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I[TEPEJIIK YMOBHHNX CKOPOYEHb

BEPX — BucokoedexTuBHa pigmHHa XpoMaTorpadis
r — Tpam

I'MJIC — rekcaMeTHIIUCUIOKCAH

I'PX — razo-pinunnHa xpomarorpadis

DY — [lepxaBHa dapmakones: YKpaiHu

JAMCO — numeruncynbpokrcu

JIM®A — numerundopmamisn

Y cnextp — iHppauepBOHUI CHEKTP

MKJI — MIKPOJIITP

MKM — MIKpOMET]

MJI — MUTUTITP

MM — monekysgpHa Maca

HP® - Hepyxoma pinka ¢aza

HM — HAHOMETP

PX — pinunna xpomarorpadis

cmt — obepHEHUI CaHTUMETP

Crnextp [IMP — criekTp mpOTOHHO-MarHiTHOTO PE30HAHCY
TMC — teTpaMeTuiiciian

TI'® — Terpariapodypan



T. xum. — Temreparypa KAMmiHHs

T. 1. — TeMIieparypa IUIaBICHHS

YO cniextp — ynbTpadioneTOBUN CHEKTP MOTJIUHAHHS

SIMP H — cniekTp s11epHO-MArHiTHOTO PE30HaHCy TPOTOHHMIA
Alk — ankin-pagukan

Ar — apun-pagukan

°C — rpanycu Llenbcis

Hal — ranoren

J, T'll — 3HaYeHHsI KOHCTAHTHU CITIH-CIIIHOBO1 B3a€MO/II1, TE€PIU

MOR - pu-opioid receptor


https://en.wikipedia.org/wiki/Mu-opioid_receptor

BCTVII

Axmyanvuicms memu. Cxnan, y SIKOMY OJIHAYaCHO
MICTUTBCSI MEHTOJI, METUJICATIIIUIIAT Ta OCH3UJIOBUN  CIUPT, XapakTEpHUU JJIs
MICHEBHX 3HEOOJIOBAIBHUX Ta NPOTU3AMabHUX 3aco0iB (Mmaszel, remiB abo

PO3YMHIB).

MeTI/IJ'IcaJIiHI/IJIaT: YAHUTH BUPAKCHY ITPOTU3AIIAIIBHY Td AHAJIBI'C3YIOTY I[iIO,

NPUTHIYYIOYM CUHTE3 IPOCTArJIaHIMHIB.

MeHTOJI: OAPa3HIOE XOJOJI0BI PELENTOPH IIKIPH, BUKIMKAIOUM BIAYYTTS

npoxosionu. Lle BiBoTiKae Bij OO0 Ta MOKpAIye MICIIEBUN KPOBOOOIT.

beunszunosuit CIIUPT: y CyMiIIIaX YacCTO BUCTYIIAE AK aHTUCCIITUK, PO3UYNHHUK

a00 TOMOMIDKHUU KOHCEPBAHT, MA€ JIETKHI MICIIEBOAHECTE3YIOUUH e(EeKT.

Taxa xoMOiHaIlis HalYacTime 3yCTPIYAEThCA Y CKIIAJl JIKApChbKUX 3acO0IB
IUIA JIIKyBaHHS OONI0 B M'sI3ax, cyrjio0ax, MPU PO3TATHCHHAX Ta 3alaJlbHUX
nporiecax M'STKHX TKaHUH. Hanpuknan, 3acio - CTIUPTOBUIA
po3unH MeHoBa3uH (KIIaCHYHUN CKJIaJl BKJIFOYa€ MEHTOJ, OCH30KaiH Ta MPOKaiH),

Pi3HI1 CHOPTHBHI PO3THPAHHS.
Oco06mBOCTI (hapMaIleBTUYHOTO aHaJi3y TPhOX KOMITOHCHTIB:

AHaniz  memuncaniyuiamy — TPOBOTUTHCS  3TiMHO 3 odimiHHUMHU
dapmakoneitHuMU MOHOTpadisIMH, SKI BCTAHOBIIOIOTH CTaHIAPTH HOTO SKOCTI Ta

METOJI KOHTPOJIIO:

» €ppormeiiceka (dapmakornies (Ph. Eur.): OcnoBHa Monorpadis "Methylis
salicylas" (Homep 0230). Cranmaptu 11i€i hapMaxornei € FOPUIUIHO 000B'I3KOBUMU

y 39 eBponenchKUX KpaiHax.

* JlepxaBHa (hapmakones Ykpainu (JIPVY): BUKOPUCTOBYETHCS MOHOTpadis

«MertincaninunaTy, sika rapMOHi30BaHa 3 €Bponeichkolo (hapMakomneero.



» ®apmakones: CIIA (USP) ta bpurtanceka dapmakones (BP): mictiaTh

BinnmoBiaHi ctaTTi «Methyl Salicylatey.
OCHOBHI METOJIM aHAITI3Y 3T1HO 3 MOHOTpadI€rO:
1. Inentudikarris:
1. Peakuist 3 pozunnoM xsopunay 3aiiza (I11) — ¢dionerose 3adapBieHHs.

2. Peaxuis riponizy 3 pO3YMHOM TIAPOKCHUJY HATPIKO: MPHU HarpiBaHH1
YTBOPIOETbCS KPUCTAIIYHUN OCajJ CaJIIUIOBOI KHUCIOTH, Ticas ¢uibTpaiii Ta

CYILIIHHS MMOBUHEH MaTu TeMIiepaTypy miasienns Big 156 °C go 161 °C.

2. KinpkicHe BU3Ha4YeHHs: MeToj 3BOPOTHOTO TUTPYBAHHS: HABIIIYBaHHS
CanoHIpIKYIOTh HAIJUIIKOM PO3YMHY TIIPOKCHUIY HATPIO, HAIJIUIIOK JIyTy

TUTPYIOTh CIpYaHOI a00 COJITHOIO KHCJIOTOTO.
2. Bwmict peuoBunu Big 99,0 % no 100,5 %.

2. Ilokaszuuku umctotu: BimnocHa ryctuna: 1,180-1,186. IlokaszHuk
sasiomyieHHs: 1535-1538. KucnoTHICTh: KOHTPOJIb BMICTY BUIBHOI CaJiIIMIOBOi

KHCJIOTH

AHani3 mMenmosy TPOBOJUTHMETHCS 3TTHO 3 OQIIHHUMEU (hapMaKOTICHHUMHU
MoHoTpadisiMu, SKi 3a3BHYAll TMOJUIAIOTHCA HA JBa BUIU 3QJICKHO Bl (opmu

PEUYOBHUHU: payeMiyHuu MEHMOoJl ma 1i80MeHMOJl.

HepxxaBua  dapmakomess  Ykpainm  (JADY):  monorpadii «MenToun
panemiuHuii» Ta «JIeBOMEHTONM», fAKI MICTATbeS y 2-my Tomi JIOY 2.0 Ta

rapMOHI30BaHi 3 €BPONEHCHKOIO (hapMaKOTIEETO.

€sporneiiceka apmaxones (Ph. Eur.): Monorpadii «Mentholum racemicum»»
(0619) Ta «Levomentholum» (0623).

dapmakoness CHIA  (USP): Monorpadist «Menthol», sxa  oxorutroe

HaTypaJIbHUM 1 CHHTETUHYHHUI IPOYKT.



OCHOBHI METOJI aHAMI3Y:
[nenTudikaris:

Bu3zHaueHHs TUTOMOTO ONTUYHOTO 0OEPTAaHHS - 103BOJISIE BIIPI3HUTH JIEBOMEHTOJI

BiJl palieMI4HOrO.

BusnauenHs temneparypu IuiaBlieHHs: 1 JeBomenTony 41-44 °C,
[Y-cnekTpockorist (MOpiBHAHHS 31 cTaHAAPTHUM 3pa3skoM MeHToiy CRS).
BunpoOyBaHHs Ha YUCTOTY:

Kontponbs cynyTHIX JOMIIIOK (IIMHEOJ, MEHTOH, IyJIETOH) METOJIOM ra30BOi

xpomatorpadii (I'X).
BincyTHicTh 200 0OMEKEHHS HEJETKOTO 3aIHIIKY.

KinbkicHe  BU3HAYEHHSA: TPOBOAMTHCS  METOJOM ra3oBoi  xpomartorpadii 3

BUKOPUCTaHHSM BHYTPIIIHBOTO cTaHAApTy, Bix 98,0 % mo 102,0 %

AHaniz 6en3unoeoeo cnupmy TPOBOIUTHCSA BIAMOBIAHO 10 HACTYIHHX

OCHOBHHX (hapMakomeiHuX MOHOTpadiii:

» €ppomneiicbka (apmakomnes (Ph. Eur.): OcnoBra monorpadis Alcohol

benzylicus (Homep 0256).

* JlepxaBHa (¢apmakones VYkpaimm (ADY): wmonorpadis «Croupt

OCH3MIIOBUITY, MOBHICTIO TApMOHI30BaHa 3 BUMoraMu €Bporneiicbkoi papmakornei.
» ®apmaxomnest CHIA (USP-NF): Monorpadis Benzyl Alcohol.

OcCHOBHI MeTO/IM aHaMi3y 3TifHO 3 MOoHOTpadieto 0256:

1. Inenrudikarmis:

[U-cnextpodoromerpia: CnekTp MOTJIMHAHHA CYOCTaHIli MOBUHEH BIANOBIAATH

cneKkTpy crannaptHoro 3paska (CRS).



®i3nuni nokasHuku: IlepeBipka BigHOcHOI ryctuHu (1,043-1,049), nmokazHuka

sajomiieHns (1,538-1,541).

2. BunpoOyBanHs Ha uuctory: IIpo3opicTh Ta KOJILOPOBICTh po3unHy: llepeBipka
po3unHHOCTI 2 Ma cnupty B 60 min Boau (po3uuH Mae OyTH MPO30OpPUM Ta

0e30apBHUM).

Kucnornicte: TuTpyBaHHA pO3YMHOM TiIPOKCHAY HATpPil0 Yy MNPHUCYTHOCTI

dbenondraneiny.
[Tepexucne uucno: He Oinbiie Hix S.

3.CynyTH1 qomimku (6eH3amber 1, IUKJIOTeKCUIMETaHO Ta 1H.): METOJIOM Ta30BO1
xpomarorpadii (I'X). [{ns napenrepanbHUX JiKapchbkuX (OpM BCTaHOBJIEHI CYBOPIIII

JIIMITH 3a BMICTOM JOMIIIOK.

4. KinpkicHe Bu3HaueHHS: OCHOBHUM METOJOM € Ta3oBa Xxpomarorpadis i3
3aCTOCYBaHHSIM  BHYTPIIIHBOI'O  CTaHAApTy. BwmicT  fmirouoi  peyOBWHH

(peninmeranony) Bix 98,0 mo 100,5%.

AxmyanbHum  3a80aHHAM EKCTIEPUMEHTAIBHOT pPOOOTH € BIPOBAKCHHS
BHCOKOCEJIGKTUBHOTO MeTony I'azoBoi xpomartorpadii s imeHTtudikamii Ta
KUTbKICHOTO BH3HAYCHHS CKJIAQJOBHX TPHOXKOMIIOHCHTHOI CHUCTEMH — MEHTOJI-
METHJICATIINIAT-OCH3WIOBUM  CIUPT, SKI OJHOYACHO TMPUCYTHI Y  CKJIamIl

BUNIPOOOBYBaHOI CyOCTaHIII1, @ TAKOK BU3HAYCHHS 11 YUCTOTH.

Mema i 3a80amna  Odocniddcenua. Memorwo ekcnepuMeHmanbHO20
oocniddicenHss € ananTyBaHHS Xpomartorpagiuaux yMoB wmetomoM ['X mis
BUKOHAHHS XPOMATOrpaiqyHOTO JOCHTITKEHHS TPHOXKOMIIOHEHTHOT CUCTEMH —
MEHTOJI-METHJICANIIIIAT-OCH3UIIOBUH CIUPT, AKI OJHOYACHO TMPUCYTHI Yy CKIIAIi

BUTIPOOOBYBAHO1 CyOCTaHIII.

3asoanns excnepumeHmaibHO20 O0CHIONCEHHA!



- imeHtudikyBatd MetogoM ['X CKIaJoBl TPhOXKOMIIOHEHTHOI CHCTEMHU —
MEHTOJI-METUJICANIIMIAT-0€H3UJIOBUN CIHUPT, SIKI OJHOYACHO MNPUCYTHI Yy
CKJIaJll BUIPOOOBYBAHOI CYOCTaHIIIT;

- BHU3HAQYUTH YUCTOTY CKJIAJOBUX TPHOXKOMIIOHEHTHOI CHUCTEMH — MEHTOJ-
METWICATIUUIAT-OCH3WIOBUM  COUPT B JIOCHIKYBaHIA  cyOcTaHIIi
xpomatorpapiyauM MetoaoM ['X (IpUCyTHICTH CyNPOBITHUX PEYOBUH );

- aJanTyBaTH METOJIUKH JIOCIIPKEHHS Ta pO3pOOUTH YMOBH JOCHIIKEHHS, SIK1
JO3BOJIATh 3aXUCTUTH CTPYKTYPY MOJIEKYJIM PpEYOBHH BiJ XIMIYHOT

Jerpajaaiii.

Memoou  Oocnioacenns. T'azoBa xpomatorpadis. Xpomarorpad Agilent
6890A 3 monym’si-ionizaniiaum aerekropom (FID), kononka — DB-1701 ((14%-
iaHonponiia-geHun)-merunnoicuiokcan), 30 m x 530 MkM X 1 MKM; KOJOHKa
OiAKIIOYeHa 10 3aJHbOTO  ToJiyM's-ioHizamiiiHoro — nmerektopa  (FID).
Komm’toTepuuii anaii3 3a nporpamoro OpenLab CDS.

Hosuzna ma 3HAYEeHHS odepoicanux  pezynemamie.  HoBuzHa
eKCMEPUMEHTAJIbHOTO JIOCHIKEHHsS TOJSIrae y OCy4acHEeHHI (apMaieBTUYHOIO
aHaNl3y CKJIQJ0BHX TPHOXKOMIIOHEHTHOI CHUCTEMH — MEHTOJI-METUJICAIIHIIAT-
OCH3WJIOBUM CIIUPT, SIKI OJHOYACHO MPUCYTHI Y CKJIaJll BATPOOOBYBAHOT CyOCTaHIIi1

Ta BU3HAYEHHS 11 YUCTOTH Ta KUILKICHOTO BMICTY.

Anpobayia pezynomamis docaiodxcents. Pe3ynbTaT 10CHiKeHb anmpoOoBaHO
Ha MDKHApOJHINA HAYKOBO-TIPAKTHYHIN KOHpEpeHTIIiT
Ilybnixayii: 3a maTepianaMu TOCHTIDKEHHS ToJaHi M0 myOmikamii 1 te3m
JIOTIOBIII.
Cmpykmypa pobomu. 3arajibHy KIUIbKICTh CTOPiHOK — 41, KITBKICTh PO3/iJIiB

3, KUIBKICTh JTOAATKIB — 1, KIJIbKICTh BUKOPUCTAHUX JpKepen — 28.



OCHOBHA YACTHHA

PO3/ILJI 1. OCOBJIMBOCTI XIMIYHOI BYJIOBU TA
BJIACTHUBOCTI CAJIIIUIIATIB

1.1. Ocob6nuBocCTI XiMiuHOI Oy J0BU

CaninuiaaTd BCMOKTYIOTBCS HUIIXOM MacuBHOI audy3ii 4epe3 IIITyHKOBY
000JIOHKY, Y BEpXHiX BiJaJijiax TOHKOi Kumkd. Ha BcMoOkTyBaHHs BmuBae pH.
CupoBaTKOBI  cailUIaTH BHSBJIAOTHCS mpoTsroM  5-30 XBHIWMH  TCIHA
MepopaibHOT0 3aCTOCYBAHHS JIIKAPCHKUX POopM (BOJHHMX PO3UMHIB Ta TabJIEeTOK 0€3
noKputTTs). Iliciss MOCATHEHHS iKYy TEPaNeBTUYHOI J03M KOHIIGHTpAIlil B
CHUpPOBATIII KPOBi JOCATAETHCS TPOTATOM | TOAWHHU, MPOTIroM 4—6 TOIHMH IS
npernapaTiB 3 KUIIKOBOPO3YMHHOIO 000JIOHKOIO.

[Ipu mepemo3yBaHHI MiKOBa KOHIIEHTpAIlisl B CHUPOBATI[l KPOBI MOXe OYyTH
3aTpuMaHa Yepe3 yMOBUIbHEHE CIOPOXKHEHHS HUIYHKAa BHACIHIIOK MIJOpOCIa3My.
[ToBimoMIssIOCS PO MIKOBI KOHIEHTpaIlii B CHpPOBaTIl KpoBi. BoHM BUHUKAIOTH
yepe3 24 TOIUHY MiCs TPUIMOMY alleTUIICATIINIOBOI KIUCIOTH.

MicueBe 3acToCcyBaHHS CaNIIUIOBOI KHUCIOTH ab0 METHJICATIIUIATY MOXKE
MPU3BECTH JO CHUCTEMHOI TOKCHYHOCTI, NMPU BUKOPUCTAHHI y HEMOBIAT abo e
NOpYIIeHA IMUTICHICTh MIKipu. PekTanibHe BCMOKTYBaHHS MOBIIBHE.

O6'em posmoaily caminuiaTy TMpPU TEPANEeBTHYHHUX PIBHAX CTAaHOBUTH
npubimu3no 0,2 n/kr. 90% 3B's3yeTbes 3 Oinkamu. Ilpu mepemoszyBaHHI 00'em
po3noainy 36impmyeTbes a0 0,5 n/kr. 3B's3yBaHHA 3 OiIKaMH 3MEHINYETHCS 0
MeHII Hik 75% 4yepe3 HaCUYSHHS MICIb 3B'sI3yBaHHS.

pKa camnumoBoi KHCIOTH CTaHOBUTH 3. 3a HOPManbHUX (i310JOTTUHHX
KHCIOTHO-TY>KHUX yMOB CaNMiIIIaTH MOB1JTHHO NEPETHHAIOTb
rematoeHuedaniuauii 6ap'ep. CucTeMHHMIl anuI03 NPU3BOAUTH 10 TMOCHIEHOTO

YTBOPEHHS HEIOHI30BAaHOTO CalllMIAaTy, JIEriie pO3MOJAUIAE€TbCS B TKAHUHAX,
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0C00JIMBO B LIEHTPaJIbHIA HEPBOBIM CUCTEMI.

Caniuunatd MeTaboONI3yIOThCA B MEUIHII MIKPOCOMAIbHOI (PEPMEHTHOIO
CHCTEMOIO, TMEePEBAXHO KOH'IOTYIOTHCA 3 TIIIMHOM 3 YTBOPEHHSAM CalilUIypOBOi
kucaotu. CaminuiaTé KOH'IOTYIOTHCS 3 TJIIOKYPOHOBOKO KHCIOTOI 3 YTBOPEHHSIM
camnuiadeHoIbHOT0 TJIOKYPOHINY Ta CalllWIAMWITIIOKYpoHiny. Heenuka
KUIBKICTh CaJlUUaTIB TIAPOJI3Y€EThCA 3 YTBOPEHHSIM T'€HTHU3UHOBOI KHCIOTH -
aKTUBHOI'0 METAa0O0MITy Ta MOTY>KHOTO 1HI10ITOpa CUHTE3y MPOCTArJIaH/IMHIB.

Canminuiar Ta #Woro MeTabONITH IIBUAKO BHUBOIATHCS 3 CEUCH) HUISIXOM
KJIyOOuKOBOT (iabTpallii Ta HUPKOBOI KaHaJbleBO1 cekpelrii. [lacuBHa peabcopOirist
CaNiuyIaTy BIiZOYBA€ThCA B JUCTAIbHUX KaHalblax. CTymiHb i1 BUBEICHHS
3anexuTh Big pH ceui.

Caninunat Ta MeTaboJiTH BUBOAATHCS HUpKaMu: 10% y BUTIIAII calilMIOBO1
kucnot, 75% caminuinypoBoi kuciaotu, 10% QeHonbHOro IIIOKYpoHiay, 5%
AIIITIIOKYpOHiy. BuBemeHHs canminuiaTy € HacU4yBaHHMM, XapaKTEPHU3Y€EThCS
KiHeTUKOI Mixaemnica-Mentena. [lepion HamiBBUBEICHHS 3aJI€KUTh BiJl J03H.

[Tepion HamiBBUBEIEHHS aleTHICATINUIOBOI KHCIOTH 3 CHUPOBATKU KPOBI
CTaHOBUTH Juine 15 xBuwinH. BoHa mBUIKO MeTabOMI3yeThCA IO CaliUIary.
[Tepion HamiBBUBEEHHS CAMIIUIATY CTAHOBUTH MPUOJIU3HO 6 TOTMH.

31 3pOCTaHHSAM PIBHA CaJilUiIaTy KIHETUKA 3MIHIOETHCS BiJl IEPIIOTO MOPSAKY
BUBEJICHHS 10 HYJIbOBOTO mopsaaKy. Ilepion nanieBuBeaeHHs 20 roaun abo OibIine
[1-5].

Caninunosa kucnota (CK abo 2-riapokcubeH30iHa KUCI0Ta) BUPOOISIETHCS
OPOKApIOTUYHUMHU Ta €yKApIOTUYHUMHU Opra”izMamu - pociauHu. PociauHu
cuatedytorb CK  nmBomMa  muisixamu: 3 [MHHaMara,  BUPOOJSETHCS
deninananinamiakmazoo (PAL), ta 3 i3oxopmsmary (IC), BupoOnserbcs
[Ccuntazor (IC). ¥ pocnun CK € ropMOHOM 3 peryIaTOpHUMHU QYHKIISIMU.

YV rtepmorennux pociauH CK 3amyckae BupoOJieHHS Temiga. AKTHUBYE
aNbTEpPHATUBHE MUXAHHS JJIs BUMAPOBYBAHHS CIOJYK 3 THHJIBHHUM 3aIaxoM, IO

npuBabioe Komax-3anuiatoBauiB. Busuena pons CK mossirae B Tomy, 110 BOHA €
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3aXMCHUM FOPMOHOM B IMYHHUX PEaKIiAX POCIHH.

CK moxe akTHBYBaTH 3aXMCHI peakiii y pociuH. Lle XapakrepuszyroTbcs
1HAYKOBaHOIO MPOAYKII€I0 OUIKIB, MOB'A3aHMX 3 maroreHe3om pociuH (PR). ¥V
CTIMKMX POCIUH naToreHHa iHdexuis Bukaukae HakonuueHHs CK B iH@pikoBaHHX
YacTHHAX, Y BEPXHIX HelH(ikoBaHUX nucTKax. e mpu3BoauTh 10 GOpMyBaHHS
cucteMHoi HabyToi criiikocti (CHP).

brnokyBanns HakonuueHHs abo mnepenaui curnamniB CK moxe 3pobutu
pPOCIMHU HAAMIPHO CHPUUHATIMBUMM J0 martoreHHoi iHdexuii. Bon craroTh
HEe3JJaTHUMH BCTAHOBUTH CHEIM(iUHNIA penenTop I pearyBanus Ha ctpec (SAR).
CK Bigirpae peryiasTopHy pojb y pEakiisix pPOCIWH Ha PI3HOMaHITHI aOl0THUYHI
CTpECH - CIIeKa, MOCyXa, 3aCOJCHHS Ta BUCOKA OCBITICHICTD.

CK-omocepenkoBaHi 3aXHMCHI Ta CTpPEcoBl peakiii € OaraTopiBHEBUMH,
BKJIFOUAIOUM aKTHBAIIF0 MEXaHI3MiB 3aXUCTY Ta TOJEPAHTHOCTI, MOAYJIAIII0 POCTY
POCIUH Yepe3 MepexpecHi 3B'sI3KH 3 1HIIUMH POCITUHHUMU TOPMOHAMH - AYKCHH.
CK Ttakox pery:roe pict pociun [6-12].

CK wmae nikyBanbHi edextu. Pocnunu, 6arari Ha CK, BUKOpHUCTOBYBAJIHCS
JIOIBMU JUIsl TIOJNETIIEHHS JTUXOMaHKu Ta Oonto. Acmipun abo ametun CK — me
cuntetTnuHa noxigHa CK, 30epirae mikyBanbHi BiaactuBocTi CK 31 3MeHImeHUM
MOJApPa3HEeHHSAM IIIyHKa. AcmipuH OyB OZHUM 3  HaWOUIBII  HIMPOKO
BUKOPUCTOBYBAHUX MpenapartiB y cBiTi. OKpiM JIKYBaJIbHOT'O BIUTUBY Ha 3HUKECHHS
TeMIlepaTypH, O11b Ta 3aNaICHHs, BUSBJICHO, 0 ACTIIPUH 3HIKYE PU3UK 1HCYIBTY,

CEepIIEBOTO HaMaay Ta JesSKuX BHUIIB paky [13-16].

AcniipuH mBHIKO MeTabomi3yeTbes B opranizmi monunu g0 CK [17]. bararto
MpPOTU3ANANIbHUX, KapAIONPOTEKTOPHUX Ta MPOTUIYXJIUHHUX BIIACTUBOCTEH
acnipuHy nosicaorThest CK [14-18].

CK mae BenmKy KUTBKICTh MOJICKYJSIPHUX MIIICHEH, sIKi OMOCEPEIKOBYIOTh
foro miro B criekTpi Giomoriuaux nporiecis. Y pociaus 6imku (NPR) dyHKIioHy0Th
sk penentopu CK ta omocepenkoByroTh CK-omocepenkoBaHy €KCIpeciio T'eHIB

3axucTy Ta imyHiteT. bynu imeHtudikoBani iHmi CK-3B's3yroui OUIKH, SIKi
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onocepeakoBytoTh 1HIIT NPR-ne3anexHi nii CK y pociuH.

VY monunu npoctarnanaud H cunrasu (nuknookcurenasn COX1 ta COX2) e
KIIIO4YOBUMHU  (hepMeHTaMH. BOHM KaTadi3yloTh MEPETBOPEHHS apaxiOHOBOI
KHUCJIOTH Ha MPOCTAarJIaHuHHI, [0 BUKINKAIOTh TUXOMaHKY, OiJb Ta 3amaneHHs.

AcnipuH anetuintoe Ta He3BopoTHO npurniuye COX1 ta COX2. el mexanizm
Iii acmipUHy JOBrMM 4Yac BBa)KAaBCS OCHOBOIO MOro MpOTH3ANalbHOI aKTUBHOCTI.
AcnipuH MIBHJKO NMEPETBOPIOETHCS HA SA B OpraHi3Mi JIOJMHU. SA HE alleTUIII0E
oinku COX, ane mae OaraTo noAiOHUX (GapMaKOIOTTUHUX €PEKTIB, SIK aCMIPUH.

Pe3ynbpTaT cBiq4aTh MpO TE€, IO ICHYIOTH IOAATKOBI MilIeH1 SA y Jtoje, 1110
OyJI0 MIATBEPKEHO PI3HOMAHITHUMH AOCHTIKeHHIMU. OOTOBOPIOIOTHCS OCHOBHI
MilieH1 Ta i1 SA y pOoCJIMH Ta JIOJWHU, 1100 BUAUTUTH CIUIbHI 200 moaioH1 1ii SA
- TOPMOHY Y POCJIMH MOPIBHIHO 3 TEPANIEBTUIHUM 3ac000M y mmoeit. [lopiBHAIBHMIA
Ta MEepeXpecHUi aHasi3 MileHe Ta i SA y pOCIIMH Ta JII0/IeH MOXKe BUSBUTH HOBI
nii SA Ta kpaiie 3p03yMiTH X OCHOBHI1 MEXaHI3MH.

[Tepmum Oinkom, mo 3Bs13ye CK (SABP1), Bunmimenum y pociuH, Oyna
Karajasza 3 TIoTioHy. SABP1 3B's3yeTbcs 3 THMU 610J10T1UHO aKTUBHUMU aHAJIOTaMU
CK, 31aTHUMU aKTMBYBaTH 3axucHI peakilii pociaud. Ananoru CK, sxi He 31aTHI
aKTMBYBATH 3aXMCHI PEaKIIil pOCIINH, HE 3B'A3YIOThCS 3 KaTalla3aMu TIOTIOHY.

CK mosxe 3B'sI3yBaTHUCsl 3 POCIMHHUMM KaTanazamu, 3B'a3ytoTh CK. BoHu
MOXXYTh MPUTHIYYBATH X aKTUBHICTb, MIABUINYIOUH piBeHb H202 y KiIiTHHAX.

Y omy06aikoBaHOMY JOCHIDKEHHI HaJadd JOKa3W TOTO, IO KaTaiaza 2
Arabidopsis (CAT2) dynkmionye sik penentop CK y omocepenkoBanomy CK
iHri0yBaHH1 010CHHTE3Y ayKCHHY 1 )KacMOHOBOI kuciotu (JA). Y pociauH AuKoro
TUINy aKTUBHICTh KaTayna3u MNpurHidyeThcs. Hakommuenus H202 36inbmryeThes
micist iH}ikyBaHHS maToreHoM. Y MmyTtanTa sid2 3 gedimutom SA croctepiraerbes
HE3HAYHE 1HyKOBaHE MaTOTCHOM MPUTHIYCHHS KaTana3u abo HakonudeHHs H202.
MyrTamiss cat2 MoXe BIIHOBUTH (PEHOTHNH MiABUIICHOI CHPHAHSITIMBOCTI 0
3aXBOPIOBaHb, MOTIPIIUTH IPUTHIYEHHS 010CUHTE3y ayKCUHY Ta JA myTanTa sid2.

[Tpurniuenus aktuBHOCTI CAT2 € KII0OYOBUM MEXaHI3MOM 1HAYKIIT CTIMKOCT1
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710 XBOpOO 3a JOMOMOToI0 SA.

30utemienHss H202 Buacnigok npurdiueHHss CAT2 SA 3meHnrye BupoOiaeHHs
ayKCUHY MiJ 4ac SA-0MOCEepeIKOBAHOI CTIMKOCTI A0 OloTpoHuUX maroreHis. Lle
B1I0YBa€ETHCS MUIAXOM 30UIBIICHHS Cylb(eHunoBanHs (pepMeHTy O0iocunte3y IAA
b cy6onununi 1 (TSB1) ta npuraidye #oro akTUBHICTb.

AxtuBanii CAT2 ¢i3uuno B3aemojie 3 dhepMeHTamMu OilocuHTE3y JA amui-
CoA-okcunazamu 2 ta 3 (ACX2/3). lle cTuMymOo€ iXHIO AaKTHUBHICThH MIJISXOM
aktuBHOrO BumaneHHs H202, mio yrBoproeThcst B pesynbrari ACX2-/3-
Kanbpu3oBaHoi peakuii. 3B's3yBaHHs CAT2 3 SA npurHiuyye MWoro akTUBHICTH 1,
npurHiyye akTuBHICTh CAT2 mono crumynsuii ACX2/3 ta cnpusiHHSI 010CUHTE3Y
JA.

CK moxe iHriOyBaTH KaTanasu, MepOKCHIA3H, JIIF0YH K eIeKTPOHOIOHOPHUIMA
cyOcTpar Ta BiJJla€ OJWH EJICKTPOH Karajazam. [[iroun sK eJeKTPOHOJIOHOPHUM
cyocrpat s karana3 Ta nepokcuaas CK nepersoproersest Ha CK-panukanu (CK-).

[Tinpummeni pieai H202 B pe3ynbpTaTi 1HT10yBaHHS KaTajda3u OEpyTh y4acTh B
3aXMCHUX PEaklisiX, Y pocTi pociuH - iHaykoBaHe CK ¢dopMyBaHHS H0JaTKOBUX
KOPEHIB y MPOPOCTKAX Malry.

I'enepanisa CK-panukaiis, onmocepeakoBaHa MEPOKCUIA300, MOKE TIPU3BECTU
710 YTBOPEHHSI 1HIITUX CIONYK - cynepokcunt (02-—). Moxe cripusitu aktuBaiiii CK-
OTIOCEPEIKOBAHUX 3aXUCHUX PEaKIIii.

CK 3amyckae nBi (pa3u OKCHAATHBHOTO BHOYXY. ATOIUIACTUYHI TIEPOKCHUIA3U
KJIITUHHOI CTIHKH OepyTh yuacTh y panHii ¢aszi, NADPH-okcunasu BignoBigaoTh
3a mi3HIO. llepokcumasu KIIITUHHOT CTIHKH OIOCEPENKOBYIOTh YTBOPEHHS
CYIIEpOKCHUIY, IHIIYKOBaHe cynbdaHizamigom (SA).

Kputnyna ponp  amomiacTHYHMX — TEpPOKCcHAa3 y  cyibdarimamino-
OTIOCEPEIKOBAaHOMY 3aXHCTi Bim OakrepianbHOro matoreHy Pseudomonas syringae
OyJa BCTaHOBJICHA 32 JIOIIOMOTOI0 TEHETHIHOTO aHalizy Arabidopsis.

Ak kartamasm, Tak 1 TEPOKCHUIA3M € 3aTI30BMICHUMU ¢depMeHTaMH, OyIio

BUCIIOBJICHO npunymieHHs, mo AK iHriOye 3ami3oBMICHI (PEpMEHTH NUISIXOM
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xenaTtyBaHHs 3ani3a. Kiibka 10ka3iB CIpOCTOBYIOTH 1110 T1IOTE3Y.

MexaHiCTUUHMI Ta KIHETUYHUN aHAJI3 KaTalia3 Ta MepOoKCHaa3 BCTAHOBUB, 1110
AK iHrioye ui pepMeHTH, 110U K JOHOP €IEKTPOHIB, AKUH YTPUMYE (PEPMEHTHU B
HEaKTUBHOMY OKHCHO-BITHOBHOMY CTaHi 1 HE XeJaTye reMoBe 3a1i30 (hepMEeHTIB.
Psan crpykrypHux ananoriB AK MaroTe no/1i0H1 KOHCTaHTH 3B'AI3yBaHHs I 3aj13a,
3HAYHO BIJPI3HSAIOTHCS CBOEIO 3/IaTHICTIO 3B'SI3yBaTHCA 3 KaTaja3aMu Ta 1Hri0yBaTu
ix. KaTanasu 3 pi3sHUX pOCIUH, Pi3HI KaTajla3u 3 OJHUX 1 TUX CAMUX POCIHH CYTTEBO
BIJPI3HSAIOTHCS 3B'SI3yBaHHSIM Ta uyTiauBicTio 10 AK.

OKpiM pOCIMHHUX KaTana3 Ta NepoKCH a3, ICHYIOTh 3a1130BMICHI ()epMEHTH 3
IHIIMX OPraHi3MiB, YyTIUBI J10 3aJ1130BMICHOT KUCIOTH a00 aHAJIOTIB 3aJ1130BMICHOT
KAcHoTU. [0 HUX HaJIekKUTh TEMOBHM (EPMEHT MIENONEpPOKCHa3a B JIOACHKUX
HelTpodinax. BiH BUpOONs€ MOTYXKHUNW OKHUCIIOBAY TIMOXJIOPHYCTY KHUCIOTY

(HOCI) 3 H202 Ta Cl— 3anajapHUMHU KIITHHAMH.

Pi3HomaHITHI TpoTH3amaibHi TpenapaTd - 3ai30BMICHY KHCIIOTY, €
edexkTuBHUMU 1HTiOITOpaMu Mienonepokcuaasu. Ilpocrarmanaua H cuHTaza
JIOJIMHK - OCHOBHA MIIlIEHb acmipuHy, € OidyHKIioHaTbHUM (epMmeHToM. BoHa

MICTUTh [IUKJIOOKCHUTEHA3HY 1 IEPOKCU/Ia3HY aKTUBHICTb.

[MuknookcureHa3Ha axkTHBHICTh MpocTarjaHauH H cuHTasum neperBoproe
apaxiIoHOBY KHCJIOTYy Ha mpoctarjaHauH G2. BiH moTiM BiTHOBIIOETHCS 10
BIJIMOBITHOTO CNHPTYy, TNpocTarianauHy H2, mnepokcuaazHO AaKTUBHICTIO
npocrtarnanau H cuaTasu. [loniOHo o xatana3 Ta mepokcuaas, mpocrarianaua H

CHHTa3a € 3aJ1i30BMICHUM T'e€MOBUM (DEepMEHTOM.

ACmipuH ameTWIioe 3alUIIOK CEpUHY B IIMKIOOKCHTEHA3HOMY CaWTi
npocrarnangud H cuetaszu. llepokcupasa mpocrarnmanavH H cuHTasm moxe
BIUTMBATH HA  AlETWIIOBAHHS MpOCTarjaHauH H  cuUHTa3Wm  acmipuHOM.
AuetwntoBaHHs mnpoctarnaHauH H cuHTa3u acmipuHoOM BIIOYBA€ThCS, KOJH

MPOCTETHYHA TPYIia TeMy 3B's3aHa 3 mpocTarjanana H currasoro [18-24].
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1.2.BioJioriyna akTUBHICTH

AK e iHri6itopom oumiieHoi npocrarinanaud H cuntasm in vitro. In vivo AK
iHri0ye mpocrarmanaud H cuntazy 3 1C50 O6amspbko 30 MM, konu cybcTpar
(epMeHTy - apaxiJIoHOBa KHCIIOTa BIACYTHIN a00 y HU3bKUX KOHILIEHTPALIIX BKa3ye
Ha Te, o AK Ji€ sk KOHKYpeHTHUH 1HT101TOp Npoctarnanaud H cunTtasu.

Oxkcurenairiss  apaxiJoHOBOi KHCJIOTH ITUKJIIOOKCUT€HA3HOIO AaKTHUBHICTIO
npoctarianauH H cuHTa3um BuMarae yTBOPEHHS THPO3WIBHOTO paJuKana 3
aKTUBHUM [IEHTPOM. AKTHBAIlisl 3aJUIIKy THUPO3MHY aKTUBHOTO IIEHTPY [0
paAuKaIbHOTO CTaHy, IHIMIIOETHCA NEPOKCHIA3HUM IIEHTPOM 32 YYacTIO
TiIPONIEPOKCHTY Ta TPOCTETHYHOT TPYITH TEMY.

[aridyroua nist AK Ha npocrarnanaud H cuHTazy 3anexuTh Bijl IEpOKCUAa3HOT
aKTUBHOCTI TpocTarmaHauH H CHHTa3M [UIIXOM TEpEIIKO/PKAaHHS aKTHBAIlil
3aJIMIIKY TUPO3WHY aKTUBHOTO IEHTpY. BiH 3a1eXuTh BiJl IEPEHOCY ENEKTPOHIB
MDK aKTUBHUMHM LIEHTPAMHU UKJIOOKCUTEHA3H Ta MEPOKCUIa3U

PesynpTaTit  UIIOCTPYIOTH  CKJIQAHI  3akoHOMipHOCTi B3aemonii CK 3
Kartajga3zaMmu/mepokcuazamu. Ha HUX BIUIMBa€ iX OKMCHO-BIIHOBHHI CTaH Ta 1HIII
YMOBH - PiBHI CYOCTpaTiB Ta TipPONEPOKCHUIIB in Vivo.

[anykoBanuii AK iMyHITET POCIMH BKIIIOYA€ MacoBe IEpenporpaMyBaHHS
T'€HIB POCIIMH, aKTHBAIliIO TeHiB 3axucTy pociauH. AK-penentop NPR1 HeoOxinHuii
st excripecii AK-1HIyKOBaHUX T€HIB 3aXHCTY.

3a BincyTtHOocTi AK, NPR1 npucyTHiit y iurto3o:i sik oxiromep. Ilicist 06podxu
AK kiTuHHa BinnoBiae Ha iHAyKoBaHI ADK BuKIMKae OKUCHO-BITHOBHI 3MiHH. Ll
MIPU3BOJIMTH JIO BITHOBIICHHS AUCYIb(ITHUX 3B'13KiB Ta MOoHOMepu3arii NPR1. Bin

MO>K€ TPAHCJIOKYBATHCS B SAPO IS AKTUBALIIT TPAHCKPHIIIIT T€HIB 3aXUCTY.

NPR1 wmictute N-kinuesuii nomen BTB/POZ, nomeH 3 aHKIpUHOBHMU
nmoBropamMu mocepeauHi Ta C-kiHIeBUM HeBnopsakoBanmii goMeH. NPR1
3B's13yeTbesi AK uepes C-kinmesuii qomeH. AK-3B's3yroua akKTHBHICTH HEOOXigHA

1151 aktuBallli AK-9yTiuBUX TeHiB 3aXHUCTy 3a goromororo NPRI.
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NPR1 ne mae JIHK-3B's13y1040i aKTUBHOCTI Ta (PYHKI[IOHY€ SIK KOAKTUBATOP
TpaHckpunuii. Bin 3B'a3yerbcs 3 poauHoro JIHK-3B'i3yrounx TpaHCKpUILIIHHHX
¢dakropiB TGA uepe3 goMeH aHKIpMHOBMX NOBTOpiB. 3B'a3yBaHHS SA NPRI1
IHAYKye 3ropTaHHs Ta JOKIHT C-kiHIeBoro SA-3B'3yl04Oro JOMEHY 3

aHKIPUHOBHMU TIOBTOpamu [24-26].

NPR3 ta NPR4 wmatote mnoaiOHy cTpyktypy aomeny, sk NPRI1. Bonwu
(YHKIIOHYIOTh SIK HETaTMBHI PEryJsiTOpU IMYHITETY, AIIOYM SIK TPAaHCKPHUIIIMHI
penpecopH reHiB 3axucTy Ta pearytotb Ha SA. NPR3 3B's13yeThcs 3 SA 3 mo110HOIO
cnopigHenicTio, ssk NPR1. NPR4 3B's3yerbcsi 3 SA 3 Habarato CUIIBHILIION
cnopigHenicTio, Hbk NPRI1. 3a nHopmansHux ymoB pocty NPR3 Tta NPR4
NPUTHIYYIOTh aKTUBAIII0 TeH1B 3axucty. [licis iHpiKyBaHHS MaTOr€HOM MiIBUIICHE
3B'SI3yBaHHS SA TNpUTHIYY€E TPAaHCKPUIIINHHY penpecopHy akTuBHICTH NPR3 Ta
NPR4. 1le n1o3Bossie BUBUIBHUTH PEMPECito TeHIB-MillIeHEeH, 0 pearyioTh Ha SA.
J171s1 5KOPCTKOT perysisiiii 3aXUCHUX peakilii, IHIyKOoBaHUX SA, Ha Pi3HUX PIBHAX SA

HeoOXiiHa PUCYTHICTH ABOX THIIB perenTopiB SA (puc. 1.2.1).

\/ \ BRs

J_ l degradation
SA-mediated gene expression
and defense responses
5 sa sA —— (an2)

|
D
o - @
@’ ﬂ.d (GA)
o W o

DELLA
degradation

X

GA-mediated gene expression and growth SA-mediated gene expression

Pucynok 1.2.1. Ponb peuentopiB NPR y 3axucHuX peakiiisix Ta HepexpecHi 3B's13Ku

SA 3 GA Ta BR y Arabidopsis. 3B's13yBanns SA aktuBye NPRI1 - xoakTtuBarop
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TpaHckpunuii ¢akropiB Tpanckpuniii TGA nns ekchopecii reni, Penentop SA

NPR1 B3aemogie 3 perentopom GA GID1, cripusitoun iforo aerpaaariii.

[lepexpecnuit 3B's30k Mk AK Ta pOCIMHHMMHU TOpPMOHAMH JJis

KOOIIEPAaTHUBHOI PETyJISIIii 3aXUCTy POCIMH Ta OajJaHCy MIXK 3aXHUCTOM 1 pOCTOM.

Kineka pmocmimxens mokazanu, mo peuentop AK NPR1 Tta iioro
Tpanckpuniiiiai gakropu TGA OepyTh yuacTh y mnepexpecHomy 3B'sa3ky AK 3

pOCIMHHUMU ropMoHamu - ribepeninu (I'A), 6pacunocrepoinu (bP).

'A cnopusots pocty pocimH. AK TpurHidye eKCHpecio TI'eHiB,
ornocepenkoBany ['A, anga mnpurHideHHs pocty pociuH. Curnamizamis ['A
NOYMHAETHCS 31 3B's13yBaHHs ['A 3 po3unHHuM perientopom GID1. Bin B3aemonie 3
oinkamu-penpecopamu [EJIJIA I A-3a5ie:xHUM YMHOM, CIIPSMOBaHA Ha JACTPaJIalliio
outka JIEJIJIA wepe3 yo6ikBiTunmirasy E3 SLY1. JlochimkeHHS BHSBWIO, IO
penentop AK NPR1 B3aemonie 3 peuenropom ['A GID1, dynkiionye sik agantep
yoikBiTunirazu E3 nnsa cnipustaas aerpananii GID1. Bin nigBuinyroe ctabiibHICTD

JNEJUIA nns npuraidyenHs curnanizaiii ['A ta pocTy pociuH.

Curnanizanis BR  iHimiroetsest  3B's3yBanHsiM BR  pementopom BR-
INSENSITIVE-1 (BRI1) na rutasmatnanin memOpa#ni, romonoramu BRI1-LIKE-1
(BRL1) ta BRL3. 3B'isyBanns inaykye B3aemoxito 3 BRI1-ASSOCIATED-
KINASE-1 (BAKI). Ile mpusBoauth a0 TpancpocPopuatoBaHHS iX KiHA3HHUX

JIOMEHIB.

AKTHBAIlIS PEHENTOPHUX KOMIUICKCIB aKTHBYE CHUTHAJbHHMHA Kackaa. Bin
npurdiuye kiHazy BIN2, noniony no raikorencuntasu kiHaszu 3 (GSK3). BIN2 €

HEraTUBHUM peryisitopom curdamzanii BR. Bin mnpurHiuye HakonudeHHs
18



Tpanckpuniiiaux (akropis (BZR1) ta (BES1) y sapi. BoHu KOHTpOJIIOIOTH
eKcrpecito reHis, peryiaboBanux BR. Ponxs BR y 3axucti pocnun Ta cTpecoBux
peakiisix € ckiagHor. Mytantu 3 nedinurom BP HedyTnuBi 10 HBOTO € OUIBII
CTIMKMMHU J10 CTPECY POCIHH, HIXK POCIMHHU JUKOro Tumy. Lle Bka3ye Ha HeraTuBHY
ponb BP y crtpecoBux peakiisix pociauH. Huzka ngocnipkeHb Mokaszana, Mo
eKk30reHHe 3actocyBaHHsi BP cropusie cTpecocTiMKOCTI Ta CTIMKOCTI POCIHMH 10

XBOpOO.

MonekynspHi OCHOBH MPOTHUJICKHOTO BILTUBY €HAOTCHHUX Ta €K30Te¢HHUX BP
Ha CTPECOBI peakiii pocauH Oyyu JociikeHl. BoHM BKa3yroTh Ha poJib perenTopa
NPR1 ta tpanckpuniiitnux ¢akropiB TGA. I[loBigomiieHO Npo HETraTUBHHMA
perynstop curHanizanii BP BIN2 Ta mno3uTtuBHY ponb y curHamizamii SA Ta
IMYHITET]1 Ha OCHOBI CBOTX MYTaHTHUX (DEHOTHUIIB. SA CTUMYJIIO€ AKTUBHICTh KIHA31
BIN2, ska ¢ocdopmitoe tpanckpunitiinuii pakrop TGA3. Bona nmocuitoe ioro
akTuBHICTH 3B's13yBaHHA 3 JIHK, yrBopenus xommnekcy NPR1-TGA3, ekcnpecito

TeHIB 3aXUCTY, ONOCEPEIKOBaHUX SA.

Ex3orennuii bBP cnpusie 3axucHuMm peaxiisiv, iHakTuByroun BIN2. BIN2
(GYHKITIOHY€E SK HETaTUBHUH PETYyJATOpP 3aXHCHHUX peakiid muisaxoMm (i3uyHoi
B3aeMo/ii Ta pocdopuintoBanns Tpanckpunilinaux ¢akropiB TGA1 ta TGA4. Bin
npurHiuye B3aemoniro 3 NPR1 Ta crpusitu ix gecrabimizamii. @ochopuiroBaHHs
pi3Hux TpaHckpumniiiaux ¢aktopiB TGA 3a gomomororo BIN2 mae pi3Huii BIius

Ha ixato JIHK-3B's13yBanbHy akTUBHICTB, B3aeMoito 3 NPR1, cTabinbHICTS.
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PO3LI 2. OCOBJIMBOCTI CUHTE3Y TA ®PAPMALIEBTUYHOI'O
AHAJI3Y CAJTAMIIATIB

2.1.Cunres, ¢papMmakoneiiHi BAMOTH 10 aHaJli3y SKOCTI

NF-xB Hanexxutb 10 poJUHU 1HIYKOBAHUX TPAaHCKpUNLIHHUX (pakTopiB. Bonn
PETYJIOI0Th BEJIUKHI CHEKTp TeHIB, 3aJIsTHUX y 0araThOX acmekTax IMyHHUX Ta
3amanbHUX peakiid. PoawHa cknamgaeTses 3 m'aTu cnopigHeHux OinkiB: NF-
kB1/p50, NF-kB2/p52, RelA/p65, RelB ta c-Rel.

L1 Tpanckpunuiiiui gakropu y ¢popmi romo- abo rerepoaumepis Rel/NF-kB
3B's13y10ThCs 3 eneMenToM JIHK, skuit Ha3uBaeThcsa enemenToM kKB, Ha mpomoTopax
ITbOBOTO TeHa JJs peryhoBaHHs ekcrpecii. binku NF-kB cekBecTpyrorbes B
IIUTOIIa3M1 POJMHOIO 1HT101TOpHUX O1KiB. BoHM Ha3zuBatoThes [kB.

BaxnusuMm mmsxom aktuBaiii NF-kB y BiamoBinp Ha CTUMYNH - JIraHIu
pI3HUX pelenTOopiB IUTOKIHIB, € 1HAYKOBaHa Aerpanamnis 0iikiB [kB. 3amyckaeTses
ix caitr-cnenudigaum gochopuatoBanuiM kommiekcoM [kB-kinazu (IKK), sxuii
CKJamaeTbcss 3 KartamiTuuHux cyooaunuip, IKKa Tta IKKP, perynsaropuoi

cybonuuumi IKKy.
Stimuli
SA

Rece!tor
A S\
\| IKK JNK

p38 ERK

RPS3 3
NG
P50 ] RelA

NF-xB target gene

Pucynok 2.1.1. Iuri0yBanus msixy NF-kxB 3a nmomomororo SA. SA Moxe

3B's3yBatucs 3 IKK Ta iHribyBaru ioro, 3amoOirarouu QochopriitoBaHHIO Ta
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nerpanamnii [kB, HeoO6xigHum s aktuBaiii NF-«kB.

AcnipuH 1 SA 1ari0ytote msx NF-kB. Acnipun ta SA cienugiyHo 1Hr10yI0Th
aktuBHicTh IKKP In vitro i in vivo. MexaHi3M iHriOyBaHHs acmipuHOM Ta SA
nonsrae uepe3 3B'si3yBaHHsA 3 IKKP ans 3menmenHs 3B's3yBanHs ATO.
[TpoTu3ananbHi BAACTUBOCTI acCHipUHY Ta CalilUJIaTy OMOCEPEAKOBYIOTHCS IXHIM
cnenudiunuM npurHiveHusm [KKp.

Lle 3anmo6irae aktupanii NF-kB Ta npurHiueHHIo reHis, 3aJiIHUX y MaTOreHe31
3amanbHOI peakxiii.

Hocaimxenns nokazanu, mo CK mBuako ta ctiiiko aktubye p38 MAP-kina3y.
Lle BaxnuBo ans 3gatHocTi CK iHridyBaru ¢pocdopuntoBanus ta gerpagaiiio IkBa,
iHaykoBaHy (akropom Hekposy nyxiuunu (TNF).

byno Busasneno, mo CK moxe npuraiuysaru nuisax NF-kB depes pubocomuuit
o6imok S3 (RPS3), kxoncepBatuBHy OinkoBy cybomunumio 40S pubocomu y
eykapioTiB. JlocnipkeHHS Ha TBapuHaAx 1 JOAaX mokaszanu, mo RPS3 Bigirpae
no3apubocomuy poiib y penapaiiii JJTHK. RPS3 Baxnuswuii y npomidepanii KIiTuH,
amonTO31 Ta IMyHHUX PEaKIlisfax Ha MaTOrCHHU.

RPS3 wmoxe mepemimyBaTtucs g0 sapa micas acormiamii 3 IKKP Ta
bochopuntoBaHHs HUM y BiAMoOBiAb Ha akTuBaIito nusaxy NF-kB. V saapi RPS3 €
cybonununeto NF-«kB. Bona nomomarae cenexktuHomy pekpyTtyBanHio NF-kB no
crenudiYHUX MPOMOYTEPIB, aAaNTye TPAHCKPUIIIIHI peakiii a0 crnenudiuHux
CTUMYIIIB.

CK 3B'szyetbes 3 RPS3 3 kmiTuH kojopekranpHOoro paxy moauman HT-29.
[Tpurnivenns RPS3 3menmuno excmpecito nukmiHzanexHoi kiHazum 4 (CDK4),
iHAyKyBano 3ynuHKy (a3 Gl y KimiTHHaX KOJOPEKTaJIbHOTO paky mroauHu. Lle
crioctepiranocs micis gikyBaHHS SA. SA HeratuBHO perymnioe ¢pyHkmiro RPS3 ax
NOTEHLIHHUN MEXaH13M 3aXHCHOI Jii IPOTH KOJIOPEKTAIBHOTO PaKy.

®ocdopunoBanHs OUIKIB — 1€ 000pOTHAa MOCTTpaHCHsALiiiHA MoAuQIKaIis

OinkiB. BoHa BmiMBae Ha 1iX CTaOUIBHICTh, CYOKIITUHHY JIOKaJli3alil0 Ta
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aKTHUBHICTb.

V tiotioni CK-ingykoBana nporeinkinaza (SIPK) e MAPK ans imyHiTeTy
pocauH. SIPK — ne TottoHoBUi opronor Arabidopsis MPK6. Bin pa3om 31 cBoiM
Oonu3bkuM romosorom MPK3 Bifirpae BupimanbHy poib HE JIMIIE B CUTHaII3alli

3aXUCTY, IHAYKOBaHIN MaTOr€HaMH, aje y poCTl Ta PO3BUTKY pociuH (puc. 2.1.2).

Cc
SA—'ROS
A PP2C SA
_J_ degradation
£ @
MAP3K3/5 @ @ )
9
K& PlID
MKK5/6
PIN endocytic @P
recycling
MAPK3/6
Auxin polar Targets
distribution
Targels
(e.9. WRKY33) Root growth ABA response

Pucynok 2.1.2. Perynsuis mepex dhochopuntoBanHs OUIKIB 3a JOMOMOTOW0 SA y
pociuH. IaaykoBanuii SA curHanbHuil kackanx MAPK nns perymsiii 3axucHHX
peakiiit. [nridyBanus SA pocTy kopeHiB uepe3 iHrioysanus PP2A, ennonurapuoi

PELUPKYJIIALIT Ta TOASIPHOTO PO3MOITY ayKCUHY.

JlocnipkeHHs mokasano, mo SA iHrioye nporeindocdarazu tuny 2A (PP2A)
y Arabidopsis. PP2A - 1ie rerepoTpumMep, 110 CKIaAA€THCS 3 KAPKACHOT CyOOAMHHUIII
A, xaramituunoi cybonuuuii C, 3MiHHOI perynsaropHoi cybomunuii B 3 17
130hopmamu y Arabidopsis.

Bonu mpoBro BBaxammcs HecenekTUBHUMH (epmentamu, PP2A wacrime
BU3HAIOTHCA K crienudivni perynsatopHi Oinku. Bouu 6epyTh yuacTh y mepenadi
CUTHAJIB [JI aKTWBAIl aJalTHUBHUX PEaKIiil POCIHH, PETYJAlli TPaHCHOPTY
ayKCUHY 32 JOMOMOTO0 SA s OanaHCyBaHHS 3aXUCTy Ta POCTY POCIHH.

CK mo’xe BmIMBATH HAa TPAHCIOPT AyKCUHY IIJISXOM PETyJNAMii po3MOimy
oinkiB PIN Ha nonsipHiii nina3maTudHiii MemOpani. Lle BinOyBaeThCs MIIAXOM 3MIHU

bochopuntoBanHs OUIKIB-TpaHncnopTepiB aykcuny PIN.
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O6opotHe (dochopuntoBannus OuikiB PIN BaxnuBe s perynsmii iXHbOT
MOJISIPHOCT1, CYOKTITUHHOT TUHAMIKHU.

Tpaucnoprep aykcuny PIN2 e mimennto PP2A 1 rineppocdopunbyerses y
BiAMOBiAL Ha SA. Ile mpu3BOAUTH 10 3MIHM aKTUBHOCTI TPAHCIIOPTEpa BUBEACHHS
ayKCWUHYy,  TPWUTHIYGHHS  TPAHCIOPTY  ayKCHUHY,  PO3BHUTKY  KOPCHIB,
OTOCEPEIKOBAHOTO AyKCMHOM - pICT, TpaBITPONHY BIAMNOBIIb Ta OPraHOTEHE3
JaTepasbHOTO KOPEHS.

His CK na PP2A, nonsipuuii po3nojil KopeHeBUX ayKcuHIB Ta OunkiB PIN,
pICT KOpEeHiB He 3aiexaTh BiJ peuentopiB NPR.

CK BmimBae Ha mnporeiHodocdarazu tuny 2C (PP2C) nns perymsmii
curuaiizaiii aOCcumu30B01 KUCIOTH.

HaiipaxnuBimuMu KoMmrnoHeHTamu curHamizamii ABA e penentopu ABA.
BoHU € ujeHaMu peryasTOPHOIO KOMIOHEHTa PE3UCTEHTHOCTI M0 MipabakTUHY
1/PYR1-noxi6uoro cimeiictBa 6inkiB perentopa ABA (PYR/PYL/RCAR).

3B's3yBaHHs ABA penentopamu ABA cTuMmynioe 3B'S3yBaHHS PELENTOPIB
ABA 3 PP2C. Twum camum 3amobirae  omocepenkoBanomy PP2C
nedochopuaoBaHHIO YICHIB CiMeiicTBa MpoTeiHKiHA3 KiHa3 migpoaunu 2 (SnRK2).

B pesynprari SnRK2 wmarume migBumene aBTodocdopuitoBaHHS Ta
MiIBUINCHY KiHA3Hy aKTUBHICTh s Tmepenadi curHany ABA  mursaxom
bochopunioBanHs wmimeneit. SA Oe3mocepenHbo 3B's3yeTbes 3 PP2C, moxe
npurHivyBatu nocuwieny ABA Bzaemoniro mixk PP2C ta penentopamu ABA.

SA Ttakoxx Moxe mpurHidyBatu mnocuieny ABA gmerpamamito PP2C,
ingykoBany ABA cra6imizamito SnRK2.

Vei a1 CK manu 6 Heratusuuii BrinB Ha curHaimizamio ABA. Ex3soregna CK
NpUTHIYYBaja eKCIpecito reHis, inagykoBany ABA. MytanT sid2-1 3 nedinurom CK
JIEMOHCTPYBaB  mijBUIIeHY gerpaxgarito PP2C, mocunene npurHiYeHHS
npopocTaHHs HaciHHS ABA.

PesynbTaTu BKa3ywoTh Ha Te, mo CK yacTkoBO aHTaroHi3ye CHUrHaii3alilo

ABA, BruBarouu Ha KpuTH4uHI KoMnoHeHTH PP2C curnansHux komiiekcie ABA.
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AK moxe 3B's3yBatuca ta iHrioysaru IKK, npurniuyroun nerpapauito [kB,
aktuBanito NF-kB. AK mBuako ta criiiko aktuBye p38 MAP-kiHa3y, iHri0yrouu
dochopuntoBanus, gerpaaaiito [kBa.

P38 MAP-kiHa3H € 0J1HI€I0 3 TPHOX OCHOBHUX MiApoaguH MAP-kina3. J[B1 1HmI
HiAPOJMHHU - 1I€ MO3aKJIITHHHI CHUTrHAIbHO-perynboBani kinasu (ERK) Ta c-jun N-
kiHnena kina3a (JNK). CurnanpHi kackaau Tpbox migpoaud MAP-kiHa3 BaxiuBi
JUIsL  peryJisiiii 3amajeHHs, I KIITHHHOI mnpomidepanii, nudepeHmiamii Ta
amomnTo3y.

Kinbka KI1F040BUX (AaKTOPIB POCTY Ta MPOTOOHKOT'EHIB MEPEAAF0Th CUTHA JIJISI
CTUMYJIIOBaHHS POCTy Ta Audepenuianii uepe3 curnaibHi kackagu MAP-kiHas3.

SA npurniuye ekcmpecito COX2, inaykoBany TNF/IFN, muisxom
npuraiueHHss ERK ta mogansimoi akrusaii.

BB SA na aktuBanito JNK € cnenudiaaum aiis Tuny KJITUH. Y KITITHHAX
HUPOK adpukaHchKoi 3eneHoi Mapmu COS-1 Ta kIiTHHAX aJeHOKAPIITHOMH TOBCTO1
kumku gogauan HT-29 nikyBanus SA npusBoauTh 10 cTivikoi aktuaiii JNK.
AxtuBamis, inaykoBaHa SA p38 MAPK i1 JNK wmoxe Oyt moB's3aHa 3
IpOTHU3ANAIbHOK Ai€i0 SA.

CK wmoxe akTHBYBaTH aJleHO3MHMOHO(OC(hHAT-aKTHBOBAHY MPOTEIHKIHA3Y
(AMPK). Bona € neHTpaJbHIUM PETYIATOPOM POCTY Ta MeTaboIi3My KJIITHH, IO
30epiraetbest y Bcix eykapiotie. AMPK - me rereporpuMepHUil KOMIUICKC, IO
CKJIQJA€ThCS 3 KaTATITUIHOI 0.-CyOOAMHMII Ta PETYIATOPHUX P- Ta yY-CyOOTUHUILS.
[Ticns akTuBamii B ymoBax meraboniuynoro crpecy AMPK ¢ocdopuntoe mimeni,
CIPUAIOYH KaTa0OoIIHUM IIIsgxaM, mo renepyotb AT®. [IpoTeinkinaza-cymnpecop
nyxauan, LKB1, Tta Ca2+-kinaza, CaMKKp, aktuByrote AMPK masxom
dbochopumroBanns mo Thr172 B a-cy6oauHUILI.

3B's3yBanas AMP ta anenosunaudocdary (ADP) 3 y-cybonununero AMPK
3amyckae mepexiq a0 akTuBHOI (opmu. Bin cmpuse ¢ocdopuiaoBaHHio Ta
iari0ytoun nedochopunroBanus [21-26]. 3B'szyBanas AMP 3 apyrum caiitom

Moxke o1aTkoBo akTuByBat AMPK Ta iHAyKyBaTu nojanpiii aiocTepuyHi 3MiHU.
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CK aktuBye AMPK muisixoM 3B'3yBaHHs 3 KIHa3HUM KOMILIEKCOM. Lle Buknnkae
aJIOCTEPUYHY aKTHBALIO Ta 1Hr10yBaHHs 1e(ocOopunoBaHHs aKTUBYIOUOT0 CalTy
docpopuntoBanHs. baraTo BUAIB paKy MarOTh BUCOKY IIBHAKICTh CHHTE3Y KUPHUX
kucinoT. Bin iHridyerscs AMPK depes ¢ocdopunioBanns anetun-KoA-
kapbokcunazu (ACC). CK mnpurHiuye KJIOHOT€HHE BIKMBAHHS KIITHH pakKy
IOpOCTATHU Ta JIereHb, MoXke 301nburyBat GocdopuntoBanns ACC, 3menuryBatu de

novo ninorene3 AMPK-3anexnum yunom (puc. 2.1.3).
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Pucynok 2.1.3. IlporunyxnunHa aktuBHicTh AK uepe3 aktuBamito AM®K, sxa
aKTUBYEThCA HUIIXOM (pochopuntoBannsa ii o- Ta P-cy00AMHMIIL 32 JOTIOMOIOO
LKBI ta CAMKKSJ, uyepes anocTepuyHuid BIUIMB Ha il Y-CyOOAMHUINIO 3a

nonomoron AM®/AJ1®.

KoncepBatupuuii pepment PP2A 6e3nocepennbo BIMBae Ha SA y pociuH,
PETYIIOETHCA aCHiPUHOM Yy TBapWH. ACHIPpUH JEMOHCTPYE XIMIiOMPOQiTaKTUUHY
e(deKTUBHICTh P paKy TOBCTOi KUIIKH. lle moB's3aHO 3 BIUIMBOM acmipuHy Ha
aKTUBHICTh OHKOT€HHOTO NUISIXY 1HTeTpaillii, mo's3anoro 3 6e3xkpunumu (Wingless-
related integration site)/B-xareHiny B KJIITHHHUX JIIHISIX KOJOPEKTATHHOT'O PaKy.

Curnamizamiss Wnt/B-kaTeHiHy 1HINIIOETHCS 3B'SI3YBAHHAM TO3AKIITUHHUX
Oararux Ha nuctein rimikonporeiniB WNT 3 N-kiHIIeBUM MO3aKJIiITHHHUM JOMEHOM
cimerictBa G-0inkoBux penentopiB Frizzled. 3B's3yBaHHS mOpymrye KOMILIEKC
pyiiHyBaHHs [-KaTeHiHY, 3alyCKae IUTONJIa3MaTUYHE HAKOMUYEHHS [-KaTEHIHY.
Bin morim mepemimiyeTbcs 10 sApa, MO0 3B'S3aTHUCA 3 TPAHCKPHUILIHHUM

KoMIuiekcoM T-kimiTuHHOTO (aktopa/mimdoignoro enxancepa-1 (TCF/Lefl) nnsa
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aKTUBAIlll TPAHCKPUIILIIi T'€HiB.

Curnanizauis Wnt/pB-kateHiHy noB'si3aHa 3 MaTOr€HE30M KIIbKOX BHJIIB PAKY.

AcnipuH TNpUTHIYYe AaKTUBHICTh NUISAXY J0303aJ€KHUM 4uHOM. lle
OLIHIOETHCSA 3a AaKTUBHICTIO ronudepasu, ekcmpeciero reHa-mimeni Wnt Ta
PIBHAMHM ¥ CyOKJIITUHHOIO JIOKaji3alieto B-KaTeHIHy.

JlikyBaHHA acmipuHOM 301blyBano GocdopuntoBanHs Ta Oyji0 MoB's3aHe 3
OpUTrHIYeHHAM  ¢epMeHTaTuBHOI  akTuBHOCTI  PP2A.  BukopucroBytouu
TPaH3UTOPHY TpaHc(eKIito 3 KOHCTpyKuisMu PP2A, mokazano, mo mpuUrHidYeHHS
bepmenTaTuBHO1 akTUBHOCTI PP2A HeoOXinHe 1y BIUIMBY aclipuHy Ha IJISAX
Wnt/B-kaTeHiny. Pe3ynbpratu AOCHIIKEHHS BUSBWIM MOJEKYJISPHUH MeXaHi3M
e(eKTUBHOCTI acHipHHy B XIMIONPO(MUIAKTHII KOJOPEKTAJIbHOTO paKy IISXOM
npurHiyeHHs PP2A - BaxsiuBoro peryistopa akTuBHOCTI isixy Wnt/B-kaTeHiny B
kiaituaax. AK 6e3nocepenbo 3B's13yeThest 3 pocIuHHUM 1 3 moackkuM GAPDH.
GAPDH — 11ie depMmenrt raikonizy. BiH karanizye nepeTBOpeHHs TIiepaibaeri-3-
docthary na rmimepar-1,3-6ibocdar. Ilpomec cynmpoBOIKYEThCS MPOAYKIIEHO
NADH.

VY Arabidopsis € cim unieniB GAPDH. I1'at1s 3 sikux 38's3y101e AK. Cepen n'stu
GAPDH - tpu (GAPA-1, GAPA-2 ta GAPC-2) nokanizoBaHi B XJOpOIIacTax 1
O0epyTh y4acTh y (GOTOCHHTETHYHOMY BIJITHOBHOMY BYTJICIICBOMY ITUKJI. J[Ba i1
(GAPC-1 Tta GAPC-2) € uwuro3onpHuMH Oinmkamu. OKpiM KOHCEPBATHBHOI
metaboniynoi ¢pynkmii GAPDH 6Gepe y4acTs B iHIIHX HEMETaOOMIYHUX MPOIIECAX.
GAPDH 38's3ye PHK nu3zku Bipycis. Ha ocHoBi mporeomuoro ananizy, GAPDH ¢
OHAM 13 KOONTOBAaHMUX OINKIB Xa3sfiHAa peruIika3u Bipycy KYIIHCTOI
CIIMHHOMO03KO0BOi HejocTtatHOCTi ToMaTiB (TBSV), onronanmrorosoro PHK -Bipycy
3 no3uTuBHUM (+) nanmorom. GAPDH nepeBaxxHo 3B'A3yeThes 3 (-) JaHIIOTOM
PHK TBSV. Ile 3B's3yBanus HeoOXigHe 1 pertikarii TBSV.

CA mnpuraiuye pemnikarito TBSV, mnpurHidyrodm 3B'S30K MHTO30JHOTO
GAPDH 3 wneraruBHuM(-)-nanmorom PHK TBSV. Knitunuai Oiosoriuni Ta

reHETUYHl MmiaxoAu BusiBuiu noaatkoBi poiai GAPDH Arabidopsis B iMyHHUX
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peakuisix Ha OakTepianbHuil natoreH Pseudomonas syringae. HokayT-myTanTu ans
pizaux reHiB GAPDH neMoHCTpyBanu miABUIIEHY CTIHKICTh 10 OakTepialbHOTO
natoreny. BoHu mnpuckoproBanu 3arubenp KIITHH Ta 30UIblIyBasin 0Oa3anbHe
HaKOTMYEHHS aKTUBHHUX (OPM KHCHIO.

[Mutozonsauit GAPC-1 Arabidopsis 1eMOHCTpyBaB MiJiBUIIICHE HAKOTIMYCHHS
B 41pl y BiAnoBiAbs Ha iHdekuio. Myrtant 11t GAPA-1 ta GAPC-1 neMoHcTpyBaB
KOHCTUTYTHBHI (eHOTUNHU ayTodarii 3a HOpMaJIbHUX yMOB pocTy. LluTo301bHI
GAPC Arabidopsis B3aeMoi0Th 3 0171KOM, ToB'sa3aHuM 3 ayTodariero (ATG3).

CK peryntoe 6arato 3 iMyHHHUX Ta cTpecoBux peakiiil. Jleski 3 nux i CK
OpUHANMHI YacTKOBO OMOcCepeaKoBYyIOThCs i1 1HrioyBanusmM GAPDH msxom

npsiMoro 3B's3yBanHs (puc. 2.1.4).

SA
Viral repli ubunit -L Cell death
e . GAPDH ROS accumulation

Viral replication . :
Disease resistance

Pucyno 2.1.4. [lpurniuenns nemeradoniunoi aktuBHocTi GAPDH 3a gomomororo
SA. GAPDH pocnuH i qt0aquHu 6€pyTh y4acTh Y HU311 HEMETA0OIIYHUX MPOIIECIB -
peruTiKaIis BipyciB, 3aru0emns KIITHH, HAKOMTWYeHHs akTUBHUX (popm kucHio (ROS),

CTIMKICTh 1O XBOPOO, ayTodarisi.

VY moneit GAPDH 6epe yuacts y penapamii JJHK, Tpanckpumniii, yrBopeHH1
ROS Ta anonrosi kinituda. GAPDH Bigirpae BupimanbHy poib y HEHpoaereHepariii.
€ OCHOBHUM TIIO3PIOBAaHUM y KUTBKOX HEHPOJETCHEPATUBHUX 3aXBOPIOBAHHSX,
BKJIIOYAIOYH XBOpOOH Anpurenmepa, [lapkincona, XaHTIHTTOHA.
[IpoTunapkiHCOHIYHUI TpenapaT ACHPEHLI NPUTHIYYE SJIEPHY TPAHCIOKAIIIO

moacekoro GAPDH.
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PO3JLI 3. EKCIIEPUMEHTAJIbHA YACTUHA

3a €Bp. dapm. ananiz camiWIOBOi KUCIOTH BUKOHYETHCS 3a MOHOTpadi€ero
01/2017:0366. 2-T'impokcubensonkapOoHoBa kuciora. Bwict: Big 99,0% no

100,5%. Ilepwa inentudikamis: A, B. dpyra inentudikauis: A, C.
A. Temneparypa mnasnenns (2.2.14): Big 158 °C no 161 °C.

B. IndpauepBona abcopbuiitna cnektpodorometpis (2.2.24). IlopiBHAHHS:

campioBa kuciiora CRS.

C. Pozumnite 30 mMr y 5 ma 0,05 M po3uuHy TIAPOKCHIY HATpilo,
HeWTpamizyire, A0BeAiTh 00'eM po3urHy Bojoi0 P g0 20 ma. 1 mu po3uuny nae

peakuito camnunatis (2.3.1).

CympoBingHi pedoBuHHu 3a MertoaoMm PX. (2.2.29). BunpoboByBaHUI pO3UHH.
0,50 T gocniKyBaHOI pEYOBHHHM B PyXOMiit ¢asi, ToBeIITh 00'eM pyxoMoro ¢a30r
10 100,0 mn1. Po3uun nopiBHsiHHS (2).10 Mr denony R (momimka C) y pyxomiit asi,
noBeaith 00'eM pyxomoro ¢dazor 10 100,0 M. Po3uun nopiBasiaHs (b). 5 mr CRS
CaTIIUIIOBOT KUCTIOTH TOMIIIKK B y pyxomiii asi, 10BeaiTh 00'eM pyxomoto ¢ha3oro
n0 20,0 mn. Po3uumn mopiBHsHHSA (c). 50 Mr 4-rizpokcubeH30iHOi Kuciaotn R
(momimka A) y pyxomiii ¢asi, qoBeaith 00'eM pyxomor (azoro mo 100,0 mu.
Pozuun nopiBastaHs (d). 1,0 Mot po3unny mopiBasHHS (a) 10 10,0 M pyxomoro
¢a3zoro. Pozunn nopiBHAHHSA (€). cyminr 1,0 MJT KOXKHOTO 3 pO3YHHIB TIOPiBHSHHS (a),
(b) Ta (¢) mo 10,0 mn pyxomoro ¢azor. Pozunn nopiBasHHA (f). cymim 0,1 mn
KOXXHOTO 3 pO34nHIB NopiBHSIHHS (a), (b) Ta (¢) mo 10,0 Ma pyxomoro da3oro. Pyxoma

¢aza: 1p010BHKOBA O1TOBA KKciIoTa R-MeTtanon R-Boaa R (1:40:60 06./00./06.).

Busisnenns: cnexrpodoromerp mpu 270 um. Kinbkicauit Bmict: 0,120 'y 30
M etaHony (96%) P ta 20 mu Boau P. Tutpyiite 0,1 M po3unmHOM TriApoKCcUIy

Hatpito (0,1 mn po3uuny denonoBoro uepoHoro P). 1 mu 0,1 M pozunny
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riipokcuy Hatpito ekBiBasieHTHHI 13,81 mr C7TH603.

Hamu BukoHaHo xpoMarorpadiuHe JAOCHIKEHHS -  BIOPOBAKEHHS
BHUCOKOCEJIEKTUBHOIO MeTony ['a3oBoi xpomarorpadii mns igeHTudikamii Ta
KUIbKICHOTO BH3HAYEHHS CKJIaJI0BUX TPbOXKOMIIOHEHTHOI CHUCTEMH — MEHTOJ-
MeTWICATIIMIAT-0CH3WIOBUI  CIUPT, SKI OJHOYAaCHO NPHUCYTHI Yy CKIaJIl
BUNMPOOOBYBAaHOI CyOCTaHIli, a TaKOX BU3HAYEHHsS ii YMCTOTH; ajarTallis yMOB
xpoMartorpadyBaHHsl BUIIPOOOBYBaHOI CyOCTaHIIi 3 BUKOPHUCTAHHSIM 0a30BUX YMOB
xpoMarorpadyBaHHs 1 METOAMK JOCTIIXEHHS, SKI OMUcCaHO B EBpONEUCHKIN

dapmaxormnei s JOCIIIHKEHHS] MeTo10M PiinHHOT XpomaTorpadii.
Jocnioycennn K04ac 06a HANPAMKU:

1). Imentudikamiss Ta BH3HAYCHHS YUCTOTH MeToAoM I'X  CKIAZOBHX
TPHOXKOMIIOHEHTHOI CUCTEMU — MEHTOJI-METUJICATIIUIAT-OCH3WIOBHM CIUPT, SIKi

OJIHOYACHO TIPUCYTHI y CKJIai BUIPOOOBYBAHOI CYOCTaHIIIT;

2). Bu3HaueHHS KUIbKICHOTO BMIiCTy MeTo1oM ['X CKJIaJ0BUX TPhOXKOMIIOHEHTHOT
CUCTEMHU — MEHTOJI-METUJICATIIIIAT-0EH3UIIOBUHN CIUPT, SIK1 OJHOYACHO MPUCYTHI

y CKJIaJ(1 BUIIPOOOBYBaHOI CyOCTaHIIIi.

Marepiaju Ta MeTOIM.

Agilent 6890A 3 morym’si-ionizamiiiaum aetexropom (FID).

XpomarorpadiyHi ymoBH

- xosionka — DB-1701 ((14%-mianonponin-deHin)-MmeTranoicuiokcan), 30 M x
530 mMxkm x 1 MKM; KoOJIOHKa Oyna MiIKIIOYEHA JI0 3aJHBOTO IOJIYM's-
ionizaniiaoro aerexropa (FID).

- Ta3-HOCIi — a30T, Mmojja4ya B peXUMi MOCTiHOTO MOTOKY 3,0 MJI/XB.

- KoHTponb pexxuMy MOTOKY 3A1MCHIOBABCS y PEKUMI MTOCTIHHOTO TIOTOKY.

- TemmepatypHa mporpama xpoMatorpadiqaHoro aHamizy:

- mouaTtkoBa Temmeparypa: 90 °C (yTpuMaHHS S XB),

- HarpiBanHs 31 mBuaKicTio 20 °C/xB 10 170 °C (yrpumanHs 8 xB),
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- HarpiBanHs 31 mBuAKicTIO 30 °C/xB 10 230 °C (yTpuMaHHs 6 XB),
- kiHuea Temmeparypa: 230 °C.
- Temnepatypa iHxexkropa — 200 °C.
[mxexist 31HCHIOBANIACh Y PEXKUMI 3 JUJICHHSM MOTOKY 31 CIIBBiIHOIIEHHAM 5:1.
O6’em 11’ exnii cknagas 1 M. Temneparypa aerexkropa FID — 240 °C. JlerexTop
MpaioBaB 13 MOTOKOM: BoJiHIO 30 Mi1/XB; moBTpst 350 MiI/XB; a30Ty 25 MII/XB.
[lepenniit nerekrop ECD 6yB Bumknenuil. Yac xpomarorpadysanus — 27 XB.
loenmudghixayiro cnosyx TPOBOAWIIN 32 YHACOM YTPUMYBAHHS 3 MOPIBHSAHHAM 10
CTaHJAPTIB. Y AKOCT1 BHYMPIUHbO2O CIMAHOAPMA BUKOPUCTNOBYBCS | -0eKaHo.
Obuucnenns KonyeHmpayilii BAKOHYBAJIM 32 IUIOIIEIO MiKIB Y XpoMaTorpamax.
[Ipu mnpoBeneHH! KoMmn 'tOmMepHO20 aHANI3y BUKOPUCTOBYBAIM MPOrpamy
OpenLab CDS. [lns mpoBeaeHHs gociikeHb MetogoMm I'X euxopucmosysanu

peaxkmusu. Boaa (uuctotu s ['X).

OTpumani pe3yJabTaTu.

ITigroToBKa BHVTDiI]IHLOFO CTaHIAPTy (TaKO)X BHUCTYIIAE VY SIKOCTI

PO3YMHHMKA): TOYHY HaBakka 500 Mr 1-mekaHoay MOMICTUTH B MIpHY KO0y Ha

500 wmu, pgomaTd MeETaHOJ, PO3YMHHUTH. JIOBECTH /O MITKH METaHOJIOM
(xonneHnTparis 1-nekanomy 1 mr/mn).

[TinroToBKa CTAaHAAPTHOTO PO3YMHY: TOYHI HaBakku — 40 Mr menrtoiry, 40

Mmr 6ensminoBoro cnupty (BA), 400 mr metuncaninunaty (MS) nomimarTs y MipHY
ko10y Ha 100 mun. Homatotrs 20 M metanony 1a 20 MJI BHYTPIIIHBOTO CTaHIAPTY.
(xinmeBi konnenTparii: BA — 400 ppm, meaton — 400 ppm, MS — 4000 ppm, 1-
nexanon — 200 ppm)

Ha pucynkax 3.1-3.3 mpeacTaBieHO OTpUMaHi XpOMaTOTPaAMHU.
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Pucynok 3.2. XpoMarorpama po34rHy CTaHIApPTHOTO 3pa3Ky.
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Pucynok 3.3. Xpomarorpama po34nHy BUITPOOOBYBAHOTO 3pa3Ky: 2-mponanon Rt=
4311 xB, OensunmoBuii crmupt Rt=12.060 xB, ™menron Rt= 12.855 xs,

metwicaminmiat Rt= 13.282 xB, 1-mexanoxn (ctanmapt) Rt= 13.839 xs.
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OTpumaHi pe3yiabTaTH NpeacTaBieHo B Tabmuili 3.1:

Tabnuus 3.1. PesynpTaTun XpomaTorpadyBaHHs.

1-nekaHon S5 GeHaunoBuii cnmpt S2 | S2/S5 mMeHTon S3 S3/S5 | metuncaniuynat S4 | S4/S5
yac nroLla yac nnoLa yac nroLia yac nroLia
Mr= 41,8 Mr= 200,0 Mr= 400,8

13,840 |2125,258| 12,06 838,296 0,394 12,854 | 4059,024 1,910 13,282 |5346,223| 2,516
13,838 |2080,593| 12,061 826,220 0,397 12,854 | 4001,444 1,923 13,282 |5273,478| 2,535
13,839 |2080,415| 12,061 823,55 0,396 12,855 | 3984,996 | 1,915 13,282 |5250,335| 2,524
13,839 |2183,031| 12,06 866,097 0,397 12,855 | 4191,791 1,920 13,282 |5519,697| 2,528
13,839 |2035,459| 12,059 808,235 0,397 12,853 | 3912,977 | 1,922 13,281 |5162,283| 2,536
13,840 [2083,789| 12,06 825,915 0,396 12,855 | 4000,032 1,920 13,283 |5267,080| 2,528

CepegHe | 13,839 [2098,091| 12,060 831,386 0,396 12,854 | 4025,044 1,918 13,282 [5303,183| 2,528

SD 0,0010 0,0050 0,0075

RSD% 0,3% 0,3% 0,3%
1-nekaHon S5 GeH3UoBMi cnivpT S2 S2/S5 meHTon S3 S3/S5 | meTtuncaniuunat S4 | S4/S5
yac nnowia yac nnowa yac nnowa yac nnowia

13,839 [2172,311| 12,060 834,566 0,384 12,855 | 4267,351 1,964 13,282 [5430,114| 2,500
13,843 [2277,993| 12,062 875,952 0,385 12,857 | 4470,688 | 1,963 13,285 [5679,121| 2,493
13,844 [2282,918| 12,063 878,954 0,385 12,858 | 4487,063 [ 1,965 13,286 [5697,581| 2,496

CepegHe | 13,842 |2244,407] 12,062 863,157 0,385 12,857 | 4408,367 | 1,964 13,284 |5602,272| 2,496

B mabnuysx:

T- meiinine (¢hopma nixy, uacmo o6ysae menuie 2),

N — xinbkicms meopemuunux mapinox (Yum Oilbule meopemuyHux
mapinox, mum suwa eqhekmuHicmos po30ileHHs KOMNOHEHMI8 V KOJIOHYT),

RSD - gionocne cmanoapmue gioxunenus, 32iono Papmaxonei, mae bymu
MeHute 2),

SD —cmanoapmue sioxunenns, uxopucmogyemocs 0isi susnadents RSD)

Po3paxyHok KOHIIEHTpaIliil (BMiCTY) KOMIIOHEHTIB y CyOCTaHIIii 0a3yeThCs Ha
METO/I1 BHYTPIITHBOTO cTaHAapty (1-mexaHour) 3a CHiBBIIHOIIEHHSM ILUIOII MIKIB Yy
xpomaTtorpamax. BukopuctoByemo dopmyny %Assay (W/wW) IS KOXKHOTO
KOMIOHEHTa: OeH3usioBoro cnupty (BA), mentony, mermncaninuiary (MS). P
(uucrora crangapty) = 100%. Sample wt = 1000 mr (1 r npenapaty). 3asaBieHui
BmicT: BA — 1%, merron — 5%, MS — 10%. O6uncneni konmneHnrparii: BA =
1,04%, menton = 4,95%, MS = 9,85%. % Bixg 3agBieHoro: BA — 104%, MeHTOI
— 99%, MS — 99%.
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Omnuc po3paxyHKy

Po3paxyHok MpoBOAUTHCS 32 METOJIOM BHYTPIIIHBOTO CTaHapTy (1-nexanoiny) 3

BUKOPUCTAHHSIM CHIBBIHOIICHHS TUIOI MiKIB (3 HAJAHOTO MAJIIOHKA).

dopmyna:

%Assay (w/w, % macoux): %Assay = (Sample ratio / Avg Std ratio) x (Std wt,

mr / Sample wt, mr) x 25,

ae.

Sample ratio — cepenHe CriBBIIHOMICHHS IUIONI MKy PEYOBUHH JI0 MIKY
CTaHJAPTY B JOCIIDKYBAaHOMY 3pa3Ky (HUXKHsI TaOJIHUIIS).

Avg Std ratio — cepe/He CIIBBITHOIICHHS B CTAaHJAAPTHOMY PO3YHHI
(BepxHs TAOJIULIA).

Std wt — Maca HaBa)XKu pEYOBUHHM B CTaHIapTHOMY po3uunHi (BA: 41,8 mr
menton: 40 mr; MS: 400,8 mr).

Sample wt = 1000 mr (1 r npemnapary).

25 — (dakrtop po3BeneHHs (00'eM KOJIOU IS 3pa3Kka, MiI).

% Bin 3asBieHoro = (%Assay % 100) / 3asBnenuit %.

IToxpokoBuii pO3paxyHOK

1. ben3waoBuii cnupt (BA):

o Sample ratio = 0,385.

o Avg Std ratio = 0,386.

o IIpomixsne: Sample ratio / Avg Std ratio = 0,385 / 0,386 = 0,9974.
o Ilpomixne: Std wt / Sample wt = 41,8 / 1000 = 0,0418.

o %Assay =0,9974 x 0,0418 x 25 =0,9974 x 1,045 = 1,04%.

o % Bix 3asBiuenoro = (1,04 x 100) / 1 = 104%.

2. Menrou:

o Sample ratio = 1,964.

o Avg Std ratio = 0,396.

o IIpomixkne: Sample ratio / Avg Std ratio = 1,964 / 0,396 = 4,9596.
o Ilpomixwne: Std wt / Sample wt = 40 / 1000 = 0,04.

b
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o %Assay =4,9596 x 0,04 x 25 = 4,9596 x 1 = 4,96%.
o % Big 3asBieHoro = (4,96 x 100) / 5 = 99%.
3. Metuacaiainuiaar (MS):

o Sample ratio = 2,496.

o Avg Std ratio = 2,528.

o Ilpomixne: Sample ratio / Avg Std ratio = 2,496 / 2,528 = 0,9873.

o Ilpomixne: Std wt / Sample wt = 400,8 / 1000 = 0,4008.

o %Assay = 0,9873 x 0,4008 x 25 = 0,9873 % 10,02 = 9,89%.

o % Big 3asBieroro = (9,89 x 100) / 10 = 99%.
Memuncaniyunam nyxe MaJOpO3YUHHUN y Boal - Onm3bko 0,6—1 1 Ha 1 miTp BoaM
npu KIMHaTHIH Temmeparypi. BiH BUIBHO 3MINIYETBCS 3 €TaHOJIOM, edipom,
KUpHUMH Ta eipHumu onisimu. bynyun cknaanum edipom (MeTHioBUM edipom
CANIIMIIOBOT KHCIIOTH), BIH Ma€ HEMNOJSPHHUM XapakTep, IO 3aBaKae HOMY
yYTBOPIOBATH CTIWKI 3B'A3KA 3 TMOJSPHUMHU MOJIEKYJIaMH BOJU. 3aBIsSKH CBOil
ripodoOHOCTI MEeTHICATIIIMIAT TOOpe MPOHUKAE KPi3b JIIMIIHUHN IIap MKIpH, 10
poouTh HOro e(EeKTUBHUM KOMIIOHEHTOM Ma3eil Ta TeliB JUIsl MiCIIEBOTO
3HeOOJIeHHs. 3aBASKH CBOIM TiApodOOHOCTI Menwmon nOOpe TPOHHKAE Kpi3b
JIMIHAA [ap MIKIpH, M0 poOUTh WOro €(eKTUBHUM KOMIIOHEHTOM OJIHHUX Ta
CIIUPTOBUM pPO3YMHIB, Ma3ed Ta Oanb3amiB. MEHTOJI BUKOPHUCTOBYIOTH JIJISI
CTBOPCHHS TiIpopOoOHMX TIIMOMHHUX CBTCKTHYHHX po3unHHuKiB (DES) mus
€KOJIOTIYHO YHUCTOI  eKCTPAKIii pPEeYOBHH. Cknao0 3  OOMIHYBAHHAM
memuncaniyunamy (9,89%) ma wmeumony (4,96%) exazye Ha 2iopogobHul
(ninoginvrnuu) npodins (HLB ~3-8), mpumgatHuii mns cralurizamii eMynbCid y
mpemnaparax, Je TOKpallye PpO3YMHHICTh TiApo)OOHUX JIKaApChKUX 3ac00iB.
3a3BHuail KOHIIEHTPAIL[ISI MEHTOJY CKJIaJa€ y CIUPTOBUX po3unHax 2,5%, mazsx ta
remsix  1-5%, y MeHtromoBomy Macmi — 1%. 3a3BuuYail  KOHIICHTpAIIis
METHJICATIIIMIATY CKIaaae y Mazsax Ta JiHiMeHTaX 20%, KOMOIHOBaHUX TelIX Ta
kpemax 5-15%, y mentonoBomy macii — 1%. KoHuenTtpanis nuux KOMIIOHEHTIB

CYMMEBO 8APIIOEMBCA 3AIEHCHO 810 hopMuU 6UNYCKY mMaA MICUA 3ACHOCYBAHHA.
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BUCHOBKH

1. BopoBamxeno meton I'X y aHaniz cyOcTaHIlii, ika MICTUTh OJJHOYACHO TPHU
KOMIIOHEeHTH: OeH3unoBui crnupt Rt=12.060 xB, menton Rt= 12.855 xs,
metmwicaninunat Rt= 13.282 xB, Akl 3a JONOMOIoOH XpomaTorpadiyHux
JaHUX 11eHTU(IKOBaHI Ta BHUSBICHA CYIPOBIJHA pPEYOBMHA 2-TIPOMAHOJ
(MOMIpHO TOKCHYHA crooiyka, 3 kinac HeOesnekn) Rt= 4.311 xB (3a €Bp.
®apm. BukopucToBYI0TH MeToa PX, IY-ciektpodoTomeTpii).

2. Meronom ['X Ta po3paxyHKOBHMM METOJIOM BH3HAUYEHO KOHIEHTpaIii
KOMITOHEHTIB cyOcTaHIii (y %): cepedni niowi ananimuunux cueHauie ons
8UNPOO0BYBAHO20 3pa3Ky cyocmanyii: 6eH3unouil cnupt 863.157, MeHTON
4408.367, metuncaninuiar 5602.272: bensunosuii cniupt: 1,04%, Menron:
4,96%., Metuncaninunar: 9,89% (3a €Bp. ®apMm. BUKOPUCTOBYIOTh METO]T
TUTPUMETPUYHUN ).

3. Cxnag 3 moMminyBaHHAM MeTwicaninunaty (51,52%) ta menrony (40,5%)
BKasye Ha rigpodobnuit (ninodimeHuit) npodine (HLB ~3-8), npunatamii
Ui cTabimizarii eMyibcii y mpemaparax, Je IOKpallye PpPO3YMHHICTH
rigpooOHUX JKapchbKUX 3aco0iB. KoHIeHTpalis M[UX KOMIIOHEHTIB
CYMmEBO BapiloemuvCa  3a1eHcHO 6i0 (opmu eunycky ma Micus

3acmocCy6aHHA.
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SUMMARY

Motrunich Valeriia

"STUDY BY GAS CHROMATOGRAPHY OF A THREE-COMPONENT SYSTEM —
MENTHOL-METHYL SALYCILATE-BENZYL ALCOHOL IN THE COMPOSITION
OF THE SUBSTANCE”

The department of medicinal chemistry and toxicology
Scientific supervisor: PhD (Biol.) Meleshko R.A.

Keywords: three-component system, menthol, methyl salicylate, benzyl alcohol,
accompanying substances, residual amounts, substance, medicinal product, GC, impurities.

Introduction. A composition that simultaneously contains menthol, methyl salicylate
and benzyl alcohol, typical of local analgesics and anti-inflammatory agents (ointments, gels
or solutions). Methyl salicylate: has a pronounced anti-inflammatory and analgesic effect,
inhibiting the synthesis of prostaglandins. Menthol: stimulates the cold receptors of the skin,
causing a feeling of coolness. This distracts from pain and improves local blood circulation.
Benzyl alcohol: in mixtures often acts as an antiseptic, solvent or auxiliary preservative, has
a slight local anesthetic effect. Being an ester (methyl ester of salicylic acid), it has a non-
polar nature, which prevents it from forming stable bonds with polar water molecules. Due to
its hydrophobicity, methyl salicylate penetrates well through the lipid layer of the skin, which
makes it an effective component of ointments and gels for local anesthesia.

Materials and methods. Objects of research are substances of menthol, methyl salicylate,
benzyl alcohol and its standard samples. Research subject: development of conditions for GC study
of pharmaceutical analysis of the mix of menthol, methyl salicylate, benzyl alcohol substances.
Methods: Agilent 6890A with flame ionization detector (FID), column — DB-1701 ((14%-
cyanopropyl-phenyl)-methylpolysiloxane), 30 m x 530 um x 1 um; Temperature program of
chromatographic analysis: initial temperature: 50 °C (hold 5 min), heating at a rate of 20 °C/min
to 170 °C (hold 8 min), OpenLab CDS program.

Results. The GC method was introduced into the analysis of a substance containing three
components at the same time: benzyl alcohol Rt=12.060 min, menthol Rt=12.855 min, methyl
salicylate Rt=13.282 min, which were identified and the accompanying substance 2-propanol
(moderately toxic compound, hazard class 3) Rt=4.311 min was detected (according to the Eur.
Pharm., the method of LC, IR spectrophotometry is used).

Conclusions. The GC method and the calculation method determined the concentrations of
the substance components (in %): average areas of analytical signals: benzyl alcohol 863.157,
menthol 4408.367, methyl salicylate 5602.272: Benzyl alcohol: (863.157 / 10 873.796) x 100 =
7.94%, Menthol: (4408.367/ 10 873.796) x 100 = 40.54%., Methyl salicylate: (5602.272 /10
873.796 ) x 100 = 51.52% (according to the Eur. Pharm., the titrimetric method is used).
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	ОСНОВНА ЧАСТИНА
	РОЗДІЛ 1. ОСОБЛИВОСТІ ХІМІЧНОЇ БУДОВИ ТА
	ВЛАСТИВОСТІ САЛІЦИЛАТІВ
	1.1. Особливості хімічної будови
	Саліцилати всмоктуються шляхом пасивної дифузії через шлункову оболонку, у верхніх відділах тонкої кишки. На всмоктування впливає pH. Сироваткові саліцилати виявляються протягом 5–30 хвилин після перорального застосування лікарських форм (водних розчи...
	При передозуванні пікова концентрація в сироватці крові може бути затримана через уповільнене спорожнення шлунка внаслідок пілороспазму. Повідомлялося про пікові концентрації в сироватці крові. Вони виникають через 24 години після прийому ацетилсаліци...
	Місцеве застосування саліцилової кислоти або метилсаліцилату може призвести до системної токсичності, при використанні у немовлят або де порушена цілісність шкіри. Ректальне всмоктування повільне.
	Об'єм розподілу саліцилату при терапевтичних рівнях становить приблизно 0,2 л/кг. 90% зв'язується з білками. При передозуванні об'єм розподілу збільшується до 0,5 л/кг. Зв'язування з білками зменшується до менш ніж 75% через насичення місць зв'язування.
	pKa саліцилової кислоти становить 3. За нормальних фізіологічних кислотно-лужних умов саліцилати повільно перетинають гематоенцефалічний бар'єр. Системний ацидоз призводить до посиленого утворення неіонізованого саліцилату, легше розподіляється в ткан...
	Саліцилати метаболізуються в печінці мікросомальною ферментною системою, переважно кон'югуються з гліцином з утворенням саліцилурової кислоти. Саліцилати кон'югуються з глюкуроновою кислотою з утворенням саліцилфенольного глюкуроніду та саліцилацилглю...
	Саліцилат та його метаболіти швидко виводяться з сечею шляхом клубочкової фільтрації та ниркової канальцевої секреції. Пасивна реабсорбція саліцилату відбувається в дистальних канальцях. Ступінь її виведення залежить від pH сечі.
	Саліцилат та метаболіти виводяться нирками: 10% у вигляді саліцилової кислоти, 75% саліцилурової кислоти, 10% фенольного глюкуроніду, 5% ацилглюкуроніду. Виведення саліцилату є насичуваним, характеризується кінетикою Міхаеліса-Ментена. Період напіввив...
	Період напіввиведення ацетилсаліцилової кислоти з сироватки крові становить лише 15 хвилин. Вона швидко метаболізується до саліцилату. Період напіввиведення саліцилату становить приблизно 6 годин.
	Зі зростанням рівня саліцилату кінетика змінюється від першого порядку виведення до нульового порядку. Період напіввиведення 20 годин або більше [1-5].
	Саліцилова кислота (СК або 2-гідроксибензойна кислота) виробляється прокаріотичними та еукаріотичними організмами - рослини. Рослини синтезують СК двома шляхами: з циннамата, виробляється фенілаланінаміакліазою (PAL), та з ізохоризмату (ІС), виробляєт...
	У термогенних рослин СК запускає вироблення тепла. Активує альтернативне дихання для випаровування сполук з гнильним запахом, що приваблює комах-запилювачів. Вивчена роль СК полягає в тому, що вона є захисним гормоном в імунних реакціях рослин.
	СК може активувати захисні реакції у рослин. Це характеризуються індукованою продукцією білків, пов'язаних з патогенезом рослин (PR). У стійких рослин патогенна інфекція викликає накопичення СК в інфікованих частинах, у верхніх неінфікованих листках. ...
	Блокування накопичення або передачі сигналів СК може зробити рослини надмірно сприйнятливими до патогенної інфекції. Вон стають нездатними встановити специфічний рецептор для реагування на стрес (SAR). СК відіграє регуляторну роль у реакціях рослин на...
	СК-опосередковані захисні та стресові реакції є багаторівневими, включаючи активацію механізмів захисту та толерантності, модуляцію росту рослин через перехресні зв'язки з іншими рослинними гормонами -  ауксин. СК також регулює ріст рослин [6-12].
	СК має лікувальні ефекти. Рослини, багаті на СК, використовувалися людьми для полегшення лихоманки та болю. Аспірин або ацетил СК – це синтетична похідна СК, зберігає лікувальні властивості СК зі зменшеним подразненням шлунка. Аспірин був одним з найб...
	Аспірин швидко метаболізується в організмі людини до СК [17]. Багато протизапальних, кардіопротекторних та протипухлинних властивостей аспірину пояснюються СК [14-18].
	СК має велику кількість молекулярних мішеней, які опосередковують його дію в спектрі біологічних процесів. У рослин білки  (NPR) функціонують як рецептори СК та опосередковують СК-опосередковану експресію генів захисту та імунітет. Були ідентифіковані...
	У людини простагландин H синтази (циклооксигенази COX1 та COX2) є ключовими ферментами. Вони каталізують перетворення арахідонової кислоти на простагландини, що викликають лихоманку, біль та запалення.
	Аспірин ацетилює та незворотно пригнічує COX1 та COX2. Цей механізм дії аспірину довгий час вважався основою його протизапальної активності. Аспірин швидко перетворюється на SA в організмі людини. SA не ацетилює білки COX, але має багато подібних фарм...
	Результати свідчать про те, що існують додаткові мішені SA у людей, що було підтверджено різноманітними дослідженнями. Обговорюються основні мішені та дії SA у рослин та людини, щоб виділити спільні або подібні дії SA - гормону у рослин порівняно з те...
	Першим білком, що зв'язує СК (SABP1), виділеним у рослин, була каталаза з тютюну. SABP1  зв'язується з тими біологічно активними аналогами СК, здатними активувати захисні реакції рослин. Аналоги СК, які не здатні активувати захисні реакції рослин, не ...
	СК може зв'язуватися з рослинними каталазами, зв'язують СК. Вони можуть пригнічувати їх активність, підвищуючи рівень H2O2 у клітинах.
	У опублікованому дослідженні надали докази того, що каталаза 2 Arabidopsis (CAT2) функціонує як рецептор СК у опосередкованому СК інгібуванні біосинтезу ауксину і жасмонової кислоти (JA). У рослин дикого типу активність каталази пригнічується. Накопич...
	Пригнічення активності CAT2 є ключовим механізмом індукції стійкості до хвороб за допомогою SA.
	Збільшення H2O2 внаслідок пригнічення CAT2 SA зменшує вироблення ауксину під час SA-опосередкованої стійкості до біотрофних патогенів. Це відбувається шляхом збільшення сульфенілювання ферменту біосинтезу IAA b субодиниці 1 (TSB1) та пригнічує його ак...
	Активний CAT2 фізично взаємодіє з ферментами біосинтезу JA ацил-CoA-оксидазами 2 та 3 (ACX2/3). Це стимулює їхню активність шляхом активного видалення H2O2, що утворюється в результаті ACX2-/3-кальцизованої реакції. Зв'язування CAT2 з SA пригнічує йог...
	СК може інгібувати каталази, пероксидази, діючи як електронодонорний субстрат та віддає один електрон каталазам. Діючи як електронодонорний субстрат для каталаз та пероксидаз СК перетворюється на СК-радикали (СК∙).
	Підвищені рівні H2O2 в результаті інгібування каталази беруть участь в захисних реакціях, у рості рослин - індуковане СК формування додаткових коренів у проростках машу.
	Генерація СК-радикалів, опосередкована пероксидазою, може призвести до утворення інших сполук - супероксид (O2∙−). Може сприяти активації СК-опосередкованих захисних реакцій.
	СК запускає дві фази оксидативного вибуху. Апопластичні пероксидази клітинної стінки беруть участь у ранній фазі,  NADPH-оксидази відповідають за пізню. Пероксидази клітинної стінки опосередковують утворення супероксиду, індуковане сульфаніламідом (SA).
	Критична роль апопластичних пероксидаз у сульфаніламідо-опосередкованому захисті від бактеріального патогену Pseudomonas syringae була встановлена ​​за допомогою генетичного аналізу Arabidopsis.
	Як каталази, так і пероксидази є залізовмісними ферментами, було висловлено припущення, що АК інгібує залізовмісні ферменти шляхом хелатування заліза. Кілька доказів спростовують цю гіпотезу.
	Механістичний та кінетичний аналіз каталаз та пероксидаз встановив, що АК інгібує ці ферменти, діючи як донор електронів, який утримує ферменти в неактивному окисно-відновному стані і не хелатує гемове залізо ферментів. Ряд структурних аналогів АК маю...
	Окрім рослинних каталаз та пероксидаз, існують залізовмісні ферменти з інших організмів, чутливі до залізовмісної кислоти або аналогів залізовмісної кислоти. До них належить гемовий фермент мієлопероксидаза в людських нейтрофілах. Він виробляє потужни...
	Різноманітні протизапальні препарати - залізовмісну кислоту, є ефективними інгібіторами мієлопероксидази. Простагландин H синтаза людини - основна мішень аспірину, є біфункціональним ферментом. Вона містить циклооксигеназну і пероксидазну активність.
	Циклооксигеназна активність простагландин H синтази перетворює арахідонову кислоту на простагландин G2. Він потім відновлюється до відповідного спирту, простагландину H2, пероксидазною активністю простагландин H синтази. Подібно до каталаз та пероксид...
	Аспірин ацетилює залишок серину в циклооксигеназному сайті простагландин H синтази. Пероксидаза простагландин H синтази може впливати на ацетилювання простагландин H синтази аспірином. Ацетилювання простагландин H синтази аспірином відбувається, коли ...
	1.2.Біологічна активність
	NPR1 містить N-кінцевий домен BTB/POZ, домен з анкіриновими повторами посередині та C-кінцевий невпорядкований домен. NPR1 зв'язується АК через C-кінцевий домен. АК-зв'язуюча активність необхідна для активації АК-чутливих генів захисту за допомогою NP...
	NPR1 не має ДНК-зв'язуючої активності та функціонує як коактиватор транскрипції. Він зв'язується з родиною ДНК-зв'язуючих транскрипційних факторів TGA через домен анкіринових повторів. Зв'язування SA NPR1 індукує згортання та докінг C-кінцевого SA-зв'...
	NPR3 та NPR4 мають подібну структуру домену, як NPR1. Вони функціонують як негативні регулятори імунітету, діючи як транскрипційні репресори генів захисту та реагують на SA. NPR3 зв'язується з SA з подібною спорідненістю, як NPR1. NPR4 зв'язується з S...
	РОЗДІЛ 2. ОСОБЛИВОСТІ  СИНТЕЗУ ТА ФАРМАЦЕВТИЧНОГО АНАЛІЗУ САЛАЦИЛАТІВ
	2.1.Синтез, фармакопейні вимоги до аналізу якості
	NF-κB належить до родини індукованих транскрипційних факторів. Вони регулюють великий спектр генів, задіяних у багатьох аспектах імунних та запальних реакцій. Родина складається з п'яти споріднених білків: NF-κB1/p50, NF-κB2/p52, RelA/p65, RelB та c-R...
	Ці транскрипційні фактори у формі гомо- або гетеродимерів Rel/NF-κB зв'язуються з елементом ДНК, який називається елементом κB, на промоторах цільового гена для регулювання експресії. Білки NF-κB секвеструються в цитоплазмі родиною інгібіторних білків...
	Важливим шляхом активації NF-κB у відповідь на стимули - ліганди різних рецепторів цитокінів, є індукована деградація білків IκB. Запускається їх сайт-специфічним фосфорилюванням комплексом IκB-кінази (IKK), який складається з каталітичних субодиниць,...
	Рисунок 2.1.1. Інгібування шляху NF-κB за допомогою SA. SA може зв'язуватися з IKK та інгібувати його, запобігаючи фосфорилюванню та деградації IκB, необхідним для активації NF-κB.
	Аспірин і SA інгібують шлях NF-κB. Аспірин та SA специфічно інгібують активність IKKβ in vitro і in vivo. Механізм інгібування аспірином та SA полягає через зв'язування з IKKβ для зменшення зв'язування АТФ. Протизапальні властивості аспірину та саліци...
	Це запобігає активації NF-κB та пригніченню генів, задіяних у патогенезі запальної реакції.
	Дослідження показали, що СК швидко та стійко активує p38 MAP-кіназу. Це важливо для здатності СК інгібувати фосфорилювання та деградацію IκBα, індуковану фактором некрозу пухлини (TNF).
	Було виявлено, що СК може пригнічувати шлях NF-κB через рибосомний білок S3 (RPS3), консервативну білкову субодиницю 40S рибосоми у еукаріотів. Дослідження на тваринах і людях показали, що RPS3 відіграє позарибосомну роль у репарації ДНК. RPS3 важливи...
	RPS3 може переміщуватися до ядра після асоціації з IKKβ та фосфорилювання ним у відповідь на активацію шляху NF-κB. У ядрі RPS3 є субодиницею NF-κB. Вона допомагає селективному рекрутуванню NF-κB до специфічних промоутерів, адаптує транскрипційні реак...
	СК зв'язується з RPS3 з клітин колоректального раку людини HT-29. Пригнічення RPS3 зменшило експресію циклінзалежної кінази 4 (CDK4), індукувало зупинку фази G1 у клітинах колоректального раку людини. Це спостерігалося після лікування SA. SA негативно...
	Фосфорилювання білків – це оборотна посттрансляційна модифікація білків. Вона впливає на їх стабільність, субклітинну локалізацію та активність.
	У тютюні СК-індукована протеїнкіназа (SIPK) є MAPK для імунітету рослин. SIPK – це тютюновий ортолог Arabidopsis MPK6. Він разом зі своїм близьким гомологом MPK3 відіграє вирішальну роль не лише в сигналізації захисту, індукованій патогенами, але у ро...
	Рисунок 2.1.2. Регуляція мереж фосфорилювання білків за допомогою SA у рослин. Індукований SA сигнальний каскад MAPK для регуляції захисних реакцій. Інгібування SA росту коренів через інгібування PP2A, ендоцитарної рециркуляції та полярного розподілу ...
	Дослідження показало, що SA інгібує протеїнфосфатази типу 2A (PP2A) у Arabidopsis. PP2A - це гетеротример, що складається з каркасної субодиниці A, каталітичної субодиниці C,  змінної регуляторної субодиниці B з 17 ізоформами у Arabidopsis.
	Вони довго вважалися неселективними ферментами, PP2A частіше визнаються як специфічні регуляторні білки. Вони беруть участь у передачі сигналів для активації адаптивних реакцій рослин, регуляції транспорту ауксину за допомогою SA для балансування захи...
	СК може впливати на транспорт ауксину шляхом регуляції розподілу білків PIN на полярній плазматичній мембрані. Це відбувається шляхом зміни фосфорилювання білків-транспортерів ауксину PIN.
	Оборотне фосфорилювання білків PIN важливе для регуляції їхньої полярності, субклітинної динаміки.
	Транспортер ауксину PIN2 є мішенню PP2A і гіперфосфорильується у відповідь на SA. Це призводить до зміни активності транспортера виведення ауксину, пригнічення транспорту ауксину, розвитку коренів, опосередкованого ауксином - ріст, гравітропну відпові...
	Дія СК на PP2A, полярний розподіл кореневих ауксинів та білків PIN, ріст коренів не залежать від рецепторів NPR.
	СК впливає на протеїнофосфатази типу 2C (PP2C) для регуляції сигналізації абсцизової кислоти.
	Найважливішими компонентами сигналізації ABA є рецептори ABA. Вони є членами регуляторного компонента резистентності до пірабактину 1/PYR1-подібного сімейства білків рецептора ABA (PYR/PYL/RCAR).
	Зв'язування ABA рецепторами ABA стимулює зв'язування рецепторів ABA з PP2C. Тим самим запобігає опосередкованому PP2C дефосфорилюванню членів сімейства протеїнкіназ кіназ підродини 2 (SnRK2).
	В результаті SnRK2 матиме підвищене автофосфорилювання та підвищену кіназну активність для передачі сигналу ABA шляхом фосфорилювання мішеней. SA безпосередньо зв'язується з PP2C, може пригнічувати посилену ABA взаємодію між PP2C та рецепторами ABA.
	SA також може пригнічувати посилену ABA деградацію PP2C, індуковану ABA стабілізацію SnRK2.
	Усі дії СК мали б негативний вплив на сигналізацію ABA. Екзогенна СК пригнічувала експресію генів, індуковану ABA. Мутант sid2-1 з дефіцитом СК демонстрував підвищену деградацію PP2C, посилене пригнічення проростання насіння ABA.
	Результати вказують на те, що СК частково антагонізує сигналізацію ABA, впливаючи на критичні компоненти PP2C сигнальних комплексів ABA.
	АК може зв'язуватися та інгібувати IKK, пригнічуючи деградацію IκB, активацію NF-κB. АК швидко та стійко активує p38 MAP-кіназу, інгібуючи фосфорилювання, деградацію IκBα.
	P38 MAP-кінази є однією з трьох основних підродин MAP-кіназ. Дві інші підродини - це позаклітинні сигнально-регульовані кінази (ERK) та c-jun N-кінцева кіназа (JNK). Сигнальні каскади трьох підродин MAP-кіназ важливі для регуляції запалення, для кліти...
	Кілька ключових факторів росту та протоонкогенів передають сигнал для стимулювання росту та диференціації через сигнальні каскади MAP-кіназ.
	SA пригнічує експресію COX2, індуковану TNF/IFN, шляхом пригнічення ERK та подальшої активації.
	Вплив SA на активацію JNK є специфічним для типу клітин. У клітинах нирок африканської зеленої мавпи COS-1 та клітинах аденокарциноми товстої кишки людини HT-29 лікування SA призводить до стійкої активації JNK. Активація, індукована SA p38 MAPK і  JNK...
	СК може активувати аденозинмонофосфат-активовану протеїнкіназу (AMPK). Вона є центральним регулятором росту та метаболізму клітин, що зберігається у всіх еукаріотів. AMPK - це гетеротримерний комплекс, що складається з каталітичної α-субодиниці та рег...
	Зв'язування AMP та аденозиндифосфату (ADP) з γ-субодиницею AMPK запускає перехід до активної форми. Він сприяє фосфорилюванню та інгібуючи дефосфорилювання [21-26]. Зв'язування AMP з другим сайтом може додатково активувати AMPK та індукувати подальші ...
	Рисунок 2.1.3. Протипухлинна активність АК через активацію АМФК, яка активується шляхом фосфорилювання її α- та β-субодиниць за допомогою LKB1 та CAMKKβ, через алостеричний вплив на її γ-субодиницю за допомогою АМФ/АДФ.
	Консервативний фермент PP2A безпосередньо впливає на SA у рослин,  регулюється аспірином у тварин. Аспірин демонструє хіміопрофілактичну ефективність при раку товстої кишки. Це пов'язано з впливом аспірину на активність онкогенного шляху інтеграції, п...
	Сигналізація Wnt/β-катеніну ініціюється зв'язуванням позаклітинних багатих на цистеїн глікопротеїнів WNT з N-кінцевим позаклітинним доменом сімейства G-білкових рецепторів Frizzled. Зв'язування порушує комплекс руйнування β-катеніну, запускає цитоплаз...
	Сигналізація Wnt/β-катеніну пов'язана з патогенезом кількох видів раку.
	Аспірин пригнічує активність шляху дозозалежним чином. Це оцінюється за активністю люциферази, експресією гена-мішені Wnt та рівнями й субклітинною локалізацією β-катеніну.
	Лікування аспірином збільшувало фосфорилювання та було пов'язане з пригніченням ферментативної активності PP2A. Використовуючи транзиторну трансфекцію з конструкціями PP2A, показано, що пригнічення ферментативної активності PP2A необхідне для впливу а...
	У Arabidopsis є сім членів GAPDH. П'ять з яких зв'язують АК. Серед п'яти GAPDH - три (GAPA-1, GAPA-2 та GAPC-2) локалізовані в хлоропластах і беруть участь у фотосинтетичному відновному вуглецевому циклі. Два інші (GAPC-1 та GAPC-2) є цитозольними біл...
	СА пригнічує реплікацію TBSV, пригнічуючи зв'язок цитозольного GAPDH з негативним(-)-ланцюгом РНК TBSV. Клітинні біологічні та генетичні підходи виявили додаткові ролі GAPDH Arabidopsis в імунних реакціях на бактеріальний патоген Pseudomonas syringae....
	Цитозольний GAPC-1 Arabidopsis демонстрував підвищене накопичення в ядрі у відповідь на інфекцію. Мутант для GAPA-1 та GAPC-1 демонстрував конститутивні фенотипи аутофагії за нормальних умов росту. Цитозольні GAPC Arabidopsis взаємодіють з білком, пов...
	СК регулює багато з імунних та стресових реакцій. Деякі з цих дій СК принаймні частково опосередковуються її інгібуванням GAPDH шляхом прямого зв'язування (рис. 2.1.4).
	РОЗДІЛ 3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
	За Євр. Фарм. аналіз саліцилової кислоти виконується за монографією 01/2017:0366. 2-Гідроксибензолкарбонова кислота.  Вміст: від 99,0% до 100,5%.  Перша ідентифікація: A, B.  Друга ідентифікація: A, C.
	A. Температура плавлення (2.2.14): від 158  C до 161  C.
	B. Інфрачервона абсорбційна спектрофотометрія (2.2.24). Порівняння: саліцилова кислота CRS.
	C. Розчиніть 30 мг у 5 мл 0,05 М розчину гідроксиду натрію, нейтралізуйте, доведіть об'єм розчину водою Р до 20 мл. 1 мл розчину дає реакцію саліцилатів (2.3.1).
	Супровідні речовини за методом РХ. (2.2.29). Випробовуваний розчин. 0,50 г досліджуваної речовини в рухомій фазі, доведіть об'єм рухомою фазою до 100,0 мл.  Розчин порівняння (a).10 мг фенолу R (домішка C) у рухомій фазі, доведіть об'єм рухомою фазою ...
	Виявлення: спектрофотометр при 270 нм. Кількісний вміст: 0,120 г у 30 мл етанолу (96%) Р та 20 мл води Р. Титруйте 0,1 М розчином гідроксиду натрію (0,1 мл розчину фенолового червоного Р). 1 мл 0,1 М розчину гідроксиду натрію еквівалентний 13,81 мг C7...
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