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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ

5-НТ (СТ) – 5-гидрокситриптофан (серотонин)
AMPA-Rs - ионотропные глутаматные рецепторы, активируемые AMPA
BDNF – мозговой нейротрофический фактор
CREB – цАМФ-элементсвязывающий белок
NMDA – N-метил-D-аспартат
NMDA-Rs – ионотропные глутаматные рецепторы, селективно активируемые N-метил-D-аспартатом
АД – антидепрессанты
АЦ – аденилатциклаза
ГАМК – гамма-аминомасляная кислота
ДА – дофамин
ИД – индекс депрессивности
иМАО – ингибиторы моноаминооксидазы
МАО – моноаминооксидаза
НА – норадреналин
пВПСП – популяционные возбуждающие постсинаптические потенциалы 
ПКА – протеинкиназа А
СВИ – суммарное время иммобилизации
СИОЗНА – селективные ингибиторы обратного захвата норадреналина
СИОЗС – селективные ингибиторы обратного захвата серотонина 
ТЦА – трициклические антидепрессанты 
ФС – фенаминовая стереотипия
цАМФ – циклический аденозинмонофосфат
ЦНС – центральная нервная система
ЧВВ – число взятий воды


ВВЕДЕНИЕ
     Актуальность темы
     Депрессия – одно из наиболее часто встречающихся психических заболеваний [1], ассоциированное с повышенной смертностью [2;3], которая может быть результатом суицида, либо более тяжелого протекания соматических заболеваний [4]. Несмотря на большое количество имеющихся антидепрессантов, их применение в качестве монотерапии, в комбинации друг с другом, либо в комплексе с немедикаментозными методами, так же не дает стойких результатов [5]. Кроме того, до 30% больных депрессией являются резистентными к терапии антидепрессантами [18]. Одним из объяснений такой ситуации служит тот факт, что патофизиология депрессии до конца не выяснена, и, в связи с этим, медикаментозное лечение депрессии носит скорее эмпирический характер, вместо того, чтобы быть направленным на конкретные механизмы, ответственные за возникновение данного патологического состояния.
     Доминирующим направлением в лечении депрессий, начиная с 50-х годов, является применение препаратов, усиливающих моноаминергическую передачу путем ингибиции ферментативного дезаминирования либо обратного захвата норадреналина, серотонина и дофамина. Появление в последние годы препаратов, которые способны селективно блокировать обратный захват серотонина (флуоксетин, пароксетин), норадреналина (мапротилин) или их обоих (Venlafaxine), хоть и повысило терапевтическую эффективность лечения депрессий [6]. Однако высокая частота возникновения побочных эффектов и недостаточная результативность терапии данными средствами дают основание для поиска новых путей в лечении депрессивных расстройств [7]. Причиной такой ситуации может быть то, что моноаминергическая стратегия просто не способна дать бόльших результатов в лечении депрессии, повышение синаптического уровня моноаминов является проксимальным этапом действия антидепрессантов, ведущим к последующим изменениям функции других нейромедиаторных систем мозга. В этих условиях активация моноаминергических процессов наблюдается уже через несколько часов после введения антидепрессантов, однако терапевтическая эффективность проявляется только 2-6 недель [8]. Время, необходимое для развития терапевтического эффекта, это время за которое повышенная синаптическая концентрация моноаминов приводит к вторичным изменениям функции других нейромедиаторных систем мозга, дисфункция которых непосредственно отвечает за настроение и мотивации. В наибольшей степени это касается глутаматергической системы [9, 10, 11, 12]. Нарушение функции глутаматергической системы мозга в условиях депрессии сводится к снижению синаптической концентрации норадреналина и/или серотонина, что ведет к угнетению сигнального пути аденилатциклаза – цАМФ – протеинкиназа А и сопровождается уменьшением активности CREB (цАМФ реагирующий элемент связывания), вследствие этого снижением синтеза BDNF. Последний, являясь нейротрофином, изменяет синаптогенез и пластические свойства глутаматергических синапсов, что сводится к относительной гиперфункции NMDA рецепторов за счет подтипа имеющего NR1/NR2A субъединичную композицию (см. пункт 1.4 обзора литературы) [9]. В свете выше сказанного вполне резонным представляется изучение антагонистов NMDA как средств лечения депрессий [13, 14], поскольку потенциально они могут оказывать быстрый терапевтический эффект и способны преодолеть терапевтическую резистентность. Практическое значение выбранной темы возрастает в свете понимания того, что научное обоснование и активное практическое внедрение новых технологий фармакотерапии является неотъемлемой составной частью усовершенствования медицинского обслуживания населения Украины [23].


     Связь работы с научными программами, планами темами.
     Работа выполнена в рамках запланированной темы НИР кафедры: «Экспериментальное исследование психотропной и нейропротекторной активности веществ, изменяющих функциональное состояние НМДА рецепторов». Номер государственной регистрации 0106U010880, шифр УН. 07.01.01. Соискателем выполнена часть НИР, касающаяся изыскания антидепрессантов среди лигандов глутаматных рецепторов и изучения механизмов их действия.
     Цель работы.
     Выявить особенности механизма антидепрессантного действия неконкурентных антагонистов N-метил-D-аспартата, воздействующих на катионные каналы, глицин- и полиамин-связывающие сайты NMDA-рецепторов глутамата.
     Задачи исследования.
1. Оценить в электрофизиологических исследованиях активность тиенопиримидиновых производных монокарбоновых аминокислот (соединения серии ТСВ) как антагонистов NMDA.
2. Изучить и проанализировать антидепрессивные и анксиолитические эффекты соединений серии ТСВ в экспериментальных моделях депрессии и тревоги.
3. Изучить и проанализировать антидепрессивные эффекты блокаторов ионных каналов и других аллостерических модуляторов NMDA-рецепторов в экспериментальных моделях депрессии.
4. Выяснить роль моноаминергической, ГАМК- и опиоидергической систем мозга в антидепрессивных эффектах неконкурентных антагонистов N-метил-D-аспартата

     Объект исследования.
Популяционные возбуждающие постсинаптические потенциалы (пВПСП) в срезах гиппокампа крыс, тревожные, депрессивные состояния и фенаминовая стереотипия воспроизводимые у крыс в условиях применения исследуемых соединений и веществ-анализаторов.
     Предмет исследования.
     Тиенопиримидиновые производные монокарбоновых аминокислот (соединения серии ТСВ), блокаторы ионных каналов с быстрой (мемантин, мидантан) и очень быстрой кинетикой взаимодействия с NMDA-рецепторами (соединения ИЭМ-1460, ИЭМ-1592, ИЭМ-1490, ИЭМ-1755); позитивные (спермин) и негативные (аркаин, ИЭМ-1460, ИЭМ-1592, ИЭМ-1490, ИЭМ-1755) модуляторы полиамин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов, позитивный модулятор глицин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов (глицин), «типичный» антидепрессант (имипрамин), используемый в качестве препарата равнения.
     Методы исследования.
     С целью решения поставленных задач проводились исследования на переживающих срезах гиппокампа крыс in vitro и в поведенческих моделях на крысах in vivo. Активность тиенопиримидиновых производных монокарбоновых аминокислот (соединения серии ТСВ) как антагонистов NMDA-Rs оценивалась в электрофизиологических тестах путем определения величины IC50 – концентрации, уменьшающей амплитуду NMDA-компоненты пВПСП нейронов зубчатой извилины на 50%. Выявление антидепрессантных свойств исследуемых соединений осуществлялось путем оценки их влияния на поведение животных в моделях, имитирующих депрессивные состояния у людей (поведенческие тесты). В качестве таковых использовались модель стресс-индуцированной депрессии, вызванной форсированным (неизбегаемым) плаванием – тест Порсолта [15, 16, 17] и модель резерпиновой депрессии [19, 27]. Последняя, кроме того, в сочетании с методикой “фенаминовой стереотипии” [20] была использована для выяснения роли моноаминергической системы в антидепрессивных эффектах исследуемых соединений. С этой же целью была проведена серия опытов с последовательным введением исследуемых веществ и имипрамина с последующей оценкой эффекта такой комбинации в тесте Порсолта. О роли ГАМК- и опиоидергической систем в антидепрессивных эффектах неконкурентных антагонистов NMDA также судили по влиянию веществ анализаторов на антииммобилизационные эффекты исследуемых антагонистов NMDA в модели Порсолта. Однако в качестве веществ-анализаторов использовали не имипрамин, а пикротоксин и налоксон, соответственно. Cоединения серии ТСВ также были исследованы в модели «конфликтной ситуации» на предмет наличия у них свойств анксиолитиков и на модели вращающегося стержня, чтобы выяснить сочетается ли выявленная у них анксиолитическая активность с миорелаксационной или нет. Токсичность тиенопиримидиновых производных монокарбоновых аминокислот (соединений серии ТСВ) определялась експресс-методом по В.Б. Прозоровскому [21]. Полученные данные обрабатывались с помощью прикладной программы “Medstat”, позволяющей вычислять среднюю арифметическую для группы животных, стандартную ошибку средней, доверительный интервал средних величин при Р=0,05 и вероятность нулевой гипотезы (Р). 
     Научная новизна полученных результатов.
     Впервые обнаружена и изучена способность тиенопиримидиновых производных монокарбоновых (нейтральных) аминокислот блокировать глицин-связывающие сайты NMDA-рецепторов и вызывать за счет этого антидепрессивные эффекты в моделях неизбегаемого плавания и резерпиновой депрессии. В тех же методических условиях выявлены антидепрессивные эффекты канального блокатора NMDA с быстрой кинетикой взаимодействия (мемантин), и продепрессивные свойства соединений серии ИЭМ (ИЭМ 1460, ИЭМ 1490 и ИЭМ 1592), проявляющих одновременно свойства негативных парциальных модуляторов полиамин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов и блокаторов их катионных каналов с очень быстрой кинетикой взаимодействия. Впервые высказано мнение о неспособности негативных модуляторов полиамин-связывающего сайта NMDA-рецепторов вызывать антидепрессивные эффекты, поскольку последние связаны с NR2A субъединицей, а центр связывания полиаминов локализован в NR2B субъединице NMDA-рецепторов. Впервые показана также самодостаточность блокаторов глицин-связывающих сайтов (соединений ТСВ 31.54, ТСВ 24.85, ТСВ 21.15) и блокаторов открытых каналов NMDA-рецепторов (мемантин) в реализации их антидепрессивных эффектов и несущественность моноамиергического компонента в механизме их антидерессантного действия. Показано так же, что блокада µ-опиатных рецепторов налоксоном, но не ГАМКа-рецепторов пикротоксином, способна значительно уменьшать антидепрессивные эффекты негативных модуляторов глицин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов (ТСВ 31.54). Это, вероятно, связано со способностью эндогенных опиатов пресинаптически уменьшать квантовое высвобождение глутамата в отделах мозга, участвующих в формировании антидепрессантных эффектов блокаторов NMDA-рецепторов, в частности ТСВ-31.54. Последнее может быть расценено как еще одно подтверждение мнения о том, что нарушение глутаматергической передачи является терминальным звеном в патогенезе депрессивных расстройств.
     Практическое значение полученных результатов.
     Результаты исследований показывают целесообразность дальнейшего изучения тиенопиримидиновых производных глицина (ТСВ 31.54) и пролина (ТСВ 24.15, ТСВ 24.85) в качестве антидепрессантов, поскольку механизм их действия дает основания ожидать у этих веществ способность вызывать быстрый клинический эффект и меньшую терапевтическую резистентность. Данные диссертационной работы, касающиеся особенностей механизма антидепрессивных эффектов неконкурентных антагонистов NMDA, в частности сведения о самодостаточности их для реализации своих тимолептических свойств, введены в обучающий процесс на кафедре фармакологии Донецкого национального медицинского университета им. М. Горького.
     Личный вклад соискателя.
     Диссертационная работа выполнена автором самостоятельно. Сбор материала, освоение методов, проведение исследований и статистическая обработка результатов выполнены автором лично. Подраздел 3.2 выполнен при методической и технической помощи проф. И.И. Абрамца. Автором обобщены полученные результаты, сделано заключение, сформулированы выводы и практические рекомендации.
     Апробация результатов диссертации.
     Результаты проведенных исследований докладывались на II научно-практической конференции молодых ученых и специалистов «Актуальні проблеми фармакології та токсикології» (Киев, 2005), на заседаниях Донецкого научного общества фармакологов (2006, 2007, 2008), опубликованы в тезисах II научно-практической конференции молодых ученых и специалистов «Актуальні проблеми фармакології та токсикології» (Киев, 2005), тезисах по материалам научно-практической конференции молодых ученых «Актуальні проблеми медицини і фармації» (Запорожье, 2008) и в тезисах 71-й международной научно-практической конференции молодых ученых «Актуальные проблемы клинической, экспериментальной, профилактической медицины, стоматологии, фармации» (Донецк, 2009). 


     Публикации.
     По материалам диссертации опубликовано 11 научных работ, из них 6 в специализированных научных изданиях, рекомендованных ВАК Украины, 3 – в материалах съездов и конференций и один патент.
     Структура и объем диссертации.
     Диссертационная работа состоит из введения, обзора литературы, раздела «Материалы и методы», 3-х разделов собственных экспериментальных исследований, заключения и выводов. Работа изложена на 148 страницах машинописного текста, иллюстрирована 12 рисунками и 12 таблицами. Список литературы включает 240 источников, из которых 25 отечественных и 215 иностранных.


ВЫВОДЫ
      В диссертации приведено новое решение актуальной научной задачи, которая состоит в экспериментальном изучении антидепрессантных свойств неконкурентных антагонистов N-метил-D-аспартата, изменяющих функцию катионных каналов, глицин- и полиамин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов, и теоретическом обосновании целесообразности использования блокаторов глицин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов глутамата в качестве антидепрессантов. 
1. Тиенопиримидиновые производные глицина (ТСВ 31.54), пролина (ТСВ 24.15, ТСВ 24.85, ТСВ 30.47), лейцина (ТСВ 22.62) и изолейцина (ТСВ 22.85) в электрофизиологических исследованиях in vitro обнаруживают свойства антагонистов N-метил-D-аспартата (IC50: 6,05±0,50, 2,75±0,47, 2,50±0,20, 4,50±0,86, 5,25±1,10, 8,50±0,96 мкМ, соответственно приведенному выше порядку). Антагонизм соединений серии ТСВ с N-метил-D-аспартатом является неконкурентным и осуществляется за счет блокады глицин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов глутамата.
2. На модели принудительного плавания ТСВ 31.54, ТСВ 24.15 и ТСВ 24.85 в дозе 10 мг/кг обнаруживают антидепрессивную активность, сокращая суммарное время иммобилизации в сравнении с контролем на 50,5%, 30,5% и 18,8%, соответственно (Р<0,05). 
3. На модели «резерпиновой депрессии» вещества серии ТСВ и канальный блокатор NMDA-рецепторов мемантин проявляют антидепрессантную активность, уменьшая вызванные резерпином птоз (ТСВ 31.54, Р<0,05) и гипокинезию (мемантин, Р<0,05). 
4. ТСВ 31.54, ТСВ 24.15 и ТСВ 24.85 на модели конфликтной ситуации демонстрируют анксиолитические свойства, увеличивая число наказуемых взятий воды в дозе 3 мг/кг (ТСВ 24.85), 10 мг/кг (ТСВ 24.15), либо обеих этих дозах (ТСВ 31.54). Анксиолитическая активность вышеназванных веществ не сопровождается миорелаксирующим действием. 
5. Как антидепрессивная, так и анксиолитическая активность соединений серии ТСВ реализуется за счет их способности негативно модулировать глицин-связывающие сайты NMDA-рецепторов и возникает при использовании доз, которые более чем в сто раз ниже средне-летальной дозы (LD50 = 1120 мг/кг).
6. Аркаин, а также адамантил-содержащие полиамины (ИЭМ 1490, ИЭМ 1460, ИЭМ 1592), в отличие от мемантина не обнаруживают антидепрессантных свойств (Р>0,05) на моделях неизбегаемого плавания и «резерпиновой депрессии», но демонстрируют продепрессивную активность, увеличивая суммарное время иммобилизации (ИЭМ 1490 на 53,5%, ИЭМ 1592 на 75,1% и ИЭМ 1460 на 64,7%, Р<0,05).
7. Антидепрессивные эффекты негативных модуляторов глицин-связывающих сайтов NMDA-рецепторов (соединения ТСВ) реализуются независимо от функционального состояния моноаминергической и ГАМК-ергической нейромедиаторных систем, что дает основания ожидать более быстрый клинический эффект этих соединений и большую терапевтическую эффективность.
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