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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми.  Біль, як відомо, є найпоширенішим симптомом, від якого страждають мільйони людей у всьому світі. За даними ВООЗ, больові синдроми складають одну із основних причин (від 11 до 40%) звернень до лікаря в системі первинної медичної допомоги [О. Есин и др., 2011; Т.Г. Романенко та ін., 2017; Т.А. Петрова и др., 2017; И.Ю.Головач, 2017].
Больове відчуття, як правило, є одним із основних проявів різноманітних гострих та хронічних запальних процесів. При цьому нестерпний   біль може негативно впливати на психічне, соціальне та духовне життя людини, що нерідко призводить до тривоги, депресії і навіть до самогубства [В.Й. Мамчур, 2010; О.Є.Ядловський, О.Д. Мовчан, 2011; О.В. Давидович и др., 2011; И.Ю. Головач, 2017; Т.Г. Романенко та ін., 2017].

Тому корекція болю, як і самого запалення, є актуальною проблемою фармакотерапії. На сьогоднішній день серед лікарських засобів, які найчастіше використовуються для послаблення запальної та больової реакцій організму, провідне місце посідають нестероїдні протизапальні засоби (НПЗЗ) або ненаркотичні анальгетики. Завдяки унікальному поєднанню фармакологічних ефектів (протизапального, знеболюючого, жарознижуючого та антитромботичного) НПЗЗ застосовуються практично в усіх галузях клінічної медицини [А.Е. Лєвих, 2010;  В.А. Насонова, Е.Л. Насонов, 20012; І.С.Чекман та ін., 2011; Е.В.Зорян, 2012; Н.М. Шуба та ін., 2016; А.Демецкая, 2017;  В. Николаенко, 2017; J.Martiel-Pelletier et al., 2003].
Разом з цим відомо, що НПЗЗ не завжди задовольняють клініцистів через недостатню ефективність та наявність низки серйозних побічних ефектів (гастро-, нефро-, гепато- та гемотоксичність), які значно обмежують їх застосування. До того ж безконтрольне вживання НПЗЗ може викликати загрозу здоров'ю або життю пацієнтів [І.П. Катеренчук, 2010; А.С. Свінціцький та ін., 2010; І.С.Чекман та співавт., 2011; А.С. Свінціцький та ін., 2012; И.Ю. Головач, 2017; К. Такеuсhі, 2012].
Тому сьогодні ведеться активний пошук нових молекул з виразною протизапальною та анальгетичною діями, придатних для створення на їх основі більш ефективних та безпечних НПЗЗ [А.І. Юрченко та співавт., 2013; О.Є. Ядловський, 2014;  Г.Л. Литвиненко, 2014;  А.Я. Коваль, 2015].
У зв'язку з цим нашу увагу привернули натрій ( 3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4] триазино [2,3-с] хіназолін-6-іл) алкілкарбоксилати (НТХАК) та їх галогеновмісні аналоги, яким притаманні антиоксидантна, протигіпоксична, церебропротекторна та протиішемічна властивості [С.В. Павлов, 2007; О.А. Ходаківський, 2008; Н.О. Семененко та ін., 2013;  Е.V. Росhelova et al., 2014]. Разом з цим відомо, що структурним аналогам зазначених сполук притаманна також протизапальна дія (А.І. Юрченко та ін., 2015). Широкий спектр фармакологічних ефектів похідних НТХАК дає підставу сподіватись на наявність у них антифлогістичних та анальгетичних  властивостей, що і стало підставою для проведення даного дослідження.

Зв’язок роботи з науковими планами, темами. Дисертаційна робота виконана в рамках НДР кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету (ВНМУ) ім. М.І. Пирогова за темою «Пошук та розробка нових шляхів оптимізації фармакологічних ефектів нестероїдних протизапальних засобів» (№ держреєстрації 0111U002571). Дисертант була співвиконавцем даної теми .

Мета та завдання дослідження.   Мета роботи - встановити наявність та ступінь протизапального і знеболюючого ефектів в ряду нових похідних (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4] триазино [2,3-с] хіназолін-6-іл) алкілкарбонових кислот та їх галогеновмісних аналогів,  виявити сполуку-лідера, конкурентоспроможну із диклофенаком та кеторолаком, довести її перспективність для створення нового НПЗЗ.

В зв’язку з цим вирішувались такі завдання:

 1. За допомогою молекулярного докінгу визначити афінність досліджуваних НТХАК та їх галогеновмісних аналогів до активного центру ЦОГ-1 та ЦОГ-2 з метою прогнозування антифлогістичної активності,

2. Провести скринінг протизапальної (антиексудативної) активності в ряду НТХАК на моделі карагенінового набряку у щурів, встановити залежність «структура - дія». Виявити сполуку-лідера, конкурентоспроможну з диклофенаком, дослідити її антифлогістичні властивості на моделях зимозанового та формалінового набряків.

3. Дослідити вплив сполуки-лідера на альтеративну та проліферативну фази запалення, її  жарознижуючу дію та гостру токсичність.

4. Охарактеризувати анальгетичну активність в ряду досліджуваних  НТХКА на моделях ноцицептивних реакцій, викликаних електричним, термічним та хімічним факторами. Провести фармакологічний аналіз опіоїдергічного компоненту в дії сполуки-лідера.

5. Оцінити лікувальну дію та безпечність сполуки-лідера в порівнянні з диклофенаком на моделі ад'ювантного артриту у щурів за динамікою клінічних, гематологічних, біохімічних та морфологічних показників.

6. Охарактеризувати вплив сполуки-лідера на перебіг екпериментального стоматиту.   

7. Дослідити деякі механізми  дії сполуки-лідера (вплив на активність ПГ- синтази та NO-синтази).
Об'єкт дослідження: перебіг запальних та больових процесів, змодельованих у лабораторних тварин.

Предмет дослідження: протизапальна та анальгетична дія нових похідних НТХАК.

Методи дослідження: фармакологічні, патофізіологічні, біохімічні, морфологічні, статистичні.
Наукова новизна отриманих результатів. В роботі теоретично обґрунтовано та експериментально доведено, що нові похідні НТХАК та їх галогеновмісні аналоги є носіями протизапальної та анальгетичної активностей.

У найбільшій мірі ці властивості притаманні натрієвій солі 4-(3-метил-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино-[2,3-c]хіназолін-6-іл) бутанової кислоти (сполука DSK -38). За ступенем протизапальної (протинабрякової) дії (карагенінова модель) за показником ЕД50 вказана сполука удвічі переважала диклофенак, а за анальгетичною активністю (при дії електричного, термічного та хімічного факторів) наближалась або співставлялась з диклофенаком і кеторолаком, переважаючи анальгін.

Вперше показано, що величина протизапального (антиексудативного) ефекту похідних НТХАК обумовлена наявністю [1,2,4]триазино-[2,3-c]хіназолінового циклу, визначається довжиною карбоксиалкільного фрагмента положення 6 і суттєво залежить від замісника положення 3 та наявності флуору  в молекулі положення 9.

На моделі ад’ювантного артриту вперше доведено, що за величиною лікувальної дії DSK-38 не поступається диклофенаку, а в окремих спостереженнях переважає його в ефективності за динамікою клінічних, гематологічних та біохімічних показників, проявляючи при цьому більшу беспечність щодо ШКТ. Вказана сполука є перспективною для місцевого застосування в стоматології у вигляді аплікації 4% розчину.

Пріоритетність отриманих результатів захищена патентом України на винахід №97586 «(3-R-8- R1-9-R2-10-R3-11-R4-2-оксо-2Н-[1,2,4] триазино [2,3-c]-хіназолін-6-іл) алкілкарбонові кислоти».

Практичне значення отриманих результатів.  Результати проведеного дослідження значно розширили наші уявлення про фармакодинаміку похідних НТХАК  та їх галогеновмісних аналогів. Встановення залежності «структура-дія» сприятиме цілеспрямованому синтезу нових сполук із заданою дією. Результати дослідження свідчать про перспективність поглибленого вивчення фармакологічних властивостей сполуки DSK-38 і можуть бути підгрунттям для її клінічної апробації в якості нестероїдного антифлогістика та ненаркотичного анальгетика. Отримані дані впроваджені у науковий та педагогічний процеси  кафедр фармакології Вінницького національного медичного університету (ВНМУ) ім. М.І.Пирогова, Одеського національного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, Івано-Франківського національного медичного університету, Буковинського державного медичного університету та ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗУ».

Особистий внесок дисертанта. Автор самостійно провів аналіз наукової літератури  за темою дисертації та патентно-інформаційний пошук, визначила мету і завдання дослідження. Опрацювала моделі запальних та ноцицептивних реакцій, особисто виконала всі експерименти. Провела статистичну обробку та аналіз отриманих результатів, які оформила у вигляді таблиць та рисунків, разом із науковим керівником сформулювала основні положення та висновки, написала і оформила дисертацію. Біохімічні дослідження проведено при консультативнй допомозі зав. кафедри біохімії та загальної хімії ВНМУ д. мед. н., проф. Н.В. Заічко, морфологічні дослідження – при консультативній допомозі д. мед. н, проф. кафедри патологічної анатомії ВНМУ С.В. Вернигородського.  
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації оприлюднені та обговорені на: Всеукраїнській наук.-практ. конференції «15-й Міжнародний медичний конгрес студентів та молодих вчених» (Тернопіль, 2011), 16-му Міжнародному медичному конгресі студентів та молодих вчених, присвяченому 55-річчю Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського (Тернопіль, 2012), 9-ій міжнародній студентській науковій конференції «Перший крок в науку - 2012» (Вінниця 2012), 3-ій Всеукраїнській науковій конференції «Хімія природних сполук» (Тернопіль, 2012), Національному конгресі фармацевтів «Клінічна фармація: 20 років в Україні» (Харків, 2013), 11-ій Міжнародній студентській науковій конференції «Перший крок в науку - 2014» (Вінниця, 2014), 18-му міжнародному медичному конгресі студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2014), 8-ій Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини» (Вінниця 2015), Національному конгресі патофізіологів України (Харків, 2016), 8-му Національному з»їзді фармацевтів України (Харків, 2016), двічі на 5-му Національному з»їзді фармакологів України  (Запоріжжя, 2017), 9-ій Всеукраїнській науково-практичній конференції з клінічної фармакології з міжнародною участю (Вінниця, 2017).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 19 наукових робіт, з яких - 5 статей у фахових виданнях, рекомендованих МОН України, одна у закордонному виданні, 13 тез доповідей на наукових форумах різного рівня, 1 патент України на винахід.

Обсяг та структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 202 сторінках друкованого тексту. Дисертація складається із вступу, огляду літератури, розділу "Матеріали та методи дослідження", 4-х розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів досліджень, висновків, додатків та переліку використаних джерел, який містить 243 посилання, з них 192 кирилицею та 51 латиницею. Робота ілюстрована 37 рисунками та 26 таблицями.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Експериментальні дослідження проведено на 968 нелінійних щурах обох статей  масою 140-240 г та 52 білих мишах обох статей масою 17-24 г, отриманих із віваріїв ДУ "Інститут фармакології та токсикології НАМНУ" та ВНМУ ім. М.І. Пирогова. Усі тварини утримувалися на стандартному водно-харчовому раціоні при вільному доступі до води та їжі. Тривалість карантину складала 14 діб.

Досліди проведено у лабораторіях кафедри фармакології ВНМУ  ім. М.І. Пирогова, атестованої комісією МОЗУ (свідоцтво про атестацію № 023/13 від 05.03.2013р.) та в ДУ "Інститут фармакології та токсикології НАМНУ" з урахуванням вимог належної лабораторної практики (GLP) згідно з Методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗУ [О.В. Стефанов, 2001], національними "Загальними етичними принципами експериментів на тваринах" (Україна, 2011). Евтаназію тварин проводили передозуванням ефіру. Дотримання біоетичних норм засвідчено висновком комітету з біоетики ВНМУ ім. М.І. Пирогова (протокол № 10 від 23.11.2017р.).

У дослідженні використано 25 оригінальних натрій (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-с]хіназолін-6-іл) алкілкарбоксилатів (НТХАК) та їх галогеновмісних аналогів, синтезованих на кафедрі органічної та біоорганічної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом     проф. С.І. Коваленко (рис.1). 


[image: image1.emf]DSK-73R=-CH

2

Ph,R

1

=H,n=2; DSK-72R=3,4-(Me)

2

C

6

H

3,

R

1

=H,n=2;

DSK-127R=4-i-PrC

6

H

4,

R

1

=H,n=2; AV-216R=t-BuC

6

H

4,

R

1

=H,n=2;

DSK-128R=4-FC

6

H

4,

R

1

=H,n=2; DSK-71R=4-MeOC

6

H

4,

R

1

=H,n=2;

AV-229R=Ph,R

1

=8-Me,n=2; AV-218R=Ph,R

1

=9-F,n=2;

AV-217R=Ph,R

1

=9-F,n=2; AV-223R=4-MeOC

6

H

4

,R

1

=9-F,n=2;

AV-232R=Ph,R

1

=10-Cl,n=2; AV-230R=4-MeC

6

H

4,

R

1

=10-Cl,n=2;

AV-231R=4-F-C

6

H

4,

R

1

=10-Cl,n=2; AV-227R=4-MeOC

6

H

4,

R

1

=10-Cl,n=2;

AV-228R=Ph,R

1

`=10-Br,n=2; AV-225R=4-MeC

6

H

4,

R

1

=Br,n=2;

AV-226R=4-FC

6

H

4,

R

1

=10-Br,n=2; AV-224R=4-MeOC

6

H

4,

R

1

=10-Br,n=2;

DSK-38R=Me,R

1

=H,n=3; DSK-74R=-CH

2

Ph,R

1

=H,n=3;

DSK-39R=Ph,R

1

=H,n=3; DSK-70R=4-MeC

6

H

4,

R

1

=H,n=3;

DSK-75R-3,4-(Me)

2

C

6

H

3,

R

1

=H,n=3; DSK-69R=4-MeOC

6

H

4,

R

1

=H,n=3;

DSK-77R=thienyl,R

1

=H,n=3

Na

+

O

O

-

N

N

N

N

R

O

(CH

2

)n

R

1


Рис. 1. Принципова будова натрій (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-с]хіназолін-6-іл) алкілкарбоксилатів та їх галогеновмісних аналогів

Скринінг досліджуваних НТХАК на наявність протизапального ефекту спочатку було здійснено методом молекулярного докінгу, як підходу до пошуку молекул з афінітетом до визначення біологічної мішені. В якості біологічних мішеней використано наступні макромолекули з Protein Data Bank (PDB): фермент ЦОГ-1 у комплексі з диклофенаком (РDВ ІD-3N8Y) та ЦОГ-2 у комплексі з целекоксибом (РDB ID-3LN1 [Protein Data Bank].

У подальшому кожну сполуку та еталонний НПЗЗ диклофенак в емпірично взятій дозі 10 мг/кг в/оч, протестовано на протизапальну активність на моделі карагенінового набряку - 0,1мл 1% розчину карагеніну (Siqma, США) вводили субплантарно у задню кінцівку щурів [О.В. Стефанов, 2001]. Антифлогістичну активність (у%) визначали на 3-й годині (пік запальної реакції – [Di Rosa et al., 1971]) за показником різниці (у мм) між товщиною ушкодженої та здорової лапки, яку вимірювали за допомогою механічного приладу [Г.І.Степанюк, 1989]. ЕD50 найбільш активних сполук тут і далі розраховували графічним методом за Литчфілдом-Уілкоксоном на підставі оцінки дії 3-х доз [М.Л. Беленький, 1963].  

Зимозановий набряк моделювали у щурів шляхом субплантарного введення 0,1 мл 2% суспензії зимозану (Sigma, США) у задню кінцівку. Величину набряку та антиексудативну активність речовин визначали як і у попередньому досліді .

Формаліновий набряк моделювали субплантарним введенням у праву задню лапу мишей 0,01 мл 2% водного розчину формаліну. DSK-38 та кеторолак вводили в/оч за 20 хв до флогогену. Через 4 год у всіх тварин під ефірним наркозом відокремлювали уражену і контрлатеральну кінцівки та зважували їх. Протизапальну активність (у %) визначали як і в попередніх дослідах.

Антипроліферативну дію досліджували на щурах на моделі ватної гранульоми [О.В. Стефанов, 2001]. Досліджувані речовини (у дозі ЕD50 за протизапальною активністю)  вводили в/оч за 1год до операції, а далі - щоденно протягом 7 днів. Вплив на альтеративну фазу запалення вивчали на моделі асептичного запалення шкіри, яке відтворювали у щурів на спині однократним підшкірним введенням 0,5 мл 9% розчину оцтової кислоти з одночасним в/оч введенням 6% розчину декстрану в дозі 330 мг/кг [Ф.П. Тринус и др., 1975; О.В. Стефанов, 2001]. Лікування проводили з 7-ї по 21-у добу експерименту в/оч введенням досліджуваних речовин, взятих у дозах, що становили їх  ЕD50.

Антипірогенну дію досліджували на щурах на моделі молочної лихоманки (0,5 мл знежиреного молока в/м на 100 г маси тіла тварини) [О.В. Стефанов, 2001]. Досліджувані речовини, взяті у дозах ЕD50, вводили в/оч на тлі максимального підвищення температури тіла (4 год). Антипірогенну активність речовин визначали за їх спроможністю (у %) знижувати підвищену температуру тіла тварин відносно контролю.

Знеболюючу дію оцінювали на моделях ноцицептивних реакцій, викликаних у щурів електричним, термічним та хімічним агентами. Електричне подразнення наносили на слизову оболонку прямої кишки тварини, яка знаходилась у плексиглазовому пеналі, від ЕСЛ-1 з параметрами: тривалість імпульсу 5 мс, частота імпульсів 5 імп/с [О.В. Стефанов, 2001]. 

Ступінь анальгетичного ефекту досліджуваних речовин, взятих у дозах 10 мг/кг, в/оч, оцінювали на 60 хв експерименту за динамікою  (у %) порогу больової чутливості (ПБЧ) відносно фону. ПБЧ визначали за величиною електричного струму (у В), який викликав вокалізацію тварин. При дії термічного фактору (занурювання хвоста тварин у воду t = 50,0 ± 0,20С [О.В. Стефанов, 1998] знеболюючу дію оцінювали за динамікою (у %) латентного періоду (сек) відсмикування хвоста відносно фонового показника. Досліджувані речовини вводили групам тварин за (45-60) хв до тестування.

Модель вісцерального болю ("корчі") моделювали шляхом в/оч введення щурам 0,6% розчину оцтової кислоти із розрахунку 0,2 мл на 100 г маси тіла [С.М. Дроговоз та ін., 2001]. Досліджувані речовини вводили одноразово в/оч за (45-60) хв. до відтворення ноцицептивної реакції.

Фармакологічний аналіз опіоїдергічного компоненту в анальгетичній дії  DSK-38 та трамадолу проведено згідно з методом [О.Є.Ядловський, 2014]. Дослідження гострої токсичності DSK-38 проведено на нелінійних щурах та мишах з використанням табличного методу [В.Б. Прозоровський, 1998]. На підставі показників ЛD50 та ЕD50 розраховували терапевтичний індекс (ЛD50/ЕD50).   

Ад'ювантний артрит моделювали шляхом одноразового субплантарного введення 0,1 мл повного ад'юванта Фрейнда  [О.В. Стефанов, 2001]. Лікування проводили з 14 по 28 день експерименту в/оч введенням групам тварин окремо DSK-38 (2 мг/кг) та диклофенаку (4 мг/кг). Дози обох речовин дорівнювали половині їх ЕD50 за антиексудативною активністю. Ступінь лікувального ефекту оцінювали на 28 добу експерименту за динамікою клінічних (величина набряку в ушкодженій кінцівці, ПБЧ, показник летальності), гематологічних та біохімічних показників запальної реакції.

Протизапальну дію оцінювали за динамікою (у %) товщини ушкодженої лапки, яку вимірювали за допомогою механічного пристрою  [Г.И. Степанюк, 1989], знеболюючу – за зміною (у %) ПБЧ при нанесенні електроімпульсного подразнення на слизову оболонку прямої кишки тварин від ЕСЛ-1 [О.В. Стефанов, 2001]. У всіх групах тварин визначали вихідні (фонові) дані до моделювання АА та на 14-ту та 28-му добу експерименту. 
Гематологічний аналіз крові проводили на автоматичному гемоаналізаторові Erma PCS-210 (Японія). Для гематологічних досліджень брали зразки цільної венозної крові з К2 ЕДТА. Для біохімічних досліджень використовували сироватку крові, яку отримували відомим методом [В.В. Меньшиков, 1987] шляхом центрифугування крові при 1500 g 15 хв. при t=18-22˚С.

Активність гама-глутамілтранспептидази (ГГТП) (КФ 2.3.2.2) в сироватці крові визначали уніфікованим методом за набором «ГГТ» (Філісіт-Діагностика, Україна) [В.В.Меньшиков. 1987]. Вміст сероглікоїдів (серомукоїдів) визначали турбодиметричним методом за набором «Сероглікоїди» (Філісіт-Діагностика, Україна). Вміст малонового диальдегіду (МДА) визначався за реакцією з тіобарбітуровою кислотою [И.Д.Стальная, Г.Г.Гаришвили, 1977].

Активність супероксиддисмутази (СОД, КФ 1.15.1.1) оцінювали за відсотком гальмування окиснення кверцетину [В.А Костюк, 1990].

Вміст загального білку в сироватці крові визначали біуретовим методом, вміст альбумінів – за реакцією з бромкрезоловим зеленим уніфікованими методами за наборами «Загальний білок» та «Альбумін» (Філісіт-Діагностика, Україна), розраховували вміст глобулінів  та альбуміново/глобуліновий (А/Г) коефіцієнт.

         Виразковий індекс розраховували згідно з методом [Л.В. Яковлева та ін., 2001].

        Для оцінки морфологічних змін синовіальної оболонки (СО) суглобів експериментальних тварин з АА гомілковостопні суглоби фіксували в 10% розчині нейтрального формаліну та піддавали декальцинації. Препарати внутрішніх органів готували за стандартною методикою, гістологічні зрізи товщиною 5-7  мкм  фарбували гематоксиліном і еозином, пікрофуксином за ван Гізоном, основним коричневим за Шубічем, комбінацією основного коричневого та міцного зеленого барвника, ШИК- реакції з альціановим синім [Г.Г. Автандилов, 2002, 2007].    

        Мікроскопію і фотографування гістологічних препаратів проводили за допомогою світлового мікроскопа OLIMPUS BX 41 при збільшенні у 40, 100, 200 і 400 разів. Отримували і обробляли знімки, проводили морфометрію та статистичну обробку за допомогою програми «Quick PHOTO MICRO 2.3». Вміст клітинних елементів визначали з розрахунку на одиницю умовної площі (1 мм2). При виконанні морфометричних досліджень керувалися основними засадами, викладеними в керівництві [Г.Г. Автандилова, 2002].

Модель експериментального стоматиту у щурів відтворювали шляхом аплікації на спинку язика кожної тварини 10 % розчину гідроксиду натрію [Т.П. Терешина и др., 1996]. Лікування здійснювали щоденно, впродовж 5 діб,  шляхом аплікації (2 хв) на корінь язика наркотизованої (тіопентал натрію, 30 мг/кг, в/оч) тварини 4% розчину DSK-38. Лікувальний ефект оцінювали (у %) на 6 добу за  різницею середньої маси язиків у групах лікованих та нелікованих тварин.
Визначення стабільних метаболітів оксиду азоту за реакцією з реактивом  Гриса в сироватці крові проведено згідно [Л.А. Данилова, 2003]. Спектрофотометрію проводили  за допомогою СФ-56 ЛОМО – спектр (Росія) при 540 нм. 

Сумарну активність NO-синтаз (сNOS+iNOS) в гомогенатах СОШ оцінювали за допомогою СФ-56 ЛОМО-спектр (Росія) за накопиченням НАДФ+ (340 нм) після інкубації в середовищі, яке містило: трис-HCl -50 ммоль; L-аргінін (Sigma, США) – 1ммоль/л; НАДФ Н – 1 ммоль/л; CaCl2 – 10 ммоль/л. Активність виражали у нмоль НАДФ+ на 1 мг білка за годину [В.В.Сумбаев, 2000].
Активність простагландин-Н-синтази (PGHS)  визначали спектрофотометричним методом [J.W. Burch, N.Stanford, P.W.Majerus, 1978; B.Halliwell, 1999]. В дослідженні використовували арахідонову кислоту адреналін, фосфат калію, трис-HCL та твін-20 (виробництво США). Ферментативну активність солюбілюзованого препарату визначали  за допомогою СФ-56 ЛОМО-спектр (Росія) як початкову швидкість накопичення окисненої форми адреналіну [А.Т. Мевх и др., 1982; Ю.А. Кузнецова и др., 1998; Ф.Ф. Боєчко, Л.О. Боєчко, 1993; Р.П. Виноградова, 2001; B. Halliwell, 1999].

Визначення вмісту білка в досліджуваних пробах проводили колориметричним  методом за Лоурі [Л.А. Данилова, 2003].

Статистичні методи дослідження включали розрахунки середніх арифметичних значень (М), їх похибок (±m). Достовірність міжгрупових відмінностей показників визначали  за допомогою параметричного t-критерію Ст’юдента, критерію рангових сум Вілкоксона (Wilcoxon Rank-Sum test), критерію Манна-Уітні та методу однофакторного дисперсійного аналізу (ANOVA). Відмінності вважали статистично достовірними при р≤0,05 [С.Н. Лапач и др., 2001]. 

          Результати дослідження оброблені за допомогою статистичного пакета програм «SPSS 16», «Microsoft Excel 2003», «STATISTICA for WINDOWS 7.0» (StatSoft Inc.). Нормальність розподілу оцінювали за критерієм Kolmogorov-Smirnov (D) Lilliefors, Shapiro-Wilk (W). У випадку розподілення відмінного від нормального, або аналізу порядкових змінних використовували Mann-Whitney U. Для двох не пов'язаних вибірок та для більшого числа вибірок використовували критерій Kruskal-Wallis H з подальшим порівнянням Games-Howell. Взаємозв'язок між досліджуваними змінними проводили, використовуючи процедуру бінарного регресійного аналізу.

Результати досліджень та їх обговорення

  Характеристика протизапальної дії НТХАК. За допомогою молекулярного докінгу встановлено, що в ряду досліджуваних НТХАК та їх галогеновмісних аналогів тільки сполука DSK-38, як і диклофенак, характеризується високим рівнем афінності щодо ферменту ЦОГ-1. Тоді, як високий рівень спорідненості щодо ферменту ЦОГ-2, як і целекоксибу, характерний для  DSK- 38, 70, 72, 75, 127, 128, AV-218 та AV-226. При цьому афінність DSK- 38  до ЦОГ-2 була на 40 % більшою, ніж до ЦОГ-1 (рис. 2).
 На підставі значень спорідненості досліджуваних сполук  до активного центру ферментів ЦОГ-1 та ЦОГ-2, візуалізації комплексу активного сайту ферментів та деякої подібності водневих зв’язків лігандів та сполук зроблено припущення, що зазначені сполуки, подібно до диклофенаку та целекоксибу, можуть проявити протизапальну активність і мати подібний механізм дії.

Передбачувана протизапальна активність в ряду досліджуваних НТХАК та їх галогеновмісних аналогів  проявилась на моделі карагенінового набряку задньої лапки у щурів: 13 похідних хіназоліну подібно до диклофенаку при в/оч введенні в організм в емпірично взятій дозі 10 мг/кг викликали статистично вірогідне зменшення запальної реакції в ушкодженій кінцівці і при цьому за величиною протизапальної (протинабрякової) активності (%)  розташувались у такий ряд: DSK-38 > диклофенак > AV-223 > DSK-39 >DSK -71 >DSK-127 > DSK-128 >AV-218 > AV-230 > AV-229 > AV-217 > AV-231 > DSK-74 >AV-224.
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Рис.2. Візуалізація докінгу досліджуваних сполук з активними центрами ЦОГ-1, ЦОГ-2: а – диклофенак – ЦОГ-1, б – DSK-38 – ЦОГ-1, с – целекоксиб – ЦОГ-2, д – DSK-38 – ЦОГ-2. 

В другій серії досліджень на моделі карагенінового набряку у щурів встановлено, що протизапальна (антиексудативна) дія у найбільш ефективних НТХАК, як і у диклофенаку, є дозозалежною. На підставі отриманих даних розраховано показники їх  антифлогістичної активності ED50  (табл.1).

                                                                                                                   Таблиця 1

Антиексудативна активність найбільш ефективних сполук та диклофенаку на моделі карагенінового набряку задньої лапки щурів на 3 годину спостереження.

	Сполука
	ED50 та її довірчий інтервал (мг/кг)

	Диклофенак
	8,0 ( 7,2  ÷  9,2)

	DSK-38 
	4,0 (3,4  ÷  5,1)

	AV-223 
	5,8 (5,1  ÷  6,7)

	DSK-39 
	7,8 (6,9  ÷  9,2)

	DSK-128 
	11,9 (10,9  ÷  13,4)

	DSK-127 
	14,2 (13,3  ÷  15,4)

	DSK-71 
	14.4 (13,2  ÷  15,9)


На підставі наведених даних можна зробити висновок, що найбільша за величиною протизапальна (протинабрякова) активність притаманна сполуці DSK-38, ED50 якої становить 4 мг/кг, тобто у 2 рази перевищує антиексудативну активність диклофенаку, ED50 якого дорівнює 8 мг/кг.

Аналіз «структура – дія» показав, що ступінь протизапального (антиексудативного) ефекту похідних НТХАК та їх галогеновмісних аналогів зумовлена наявністю [1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолінового циклу, визначається довжиною карбоксиалкільного фрагменту положення 6 і суттєво залежить від замісника у положенні 3 та наявності флуору у молекулі в положенні 9.

Антиексудативна дія DSK-38 (4 мг/кг, в/оч), як і диклофенаку (8 мг/кг, в/оч) та кверцетину (5 мг/кг, в/оч), відмічена також на моделі зимозанового набряку задньої лапки у щурів. При цьому за ефективністю похідне хіназоліну у лейкотрієнову фазу запалення (0,5 – 2 год) прирівнювалось до кверцетину (р>0,05), а в простагландиновому (3 год) наближалось до диклофенаку (р >0,05).

На моделі формалінового набряку задньої лапки щурів антиексудативна дія DSK-38 (4 мг/кг, в/оч) не зареєстрована, що свідчить про відсутність у цієї сполуки антагонізму до брадикініну та субстанції P, які утворюються при даній запальній реакції [І.А. Кравченко та ін., 2015; H. Wheeler-Acet,  A. Jo-Van, 1991].

Вплив DSK-38 (4 мг/кг, в/оч), як і диклофенаку (8 мг/кг, в/оч), на альтеративну фазу запалення проявився вірогідним прискоренням загоювання  дефектів шкіри, викликаних дією розчину оцтової кислоти. На 21 добу експеременту середня площа ран становила відповідно 7,6 ± 1,7 та 21,4 ± 4,8 мм2   проти  64,0 ± 5,4 мм2 в контролі (р<0,05).

DSK-38 (4 мг/кг), як і  диклофенаку (8 мг/кг), притаманна антипроліферативна дія, про що свідчила здатність обох речовин інгібувати (відповідно на 17,1 та 20,0 %, р<0,05) утворення грануляційної тканини на моделі ватної гранульоми у щурів.

DSK-38 (4 мг/кг, в/оч) притаманна жарознижуюча дія на моделі молочної лихоманки у щурів, за величиною якої вона практично співставлялась з диклофенаком (8 мг/кг, в/оч).

Характеристика анальгетичної активності НТХАК. Скринінг проведено на моделі ноцицептивної реакції, викликаної у щурів електроімпульсним подразненням слизової оболонки прямої кишки. Статистично вірогідний ефект (зростання  ПБЧ) , як і під впливом кеторолаку (2 мг/кг, в/оч), диклофенаку (10 мг/кг, в/оч) та анальгіну (250 мг/кг, в/оч) зареєстровано на тлі дії 12 сполук при їх одноразовому в/оч введенні тваринам в емпірично взятій дозі 10 мг/кг : DSK-38, 39, 71, 74, 127, 128, AV-216, 218, 223, 224 та 230. Для найбільш ефективних сполук та референс- препаратів на підставі оцінки 3-х доз графічним методом розраховано показник активності ED50, що представлено у табл.2.

                                                                                                                  Таблиця 2
Анальгетична активність найбільш ефективних похідних НТХАК, кеторолаку, диклофенаку та анальгіну на різних моделях ноцицептивних  реакцій

	Сполука
	ED50 та її довірчий інтервал (мг/кг)

	
	Електричний  фактор
	Термічний фактор (t = 50°С)
	Хімічний фактор («корчі»)

	DSK-38
	6,5 (5,3 ÷ 8,2)
	3,8 (3,2 ÷ 4,8)
	3,3 (2,6 ÷ 4,5)

	AV-223
	7,8 (5,9 ÷ 10,2)
	5,9 (5,1 ÷ 6,2)
	4,2 (3,5 ÷ 5,4)

	DSK-39
	11,4 (9,3 ÷15,4)
	4,6 ( 3,7 ÷ 6,1)
	3,8 ( 3,2 ÷ 4,9)

	DSK-127
	11,8 (9,7 ÷ 15,2)
	4,8 (3,9 ÷ 6,4)
	3,5 (2,8 ÷ 4,6)

	DSK-128
	12,0 (8,2 ÷ 19,4)
	8,3 (6,2 ÷ 12,4)
	5,8 (4,4 ÷ 7,2)

	DSK-71
	12,0 ( 8,4 ÷ 19,6)
	12,0 (8,2 ÷18,4)
	11,8 (8,6 ÷ 18,2)

	Кеторолак
	4,0 ( 2,9 ÷ 6,2)
	2,8 (2,1 ÷ 3,9)
	2,6 (1,0 ÷ 3,8)

	              Диклофенак
	3,5 (2,2 ÷ 5,9)
	6,6 (5,7 ÷ 8,2)
	3,2 (2,6 ÷ 4,3)

	Анальгін
	290,0(266 ÷ 342)
	252,0 (228 ÷ 284)
	120,0 (94 ÷160)


Знеболююча дія досліджуваних НТХАК проявилась також на моделях ноцицептивних реакцій, викликаних у щурів термічним (відсмикування хвоста з води за t=50°C) та хімічним фактором («оцтові корчі»). ED50 найбільш ефективних сполук, отриманих в обох дослідженнях, представлено в табл.2.

Оцінюючи дані, наведені у табл.2, можна зробити висновок, що за показником анальгетичної активності серед досліджуваних НТХАК сполукою-лідером є DSK-38. При болях, викликаних електричним подразником, вказана сполука за величиною ED50 поступалась кеторолаку та диклофенаку відповідно у 1,6 та 1,9 рази. При дії термічного фактора DSK-38 практично співставлялась з кеторолаком, перевершуючи диклофенак у 1,7 рази, а при дії хімічного подразника практично не поступалась обом референс-препаратам. Разом з цим на всіх 3-х моделях ноцицептивних реакцій  DSK-38 переважала в активності анальгін у (36-66) разів. За тривалістю анальгетичного ефекту при дії електричного подразника DSK-38 прирівнювалась до кеторолаку (150 хв), дещо перевершуючи диклофенак (120 хв).

Фармакологічний аналіз опіоїдергічного компоненту в анальгетичній дії сполуки DSK-38, який базується на антагоністичній взаємодії налоксону з наркотичними анальгетиками [М.Д. Машковський, 2017], показав, що поєднання налоксону (1 мг/кг, в/оч) з DSK- 38 (4 мг/кг, в/оч) в протилежність від поєднання з трамадолом (33 мг/кг, в/оч), не викликало послаблення больової реакції у щурів (зменшення тривалості латентного періоду болю на дію термічного фактора). Це дало підставу віднести DSK-38 до ненаркотичних анальгетиків.

Згідно з класифікацією К.К. Сидорова (1973), сполука DSK-38 може бути віднесена до практично нетоксичних речовин, оскільки її показники гострої токсичності ЛД50 при в/оч введенні щурам та мишам становлять відповідно 2820 (2300 ÷ 3400) та 2240 (1800  ÷2700) мг/кг.

Таким чином, похідні НТХАК та їх галогеновмісні аналоги є носіями протизапальної та знеболюючої активностей, які в найбільшій мірі проявились у натрієвої солі 4-(3-метил-2-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино-[2,3-с]хіназолін-6-іл) бутанової кислоти (DSK- 38), яку можна вважати сполукою-лідером в ряду досліджуваних НТХАК. У зв’язку з цим DSK-38  обрана для поглибленого вивчення її лікувальної дії на експериментальних моделях запальних процесів, зокрема при ад'ювантному артриті та модельному стоматиті у щурів.

Лікування щурів з ад’ювантним артритом (АА) з 14 по 28 день експерименту шляхом в/оч введення розчину DSK-38 (2 мг/кг), як і диклофенаку (4 мг/кг), викликало послабленням запальної реакції в ушкоджених кінцівках: в кінці експерименту їх товщина вірогідно зменшилась відповідно на 58,3 % та 53,5% відносно нелікованих (контрольних) тварин. Це супроводжувалось  зростанням величини показника ПБЧ відповідно на 54,5 % та 48,5% ( р < 0,05), що вказувало на наявність у обох речовин достатньо виразної знеболюючої дії.

В групі щурів з АА, лікованих DSK-38, була відсутня летальність, в той час, як на тлі диклофенаку 1 тварина із 7 (14,3 %) загинула від перфоративної виразки шлунка. Виразковий індекс в групі щурів, лікованих DSK-38, становив 0,04 проти 0,6 у тварин, які отримували диклофенак, тобто був в 15 разів меншим.

Отже, наведені дані свідчать про те, що DSK-38 притаманна достатньо виразна протизапальна та знеболююча дії у щурів з АА, за величиною  якої вона прирівнюється до диклофенаку, переважаючи його у безпечності щодо ШКТ. 

Зазначена диаміка клінічних показників запального  процесу при АА на тлі   DSK-38 корелювала  із позитивними змінами більшості гематологічних показників, серед яких найбільш показовими були зміни показників ШОЕ та лейкоцитів (рис.3).
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Рис. 3.  Вплив DSK-38 та диклофенаку на динаміку показників  ШОЕ та лейкоцитів  периферичної крові щурів з АА, M ± m, n=6–7

Примітки: 1.* - р ≤ 0,05 відносно показника інтактних щурів;

                   2. # - р ≤ 0,05 відносно показника контролю.

                          3. °- р ≤ 0,05 відносно диклофенаку.

 Так, за дії DSK-38 та диклофенаку показник ШОЕ знизився  відповідноу 2,8 та 2,0 рази, а концентрація лейкоцитів у периферичній крові відповідно на 62,6 % та 31,2 % (р<0,05) відносно групи контролю. При цьому за ефективністю DSK-38 вірогідно переважала референс-препарат, на тлі якого величини показників ШОЕ та лейкоцитів в кінці експерименту, на відміну від похідного хіназоліну, ще не досягли рівня інтактних тварин (рис. 3). Під дією обох речовин спостерігалась також нормалізація в крові кількості лімфоцитів та моноцитів без суттєвих змін кількості гранулоцитів. Разом з цим на тлі дії DSK-38, як і диклофенаку, мало місце усунення ознак анемії, на що вказувало відновлення рівнів показників кількості еритроцитів та гемоглобіну в крові.

 На лікувальну дію сполуки DSK-38, як і диклофенаку, при АА вказували також позитивні зміни біохімічних показників крові. В кінці експерименту мало місце вірогідне зниження в крові рівня МДА відповідно на 32,5 % та 25,4% при одночасному зростанні активності СОД відповідно на 44,0% (р<0,05) та 15,9 % (р>0,05) відносно нелікованих тварин. При цьому за здатністю посилювати антиоксидантний захист DSK-38 вірогідно переважала референс-препарат (табл.3).

                                                                                                                    Таблиця 3

Вплив DSK-38 та диклофенаку на динаміку біохімічних показників крові щурів з АА, М±m, n = 6 – 7.

	Умови досліду
	МДА, мкмоль/л
	СОД, ум.од./л
	Серомукоїд, ум.од
	     ГГТП, нмоль/хв.л

	Інтактні щурі
	4,91 ± 0,24
	50,63 ± 2,96
	0,186 ± 0,017
	23,36 ± 1,38

	АА без лікування (контроль)
	6,92 ± 0,29*
	40,53 ± 2,6*
	0,368 ± 0,045*
	38,31 ± 3,28

	АА + DSK – 38 
	4,67 ± 0,60°#
	58,36 ± 2,71 #°
	0,216 ± 0,014#
	19,78 ± 1,87#°

	АА + диклофенак
	5,16 ± 0,71#
	46,97 ± 2,84 
	0,243 ± 0,017*#
	28,70 ± 1,72*#°


Примітки:  1.* - р ≤ 0,05 відносно показника інтактних щурів;

               2. # -   р≤ 0,05 відносно показника контролю;

               3. ° -   р ≤ 0,05 відносно диклофенаку.

На зменшення ступеню запальної реакції на тлі дії DSK-38, як і диклофенаку, вказувала також позитивна динаміка вмісту в крові серомукоїду та активності ГГТП. При цьому за ефективністю DSK-38 в певній мірі переважала еталонний НПЗЗ, під впливом якого величини вказаних показників в кінці експерименту, на відміну від DSK-38, не досягали рівня інтактних тварин. За ступенем нормалізуючого впливу на активність ГГТП похіне хіназоліну  вірогідно переважало диклофенак (табл.3). Водночас лікувальна дія  DSK-38, в такій же мірі, як і диклофенаку, супроводжувалась нормалізацією фракцій альбумінів та глобулінів в крові та відновленням величини показника їх відношення.

Отже, наведені дані вказують на те, що за ступенем лікувального ефекту при АА сполука DSK-38 не поступається, а подекуди і переважає еталонний НПЗЗ, особливо за нормалізуючим впливом на показники ШОЕ, лейкоцитів, СОД та ГГТП, а також за безпечністю щодо ШКТ.

Зазначені переваги DSK-38 в лікувальній дії перед диклофенаком знайшли підтвердження при морфологічному дослідженні суглобів та внутрішніх органів тварин з АА. Так, у нелікованих щурів з АА у капсулі суглобів переважали дегенеративно – дистрофічні та атрофічні зміни з вираженим фіброзом суглобу і стінок судин, та з частковим заміщенням фіброзної тканини жировою клітковиною. Мало місце руйнування суглобового хряща, головним чином, за рахунок паннуса. Під впливом диклофенаку у місцях часткової деструкції суглобового хряща у підлеглій кістковій тканині, як правило, запальні та дегенеративно-атрофічні зміни поєднувались з інтенсивним утворенням грануляційної тканини та ділянками з новоутвореними кістковими балками. На відміну від диклофенаку, під дією DSK-38 поряд з ділянками дегенерації суглобового хряща завжди зберігались мало змінені його ділянки, зазвичай вільні від синовіального паннуса. Разом з цим зменшувались або усувались ознаки запалення як у суглобі, так і в периартикулярних волокнах.

При патоморфологічному дослідженні головних паренхіматозних органів щурів з АА, лікованих сполукою DSK-38,  не виявлено ознак гістотоксичності. В протилежність цьому при терапії АА диклофенаком мали місце вогнищеві дистрофічні зміни гепатоцитів та нирок, осередкова гіперплазія мозкової речовини наднирників, поверхневі та глибокі ерозії СОШ. Наведені дані свідчать про більшу безпечність DSK-38 порівняно з диклофенаком.

Лікувальна (протизапальна) дія DSK-38 зареєстрована також на моделі експериментального стоматиту у щурів. Двохвилинна протягом 5 днів аплікація 4 % розчину DSK-38 на корінь язика тварин з асептичним запаленням слизової оболонки ротової порожнини викликала зменшення на 26,7 % (р<0,05) показника середньої маси язиків відносно контролю ( табл.4).

                                                                                                                Таблиця 4

Вплив DSK-38 на масу язиків у щурів з еспериментальним стоматитом, M ± m, n= 7.

	Показник
	Групи тварин
	
	

	
	Інтактні щурі
	Асептичне запалення (контроль)
	Асептичне запалення + DSK-38

	Маса язиків, мг
	675,0 ± 47,8
	925,0 ± 57,4*
	678,0 ± 42,1 #


Примітки: 1. * - р<0,05 відносно інтактних тварин;  2. # - р<0,05 відносно контролю.

Наведені дані вказують, що DSK-38 спроможна усувати запальну реакцію при місцевому аплікаційному застосуванні при експериментальному стоматиті.

В механізмах дії DSK-38 та диклофенаку виявлено певні відмінності. Так, похідне хіназоліну, на відміну від НПЗЗ, практично не впливало на активність РGН-синтази в СОШ щурів, які попередньо голодували: показники інгібування активності вказаного фермента становили відповідно 8,1 % (p>0,05) та 38,1 %. Ці дані можуть бути свідченням відсутності у DSK-38, у протилежність від диклофенаку, антициклооксигеназної активності, що ймовірно лежить в основі низької гастротоксичності похідного хіназоліну.

Разом з цим на тлі введення щурам, які попередньо голодували, сполуки DSK-38, на відміну від диклофенаку, спостерігалось вірогідне зростання в крові тварин рівня стабільних метаболітів NO на 122% в той час, як під дією досліджуваного НПЗЗ даний показник знизився на 22,6 % (р>0,05) відносно контролю. Це корилювало із зростанням на тлі DSK-38  сумарної активності  NOS в СОШ на 53,1 % в той час, як під дією диклофенаку вона знизилось на 42,5%  (р<0,05) (рис.4).
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Рис. 4. Вплив DSK-38 та диклофенаку на: А - активність сумарної NOS в СОШ (нмоль/год×мг білка) та В - рівень стабільних метаболітів NO (мкмоль/л) у сироватці крові щурів, M ± m, n=8.

Примітки: 1. * -  р≤ 0,05 відносно контролю;

                   2. # -  р≤ 0,05 відносно диклофенаку;

                   3. ° - р ≤ 0,05 відносно інтактних тварин.

Ще однією із складових протизапального ефекту сполуки DSK-38, ймовірно, є наявність у неї, подібно до кверцетину, виразної антилейкотриєнової дії, що проявилось інгібуванням зимозанового набряку у щурів. В цьому полягає відмінність в механізмах антифлогістичного ефекту DSK-38 та диклофенаку, протизапальна дія якого, як відомо [В. И. Мамчур и др., 2005; М.Д. Машковский, 2017] зумовлена, головним чином, здатністю пригнічувати ЦОГ-2 – залежний синтез простагландинів як медіаторів запалення.

Висновки 
У дисертаційній роботі теоретично обгрунтовано та експериментально доведено доцільність цілеспрямованого синтезу та пошуку серед похідних (3-R-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино-[2,3-с]хіназолін-6-іл) алкілкарбонових кислот речовин із протизапальною та знеболюючою діями, перспективних для створення на їх основі нового НПЗЗ, конкурентоспроможного з диклофенаком.

1. Результати молекулярного докінгу свідчать, що серед досліджуваних НТХАК та їх галогеновмісних аналогів тільки сполука DSK-38, як і диклофенак, характеризується високим афінітетом до активного центру ЦОГ-1. Високий рівень спорідненості до ЦОГ-2, як і у целекоксибу, окрім  DSK-38, характерний також DSK-70, 72, 75, 127, 128, AV-218 та AV-226. Візуалізація комплексу активного сайту ферментів, деяка подібність водневих зв’язків лігандів та досліджуваних сполук вказує на наявність у них протизапальної активності та подібного механізму дії.

2. Превентивне одноразове, в/оч введення щурам похідних НТХАК, як і диклофенаку, в дозі 10 мг/кг сприяє зниженню величини запальної реакції в задній кінцівці, викликаної дією карагеніну. При цьому ступінь антиексудативного ефекту досліджуваних сполук зумовлена наявністю [1,2,4] триазино [2,3-с] хіназолінового циклу, визначається довжиною карбоксиалкільного фрагменту положення 6 і суттєво залежить від замісника в положенні  3 та наявності флуору в молекулі в положенні 9.

Показник ED50 сполуки-лідера - натрієвої солі 4-(3-метил-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино-[2,3-с]хіназолін-6-іл) бутанової кислоти (DSK-38), становить  4,0 мг/кг проти  8,0 мг/кг у диклофенаку.

За величиною антифлогістичного ефекту в лейкотрієнову фазу зимозанового запалення  DSK-38 (4 мг/кг, в/оч) співставляється з кверцетином (5 мг/кг, в/оч), вірогідно перевершуючи диклофенак (8 мг/кг, в/оч).

3. Сполука DSK-38 (4 мг/кг) подібно до диклофенаку (8 мг/кг) проявляє антиальтеративні, антипроліферативні, репаративні та жарознижуючі властивості. Середня площа шкірних дефектів, викликаних у щурів розчином оцтової кислоти, на 21 добу спостереження  була меншою від контрольного показника у 8,4 за дії DSK-38 та у 3 рази за дії диклофенаку (р<0,05). За величиною антипроліферативного та жарознижуючого ефектів  DSK-38 прирівнюється до диклофенаку. За величиною показника гострої токсичності ЛD50 для мишей та щурів (відповідно 2240,0 та 2820,0 мг/кг, в/оч) сполука DSK-38  відноситься до практично нетоксичних речовин за класифікацією К.К. Сидорова (1973).

4. Похідним НТХАК та їх галогеновмісним аналогам притаманна виразна знеболююча дія на моделях ноцицептивних реакцій, викликаних у щурів електричним, термічним та хімічним (оцтова кислота) агентами. ED50 сполуки-лідера (DSK-38) при електро-імпульсному подразненні слизової оболонки прямої кишки щурів становить 6,5 мг/кг проти 4,0 мг/кг у кеторолаку, 3,5 мг/кг у диклофенаку та 290,0 мг/кг у анальгіну. При цьому тривалість анальгетичного ефекту DSK-38, як і кеторолаку, становила 150 хв, а диклофенаку – 120 хв.

Сполука DSK-38  відноситься до ненаркотичних анальгетиків, оскільки, на відміну від трамадолу, її поєднання з налоксоном не супроводжується зменшенням величини знеболюючого ефекту.

5. Сполука DSK-38  (2 мг/кг) за курсового введення на тлі ад'ювантного артриту у щурів проявляє протизапальну та знеболюючу активність , що доведено зменшенням товщини лапки на 58,3% та зростанням ПБЧ на 54,5% (р<0,05) і проявляє, фактично,  рівноефективну до диклофенаку дію у дозі, вдвічі нижчій за дозу цього НПЗЗ. DSK-38  на фоні ад'ювантного артриту, як і диклофенак, нормалізує гематологічні (ШОЕ, кількість лейкоцитів, еритроцитів та вміст гемоглобіну в периферичній крові) і біохімічні показники, знижуючи вміст МДА на 32,5%, підвищуючи активність СОД на 44,0%  (р<0,05), знижуючи у крові вміст серомукоїдів на 41,3%, активність ГГТП на 48,4% та вміст білкових фракцій (р<0,05). Зазначені зміни гематологічних та біохімічних показників запальної реакції на тлі DSK-38  та диклофенаку  корилювали з позитивною динамікою  морфологічної картини ушкодженого суглоба та внутрішніх органів (шлунка, печінки, нирок та наднирників) щурів з ад'ювактивним артитом. Сполука DSK-38 є більш безпечною речовиною, ніж диклофенак, щодо ШКТ: виразковий індекс становив відповідно 0,04 та 0,6. 

6. 5-денне лікування експериментального стоматиту у щурів аплікацією 4% розчину DSK-38 сприяє вірогідному зменшенню маси ушкоджених язиків тварин на 26,7% відносно контролю, що є основою для можливого використання розчину даної сполуки в стоматології.

7. Сполука DSK-38 (2 мг/кг, в/оч), на відміну від диклофенаку (4 мг
кг, в/оч), не викликає статистично. вірогідного зниження активності РGН-синтази в СОШ. DSK-38  призводить до вірогідного зростання рівня стабільних метаболітів у крові тварин на 122,6%, тоді як диклофенак призводить до зниження їхнього рівня на 22,6% відносно контролю, що корилює з аналогічними змінами сумарної активності NOS в СОШ, про що свідчить зростання цього показник на 53,1% за дії DSK-38  та зниження на 42,5% за дії диклофенаку. Механізм протизапальної дії сполуки  DSK-38 у певній мірі пов'язаний з наявністю у неї антилейкотриєнового ефекту та спроможності відновлювати знижений рівень NO.
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Дисертаційна робота присвячена актуальній проблемі експериментальної фармакології – пошуку та вивченню речовин з протизапальним та анальгетичним ефектами, перспективних для створення нового НПЗЗ,  конкурентоспроможного з диклофенаком.

Наявність протизапальної дії  у натрій (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4] триазино [2,3-с] хіназолін-6-іл) алкілкарбоксилатів (НТХАК) та їх галогеновмісних аналогів прогнозовано за допомогою методу молекулярного докінгу, що в подальшому знайшло підтвердження на моделях карагенінового та зимозанового набряків кінцівки у щурів. Для найбільш ефективних НТХАК і референс-препарату диклофенаку розраховано показник антифлогістичної активності ЕД50, за величиною якого сполука-лідер DSK-38 удвічі переважає препарат-порівняння (ЕД50 становить відповідно 4,0 та 8,0 мг/кг в/оч). Встановлена залежність "структура-дія" у ряду досліджуваних НТХАК. 

За ступенем знеболюючої активності на моделях ноцицептивних реакцій, викликаних електричним, термічним або хімічним агентами, DSK-38 прирівнюється, а подекуди і переважає кеторолак та диклофенак і, особливо, анальгін. DSK-38, на відміну від трамадолу, не проявляє антагонізму до налоксону, тому може бути віднесена до ненаркотичних анальгетиків. DSK-38 відноситься до практично нетоксичних речовин, оскільки її ЛД50  для мишей та щурів становить відповідно 2240,0 та 2820,0 мг/кг в/оч. 

На моделі ад"ювантного артриту у щурів лікувальна дія DSK-38 (2 мг/кг, в/оч), як і  диклофенаку (4 мг/кг, в/оч), проявилась позитивною динамікою клінічних (послаблення запального та ноцицептивного ефектів в ушкодженій кінцівці), гематологічних (ШОЕ, концентрація лейкоцитів) та біохімічних (МДА, СОД, серумукоїд, гамаглутамілпептидаза) показникыв. При цьому за ефективністю  DSK-38 не поступалась, а часом і перевершувала диклофенак, особливо за безпечністю щодо ШКТ. Лікувальна дія DSK-38 (аплікація 4% розчину) мала місце також в умовах експериментального стоматиту у щурів. 

DSK-38 (4 мг/кг, в/оч), на відміну від диклофенаку (8 мг/кг, в/оч), не пригнічує активність PGH-синтази в СОШ, відновлюючи при цьому активність NOS.

У механізмі протизапального ефекту DSK-38, як і кверцетину, переважає антилейкотриєнова дія.

  Ключові слова: похідні (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-с]хіназолін-6-іл) алкілкарбонових кислот, диклофенак, кеторолак, анальгін, протизапальна та анальгетична дії, ад’ювантний артрит, експериментальний стоматит. 
SUMMARY
Yakubovska V.V. Experimental study of anti-inflammatory and analgesic effects of (3-R-2-oxo-2H-[1,2,4]triazino[2,3-c]hinazolin-6-il) alkylcarbonic acid derivatives. - Manuscript.
Dissertation for a candidate of medical sciences degree by specialty 14.03.05 – pharmacology. – SI «Institute of Pharmacology and Toxicology of NAMS Ukraine», Kyiv, 2018. 

The dissertation is devoted to the actual issue of experimental pharmacology - research and study of substances with anti-inflammatory and analgesic effects, promising for the creation of a new NSAID competitively with diclofenac.

The presence of anti-inflammatory effect in natrium (3-R-2-oxo-2H-[1,2,4]triazino[2,3-c]hinazolin-6-il) alkylcarboxylate (NTHAC) and their halogen-containing analogues are predicted using the molecular docking methodwhich was subsequently confirmed by models of carragenin and zymosanovyedema of the hind limbs of rats. For the most effective NTHAC and the reference-drug diclofenac calculated the index ED50 antiphlogistic activity, according the size of which the connection leader DSK-38 twice the drug comparison (ED50 was 4,0 and 8,0mg/kg, i/hrespectively). The degree of anti-exudative effect of the NTHAC was due to the presence in the structure [1,2,4]triazino[2,3-c]hinazolin cycle, is determined by the length of the carboxylase fragment at position 6 and substantially depends on the substitute in position 3, as well as the presence of a fluorine in the molecule at position 9.

Analgesic activity is also characteristic of the NTHACand its halogen-containing analogues, which was most pronounced in the DSK-38 compound on models of nociceptive reactions induced in rats by electrical, thermal and chemical factors. Under the influence of the thermal agent, the compound DSK-38 by the size of ED50 practically equaled with ketolorak (3,8 mg/kg, i/h), exceeding diclofenac (6,6 mg/kg, i/h) and especially analgin (252 mg/kg, i/h).

The compound DSK-38 refers to non-narcotic analgesics, because, unlike tramadol, its combination with naloxone does not cause a decrease in the amount of analgesic effect. DSK-38 by the magnitude of acute toxicity of LD50 for mice and rats (correspondingly, 2240.0 and 2820.0mg/kg, i/h) refers to practically non-toxic substances classified by K.K. Sidorov (1973).
The therapeutic effect of DSK-38, as well as diclofenac, was clearly manifested in the model of adjuvant arthritis in rats, as indicated by the positive dynamics of clinical [reduction of the degree of inflammatory (correspondingly, 58and 53%) and nociceptive effects (correspondingly, 54 and 48%) in the affected joint], hematologic (ESR, number of leukocytes) and biochemical (MDA, SOD, seromucoid, gamma-glutamyl peptidase). In these conditions, the DSK-38 was not inferior to the efficacy, and sometimes exceeded diclofenac safely with respect to the gastrointestinal tract.

Caused by DSK-38 and diclofenac, positive changes in the marked rates of adjuvant arthritis in rats correlated with positive dynamics of the morphological picture of joint damage. In this case, the ability to weaken the signs of destructive and degenerative processes in the joint and periarticular tissues, DSK-38 to some extent predominated reference drag. Unlike diclofenac, on the background of DSK-38 there were no signs of histotoxicity in the liver, kidneys and adrenal glands, and ulcerogenicityto the gastrointestinal tract. On the model of experimental toxic stomatitis in rats, course medical effect of DSK-38 (2-minute application with 4% solution) was shown by a decrease of 26,7% (p<0,05) the average weight of the tongue of the animal relative to the control. 
DSK-38 (4 mg/kg, i/h)unlike diclofenac (8mg/kg, i/h) does not inhibit the activity of PGH - synthase in the mucous membrane of the stomach of hungry rats, while restoring the activity of NO - synthase, which correlates with an increase in the level of stable metabolites of NO in the blood.
In the mechanism of anti-inflammatory effect DSK-38, as well as quercetin, antileukotrien action prevails.

Key words: (3-R-2-oxo-2H-[1,2,4]triazino[2,3-c]hinazolin-6-il)alkylcarbonic acid derivatives, diclofenac, ketorolac, analgin, anti-inflammatory and analgesic effects, adjuvant arthritis, experimental stomatitis.
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Диссертационная работа посвящена актуальной проблеме экспериментальной фармакологии – изысканию и изучению веществ с противовоспалительным и анальгетическим эффектами, перспективных для создания нового НПВС, конкурентоспособного с диклофенаком.

Наличие противовоспалительного действия у натрий (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-с]хиназолин-6-ил) алкилкарбоксилатов (НТХАК) и их галогенсодержащих аналогов прогнозировано с помощью метода молекулярного докинга, что в дальнейшем нашло подтверждение на моделях каррагенинового и зимозанового отеков задней конечности у крыс. Соединение-лидер – натриевая соль 4-(3-метил-2-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино-[2,3-с]хиназолин-6-ил)бутановой кислоты  (DSK-38) по антифлогистической активности  вдвое превышает диклофнак (ЭД50 составляет соответственно 4,0 и 8,0 мг/кг, в/б). Установлена зависимость «структура-действие». 

По степени анальгетической активности DSK-38 приравнивается или приближается к кеторолаку и диклофенаку, превосходя анальгин.  

Лечебное действие DSK-38 (2 мг/кг, в/б), как и диклофенака (4 мг/кг, в/б), на модели адъювантного артрита у крыс проявилось позитивной динамикой клинических [снижение степени воспалительного (соответственно на 58 и 53%) и ноцицептивного (cоответствннно на 54 и 48%) эффектов в пораженном суставе], гематологических и биохимических показателей течения заболевания. Это коррелировало с изменениями морфологической картины пораженного сустава. Лечебный эффект DSK-38 (апликация 4% раствором) отмечен также на модели экспериментального стоматита у крыс.

DSK-38 (4 мг/кг, в/б), в отличие от диклофенака (8 мг/кг, в/б), не угнетает активность PGH-синтазы в слизистой облочке желудка крыс, восстанавливая при этом активность NO-синтазы.

               Ключевые слова: производные ( 3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-с]хиназолин-6-ил) алкилкарбоновых кислот, диклофенак, кеторолак, анальгин, противовоспалительное и анальгетическое действия, адъювантный артрит, экспериментальный стоматит.
                                      Перелік умовних скорочень

АА - ад’ювантний артрит

в/м – внутрішньом’язево

в/оч - внутрішньоочеревинно
ВНМУ – Вінницький національний медичний університет

ГГТП – гама-глутамілпептидаза

ЕД50 – ефективна доза, що викликає зміну показника на 50%

ЛД50 – середньолетальна доза

МДА – малоновий диальдегід

НТХАК– натрій (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-с]хіназолін-6-іл)             алкілкарбоксилати

НПЗЗ – нестероїдні протизапальні засоби

ПБЧ – поріг больової чутливості

ПГ – простагландини

СО – слизова оболонка

СОД – супероксиддисмутаза

СОШ – слизова оболонка шлунка

ЦОГ – циклооксигеназа

ШКТ – шлунково-кишковий тракт
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				Інтактні щури		Контроль (0,9 % NaCl)		DSK - 38		Диклофенак

		А		7.54		9.26		14.18		5.32
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