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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы. Проблема изыскания высокоэффективных и безопасных антигипоксантов среди природных и синтетических соединений обусловлена ключевой ролью гипоксического синдрома в возникновении и развитии патологических состояний  различного генеза. Широкая распространенность кислороддефицитных состояний, включая экстремальные, диктует острую необходимость разработки новых путей их фармакологической коррекции. 
Решение этой проблемы особенно актуально для крупного промышленного региона Донбасса, где достаточно часто имеют место производственные аварии и катастрофы на угледобывающих предприятиях. Так, частота травматизма со смертельным исходом на шахтах в 7 раз выше, чем в других отраслях промышленности [155]. По данным специалистов [162] на каждые 1 млн тонн угля, поднятые на-гора за последние 5 лет, приходится 3,6-4,7 человеческих жизней. За 2000 г летальность шахтеров составила 1,57%, что соответствует 306,27 несчастным случаям. Только за 7 месяцев 2002 г в глубоких угольных шахтах травмировано 6850 человек и погибло 158 горнорабочих. Комплексный анализ травматизма свидетельствует, что в основе генеза шахтных травм лежит гипоксический фактор. Зачастую течение неотложных состояний при завалах в угольных выработках усугубляется психологическим аспектом замкнутого пространства [59,128]. 
Кроме того, в последнее время значительно участились случаи стихийных бедствий,  военных катастроф и террористических актов, при которых пострадавшие нередко оказываются в условиях гипоксической гипоксии в сочетании с гиперкапнией. В частности, достаточно вспомнить гибель 118 моряков подлодки “Курск” (август 2000 г), а также сотен людей, оказавшихся под обломками разрушенных зданий  в Нью-Йорке (США, сентябрь 2001г). 
К сожалению, до настоящего времени оказание первой медицинской помощи как на догоспитальном этапе, так и дальнейшее лечение пострадавших от острого недостатка кислорода и избыточных количеств углекислоты сводятся лишь к применению симптоматических средств терапии, которые далеко не всегда обеспечивают необходимую терапевтическую эффективность, что, по понятным причинам, существенно отражается на результатах лечения и, в конечном итоге, на уровне летальности пострадавших. Исходя из этого, приоритетным направлением развития экологической фармакологии, в том числе и фармакологии экстремальных состояний, как в Украине, так и во всем мире является поиск эффективных и безопасных антигипоксантов. 
На сегодняшний день является доказанным тот факт, что эффективным лечение пострадавших может быть только в том случае, если тактика фармакотерапии основывается на знании патогенетических аспектов любого экстремального состояния и позволяет вмешиваться в патогенетические механизмы формирования любой патологии. В плане изучения лимитирующих звеньев патогенеза экстремальных кислороддефицитных состояний, возникающих  у горнорабочих глубоких угольных шахт, установлено, что центральное место занимают нарушения энергетического гомеостаза [98,133], антиоксидантно-прооксидантного равновесия, синтеза продуктов каскада арахидоновой кислоты, углеводного обмена и внутриклеточной передачи сигнала [16,22,146]. 
Многовекторность структурно-функционально-метаболических повреждений при острой гипоксической гипоксии предопределяет поиск высокоэффективных антигипоксантов с многогранной фармакодинамикой, способных одновременно коррегировать различные звенья патогенеза этого неотложного состояния. На сегодняшний день экспериментально доказана эффективность и изучены молекулярно-биохимические механизмы антигипоксического действия биофлавоноидов, ацелизина, производных ксантина, блокаторов кальциевых каналов, бемитила и некоторых других препаратов на различных моделях гипоксического синдрома [16,48,88,146]. 
В последнее время внимание ученых привлекает биологическая активность органических соединений германия. Так, многочисленными исследованиями [12,24,43,129] обнаружены разнонаправленные эффекты, в т. ч. анксиолитические, ноотропные свойства, антиоксидатная активность различных органопроизводных этого металла. Изучена фармакокинетика и отмечена низкая токсичность физиологически активных веществ, созданных на  основе комплексных соединений германия с биолигандами [32,41,187]. Таким образом,  разнообразие фармакологических эффектов, а также безвредность германийорганических веществ и созданных на их основе лекарственных препаратов позволяют рассматривать биогерманийорганические соединения в качестве перспективных потенциальных антигипоксантов, что и послужило теоретическим обоснованием к изучению их возможного протекторного действия при гипоксии замкнутого пространства. 
Связь работы с научными программами, планами, темами. Работа выполнена в рамках плана научных исследований кафедры фармакологии Луганского государственного медицинского университета «Экспериментальная разработка средств фармакокоррекции экстремальных состояний» (№ гос. регистрации 0198U4009100, 1999-2003 гг), а также по просьбе руководства угольных предприятий Донбасса (ГОАО «Шахты Крепенская» Государственной холдинговой компании «Антрацит»   (письмо № 02-87 от 12.01.2002 г), ГОАО «Шахты им. В.В. Вахрушева» Государственной холдинговой компании  «Ровеньки-Антрацит» (письмо № 02-105 от 03.02.2002).
Цель и задачи исследования. Цель работы – обосновать патогенетическую целесообразность применения координационного соединения германия с никотиновой кислотой и выяснить возможные механизмы его протекторной активности при гипоксии замкнутого пространства.
Для достижения поставленной цели решались следующие задачи:
1. Провести скрининг потенциальных антигипоксантов среди лекарственных препаратов разных фармакологических групп и оригинальных химических соединений на двух моделях гипоксического синдрома, а также исследовать  их антиоксидантную активность в опытах in vitro. 
2. Разработать оптимальный режим дозирования изучаемого координационного соединения германия с никотиновой кислотой (МИГУ-1), как наиболее эффективного антигипоксанта в условиях острой гипоксической гипоксии в сочетании с гиперкапнией.
3. Исследовать влияние МИГУ-1 на состояние окислительно-антиоксидантного гомеостаза, с использованием биохемилюминисцентного анализа на модели гипоксии замкнутого пространства.
4. В динамике изучить активность ферментов энергетического обмена в условиях изучаемой формы гипоксии на фоне введения МИГУ-1, а также выяснить вклад NO-синтазы в реализацию его противогипоксического действия. 
5. Оценить влияние МИГУ-1 на состояние отдельных компонентов митохондриальной и микросомальной электронтранспортных цепей гепатоцитов крыс с гипоксией замкнутого пространства.
6. Изучить фармакокинетику координационного соединения германия с никотиновой кислотой у интактных животных и на модели острой гипоксической гипоксии с гиперкапнией.
Объект исследования – лекарственная профилактика гипоксического синдрома, развивающегося в условиях острой гипоксической гипоксии с гиперкапнией.
Предмет исследования - исследование протекторной активности координационного соединения германия с никотиновой кислотой при гипоксии замкнутого пространства.
Методы исследования - использовался комплексный методический подход с привлечением набора биохимических, биофизических, математических методов исследования с привлечением методов экспериментальной фармакотерапии, в т.ч. и фармакокинетики.
Научная новизна полученных результатов. В работе впервые дано теоретическое обоснование и экспериментальное подтверждение целесообразности использования одного из представителей принципиально нового класса химических веществ – координационного соединения германия с биолигандом (никотиновой кислотой) – в качестве высокоэффективного и безопасного средства защиты организма в условиях гипоксии замкнутого пространства, а также  разработан режим дозирования изучаемого антигипоксанта при моделируемой форме гипоксического синдрома.
	Впервые исследованы тонкие механизмы протекторного действия МИГУ-1 на фоне гипоксии замкнутого пространства в части его влияния на окислительно-антиоксидантное равновесие и энергетический  гомеостаз, а также изучены и проанализированы в сравнительном аспекте параметры фармакокинетики МИГУ-1 у интактных животных и у крыс с гипоксией замкнутого пространства на этапах абсорбции, биотранспорта, распределения и элиминации.
	Получены новые данные о способности координационного соединения германия с никотиновой кислотой проявлять протекторный эффект в отношении ЭПР - активных компонентов митохондриальной и микросомальной электронтранспортных цепей гепатоцитов в условиях острого  кислороддефицитного состояния на фоне гиперкапнии. 
Впервые показана роль оксида азота в реализации механизма противогипоксического действия МИГУ-1.
Практическое значение полученных результатов. Экспериментально обоснованный подход к лекарственной профилактике гипоксии замкнутого пространства с помощью координационного соединения германия с никотиновой кислотой наметил один из перспективных путей целенаправленного синтеза оригинальных высокоэффективных элементоорганических биологически активных веществ, обладающих противогипоксической активностью с антиоксидантными свойствами, что используется в работе химиками-синтетиками Одесского национального университета им. И.И. Мечникова.
Результаты экспериментальных исследований легли в основу разработки и издания методических рекомендаций по доклиническому изучению антигипоксантов  «Пошук та експериментальне вивчення потенційних протигіпоксичних засобів» (2002), утвержденных Государственным Фармакологическим центром МЗ Украины.
Материалы исследований внедрены в учебный процесс на кафедрах фармакологии Национального фармацевтического университета Украины, Одесского, Винницкого, Запорожского государственных медицинских университетов, а также Украинской медицинской стоматологической академии.
Результаты отдельных фрагментов исследований внедрены в работу научно-исследовательских организаций: Института фармакологии и токсикологии АМН Украины, Государственного научного центра лекарственных средств МЗ и НАН Украины, Института биоорганической химии и нефтехимии НАН  Украины. 
	Полученные в работе данные могут служить экспериментальным обоснованием для исследований в части оптимизации фармакопрофилактики и терапии гипоксического синдрома.
Личный вклад диссертанта. Автором самостоятельно сформулированы цель и задачи, определены направление, объем и методические подходы к исследованию, проведен патентно-информационный поиск с использванием серверов Yandex, Alta Vista, Rambler, а также медицинской базы данных Medline сети Интернет. 
Все этапы экспериментального исследования, включая анализ и обобщение данных, статистическую обработку полученных результатов, разработку основных положений работы, ее выводов, а также написание обзора литературы автором проведены лично. 
Соавторы опубликованных работ предоставляли консультативную помощь по методическим и теоретическим вопросам.
Апробация материалов диссертации. Основные положения диссертационной работы докладывались и получили положительную оценку на  III Международной конференции студентов и молодых ученых «Медицина - здоров’я XXI сторіччя» (Днепропетровск, 2002); Международной научно-практической конференции “Політравма - сучасна концепція надання невідкладної медичної допомоги” (Киев, 2002);  IX Конгрессе  Всемирной Федерации Украинских врачебных обществ (Луганск, 2002); Международной научно-практической конференции молодых ученых “Вчені майбутнього” (Одесса, 2002); 57-й Научно-практической конференции студентов и молодых ученых Национального медицинского университета им. О.О. Богомольца “Актуальні проблеми сучасної медицини” (Київ, 2002); 139-й Британской фармацевтической конференции (Лондон, 2002); совместных заседаниях кафедры фармакологии Луганского государственного медицинского университета и Луганского отделения Украинского научного общества фармакологов (Луганск, 2002); І научно-практической конференции студентов и молодых ученых “Актуальні питання сучасної неврології”  (Луганск, 2003); ІІ Международной научно-практической конференции “Динаміка наукових досліджень 2003” (Днепропетровск-Луганск-Черновцы, 2003); VІІ Съезде Всеукраинских врачебных обществ (Тернополь, 2003); Международной научно-практической конференции “Україна наукова 2003” (Днепропетровск-Симферополь, 2003); І Межрегиональной конференции молодых ученых “Актуальні питання біології та медицини” (Луганськ, 2003).
Публикации. По материалам диссертационной работы опубликовано 23 научные работы, в т.ч. 10 статей в специализированных периодических изданиях, 1 методические рекомендации, утвержденные Государственным Фармакологическим центром МЗ Украины, 11 тезисов докладов на научных форумах, а также 1 декларационный патент на изобретение.
Объем и структура диссертации. Диссертация состоит из вступления, обзора литературы, главы «Материалы и методы исследований», 6 глав собственных исследований, заключения, выводов, списка литературы, который включает 189 отечественных и 245 зарубежных источников. Работа изложена на 176 страницах машинописного текста, иллюстрирована 18 рисунками и 24 таблицами.


ВЫВОДЫ
В диссертационной работе приведено новое решение актуальной научной проблемы, определяемой экспериментальным обоснованием целесообразности и эффективности профилактического применения представителя нового класса химических веществ – координационного соединения германия с никотиновой кислотой – для предупреждения нарушений, возникающих в условиях острой гипоксической гипоксии с гиперкапнией. Протекторная активность оригинального германийорганического субституента реализуется его способностью коррегировать лимитирующие звенья патогенеза моделируемого экстремального кислороддефицитного состояния посредством установленных в работе особенностей фармакодинамики и фармакокинетики.
1. Комплексными скрининговыми исследованиями на экспериментальных моделях гипоксии замкнутого пространства и острой гипоксической гипоксии, развивающейся на фоне гипертермии, установлено, что из 24 изученных соединений, в том числе 8 оригинальных, наиболее высокой протекторной активностью обладает координационный комплекс германия с никотиновой кислотой (МИГУ-1), что проявляется максимальным увеличением значений коэффициента противогипоксической защиты и относительного показателя увеличения времени жизни (Кз=1,5, П=50%), а также весьма высокой выживаемостью крыс на фоне благоприятного течения клинической картины течения гипоксического синдрома. В опытах in vitro показано, что МИГУ-1 обладает антиоксидантными свойствами на уровне препарата сравнения – α-токоферола ацетата.
2. Разработан оптимальный режим дозирования координационного соединения германия с никотиновой кислотой, применяемого при гипоксии замкнутого пространства, согласно которого наиболее высокую протекторную активность МИГУ-1 проявляет при его интраперитонеальном введении в дозе 117,4 мг/кг за 77 минут до начала воздействия повреждающих факторов. 
3. Биохемилюминисцентный анализ противогипоксической активности координационного соединения германия с никотиновой кислотой в опытах in vivo указывает на способность субституента существенно коррегировать кинетику сверхслабого свечения, путем резкого (на 20%) снижения значений амплитуд быстрой вспышки в сыворотке крови и коре головного мозга, а также медленной  вспышки БХЛ       (на 13 %) в сыворотке крови крыс с гипоксией замкнутого  пространства и уменьшения площади под кривой биохемилюминисценции, что свидетельствует о высокой антирадикальной активности соединения в исследуемых биосубстратах. Антирадикальные свойства исследуемого антигипоксанта подтверждены в опытах in vitro на 2 моделях инициации БХЛ: Н2О2 и Fe2+.
4. Координационное германий-содержащее соединение с никотиновой кислотой, применяемое на фоне острой гипоксической гипоксии с гиперкапнией оказывает выраженное мембранопротекторное действие, в основе которого лежат антиоксидантные свойства, реализуемые в динамике за счет снижения в сыворотке крови и головном мозге животных образования первичных (диеновые конъюгаты) и конечных (ТБК-реактанты) продуктов липидпереокисления, а также предупреждения снижения активности и содержания основных компонентов антиоксидантной системы защиты организма (супероксиддисмутазы, каталазы, SH-групп биосубстратов, в том числе глутатиона восстановленного).
5. Особенностью фармакодинамики комплексного германийорганического соединения, используемого с профилактической целью в условиях гипоксии замкнутого пространства, является его способность коррегировать в различные сроки после начала реоксигенации дисбаланс в энергетическом гомеостазе за счет повышения содержания АТФ в клетках крови, а также предупреждения модификации активности ферментов энергетического обмена (лактатдегидрогеназы, кретинкиназы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы) с одновременной активацией глютаматдегидрогеназы, обеспечивающей быстрый и экономный путь ресинтеза макроэргов 
6. Протекторная активность исследуемого органического соединения германия на фоне моделируемой формы гипоксии в определенной степени коррелирует с уровнем эндогенного оксида азота, о чем свидетельствуют снижение (на 3,25%) величины коэффициента противогипоксической защиты МИГУ-1, а также усугубление клинических проявлений гипоксического синдрома у животных в условиях ингибирования активности индуцибельной и конститутивной изоформ NO-синтазы.
7. Одной из сторон механизма протекторного действия координационного соединения германия с никотиновой кислотой у животных на фоне гипоксической гипоксии в сочетании с гиперкапнией является его способность предупреждать снижение уровня железосерных белков (в 2 раза), свободных радикалов (на 17%), а также ингибировать накопление нитрозильных комплексов железа (более, чем в 2 раза). Наряду с этим, МИГУ-1 предохраняет от деградации компоненты микросомальной цепи переноса электронов.
8. Фармакокинетические параметры МИГУ-1 у крыс в условиях воздействия моделируемой формы гипоксии существенно изменяются в сравнении с интактными животными. При гипоксическом синдроме резко увеличиваются значения таких кинетических параметров МИГУ-1, как время достижения максимальной концентрации в крови (в 2 раза), кажущаяся начальная концентрация в крови (на 35%), константы скоростей экскреции и элиминации (более, чем в 2,2 раза), время достижения максимальной концентрации в моче (в 1,5 раза), а также общий клиренс (на 49%), при уменьшении величин объема распределения (в 1,5 раза), площади под фармакокинетической кривой (в 2,22 раза), периодов полуэкскреции и полуэлиминации (более, чем в 2 раза).
9. Германийорганическое соединение с никотиновой кислотой с высокой степенью аффинитета связывается с сывороточным альбумином (Касс=5,31 моль-1), и несколько меньше – с белками цельной сыворотки крови (Касс=4,69 моль-1) и мембранами эритроцитов (Касс=4,58 моль-1) интактных животных. При этом МИГУ-1 фиксируется на биосубстратах одним активным центром (N=1). На фоне развивающейся гипоксии замкнутого пространства происходит существенная модификация связывающей способности сывороточных протеинов в отношении исследуемого антигипоксанта, что особенно резко выражено в первые 3 и 6 часов с момента реоксигенации, когда значения Касс снижаются в 3,6 и 1,7 раза, соответственно, в сравнении с белками сыворотки крови интактных животных.
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