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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Робота виконана у відповідності до плану науково-дослідних робіт Запорізького державного медичного університету з проблеми МОЗ України «Пошук біологічно активних сполук в ряду 1,2,4-тріазолу та його галоген-, аміно- і тіопохідних з метою створення нових оригінальних лікарських засобів» (номер державної реєстрації 0109U003987, шифр теми ІН 15000209). 
У роботі наведено теоретичне і практичне узагальнення експериментального матеріалу в результаті чого вирішено важливу наукову проблему фармації і медицини, а саме, на основі цілеспрямованого синтезу більш ніж 350 сполук ряду 4-моно- та 4,5-дизаміщених 1,2,4-тріазол-3-тіону, вивчення їх біологічної активності, створено потенційний оригінальний малотоксичний нейропротекторний лікарський засіб з адаптогенними властивостями «ТІОМЕТРІЗОЛ» антиоксидантного і протиішемічного механізму дії на основі морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату, для якого науково обґрунтовано застосування в профілактиці, наданні першої медичної допомоги та терапії захворювань, пов’язаних з порушенням мозкового кровообігу, а також для підвищення загальних адаптаційних можливостей організму.
Актуальність теми. Хімія 1,2,4-тріазолу привертає увагу як вітчизняних так і закордонних дослідників у зв’язку з тим, що на основі даного гетероциклу створені речовини, що широко застосовуються в найрізноманітніших сферах життєдіяльності суспільства. Окрему увагу привертає використання похідних 1,2,4-тріазолу в медичній практиці. Так, сучасна медицина має в своєму арсеналі і використовує похідні 1,2,4-тріазолу як протигрибкові, протипухлинні, антидепресивні, антиоксидантні, гепатопротекторні, противірусні лікарські препарати. 

Слід зазначити, що практично всі лікарські засоби на основі 1,2,4-тріазолу проявляють метаболічну дію. При цьому на фармакологічний ефект впливає наявність, характер та положення замісників в 1,2,4-тріазоловому циклі. Пошук фармакологічно активних агентів серед похідних 1,2,4-тріазолу відображено в роботах Є. Г. Книша, О. І. Панасенка, І. А. Мазура, M. Lang, Philip N. Edwards та ін. Але в літературі практично відсутні відомості стосовно дослідження синтетичних та біологічних властивостей 4-моно- та 4,5-дизаміщених 1,2,4-тріазол-3-тіону серед яких можуть бути знайдені речовини, що стануть основою для створення нових оригінальних лікарських засобів.

Мета і задачі дослідження. Основна мета роботи – впровадження в практику нових ефективних лікарських засобів на основі похідних 1,2,4-тріазолу на основі цілеспрямованого пошуку нових малотоксичних та високоефективних сполук з потенційною протимікробною, протитуберкульозною, антиоксидантною, протизапальною, антигіпоксичною, гіполіпідемічною та іншими видами фармакологічної активності серед 4-моно- та 4,5-дизаміщених похідних 1,2,4-тріазол-3-тіону, встановлення закономірностей зв’язку між хімічною будовою і біологічною дією та.

Для реалізації поставленої мети вирішувалися такі задачі:

1.  Вивчити тіон-тіольну таутомерію 4-моно- і 4,5-дизаміщених 1,2,4-тріазол-3-тіону; за допомогою квантово-хімічних розрахунків молекул 4-моно- і 4,5-ди-заміщених 1,2,4-тріазол-3-тіонів визначити нуклеофільні центри та здійснити синтез 3-алкіл-(арил-, гетерил-, ацил-, ацилметилен-, гідроксиметилен-, карбоксиметилен)тіо-5-R-4-R1-1,2,4-тріазолів;
2.  Розробити препаративні методи синтезу солей, естерів, амідів, гідразидів та ацилгідразидів 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-тіо)ацетатних кислот. Розробити препаративні методи окиснення 3-тіо- та 3-алкіл-(арил-, гетерил-, ацил-, карбоксиметилен)тіо-5-R-4-R1-1,2,4-тріазолів;
3.  Для встановлення взаємозв’язку «структура-дія» в біологічно активних сполуках катіонно-аніонної дії отримати гідрогенхлориди і гідрогенсульфати 5-(амінофеніл-(4-піридил))-4-арил-1,2,4-тріазол-3-тіонів, солі 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-сульфо)ацетатних кислот та ряд солей 2-[2-(2-(5-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетил)гідразинокарбонотіоілтіо]ацетатної кислоти як з органічними так і з неорганічними основами;
4.  Дослідити реакцію циклоконденсації 2-(5-R-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)етанонів,       2-(5-R-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетатних кислот та їх естерів;
5.  Вивчити каталітичну конденсацію гідразидів 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетатних кислот з ароматичними альдегідами та дослідити реакцію відновлення продуктів конденсації. Взаємодією гідразидів 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетатних кислот з алкіл та арилізотіоціанатами отримати ряд 2-(2-(5-R-4-R1-4Н-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)-ацетил)-N-R2-гідразинокарботіо-амідів для яких вивчити реакцію циклізації, отримати 2-[5-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо]-2-[карбокси-метилтіо]карбонотіон та вивчити реакції каталітичної циклоконденсації та алкілування цих сполук;
6.  Будову отриманих речовин, їх індивідуальність підтвердити комплексним використанням хімічних перетворень, зустрічного синтезу, елементного аналізу, УФ-, ІЧ-спектрофотометрії, ПМР-, мас-спектрометрії, рентгеноструктурного аналізу, тонкошарової, газової, високоефективної рідинної хроматографії;

7.  Визначити потенційні види фармакологічної активності та встановити закономірності впливу замісників в положеннях 4- і 5- ядра 1,2,4-тріазолу та по атому сульфуру на біологічну активність. Найбільш активні в біологічному плані сполуки рекомендувати для доклінічних випробувань;
8.  Вивчити специфічну активність та нешкідливість найбільш активної сполуки, визначити гіпотетичний механізм її дії, середню ефективну дозу, провести фармакокінетичні дослідження і шляхи біотрансформації;
9.  Для найбільш активної сполуки розробити та затвердити лабораторні методи синтезу, проекти технічних умов, дослідно-технологічний регламент виготовлення субстанції і лікарських форм. Для подання до Державного експертного центру МОЗ України підготувати пакет документів проведених випробувань.
Методи дослідження. У роботі використані хімічні методи (реакції електрофільного заміщення і приєднання, етерифікації, гідразинолізу, нуклеофільного приєднання, циклізації, тощо), біохімічні методи, фізико-хімічні методи (елементний аналіз, тонкошарова, рідинна та високоефективна рідинна хроматографія, УФ-, ІЧ-спектрофотометрія, ПМР-, мас-спектрометрія, потенціометрія, рентгеноструктурний аналіз), біологічні методи (вивчення протимікробної, протитуберкульозної, антиоксидантної, протизапальної, антигіпоксичної, протинабрякової щодо набряку мозку, діуретичної, гіполіпідемічної, 
аналгетичної та інших активностей), методи математичної статистики, бібліосемантичний метод.

Наукова новизна одержаних результатів. Запропоновано перспективний науковий напрям в синтезі біологічно активних структур на основі нових похідних 4-моно- та 4,5-дизаміщених 1,2,4-тріазол-3-тіону при цьому одержано 320 нових сполук.
Розроблено ефективні методи одержання 5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-тіонів, їх солей, 4-R1-5-(4-фенілметиліденаміно)-, 4-R1-3-[(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-іл)дисульфаніл]-, 3-алкіл-(арил-, гетерил-, ацил-, ацилалкіл-, гідроксиалкіл-)-, сульфоалкіл(арил-, гетерил)тіо(сульфо)-, 3-карбоксиметилентіо-, 3-алкокси-карбонілметилентіо-, 3-амідо(гідразино-, ацилгідразино-) карбонілметилентіо-,       3-бензиліденгідразинокарбонілметилентіо-, 3-амінокарботіогідразинокарбоніл-метилентіо-5-R-4-R1-1,2,4-тріазолів, 4-R2-5-((4- R1-5-R-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)метил)-1,2,4-тріазол-3-тіонів, а також ряду 2-R-5-R1-6-R2-[1,3]тіазоло-[3,2-b][1,2,4]тріазолів, 2-R-[1,3]тіазоло[3,2-b][1,2,4]тріазол-6(5Н)-онів та солей 2-[2-(2-(5-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетил)гідразинокарбонотіоілтіо]ацетатної кислоти, що мають препаративне значення.

Встановлено наявність тіон-тіольної таутомерії у 4-моно- та 4,5-дизаміщених 1,2,4-тріазол-3-тіону, на основі квантово-хімічних розрахунків їх молекул визначено нуклеофільні центри, спрогнозовано направленість та проведено реакції електрофільного заміщення. Встановлено, що взаємодія 5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-тіонів з дихлорметаном в лужному середовищі призводить до утворення біс(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)метанів.
Вперше визначені константи pKa для 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-ілтіо(сульфо))ацетатних кислот, а також за даними рентгеноструктурного аналізу доведено їх існування у формі димерів.

Вперше встановлено, що взаємодія бензиліденгідразидів 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетатних кислот з натрій борогідридом призводить до одночасного відновлення аліфатичної C=N та карбонільної групи. Крім того, досліджено реакцію відновлення нітрогрупи 4-арил-5-(4-нітрофеніл)-1,2,4-тріазол-3-тіонів.
Вперше за комплексними даними сучасних фізико-хімічних методів аналізу встановлено будову продуктів взаємодії гідразидів 2-(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетатних кислот з естерами карбонових кислот.

Проведено науково обґрунтований цілеспрямований синтез 320 нових сполук   4-моно- та 4,5-дизаміщених похідних 1,2,4-тріазол-3-тіону та продуктів їх хімічних перетворень, для яких вивчено гостру токсичність, протимікробну, протитуберкульозну, антиоксидантну, протизапальну, антигіпоксичну в тому числі з термопротекторними властивостями, нейропротекторну, протинабрякову щодо набряку мозку, діуретичну, гіполіпідемічну, гіпоглікемічну, аналгетичну активності, а також взаємодію з барбітуратами та вплив синтезованих речовин на адгезивні властивості Т-лімфоцитів і Т-хелперів. Вперше, серед похідних 1,2,4-тріазолу, виявлені не відомі раніше види біологічної активності (гіполіпідемічна, гіпоглікемічна та адаптогенна). Результати доклінічних випробувань дозволили запропонувати для клінічного вивчення потенційний оригінальний нейропротектор на основі морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату, для якого визначено механізм дії, що свідчить про новизну та пріоритет досліджень. Наукова новизна роботи підтверджена 14 патентами України (№№ 32765, 36330, 37922, 37927, 43391, 43771, 43993, 44519, 47942, 49481, 50129, 50811, 87184, 97200).
Практичне значення одержаних результатів. Розроблені препаративні методи синтезу 5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-тіонів, їх солей, 4-R1-5-(4-фенілметиліденаміно)-, 4-R1-3-[(5-R-4-R1-1,2,4-тріазол-3-іл)дисульфаніл]-, 3-алкіл-(арил-, гетерил-, ацил-, ацилалкіл-, гідроксиалкіл-)-, сульфоалкіл(арил-, гетерил)тіо(сульфо)-, 3-карбоксиметилентіо-, 3-алкоксикарбонілметилентіо-, 3-амі-до(гідразино-, ацилгідразино-) карбонілметилентіо-, 3-бензиліденгідразино-карбонілметилентіо-, 3-амінокарботіогідразинокарбонілметилентіо-5-R-4-R1-1,2,4-тріазолів, 4-R2-5-((4-R1-5-R-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)метил)-1,2,4-тріазол-3-тіонів, 2-R-5-R1-6-R2-[1,3]тіазоло-[3,2-b][1,2,4]тріазолів, 2-R-[1,3]тіазоло[3,2-b][1,2,4]тріазол-6(5Н)-онів та солей 2-[2-(2-(5-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетил)гідразинокарбоно-тіоілтіо]ацетатної кислоти, які мають практичне значення для розробників лікарських препаратів, а також для науковців, які працюють в галузі органічного синтезу.
Результати дослідження на гостру токсичність, протимікробну, протитуберкульозну, антиоксидантну, протизапальну, антигіпоксичну в тому числі з термопротекторними властивостями, нейропротекторну, протинабрякову щодо набряку мозку, діуретичну, гіполіпідемічну, гіпоглікемічну, аналгетичну активності, а також вивчення взаємодії синтезованих речовин з барбітуратами надали змогу встановити закономірності структурних змін 3-тіопохідних та продуктів їх хімічних перетворень на фармакологічний ефект, що дозволило відібрати та рекомендувати 7 сполук для поглиблених досліджень.
Порівняльне вивчення антиоксидантної активності вітамінів С, Е, тіотриазоліну, антигіпоксичних і термопротекторних властивостей пентоксифіліну, тіотріазоліну, антиішемічних і нейропротекторних властивостей пірацетаму, актопротекторної дії рибоксину і морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату дозволило запропонувати новий нейропротекторний лікарський засіб «тіометрізол», який захищено патентом України. Розроблені і затверджені лабораторні методики синтезу морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату (тіометрізолу) та напівпродуктів його одержання, а також проекти технічних умов на готовий продукт, напівпродукти отримання та дослідно-технологічні регламенти виготовлення субстанції і лікарських форм, які впроваджуються у виробництво на Луганській фармацевтичній фабриці. У відповідності до Наказу МОЗ України від 14.12.2009 р. № 944 для подання до Державного експертного центру МОЗ України підготовлено повний пакет документів проведених випробувань морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату (тіометрізолу) (вивчення специфічної активності, нешкідливості та розробка проектів «Методів контролю якості» на субстанцію і лікарські форми – 1% та 2,5% розчини для ін’єкцій).
Результати наукових досліджень впроваджено в науково-педагогічний процес вищих навчальних закладів України. Оформлені галузеві нововведення, реєстри №№ 391/35/11, 392/35/11, 395/35/11, 396/35/11, 397/35/11 та інформаційний лист про нововведення в системі охорони здоров’я № 82-2011 «Спосіб корекції порушень ліпідного обміну при модельованій гіперліпідемії».
Публікації. Всього здобувачем опубліковано 196 робіт, в тому числі за матеріалами даної наукової праці 85 основних робіт, із них 49 статей, в тому числі 2 у закордонних журналах, 2 в журналі, що входить до наукометричних баз, 40 у наукових фахових виданнях України, із них 7 без співавторів, 2 патенти України на винахід, 12 патентів на корисну модель та 22 тези доповідей. Загальна кількість посилань в науко метричних базах на публікації автора складає 15.

ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ РОБОТИ
На першому етапі досліджень проведено науково обґрунтований цілеспрямований синтез 320 нових сполук 4-моно- та 4,5-дизаміщених похідних 1,2,4-тріазол-3-тіону та продуктів їх хімічних перетворень, для яких вивчено гостру токсичність, протимікробну, протитуберкульозну, антиоксидантну, протизапальну, антигіпоксичну в тому числі з термопротекторними властивостями, нейропротекторну, протинабрякову щодо набряку мозку, діуретичну, гіполіпідемічну, гіпоглікемічну, аналгетичну активності, а також взаємодію з барбітуратами та вплив синтезованих речовин на адгезивні властивості Т-лімфоцитів і Т-хелперів. Вперше, серед похідних 1,2,4-тріазолу, виявлені не відомі раніше види біологічної активності (гіполіпідемічна, гіпоглікемічна та адаптогенна), результати наведені в табл. 1.
Таблиця 1

Біологічна активність синтезованих сполук

	Вид активності
	Кількість дослід-жених сполук
	Кількість сполук, що перевищують активність еталону порівняння
	Еталони порівняння

	Протимікробна
	112
	12
	Етакридину лактат, фурацилін

	Протитуберкульозна
	7
	2
	Ізоніазид

	Антиоксидантна
	74
	27
	Вітаміни Е та С

	Протизапальна
	99
	19
	Індометацин, бутадіон

	Антигіпоксична та термопротекторна
	18
	10
	Пентоксифілін, тіотріазолін

	Діуретична
	84
	18
	Фуросемід

	Гіполіпідемічна
	15
	3
	Аторвастатин, вітамін РР, фенофібрат

	Гіпоглікемічна
	1
	1
	Глібенкламід

	Аналгетична
	33
	12
	Вольтарен

	Нейротропна
	78
	35
	Аміназин


За результатами проведеного широкого спектра біологічних досліджень нових синтезованих сполук, встановлені закономірності впливу замісників в положеннях 4- і 5- ядра 1,2,4-тріазолу та за атомом сульфуру на біологічну активність:
·  4,5-дизаміщені 1,2,4-тріазол-3-тіони та їх тіопохідні мають вищі показники антиоксидантної активності та більш токсичні, ніж 4-монопохідні;

·  введення замісників в ароматичну групу при четвертому атомі ядра 1,2,4-трі-азолу призводить до підвищення токсичності сполук;

·  гостра токсичність, а також протизапальна активності підвищуються при переході від 5-R1-4-R2-1,2,4-тріазол-3-тіонів до їх 3-арил- і гетерилтіо похідних, а також від 2-(5-R1-4-R2-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)-ацетатних кислот до їх гідразидів;
·  етерифікація та іонізація тіоацетатних кислот, а також каталітична конденсація їх гідразидів з карбонільними сполуками супроводжується підвищенням аналгетичної дії і появою протимікробної і протитуберкульозної активності;
·  заміна при п’ятому атомі карбону ядра 1,2,4-тріазолу метильного радикалу на 4-піридил призводить до значного посилення антигіпоксичних і термопротекторних властивостей отриманих речовин.
За результатами вивчення біологічної активності для доклінічних випробувань рекомендовані 7 сполук, які перевищують активність еталонних препаратів (табл. 1):            3-(2-етокси-6-нітроакридиніл-9)тіо-5-(4-піридил)-5-(4-бромфеніл)-1,2,4-тріазол (як потенційний протимікробний засіб); морфоліній 2-(4-феніл-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат (як потенційний нейротропний засіб); трибутиламоній 2-(4-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат (як потенційний протизапальний засіб); N′-(2-(5-(4-нітро-феніл)-1Н-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетил)бензгідразид (як потенційний проти-туберкульозний засіб); морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат (як потенційний антиоксидантний і антигіпоксичний засіб з термопротекторними властивостями); моноетаноламоній 2-(4-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат (як потенційний гіполіпідемічний засіб). Для моноетаноламоній            2-(4-метил-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату встановлено середню ефективну дозу, а також відпрацьовано режим дозування.
Дослідження специфічної активності та нешкідливості морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату
У відповідності до Наказу МОЗ України від 14.12.2009 р. № 944 для подання до Державного експертного центру МОЗ України підготовлено повний пакет документів проведених доклінічних випробувань морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату (тіометрізолу).

Дослідження специфічної ативності та нешкідливості проведені на кафедрі фармакології ЛугМу (зав. кафедри, професор Лук’янчук В. Д.), на базі центральної науково-дослідної лабораторії ЗДМУ (керівник роботи, професор Бєленічев І. Ф.), та кафедрі фармакології КДМУ (зав. кафедри, професор Сапєгін І. Д.), що сертифіковані Державним експертним центром МОЗ України.
Вивчення специфічної активності проводилось згідно «Методичних рекомендацій ДФЦ МОЗ України по пошуку і експериментальному вивченню потенційних протигіпоксичних засобів». При цьому досліджено антиоксидантну активність 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату (тіометрізолу) на моделі окиснювальної модифікації білку та на моделі експериментальної гіперліпідемії, а також антигіпоксичну активність за умов замкненого простору, антиішемічну, нейропротективну та актопротекторну активності. Крім того, встановлено вплив морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату на наповненість судин мозку та показники концентрації оксигену в різних частинах головного мозку. Встановлені детоксикуючі властивості морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату. При цьому варто зазначити, що потенційний оригінальний нейропротекторний лікарський засіб «Тіометрізол» перевищує активність таких відомих і широко застосовуваних препаратів як пірацетам, пентоксифілін та тіотріазолін.
Визначення можливих метаболітів морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату (тіометрізолу) проведено на базі КУ «Черкаського обласного бюро судово-медичної експертизи» Савченком М. А.
Методом високоефективної рідинної хроматографії з мас-детекцією встановлено, що в живому організмі морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат трансформується за наступною схемою (рис. 1):
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Рис. 1. Схема метаболізму морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату

Фармакокінетичні дослідження морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату свідчать про те, що після внутрішньовенного введення речовина виявляється в крові через 11-12 хв в концентрації 2500-2700 мкг/мл і підтримується впродовж 15-20 хв. Через 40-45 хв речовина виводиться з кровяного русла. Через годину після одноразової ін’єкції різних доз морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату в крові визначається невелика кількість речовини. Рівень концентрації речовини в крові після внутрішньовенного введення прямопропорційно залежить від дози, що вводиться.

Після ректального і перорального введення відповідно супозиторіїв і капсул максимум концентрації морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату в крові піддослідних тварин спостерігається через 50-80 хв. Достатньо високий рівень концентрації речовини в сироватці крові підтримується після введення вказаних лікарських форм впродовж 2,0-2,5 год. Через 24 год після одноразового введення лікарських форм з речовиною не залежно від шляху введення і дози морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату в сироватці крові практично не виявляється, що свідчить про його безпечність.

В рамках встановлення нешкідливості морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату та оцінки безпечності лікарського засобу (тіометрізолу) на його основі для морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату встановлені параметри гострої токсичності (LD50 = 2850 мг/кг), вивчено хронічну токсичність, токсичну дію при передозуванні і його усунення, дію на імунну систему, мутагенну дію з прогнозом канцерогенності, визначенно мінімальну летальну дозу, встановлено відсутність ембріолетального, фето- та ембріотоксичного ефекту, тератогенної, ульцерогенної, алергізуючої, подразливої дії.
Хіміко-технологічні аспекти виготовлення субстанції морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату та лікарського засобу «тіометрізол» на його основі
Лабораторні методи постадійного синтезу морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату та проекти технічних умов розроблені та затверджені фахівцями підприємства «ІнтерГазСінтез» (м. Рубіжне Луганської області) під керівництвом технічного директора, к. х. н. Бобровського В. І.

Лабораторні методи містять інформацію щодо характеристики готового продукту, його найменування, формул – емпіричної та структурної, молекулярної маси, фізико-хімічних властивостей і констант, галузі застосування, технічних вимог, характеристики вихідної сировини, матеріалів, напівпродуктів, опису технологічного процесу, норм витрат сировини і матеріалів, короткої характеристики відходів виробництва. 
Проекти технічних умов на 2-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1-гідразинокарботіоамід (чистий) (ТУ У 24.1- 01975472- 001:2008), 5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-тіол (чистий) (ТУ У 24.1- 01975472- 002:2008),           2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетатну кислоту (чисту) (ТУ У 24.1- 01975472- 003:2008), морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат (чистий) (ТУ У 24.1-01975472-004:2008). Всі вищеперераховані речовини апробовані у виробництві на підприємстві «ІнтерГазСінтез».
Проекти технічних умов на кожен продукт містять інформацію щодо галузі застосування продукту; формул – емпіричної та структурної; нормативних посилань на ГОСТИ та ДСТУ; технічних вимог; вимог щодо безпеки і охорони довкілля; правил приймання продукції; методів випробувань на чистоту; вимог щодо транспортування та зберігання продукції; гарантій виробника, а також мають лист реєстрації змін і пояснювальну записку.

Дослідно-технологічний регламент виготовлення субстанції морфоліній         2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату потужністю 2 т в рік розроблений і затверджений на ТОВ «РУБЕЖАНСКИЙ КРАСИТЕЛЬ» (дослідно-виробничий цех). Начальник виробничо-технічного відділу      Масленніков В. А.

Розробку проектів «Методів контролю якості субстанції для виготовлення стерильних лікарських форм», та для ін’єкційних лікарських форм (10 мг/мл і 25 мг/мл) по 5 мл в ампулах № 20, проводили спільно з кафедрою аналітичної хімії ЗДМУ (зав. кафедри, професор Петренко В. В.), та кафедрою стандартизації лікарських засобів Національної медичної академії післядипломної освіти ім.          П. Л. Шупика (зав. кафедри, професор Ветютнева Н. О.)
Технологічний регламент виготовлення лікарського засобу «Тіометрізол» 1% розчин по 5 мл в ампулах розроблено спільно співробітниками кафедри технології ліків Луганського державного медичного університету (зав. кафедри, професор Гудзенко О. П.) та фахівцями Луганської фармацевтичної фабрики КП «Луганська обласна Фармація» (директор фармфабрики С. І. Бондар). 
Лікарські форми на основі морфоліній 2-(5-(4-піридил)-4-(2-метоксифеніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату захищені патентом України. 
Результати досліджень стали фрагментами 3-х захищених дисертаційних робіт: 1 докторської та 2-х кандидатських.
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