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СПИСОК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
СYР450 – цитохром Р-450

ЦНС – центральна нервова система

УФ –ультрафіолетові спектри

ІЧ-спектри – інфрачервоні спектри
AUC – площина під кривою сумарної потужності епілептичних очагів

ГАМК – γ-аміномасляна кислота

БД – бенздіазепіни

ШКТ – шлунково-кишковий тракт

ЕКГ – електрокортикограма

ЕД50 – ефективні дози, у 50% тварин
LD50 – летальні дози, які викликають загибель у 50% тварин
ВСТУП
Більшість лікарських засобів, що мають пероральне призначення відносяться до ліпофільних сполук і їх всмоктування здійснюється за рахунок пасивної дифузії та активного транспорту. Такий процес включає трансцелюлярні та парацелюлярні механізми. Після всмоктування ліки зв’язуються з білками плазми крові й за їх допомогою циркулюють по органам та тканинам, а у деяких з них, наприклад, жировій – кумулюють.

Елімінація ліпофільних лікарських засобів можлива тільки при умовах перетворення (метаболізму) їх в більш гідрофільні метаболіти. Основним органом, що виконує таку функцію є печінка, так як, ендоепітеліальні клітини її синусоїдів вміщують загальні по розміру пори або фенестри, які здійснюють пасаж (перехід) плазмових протеїнів. Плазмові білки, з’єднанні з ліками, пасивно проходять крізь синусоїди у простір Дice. В подальшому препарат проходе у гепатоцит, де метаболізує до водорозчинного метаболіту. Каталізують таке перетворення ізоферменти цитохрому Р-450 (СYР450), що локалізуються в ендоплазматичній сітці гепатоцитів. Такі метаболіти можуть знову потрапити в кров, за рахунок синусного току й виводяться з сечею, або скрізь каналікулярну мембрану секретуватись у жовч з наступною екскрецією з калом. В деяких випадках лікарські засоби метаболізують безпосередньо у ШКТ, що приводить до так званої пресистемної елімінації (ефект першого проходження).

Зазначені особливості притаманні гідазепаму, що володіє оригінальним спектром фармакологічної активності, поєднуючи виразну анксіолітичну дію із спроможністю оптимізувати навчання та оперантну діяльність при незначних побічних ефектах та низькій токсичності [1]. Поєднання перерахованих властивостей визначає перевагу гідазепаму порівняно з відомими транквілізаторами, для більшості яких характерна седативна та міорелаксантна дії.

Фармакокінетичні параметри препарату були визначенні раніше [2 - 5] в дослідах на різних експериментальних тваринах з використанням міченого 14С гідазепаму у положенні «2» гетерокільця. Зважаючи на те, що молекула гідазепаму вміщує дві складові – бенздіазепін-2-он та гідразидний замісник, є всі підстави вважати, що шляхи метаболізму гідазепаму вивчені не в повній мірі. Це перш за все стосується механізмів реакцій окислення ацетилгідразидного фрагменту та гетерокільця в положенні «3» бенздіазепін-2-она. Можна припустити, що ці процеси відіграють вирішальну роль в елімінації препарату та реалізації фармакодинамічної дії. Це визначило напрям подальшого вивчення особливостей ферментативного усунення гідразидного замісника (N1-деалкілування та С3- гідроксилювання) у молекулі гідазепаму в умовах його інтрагастрального введення експериментальним тваринам.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Матеріали дисертації є фрагментами науково-дослідної роботи відділу фізико-хімічної фармакології Фізико-хімічного інституту ім. О.В. Богатського НАН України «Молекулярні механізми дії та конструювання біологічно активних речовин (нейротропних, противірусних, антимікробних)» (№ держреєстрації 0102V001629) «Прогнозування безпеки та ефективності лікарських засобів в реакціях метаболічної трансформації» (№ держреєстрації 01030007258). Дисертант є співвиконавцем цих тем.
Мета і задачі дослідження. Мета дисертації – провести дослідження елімінації (метаболізм та екскреція) гідазепаму в організмі щурів при введенні їм міченого 14С препарату у гідразидному радикалі та гетерокільці.

Теоретично обґрунтувати та експериментально довести вирішальну роль метаболітів гідазепаму в реалізації ними фармакодинамічної дії препарату.

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити наступні завдання:

1.         Синтезувати зразки гідазепаму, що вміщує 14С в гідразидному заміснику (для визначення N1-деалкілування) та у гетерокільці (для визначення С3-гідроксилювання).

2.         Оптимізувати систему методів тонкошарової хроматографії та мас-спектрометрії для встановлення структури (будови) метаболітів.

3.         Валідувати аналітичні методи кількісного радіохімічного визначення вихідних сполук та їх метаболітів.

4.         Провести інгібіторний аналіз процесів окислення гідразидного фрагменту та гетерокільця молекули гідазепаму, з метою визначення відповідних ізоформ цитохрому Р-450, що каталізує ці реакції.

5.         Обґрунтувати кінетичну схему та дати кількісну оцінку елімінації препарату при його інтрагастральному введенні.

6.         Провести аналіз фармакометаболічного профілю.
Об’єкт дослідження: елімінація (метаболізм та екскреція) гідазепаму.
Предмет дослідження: основні закономірності N1-деалкілування, С3-гідроксилювання гідазепаму та кінетика його екскреції.
Методи дослідження: радіохроматографічні, мас-спектрометрічні, фармакологічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів полягає в тому, що вперше встановлено механізми метаболізму гідазепаму методами інгібіторного аналізу за фармакокінетичними показниками, а саме процеси N1-деалкілування та С3-гідроксилювання, визначено роль ізоформ СYР450 в цих процесах.
Розроблена система методів, які забезпечують кількісну оцінку процесів метаболізму, розподілу в організмі введеної відповідної дози гідазепаму та елімінації препарату та його метаболітів.

Вперше поєднанням методів радіохроматографічного та мас-спектрометричного аналізів доведена будова метаболітів, що утворюються в організмі експериментальних тварин.

Розраховані константи швидкості елімінації та кінетичні показники метаболізму для гідазепаму та його метаболітів.

Вивчено протисудомний ефект гідазепаму та його метаболітів за умов осередкової епілепсії при аплікації різних судомних реагентів. Вперше показано, що дезалкілгідазепам та дезалгілгідроксигідазепам мають значно вищу активність ніж гідазепам.
Практичне значення одержаних результатів. Встановлено, що процеси метаболізму гідазепаму (N1-деалкілування та С3-гідроксилювання) каталізується відповідно ізоформами СYР3А4 та СYР2С19, які локалізуються у ШКТ та печінці. Цей факт необхідно враховувати при застосуванні інших лікарських засобів (субстратів, інгібіторів або індукторів СYР450) одночасно з гідазепамом, що може викликати побічну дію.

Одержані результати можуть бути впроваджені у навчальний процес медичних вищих учбових закладів.
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведено патентно-інформаційний пошук, аналіз наукової літератури за темою дисертації, визначена мета та завдання роботи, обґрунтована схема і методичні підходи досліджень, проведені експериментальні досліди. Проведено аналіз, систематизацію та статистичну обробку отриманих результатів у вигляді таблиць і графіків, розроблено основні положення і висновки дисертації, опубліковано головні результати роботи.
Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертаційної роботи представлені на науково – практичних конференціях: «Вчені майбутнього» (Одеса, 2005), «ІІІ Національний з’їзд фармакологів України» (Одеса, 2005), «IV З’їзд фармакологів» (Санкт-Петербург, 2007), «Конференція молодих вчених Південного регіону» (Одеса, 2007), «Актуальні питання фармакології» (Вінниця, 2007).

Публікації за темою дисертації. Опубліковано 6 робіт які опубліковані у наукових фахових журналах, затверджених ВАК України, 7 тез доповідей у збірниках наукових робіт.
ВИСНОВКИ
В дисертації наведено теоретичне обґрунтування та експериментальне вивчення механізмів реакцій метаболізму та елімінації гідазепаму в організмі щурів. Теоретично обґрунтовано та експериментально доведено вирішальну роль метаболітів гідазепаму в реалізації ними фармакодинамічної дії препарату. Досліджено процес N1-деалкілування гідазепаму, при введенні в організм індукторів та інгібіторів ферментної системи, що каталізує процес окислення молекули гідазепаму.

1.          Синтезовано гідазепам та його мічені радіоактивним ізотопом аналоги, що у гідразидному та у гетерокільці містять 14С. Питома радіоактивність одержаних зразків дорівнювала для гідазепаму 0,07 Ки/моль, для деметилгідазепаму – 0,003 Ки/моль. Сполуки мають високу чистоту, що дає змогу використовувати їх у фармакокінетичних дослідженнях.

2.          Оптимізована система методів тонкошарової хроматографії та мас-спектрометрії при встановленні структури метаболітів та визначенні шляхів метаболізму гідазепаму. Методами радіохроматографії розділені ліпофільні метаболіти гідазепаму, та при мас-спекторметрії встановлена їх будова (N1-деалкільне похідне та його 3-гідроксильний метаболіт). Гідрофільні метаболіти представлені у екскретах щурів – ацетілгідразидом.

3.          Валідовано аналітичні методи кількісного радіохімічного визначення вихідних сполук та їх метаболітів. Визначено стабільність речовини у біоматеріалі, чистота препарату її специфічність та точність у зразках.

4.          Проведено інгібіторний аналіз процесів окислення гідразидного фрагменту та гетерокільця молекули гідазепаму, й визначено відповідні ізоформи цитохрому Р-450, який каталізує ці реакції. Встановлено основний шлях елімінації гідазепаму – екскреція з калом 55,8 % та сечею 8,3 %. Введення індуктору фенобарбіталу привело до зменшення t1/2 у екскретах, що пов’язане з збільшенням концентрації CYP450 в організмі. Інгібітори CYP450 омепразол та кетоконазол виявили зменшення показників у зразках.

5.          Обґрунтована кінетична схема та визначена кількісна оцінка елімінації препарату. За результатами експериментів встановлено, що фармакокінетичні параметри гідазепаму (t1/2, Cl, C0, kel та MRT) змінюються в залежності від типу індуктору (фенобарбітал) та інгібіторів (омепразол, кетоконазол) CYP450, що вводилися безпосередньо до прийому гідазепаму.

6.         Проведено аналіз фармакометаболічного профілю гідазепаму та його метаболітів, визначено протисудомну активність по коразоловому тесту (ED50 = 0,36 мг/кг) та протиепілептична активність засобів при аплікації судомних реагентів на кору головного мозку й розрахована гостра токсичність (LD50 = 1700 мг/кг) для препаратів, що досліджувались. 
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