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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Запальні процеси та больові синдроми різного ґенезу часто поєднані, і є тим, з чим доволі часто стикаються люди впродовж життя. [Varrassi G., Alon E., Bagnasco M, 2019]. Відчуття болю – це складний стан, який охоплює фізичні, соціальні та психологічні фактори, що часто призводить до зниження якості життя, втрати працездатності, інвалідизації, смерті [Hecke O van, Torrance N, Smith BH, 2013]. Відомо, що 34% загальної популяції та 62% людей похилого віку страждають на хронічний біль, який у тому числі супроводжується запаленням [Jackson T, Thomas S , Stabile V  та ін., 2016]. Біль, безсумнівно, погіршує якість життя хворих, але також є економічним тягарем як для людей, так і для системи охорони здоров'я в цілому. У 2019 році світовий ринок лікування хронічного болю було оцінено у 77,8 млрд. доларів і очікується, що він зросте на 6,5% протягом прогнозованого періоду (2020-2030) [P&S IPL, 2020].
 Сучасні методи лікування болю забезпечують не завжди адекватну тривалість та/або ступінь полегшення [Vardeh D, Mannion RJ, Woolf CJ, 2016]. Знеболюючі препарати можуть мати периферичну та центральну активність. Опіоїди реалізують знеболювальний та певний протизапальний ефект, як на периферичному, так і на центральному рівні [Stein C., Kuchler S., 2013] у той час, як антиноцицептивний ефект НПЗЗ в основному пов'язаний із їх загальним механізмом дії – інгібуванням ЦОГ-опосередкованого синтезу простагландинів [Scarpignato C, Lanas A, Blandizzi C  та ін., 2015]. Знеболюючі препарати, які існують, мають ряд побічних ефектів, що включають толерантність, залежність, дисфункцію шлунково-кишкового тракту, когнітивні порушення та вузьке терапевтичне вікно [Scarpignato C, Lanas A, Blandizzi C  та ін.,2015; O’Brien T, Christrup L.L., Drewes A.M., 2017]. Ад’ювантні аналгетики (антидепресанти, кортикостероїди, протиепілептичні засоби) окрім своєї основної фармакологічної активності здатні чинити протизапальну та аналгетичну дію [Nazimek K., Strobel S., Bryniarski P.  та ін., 2017; Hummig W., Kopruszinski C.M., Chichorro J.G., 2014; Rhen T, Cidlowski J.A., 2005], але в першу чергу залишаються засобами для лікування інших патологічних станів. Тому постає питання у створенні нового, безпечного та ефективного засобу із аналгетичним та протизапальним ефектом. 
Відомо, що похідні гідразонів мають широкий спектр фармакологічної дії: антипсихотичну, протизапальну, аналгетичну, антибактеріальну  та антимікробну [de Oliveira Carneiro Brum, Juliana та ін., 2020, Zeeshan, S., Naveed, M., Khan, A. та ін., 2019]. Існують докази, що наявність гідразонового фрагменту в деяких сполуках призводить для інгібування ЦОГ та 5-ЛОГ [Misra S., Ghatak S., Patil N. та ін., 2013], тому поєднання гідразонів з іншими функціональними групами призводить до утворення сполук з  унікальним фізико-хімічним характером [Almond M., 2013]. Саме завдяки своїй будові, а також прояву біологічних і фармакологічних властивостей, гідразони вважаються важливими для синтезу гетероциклічних сполук [Kohler O., 2014]. 

Введення атому брому у структуру комплексу у гідразидному фрагменті призводить до посилення фармакологічного ефекту. Експериментальні дані свідчать, що введення атому брому в пара-позицію арильного кільця призводить до посилення протисудомної дії – запобігає розвитку генералізованих клонічно-тонічних судом та клоніко-тонічної екстензії [Nesterkina M., 2018]. Гідразони є важливим класом лігандів для координаційної хімії, оскільки координуються з іонами металів за допомогою азометинового азоту [Vigato P.A.,Tamburini S., 2004].  Взаємодія олова з органічною групою через зв’язки O – Sn та N – Sn викликає значний інтерес для досліджень [Robina Aman, Garima Matela, 2013]. Відомо, що сполуки Sn виявляють ряд біологічних активностей, як-от протимікробна, шизонтицидна, протипухлинна та протималярійна [Chee D.N.A., Rodis M.L., 2015; Saeed A., Channar P.A. та ін. 2017;  Javed F., Sirajuddin M. та ін., 2016].

Саме тому викликає інтерес пошук, синтез та вивчення біологічно-активної речовини комбінованої дії, яка здатна проявляти протизапальну, аналгетичну та інші фармакологічні властивості.

Зв'язок роботи з науковими роботами, планами, темами. Дисертаційна робота була виконана відповідно до плану науково-дослідницької роботи МОН України у рамках теми «Дослідження фізико-хімічних та фармакологічних властивостей нових природних та синтетичних речовин з протизапальними властивостями» (2012-2016, № держреєстрації 0112U002387), «Молекулярні механізми зв’язування нових лігандів з аналгетичною, протизапальною та нейротропною активністю з TRP, ГАМК та гліциновими рецепторами» (2017-2019, № держреєстрації 0117U001102), та на кафедрі органічних та фармацевтичних технологій Одеського національного політехнічного університету в рамках науково-дослідної теми «Біологічно-активні ароматичні, аліциклічні та гетероциклічні сполуки, які впливають на центральну та периферичну нервову систему»  (№ держреєстрації 0118U004051).
Мета дослідження. Дослідження аналгетичної, протизапальної, антипіретичної, протисудомної, міорелаксантної, антидепресантної та анксиолітичної активностей нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду.
Завдання дослідження. У відповідності до мети визначено такі основні завдання дослідження:

1. Провести прогноз біологічної активності лігандів комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду і їхніх структурних компонентів за допомогою програми PASS.

2. Дослідити протизапальний ефект комплексів SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду і їхніх структурних компонентів при їх пероральному введенні на різних моделях запалення.  

3. Дослідити аналгетичний ефект комплексів SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду та їхніх структурних компонентів при пероральному та місцевому введенні.

4. Дослідити антидепресантну активність та міорелаксантну дію комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду та їхніх структурних компонентів при пероральному введенні.

5. Дослідити анксиолітичну активність комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду при пероральному введенні та їхніх структурних компонентів.
6. Вивчити протисудомну активність комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду та їх структурних компонентів при пероральному введенні по антагонізму з коразолом.

Об’єкт дослідження. Фармакологічні властивості комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду та їхніх структурних складових.
Предмет дослідження. Аналгетична, протизапальна, антипіретична, протисудомна, міорелаксантна, антидепресантна та анксиолітична активності нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду та їх структурні складові

Методи дослідження. Фармакологічні, токсикологічні, статистичні,  математичні.
Наукова новизна одержаних результатів.  Вперше проведено дослідження протизапальної дії саліцилоїлгідразонів бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду з оловом на моделях короткого і тривалого запалення. Доведено, що досліджені комплексні сполуки достовірно зменшують  розвиток експериментального запального процесу. Також встановлено, що комплексні сполуки саліцилоїлгідразонів бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду з оловом проявляють достовірний антипіретичний ефект.  За протизапальною та антипіретичною дією ці комплексні сполуки не поступаються референс-препарату ібупрофену. Встановлено, що обом комплексним сполукам – SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду – притаманна антиноцицептивна активність. Вперше було встановлено, що досліджувані комплексні сполуки виявляють антидепресантну дію, що перевищує за ефективністю референс-препарат амітриптилін. Визначено, що антидепресантний ефект комплексів не супроводжується збільшенням локомоторної активності. Також було встановлено, що обидві комплексні сполуки проявляють  седативний ефект у тестах “темно-світла камера” та “піднесений хрестоподібний лабіринт”. Встановлено наявність протисудомних властивостей комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду. 

Практичне значення одержаних результатів. Результати експериментального дослідження фармакологічних властивостей нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду свідчать про їх перспективність для подальшого поглибленого вивчення з метою створення на їхній основі лікарського засобу широкого спектра дії. Результати роботи впроваджено в учбовий процес кафедри органічних і фармацевтичних технологій Одеського національного політехнічного університету, кафедри фармакології та фармакогнозії Одеського національного медичного університету та наукову роботу Фізико-хімічного інституту ім О.В.Богатського НАН України.

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною науковою працею здобувача. Автором самостійно було здійснено інформаційний пошук та аналіз літератури за темою дисертації. Спільно з науковим керівником були сформульовані тема, мета та завдання дисертаційної роботи, визначені методи дослідження. Дисертантом самостійно було опрацьовано моделі та методи досліджень, відповідно до яких виконано експерименти, було оброблено отримані результати, проведено аналіз та узагальнення, оформлено таблиці та рисунки. Разом із науковим керівником сформульовано висновки та підготовлено публікації. У роботах, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі й узагальненні отриманих даних, підготовка статей до друку. Оформлення дисертаційної роботи й автореферату здійснено здобувачем самостійно.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи були оприлюднені на: міжнародній науково-практичній конференції «Вітчизняна та світова медицина: вимоги сьогодення» (Дніпропетровськ, 2014); міжнародній науково-практичній конференції «Роль та місце медицини у забезпеченні здоров’я людини у сучасному суспільстві» (Одеса, 2014); 1st International Electronic Conference on Medicinal Chemistry (Бельгія, 2015); І міжнародній  науково-практичній конференції «Сучасні погляди на актуальні питання теоретичної, експериментальної та практичної медицини» (Одеса, 2016); 29th European Neuropsychopharmacology Congress (Австрія, Відень, 2016); V національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 2017);  міжнародній  науково-практичній конференції «Роль сучасної медицини у житті людини та її місце у формуванні здорового способу життя» (Львів, 2017); 4th International Electronic Conference on Medicinal Chemistry (Бельгія, 2018); міжнародній  науково-практичній конференції «Вітчизняна та світова медицина в умовах сучасності» (Дніпро, 2018); міжнародній  науково-практичній конференції «Сучасні проблеми світової медицини та її роль у забезпеченні здоров’я світового співтовариства» (Одеса, 2018); міжнародній  науково-практичній конференції «Сучасні наукові дослідження представників медичної науки – прогрес медицини майбутнього» (Київ, 2019).

Публікації. За матеріалами дисертації було опубліковано 16 наукових робіт, в яких повною мірою відображено її зміст, у тому числі 5 статей у наукових фахових виданнях, рекомендованих ДАК МОН України (1 – іноземною мовою) та 1 у закордонних виданнях, 10 тез доповідей у матеріалах міжнародних та вітчизняних конференцій.

Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено українською мовою на 172 сторінках комп’ютерного тексту. Робота складається з анотації вступу, огляду наукових джерел, опису матеріалів та методів досліджень, 3 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів, висновків, списку використаної літератури та додатків. Робота проілюстрована 32 рисунками, 15 таблицями. Список використаних джерел містить 262 найменувань, з них 40 кирилицею, 222 латиною.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Для досягнення поставлених завдань у роботі було проведено експериментальні дослідження на лабораторних тваринах (білі нелінійні миші, масою 18-22 г та щури лінії Wistar, масою 180-250 г), що були отримані з віварію Одеського національного медичного університету. Експериментальні дослідження проводилися згідно з методичними рекомендаціями Державного фармакологічного центру МОЗ України (протокол №1 від 15.10.2013 р.) та відповідно до «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» [Страсбург, 1986]. У даній роботі було використано 686 мишей та 150 щурів. 

У роботі було досліджено дві комплексні сполуки саліцилоїлгідразонів бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду з SnCl4, які були синтезовані на кафедрі загальної хімії та полімерів ОНУ ім. Мечнікова МОН України, д.х.н., проф. Сейфулліною І.Й. та доц., к.х.н.  Шматковою  Н. В. 
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	Комплексна сполука I


(2-гідроксибензоїлгідразон бензальдегіду)
	Комплексна сполука ІІ 

(2-гідроксибензоїлгідразон  4-бромбензальдегіду) 


Дози комплексів розраховували виходячи із однакового вмісту залишку саліцилової кислоти у їх молекулах (для саліцилової кислоти – 40 мг/кг). Досліджувані сполуки вводили перорально у водно-твінової емульсії; дози комплексних сполук складали: для сполуки І – 147 мг/кг, для сполуки ІІ - 168 мг/кг. Як референс-препарати було використано: амітриптилін (ТОВ «Дослідний завод “ГНЦЛС”», Харків) – 20 мг/кг [Epureanu, F. B., 2019]; вальпроєва кислота (2-Propylvaleric Acid, TCI, Японія) – 400 мг/кг [Li B., 2014]; ібупрофен (TCI, Японія) – 15 мг/кг [Patricia L Foley, 2019], фабомотізол (Афобазол, ОТСфарм, Росія) – 5 мг/кг [Seredenin S.A., 2007]. Для вивчення вкладу складових у фармакологічну активність комплексів було використано наступні сполуки при пероральному введенні: саліцілоїлгідразон бензальдегіду (синтезовано Шматковою Н.В.) у дозі 94 мг/кг; саліцилоїлгідразон бромбензальдегіду (синтезовано Шматковою Н.В.) у дозі 92,6 мг/кг. Дози сполук, які вивчалися для встановлення вкладу їхніх функціональних груп у фармакологічну активність комплексів, було розраховано, виходячи з їх еквімолярного співвідношення з масою комплексів. Тварини контрольних груп отримували еквівалентні об’єми відповідного розчинника.
Аналіз залежності «структура – активність» сполук, функціональні групи яких входять у структуру комплексів І і ІІ,  проводили за допомогою програми PASS [Поройков В.В., 1999]. Вивчення протизапальної дії сполук проводили на моделях трипсин-, гістамін-, карагінан- та формалін-індукованого запалення [Стефанов О.В., 2001; Morris C. J., 2003]. Аналгетичну дію вивчали через певні проміжки часу (1, 3 і 5 годин) на моделях хімічного (аллілізотіоціонат та капсаіцин) [Стефанов О.В., 2001; Міронов А.Н., 2012]) та термічного (тест Гаряча пластина) [Hunskaar S., 1986], (тест Висмикування хвоста у воді) [Luiz D., 1988]  подразнення при пероральному введенні досліджуваних сполук. У якості референс-препарату для вивчення протизапальної та аналгетичної дії новосинтезованих сполук було обрано ібупрофен. Антидепресантну активність досліджували за допомогою тесту вимушеного плавання [Porsolt R.D., 1992] через певні проміжки часу (1, 3, 5 та 24 години). Анксиолітичну дію комплексних сполук вивчали шляхом дослідження орієнтаційно-дослідницьких реакцій експериментальних тварин за допомогою тестів «чорно-біла» камера [Лапін І.Г., 1999], «відкрите поле» [Stanford S.C. 1996; Лапін І.Г., 2000], «піднесений хрестоподібний лабіринт» [Лапин И.П., 2000] через 1, 3, 5 та 24 години після перорального введення сполук. Протисудомний ефект оцінювали по антагонізму з пентілентетразолем (1% розчин, швидкість 0,01 см3/с), що викликав клоніко-тонічні судоми (КТС) та тонічну екстензію (ТЕ) при його введенні у хвостову вену мишей через 3 і 24 години після попереднього введення досліджуваних сполук. 

Отримані дані обробляли за допомогою статистичного аналізу з використанням комп’ютерних програм, точкову оцінку результатів представляли у вигляді середніх значень та стандартної похибки середнього (M±m) [Трухачева  Н.  В., 2017], t-критерію Стьюдента та коефіцієнту достовірності Р [Гланц С., 1999; Ларін Г.Ф., 1990], відмінності вважали достовірними при p<0,05. Для порівняння різниці між групами застосовували однофакторний дисперсійний аналіз One-way (ANOVA).

Результати дослідження та їх обговорення. 
У результаті проведеного PASS-аналізу сполук, ліганди яких входять до структури комплексів І і ІІ, визначена вірогідність наявності аналгетичної (Ра(0,504-0,543), протизапальної (Ра(0,233-0,713), протисудомної (Ра(0,201-0,323), антипіретичної (Ра(0,274-0,765), антидепресантної (Ра(0,182) активностей. Отриманий прогноз став підґрунтям для дослідження in vivo спектру фармакологічної активності комплексних сполук І і ІІ.

Пероральне введення комплексних сполук І і ІІ у дозі 1750 мг/кг не призвело до загибелі жодної тварини, згідно із класифікацією хімічних речовин за ступенем небезпечності (за ГОСТ 12.1.007.76 «Шкідливі речовини. Класифікація та загальні вимоги нешкідливості») та за класифікацією К. К. Сидорова до відносно нешкідливих препаратів (VI клас) [І. Я. Коцюмбас, О. Г. Малик, І. П. Патерега та ін.,2006; И. М. Трахтенберг, В. А. Шаповалова, А. П. Викторов, 2002].

За результатами проведеного PASS-аналізу сполук, ліганди яких входять у структуру досліджуваних комплексів І і ІІ, можна припустити, що дані комплексні сполуки можуть інгібувати ЦОГ-1(Ра(0,130-0,235) і ЦОГ-2 (Ра(0,104). Отже, існував інтерес дослідити протизапальну дію комплексних сполук на різних моделях запалення для припущення можливих механізмів їхньої дії.  
Вивчення протизапальної активності на моделі каррагінан-індукованого запалення, показало, що через добу після початку експерименту приріст об'єму ураженої кінцівки для комплексної сполуки I склав 24% (p(0,01), а для комплексної сполуки II – 13% (p(0,05). Надалі для комплексної сполуки II спостерігали поступове зменшення об'єму ураженої кінцівки протягом 5 діб після початку експерименту. Необхідно відмітити наявність  менш вираженої протизапальної активності комплексної сполуки І у порівнянні зі сполукою ІІ. Було встановлено, що усі сполуки, ліганди яких входять до складу комплексів, проявляли певну антиексудативну дію (табл. 1). 
Таблиця 1 
Протизапальна дія сполук, що входять до складу комплексів 

(за показниками пригнічення запальної реакції,%), (М±m, n=5)

	Гр.
	Назва сполуки
	Показник пригнічення запальної реакції, %

	
	
	Після введення
	1 доба
	2 доба
	3 доба
	4 доба
	5 доба
	6 доба
	7 доба

	1.
	Ібупрофен
	0,0
	-11,7**
	-28,2**
	-33,3**
	-33,9**
	-27,5**
	-30,6**
	-33,1**

	2.
	Саліцилоїдгідразон бензальдегіду
	0,0
	-11,1**,##
	0**,##
	-12,5**
	-25**
	-14,3**,#
	-28,6**,#
	-28,6**

	3.
	Саліцилоїдгідразон 

4-бромбензальдегіду
	0,0
	22,2##
	12,5##
	0**,##
	-12,5**
	-14,3**,##
	-14,3**,##
	-14,3**,##


Примітка: * - p(0,05 (у порівнянні із контрольною групою). ** - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р(0,01). # - p(0,05 (у порівнянні із референс-препаратом).

На моделі гістамінового запалення через годину після початку розвитку запалення приріст об’єму запаленої кінцівки для комплексних сполук І та II склав 9% та 14% (р(0,01) відповідно, а через три години дані досягли контрольних показників, на відміну від показників контрольної групи. Усі сполуки, що досліджувалися для встановлення їхнього внеску у протизапальну дію комплексів, виявляли протизапальну активність, але поступалися за ефективністю комплексним сполукам І і ІІ. 


Обидві комплексні сполуки виявляють антиексудативну дію також на моделі формалінового запалення (табл. 2). Так, через 3 доби після введення формаліну об’єм ураженої кінцівки щурів збільшився на 72% у порівнянні з інтактними показниками. Починаючи з другого дня лікування, при пероральному введенні комплексної сполуки I, об’єм ураженої кінцівки щура зменшився приблизно на 19% (р(0,01), і в наступні дні експерименту дана тенденція зберігалася. На 14 добу лікування комплексною сполукою I показники цієї групи досягли показників інтактних тварин. Вивчення протизапальної активності саліцилової кислоти після перорального введення показало, що об’єм ураженої кінцівки зменшився на 37% (р(0,01) та наступні 8 діб спостерігалось повільне зменшення показників об’єму.
Таблиця 2 
Протизапальна дія сполук, що входять до складу комплексів 

(за показниками пригнічення запальної реакції,%), (М±m, n=5)

	                 Сполука

Час, доба лікування
	Ібупрофен
	Комплекс І
	Комплекс ІІ

	
	Показник пригнічення запальної реакції, %

	0
	0
	0
	0

	3
	-2.82
	0.48
	2.34

	4
	-11.21**
	-19.14**
	-11.64**

	5
	-17.24**
	-30.36**,#
	-11.05**

	6
	-20.92**
	-35.64**,##
	-17.82**,##

	7
	-31.57**
	-34.00**
	-29.29**,##

	8
	-33.86**
	-37.57**
	-37.14**

	9
	-25.80**
	-32.81**
	-34.39**,#

	10
	-30.09**
	-32.81**
	-36.65**

	11
	-32.96**
	-33.33**
	-30.66**

	12
	-40.80**
	-36.63**,#
	-32.38**

	13
	-43.07**
	-32.75**
	-30.42**

	14
	-41.52**
	-30.96**
	-28.50**,#

	15
	-42.67**
	-34.73**
	-31.20**

	16
	-28.13**
	-21.36**
	-18.89**


Примітка: * - p(0,05 (у порівнянні із контрольною групою). ** - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р(0,01). # - p(0,05 (у порівнянні із референс-препаратом), ## - p(0,01 (у порівнянні із референс-препаратом).
Поглиблену протизапальну активність комплексів вивчали на моделях трипсин-, гістамін-, каррагінан і формалін-індукованого запалення. Результати дослідження на моделі трипсин-індукованого запалення, показали, що для комплексних сполук І та ІІ протизапальний ефект спостерігався вже через годину після перорального введення, а приріст об’єму запаленої кінцівки становив 42,9% та 14% (р(0,01) відповідно у порівнянні з контролем. Обидві комплексні сполуки не поступались за дією реферес-препарату ібупрофену. 
Отже, за результатом проведеного PASS-аналізу було вирішено провести дослідження аналгетичної дії комплексних сполук І і ІІ. Аналгетичну дію шляхом фізичного впливу вивчали за тестом «гаряча пластина» (ГП) та «висмикування хвоста у воді». Введення комплексної сполуки І викликало достовірне збільшення латентного часу настання ноцицептивної реакції (підстрибування) (на 7 сек, р(0,05) вже через 1 годину після початку експерименту  у порівнянні із ібупрофеном. Через 3 години спостерігалося збільшення антиноцицептивної дії комплексу І (на 7,68 сек, p(0,01). Дані, отримані в результаті тесту «висмикування хвоста у воді», свідчать про антиноцицептивний ефект обох комплексних сполук на рівні дії референс-препарату ібупрофену.
Пероральне введення комплексних сполук І та ІІ викликало антиноцицептивний ефект на обох моделях хімічного подразнення (табл. 3), що поступаються за своєю дією референс-препарату ібупрофену. 

                                                                                              Таблиця 3
Вивчення аналгетичного ефекту сполук на моделях аллілізотіоціонат- і капсаїцин- індукованого подразнення(М±m, n=5)

	Час облизування кінцівок, с

	                               Час, години

Сполука
	1
	3
	5

	
	Капсаіцин

	Контрольна група
	72,8 ± 2
	72,8 ± 2
	72,8 ± 2

	Ібупрофен
	19 ± 1**
	16 ± 4**
	13 ± 1**

	Комплекс І
	29 ± 1**,#
	9 ± 2,5**
	4 ± 1**,#

	Комплекс ІІ
	31 ± 2**,#
	9 ± 2,5**
	5 ± 1**

	                                                              Аллілізотіоціонат

	Контрольна група
	64,19 ± 1,8
	64,19 ± 1,8
	64,19 ± 1,8

	Ібупрофен
	36,5 ± 2,5**
	38 ± 1**
	59 ± 2

	Комплекс І
	33 ± 6**
	35 ± 3**
	50,5 ± 2**,#

	Комплекс ІІ
	21,5 ± 0,5**
	50,5 ± 1,5**,#
	57 ± 5


Примітка: * - p(0,05 (у порівнянні із контрольною групою). ** - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р(0,01). # - p(0,05 (у порівнянні із референс-препаратом).

Тест гаряча пластина характеризує супраспінальний рівень аналгезії, тому використовується для вивчення центрального компоненту дії аналгетичних засобів [Ankier S.I., 1974].  Обидві комплексні сполуки І і ІІ не поступалися за своєю аналгетичною дією референс-препарату ібупрофену у тесті ГП. Також, дослідження ноцицептивної дії досліджуваних комплексів на моделях хімічного подразнення показало їхній можливий вплив на переферичний біль. 
Відомо, що людина, яка тривалий час страждає від хвороб, що супроводжуються болем та/або запаленням, відчуває себе пригніченою, роздратованою, емоційно нестабільною, має розлади сну, втому [Nugraha B., Gutenbrunner C., Barke A. та ін., 2019]. Часто біль є прогностичним фактором розвитку депресивних станів [Meyer T, Cooper J, Raspe H., 2007]. Тому було проведено додаткові дослідження для встановлення антидепресантної та анксиолітичної дії. 
Дослідження антидепресантної дії комплексних сполук І і ІІ у тесті Порсолта, у якості референс-препарату було обрано амітриптилін («золотий» стандарт групи антидепресантів). Аналіз даних, отриманих при проведенні тесту Порсолта, свідчить про наявність вираженої антидепресантної активності обох комплексних сполук протягом 24 годин дослідження як у порівнянні з контрольною групою (р(0,01), так і з референс-препаратом амітриптиліном (р(0,01) (рис. 2). Через 3 години після початку експерименту було встановлено, що пероральне введення комплексної сполуки І збільшує час активного плавання (90,3%, p(0,05).
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	Рис. 2 Антидепресантна активність комплексів у тесті Порсолта при пероральному введенні, (М±m, n=6).  Примітка: * - p(0,05 (у порівнянні із контролем).    ** - статистично значуща різниця у порівнянні з контролем (р(0,01). # - p(0,05 (у порівнянні із референс-препаратом). ## - p(0,01 (у порівнянні із референс-препаратом).





Комплексна сполука ІІ, що містить у своїй структурі атом брому, проявляла більш виразний антидепресантний ефект, протягом експерименту час іммобільності тварин не перевищував 10 сек, що може бути пов’язано з тривалим утриманням сполук у внутрішньому середовищі організму внаслідок достатньо високої ліпофільності (ліпофільність комплексу І – LogP 3.71, комплексу ІІ LogP 4.64).

Аналіз отриманих результатів свідчить про пригнічення локомоторної активності у тесті «відкрите поле» (рис. 3). Міжгрупові відмінності у поведінці тварин зареєстровано через 3 години після введення комплексних сполук І і ІІ. Так, через 3 години експерименту спостерігалось значне зниження кількості перетинів квадратів (на 80%, р(0,01). Подальше дослідження показало пролонгованість дії комплексних сполук та зменшення локомоторної активності тварин, що отримали комплекс І (на 53,9%, р(0,01) і комплекс ІІ (на 41,9%, р(0,01).
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	Рис. 3 Локомоторна активність досліджуваних сполук в тесті ВП у порівнянні з контролем у %. Примітка: * - p(0,05 (у порівнянні із контролем). ** - статистично значуща різниця у порівнянні з контролем (р(0,01). # - p(0,05 (у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом). ## - p(0,01 (у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).


Проведені дослідження показали, що зниження іммобільності, яке спостерігалося у тесті Порсолта, не було обумовлено збільшенням рухової активності (як показано в тесті ВП). Отже, антидепресантний ефект комплексних сполук не пов’язаний з психостимулюючим ефектом. Зменшення тривожності було підтверджено також за допомогою додаткових тестів: «темно-світла камера» і «піднесений хрестоподібний лабіринт». 

Відомо, що препарати, які відносяться до групи агоністів ГАМК, проявляють ряд фармакологічних ефектів: седативний, анксиолітичний, протисудомний та м’язорелаксуючий [Brohan J., Goudra G. Basavana, 2017]. Оскільки попередні дослідження комплексних сполук І і ІІ показали прояв седативної та анксиолітичної дії, а результати PASS-прогнозу вказують на ймовірний їх вплив ГАМК-ергічну систему, уявляло інтерес дослідити також їх протисудомну дію. 
Дослідження протисудомної активності комплексів І і ІІ проводили на моделі антагонізму з коразолом, фіксуючи мінімальні ефективні дози коразолу, що викликали клоніко-тонічні судоми (ДКТС) та тонічну екстензію (ДТЕ). Так, було показано, що вже через годину після початку експерименту показники ДКТС становили 152% і 158% (p(0,01) для комплексних сполук І і ІІ відповідно, проти 100% для контрольної групи тварин. Через 3 і 5 годин ДКТС для комплексу І становили 142% (p(0,01), а для комплексу ІІ активність зросла до 162% (p(0,01). Схожа динаміка зміни протисудомної дії спостерігалася під час вивчення показників ДТЕ. За результатами вивчення вкладу в протисудомну активність комплексів сполук, що входять до їх складу, було показано, що найбільшу активність показала саліцилова кислота, її показники за ДКТС та ДТЕ склали через 24 години 229% та 225% (p(0,01) відповідно, що майже не відрізняється від показників вальпроєвої кислоти, які склали 220% та 229% (p(0,01) відповідно.  

ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі наведено теоретичне обґрунтування та вирішено актуальне завдання фармакології – встановлено спектр фармакологічної активності комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду та експериментально обґрунтовано доцільність подальшої розробки нових лікарських препаратів з широким спектром фармакологічної активності на їхній основі. 

1. За допомогою PASS-аналізу сполук, ліганди яких входять до структури досліджуваних комплексів, було спрогнозовано спектр фармакологічної активності комплексів SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду і встановлено, що дані комплексні сполуки можуть проявляти аналгетичну (Ра(0,504-0,543), протизапальну (Ра(0,233-0,713), протисудомну (Ра(0,201-0,323), антипіретичну (Ра(0,274-0,765) та антидепресантну (Ра(0,182) активності.
2. Встановлено, що комплексні сполуки І та ІІ при пероральному введенні проявляють високу протизапальну активність, не поступаючись за ефективністю референс-препарату ібупрофену, пригнічуючи набряк на моделі формалін-індукованого запалення на 37,7% та 26,2% (перша доба лікування); трипсинового на 28,5% та 57,1% (1 година); гістамінового на 28,8% та 34% (1 година) та каррагінанового на 20,8% та 32% (1 доба) у порівнянні із контролем відповідно. Комплексна сполука ІІ проявляє більш виразну протизапальну дію на моделях формалін-, трипсин- і каррагінан-індукованного запалення, що може свідчити про її вплив на рецептори, які активуються протеїназами та на пригнічення циклооксигеназного шляху запалення.
3. Доведено, що комплексні сполуки І і ІІ проявляють виразний аналгетичний ефект на моделях хімічного та термічного ноцицептивного подразнення, зменшуючи час ноцицептивної реакції у 2,5 і 2,3 рази на моделі капсаїцин- та у 1,9 і 2,9 рази на моделі алліл-індукованого болю, відповідно, що дає можливість припустити їх взаємодію з TRPA1 і TRPV1. Комплексна сполука І переважала за виразністю аналгезії ібупрофен у 1,7 разів в тесті «гаряча пластина». 
4. За показниками антидепресантної активності комплексні сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду у тесті активного плавання перевищували показники референс-препарату амітриптиліну у 2 та 6 рази відповідно. Імовірно, реалізація антидепресантного ефекту пов’язана із інгібуванням МАО, про що свідчать результати PASS-прогнозу. Також було встановлено, що антидепресантна активність комплексних сполук не пов’язана із їхною психостимулюючою дією. В дозах 147 мг/кг (комплекс І) і 168 мг/кг (комплекс ІІ) сполуки не виявляли міорелаксантної дії. 
5. Було встановлено, що пероральне введення комплексних сполук І і ІІ надає седативний ефект у тесті ВП, що також підтверджується у тесті «ПХЛ» і «ТСК». Введення комплексної сполуки І викликало більш виразний седативний ефект у порівнянні із комплексом ІІ через 3 (11,4%) та 5 (6,8%) годин експерименту. 
6. Комплексні сполуки І і ІІ проявляють виразну протисудомну активність по антагонізму з коразолом при його внутрішньовенному введенні – через годину після перорального введення протисудомний ефект більш активної сполуки ІІ (похідне саліцилоїлгідразону 4-бромбензальдегіду) за показниками клонічних судом та тонічної екстензії перевищував показники контрольної групи на 58 % та 57,9%, та був співставним з ефектом референс-препарату (вальпроєва кислота).
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Дисертацію присвячено вивченню протизапальної, аналгетичної, антидепресантної, анксиолітичної, протисудомної та антипіретичної дії нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду при пероральному і місцевому введенні. Дослідження протизапальної та анальгетичної активності при пероральному введенні на основі нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду показало, що обидві комплексні сполуки є високоефективними протизапальними і аналгетичними засобами.

Було встановлено наявність антидепресантної активності нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду на моделі вимушеного плавання (тест Порсолта). Вже через 1 годину після перорального введення комплексів спостерігалася повна відсутність іммобільності мишей упродовж 3 хв тестування у порівнянні з контрольною групою. Пероральне введення нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду показало, що обидва комплекси є ефективними протитривожними засобами у порівнянні не тільки із контрольною групою, а із референс-препаратом фабоматізолом. Дослідження міорелаксантної дії комплексів показало, що дані сполуки не проявляють міорелаксантний ефект. Доведено, що комплексні сполуки проявляють протисудомну дію співставну з ефектом референс-препарату (вальпроєва кислота).
Ключові слова: комплексні сполуки, антидепресантна активність, пероральне введення, протизапальна активність, аналгетична дія.
ANNOTATION

Prokopchuk O.H. Complex compounds of Sn (IV) with salicyloylhydrazones of benzaldehyde as potential biologically active substances with anti-inflammatory, analgesic and concomitant pharmacological action.– Qualifying scientific work as a manuscript.

Thesis to obtain the academic degree of Candidate of Biological Sciences in speciality 14.03.05 – pharmacology. – State enterprise "Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine", Kyiv, 2021. 

The thesis is focused on the investigation of the anti-depressive, anxiolytic, anti-inflammatory, analgesic and anti-convulsive effect of new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde    when administrated orally. Influence of salicylic acid, benzaldehyde, 4-bromobenzaldehyde and tin ions on pharmacology activity of complexes was ascertained for the first time. Optimal dosage of complex compounds was ascertained to maintain maximum and safe pharmacology effect. Anti-inflammatory activity of new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde when administrated orally was ascertained on different models of inflammation (trypsin, histamine, 
carrageenan and formalin). Oral administration of benzaldehyde during investigation of anti-inflammatory activity on histamine inflammation models showed that 1 hour after commencement of study volume increase of injured paw was only 15% and 3 hours afterwards volume indicators reached the control indicators.  Anti-inflammatory activity of both complexes on histamine-induced inflammation model has no reliable statistic discrepancies and 6 hours after commencement of study volume indicators of injured paws reached control indicators. Salicylic acid showed anti-inflammatory activity on all models of inflammation, but most prominent effect was observed on formalin- and trypsin- induced inflammatory models. Both complex compounds showed high level of anti-inflammatory activity on formalin-induced inflammatory model due to decrease of morphological indicators by 65% and 80%, accordingly, comparing to control. It was ascertained on model of carrageenan-induced inflammation that after 24 hrs after commencement of study there was only 13% volume rise on injured paw with complex compound SnCl4 with salicyloylhydrazone 4-bromobenzaldehyde and 24,2% volume rise with complex compound  SnCl4 with salicyloylhydrazone benzaldehyde at the same time. Gradual volume decrease of injured paw was observed during next five days after commencement of treatment until achieving indicators of the volume of intact animals.

Investigation of analgetic activity of new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones of benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde showed that both complex compounds are effective analgetic remedy with mixed type of receptor interaction. Also components which were investigated for its contribution to functional groups pharmacological activity of complexes also contribute to its analgetic effect. Major contribution to analgetic activity of complex compounds on chemical model of algesia (capsaicin) is done by salicylic acid, indicators of nociceptive reaction statistically was not different from indicators  of groups which were receiving reference-drug Ibuprofen.
For the first time, the presence of antidepressant activity was found in new complex compounds of SnCl4 with salicyloylhydrazones of benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde in the model of forced swimming (Porsolt test). The results showed that in the test of "despair" oral administration of compounds I and II at a dose of 147 mg/kg and 168 mg/kg, respectively, certainly increased time of active swimming. Аfter 1 hour of oral administration of complexes I and II, there was a complete absence of immobility of mice for 3 minutes measurement in comparison with the control group. Indicators of active swimming significantly exceeded the data of the reference drug amitriptyline. Three hours after the start of the study, complexes I and II caused a decrease in the immobility time, so the data were 6sec. and 10sec. for complex compounds I and II, respectively. It can be assumed that contribution in anti-depressive effect is done by remnants of salicylic acid which confirmed by decrease of time of animals immobility during whole time of experiment. Salicyloylhydrazone benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde shown significant prolonged effect during 24 hrs of experiment. Investigation of muscle relaxant activity of complexes I and II showed that these compounds do not display muscle relaxant actitivty in in Rotarod-test when dosage is 147 mg/kg and 168 mg/kg, respectively. It was first ascertained anti-convulsive action of complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde on model of pentylenetetrazol-induced convulsions. It was proved that these complex compounds were showing prominent anti-convulsive action and was not different statistically from reference medicine-drug valproic acid during first 3 hours of study. Salicioloylhydrazone benzaldehyde, salicylic acid and stannum chloride (II) by DCTS and DTE indicators did not concede by efficiency in its turn to reference-drug valproic acid during 3 to 24 hours of study.

Thus, the study of complex compounds showed that they are promising antidepressants that exhibit pronounced anti-inflammatory, anticonvulsant and analgesic effects. 

Key words: complex compounds, anti-depressive activity, oral administration, anti-inflammatory activity, analgesic effect. 

АННОТАЦИЯ

Прокопчук Е.Г. Комплексные соединения Sn (IV) с салицилоилгидразонами бензальдегида как потенциальные биологически активные вещества с противовоспалительным, анальгезирующим и сопутствующим фармакологическим действием. - Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – ГУ «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины», Киев, 2021.

Диссертация посвящена изучению антидепрессивного, анксиолитического, противовоспалительного, анальгезирующего и противосудорожного эффектов новых комплексных соединений SnCl4 с салицилоилгидразонами бензальдегида и 4-бромбензальдегида при пероральном и местном введении.

Исследование анальгетической и противовоспалительной активностей при пероральном введении новых комплексных соединений SnCl4 с салицилоилгидразонами бензальдегида и 4-бромбензальдегида показало, что оба комплекса являются высокоэффективными анальгетическими и противовоспалительными средствами. 
Было установлено наличие антидепрессивного эффекта у новых комплексных соединений SnCl4 с салицилоилгидразонами бензальдегида и 4-бромбензальдегида на модели вынужденного плавания (тест Порсолта). Уже через час после перорального введения комплексов наблюдалось полное отсутствие иммобильности мышей в течение 3 мин тестирования по сравнению с контрольной группой. Пероральное введение новых комплексных соединений показало, что оба комплекса являются эффективными противотревожными средствами по сравнению не только с контрольной группой, а и с референс-препаратом фабоматизолом. Исследование миорелаксантного действия комплексов показало, что данные соединения не вызывают эффекта миорелаксации. Доказано, что данные комплексные соединения проявляют выраженное противосудорожное действие. 
Ключевые слова: комплексные соединения, антидепрессантное действие, пероральное введение, противовоспалительная активность, анальгетическое действие.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	4-брБА      – 4-бромбензальдегід      ЦНС           – центральна нервова система

БА 
         – бензальдегід                 LOX           – ліпооксигеназа

ВК              – вальпроєва кислота     СК              – саліцилова кислота

PTZ            – пентилентетразол        ЦОГ           – циклооксигеназа

НПЗЗ          – нестероїдний протизапальний засіб
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