՛ 
0.550՛ 
0.525՛ 
0.500՛ 
0.475՛ 
0.450՛ 

I  0.425՛ 
0.400 
0.375՛

Cytoplasm atic m em branes  

0,54± 0,02
P<0,001 P<0,001

r ° i 0,43±0,0

1 2  3
Experimental animals groups

e 0.60՛

f.
0 0.55՛
fi
1 0.50՛ 
E

0.45՛

N u c le a r  m e m b ra n e s

r

1 2 3
Experimental animals groups

0.45- 

c 0.40- 

o 0.35­

0.30-

Mitochondrial membranes 

0,40±0,02
<0 001_ _ ^ ր _  p <0,00i

r

1 2 3
Experimental animals groups

Նկար 5. Նեյրոնալ թաղանթներից անջատված Nox-bրի ֆրակցիայի մաքսիմալ օպտիկական 
կլանման ինտենսիվությունները 360 նմ ափցի երկարության տակ 

(1- ստուգիչ խումբ, 2- ՕՆՍ, 3- NSAA-6 ամինաթթվի ներմուծում ՕՆՍ-ի ժամանակ)

0.36­
0.35' 
0.34' 
0.33­
0.32' 
0.31 
0.30 
0.29' 

■{§ 0.28' 
0.27՛ 
0.26 
0.25 
0.24

Cytoplasmatic membranes

0,32±0,02
<0,001 P<0,001

r  B  ~ l
0,26±0,01

5±0,01

1 2 3
Experimental animals groups

0.45-o
Ճ
O 0.40՛

s
0.35-

Nuclear membranes

0,001 P<0,001

r s i

1 2 3
Experimental animals groups

Նկար 6. Հեպատոցքւտների թաղանթներից անջատված Nox-երի ֆրակցիայի մաքսիմալ 
օպտիկական կլանման ինտենսիվությունները 360 նմ ափքի երկարության տակ 

(1- ստուգիչ խումբ, 2- ՕՆՍ, 3- NSAA-6 ամինաթթվի ներմուծում ՕՆՍ-ի ժամանակ)

0.65 0,62±0,01

0,51±0,010.50±0.02 0.32±0.020.31 ±0.02

0,40±0,01

0.25

0.50

0.36±0.01
0.34±0.01

0.30
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20
՜օ
I  15

10՜է:
օ

5
օ

0

c y to p la s m  n u c le a r  m ito c h o n d r .  
22.1

20.2
17.4

Neuronal membranes

2 1 2 1 2 
Experimental animals group

H e p a to c y te  m e m b ra n e s  

c y to p la s m  n u c le a r  m ito ch o n d r.
1 8 .41 7 .4

2  1 2  1 2  

E x p e rim e n ta l a n im a ls  g ro u p

Նկար 7. Նեյրոնների և հեպատոցիւրների պլազմատիկ, կորիզային և միտոքոնդրիալ 
թաղանթներից անջատված Nox1+Nox2-ի իզոծևերի NADPH կախյալ սուպերօքսիդ-գոյացնող 

ակտիվության համեմատական փոփոխությունը %-ով (1- ՕՆՍ, 2- NSAA-6 ամինաթթվի 
ներմուծում ՕՆՍ֊ի ժամանակ)

E
2 5

20

5

0

C
5

0

Փորձարարական կենդանիների մոտ ՕՆՍ-ի մոդելի պայմաններում օւ- 
ամինակարագաթթվի հետերոցիկլիկ տեղակալված նոր ածանցյալի' NSAA-6 
ամինաթթվի մոտ հայտնաբերված թաղանթապաշտպանիչ ազդեցությունը նեյրոնալ 
բջջաթաղանթների, կորիզային և միտոքոնդրիալ թաղանթների նկատմամբ, որն
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իրականանում է շնորհիվ վերջինիս հակաօքսիդանտային ակտիվության, հիմք 
տալիս նրան դիտարկելու որպես նոր հեռանկարային նյարդապաշտպանիչ միջոց:

ԵԶՐԱԿԱՑՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐ

1. Մշակվել է օւ-ամինակարագաթթվի հետերոցիկլիկ նմանակների ասիմետրիկ 
կենսամիմետիկ սինթեզի ընդհանուր մեթոդ (Ժց֊ 90%): Հետազոտվել են (£)- և (Հ}~ 
դեհիդրոամինակարագաթթվի և (Տ)-13Բ13 քիրալային օժանդակ ռեագենտի Շիֆի 
հիմքի հարթ-քառակոաային N1" կոմպլեքսների էլեկւորոֆիլ Շ=Շ կապին 
տարաբնույթ հետերոցիկլերի նուկլեոֆիլ միացման ռեակցիաները:

2. Բարձր էնանտիոմերային մաքրությամբ (Ց6>98%) սինթեզվել են օւ- 
ամինակարագաթթվի 4 նոր հետերոցիկլիկ տեղակալված նմանակներ, 
հետազոտվել և բացահայտվել են դրանց կառուցվածքը, բացարձակ 
կոնֆիգուրացիան և օպտիկական մաքրության աստիճանը:

3. Բացահայտվել է, որ օւ-ամինակարագաթթվի նոր սինթետիկ նմանակները' NSAA-
5շ և NSAA-6 ամինաթթուները ցուցաբերում են դոզա-կախյալ
հակաօքսիդանտային ազդեցություն, շնորհիվ ՍՕԴ-միմետիկ ակտիվության: 
Նրանց տեսակարար հակաօքսիդանտային ակտիվությունները կազմել են 
համապատասխանաբար 22,0±0,2 և 27,5±0,2 միավոր/մզ/մլ (Ր<0,01, ո=6):

4. Բացահայտվել է, որ NSAA-5c ամինաթթուն ընկճում է տարբեր հյուսվածքներից 
առանձնացված բջիջների պլազմատիկ, միտոքոնդրիալ, կորիզային, ինչպես նաև 
էրիթրոցիտար թաղանթներից ^ՄԲՒ1 օքսիդազի իզոձևերի գումարային 
ֆրակցիայի ֆերիՒ1ե-ով հարուցված արտազատումը, ինչը վկայում է հետազոտվող 
միացության թաղանթակայունացնող ազդեցության մասին:

5. Համեմատական քանակական վերլուծության արդյունքում բացահայտվել է, որ
այդ ամինաթթուները, և հատկապես' NSAA-6-ն, իրենց տեսակարար
հակաօքսիդանտային ակտիվության մակարդակով գրեթե հավասարազոր են 
էնդոգեն հակաօքսիդանտ տաուրինին և համարյա եռակի անգամ գերազանցում 
են Լ-արգինինին:

6. Բացահայտվել է, որ NSAA-6 ամինաթթվի և մեքսիդոլի դոզա-կախյալ արգելակող 
ազդեցությունը առանձնացված նեյրոնների պլազմատիկ, միտոքոնդրիալ և 
կորիզային թաղանթներից №ՄԲՒ1 օքսիդազի իզոձևերի ռիլիզինգի վրա գրեթե 
համարժեք է, չնայած որ NSAA-6-ն իր տեսակարար հակաօքսիդանտային 
ակտիվության արժեքով զիջում է մեքսիդոլին:

7. Ցույց է տրվել, որ օքսիդատիվ-նիտրոզատիվ սթրեսի մոդելավորման 
պայմաններում NSAA-6 ամինաթթուն ցուցաբերում է թաղանթակայունացնող 
ազդեցություն նեյրոնների և հեպատոցիւոների պլազմատիկ, միտոքոնդրիալ և 
կորիզային թաղանթների նկատմամբ, ընկճում է դրանցից ^ՄԲՒ1 օքսիդազի 
գումարային ֆրակցիայի արտազատումը, արտահայտված նվազեցնում է 
վերջինիս սուպերօքսիդ գոյացնող ակտիվությունը:
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СААКЯН ЛУСИНЕ ЮРИКОВНА

БИОМИМЕТИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИХ НЕБЕЛКОВЫХ
и

АНАЛОГОВ а-АМИНОМАСЛЯНОИ КИСЛОТЫ, ИЗУЧЕНИЕ АНТИОКСИДАНТНЫХ
и

И МЕМБРАНОЗАЩИТНЫХ СВОЙСТВ

РЕЗЮМЕ
Ключевые слова: небелковые аминокислоты, а-аминомасляная кислота, 

биомиметический асимметрический синтез, оптическая активность, 
энантиомеры, антиоксидантная активность, супероксидный радикал, А/АОР/-/ 
оксидаза, клеточные мембраны.

Диссертационная работа посвящена биомиметическому асимметрическому 
синтезу оптически активных, новых небелковых аналогов а-аминомасляной кислоты, 
содержащих различные гетероциклические группы в боковом радикале, и изучению 
их антиоксидантных и мембранозащитных свойств.

Разработаны высокоселективные методы асимметрического присоединения 
ряда гетероциклических нуклеофилов к С=С связи N1" комплексов оснований Шиффа 
(Е)- и (Тфдегидроаминомасляной кислоты с хиральными вспомогательными реагентом 
(5)-ВРВ. В результате были получены четыре новые оптически активные 
гетероциклические производные (5)-а-аминомасляной кислоты: (25, 35)֊р֊[3-(тиофен- 
2-ил)-4-пропил-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-а-аминомасляная кислота (Ы5АА-5а), (25, 
35)֊Р-[3-бутил-4-(фуран-2-илметил)-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-а-аминомасляная 
кислота (145АА-5Ь), (25, 35)-Р-[3-бутил-4-пропил-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-а-
аминомасляная кислота (1М5АА-5с), (25, 35)-3-[2-тиоксо-2,3-дигидробензимидазол-1- 
ил]-а-аминомасляная кислота (1М5АА-6): Структура и абсолютная конфигурация 
аминокислот, а так же их промежуточных комплексов исследованы и установлены
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уровня общей фракции изоформ Nox к контрольным показателям как в гепатоцитах, 
так и в мембранах нейронов, что свидетельствует о мембранозащитном эффекте 
данного соединения.

Работа выполнена в Институте фармации ЕГУ и в лаборатории «Метаболизм 
активного кислорода» Института биохимии им. Г. Бунятяна НАН РА.

LUSINE Yu. SAHAKYAN

BIOMIMETIC SYNTHESIS OF HETEROCYCLIC NON-PROTEIN ANALOGUES OF 
a-AMINOBUTYRIC ACID, STUDY OF ANTIOXIDANT AND MEMBRANE PROTECTIVE

PROPERTIES

SUMMARY
Key words: non-protein amino acids, a-aminobutyric acid, biomimetic asymmetric 

synthesis, optical activity, enantiomers, antioxidant activity, superoxide radical, NADPH 
oxidase, cell membranes.

The dissertation is devoted to the biomimetic asymmetric synthesis of optically 
active, new non-protein analogs of a-aminobutyric acid containing various heterocyclic 
groups, as well as to the study of their antioxidant and membrane-protective properties.

Highly selective methods of asymmetric addition of various heterocyclic 
nucleophiles to the C=C bond of Ni" of complexes of Schiff bases (£)- and (Z)- 
dehydroaminobutyric acid with chiral auxiliary reagent (S)-BPB have been developed. As a 
result, four novel optically active heterocyclic derivatives of (S)-a-aminobutyric acid were 
synthesized: (2 S, 3S)֊p֊[3- (thiophen-2-yl)-4-propyl-5-thioxo-1,2,4-triazol-1-yl]-a-
aminobutyric acid (NSAA-5a), (2 S, 3S)֊P-[3-butyl-4-(furan-2-ylmethyl)-5-thioxo-1,2,4- 
triazol-1-yl]-a-aminobutyric acid (NSAA-5b), (2S, 3S)-P֊[3-butyl-4-propyl-5-thioxo-1,2,4- 
triazole-1-yl]-a-aminobutyric acid (NSAA-5c), (2 S, 3S)-3-[2-thioxo-2,3- 
dihydrobenzimidazol-1-yl]-a-aminobutyric acid (NSAA-6): The structure and absolute 
configuration of amino acids, as well as their intermediate complexes, were studied and 
determined by modern physicochemical methods of analysis (1H- and 13C-NMR, elemental 
analysis, chiral HPLC analysis, polarimetric measurements, etc.).

The study of the antioxidant activity of new analogs of a-aminobutyric acid showed 
that the amino acids NSAA-5c and NSAA-6 exhibit dose-dependent antioxidant activity due 
to their SOD-mimetic activity. Superoxide radicals formed during the decomposition of 
hydrogen peroxide are neutralized by these amino acids, and the reduction of 
cummasibrillant blue by these radicals is suppressed, which leads to a decrease in the 
maximum optical absorption density of this dye at 580 nm. The specific antioxidant activity 
of amino acids was 20.0±0.2 and 27.5±3.7 units/mg/ml, respectively (P<0.01, n=6).

The study of effect of NSAA-5c on the process of hemoglobin-induced releasing of 
the total fraction of NADPH oxidase isoforms (Nox1+Nox2) from cellular and intracellular 
(nuclear, mitochondrial) membranes isolated from the lung and kidney tissues of white 
outbred rats, mitochondrial membranes of bovine liver and also from the membranes of
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