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Список сокращений
АДФ – аденозин-5-дифосфорная кислота

АМФ – аденозин-5-монофосфорная кислота

АОА – антиоксидантная активность

АРА – антирадикальная активность

АТФ – аденозин-5-трифосфорная кислота
АФГ – альдегидфенилгидразон

АФК – активные формы кислорода

ВК – внутримозговое кровоизлияние

ГАМК – g-аминомасляная кислота

ГДК – глутаматдекарбоксилаза
ГОМК – g-оксимасляная кислота
ГПР – глутатионпероксидаза

ДК – диеновые конъюгаты
КФГ – карбоксилфенилгидразон

МДА – малоновый диальдегид

НАД – никотинамиддинуклеотид

НАДФ – никотинамиддинуклеотидфосфат

ОМБ – окислительная модификация белка
ОНМК – острое нарушение мозгового кровообращения

ПОЛ – перекисное окисление липидов

СДГ – сукцинатдегидрогеназа

СРО – свободнорадикальное окисление

СОД – супероксиддисмутаза

ТК – триенкетоны

УРПИ – условная реакция пассивного избегания

ЦНС – центральная нервная система
ВВЕДЕНИЕ
 
Актуальность проблемы. Проблема ишемического инсульта в настоящее время становится все более актуальной. В индустриально развитых странах инсульт занимает 2-3-е место в структуре общей смертности населения и является основной причиной стойкой утраты трудоспособности [1-7]. Пусковым звеном ишемической гибели нейронов является энергетический дефицит, инициирующий глутамат-кальциевый каскад – высвобождение возбуждающих аминоацидергических нейротрансмиттеров – аспартата и глутамата и внутриклеточное накопление ионов Са2+ [1,2,5,8]. Процессы, начавшиеся в первые часы мозгового инсульта и лежащие в основе глутамат-кальциевого каскада (изменения метаболизма глутамата и кальция, оксидативный стресс, гиперпродукция NO·) индуцируют отдаленные последствия ишемии – реакцию генома с включением генетически-запрограммированных молекулярных механизмов, дисфункцию астроцитарного и микроглиального пулов, развитие иммунных изменений и инициацию нейроапоптоза [2,9,10,11]. 

Концепция нейропротекции позволяет выделить два основных направления терапии мозгового инсульта. Первичная нейропротекция направлена на прерывание быстрых механизмов некротической смерти клеток – реакций глутамат-кальциевого каскада (антагонисты NMDA и AMPA рецепторов и блокаторы кальциевых каналов – ремацемид, релутек, нимотоп и т.д.) [1,12,13]. Вторичная нейропротекция направлена на уменьшение выраженности отдаленных последствий ишемии – на блокаду провоспалительных цитокинов, молекул клеточной адгезии, торможение оксидативного стресса, нормализацию нейрометаболических процессов, ингибирование апоптоза (антиоксиданты, ноотропы, нейропептиды – эмоксипин, тиотриазолин, глицин, пирацетам, тиоцетам, церебролизин, кортексин, цереброкурин и т.д.) [14-24].

Несмотря на определённые успехи, достигнутые в лечении мозговых инсультов – эта проблема остаётся всё ещё достаточно актуальной. Современные нейропротекторы не всегда проявляют терапевтическую эффективность в условиях клиники, имеют ряд побочных эффектов при длительном применении, в связи с отсутствием достоверного лечебного действия их невозможно применить в острый период ОНМК [8,24-26]. В настоящее время ведется поиск более новых нейропротекторов среди различных азагетероциклических систем. Исследованиями, проведенными на протяжении последних 20 лет в Запорожском государственном медицинском университете, Институте фармакологии и токсикологии АМН Украины, Винницком национальном медицинском университете им. Н.И. Пирогова, Крымском государственном медицинском университете им.                        С.И. Георгиевского, установлено наличие высокой антиоксидантной, противоишемической и нейропротективной активности среди производных 4-аминохиназолина, 4-гидразинохиназолина, хиназолона-4 [27-37]. В связи с вышеизложенным, особый интерес в плане поиска высокоэффективных нейропротекторов представляют производные, полученные на основе 4-гидразинохиназолина – [1,2,4]-триазиноны, что и определяет перспективность проведения исследований соединений этого ряда.
Связь работы с научными программами, планами, темами.
Диссертационная работа выполнена как фрагмент плановой научно-исследовательской работы кафедр фармакологии и фармацевтической химии Запорожского государственного медицинского университета: «Целенаправленный поиск биологически активных веществ в ряду пяти- и шестичленных азагетероциклов и создание на их основе лекарственных препаратов (номер гос. регистр. 0102 U 002863, шифр IH 15.00.02.01) и как фрагмент научно-исследовательской работы кафедры фармакологии «Изучение механизмов нейропротективной активности и ее взаимосвязи с параметрами молекулярного строения в ряду производных N- и S-замещенных азагетероциклов в опытах in vitro и в условиях моделирования ишемического повреждения головного мозга» (номер гос. регистрации 0107U005112, шифр ІН 14.03.05.04).
  Цель работы – на основании экспериментальных исследований новых конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов выделить наиболее активное соединение с нейропротективным действием.

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи:

1.         Провести исследование антиоксидантной активности в опытах in vitro, противогипоксической и антиамнестической активности 23 конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов в опытах in vivo. Выявить закономерность «структура – действие».

2.         Вещество, обладающее высокой антиоксидантной активностью в опытах in vitro, противогипоксической и антиамнестической активностью в опытах in vivo и превосходящее по силе действия фармакологические стандарты (эмоксипин, тиотриазолин, пирацетам) изучить в условиях экспериментального нарушения мозгового кровообращения.

3.         Установить действие наиболее активного соединения на степень неврологических (по шкале С.Р. McGrow) и когнитивных (в тесте УРПИ) нарушений в сравнении с эмоксипином, тиотриазолином и пирацетамом при двусторонней окклюзии общих сонных артерий, внутримозговом введении аутокрови и фототромбозе сосудов коры мозга.
4.         Изучить действие наиболее активного соединения на некоторые показатели оксидативного стресса и антиоксидантной системы (активность СОД, содержание маркеров ОМБ, каталазы, ГПР, уровень МДА, концентрации стабильных метаболитов NO·, уровень активности NO-синтазы) и углеводно-энергетического обмена (содержание пирувата, малата, лактата, АТФ, АДФ, АМФ), активность ГАМК-эргической системы (ГАМК, глутамата, глутаматдекарбоксилазы) в сравнении с референс-препаратами при двусторонней окклюзии сонных артерий и внутримозговом введении аутокрови. 

5.         Изучить влияние наиболее активного соединения в сравнении с референс-препаратами на морфофункциональное состояние нейронов сенсомоторной зоны коры головного мозга, а также на экспрессию, в данной зоне, генов раннего реагирования c-fos при двусторонней окклюзии сонных артерий и внутримозговом введении аутокрови. 
Объект исследования – фармакологическая коррекция острого нарушения мозгового кровообращения.
        Предмет исследования – терапевтическая эффективность и механизм нейропротективного действия конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов в условиях экспериментального нарушения мозгового кровообращения.
        Методы исследования. В работе использованы фармакологические, биохимические, токсикологические, цитологические, гистохимические и математические методы исследований.
          Научная новизна полученных результатов. Впервые получены данные об антиоксидантной, противогипоксической и антиамнестической активности 23 соединений конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов. Установлено, что бензиловый эфир 2-(3,4-дигидро-3-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино[4,3-с]хиназолин-4-ил)уксусной кислоты (КО-17) в опытах               in vitro (неферментативное инициирование СРО, ингибирование супероксидрадикала, монооксида азота и торможение окислительной модификации белка) и in vivo (гипоксический тест, амнезия навыка) по выраженности терапевтического действия превосходит референс-препараты (тиотриазолин, эмоксипин, пирацетам).

Впервые на моделях нарушения мозгового кровообращения изучена нейропротективная активность соединения КО-17, указано его превосходство над тиотриазолином, эмоксипином, пирацетамом. Установлено, что в механизме нейропротективного действия КО-17 определенную роль играет его активирующее воздействие на супероксиддисмутазу, уменьшение гибели нейронов in vitro, вызванную токсическими концентрациями глутамата и NMDA и in vivo при экспериментальном нарушении мозгового кровообращения. Показано, что нейропротективное действие КО-17 направлено на экспрессию генов раннего реагирования – c-fos в сенсомоторной зоне коры головного мозга и, тем самым, повышение компенсаторно-приспособительных возможностей нейронов в условиях ишемии.
Практическая ценность работы. На основании результатов исследований экспериментально обоснована целесообразность применения нового соединения – бензилового эфира 2-(3,4-дигидро-3-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино[4,3-с]хиназолин-4-ил)уксусной кислоты (КО-17) в качестве потенциального нейропротективного средства, а также определена перспективность поиска новых нейропротекторов в ряду производных [1,2,4]-триазинонов.

Результаты диссертационной работы внедрены в научный и учебный процесс на кафедрах фармакологии Запорожского государственного медицинского университета, Днепропетровской государственной медицинской академии, Харьковского государственного медицинского университета, Крымского государственного медицинского университета им. С.И. Георгиевского и научно-исследовательскую работу отдела фармакологии Новосибирского института органической химии им.           Н.Н. Ворожцова СО РАН.
Личный вклад соискателя. Работа выполнена на базе Центральной научно-исследовательской лаборатории Запорожского государственного медицинского университета (заведующий – д.мед.н., профессор                     А.В. Абрамов) и на кафедре фармакологии и медицинской рецептуры (заведующий – д.б.н., профессор И.Ф. Беленичев). Автором лично проведен патентно-информационный поиск, анализ научной литературы по данной тематике, определены цель и задачи исследования, освоены и воспроизведены модели острого нарушения мозгового кровообращения. Самостоятельно проведен поиск соединений с антиоксидантной активностью в опытах in vitro, противогипоксической и антиамнестической активностью в опытах in vivo среди 23 конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов, синтезированных на кафедре фармацевтической химии Запорожского государственного медицинского университета. Автором лично проведены все биохимические исследования по определению маркеров оксидативного стресса, антиоксидантной системы и энергетического обмена головного мозга. Самостоятельно проведены гистоиммунохимические и морфологические исследования нейронов сенсомоторной зоны коры головного мозга, статистическая обработка, анализ и обобщения результатов исследования, сформулированы основные положения и выводы диссертационной работы.
Апробация результатов диссертации. Основные фрагменты результатов диссертационной работы докладывались и обсуждались на Международной научно-практической конференции «Биологическое окисление в норме и патологии» (г. Тернополь, 2006), ІІІ Национальном съезде фармакологов Украины «Фармакологія 2006 – крок у майбутнє»         (г. Одесса, 2006), 4-ой международной конференции «Биологические основы индивидуальной чувствительности к психотропным средствам» (г. Москва, 2006), ІІІ съезде фармакологов России «Фармакология – практическому здравоохранению» (г. Санкт-Петербург, 2007), ІІ Международной научно-практической конференции «Створення, виробництво, стандартизація, фармакоекономічні дослідження лікарських засобів та біологічно активних добавок» (г. Харьков 2007), научно-практической конференции «Активные формы кислорода, оксида азота, антиоксиданты и здоровье человека»           (г. Смоленск, 2007), 2-ой Международной пироговской студенческой научной медицинской конференции (г. Москва, 2007), XV Российском национальном конгрессе «Человек и лекарство» (г. Москва, 2008).
Публикации. По материалам диссертационной работы опубликовано 14 работ, в полной мере отображающие ее содержание, из них 8 статей, 6 тезисов в материалах съездов, конгрессов, научно-практических конференций разных уровней.
          Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 209 страницах машинописного текста, состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследований, двух разделов собственных исследований, анализа и обобщений результатов исследований, выводов и списка литературы, который содержит 264 литературных источников, из которых – 111 – отечественных и 153 – иностранных авторов. Работа проиллюстрирована 48 таблицами, 1 рисунком, 5 фотографиями.
 
ВЫВОДЫ:
В работе, посвященной актуальной проблеме современной фармакологии – поиску эффективных средств терапии мозговых инсультов среди новых  конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов, на основе экспериментальных исследований in vitro и in vivo установлена целесообразность применения бензилового эфира 2-(3,4-дигидро-3-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино[4,3-с]хиназолин-4-ил)уксусной кислоты (соединение КО-17) как потенциального нейропротективного средства. 

1.         В скрининговых исследованиях in vitro и in vivo среди 23 конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов выделено соединение – бензиловый эфир 2-(3,4-дигидро-3-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино[4,3-с]хиназолин-4-ил)уксусной кислоты (КО-17), которое по силе антиоксидантного действия превосходит референтные препараты – тиотриазолин и эмоксипин, а по степени выраженности противогипоксической и антиамнестической активности – пирацетам и эмоксипин.

2.         Анализ взаимосвязи «структура – действие» среди 23 конденсированных производных [1,2,4]-триазинонов показал, что наличие и сила антиоксидантной, противогипоксической и антиамнестической активности зависит от характера заместителя в триазиновом фрагменте молекулы. Так, введение в положение 4 молекулы [1,2,4]триазино[4,3-с] хиназолил-3-она бензилоксикарбонилметильного радикала приводит к усилению активности.
3.         Пероральное введение КО-17 (в дозе 10 мг/кг) в течение 4 суток крысам с двусторонней окклюзией сонных артерий и внутримозговым кровоизлиянием приводило к достоверному снижению (p<0,05) уровня МДА (54%-60%), АФГ (42,3%-70%), КФГ (40%-82%), нитрит-аниона (53,6%-44%), значительному повышению активности СОД (в 2,5 раза), каталазы (200%-112%) и глутатионпероксидазы (124%-56,6%) в головном мозге.

4.         Введение КО-17 (в дозе 10 мг/кг) в течение 18 суток крысам с двусторонней окклюзией сонных артерий, внутримозговым кровоизлиянием и в течение 9 суток крысам с фотоиндуцированным тромбозом сосудов лобной коры головного мозга приводило к достоверному снижению летальности животных на 30%-50%, уменьшению неврологического дефицита (на 4-12 баллов по шкале    С.P. McGrow), уменьшению количества  апоптически и некротически измененных нейронов (в 2,33 и 1,67 раза) в сенсомоторной зоне коры головного мозга, повышению количество (p<0,05) c-fos-позитивных клеток (в 3,5-2,4 раза).

5.         Введение КО-17 (10 мг/кг) в течение 4 суток гербилам с односторонней перевязкой общей сонной артерии и крысам с внутримозговым кровоизлиянием приводило к увеличению (p<0,05) окислительной продукции АТФ (на 53,3%-47%), содержания малата (на 100%-80%), СДГ (132%-80%), активности цитохром-С-оксидазы (26%-32%), ГАМК (160%-62%) в головном мозге.

6.         По силе нейропротективной активности соединение КО-17 в условиях моделирования нарушения мозгового кровообращения достоверно превосходит тиотриазолин и пирацетам по таким показателям, как снижение неврологических нарушений, эмоксипин – по снижению нитрит-аниона, а по таким показателям, как снижение гибели нейронов, повышение активности СОД и снижение маркеров ОМБ превосходит эмоксипин, тиотриазолин и пирацетам (p<0,05).

7.         Механизм нейропротективного действия бензилового эфира 2-(3,4-дигидро-3-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино[4,3-с]хиназолин-4-ил)уксусной кислоты (КО-17) при экспериметальном нарушении мозгового кровообращения, по всей видимости, обусловлен способностью ингибировать АФК, повышать активность СОД, снижать гибель нейронов сенсомоторной зоны коры и уменьшать проявления неврологических расстройств.
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