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АНОТАЦІЯ
Прокопчук О.Г. Комплексні сполуки Sn(IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів як потенційні біологічно активні речовини з протизапальною, аналгетичною та супутньою фармакологічною дією.  – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.  
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ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» (захист), Київ – 2021
Дисертацію присвячено вивченню протизапальної, аналгетичної, антидепресантної, анксиолітичної та протисудомної дії нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду при пероральному введенні.
Було встановлено оптимальну дозу комплексних сполук, яка може забезпечити максимальний та безпечний фармакологічний ефект. 
Дослідження протизапальної активності нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду при пероральному введенні було проведено на різних моделях запалення (трипсинове, гістамінове, каррагінанове та формалінове). Дослідження протизапальної активності комплексних сполук І і ІІ на моделі гістамінового запалення показало, що через годину після початку експерименту приріст об’єму запаленої кінцівки склав лише 15%, а через три години показники об’єму сягнули контрольних значень. Протизапальна активність обох комплексів на моделі гістамін-індукованого запалення не має достовірних статистичних відмінностей, а через 6 годин після початку експерименту показники об’єму запалених кінцівок досягли контрольних. Саліцилова кислота проявляє протизапальну активність на усіх моделях запалення, але найбільш виразний ефект спостерігався на моделях формалін- та трипсин-індукованого запалення. 
Обидві комплексні сполуки показали високий рівень протизапальної дії на моделі формалін-індукованого запалення за рахунок зниження морфологічних показників на 65% і 80%, відповідно, у порівнянні із контролем. Імовірно, що висока ефективність комплексної сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразоном 4-бромбензальдегіду обумовлена синергізмом дії 4-бромбензальдегіду і саліцилової кислоти, які входять до його структури.
На моделі каррагінан-індукованого запалення було встановлено, що через добу після початку експерименту приріст об'єму запаленої кінцівки для комплексної сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразоном 4-бромбензальдегіду склав всього 13%, у той час як для комплексної сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразоном бензальдегіду дані приросту становили 24,2%. Надалі спостерігалося поступове зменшення об'єму запаленої кінцівки протягом п'яти діб після початку лікування і досягнення показників об'єму інтактних тварин. 
На різних моделях індукції больової реакції було доведено, що пероральне введення нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду проявляють виразну активність на моделях хімічно- і термічно-індукованого болю. У якості референс-препарату було обрано ібупрофен у дозі 15 мг/кг. 
Було доведено, що пероральне введення нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду проявляють виразну аналгетичну активність на моделях хімічно- і термічно-індукованого болю. 
Вперше було встановлено наявність антидепресантної активності нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду на моделі вимушеного плавання (тест Порсолта). Результати досліджень показали, що у тесті Порсолта пероральне введення сполук I та II у дозі 147 мг/кг і 168 мг/кг, відповідно, достовірно збільшувало час активного плавання. Через 1 годину після перорального введення комплексів І і ІІ спостерігалася повна відсутність іммобільності мишей упродовж 3 хв. вимірювання у порівнянні з контрольною групою. 
Показники активного плавання істотно перевищували дані референс препарату амітриптиліну. Через три години після початку експерименту комплексні сполуки І і ІІ викликали зниження часу іммобільності, так дані склали 6 с. та 10 с. для комплексних сполук І і ІІ, відповідно. Протягом п’яти годин спостерігалася антидепресивна дія досліджуваних сполук, які в середньому зменшували час іммобільності тварин до 6 с. і 2 с., відповідно. Введення бензальдегіду та саліцилоїлгідразону бензальдегіду впродовж першої години зменшувало час іммобільності тварин до 2 с. і 24 с, відповідно. Встановлено, що комплексна сполука ІІ, що містить у своїй структурі атом брому, проявляла виразний антидепресантний ефект, протягом експерименту час іммобільності тварин не перевищував 10 с. Через 24 години експерименту антидепресантний ефект амітриптиліну був практично відсутній, у той час, як антидепресантна дія комплексних сполук залишалась на досить високому рівні, час активного плавання складав 20 с та 2,5 с. відносно контролю для комплексної сполуки І і ІІ, відповідно, що свідчить про пролонгованість їх дії.
Можна припустити, що свій вклад у прояв антидепресантного ефекту вносить залишок саліцилової кислоти, що підтверджується зниженням часу іммобільності тварин протягом усього експерименту. У свою чергу саліцилоїлгідразони бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду показали виразний пролонгований ефект протягом 24 годин експерименту. 
Дослідження міорелаксантної дії комплексів І і ІІ показало, що дані сполуки не проявляють міорелаксантної активності у тесті «обертового стиржня» у дозах 147 мг/кг і 168 мг/кг, відповідно. 
Вперше було встановлено протисудомну дію комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду на моделі коразол-індукованих судом. Доведено, що дані комплексні сполуки проявляли протисудомну дію співставну за своєю ефективністю з референс-препаратом вальпроєвою кислотою впродовж перших 3 годин експерименту. Надалі протисудомна активність комплексних сполук знижувалась і поступалась за ефективністю референс-препарату. У свою чергу саліцилоїлгідразон бензальдегіду, саліцилова кислота та хлорид станнуму (ІІ) за показниками ДКТС і ДТЕ впродовж 3 та 24 годин не поступалися за ефективністю референс-препарату вальпроєвій кислоті.
Таким чином, досліджені комплексні сполуки є перспективними протизапальними і аналгетичними засобами, що проявляють додатковий виразний антидепресантий, протисудомний, седативний та анксиолітичний ефекти. 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. 
Ключові слова: комплексні сполуки, антидепресивна активність, пероральне введення, протизапальна активність, анальгетична дія.

SUMMARY
Prokopchuk O.H Complex compounds of Sn (IV) with salicyloylhydrazones of benzaldehydes as potential biologically active substances with anti-inflammatory, analgesic and concomitant pharmacological action. – Qualification scientific work with the manuscript copyright.
The thesis for obtaining scientific degree of Candidate of biological sciences (Doctor of Philosophy) by speciality 14.03.05 – “Pharmacology” (09 – Biology). - Odesa national polytechnic university MES Ukraine (implementation of the thesis), Odesa - 2021.
State Institution «Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine» (defense), Kyiv – 2021.  
The thesis is focused on the investigation of the anti-inflammatory, analgesic, anti-depressive, anxiolytic, and anti-convulsive effects of new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde when administrated orally. 
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 (tripsin, histamine, 
carrageenan and formalin).  For treatment of inflammatory process investigated compounds were administered orally as emulsive solution in tween-80. Oral administration of benzaldehyde during investigation of anti-inflammatory activity on hystamin 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 tripsin- 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. Probably, that high efficiency of complex compound SnCl4 with salicyloylhydrazone 4-bromobenzaldehyde stipulated by synergy action of 4-bromobenzaldehyde and salicylic acid which forms its structure. 
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. 
It was ascertained on different induction models of pain reaction that oral administration of new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones of benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde demonstrate significant activity on models of chemical and thermal – induced pain. It was proved on different models of pain induction reaction that oral administration of new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde show significant activity on models of chemical and thermal-induced pain. Ibuprofen was chosen as a reference drug with dosage of 15 mg/kg.
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. The antidepressant effects of the test compounds were observed for five hours, reducing the immobilization time of the animals by 6sec. and 2sec., respectively. Administration of benzaldehyde and salicyloylhydrazone benzaldehyde during the first hour reduced animal immobilization time and depression by 2sec. and 24sec., respectively. 
It was found that complex compound II, which contains a bromine atom in its structure, showed a pronounced antidepressant effect, during the study the immobilization time of the animals did not exceed 10sec. After 24 hours of study, the antidepressant effect of amitriptyline was virtually absent, while the antidepressant effect of complex compounds remained at a fairly high level, active swimming time was 20sec. and 2.5sec relative to control 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 24hrs of experiment. 
Investigation of muscle relaxant activity of complexes I and II showed that these compounds do not display muscle relaxant activity 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. Further anti-convulsive activity of complex compounds was decreasing and conceded by activity to reference medicine. We are referring decrease of anti-convulsive action with processes of elimination compounds from organism of experimental mice, but this process is slow. Salicioloylhydrazone benzaldehyde, salicylic acid and stannum chloride (II) by DCTS and DTE indicators didn’t concede by efficiency in its turn to reference-drug valproic acid during 3 to 24 hours of study.
Study of anti-pyrogenic activity on new complex compounds SnCl4 with salicyloylhydrazones benzaldehyde and 4-bromobenzaldehyde has demonstrated it’s anti-pyrogenic efficiency which was not different statistically from reference drug ibuprofen.
Thus, the study of complex compounds showed that they are promising antidepressants that exhibit pronounced anti-inflammatory, anticonvulsant and analgesic effects. 
The results are implemented in the educational process of the Department of Organic and Pharmaceutical Technologies of Odessa National Polytechnic University, of the Department of Pharmacology and Pharmacognosy of Odessa National Medical University and  in the scientific work of the Bogatsky Institute of Physics and Chemistry of the NAS of Ukraine.
Key words: complex compounds, anti-inflammatory activity, analgesic effect, anti-depressive activity, oral administration. 
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	КТС
	– клоніко-тонічні судоми

	МЕД
	– мінімальна ефективна доза

	НПЗЗ
	– нестероїдний протизапальний засіб

	ПХЛ
	–  піднесений хрестоподібний лабіринт

	СГБА 
ГАМК
	– саліцилоїлгідразон бензальдегіду
– гама-аміномасляна кислота

	СГБрБА
	– саліцилоїлгідразон бромбензальдегіду

	СІЗЗС
	– селективний інгібітор зворотнього захоплення серотоніну

	СК
	– саліцилова кислота

	ТСК
	– темно-світла камера

	ЦНС 
ТЕ
	– центральна нервова система
– тонічна екстензія

	ЦОГ
	– циклооксигеназа

	PASS      
	– Prediction Activity Spectra for Substances

	PTZ
	– коразол (пентилентетразол)

	
	

	
	





ВСТУП
Актуальність теми. Запальні процеси та больові синдроми різного ґенезу часто поєднані, і є тим, з чим доволі часто стикаються люди впродовж життя. [1]. Відчуття болю – це складний стан, який охоплює фізичні, соціальні та психологічні фактори, що часто призводить до зниження якості життя, втрати працездатності, інвалідизації, смерті [ 2]. Відомо, що 34% загальної популяції та 62% людей похилого віку страждають на хронічний біль, який у тому числі супроводжується запаленням [3]. 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) [4].
 Сучасні методи лікування болю забезпечують не завжди адекватну тривалість та/або ступінь полегшення [5]. Знеболюючі препарати можуть мати периферичну та центральну активність. Опіоїди реалізують знеболювальний та певний протизапальний ефект, як на периферичному, так і на центральному рівні [6] у той час, як антиноцицептивний ефект НПЗЗ в основному пов'язаний із їх загальним механізмом дії – інгібуванням ЦОГ-опосередкованого синтезу простагландинів [7]. Знеболюючі препарати, які існують, мають ряд побічних ефектів, що включають толерантність, залежність, дисфункцію шлунково-кишкового тракту, когнітивні порушення та вузьке терапевтичне вікно [7, 8]. Ад’ювантні аналгетики (антидепресанти, кортикостероїди, протиепілептичні засоби) окрім своєї основної фармакологічної активності здатні чинити протизапальну та аналгетичну дію [9, 10, 11], 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 [12, 13]. Існують докази, що наявність гідразонового фрагменту в деяких сполуках призводить для інгібування ЦОГ та 5-ЛОГ [14], тому поєднання гідразонів з іншими функціональними групами призводить до утворення сполук з унікальним фізико-хімічним характером [15]. Саме завдяки своїй будові, а також прояву біологічних і фармакологічних властивостей, гідразони вважаються важливими для синтезу гетероциклічних сполук [16]. 
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 [17]. Гідразони є важливим класом лігандів для координаційної хімії, оскільки координуються з іонами металів за допомогою азометинового азоту [18].  Взаємодія олова з органічною групою через зв’язки O – Sn та N – Sn викликає значний інтерес для досліджень [19]. Відомо, що сполуки Sn виявляють ряд біологічних активностей, як-от протимікробна, шизонтицидна, протипухлинна та протималярійна [20; 21; 22].
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-бром-бензальдегіду 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.


РОЗДІЛ 1
ГІДРАЗОНИ ЯК ПОТЕНЦІЙНІ ПРОТИЗАПАЛЬНІ ТА АНАЛГЕЗУЮЧІ ЗАСОБИ 
 (Огляд літератури) 
Міжнародна Асоціація з Вивчення Болю визначає біль як неприємний сенсорний та емоційний досвід, пов’язаний із реальним або потенційним пошкодженням тканин чі подібний до нього [23].
Відповідно до причини біль класифікують на три типи. По-перше, біль, виникає в результаті пошкоджень (екстремальні температури або гострі предмети) називається ноцицептивним болем. Як правило, біль вважається негативним почуттям, яке потрібно усунути, але ноцицептивний біль є важливою захисною функцією організму [24].
Другий тип болю -  запальний біль, що викликається активацією імунної системи. Запалення після пошкодження тканин або інфекції характеризується вивільненням прозапальних медіаторів, включаючи брадикінін, простагландини, фактори росту нервів, прозапальні цитокіни та хемокіни з імунних клітин. Ці медіатори зв'язуються з больовими рецепторами, що уявляють собою «мовчазні» ноцицептори, які активуються тільки після вивільнення прозапальних медиаторів [25]. За звичайних умов гостре запалення має важливе значення для захисту організму від патогенних мікроорганізмів, а також для сприяє загоєнню та відновленню тканин. І навпаки, хронічне запалення, яке триває 6 тижнів і довше, не приносить користі, а призводить до пошкодження тканин і викликає біль [26].
Хоча гострий біль можна вважати адаптивним, хронічний біль за відсутності травми, після її усунення або після пошкодження нервової системи є патологічним станом, що має важливе клінічне, соціальне та економічне значення [27]. 
Третій вид болю, той що виникає внаслідок порушення роботи нервової системи. Його можна розділити на два підтипи залежно від наявності пошкоджень; перший - невропатичний біль, який виникає після пошкодження нерва; другий - дисфункціональний біль, який може виникати за відсутності запалення або пошкодження нервів [24].
Сучасні методи лікування болю забезпечують не завжди адекватну тривалість та/або ступінь полегшення [5], підкреслюючи нагальну потребу в нових ефективних знеболюючих засобах. 
Зазвичай лікарі використовують комбінації різних груп лікарських засобів, які націлені на різні механізми дії, що часто призводить до синергетичного знеболюючого ефекту [28]. Місцеві анестетики, опіоїди, нестероїдні протизапальні препарати є найбільш часто комбінованими групами ліків, які діють на різні рецептори, включаючи центральну та периферичну системи, для контролю болю [29].
Існуючі знеболюючі препарати мають ряд побічних ефектів, що включають толерантність, залежність, дисфункцію шлунково-кишкового тракту, когнітивні порушення та вузьке терапевтичне вікно, у наслідок чого пошук нових анальгетиків стає все більш важливим.
1.1 Механізм дії знеболювальних засобів
Біль, як правило, пов’язаний з підвищеною активністю у первинних сенсорних нейронах, викликаний сильними механічними або термічними подразниками, або хімічними речовинами, що виділяються при пошкодженні тканин або запаленні. Первинні сенсорні нейрони, що беруть участь у відчутті болю, вивільняють переважно речовину Р і глутамат у спинному розі спинного мозку. Ноцицептивна інформація передається в мозок через спиноталамічні шляхи. Ця висхідна інформація може активувати низхідні шляхи із периаведуктальної сірої області середнього мозку, які здійснюють гальмівний контроль над спинним рогом [24-26].
Важливим прогресом у розумінні механізмів болю стало визнання того, що постійна активність у ноцицептивних шляхах може призвести до глибоких змін нейромедіаторів у первинних аферентних нейронах та до змін чутливості до лікування. Крім того, зміни, які відбуваються відносно больовій чутливості при хронічних больових станах, пояснюються активацією рецептору глутамата N-метил-D-аспартату (NMDA) [30].

1.1.1. Опіоїдні засоби у лікуванні болю 
На даний момент опіоїди є найефективнішими та найпоширенішими препаратами для лікування середнього та сильного болю. Багато досліджень продемонстрували, що опіоїдні препарати мають переважну дію на афективні властивості болю [31]. Синтетичні опіоїди (трамадол, фентаніл, реміфентаніл) є засобами першої лінії для купування сильного болю (післяопераційний, онкологічний, невропатичний та інші) [32]. 
Опіоїдні анальгетики класифікують за хімічною структурою та за типом взаємодії із опіоїдними рецепторами. Опіоїди реалізують свій знеболюючий ефект, шляхом впливу на пресинаптичні нервові закінчення і на постсинаптичні нейрони. Пресинаптична дія опіоїдів, обумовлена тим, що вони блокують кальцієві канали на ноцицептивних аферентних нервах та інгібують вивільнення нейромедіаторів, таких як речовина Р і глутамат, що вважається основним впливом опіоїдних препаратів на нервову систему [33].
Однак кінцевий аналгетичний ефект опіоїдних препаратів є результатом не лише їх дії на пресинаптичних ділянках мозку (тормозних і збуджуючих нейронах), а також і їх впливу на постсинаптичні нейрони. Постсинаптично опіоїди діють відкриваючи калієві канали, які гіперполяризують клітинні мембрани, збільшуючи необхідний потенціал дії для реалізації ноцицептивної передачі [33]. Периферійні сенсорні нейрони експресують μ-, δ- та κ-опіоїдні рецептори [34]. Розташування та щільність опіоїдних рецепторів на нейроні визначає загальний вплив опіоїдів на нейрон. Опіоїди розглядають як агоністи, часткові агоністи та антагоністи опіоїдних рецепторів. 
Фентаніл, гідроморфон, леворфанол, меперидин, морфін, оксикодон та оксиморфон вважаються сильними повноцінними агоністами або сильними опіоїдами. Кодеїн, гідрокодон, тапентадол і трамадол вважаються слабкими повними агоністами опіоїдів [32]. І трамадол, і тапентадол мають додаткові механізми дії - інгібування зворотного захоплення норадреналіну і серотоніну (трамадол) та гальмування зворотного захоплення норадреналіну (тапентадол). Відомо, що деякі опіоїдні препарати можуть впливати також на кінетику серотоніну в присутності інших серотонінергічних засобів. Механізм їх дії полягає у гальмуванні зворотного захоплення серотоніну (посилення вивільнення внутрішньосинаптичного серотоніну шляхом інгібування дії ГАМК-ергічних нейронів) [35]. До цієї групи опіоїдів належать трамадол, оксикодон, фентаніл, метадон, декстрометорфан, меперидин, кодеїн та бупренорфін. Дані опіоїди можуть спричинити серотоніновий синдром, тому їх слід обережно застосовувати у комбінації із препаратами, що проявляють серотонінергічну активність [35]. Опіоїди, такі як метадон, також проявляють активність щодо рецептора NMDA. Метадон зв'язується з рецептором NMDA і антагонізує дію глутамату, що теоретично пояснює, чому метадон є ефективним при лікуванні невропатичного болю у порівнянні із іншими препаратами цієї групи.
На додаток до повної агоністичної дії на опіоїдні рецептори, існуть опіоїдні препарати, що є частковими агоністами або мають змішану агоністичну/антагоністичну активність. Часткові агоністи мають високу спорідненість до опіоїдного рецептора, але мають слабший фармакологічний ефект. Застосування опіоїдних препаратів змішанної дії (агоністів/антагоністів) не рекомендується при хронічному раковому болі, а використання часткових агоністів або агоністів/антагоністів нині не використовуються при хронічному нераковому болі [36].
Через розподіл опіоїдних рецепторів як у центральній нервовій системі, так і за її межами, опіоїдні анальгетики викликають широкий спектр побічних ефектів, включаючи дисфорію, ейфорію, седацію, пригнічення дихання, запор, пригнічення ендокринної системи, серцево-судинні розлади (наприклад, брадикардію), судоми, нудоту, блювання, свербіж та міоз. На додаток до цього, тривале використання опіоїдних анальгетиків може спричинити толерантність, фізичну та психічну залежність, наркоманію та, в деяких випадках, індуковану опіоїдами гіпералгезію та/або алодинію [37].
[bookmark: _Toc63336071]Призначення опіоїдергічних препаратів стало глобальною епідемією. З 2011 по 2013 роки вживання опіоїдів збільшилося вдвічі в усьому світі [38]. Опіоїдні аналгетики залишаються найбільш ефективним класом лікарських засобів для контролю сильного болю, але залишаються небезпечними у зв’язку із рядом їх побічних ефектів, у тому числі через складності у дозуванні, небезпечності передозування та смерті [39]. Хронічне вживання опіоїдів є шкідливим для шлунково-кишкового тракту та центральної нервової системи, особливо у пацієнтів із уже існуючими шлунково-кишковими захворюваннями [40].

1.1.2. НПЗП у лікуванні болю і запалення 
НПЗП використовуються в основному для лікування пацієнтів, що страждають на біль середнього/слабкого ступеня, який як правило супроводжується компонентом запалення (хронічний біль, остеоартрит, ревматоїдний артрит, післяопераційні хірургічні стану), а також широко використовуються в якості анальгетиків і жарознижуючих засобів [41]. 
НПЗЗ реалізують свій аналгетичний ефект за допомогою периферійних та центральних (спинальних) механізмів. Пошкодження тканин активує ноцицептори, що приймають сигнали. Загальний механізм дії НПЗП полягає у інгібуванні ЦОГ-регуляторних ферментів, які беруть участь в біосинтезі простагландину (ПГ). Простагландини - первинні медіатори, які сенсибілізують рецептори на місці травми, що включає периферійні та спинальні нейросистеми. Периферична дія НПЗЗ обумовлена інгібуванням синтезу простагландинів, у тому числі ПГ Е2, через інактивацію ЦОГ. Простагландин Е2 виробляється у відповідь на запалення як у периферичних запалених тканинах, так і в спинному мозку [42]. В свою чергу, ПГ Е2 індукує передачу больового сигналу від спинного мозку до ділянок головного мозку, де відбувається усвідомлення болю. Саме рівень ПГ Е2 визначає ступінь вираженості відповіді на запалення чи больового синдрому [42].
Біоконверсія арахідонової кислоти у запальні простаноїди (простагландини та простацикліни) відбувається саме за допомогою обох ферментів; головним чином ЦОГ-1 та ЦОГ-2 [43]. Принциповою відмінністю ізоферментів ЦОГ є заміна ізолейцину-523 у ЦОГ-1 на валін у ЦОГ-2 [44]. Ці дві ізоформи відповідають за каталізацію швидкісного етапу біосинтезу простаноїдів, до яких належать ПГ, тромбоксани, лейкотрієни та ліпоксинів [45]. Простагландини, синтезовані ЦОГ-2, зазвичай викликають біль та запальну реакцію. Варто зазначити, що у центральній нервовій системі зазвичай присутні обидві ізоформи ЦОГ. 
Якщо шлях COX-2 вибірково перерваний, що призводить до блоку первинних медіаторів, а активація другого потоку медіаторів значно гальмується, це призводить до значного зменшення больових відчуттів та симптомів запалення. Враховуючи експресію ЦОГ-2 у гліальних клітинах та дорсальних рогових нейронах, селективне інгібування ЦОГ-2 також мінімізує центральну сенсибілізацію [46]. 
ЦОГ-1 є конструктивною і виконує фізіологічно важливі функції: захист слизової оболонки шлунка, регуляцію секреції та гомеостазу кислоти, а також підтримує функціональність нирок. Вважалося, що інгібітори ЦОГ-1, пригнічуючи синтез ПГ в слизовій оболонці шлунка та можуть викликати шлунково-кишкові ускладнення, але за існують дані, що заперечують цей факт  [47]. У свою чергу, ЦОГ-2, індукований запальними цитокінами, мітогенами, ендотоксинами та промоторами пухлини, продукує простаноїди під час запалення та раку [46]. Відомо, що інгібітори ЦОГ-2 мають серцево-судинні побічні ефекти, а також підвищують ризик виникнення атеротромбозу судин [48]. Деякі НПЗП є неспецифічними інгібіторами обох ферментів, в той час як інші є специфічними, особливо «коксиби», які специфічно інгібують ЦОГ-2. 
Також, варто зазначити, що згідно з останніми дослідженнями було встановлено, що активність ЦОГ-2 викликає сенсибілізацію TRPV1 рецепторів [49]. Продукти ЦОГ, що вивільняються імунними клітинами 
(у тому числі ПГЕ2, які вивільняються із моноцитів і диференційованих макрофагів) діють з перших секунд на первинні сенсорні нейрони, які експресують TRPV1, тим самим викликаючи сенсибілізацію TRPV1 рецепторів. Продукти ЦОГ-2, що продукуються у первинних сенсорних нейронах, які експресують TRPV1, імовірно, подовжують стан сенсибілізації [49]. Також, дослідження in vivo, показали реалізацію аналгетичного ефекту кеторолаку шляхом впливу на TRPV1 [50]. 
НПЗЗ, надходячи у організм, блокують ЦОГ, впливаючи на біотрансформацію арахідонової кислоти, таким чином знижуючи утворення простагландинів і тромбоксанів та збільшуючи її доступність для інших молекулярних шляхів. Надалі, 12-ліпоксигенази перетворюють арахідонову кислоту в кілька сполук, включаючи гепоксиліни, які зменшують вивільнення ГАМК із синаптичних закінчень гальмівних аксонів центральної сірої речовини (ЦСР). Таким чином, збільшення доступності арахідонової кислоти, що викликає послаблення синаптичного гальмування і ГАМК-ергічного інгібування, призводить до знеболюючого ефекту НПЗЗ [51]. 
Традиційно НПЗЗ вважаються відмінними від опіатів. Проте добре відомі неопіоїдні анальгетики та інгібітори циклооксигенази (диклофенак, аспірин, анальгін) [52], при мікроін’єкції в ЦСР або спинний мозок (СМ) щурів, викликали пригнічення ноцицептивного флексорного рефлексу [51]. Цікаво, що ефект диклофенаку або анальгіну можна нивілювати, вводячи налоксон, антагоніст опіоїдного рецептора широкого спектру [52]. Хоча, як відомо, жоден з цих НПЗЗ не зв’язується з опіоїдними рецепторами, припустимо, що їх дія пов’язана з ендогенною опіоїдною системою. Тому, очевидно, що окрім основної аналгетичної дії НПВС, пов’язаної із інгібуванням ЦОГ, існують інші механізми реалізації протибольового ефекту. Наприклад, додаткові шляхи реалізації аналгетичного ефекту ібупрофену можуть бути обумовлені підвищеним рівнем ендоканабіноїду анандаміду (також відомого як арахідоноїлэтаноламід), який активує антиноцицептивну вісь через канабіноїдні рецептори в ЦНС. Дослідження на тваринах показали, що введення ібупрофену у терапевтичних концентраціях пригнічує метаболізм анандаміду [53], у той час як його сумісне введення з анандамідом надає синергетичний антиноцицептивний ефект на моделі запального болю.
Також відомо про серотонінергічний шлях реалізації аналгетичного ефекту НПЗЗ. Серотонінергічні шляхи є частиною низхідної системи болю, які беруть початок в ядрах стовбура мозку, гіпоталамусі і корі головного мозку і взаємодіють з больовими афферентами у спинному розі. Існують дані, що свідчать про те, що парацетамол, окрім впливу на ЦОГ, може активувати пов'язані із серотоніном низхідні шляхи гальмування в спинному мозку, модулюючи тим самим протибольовий ефект [54].
Незважаючи на велику терапевтичну користь (антиноцицептивні, протизапальні та протипухлинні властивості), НПЗЗ проявляють ряд серйозних побічних ефектів, включаючи токсичний вплив на шлунково-кишкову систему, серцево-судинні ризики, нефро- та гепатотоксичність, викликають гіпертонію та призводять до інших незначних розладів органів і систем [55].

1.1.3 Ад’ювантні анальгетики у лікуванні болю і запалення 
Термін "ад'ювантний анальгетик" початково був введений для позначення частини лікарських засобів, які відпускались за показаннями, але були виявлені потенційно корисними як знеболюючі препарати у пацієнтів, які отримують опіоїдну терапію. За останні три десятиліття кількість, різноманітність та використання цих препаратів різко зросли, і нині кілька з них вказуються як терапія першої лінії при певних типах болю [56]. Термін "ад'ювантний анальгетик" використовується як взаємозамінний з терміном "ко-аналгетик" і може бути використаний для позначення будь-якого лікарського засобу з основним клінічним застосуванням, крім болю, який використовується як знеболюючий за певних обставин. 
Зазвичай використовуються ад'ювантні анальгетики різних груп препаратів, які включають кортикостероїди, антидепресанти, протисудомні засоби та інші [57]. 
У якості допоміжних знеболюючих препаратів при невропатичному болю були встановлені антидепресанти, протисудомні та кортикостероїдні препарати [58]. 
Підставою для застосування протисудомних препаратів для лікування нейропатичного болю походить від спільних рис у патофізіології з епілепсією. Габапентин, структурний аналог нейромедіатора γ-аміномасляної кислоти (ГАМК), спочатку використовувався у клініці як протисудомний засіб, але згодом було виявлено його знеболюючі властивості [59].  Механізм дії вивчений не повністю, оскільки Габапентин не впливає на зв'язування та метаболізм ГАМК. Вважається, що габапентин інгібує потенціал-залежні кальцієві канали, що містять α2δ-субодиниці, і може діяти як потужний активатор калієвих каналів [60]. До поширених побічних ефектів відносять запаморочення, сонливість, головний біль, діарею, сплутаність свідомості та нудоту [61]. Габапентин є привабливим засобом для пацієнтів, які отримують кілька препаратів, через відсутність основних лікарських взаємодій та його доступності. 
Протиепілептичні препарати, що блокують натрієві канали, виявилися також ефективними при лікуванні нейрогенного болю. Згідно із літературними даними відомо, що після пошкодження сенсорних нейронів відбувається аберрантна експресія натрієвих каналів на периферичних нервах. Можливо, що антиноцицептивні властивості препаратів обумовлено результатом протидії цій аберрантності [62]. Карбамазепін - ще однин протиепілептичний засіб з широким спектром молекулярних мішеней. Вважається, що основний механізм знеболення викликається блокадою специфічних натрієвих каналів, що знаходяться на периферичних нейронах, обмежуючи частоту нервових імпульсів. Він також інгібує кальцієві канали та рецептори NMDA / AMPA, хоча лише у концентраціях, які значно перевищують терапевтичний діапазон [63]. Також, існують дані, про те, що карбамазепін потенцює анальгетичний ефект морфіну, що є ефектом, який узгоджується із дією антагоністів NMDA [64]. Несприятливі наслідки вживання карбамазепіну включають атаксію, втому, сонливість, проблеми з пам’яттю та порушення сну [65]. 
Антидепресанти проявляють знеболюючу дію, яка не залежить від їх антидепресантної активності [66]. Організм людини у відповідь на запальний процес викликає біль та депресію, отже спостерігається взаємозв’язок цих двох процесів [67]. Сигнали у мозок, які викликає запалення, можуть спричинити зміни у метаболізмі нейротрансмітерів, нейропластичної та нейроендокринної функції [68]. Було показано, що травматичні сенсорні шляхи болю поділяють ті ж самі області мозку, які задіяні в управлінні настроєм, включаючи префронтальну кору, передню долю, таламус, гіпокамп і мигдалевидне тіло, саме вони утворюють гістологічний фундамент для співіснування болю і депресії [69]. 
Хоча антидепресанти не є анальгетиками, однак повідомляється, що вони виявляють знеболюючий ефект при хронічному болю. Антидепресанти практично не мають антиноцицептивних ефектів, але вважаються препаратами першої лінії вибору при невропатичному болю [70] та лікуванні фіброміалгії [71]. До специфічних антидепресантів з знеболюючим ефектом належать трициклічні антидепресанти (ТСА), які вже давно застосовуються, та інгібітори зворотного захоплення серотоніну норадреналіном (SNRI), які є порівняно новими антидепресантами. Селективні інгібітори зворотного захоплення серотоніну (СІЗЗС), які часто використовуються для лікування депресії, не є ефективними проти хронічного болю [70]. Психологічні проблеми відіграють важливу роль у хронічному болю. Тривалий біль викликає занепокоєння, що супроводжується прогресуючим депресивним станом та посиленням больових відчуттів. 
Фармакологічна дія антидепресантів передбачає зв'язування з транспортерами норадреналіну та серотоніну (5-НТ). Зворотне захоплення цих нейромедіаторів пригнічується, що призводить до підвищення рівня норадреналіну та 5-НТ у синаптичній щілині [72]. Згідно із літературними данними відомо, що антидепресант, який пригнічує зворотне захоплення норадреналіну і 5-HT має більш виражений анальгетичний ефект, ніж препарати, які селективно інгібують зворотне захоплення тільки одного з цих нейротрансмітерів [73]. 
Варто зазначити, що новий тип знеболюючого препарату - нефопам, відрізняється від типових опіоїдів і протизапальних препаратів [74]. Його було розроблено ще в 1960-х роках і був відомий як феназоцин у той час. Спочатку його класифікували як антидепресант, а у 1970 році змінили назву на нефопам. Основний механізм дії полягає у збільшенні кількості моноамінів, які можуть сприяти пригніченню невропатичного болю. Існує декілька шляхів реалізації аналгетичного  ефекту антидепресантів, а також нефопаму. По-перше, вони діють як блокатори натрієвих каналів [75]. Блокатори натрієвих каналів інгібують ектопічні розряди, що виникають при пошкодженні нервів, інгібуючи тим самим невропатичний біль [75]. По-друге, деякі антидепресанти діють як антагоністи рецепторів NMDA [76]. Рецептори NMDA, які експресуються у нейронах дорсального рогу спинного мозку, викликають збудження та центральну сенсибілізацію, тим самим викликаючи і підтримуючи появу нейропатичного болю [77]. 
Отже, антидепресанти можуть бути ефективними для терапії хронічного болю шлях полегшення депресивного стану. Однак антидепресанти здатні пригнічувати невропатичний біль, навіть коли пацієнт не перебуває у депресивному стані [78]. Крім того, антидепресивний ефект настає приблизно через два-чотири тижні з моменту першого прийому препарату, у той час як їх знеболюючий ефект при хронічному білю проявляється вже через кілька днів прийому [79].

[bookmark: _Toc63336073]1.2 Терапевтичний потенціал гідразонів
Гідразони є важливим класом сполук для нового розвитку лікарських засобів. Це створило інтерес до дослідників, які синтезували різноманітність похідних гідразону та досліджують їх за різну біологічну діяльність. Гідразони є органічними сполуками, що відносять до кетонів і альдегідів і мають структуру R1R2C = NNH2 [80]. Ці сполуки містять зв'язок C = N, який пов'язаний з неподіленою парою електронів функціонального атому азоту [81]. Атом азоту у гідразонах є нуклеофільними, а атом вуглецю має як електрофільну так і нуклеофільну природу [82]. Активні центри гідразону, тобто вуглець та азот, головним чином відповідають за фізичні та хімічні властивості гідразонів, а завдяки їх реакційній здатності гідразони використовуються для синтезу нових органічних сполук [83]. 
Відомо, що гідразони мають додатковий донорний зв’язок, тобто C = O, що робить їх більш універсальними і реактивоздатними. Окрім власного широкого спектру біологічних властивостей гідразони поєднуючись з іншими функціональними групами, забезпечують нові фармакологічно активні молекули. Ця універсальність призвела до того, що гідразони стали хелатуючими агентами, які можуть утворювати різні комплекси з різними перехідними металами [84]. 
Дослідження наших колег показали [85], що комплексоутворення між лігандами та іонами металів збільшує їх біопотенціал порівняно з їх простими формами. Загальновідомо, що іони металів можуть змінювати величину та напрямок лікувальної активності простого ліганду в результаті зміни їх окислювально-відновного потенціалу, розподілу щільності заряду, форми та розміру [86]. Гідразони легко утворюють стійкі комплекси з перехідними металами [87], лантанідами [88], а також елементами основної групи [89]. 
Поєднання гідразонів з іншими функціональними групами призводить до утворення сполук, що містять у собі  унікальний фізико-хімічний характер [90]. В останні десятиріччя встановлено, що дані сполуки проявляють широкий спектр біологічних та фармакологічних властивостей. Відомо, що до таких властивостей гідразонів відносять: антидепресивні [91], анальгетичні, протизапальні [92], протисудомні активності [93]. Деякі гідразони були введені дослідниками в якості сильнодіючих ліків, таких як нифуроксазид, кишковий антисептик, дигідралазин як гіпертонічний препарат [94].

1.2.1 Фармакологічна активність гідразонів
 Протизапальна та аналгетична активність гідразонів
Нестероїдні протизапальні препарати значною мірою використовуються при лікуванні болю та запалення. Гідразони, які є подвійними інгібіторами як циклооксигенази та 5-ліпоксигенази, вивчаються як потенційні аналгетичні та протизапальні агенти у порівнянні з НПЗП [95]. 
Фактично, результати досліджень показують, що гідразоновий фрагмент, присутній у похідних, має фармакофорний характер для інгібування ЦОГ [96].
Фармакологічні випробування показали, що піридинове кільце у арильній частині арилгідразону виявляє виражену аналгетичну активність, що переважає таку мефенамінової кислоти. Сполуки, що мали у своїй структурі 4-толіл або 4-фторофеніл, були більш активними, ніж 4-бромфеніл та 
4-N, N-диметиламінофеніл. [97]. Дослідження аналгетичної активності похідних (4z)-3-метил-1-[(2-оксо-2Нхромін-4-іл)карбоніл]-1-піразол-4,5-діон 4-(4-заміщений феніл) гідразон, деякі з них показали значну аналгетичну активність. Знеболювальну активність було вивчено у тесті «оцтові корчі», який показав, що наявність 4-хлор, 4-бром, 3,4-діхлор, 3,4-дібром, та 
4-метильної групи в ароматичному кільці у 4й-позицїї піразол-гідразонового ядра, призводить до посилення аналгетичної активності [98]. 
Згідно з останніми дослідженнями стало відомо, що гідразонові похідні хіноксалінону, що містять метоксігруппу у пара-положенні проявляють виражену протизапальну активність, пригнічуючи розвиток набряку [99]. Також, будо доведено аналгетичну і протизапальну активність бензілідин гідразидів [100].
Було встановлено, що зміна пара-заміщеної групи на ацилгідразону у структурі бензиліден-/4-бромбензиліден 3-OH-8-CH3-6-феніл-піразоло [3,4-b] тіено- [2,3-D] піридин-2-карбогідразиду, дозволила виявити гідрофільну похідну карбоксилату та гідрофобну похідну брому у якості нових анальгетиків, які є ефективнішими за, ніж діпірон, що мають селективний периферичний або центральний механізми дії [101].
Нові антиноцицептивні сполуки, що належать до класу 
N-ациларілгідразону, синтезували з природного сафролу. Одна із сполук цього класу -[(4'-N,N-диметиламінобензиліден-3-(3',4'-метилендіоксіфенил) пропілонілгідразин] виявивилася більш ефективною як антиноцицептивний та протизапальний препарат у порівнянні із індометацином [102]. 
Дослідження взаємозв'язку структура-активність тіазолідинонових гетероциклів на основі хіноліну, свідчать про те, що присутність - Cl у пара-положенні фенольного кільця сполуки 2-(4-хлорфеніл)-3-(хінолін-2-іламіно) тіазолідин-4-он має значний вплив на пригнічення набряку, у порівнянні із заміщенням на (-OCH3) та -N (CH3)2 групи у тому самому положенні [103]. Що цікаво, незаміщене фенольне кільце у сполуці 2-феніл-3- (хінолін-2-іламіно) тіазолідин-4-он надає помітний знеболюючий ефект у порівнянні із сполукою, що має  атом –Cl у четвертому положенні [103].
Також було встановлено, що гідразони, які містять у своїй структурі 
5-метил-2-бензоксазолін, а саме: 2- [2- (5-метил-2-бензоксазолін-3-іл) ацетил] - 4-хлор-/4-метилбензиліденгідразину проявляють більш виразну аналгетичну дію, ніж морфін та ацетилсаліцилова кислота. Крім того, 2- [2- (5-метил-
2-бензоксазолін-3-іл) ацетил] -4-метоксибензиліденгідразин у дозі 200 мг/кг також проявляв виражену протизапальну активність [104]. 
Шляхом структурної модифікації піроксикаму було розроблено серію 
N-ацилгідразонів бензотіазину та встановлено протизапальну та антиноцицептивну активність, що перевищують за своєю ефективністю стандартний препарат піроксикам. Сполуки 2-тіазоліл-ацилгідразон бензотіазину та 2-біфеніл-ацилгідразон бензотіазину були визначені як нові протизапальні та антиноцицептивні засоби, які здатні інгібувати рекрутування клітин на 70% та 80%, відповідно, на моделях зимозан- та каррагінан-індукованого перетоніту [105].
Проведені фармакологічні дослідження ряду нових синтезованих сполук N-ацилгідразонів піразину для оцінки їх протизапальної та аналгетичної активності на різних моделях болю та запалення («оцтові корчі», формалін-індукований біль, тест «гаряча пластина», зимозан-індукований перитоніт і модель артриту, викликану ад'ювантом Фрейнда) показали, що 2-𝑁-[(E)-(3,4,5-трим-этоксіфеніл) метиліден]-2-піразинкарбогідразид проявила високу фармакологічну активність у порівнянні із целекоксибом (інгібітор ЦОГ-2) і індометацином (селективний інгібітор ЦОГ-1) [106].
Останні дослідження показали, що похідні гідразонів, що містять у своїй структурі гетероциклічне кільце, проявляють більш виражену протизапальну дію у порівнянням із сполуками, що мають ароматичні заміщені елементи [107]. Більше того, є дані, що свічать про те, що похідні саліцилалдегіду 
N-ацилгідразону та їх комплекси із цинком (II) продемонстрували інгібірування процесу міграції клітин, перевищуючи за ефективністю індометацин, що вказує на виражений протизапальний профіль [108]. 
Синтез та дослідження фармакологічної активності похідних ізотину, тобто ізотин-3-[N2- (2-бензаламинотіазол-4-іл)] гідразонів показало їх  протизапальну, знеболюючу та жарознижуючу активності. Дослідження протизапальної дії похідних ізатину показали значне каррагінан-індукованого набряку лапи гострої моделі запалення, шляхом інгібування циклооксигенази. Оцінку знеболюючої активності проводили за тестом «гаряча пластина», введення ізотин-3-[N2- (2-бензаламинотіазол-4-іл)] у дозі 100 мг/кг продемонстровало достовірне збільшення часу настання больової реакції. 
Було встановлено, що нові синтезовані гідразони із піперазиновим фрагментом проявляють протизапальну активність впливаючи на продукцію цитокінів TNF-a та IL-6 [109]. 
Дослідження аналгетичної активності бензімідозолу показало наявність їх протибольового ефекту, а саме зниження кількості «корчів» після введення оцтової кислоти, у порівнянні із референс-препаратом аспірином. У дозі 
50 мг/кг випробувані похідні бензомідазолу спричиняли інгібуючу активність до корчів у середньому на 27-67 % у порівнянні з аспірином у тих самих дозах, що доводить їх аналгетичну активність [110].
Серія нових ацилгідразонів, що містять 2-арилтіазольний фрагмент, була синтезована конденсацією між похідними 4- [2- (4-метил-2-фенілтіазол-5-іл) -2-оксо-етокси] - бензальдегід та 2, 3 або 4- (2-арил-тіазол-4-ілметокси) -бензальдегід, відповідно, та різні гідразиди карбонової кислоти. Ці сполуки було протестовані in vivo і встановлено їх протизапальну активність на моделі гострого експериментального запалення, також було оцінено гостру фазу реакції кісткового мозку, активність фагоцитів та синтез NO. Встановлено, що 5 сполуки із ряду проявляли виражену активність, інгібуючи синтез NO сильніше, ніж референс-препарат Мелоксикам [111].
Також варто зазначити, що проведенні дослідження комплексних сполук гідразонів показали їх низький рівень ульцерогенності у порівнянні із ібупрофеном та целекоксибом [111].
Антидепресивна активність похідних гідразонів
Епоха антидепресантів почалася з протитуберкульозного препарату, який випадково виявив відчуття ейфорії у пацієнтів, що страждали на туберкульоз. Властивість препарату підвищувати настрій, що вважалась побічним ефектом, стала первинним ефектом для лікування  депресії і спровокувала цілу низку поколінь нових антидепресантів. Це також змістило фокус психіатрів від психодинамічних процесів до біологічної основи хвороби [112]. 
Хворі, які піддавалися лікуванню ізоніазидом та іпроніазидом відчували підвищене збудження, гіперсексуальність, та поведінку, що  була описана як «танці в залі» [113].
Подальші дослідження клінічних і біохімічних спостережень показали багатообіцяючі результати у лікуванні депресивних розладів. Згодом іпроніазид було залишено в якості протитуберкульозного засобу через непорозуміння серед психіатрів, а також через його гепатотоксичність і нефротоксичність [114]. Препарат і деякі інші похідні гідразину пізніше були зняті з ринку [115]. Проте, існує багато повідомлень про антидепресант / МАО-інгібуючу активність гідразонів, отриманих з заміщених гідразидів і продуктів відновлення [116].
До перших з відомих покращених антидепресантів класу гідразидів/гідразонів належать іпроніазид, ізокарбоксазид та фенелзін, що є інгібіторами ферментів МАО. Ці засоби викликають незворотне інгібування обох ізоформ МАО внаслідок утворення ковалентного зв’язку з флавіновим коферментом [117]. Саме це незворотне інгібування МАО, яке проявляють гідразони викликає ряд таких побічних ефектів, як зростання маси тіла, гіпотонія, гіпертонія, безсоння та гепатотоксичність [118]. Потенціал гідразонів, як інгібіторів МАО можна пояснити схожістю їх будови з субстратами МАО, які містять у своїй будові аміно- та іміногрупу [119]. Існують дані, що свідчать про вплив похідних гідразонів ((4-заміщений-тіазол-2-іл) гідразон) на МАО-В і антихолінестеразу, остання інгібується сполуками в низькому мікромолярному діапазоні за конкурентним механізмом [120].

Протисудомна активність похідних гідразонів
Епілепсія – є не тільки неврологічним розладом, але і збірним терміном для групи синдромів, які включають спонтанну, переривчасту, аномальну електричну активність у мозку. Протягом останніх двадцяти років було розроблено і введено в клінічну практику нові протиепілептичні препарати. 
γ-Аміномасляна кислота (ГАМК) є головним інгібуючим нейромедиатором центральної нервової системи людини та інших ссавців [121]. Для вивчення та характеристики протисудомної активності нових препаратів найбільш широко використовуються тести реакції на максимальний електрошок (MES) і тест на підшкірне введення коразолу (PTZ).
Згідно з дослідженнями наших колег було доведено, що ацетилгідразони проявляли виразну протисудомну активність, у той час як оксамоілгідразони проявляли менш виразну протисудомну дію [122]. Подальші дослідження наших колег запропонували можливий механізм протисудомної дії деяких похідних гідразонів, опираючись на їх структуру [123]. З отриманих даних можна зробити висновок про те, що термінальні електронно-донорні групи посилюють можливості водневого зв'язку, тим самим впливаючи на протисудомну дію.
Нещодавні дослідження молекулярного стикування фенацилтріазолу гідразона з різними мішенями (НМДА, AMПA, ГАМКА і натрієвий канал) передбачали, що сполука діє переважно через рецептори ГАМКA [124].

[bookmark: _Toc63336074]1.3 Продукти комплексоутворення саліцилоїлгідразонів
Існують дані про те, що комплекси ацилгідразону легко координуються з різними іонами перехідних металів, які можуть виявляти цікаві фізико-хімічні та біологічні властивості [125]. Хімія комплексів з металами, що містять донорські ліганди О, N, S, уявляє особливий інтерес через їх координаційну здатність та фармакологічну активність. Нещодавно було показано, що металеві комплекси є більш ефективними і менш токсичними у багатьох випадках у порівнянні з вихідною сполукою [126]. Біологічна активність комплексних сполук гідразонів, в основному пов’язана з наявністю фрагменту -CONHN = CH- [127] та їх здатністю утворювати стабільні хелати, а також мультикоординаційні центри з іонами металів.
Попередні дослідження фармакологічної активності комплексних сполук саліцилоїлгідразонів з хлоридом германію свідчать про те, що ці комплекси сприяють полегшеному перебігу гострого запалення та попереджують перехід його у імунну фазу [128]. Подальші дослідження вивчали вплив комплексних сполук германію на основний вміст лімфоцитів під час запального процесу на моделі зімозанового запалення при різних типах введення [129]. Олово є аналогом Ge (IV), цим він викликав інтерес у наших колег. Дослідження нових синтезованих комплексних сполук ізоникотиноїлгідразонів 2-гидроксинафт-, 4-діаметиламінобензальдегідів зі Sn(IV) показали антимікробну активність, викликаючи пригнічення росту умовно-патогенних мікроорганізмів [130]. З цієї причини дослідження останніх років були зосереджені на розробці та синтезі сильнодіючих препаратів на основі металів з більш ефективними терапевтичними властивостями. Взаємодія металу олова з органічною групою гідразону через зв’язки O – Sn та N – Sn викликає значний інтерес для досліджень [19]. Сполуки, що містять у собі ковалентний зв’язок станнуму (IV) із вуглецем відомі як Органотін, а синтез цих сполук, що мають у структурі різні ліганди, використовуються для розробки нових біологічно активних сполук. 
Органотинові комплекси сімейства карбонової кислоти та оксикаму широко оцінювали як нестероїдні протизапальні препарати [131]. Дослідження похідних ди- та триорганотіну триптофанілгліцину показали протизапальний ефект сполук на моделі запалення індукованого каррагінаном. Серед досліджуваних комплексів у експерименті найбільш виражену протизапальну активність показали комплекси діорганотіну триптофанілгліцину у порівнянні із фенілбутазоном [132]. В ході інших досліджень було встановлено, що органотинові комплекси з гідразонами, отримані конденсацією тіс(2-аміноетил) аміну та 4-метил-5-імідазолкарбоксальдегіду] також проявляють протизапальну активність [133]. Встановлено, що сполуки триорганотін Me3Sn(H2L) інгібували запалення на 8,89% та були більш ефективними за діорганотін Me2Sn(HL), показники інгібування якого складали 6,38% [134]. Дослідження похідних три-i-пропілтіну та діорганотіну гуанозину, також було досліджено на наявність протизапальної дії, показники інгібування запального процесу складали 
7,51–9,21% [135]. 
Варто зазначити, що дослідження протизапальної активності іn vivo оротатів три- та діорганотіну показали, що оротати діорганотину є більш ефективними ніж похідні триорганотіну. Встановлено, що протизапальна активність оротату триорганотіну (Ph3Sn (H2Or)) була зумовлена утворенням і транспортуванням іонів Ph3Sn(IV)+ через клітинні мембрани [136]. Протизапальний характер комплексних сполук станнуму, утворених в результаті синезу ібупрофеному та коричної кислоти, шляхом інгібування циклооксигеназ (ЦОГ-1 та ЦОГ-2). Спорідненість та селективність комплексних сполук було перевірено іn silico відносно ферменту циклооксигенази. [137]. Також, було встановлено, протизапальну дію гептакоординованих сполук станнуму (IV), що містять піридинові фрагменти, проявляють доза залежний ефект на моделі ТРА-індукованого запалення вуха. [138].
Нашими колегами було встановлено, що олово, як і його хлорид, може полегшувати нервово-м'язову передачу, прискорюючи вивільнення трансміттеру з нервових закінчень миші [139]. Введення цієї солі лабораторним тваринам, може викликати стимуляцію або пригнічення центральної нервової системи. Оскільки приплив іонів кальцію (Ca2+) в цитоплазму клітини є необхідним для вивільнення трансміттера, можливо, саме SnCl2 збільшує приплив іонів Ca2+ в нервові закінчення, при цьому не блокуючи К+ канали [140]. Іншими вченими було досліджено, що лікування хлоридом олова (ІІ) кролів та щурів, які піддавалися стресу, викликало цитопротекцію та протизапальний ефект [141]. 
Встановлено, що заміщення  у молекулі саліцилової кислоти, а саме 
4-бромо-3-метилфенілазоcаліцилова кислота, викликає значущу знеболювальну активність, показники пригнічення запальної реакції складали 46,10% [142]. Введення атому брому у структуру комплексу у гідразидному фрагменті призводить до посилення фармакологічного ефекту. Вивчення фармакологічної дії саліцилоїлгідразонів заміщених бензальдегідами у 
пара / мета положеннях, показало, що дані сполуки проявляють протисудомну активність на моделях судом, що викликалися введенням судомного агенту – коразолу у хвостову вену мишей [17]. Дані наших колег свідчать про те, що введення атому брому в пара-положення арильного кільця призводить до посилення протисудомної дії – запобігає появі генералізованих клонічно-тонічних судом та появі клоніко-тонічної екстензії [17]. 
Було проведено синтез нової серії заміщених 𝑁-[(1E)-заміщених аналогів фенилметиліден] бензогідразиду та оцінка їх протизапальної, антимікробної та антиоксидантної активності in vitro. Оцінку протизапальної активності проводили шляхом денатурації альбуміну, у якості референс-препарату використовували диклофенак натрію. Було встановлено, що три сполуки із заміщеними 4-нітро-, 4-метильної та 2-гідроксильної груп, відповідно, виявляли виражену протизапальну активність [143].
Дослідження протизапальної активності нових синтезованих сполук комплексних сполук на основі бензальдегіду та саліцилальдегіду, показали, що більш виразний протизапальний ефект здійснювала комплексна сполука на основі саліцилальдегіду. Імовірно, вона може реалізувати свій протизапальний ефект, головним чином, за рахунок включення замісника сульфаніламідної групи до ароматичного кільця і додатково завдяки подвійному зв'язку азометину. Дослідження проводили на моделі запалення лапи щура, індукованого альбуміном [144]. Доведено, що пероральне введення бензальдегіду викликає інгібування ЦОГ-2 [145].
Враховуючи попередні дані, отримані із різних джерел, можна зробити висновок про потенціальний широкий спектр фармакологічної дії комплексних сполук хлориду олова із саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бомбензальдегіду.
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Експериментальна частина роботи, а також всі розрахунково-математичні процедури та статистичний аналіз були виконані на базі Одеського національного політехнічного університету, кафедра органічних та фармацевтичних технологій (завідувач – д.біол.н., професор Кравченко І.А.) на кафедрі фармацевтичної хімії ОНУ ім. І.І. Мечнікова (завідувач – дім.х.н., професор Андронаті С.А.).
Для дослідження було відібрано 11 комплексних сполук тетрахлоро-
(N-4-R-бензиліденасаліцилоїл-гідразинато- R) станнуму (IV), синтезованих на кафедрі прикладної хімії та хімічної освіти ОНУ ім. І.І. Мечнікова (завідувачка – д.хім.н., професор Сейфулліна І.Й.). Всі дослідження виконані на достатній кількості експериментальних тварин. 
2.1. Дизайн дослідження
 [image: ]
Рис. 2.1. Дизайн дослідження.
2.2. Матеріали та реактиви
Експериментальні тварини
 Експерименти проводились на статевозрілих білих мишах (вага 18-22 г) і щурах (вага 180-220 г) лінії Wistar обох полів (686 мишей та 150 щурів). Піддослідних тварин було отримано із віварію Одеського національного медичного університету, кожну групу утримували в окремій клітці в умовах вільного доступу до їжі і води при 12 годинному світловому режимі при температурі від 18 до 25 оС.
Експериментальні дослідження проводили відповідно до правил ICH/GLP, у відповідності до законодавства України: Закон України 
№ 3447-VI «Про захист тварин від жорстокого поводження» (протокол №1 від 15.10.2013 р.), правилами узгоджених із положенням «Європейської конвенції з захисту хребетних тварин, що використовуються в експериментальних та інших дослідних цілях» Страсбург, Франція, 1986) [146] стосовно проведення експериментальних та клінічних досліджень.
Для проведення експериментальних досліджень було використано наступні допоміжні сполуки (табл. 2.1).
Таблиця 2.1 
Аналізатори та реактиви, які були використані в дослідженнях in vivo
	Tween-80 
	ч.д.а, Merсk, Німеччина

	Аллілізотіоціанат
	97%, Sigma, Німеччина 

	Капсаїцин
	Wako Chemicals, Японіяї

	Трипсин
	ч.д.а, Merсk, Німеччина

	Формалін
	37%, ГОСТ 1625-89

	Каррагінан
	Wako, Japan, EC № 2329535;

	ПЕГ-1500
	ч.д.а, Укроргсинтез 

	ПЕО-400
	ч.д.а, Merсk, Німеччина 

	1,2-пропіленгліколь
	ч.д.а, Merсk, Німеччина 

	Коразол (пентилентетразол)
	Wako Chemicals, Японія


Прилади:
Hot plate-метр – 1440 Analgesia Hot Plate (Columbus Instruments, США);
Ваги лабораторні ВЛР-200;
Плетизмометр Digital Plethysmometer PLM 01 (Orchid Scientific, Індія);
Цифровий штангенциркуль YT-7201 (YATO, Польща);
Цифровий термометр ветеринарний Digi-Vet SC 12 (Kruuse, Данія).
Лабораторний термометр ТЛ-2, У 25-2021.003-088 ( "Стандарт-М", Україна)

Досліджувані сполуки. Вивчено фармакологічні властивості комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 
4-бромбензальдегіду та їх структурних складових. Структуру та дози сполук подано у таблиці 2.2.

Таблиця 2.2
Структурні формули, молекулярна маса і дози досліджуєимих сполук
	№
	Сполука
	формула
	Молекулярна маса, г/моль
	Доза,
мг/кг

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Комплекс І 

	



	501 
	147

	2
	Комплекс ІІ
	



	580 
	168


	3
	саліцилоїлгідразон бензальдегіду (СГБ)
	

	319
	94

	4
	саліцилоїлгідразон бромбензальдегіду (СГБр)
	

	320 
	93


Продовження таблиці 2.2
	1
	2
	3
	4
	5

	5
	Бензальдегід (БА)
	
               
	106 
	31

	6
	4-бромбензальдегід (БрБА)
	
           
	185 
	54

	7
	хлорид олова (ІІ)
	SnCl2
	189 
	56

	8
	саліцилова кислота (СК)
	

	138 
	40



Характеристика сполук, що досліджувалися
Було вивчено Комплексну сполуку І (комплекс SnCl4 з саліцилоїлгідразоном бензальдегіду) і Комплексну сполуку ІІ (комплекс SnCl4 саліцилоїлгідразоном 4-бензальдегіду). Дані сполуки були синтезовані на кафедрі загальної хімії та полімерів ОНУ ім. Мечнікова МОН України, д.х.н., проф. Сейфулліной І.Й. та доц., к.х.н.  Шматковою  Н. В. Дози комплексів розраховували виходячи із однакового вмісту залишку саліцилової кислоти у їх молекулах (для саліцилової кислоти 40 мг/кг) [147]. 
Для вивчення вкладу складових у фармакологічну активність комплексів було використано наступні сполуки при пероральному введенні (табл 1), у вигляді твінової емульсії при пероральному введенні. Дози сполук, що вивчалися, для встановлення вкладу функціональних груп у фармакологічну структуру комплексів, було розраховано виходячи із еквімолярного співвідношення на масу комплексів. Саліцилова кислота (Sigma) у дозі 
40 мг/кг; хлорид олова (чда, ГОСТ 36-88) дозою 55 мг/кг, бензальдегід (чда, ГОСТ 157-78) дозою 31 мг/кг; 4-бромбензальдегід (чда, Укроргсінтез) дозою 54 мг/кг; саліцілоїлгідразон бензальдегіду (синтезовано Шматковою Н.В.) у дозі 94 мг/кг; саліцилоїлгідразон бромбензальдегіду  (синтезовано Шматковою Н.В.) у дозі 92,6 мг/кг.
Методика приготування м’якої лікарської форми. Для місцевого введення комплексних сполук, що вивчалися, було важливим обрати основу з оптимальним складом, яка не буде вступати в реакцію з компонентами, матиме оптимальні реологічні властивості, нейтральну pH та викликає 
будь-яких біологічних реакцій (алергія, сенсибілізація, подразнення) [148]. Поліетиленоксидна основа – добре розчиняє як гідрофільні, так і гідрофобні сполуки, попереджає розвиток мікроорганізмів. Поліетиленоксидні основи є гідрофільними, не викликають подразнення шкіри, не токсичні. Дані основи не одразу проникають у нижчі слої шкіри та легко змиваються з неї, проявляють осмотичний та дегідраційний ефект. Після ретельного аналізу літератури було обрано оптимальну основу наступного складу: поліетиленгліколь (ПЕГ)-1500, поліетиленоксид (ПЕО)–400, 
1,2-пропіленгліколь, яку готували шляхом сплавлення при температурі 60-70С у співвідношенні компонентів 4:2:3. Усі сполуки, що вивчалися, готували у вигляді м’яких лікарських форм, що складають 2% кінцевої концентрації активної речовини за массою. На кінцівку миші наносили приблизно 10 мг мазі, яку легко втирали у шкірні покриви стопи.
Підбір доз референс-препаратів здійснювали відповідно до аналізу літературних джерел: амітриптилін (ТОВ «Дос. завод “ГНЦЛС”», Україна) (миші) - 20 мг/кг [149]; вальпроєвої кислоти (ч.д.а, Merсk, Німеччина) (миші) – 400 мг/кг [150]; доза ібупрофену (SANDOZ, Словенія) (щури) – 15 мг/кг [151], фабомотізол («Афобазол» ОТСфарм, Росія) (миші) – 5 мг/кг [152].
2.3 Методи  дослідження фармакологічної активності сполук 
2.3.1. Комп’ютерний прогноз біологічної активності 
PASS - це веб-програмне забезпечення, яке використовується для прогнозування спектру біологічної активності біологічно активних сполук на основі їх структури. Інструмент прогнозування використовує двовимірну структуру сполук, як основний, і передбачає активність навіть тих сполук, які ще не синтезовані та хімічно не випробувані, тобто доступна лише інформація про їх структурну формулу [153]. 
Отже, порівняння структури, яка може бути досліджена, із структурами, які є базі даних програмного забезпечення, надають спектр активності для досліджуваної сполуки. Для отримання очікуваного профілю біологічної активності сполуки необхідна виключно структурна/молекулярна формула, тому прогнозування можливо навіть для таких віртуальних структур, що розроблені в комп'ютері, але ще не синтезовані. PASS Online надає можливість передбачити понад 4000 різних видів біологічної активності, які включають терапевтичні, токсичні, несприятливі ефекти, ферментну взаємодію, механізми дії тощо. База даних програми PASS зберігає понад 
180000 біологічно активних сполук і постійно оновлюється та повторно зберігається [154]. Це допомагає одночасно прогнозувати понад 780 фармакологічних ефектів та механізмів досліджуваних сполук залежно від 2D-структури вхідної молекули. Можливість онлайн-програми PASS для прогнозування охоплює понад 3678 фармакологічних ефектів, токсичності та механізмів лікарських засобів.
PASS прогнозування відображає біологічну активність (включаючи фармакотерапевтичні/токсичні ефекти) вхідної 2D-структури як результат прогнозування співвідношень ймовірності Pa : Pi (імовірність 
активності : імовірність неактивності), отже, наводить список у порядку видів їх найвищих активностей. У разі, коли значення Pa > 0.7, це може свідчити як про високу ймовірність наявності даної активності, так і про подібність структури до вже існуючих лікарських засобів. У випадку, коли 0.5 < Pa < 0.7 ймовірність наявності даної активності є нижчою, але це також може свідчити про те, що досліджувана сполука не має фармацевтичних аналогів. Якщо показники 
Pa < 0.5, можливість встановити дану активність в експерименті є істотно нижчою, але це також може свідчити про радикально нову сполуку, що не має аналогів [155].
2.3.2 Дослідження гострої токсичності
Оцінку результатів та визначення середньої летальної дозі (ЛД50) проводили за методом Прозоровського [156].
Дослідження гострої токсичності обох комплексних сполук проводили на здорових статевозрілих мишах обох статей, масою 18-22 г, які попередньо перебували на карантині в умовах віварію протягом 14 діб. У кожній досліджуваній групі було по 6 тварин.
За відсутності даних про гостру токсичність сполук, стартовою дозою було обрано 175 мг/кг [157]. Тестування проводили при однократному пероральному введенні комплексних сполук у водно-твіновій (твін 80) емульсії у дозах: 175, 375, 810, 1750 мг/кг. Контрольна група тварин отримувала водно-твінову емульсію у такому самому об’ємі, як і тварини експериментальних груп. Подальше збільшення дози було неможливим, завдяки низькій розчинності комплексних сполук. Після введення за тваринами спостерігали впродовж 2 діб після однократного введення досліджуваних сполук. Протягом цього часу проводили спостереження за загальним станом тварин, їх поведінкою, станом шкіри та слизових оболонок, кількістю тварин, що вижили/загинули.

2.3.3 Методи вивчення протизапальної активності 
Модель індукування каррагінанового запалення у щурів
Протизапальну дію усіх сполук, що вивчалися, досліджували на моделі каррагінанового запалення. Введення флогогенного агенту каррагінану викликає каскад біохімічних реакцій та вивільнення медіаторів запалення: простагландинів, гістаміну, кінінів (брадикінін, каллідін та ін). Даний тест дозволяє визначити вплив досліджуваних сполук на ЦОГ-2 [158].
Гостру запальну реакцію викликали субплантарним введенням 0,1 мл 0,2% водного розчину -каррагінану [159]. Спостереження за функціональним станом щурів проводили протягом 9 діб. Лікування проводили через добу після розвитку запальної реакції протягом 72 годин. Досліджувані сполуки вводили перорально у твіновій емульсії за допомогою зонду. 
Наявність протизапальної активності оцінювали за реєструючи динаміку зміни таких морфологічних показників як товщина та об’єм запаленої кінцівки. Товщину фіксували за допомогою електронного штангенциркуля, об’єм визначали методом волюметрії [160]. Приріст об’єму розраховували за формулою 1. Показники товщини запаленої кінцівки щурів виражали у відсотках відносно вихідних даних.
Розрахунок приросту об’єму  (ПО)  у відсотках проводили за наступною формулою:

(формула 2.1)
О – об’єм запаленої кінцівки після введення флогогену
І – об’єм інтактної кінцівки
Товщину запаленої кінцівки виражали у відсотках відносно вихідних даних.
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Формалінове запалення індукували шляхом субплантарного введення 
0,1 мл 2% водного розчину формаліну. Формалінове запалення є тривалим та двофазним процесом, перша фаза є результатом прямої активації первинних аферентних сенсорних нейронів, тоді як друга фаза є відображенням центральної сенсибілізації нейронів ЦНС у дорсальному розі [161] і проявляється як хронічне запалення, що за своїм механізмом нагадує артрит у людини .
Досліджувані сполуки вводили перорально через 3 доби після введення флогогену у вигляді емульсійних розчинів з твіном-80. Оцінку результатів експериментального дослідження проводили на підставі зміни динаміки об’єму кінцівок за допомогою цифрового плетизмометра та товщини запаленої кінцівки протягом всього експерименту. Приріст об’єму розраховували за формулою 1, аналогічно до каррагінанового запалення. Показники товщини запаленої кінцівки щурів виражали у відсотках відносно вихідних даних.
Модель індукування трипсинового запалення
Запалення викликали шляхом введення 0,1 мл 0,5% водного розчину трипсину [162] у тильну частину стопи задньої лапи щура. Трипсинову модель запалення використовують для моделювання процесів запалення короткої дії. Протягом моделювання трипсинової моделі запалення відбувається активація протеїназ-активуючих 2-рецепторів, що призводить до синтезу ЦОГ-2.
За півгодини до введення флогогену тваринам перорально за допомогою зонду вводили емульсійні розчини досліджуваних сполук у твін 80. Дані реєстрували через 1, 2, 3, 6 та 24 години після початку експерименту. Контрольна група отримувала водно-твінову емульсію у такому самому об’ємі.
Оцінку результатів експерименту проводили фіксуючи динаміку зміни морфологічних показників (товщина та об’єм) запаленої кінцівки. Об’єм визначали методом волюметрії за допомогою цифрового плетизмометру, товщину фіксували за допомогою електронного штангенциркуля. Статистичні дані розраховували за показниками приросту об’єму (формула 2.1), який свідчить про гальмування процесу розвитку запалення в експериментальних групах у порівнянні із контролем. Товщину запаленої кінцівки виражали у відсотках відносно вихідних даних.
Модель індукування гістамінового запалення у щурів
Запальну реакцію викликали введенням 0,1 мл 0,5% водного розчину гістаміну під плантарний апоневроз лапи щура. Спостереження за функціональним станом щурів проводили протягом 1, 2, 3, 6 та 24 години після початку експерименту. Досліджувані сполуки вводили тваринам перорально за допомогою зонду  у вигляді емульсійних розчинів у твіні-80. Контрольна група отримувала водно-твіновий розчин у такому самому об’ємі, як і досліджувані групи. При взаємодії гістаміну із H1 та Н4-рецепторами відбувається активація запального процесу, а саме міграція та хемотаксис еозинофілів та нейтрофілів, продукція IgE, підвищення проникності судин та артеріол, продукція інтерлейкіну-16, що призводить про розвитку стрімкого запального процесу [163]. 
Оцінку результатів експериментального дослідження проводили фіксуючи динаміку показників товщини та об’єму запаленої кінцівки експериментальних тварин. Приріст об’єму розраховували аналогічно до каррагінанового запалення за формулою 2.1. Показники товщини запаленої кінцівки щурів виражали у відсотках відносно вихідних даних.
Антипірогенної дії досліджуваних сполук
Лихоманка є найбільш поширеним симптомом травм та захворювань [164]. Завдяки аналгетичним засобам відбувається інгібування біосинтезу простагландинів, які при взаємодії з  рецепторами у тканинах центральної нервової системи викликають лихоманку. Комплексні сполуки І та ІІ, саліцилову кислоту вводили перорально у водно-твіновій емульсії через пів години після ін’єкції пірогеналу. Ректальну температуру у мишей реєстрували за пів-години до початку експерименту та через 30 хвилин і далі кожну годину впродовж 6 годин після введення пірогеналу.
 Пірогенал вводили внутрішньом’язово у дозі 100 мкг/кг. Антипірогенну активність комплексних сполук порівнювали із активністю саліциловою кислоти та референс-препаратом ібупрофеном (15 мг/кг). Вимірювання проводили ректально за допомогою термометра.

[bookmark: _Toc63336088]2.3.4 Методи вивчення аналгетичної активності 
Тест «гаряча пластина»
Тест «гаряча пластина» являє собою глобальну оцінку ноцицептивної реакції і може бути проведена однократно для однієї тварини коли оцінюється відповідна реакція.  
[bookmark: _Toc63336089]Для дослідження аналгетичної дії сполук, що вивчалися, проводили при пероральному та місцевому введенні. У тесті гаряча пластини (ГП), на спеціальну поверхню, нагріту до 55 ° С (Hot plate-метр, Columbus Instruments, США) [165] поміщали мишу і реєстрували латентний період реакції, який обмежувався облизуванням твариною задньої лапки. Дослід проводили протягом 1 хвилини, щойно тварина обсмикувала лапу, реєстрували латентний час аналгезії та забирали з ГП. Тестування проводили при пероральному і місцевому способах введення на окремих групах тварин. Сполуки, що досліджувались, вводили перорально у вигляді водно-твінової емульсії за 
60 хвилин до початку тестування. Мазь (2%) з відповідною сполукою наносили на кінцівки миші за 10 хвилин до початку експерименту. Про анальгезію судили по збільшенню латентного періоду реакції облизування задньої лапи, у порівнянні з вихідним значенням. У якості референс-препарату використовували ібупрофен при пероральному введенні.
Тест «Імерсія хвоста у воді»
Тест «Імерсія хвоста у воді» заснований на типовому рефлексі висмикування хвоста у мишей, викликаного зануренням кінця хвоста в теплу воду 55 ° C [166] . Мишу поміщали у фіксатор, таким чином, щоб хвіст був вільним. Маркірували нижню частину хвоста на 3 см. і занурювали його у воду температурою 55° C. Час виведення хвоста з гарячої води (у сек.) зазначався як латентний час висмикування хвоста. Максимальний час сесії складав 15 сек, для уникнення травмування м’яких тканин хвоста. Дослідження проводили через 60 хвилин після перорального введення досліджуваних сполук. Критерієм анальгезії вважали збільшення латентного періоду реакції після введення досліджуваних сполук, що перевищував латентний час у порівнянні з вихідним значенням. 
Дослідження антиноцицептивної активності при хімічному подразненні.
«Капсаїциновий» тест
[bookmark: _Toc63336090]У якості хімічного подразника для виявлення аналгетичної активності сполук, що вивчалися, використовували капсаїцин (0,03% розчин в 
1,2-пропіленгліколі, який вводили субплантарно у задню кінцівку миші 20 мкл 
(6 мкг/лапу) [167]. Тестування проводили при пероральному і місцевому видах введення на окремих групах тварин. Сполуки, що досліджувались, вводили перорально у вигляді водно-твінової емульсії за 60 хвилин до початку тестування. Мазь (2%) з відповідною сполукою наносили на кінцівки миші за 10 хвилин до початку експерименту. Після введення флогогену мишу поміщали у прозорий бокс. Прояв больової реакції фіксували шляхом реєстрації часу облизування твариною пошкодженої кінцівки протягом  
5 хвилин після введення капсаїцину. Час, протягом якого миша  облизувала лапу, фіксували у секундах. Ефективність сполук визначали за здатністю змінювати поріг больової реакції у експериментальних тварин у порівнянні із інтактною групою. У якості референс-препарату використовували ібупрофен при пероральному введенні.
Модель «аллілізотіоцианат-індукованого» болю 
Для моделювання ноцицептивної реакції використовували аллілізотіоцианат (AITC), 20 мкл 0,5% розчину якого в 1,2-пропіленгліколі вводили субплантарно у задню лапку миші [168]. Одразу після введення тварину поміщали у прозорий бокс та спостерігали. Тестування проводили при пероральному і місцевому видах введення на окремих групах тварин. Сполуки, що досліджувались, вводили перорально у вигляді водно-твінової емульсії за 60 хвилин до початку тестування. Мазь (2%) з відповідною сполукою наносили на кінцівки миші за 10 хвилин до початку експерименту. Больову реакцію, а саме час облизування запаленої лапки, реєстрували протягом 10 хвилин після введення флогогену. Інтенсивність больової реакції оцінювали в секундах. У якості референс-препарату було обрано ібупрофен при пероральному введенні.
 «Формаліновий» тест
Формаліновий тест є корисною моделлю для скринінгу нових антиноцицептивних сполук, оскільки включає в себе запальні, нейрогенні та центральні механізми ноцицепції [165].
Для вивчення антиноцицептивного ефекту комплексних сполук І та ІІ, саліцилоїлгідразонів бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду, а також сполук, ліганди яких, надають можливий внесок у фармакологічну активність комплексів, оцінювали шляхом введення 20 мкл 2% водного розчину формаліну. Після ін’єкції тварину поміщали у одиночний прозорий бокс та спостерігали за нею протягом години. Для формалінового тесту фіксували дві больові фази - протягом 5 хвилин після введення і протягом 40 хвилин через 15-17 хвилин з моменту введення формаліну. Досліджувані сполуки наносили на кінцівки тварин у вигляді 2% мазей на гідрофільній основі за 15 хвилин до початку експерименту. Ефективність мазей визначали за здатністю змінювати поріг больової реакції у експериментальних тварин у порівнянні із інтактною групою. 

2.3.5 Методи вивчення антидепресивної активності досліджуваних сполук
Тест Порсолта
Антидепресивну активність усіх досліджуваних сполук проводили за тестом «вимушеного плавання» або тесту Порсолта [169]. Даний тест є коротким і простим у виконанні та використовується для оцінки антидепресивних властивостей досліджуваних сполук [170]. 
За годину до початку тестування мишам вводили перорально у вигляді водно-твінової емульсії досліджувані сполуки (відповідно до кожної групи) за допомогою зонду. Під час тестування мишу, тримаючи за хвіст, опускали у прозорий пластиковий циліндр висотою 40 см та діаметром 30 см, до якого на висоту 25 см налита вода (24°С). Тест тривав 3 хв. Дані фіксували через 
1, 3, 5 та 24 години після перорального введення досліджуваних сполук.
Оцінку результатів експериментального дослідження проводили на  підставі сумарного часу іммобільності, що є поведінковим показником. Іммобільність (стан відчаю) являє собою повну відсутність плавальних рухів під час пасивного утримання миші на воді. Обчислені данні виражали у відсотках відносно контрольної групи.
2.3.6 Методи вивчення анксиолітичної та седативної активності досліджуваних сполук
Тест “відкрите поле”
Тест «відкрите поле» є моделлю відтворення тривожності, що дозволяє оцінити емоційний стан тварин в умовах невідомого простору, освітлення та неможливістю уникнути даних умов.
Досліджувані сполуки перорально вводили мишам у вигляді водно-твінової емульсії та проводили тестування через визначені проміжки часу 
(1, 3, 5 і 24 години). «Відкрите поле» являє собою рівномірно освітлену камеру 40 х 40 х 40 см, основа якої розділена на 16 рівних квадратів з 16 отворами, діаметром 1,5 см у центрі кожного квадрату [171]. Тварину поміщали у поле тримаючи за хвіст у кутовий квадрат,  мордою до кута. 
За кожною мишею спостерігали впродовж 5 хвилин, реєструючи число уставань на задні лапи (вертикальні переміщення), число заглядань у отвори (дослідницька активність) і кількість перетинів квадратів (горизонтальні переміщення) [172]. Після кожного тесту поле обробляли. Статистично оброблені дані виражали у відсотках відносно інтактної групи.
Тест «Піднесений хрестоподібний лабіринт» (ПХЛ) 
Тест піднесеного хрестоподібного лабіринту один з найбільш широко використовуваних тестів для вимірювання тривожної поведінки тварин [173]. Тест заснований на природній відразі мишей до відкритих і піднесених територій, а також на їх природному бажанні досліджувати новий простір.
Cполуки, що досліджувались, вводили мишам перорально у вигляді водно-твінової емульсії, та проводили тестування через визначені проміжки часу (1, 3 і 24 години). Загалом, «Піднесений хрестоподібний лабіринт» складається з двох відкритих та двох закритих «рукавів» із висотою стінок приблизно 15 см та відкритим дахом. Апарат виконано таким чином, що «рукави» розташовані навпроти один одного. Лабіринт піднесено на висоту 0,5 м. 
За кожною мишею спостерігали впродовж 5 хвилин, тварини тестувалися лише раз. Мишу поміщали у центр лабіринту, тримаючи за хвіст, мордочкою до відкритого «рукава» реєструючи число виходів у відкриті із закритих рукавів (горизонтальні переміщення), час проведений у відкритих рукавах, «звішування» із відкритих рукавів (дослідницька активність) [174]. Статистично оброблені дані виражали у відсотках відносно інтактної групи.
Тест «Темно-світла камера»
Даний тест засновано на природному почутті страху мишей до відкритого ярко освітленого простору, а також інтересу вивчати новий простір [175].
Досліджувані сполуки перорально вводили мишам у вигляді водно-твінової емульсії та проводили тестування через визначені проміжки часу 
(1, 3, 5 і 24 години). Темно-світла камера уявляє собою коробку, що розділена на 2 відсіки, розміри кожного - 25 х 25 х 25 см. Один із відсіків був темний, а другий освітлювався електричною лампою 40 Вт. Мишу поміщали у темну частину камери, та через 3 сек. відкривали прохід до світлої частини. 
За кожною мишею спостерігали протягом 5 хвилин та реєстрували час перебування  у світлому відсіку, кількості виглядань (коли миша перетинала нору передніми лапами) у світлий відсік з темного та кількість переходів між світлим та темним відсіками [176]. Після кожного тесту поле обробляли. Статистично оброблені дані виражали у відсотках відносно інтактної групи.

2.3.7 Методи вивчення міорелаксантної дії досліджуваних сполук
Тест «обертового стрижня»
Піддослідним тваринам  попередньо вводили досліджувані сполуки у вигляді водно-твінової емульсії та фіксували дані через 1, 3, 5 і 24 години. Мишей поміщали на горизонтальний обертовий стрижень діаметром 2 см і швидкістю обертання 5 об/хв. Міорелаксантні властивості оцінювали за порушенням координації руху, ходу і рівноваги мишей на обертовому стрижні впродовж 3 хвилин [172].

2.3.8 Методика визначення порога чутливості до судомних агентів досліджуваних сполук
 Експериментальні моделі, що дозволяють викликати судоми дуже важливі для вивчення патофізіології епілепсії. Для моделювання судом було обрано тест з коразолом (пентилентетразолом) [177]. Відомо, що вальпроат, фенобарбітал та леветірацитам мають виразний протисудомний ефект [178], саме тому у якості референс-препарату було використано вальпроєву кислоту.
Для вивчення протисудомної дії, судомний агент (коразол) вводили тварині у вигляді 1 % розчину внутрішньовенно (у хвостову вену) зі швидкістю 0,01 см3/с [179]. 
Мінімальні ефективні дози судомного агенту, що викликають клоніко-тонічні судоми (ДКТС) і тонічну екстензію (ДТЕ), визначали за формулою:
							 	(формула 2.2)
де: 
D – доза коразолу, яка викликає клоніко-тонічні судоми (тонічну екстензію); 
V – об’єм розчину коразолу, см3; 
m – маса тварини, г.

2.3.9 Статистична обробка отриманих результатів
Дані, отримані в результаті експериментального дослідження статистично обробляли загальноприйнятими методами із використанням середньоарифметичного значення (М) і похибки середньоквадратичного відхилення (m). Для дослідження між двома середньоарифметичними значеннями було використано t-критерій Ст’юдента [180]. Відмінності вважалися статистично достовірними при р ˂ 0,05 та р ˂ 0,01 [181]. Для статистичної обробки даних використовували стандартний пакет комп’ютерних програм МS Excell. Для порівняння трьох чи більше вибірок було застосовано однофакторний дісперсійний аналіз One-way (ANOVA). 
Дані методи дозволяють провести віртуальний скринінг досліджуваних сполук, підтвердити їх фармакологічну активність та провести статистичну обробку результатів, що були отримані в ході експерименту. 


РОЗДІЛ 3
КОМП'ЮТЕРНИЙ ПРОГНОЗ БІОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ КОМПЛЕКСНИХ СПОЛУК Sn(IV) З САЛІЦИЛОЇЛГІДРАЗОНАМИ БЕНЗАЛЬДЕГІДІВ
3.1 Прогноз біологічної̈ активності 
У сучасній хімічній біології дослідження обчислювального та молекулярного моделювання дало багато уявлень про відкриття нових лікарських засобів, а також про їх взаємодію з макромолекулярними цілями живих систем. На даний момент доступно ряд програм, які можуть передбачити біологічну активність хімічних речовин, що існують у базах даних або були отримані шляхом хімічного синтезу [182].
PASS забезпечує одночасне прогнозування багатьох видів біологічної активності (спектру активності) на основі структури сполук, що проявляють фармакологічний ефект. З метою пошуку нових сполук, що здатні проявляти широкий спектр фармакологічної дії нами було проведено прогнозування лігандів нових комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду за допомогою сучасної онлайн-версії програми PASS [182]. 
Спектр активності хімічної сполуки є сукупністю різних біологічних активностей, що відображають результати взаємодії сполуки з різними біологічними структурами. Прогнозування біологічних активностей нових сполук у системі PASS базується на співвідношенні структура-активність (база SAR), а тренінговий набір включає 117332 відомих біологічно активних речовин (лікарські препарати, їх ліганди, токсичні сполуки та ін.). Інструмент прогнозування PASS використовує двовимірну структуру сполук, що є основою для прогнозування вхідних даних. Структуру можна намалювати за допомогою «chemsketch» версії 12 та завантажити на веб-сайт PASS як файл (* .mol) або безпосередньо намалювати на веб-сайті за допомогою додатку JAVA, який використовує програму під назвою Marvin Sketch. Спектр активностей розташовані в порядку спадання. 
Таким чином, найбільш вірогідний класифікується на першому місці, а менш вірогідний - на найнижчому в ряду біологічної активності. Значення Pa і Pi коливаються в межах від 0,000 до 1000. Активності хімічної речовини із таким фактором імовірності (Р): Pa> Pi розглядаються як можливі для певної сполуки. За визначенням, ймовірності Pa та Pi - це міри, що належать як до підмножин "активних", так і "неактивних" сполук, а також до ймовірностей 
1-го та 2-го порядку помилок прогнозування відповідно. Ці дві інтерпретації ймовірностей Pa і Pi еквівалентні і можуть бути використані для інтерпретації результатів прогнозу. Вони також можуть бути використані для побудови різних критеріїв для прогнозування результатів аналізу, що відповідають конкретним практичним завданням. Середня точність результатів прогнозування, надана PASS, виявляється 95%. Якщо Pa> 0,7, ймовірність експериментальної фармакологічної дії висока, але також ймовірність, що дана сполука може бути аналогом відомого лікарського засобу, також висока. У разі, якщо 0,5 <Pa <0,7, то ймовірність експериментальної фармакологічної дії менша, але потенційно може виявляти цю активність у досліді. Якщо значення Pa <0,5, то шанс знайти активність експериментально значно менший, але це також може вказувати на імовірність знайти потенційно нову біологічно активну сполуку [183].
На кафедрі загальної хімії та полімерів ОНУ ім. І.І. Мечнікова МОН України д.х.н. профессором Сейфулліною І.Й. і доц. д.х.н. Шматковою Н.В. було запропановано 34 хімічні структури Sn (IV) із саліцилоїлгідразонами бензальдегіду (із різними замісниками у бензойному кільці) [184]. Було проведено Pass-прогноз усіх зазначених сполук і встановлено ряд ймовірності їх біологічних активностей (табл. 3.1).

Таблиця 3.1 
Прогноз біологічної активності комплексних сполук гідразонів.
	№
	Вид біологічної дії
	Кількість сполук
	Межі вірогідної наявності дії, Ра
	Межі 
вірогідної відсутності дії, Рі

	1
	Аналгетична
	6
	0,243- 0,543
	0,005-0,110

	2
	Антипіретична
	9
	0,184-0,765
	0,048-0,101

	3
	Аналептична дія
	3
	0,300-0,748
	0,008-0,109

	4
	Анестетична
	5
	0,286-0,522
	0,043-0,102

	5
	Антиепелептична
	4
	0,168-0,323
	0,105-0,164

	6
	Антиноцицептивна
	6
	0,459-0,606
	0,007-0,064

	7
	Ноотропна 
	5
	0,358-0,378
	0,239-0,260

	8
	Міорелаксантна
	4
	0,168-0,287
	0,062-0,144

	9
	Протизапальна
	9
	0,233-0,713
	0,004-0,113

	10
	Блокатор кальцієвих каналів N-типу
	8
	0,146-0,314
	0,016-0,066

	11
	Інгібітор МАО
	8
	0,157-0,421
	0,005-0,034

	12
	Інгібітор ГАМК-амінотрансферази
	6
	0,271-0,429
	0,044-0,149

	13
	Інгібітор ЦОГ
	4
	0,120-0,187
	0,057-0,074

	14
	Інгібітор ЦОГ-2
	3
	0,093-0,326
	0,058-0,096

	15
	Агоніст ванілоідних рецепторів
	4
	0,263-0,356
	0,097-0,150

	16
	Агоніст ГАМК С
	4
	0,377-0,433
	0,017-0,059

	17
	Агоніст ГАМК В
	3
	0,180-0,237
	0,031-0,083

	18
	Агоніст TRPA1
	8
	0,169-0,420
	0,013-0,153


Дані дослідження показують, що похідні саліцилоїлгідразонів бензальдегіду можуть проявляти широкий спектр біологічної активності. За результатами дослідження декілька похідних саліцилоїлгідразонів бензальдегіду є аналгетичними та протизапальними засобами, що можуть також проявляти супутню протисудомну (Ра=0,168-0,323) та антидепресантну (Ра=0,182) активність, оскільки є блокаторами кальцієвих каналів N-типу (Ра=0,146-0,314), інгібіторами ГАМК-амінотрансферази (Ра=0,271-0,429), інгібіторами МАО (Ра=0,157-0,421). Також похідні саліцилоїлгідразонів бензальдегіду можуть виявляти ноотропну (Ра=0,358-0,378), антипіретичну (Ра=0,184-0,765) та інші активності.
Комп’ютерний прогноз біологічної активності досліджуваних сполук саліцилоїлгідразонів бензальдегіду із різним заміщенням у бензойному кільці показав ймовірність широкого спектру фармакологічної дії 19 комплексних сполук. Після проведення PASS-прогнозу токсичності даного ряду сполук, було встановлено високий рівень токсичності (Ра=0,736-0,945), канцерогенність (Ра=0,627-0,825), та їх гепатотоксичність (Ра=0,820-0,932), тому подальший синтез 8 сполук із даного списку був недоцільним. 
Оскільки комп’ютерний прогноз досліджуваних сполук показав ймовірність їх широкого спектру біологічної активності, надалі на кафедрі загальної хімії та полімерів ОНУ ім. І.І. Мечнікова було синтезовано 11 сполук із даного списку - комплекси тетрахлоро-(N-4-R-бензиліденасаліцилоїл-гідразинато- R) станнуму (IV) (рис 3.1) [185,186,187]. 
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Рис. 3.1 Синтезовані комплекси тетрахлоро-(N-4-R-бензиліденасаліцилоїл-гідразинато- R) станнуму (IV).
Також, згідно з отриманими даними наступні сполуки, за результатами Pass-прогнозу є перспективними протизапальними засобами (Ра=0,233-0,713). 
Дослідження in vivo на моделі каррагінан-індукованого запалення, що були проведені нашими колегами [188], підтвердили результати Pass-прогнозу і показали високий рівень протизапальної дії сполук №2 (Комплекс І) і 
№5 (Комплекс ІІ). 
Саме тому, комплексні сполуки І і ІІ заслуговують уваги як перспективні протизапальні засоби із супутніми аналгетичним, антидепресантним, антиноцицептивним, протисудомним та ін. 
3.2 Гостра токсичність
Для вивчення фармакологічної активності нових комплексних сполук саліцилоїлгідразонів бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду з оловом, необхідно було провести попереднє дослідження їх гострої токсичної в експерименті in vivo.
Також було досліджено було досліджено сполуки, ліганди яких входять до структури комплексів І і ІІ. З літератури відомо, що ЛД50 бензальдегіду складає 2400 мг/кг (щури, перорально), 2020 мг/кг (миші, перорально) [189]; бромбензальдегіду > 10750 мг/кг (щури, перорально) [190]; 1230 мг/кг (миші, перорально) [191]; саліцилової кислоти > 891 мг/кг (шури, перорально), 
480 мг/кг (миші, перорально) [192]; хлорид олова > 1745 - 2275 мг/кг (щури, перорально) [193].
Досліджувані комплексні сполуки І і ІІ розчиняли у водно-твиновій емульсії у дозах від 175 мг/кг до 1750 мг/кг, після перорального введення сполук за тваринами спостерігали протягом 14 діб. Головним критерієм токсичності сполук була загибель піддослідних тварин. Також, реєструвалися показники доза-ефект на стан органів і тварин в цілому: маса тіла тварин, стан шкіри та шерсті, колір слизових оболонок, ринореї, млявість, сонливість, наявність тремору, загальний стан тварин, а також діяльність нервової, дихальної та серцево-судинної систем. Дослідження стану тварин, а також їх загибель реєстрували у перший день, спостереження проводили у першу годину безперервно, а потім через дві, три та п’ять годин.
Через 14 днів після введення досліджуваних сполук тварини підлягали мортифікації та досліджувався стан їх внутрішніх органів та тканин.
За результатами дослідження було встановлено, що введення комплексних сполук І і ІІ не викликає істотних змін маси тіла впродовж 14 діб, приріст маси тіла був у рамках фізіологічної норми (табл. 3.2).
Табл 3.2
Динаміка зміни маси тіла (M±m) у статевозрілих білих мишей після однократного перорального введення комплексних сполук у порівнянні із контролем
	Група
	Час спостереження, доба

	
	0 доба дослідження
	3 доба дослідження
	7 доба дослідження
	14 доба дослідження

	Маса тварин, г (контрольна група, n=6)
	19,8 ± 1,3
	21,4 ± 1,1
	23,6 ± 1,4
	26,5±1,2

	Маса тварин, г (Комплекс І, n=24)
	19,7 ± 1,5
	21,2  ± 1,4
	23,7 ± 1,3
	26,3 ± 0,9

	Маса тварин, г (Комплекс ІІ, n=24)
	19,7 ± 1,2
	21,3 ± 1,3
	23,6 ± 0,9
	26,4 ± 1,1


Згідно з отриманими в ході проведеного експерименту результатами, було встановлено, що введення комплексних сполук в дозі 175-810 мг/кг не викликало зовнішніх змін у фізичному стані тварин, поведінці, тонусі скелетної мускулатури, споживанні їжі та води, діурезу та дефекації, тварини були активні, мали гладку шерсть та охайний вигляд. Варто зазначити, що у групі тварин, яка отримувала комплексні сполуки у дозі 1750 мг/кг на другу добу спостерігалася деяка млявість та сонливість, при цьому інших змін у поведінці, судом, зміни частоти дихання, тремору та інших проявів інтоксикації зареєстровано не було. Показник виживання тварин у дослідних групах становив 100%.
Дослідження стану тварин на 14 добу експерименту не показало зовнішніх змін у органах та системах. Візуально шерсть та шкірні покрови були чисті, на слизовій та шкірі не спостерігалося уражень. Дослідження внутрішніх органів після розтину дослідних тварин показало відсутність ознак ушкодження та запалення, черевні та плевральні порожнини були гладкі, блискучі, звичайної консистенції та кольору. 
Отже, 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) [156,157]. 
За результатами проведеного Pass-прогнозу комплексні сполуки саліцилоїлгідразонів бензальдегіду (Комплекс І) та 4-бромбензальдегіду (Комплекс ІІ ) з оловом можуть проявляти широкий спектр фармакологічної дії, що стало підставою для вивчення протизапальної, аналгетичної, протисудомної та інших активностей на моделях in vivo.


РОЗДІЛ 4
ДОСЛІДЖЕННЯ ПРОТИЗАПАЛЬНОЇ АКТИВНОСТІ КОМПЛЕКСНИХ СПОЛУК Sn(VI) З САЛІЦИЛОЇЛГІДРАЗОНАМИ БЕНЗАЛЬДЕГІДІВ НА РІЗНИХ МОДЕЛЯХ ЗАПАЛЕННЯ
На даний момент однією з найбільш важливих і досліджуваних проблем медицини є запалення. Прийнято вважати, що запалення це сформована в процесі еволюції захисно-пристосувальна реакція організму на патогенний подразник і на пошкодження, яке їм викликане. Запалення відносять до фундаментальних патологічних процесів, які складають патофізіологічну основу більшості захворювань людини. Сучасній медицині відомо велике число засобів, що мають протизапальну активність, як з групи стероїдних, так і нестероїдних препаратів [26, 28].
Раніше нашими колегами було проведено дослідження комплексних сполук саліцилоїлгідразонів, заміщених бензойним альдегідом з оловом [147] на моделі каррагінанового запалення. Оскільки було доведено, що дані сполуки проявляють протизапальну активність, уявляло інтерес у подальшому дослідженні  саліцилоїлгідразонів, заміщених бензойним альдегідом. 
Саліцилова кислота становить інтерес із теоретичної точки зору, оскільки у її будові присутні і фенольна і карбоксильна групи. Карбоксильні групи у структурі молекули СК знаходяться у орто-положенні, що робить її перспективним реагентом – комплексоутворювачем [194]. 
Наявність у структурі комплексу іону металу видається актуальним і перспективним, оскільки таке поєднання компонентів дозволяє зменшити подразнюючий ефект СК та токсичну дію саліцилатних комплексів  у порівнянні із солями перехідних металів-мікроелементів [195].
Терапевтична активність СК обумовлена її здатністю утворювати хелатні сполуки, тому, імовірно, що біологічна дія похідних СК викликана її здатністю зв’язувати іони металів. Результати досліджень наших колег підтверджують дані про те, що комплекс іону металу і СК, при пероральному введені проявляє більш ефективну протизапальну дію, ніж СК окремо [196].
Дослідження похідних бензальдегідів нашими колегами показало, що дані сполуки інгібують продукцію прозапальних медіаторів, прозапальних цитокінів, а також викликають експресію гемоксігенази [197]. Також, існують дані, про здатність похідних бензальдегідів інгібувати експресію ЦОГ-2 [198].
Використання різних моделей запального процесу з різними механізмами розвитку дозволяє припустити можливі механізми протизапальної дії сполук, що досліджуються. 

4.1 Дослідження протизапальної дії комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі каррагінанового запалення
Структурно каррагінани - це складна група полісахаридів, що складається з мономерів, що повторюються, пов’язаних з галактозою, і складаються з трьох основних типів: лямбда, каппа та йота. Форма лямбда не сильно гелює при кімнатній температурі та використовується при моделюванні запальної реакції. Запалення, викликане каррагінаном, є гострим, неімунним, добре дослідженим та легковідтворюваним. Характерні ознаки запалення - набряк, гіпералгезія та еритема розвиваються одразу після підшкірної ін’єкції внаслідок дії прозапальних агентів - брадикініну, гістаміну, тахікінінів, реактивного кисню, а також різновидів азоту. Ці агенти утворюються у місці запалення або у результаті інфільтрації у клітини. Нейтрофіли легко мігрують до місця запалення, утворюючи, серед інших медіаторів, вільні радикали, такі як аніон супероксиду (O2–) та гідроксильні радикали [199]. Запальна реакція зазвичай кількісно визначається збільшенням розміру лапи (набряком) і модулюється інгібіторами специфічних молекул у каскаді запальної реакції [200]. Запалення, індуковане каррагінаном, призводить до індукції ЦОГ-2, що у свою чергу викликає посилення продукції простагландину, тромбоксану та простацикліну на ранній фазі та до значного збільшення вироблення простагландину Е2  [201].
Відомо, що інгібування запалення, викликаного каррагінаном у щурів, є однією з найбільш відповідних процедур тестування для виявлення протизапальних засобів, оскільки сильно нагадує артрит людини [202].
Нами було досліджено протизапальну активність комплексних сполук І і ІІ, а також речовин, ліганди яких входять, до їх структури. Дані, представлені на рис. 4.1.1. та 4.1.2. свідчать, що об'єм запалених кінцівок усіх груп досліджуваних тварин збільшився в середньому на 60% через 24 години після введення каррагінану, але вже через дві доби після початку експерименту простежувалась чітка тенденція до зниження об'єму осередку запалення у тварин, яким перорально вводили комплексні сполуки I і II. 
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Рис. 4.1.1 Протизапальна активність комплексної сполуки ІІ при пероральному введенні на моделі каррагінан-індукованого запалення (об’єм запалених кінцівок щурів, у % до контрольної групи, (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p0,05 статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою.
2. ** - р0,01 статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною.
3. n – кількість тварин у групі.

Так, через добу після початку експерименту приріст об'єму запаленої кінцівки для комплексної сполуки II склав всього 13% (рис. 4.1.1). Надалі спостерігається поступове зменшення об'єму запаленої кінцівки протягом п'яти діб після початку лікування і досягнення показників об'єму інтактних тварин. З огляду на те, що до складу комплексної сполуки ІІ входять ліганди саліцилової кислоти та бензальдегіду, ймовірно, що саме вони надають основний внесок у протизапальну активність комплексу ІІ. З отриманих даних видно, що саліцилова кислота, а також бензальдегід, проявляють протизапальну активність, що призводить до зниження запального процесу протягом першої доби терапії. Показники об’єму запаленої кінцівки під час лікування щурів саліциловою кислотою достовірно знижувались кожної доби в середньому на 10% протягом 6 діб та на 7-му добу сягнули інтактних.  Варто зазначити, що 4-бромбензальдегід мав динаміку, схожу з динамікою комплексної сполуки ІІ, спостерігалось стрімке зниження показників запалення на 23% між першою та другою добою лікування, та надалі показники поступово знижувались. Найбільш виразну протизапальну дію здійснював саліцилоїлгідразон бензальдегіду, так, вже на четверту добу 
(3 доба терапії) показники об’єму запалених кінцівок вийшли на рівень контрольних значень. 
Протизапальна активність комплексної сполуки І була декілька нижчою, у порівнянні із комплексною сполукою ІІ, так приріст об’єму запаленої кінцівки через добу після початку лікування (2 доба досліду) складав 24,2% (рис. 4.1.2). 
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Рис. 4.1.2 Протизапальна активність комплексної сполуки І при пероральному введенні на моделі каррагінан-індукованого запалення (об’єм запалених кінцівок щурів, у % до контрольної групи, (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p0,05 статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою.
2. ** - р0,01 статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною.
3. n – кількість тварин у групі.
Пероральне введення розчину SnCl2 достовірно зменшувало об'єм і товщину запаленої кінцівки щура. З кожним наступним днем об'єм запаленої кінцівки дослідної групи зменшувався на 20% і до п'ятого дня досяг об'єму інтактних тварин, у той час, як показники товщини (табл. 4.1.1.) досягли інтактних на 6 добу лікування, але треба зазначити, що зміна динаміки товщини запаленої кінцівки (табл. 4.1.1.) схожа на показники зміни об’єму запаленої кінцівки та не має статистичних відмінностей.
Таблиця 4.1.1
Протизапальна активність досліджуваних сполук при пероральному введенні (товщина кінцівки), (М±m, n=5)
	№ гр
	Сполука
	Час спостереження (доба)

	
	
	після введе-ння
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Приріст товщини, у % до вихідних значень

	1
	Контроль
	57,1 ± 3,4
	58,2 ± 3,9
	48,0 ± 8,3
	51 ± 4,7
	43 ± 4,0
	39 ± 3,8
	26 ± 6,8
	22 ± 5,4
	15 ± 2,0

	2
	Ібупрофен
	43,1 ± 4,0
	52,9 ± 5,6
	29 ± 5,3
	24 ± 4,2
	17 ± 3,9
	16  ± 5,7
	7  ± 3,1
	4 ± 3,8
	

	3
	К І
	57 ± 3,4**
	28 ± 2,6**
	25,6 ± 5,4
	24,4 ± 5
	19,3 ± 5,0
	11,7 ± 3,3
	2,7 ± 1,8**
	-
	-

	4
	К ІІ
	57 ± 3,4
	9 ± 4,6
	9 ± 4,9
	7 ± 4,2
	13 ± 5,0**
	11 ± 4,0
	9 ± 5,0**
	1 ± 2,0
	-

	5
	БА
	35 ± 7,0
	32 ± 2,0
	25 ± 3,0
	23 ± 4,0
	16 ± 3,0
	12 ± 2,0
	6 ± 3,0
	1 ± 2,0
	-

	6
	брБА
	35 ± 7,0**
	34 ± 8,0
	28 ± 9,0
	37 ± 8,0
	23 ± 5,0
	15 ± 3,0
	9 ± 4,0
	2 ± 2,0
	-

	7
	СГБА
	57 ± 3,4
	40,4 ± 3,3**
	21,3 ± 0,9**
	23,4 ± 0,1
	21,3 ± 0,9
	15,3±3,0
	8,5 ± 1,0
	2,1 ± 1,0
	-

	8
	СГБрБА
	57 ± 3,4**
	42,6 ± 3,3
	38,3 ± 0,9**
	46,8 ± 0,1*
	44,7 ± 1,0
	25,5±1,0**
	21,3 ± 1,0**
	-
	-

	9
	СК
	57 ± 3,4
	42 ± 4,5**
	28 ± 4,4**
	25 ± 4,7
	17 ± 5,3
	10 ± 2,8**
	5 ± 1,3**
	7 ± 6,8
	-

	10
	 SnCl (ІІ)
	57 ± 3,4
	39,5  ± 0,1**
	30,2 ± 0,1**
	30,2 ± 0,1
	30,2 ± 0,1
	30,2 ± 0,1
	27,9 ± 0,1
	12,3 ± 0,4
	-


Примітки: 
1.	* - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р0,05). 
2.	** - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р0,01).

Вище зазначене свідчить про те, що усі ліганди комплексних сполук роблять свій внесок у сумарну протизапальну активність, при цьому найбільш  активність на моделі каррагінанового запалення проявляє саліцилова кислота і бензальдегід. За результатами проведених досліджень можливо припустити, що механізм дії досліджених комплексних сполук пов’язаний з інгібуванням циклооксигеназ.
4.2 Дослідження протизапальної дії комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі гістамінового запалення.
Модель гістамінового запалення є гострим запальним процесом, що швидко розвивається. Так, вже через годину після введення флогогену відбувається розвиток гострої місцевої запальної реакції, що супроводжується почервонінням, набряком та больовим синдромом [203].
Гістамін є біогенним аміном і завдяки його специфічним мембранним рецепторам H1, H2, H3 і H4 відіграє важливу роль у фізіологічних та патологічних процесах, таких як секреція шлункової кислоти, скорочення гладкої мускулатури, нейротрансмісія, імуномодуляція, ангіогенез та алергічні реакції [204]. 
Відомо, що запальні стани в основному опосередковуються активацією гістамінового рецептора H1. Гістамін є потужним медіатором запалення, зазвичай пов’язаним з алергічними реакціями, бере участь у локальних запальних реакціях шляхом активації вазодилатації, судинної проникності, утворення набряків, поліморфноядерної інфільтрації лейкоцитів та вивільнення цитокінів [203]. 
Дані, представлені на рис. 4.2.1. та рис 4.2.2. свідчать, що комплексні сполуки I і II мають виразну протизапальну дію на моделі гістамінового запалення. Так, через годину після початку експерименту приріст об’єму запаленої кінцівки після перорального введення комплексної сполуки II склав всього 9%, а вже через три години дані сягнули контрольних показників, що свідчить про її високу протизапальну активність. При вивченні внеску ліганду 4-бромбензальдегіду в протизапальну активність комплексної сполуки ІІ, було показано його значний протизапальний ефект у порівнянні із контролем. Динаміка зміни об’єму запалених кінцівок статистично відрізнялася від контролю. Так, через годину після введення флогогену об’єм запаленої кінцівки був менше показників контрольної групи на 28%, а через три години показники сягнули даних об’єму контрольної групи. Протизапальна ефективність 4-бромбензальдегіду статистично відрізняється від ефективності комплексної сполуки ІІ (рис 4.2.1.).
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Рис. 4.2.1 Протизапальна активність комплексної сполуки ІІ при пероральному введенні на моделі гістамін-індукованого запалення (об’єм запалених кінцівок щурів, у % до контрольної групи, (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (у порівнянні із комплексною сполукою ІІ).
4. ## - p  0,05 (у порівнянні із комплексною сполукою ІІ).
5. n – кількість тварин у групі.

На моделі гістамінового запалення бензальдегід також проявляв виразну протизапальну активність, через годину після початку експерименту приріст об’єму запаленої кінцівки при пероральному введенні бензальдегіду склав лише 15%, а через три години показники об’єму сягнули контрольних значень (рис 4.2.2.).
Через годину після введення флогогену об’єм запаленої кінцівки у групі, що отримувала емульсійний розчин саліцилової кислоти, був нижчими за показники контрольної групи на 14%, проте вже через 2 години після початку експерименту показники стрімко знизилися і практично не відрізнялися від контролю (рис 4.2.2).
Протизапальна активність комплексної сполуки I не має достовірних статистичних відмінностей від показників комплексної сполуки II, так, через 6 годин після початку експерименту показники об’єму запалених кінцівок досягли контрольних (рис. 4.2.1., 4.2.2). 
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Рис. 4.2.2 Протизапальна активність комплексної сполуки І при пероральному введенні (об’єм запалених кінцівок щурів, у % до контрольної групи, (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі.
4. n – кількість тварин у групі.

Вивчення динаміки зміни товщини запаленої кінцівки (табл. 4.2.1), після введення комплексних сполук І та ІІ, а також сполук, що входять до їх структури, показало, що даний показник за своїм профілем збігається з показниками зміни об’єму запаленої кінцівки. Показники приросту товщини запаленої кінцівки підтверджують виразний протизапальний ефект, який проявили обидва комплекси.

Таблиця 4.2.1
Протизапальна активність досліджуваних сполук при пероральному введенні на моделі гістамін-індукованого запалення (за 30 хв. до введення флогогену, товщина запалених кінцівок щурів, (М±m, n=5)
	№ гр
	Сполука
	Час спостереження (год)

	
	
	0
	1
	2
	3
	6
	24

	Приріст товщини, у % до вихідних значень

	1
	Контроль
	0
	51,2 ± 2,1
	30,2 ± 3,0
	18,6 ± 2,0
	14,0 ± 2,0
	0

	2
	Ібупорфен
	0
	40,63 ± 1,0
	28,29 ± 2,2
	17,01 ± 2,3
	10,07 ± 2
	0

	3
	Комплекс 1
	0
	12,7 ± 1,8 **
	4,7 ± 1,8 *
	0 ± 1,8**
	0
	0

	4
	Бензальдегід
	0
	39,5 ± 1,0
	25,6 ± 1,0
	14 ± 1,0
	9,3 ± 2,0
	2,3 ± 2,3

	5
	4-бромбензальдегід
	0
	30,2 ± 2,2
	27,9 ± 2,2
	16,3 ± 2,3
	11,6 ± 2,3
	0

	6
	Саліцилова кислота
	0
	22,7 ± 2,0
	9,3 ± 2,3
	4,7 ± 2,3*
	0
	0


Примітки: 
1. 	* - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р0,05). 
2.	** - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р0,01). 

4.3. Визначення протизапальної дії комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі формалінового запалення.
Формаліновий тест - добре вивчена модель, яка часто використовується для оцінки знеболюючої та протизапальної дії різних ендогенних та екзогенних речовин. Пошкодження тканин і травми завжди пов'язані з болем і запаленням. Формалінове запалення - це двофазна реакція, де перша фаза - це прямий ефект формаліну, що включає нейрогенний біль. 
Друга фаза бере участь у запальних реакціях, опосередкованих простагландіном, серотоніном, гістаміном, брадикініном та цитокінами, такими як бета інтерлейкін-1, бета-інтерлейкін-6, фактор некрозу та оксид азоту [205]. Було доведено, що ін'єкція формаліну у задню лапу щура збільшує експресію ЦОГ-1, починаючи з 1 дня після введення і цей період триває щонайменше 2 тижні. Експресія ЦОГ-2 відбувається значно менше, причому значне підвищення рівня білка ЦОГ-2 спостерігається лише через 2 години після введення [206]. 
Згідно з отриманими даними рис. 4.3.1. та 4.3.2. видно, що обидві комплексні сполуки безумовно проявляють протизапальну дію на моделі формалінового запалення. 
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Рис. 4.3.1 Протизапальна активність комплексної сполуки І при пероральному введенні на моделі формалін-індукованого запалення (об’єм запалених кінцівок щурів, у % до контрольної групи, (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із комплексною сполукою І).
4. ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із комплексною сполукою І).
5. n – кількість тварин у групі.

Так, через 3 доби після введення формаліну об’єм запалених кінцівок щурів усіх досліджуваних груп збільшився приблизно на 72% в порівнянні з контрольними показниками. 
Починаючи з другого дня лікування, при пероральному введенні комплексної сполуки I, об’єм запалених лап щурів зменшився приблизно на 19%, і в наступні дні експерименту дана тенденція зберігалася. Через 16 діб спостереження (14 доба лікування) показники групи, якій перорально вводили комплексну сполуку I практично досягли показників групи інтактних тварин.
Аналогічно попереднім дослідженням, нами було проведена оцінка внеску структурних компонентів комплексних сполук І і ІІ в їх протизапальну активність. Бензальдегід статистично достовірно проявляв протизапальну дію у порівнянні із контрольною групою. Так, показники об’єму запаленої кінцівки з 5 по 10 добу відрізнялись від контрольних в середньому на 14%, а вже на 11 добу спостерігалося різке зниження показників об’єму на 33%. 
При пероральному введенні комплексної сполуки II (рис 4.3.2) також спостерігався виразний протизапальний ефект. 
[image: ]
Рис. 4.3.2 Протизапальна активність комплексної сполуки ІІ при пероральному введенні на моделі формалін-індукованого запалення (об’єм запалених кінцівок щурів, в % до контрольної групи, (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із комплексною сполукою ІІ).
4. ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із комплексною сполукою ІІ).
5. n – кількість тварин у групі.

До 8 доби спостерігали зменшення об’єму запаленої кінцівки щура, але комплексна сполука поступалася за своєю ефективністю комплексу І, показники приросту об’єму запаленої кінцівки зменшувались в середньому 
5-9% на добу та досягли контрольних лише на 14 добу лікування. 
4-Бромбензальдегід також проявляв протизапальну активність впродовж усього експерименту і на 16 добу спостереження (14 доба лікування) об’єм запалених кінцівок досяг вихідних показників. 
Кращу протизапальну активність продемонструвала саліцилова кислота у порівнянні із 4-бромбензальдегідом, вже на 7 добу лікування показники об’єму запалених кінцівок щурів зменшилися приблизно на 37%, але в даному експерименті показники об’єму запалених кінцівок не повернулися на рівень інтактних до кінця експерименту. 
При візуальному огляді не спостерігалося зовнішніх ознак запалення, на відміну від контрольної групи тварин, у яких ознаки запалення були досить виражені і на 16-у добу спостереження.
Дані, що були отримані при визначенні товщини запалених кінцівок (табл. 4.3.1) на моделі формалінового запалення, свідчать, що в цілому тенденція зміни товщини збігалася з динамікою зміни об'єму, при введенні всіх досліджуваних сполук, показники не досягли контрольних, і через 16 діб після введення флогогену, що, мабуть, пов'язане з фізіологією розсмоктування. 
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Усі досліджувані сполуки проявляли високу антиексудативну активність, найбільш виразну дію показав бензальдегід.
Таблиця 4.3.1

Протизапальна активність досліджуваних сполук при пероральному введенні (через добу після введення флогогену, товщина кінцівок), (М±m, n=5)
	Час спостереження (доба)
	
Сполука

	
	Контроль
	Ібупрофен
	К І
	К ІІ
	БА
	брБА
	СК

	Приріст товщини, у % до вихідних значень
	

	3
	50,5 ± 0,2
	50,5 ± 0,2
	50,5 ± 0,2 
	50,5 ± 0,2
	50,5 ± 0,1
	50,5 ± 0,1
	50,5 ± 0,2

	4
	65,1 ± 0,2
	30,8 ± 0,3
	36 ± 0,2**
	51,8 ± 0,2**
	58,2 ± 0,4
	54,8 ± 0,1
	53,4 ± 0,2

	5
	62,3 ± 0,2
	30,6 ± 0,1
	35,7 ± 0,1**
	43,4 ± 0,2**
	45,9 ± 0,4*
	52 ± 0,1
	50,3 ± 0,1*

	6
	60,3 ± 0,2
	29,9 ± 0,4
	34 ± 0,2**
	41,7 ± 0,1**
	35 ± 0,6**
	40,3 ± 0,1**
	48,3 ± 0,2*

	7
	59,7 ± 0,2
	28,7 ± 0,2
	33,3 ± 0,2**
	34,7 ± 0,1**
	32 ± 0,1**
	37 ± 0,1**
	45,4 ± 0,2**

	8
	58 ± 0,1
	28,5 ± 0,1
	33,6 ± 0,2**
	34,8 ± 0,1**
	35 ± 0,1**
	37 ± 0,1**
	43,4 ± 0,2**

	9
	62 ± 0,2
	27,3 ± 0,2
	33,7 ± 0,1**
	34,7 ± 0,1**
	35 ± 0,1**
	35 ± 0,1**
	40,8 ± 0,2*

	10
	60,3 ± 0,2
	24,1 ± 0,2
	32,7 ± 0,2**
	34,1 ± 0,2**
	28 ± 0,1**
	29 ± 0,2**
	39,3 ± 0,1*

	11
	49,9 ± 0,2
	15,3 ± 0,3
	22 ± 0,2**
	22,9 ± 0,2**
	23 ± 0,1**
	28,3 ± 0,2**
	30,3 ± 0,1**

	12
	47,9 ± 0,1
	12,3 ± 0,1
	21,5 ± 0,1**
	20,5 ± 0,1**
	21 ± 0,1**
	25 ± 0,2**
	25 ± 0,2**

	13
	45,0 ± 0,2
	6,2 ± 0,4
	11,1 ± 0,2**
	14,4 ± 0,1**
	17 ± 0,2**
	18 ± 0,1**
	17,1 ± 0,2**

	14
	38 ± 0,1
	
	11,5 ± 0,1**
	15,7 ± 0,2**
	15 ± 0,1**
	15 ± 0,1**
	9,5 ± 0,2**

	15
	27 ± 0,1
	
	9 ± 0,1**
	7 ± 0,2**
	10 ± 0,1**
	15 ± 0,1**
	9 ± 0,2**

	16
	24 ± 0,1
	
	6 ± 0,2**
	4 ± 0,2*
	5 ± 0,1**
	6 ± 0,28*
	9 ± 0,2**


Примітки: 1.	 * - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р0,05). 
	     2.	 ** - статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою (р0,01)
[bookmark: _Toc63336100]4.4. Дослідження протизапальної дії комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі трипсинового запалення.
Трипсин являє собою протеолітичний фермент, здатний розщеплювати білки та пептиди. Дослідження показали, що трипсин може викликати класичні сигнали запалення, головним чином за рахунок активації рецептора протеїнази (PAR-2). Введення трипсину в кінцівку щура викликає дозозалежну і спонтанну больову реакцію, а також термічні та механічні прояви запалення. Набряк та ноцицепція пов`язані з продукцією нейропептидів, що включають активацію С-волокон та ванілоїдного рецептору-1 (TRPV1), у свою чергу, не викликаючи стимуляцію рецептору кініну В(2). Виникнення набряку у місці введення флогогену пов'язане з продукцією метаболітів циклооксигенази (ЦОГ), тоді як спонтанна больова реакція значною мірою пов'язана з активацією тучних клітин. В цілому, індукований трипсином набряк та ноцицепція в кінцівці представляють багатопосередкові відповіді, які в значній мірі, але не виключно, пов'язані з активацією PAR-2 [207]. 
Комплексні сполуки І і ІІ, а також сполуки, ліганди яких входять до їх структури були перорально введені дослідним тваринам (щурам). Спостереження проводили протягом 6 годин. 
Згідно з отриманими даними, можна дійти висновку, що виразний протизапальний ефект комплексних сполук проявлявся вже через годину після початку експерименту. Важливо відзначити, що максимальну протизапальну дію має комплекс IІ (рис. 4.4.1.). 
Так, через годину після початку тесту об’єм запаленої кінцівки зріс лише на 14% у порівнянні із контрольними показниками, а вже через три години після початку експерименту розміри і колір пошкодженої лапи повернулися до початкового стану. Схожу динаміку проявила у даному експерименті саліцилова кислота, але важливо відзначити, що на відміну від комплексної сполуки ІІ об’єм запалених кінцівок досягнув інтактних показників лише через 6 годин після початку експерименту.
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Рис. 4.4.1 Протизапальна дія комплексної сполуки ІІ та сполук, що входять до складу комплексу на моделі трипсин-індукованого запалення(за показниками об’єму кінцівок (за 30 хв. до введення флогогену)), (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p0,05 (статистично значуща різниця у порівнян ні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі. 

Для визначення ролі лігандів у протизапальній активності комплексної сполуки ІІ було вивчено протизапальну дію 4-бромбензальдегіду, саліцилової кислоти та саліцилоїлгідразону 4-бромбензальдегіду. Як видно з приведених даних (рис. 4.4.1), саліцилоїлгідразон 4-бромбензальдегіду не виявляв протизапальної дії на моделі трипсинового запалення. У свою чергу, 
4-бромбензальдегід показав виразну протизапальну дію, так, через годину після початку експерименту приріст об’єму запаленої кінцівки був співставним із ефектом саліцилової кислоти та комплексної сполуки ІІ. 
В цілому, ймовірно, що основний вклад прояв протизапальної активності комплексної сполуки ІІ вносить ліганди 4-бромбензальдегіду та саліцилової кислоти, що підтверджує дані, отримані в результаті Pass-прогнозу.
Аналогічні дослідження були проведені для комплексної сполуки І. 
З даних, приведених на рис. 4.4.2 видно, що комплексна сполука І також проявляє значну протизапальну активність, але дещо нижчу за комплексну сполуку ІІ. Так, через годину після введення флогогену, приріст запаленої кінцівки складав 43%, а через 2 години знизився до 14% (аналогічно до комплексної сполуки ІІ). Через 3 години показники досягнули інтактних. 
		[image: ]
Рис. 4.4.2. Протизапальна дія комплексної сполуки І та сполук, що входять до її складу (за показниками об’єму кінцівок, (за 30 хв. до введення флогогену),  (М±m, n=5) 
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі. 

Можливо припустити, що висока ефективність комплексної сполуки ІІ обумовлена синергізмом дії лігандів 4-бромбензальдегіду і саліцилової кислоти, які входять до її структури.
Відомо, що іони Sn здатні індукувати цитопротекцію і проявляти деякі протизапальні властивості [141], саме це підтверджують результати наших досліджень на моделі трипсинового запалення.
Згідно з отриманими даними, в першу годину після введення трипсину, дія іонів Sn (у вигляді SnCl2) обумовлює зниження об’єму запаленої кінцівки на 28% відносно контрольної групи. Через три години після початку експерименту різниця об’ємів контрольної і дослідної груп становила 17%, а через 6 годин експерименту показники, що досліджувалися, сягнули інтактних. 
Для оцінки протизапальної дії біологічно-активних речовин, крім визначення зміни об'єму запаленої кінцівки, спостерігали також за динамікою зміни її товщини в місці запалення. Динаміка зміни товщини запаленої кінцівки за своїм профілем схожа на зміну її об'єму, але контрольні показники, при використанні всіх досліджуваних сполук, досягаються тільки через 
24 години після введення флогогену, що, мабуть, пов'язано з фізіологією його розсмоктування (табл 4.4.1).
Таблиця 4.4.1
Протизапальна активність досліджуваних сполук при пероральному введенні (за показниками товщини кінцівки, за 30 хв. до введення флогогену), (М±m, n=5)
	№
	Сполука
	Час спостереження (год)

	
	
	0
	1
	2
	3
	6
	24

	Приріст товщини, у % до вихідних значень

	1
	Контроль
	0
	71,7 ± 0,1
	69,6 ± 0,2
	52,2 ± 0,1
	43,5 ± 0,2
	-

	2
	Ібупрофен
	0
	66,19 ± 0,1
	62,25 ± 0,2
	37,17 ± 0,3
	35,47 ± 0,3
	

	3
	Комплекс І
	0
	54,3 ± 0,1*
	47,8 ± 0,2
	39,1 ± 0,1
	23,9 ± 0,1
	-

	4
	Комплекс ІІ
	0
	47,8 ±0,2**
	43,5 ± 0,1
	39,1 ± 0,1
	21,7 ± 0,1
	-

	5
	Бензальдегід
	0
	31,3±0,2**
	25,0 ± 0,2
	21,7 ±0,1**
	17,4 ± 0,1
	-

	6
	СГБА
	0
	58,7 ±0,2**
	57,9 ± 0,2**
	56,7 ± 0,2
	43,5 ± 0,2
	-

	7
	4-бром
бензальдегід
	0
	39,1 ± 0,4
	32,6 ± 0,2
	23,9 ±0,5**
	19,6 ± 0,6
	-

	8
	СГБрБА
	0
	64,4 ± 0,1
	63,7 ± 0,2
	61,1 ± 0,2
	46,7 ± 0,3
	

	9
	Саліцилова 
кислота
	0
	45,7 ± 0,3
	39,1 ± 0,3**
	30,4 ± 0,3
	21,7 ± 0,2
	-

	10
	Хлорид
 стануму (ІІ)
	0
	71,2 ±0,2**
	70,7 ± 0,2**
	68,96 ± 0,5
	45,02 ± 0,3
	-


[bookmark: OLE_LINK5]Примітки: 	   
1. 	n – кількість тварин у групі. 
2.	* - p0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
3. 	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).

Показники різниці товщини пошкодженої кінцівки дослідної та контрольної груп під час лікування іонами Sn на моделі трипсинового запалення були незначні, але візуально стан кінцівок був значно кращим (відсутність гіперемії). Найнижчі показники приросту товщини кінцівки спостерігалися під час лікування бензальдегідом, що свідчить про його високу ефективність. 
Таким чином, проведені дослідження дозволяють дійти висновку, що комплексні сполуки І та ІІ проявляють протизапальну активність на різних моделях гострого (трипсинового, гістамінового, каррагінанового) і тривалого (формалінового) запалення. Встановлено, що комплексна сполука ІІ є високо ефективною на моделях короткого запалення (трипсин, каррагінан), що імовірно пов’язано з інгібуванням ЦОГ-2 та 5-ліпооксигенази. У свою чергу, комплексна сполука І була більш ефективною за комплекс ІІ на моделі тривалого формалінового запалення, що свідчіть про її вплив на перебіг запального процесу, викликаного активацією ЦОГ-1, та в меншій мірі ЦОГ-2.
Що стосується вкладу структурних фрагментів, які входять до складу комплексних сполук, то бензальдегід вносить більш виразний вклад у протизапальну активність, на відміну від 4-бромбензальдегіду. Найбільший вклад у антиексудативну активність комплексних сполук на всіх моделях запалення, вносив залишок саліцилової кислоти, що підтверджує дані про її виражений протизапальний ефект [208].
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[bookmark: _Toc63336104]4.5 Визначення антипірогенної активності комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів.
Часто різні запальні процеси супроводжуються місцевим та/або загальним підвищенням температури. Підвищена температура з якої-небудь причини, інфекційної або неінфекційної, впливає на більшість систем органів тіла, іноді з незворотними ушкодженнями і може призвести до смерті [209]. Індукція та підтримання лихоманки під час інфекції передбачає тісно скоординовану взаємодію між вродженою імунною системою та нейрональними ланцюгами в межах центральної та периферичної нервової системи. Імунне зондування інфекції починається зі зв'язування патогенно-асоційованих молекулярних структур (наприклад, ліпополісахаридів, вірусної РНК) з рецепторами розпізнавання патогенів - вродженими популяціями імунних клітин, включаючи макрофаги, нейтрофіли та дендритні клітини [210].
Згідно з отриманими даними, зазначеними на рис. 4.5.1, видно, що вже через пів години після внутрішньом’язового введення пірогеналу, температура тіла щурів підвищилась в середньому на 1,5 °С., а через 3 години температура тіла щурів експериментальної групи сягнула 38 °С. 
[image: ]
Рис. 4.5.1 Антипіретична дія комплексних сполук І і ІІ у порівнянні із саліциловою кислотою після внутрішньом’язового введення пірогеналу, (М±m, n=5).
Примітки:
1.	n – кількість тварин у групі.

Підвищена температура спостерігалась протягом 6 годин експерименту після введення пірогеналу. Після введення обох комплексних сполук підвищення температури було не значним і не перевищувало 36,4 °С. Так, вже через півгодини після введення, для комплексу І спостерігався виразний антипірогений ефект, який тримався до третьої години, надалі показники виросли до 36,1°С, що може бути пов’язано із недостатньою дозою діючої сполуки. Через 6 годин після початку експерименту показники температури тіла тварин, якій вводили комплекс І в середньому становили 35,4°С. Комплексна сполука ІІ також проявляє себе як достатньо ефективна антипірогенна сполука (на рівні із саліциловою кислотою). 
Отримані дані дії комплексних сполук викликали інтерес, як антипірогенні засоби, тому їх було вирішено порівняти із референс-препаратом ібупрофеном (рис. 4.5.2). 
Згідно, з даними зображеними на рис. 3.5.2, видно, що і вже через пів години ібупрофен проявив виразну антипіретичну активність, середня температура тіла щурів не перевищувала 34,4 °С. 
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Рис. 4.5.2 Антипіретична дія комплексних сполук І і ІІ у порівнянні із ібупрофеном після внутрішньомязового введення пірогеналу. (М±m, n=5)
Примітки:
1.	n – кількість тварин у групі.

Через дві години після введення пірогеналу для ібупрофену та комплексних сполук дані становили 36°С. Надалі, для ібупрофену та комплексної сполуки І спостерігалось поступове зниження температури впродовж наступних 4 годин. Впродовж усього експерименту комплекс ІІ поступався ібупрофену і комплексу І у антипіретичній дії, але статистичних відмінностей між досліджуваними сполуками не спостерігалось.
Через 24 години експерименту (рис 4.5.3.) підвищена температура тіла спостерігалась у щурів інтактної групи, таким чином, показники перевищували контрольні на 1,1°С. Показники груп, які отримували лікування комплексними сполуками І і ІІ, саліциловою кислотою та ібупрофеном, сягнули показників контролю та статистично не відрізнялись один від одного. Отже, однократне введення комплексних сполук І і ІІ викликає антипіретичний ефект протягом 24 годин експерименту.
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Рис. 4.5.3 Антипіретична дія комплексних сполук І і ІІ після внутрішньом’язового введення пірогеналу через 24 години після початку експеременту. (М±m, n=5)
Примітки: 
1.	n – кількість тварин у групі.

Таким чином, можна зробити висновок, що комплексна сполука І інгібує синтез простагландинів, в особливості ПГЕ2, тим самим впливаючи на нервові клітини центру терморегуляції [211]. Найбільш виразну антипіретичну дію проявляла комплексна сполука І через 0,5, 3 та 6 годин після початку експерименту.


РОЗДІЛ 5
ОЦІНКА АНАЛГЕТИЧНОЇ АКТИВНОСТІ НА РІЗНИХ МОДЕЛЯХ ІНДУКЦІЇ БОЛЮ
Біль є однією з основних і найважливіших функцій організму, яка мобілізує різні функціональні системи для його захисту від впливу пошкоджуючих факторів. Біль не обмежується тільки органічними або функціональними порушеннями у місці її локалізації, але і в цілому негативно позначається на загальному та емоційному стані людини [212]. 
Біль класифікують за двома параметрами: нейропатичний та ноцицептивний [213]. Нейропатичний біль виникає у наслідок ураження або захворювання, у якому приймає участь нервова система [214], у той час, як ноцицептивний біль виникає як наслідок фактичного пошкодження тканин та участі переферійних нервових рецепторів [214]. 
Тест «Імерсія хвоста» дає змогу встановити роль потенційних анальгетиків на опіоідергічну систему [215]. У той час як моделі хімічного і термічного больового подразнення відрізняються системою ноцицепції, проведенням нервового імпульсу, а також його сприйняттям [216]. 
У якості референс-препарату було обрано Ібупрофен.

5.1 Дослідження анальгетичної активності у тесті «Імерсія хвоста» комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів
Дана модель, як і тест «Гаряча пластина» дозволяє оцінити латентний період ноцицептивної реакції тварин на тепловий стимул, реакція хвоста є спінальною і бульбоспинальною реакцією, у той час, як «Гаряча пластина» дозволяє дослідити супраспінальну реакцію [217]. Вважається, що реакція «імерсія хвостом» є спінально-опосередкованим рефлексом, а ефективність знеболюючих засобів у моделі болю у тесті «Імерсія хвоста» сильно корелює з сприйняттям болю у людини. Метод «Імерсія хвоста» заснований на спостереженні, що морфіноподібні сполуки можуть вибірково продовжувати час реакції типового ефекту відведення хвоста у мишей. Цей метод також корисний при диференціації центральних опіоїдоподібних анальгетиків від периферичних анальгетиків [218]. 
Пероральне введення комплексних сполук (рис.5.1.1) достовірно збільшувало латентний період настання больової реакції.
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Рис. 5.1.1 Аналгетична активність комплексної сполуки ІІ при пероральному введенні у тесті «Імерсія хвоста» (латентний час розвитку больової реакції, у секундах (М±m, n=5). 
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
4. ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
5. n – кількість тварин у групі.

Таким чином, впродовж трьох годин обидві комплексні сполуки не поступалися за своєю ефективністю референс-препарату ібупрофену. У свою чергу, показники больової реакції у групі, якій вводили саліцилову кислоту впродовж першої години експерименту статистично не відрізнялись від контрольної групи тварин, латентний час настання больової реакції складав 1±0,1 с. 
Через п’ять годин після перорального введення комплексних сполук аналгетична активність референс-препарату ібупрофену знизилась до 
2±0,1 сек., у той час як комплексні сполуки І і ІІ виявляли високий рівень аналгезуючої дії, що перевищував показники референс-групи в середньому на 1 - 1,1 ± 0,1с, відповідно. Пероральне введення саліцилової кислоти призвело до зменшення латентного періоду настання больової реакції до 1,5 ± 0,2с. через 5 годин експерименту.
Результати дослідження показали, що обидві комплексні сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду проявляють аналгетичний ефект, що перевищує дію ібупрофену та саліцилової кислоти через 5 годин експерименту. 

5.2 Визначення анальгетичної дії при пероральному та місцевому введенні комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі термічного подразнення
Реакція на лизання лапи у тесті «Гаряча Пластина» - це складна супраспінально-організована поведінка. [219] 
Згідно з отриманими даними, в тесті «гаряча пластина» усі сполуки успішно знижували рівень больової чутливості (див. рис. 5.2.1). 
Після перорального введення комплексної сполуки І спостерігалося достовірне збільшення латентного часу реакції тварини на поверхневий та гострий біль в середньому на 10,5±0,9 с у порівнянні з показниками контрольної групи. Комплексна сполука ІІ проявляла нижчий рівень аналгезії, показники латентного часу больової реакції складали 9,5±0,3 с. 
Найбільш виразний аналгетичний ефект спостерігався у групі тварин, що отримували перорально саліцилову кислоту. Так, через 1 і 3 години після введення латентний час больової реакції складав 22,5±1,2 с і 24,7±1,5 с, відповідно. Через 3 години після початку експерименту, для комплексної сполуки І спостерігалося зростання аналгетичного ефекту до 17,6 ± 0,6 с, дані достовірно перевищували показники референс препарату ібупрофену 
на 7 с (p  0,01). Імовірно, що ліганд саліцилової кислоти у структурі комплексів І і ІІ відіграє роль у їх аналгетичній активності.
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Рис. 5.2.1. Аналгетична активність комплексної сполуки ІІ при пероральному введенні у тесті «ГП» (латентний час розвитку больової реакції, у секундах (М±m, n=5) 
Примітки:
1. - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном). 
4.  ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
5. n – кількість тварин у групі.

Також нами було досліджено протибольовий ефект при місцевому введенні сполук, що досліджувались. Відомо, що призначення місцевого введення НПЗЗ знижує необхідність у системному призначенні і є дуже важливим для людей похилого віку чи тих, хто страждає хронічними захворюваннями [220]. Після місцевого введення комплексної сполуки І у вигляді 2% мазі (рис. 5.2.2) спостерігалося достовірне збільшення латентного часу реакції тварини на поверхневий та гострий біль в середньому на 4,4 с у порівнянні з контролем. 
Усі сполуки, що вивчалися у тесті ГП, поступалися за своєю аналгетичною дією  комплексній сполуці ІІ, показники латентного часу больової реакції, для якої, перевищували контрольні на 13,7 с. 
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Рис. 5.2.2 Аналгетична дія досліджуваних сполук при місцевому введенні на моделі больового подразнення, у секундах (тест ГП). (М±m, n=5). 
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
4. ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
5. n – кількість тварин у групі.
[bookmark: _Toc63336108]
5.3 Визначення антиноцицептивної дії при пероральному і місцевому введенні комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі капсаїцин-індукованого болю
Капсаїцин є блокатором калієвих каналів А-типу і агоністом ванілоїдних рецепторів VR1 (TRPV-1). Обидві комплексні сполуки проявляли знеболюючий ефект на моделі больової реакції, викликаної капсаїцином. 
Так, показники групи, яка отримувала лікування комплексною сполукою І (рис. 5.3.1), перевищували показники антиноцицептивної активності референс препарату на 10 ± 1с, що свідчить про його високий знеболюючий ефект.
Слід зазначити, що комплексна сполука ІІ не поступається за своєю знеболюючою активністю комплексу І. Так, через 3 години після перорального введення комплексів  показники латентного часу больової реакції 
становили 9 ± 2,5 с відповідно, для комплексу І і ІІ і статистично не поступались референс-препарату ібупрофену.
Через 3 години після перорального введення комплексних сполук І і ІІ спостерігалось наростання  протибольового ефекту, що був співставним із дією референс-препарату ібупрофену.
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Рис. 5.3.1 Антиноцицептивна дія комплексних сполук при пероральному введенні (латентний час розвитку больової реакції, у секундах (М±m, n=5). 
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
4. ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
5. n – кількість тварин у групі.

Аналгетична активність саліцилової кислоти свідчить про те, що ця сполука робить свій внесок в знеболюючий ефект комплексних сполук I і ІІ, впливаючи на TRPV-1 рецептори. Антиноцицептивна активність саліцилової кислоти реалізовувалася за рахунок збільшення латентного часу розвитку больової реакції і зменшення тривалості облизування лапи в середньому на 64,7 ± 2,0 у порівнянні із  контрольною групою. Обидві комплексні сполуки проявляють виражений знеболюючий ефект впродовж 5 годин експерименту та не поступаються за своєю ефективністю референс-препарату ібупрофену.
Дослідження комплексної сполуки І (рис. 5.3.2),  при місцевому введенні показало високий рівень знеболюючої активності комплексу, латентний час больової реакції склав 8,3  ± 1,0 с. 
Слід зазначити, що найменш виражена специфічна больова реакція у мишей спостерігалася після місцевого введення саліцілоїлгідразона бензальдегіду, дані були нижчі за контрольні на 71,5 с.
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Рис. 5.3.2 Антиноцицептивна дія комплексної сполуки І при місцевому введенні (латентний час розвитку больової реакції, у секундах (М±m, n=5). 
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі.

Антиноцицептивна активність мазей, які містили бензальдегід та саліцилову кислоту свідчить про те, що ці ліганди цих сполук впливають на знеболюючий ефект комплексної сполуки I, впливаючи на TRPV-1 рецептори. Антиноцицептивна активність саліцилової кислоти і бензальдегіду реалізовувалася за рахунок збільшення латентного часу розвитку больової реакції в середньому на 71 с. у порівнянні із контролем. Комплексна сполука ІІ також проявляла високий рівень антиноцицептивної дії при місцевому введені (рис. 5.3.3).
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Рис. 5.3.3 Антиноцицептивна дія комплексної сполуки ІІ при місцевому введенні (латентний час розвитку больової реакції, у секундах (М±m, n=5)
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі.
На моделі болю, що було викликано введенням капсаїцину, після мисцевого введення саліцілоїлгідразону 4-бромбензальдегіду и 
4-бромбензальдегіду показники склали 29,0  ± 1,0 с і 34,8 ± 1,0 с відповідно. Хлорид олова (ІІ) знижував рівень больової реакції на 57,1 с. у порівнянні із контрольною групою, що може свідчити про його вплив на TRPV1-рецептори. 
5.4 Визначення антиноцицептивної дії при пероральному і місцевому введенні комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі аллілізотіоціанат-індукованого болю

Аллілізотіоціанат (гірчичне масло, AITC), є селективним агоністом TRPA1-каналу. При інгібуванні каналу TRPA1 відбувається усунення 
Ca-опосередкованої відповіді в сенсорних нейронах задніх корінців і трійчастого нерву, що викликає розвиток гострого болю [221].
Специфічність капсаїцину для TRPV1 залишається незмінною, але останні дослідження показали, що TRPA1 не є єдиною молекулярною мішенню AITC. Показано, що AITC впливає на активацію  TRPV1-каналу у тесті на мишах [222]. 
Згідно з даними отриманими в результаті експерименту видно, шо комплексні сполуки І та ІІ проявляли виразну антиноцицептивну дію у порівнянні із контрольною групою.
Так, для комплексної сполуки І (рис. 5.4.1) тривалість больової реакції становила 33,0 ± 6,0 с у порівнянні із контролем через 1 годину після введення. 
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Рис. 5.4.1 Антиноцицептивна активність комплексної сполуки І при пероральному введенні (латентний час розвитку больової реакції у секундах (М±m, n=5) 
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
4. ## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом ібупрофеном).
5. n – кількість тварин у групі.

[bookmark: OLE_LINK8]Через 5 годин після початку експерименту антиноцицептивна дія комплексної сполуки І достовірно перевищувала дію референт-препарату ібупрофену на 31 ± 2,0 с. Протибольова активність  комплексу ІІ реалізовувалась за рахунок зменшення тривалості облизувань лапи 
до 50,5 ± 1,5 с. через 3 години після початку експерименту.
Згідно з даними отриманими в результаті експерименту видно, що місцеве введення комплексних сполук І та ІІ викликало виразну знеболюючу дію у порівнянні із контролем.
 Так, для комплексної сполуки І  (рис. 5.4.2) тривалість больової реакції становила 12.2 ± 3,5 с у порівнянні із контролем. 
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Рис. 5.4.2 Атиноцицептивна дія комплексної сполуки І при місцевому введенні (латентний час розвитку больової реакції у  секундах, (М±m, n=5)).
Примітки: 
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі.

Очевидно, що комплексна сполука I реалізує свій місцевий знебоюючий ефект на моделі тесту з аллілізотіоціонатом завдяки наявності в структурі ліганду молекули саліцилової кислоти.  
Це підтверджується тим, що саліцилова кислота проявляла виразний місцевий знеболюючий ефект, дані склали 9.6 ± 0,9 с. у порівнянні із показниками контрольної групи.  
Місцева антиноцицептивна активність cаліцилоїлгідразону бензальдегіду реалізовувалась за рахунок збільшення латентного часу розвитку больовий реакції (в середньому в 1,7 раз) і зменшення тривалості облизування лапи на 40 с. у порівнянні із контролем. Отримані дані свідчать про те, що cаліцилоїлгідразон бензальдегіду виявляє місцевий знеболююсий ефект на даній моделі ноцицептивної реакції. 
Комплекс І проявляє найбільш виразний антиноцицептивний ефект, що може свідчити про вплив комплексу І на TRPA1-рецептори. Комплексна сполука ІІ (рис. 5.4.3) також виявляла антиноцицептивну дію, дані становили 28,8 с. ± 7,0 у порівнянні із контролем.
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Рис. 5.4.3 Антиноцицептивна активність комплексної сполуки ІІ при місцевому введенні (латентний час розвитку больової реакції у секундах, (М±m, n=5).
Примітки:
1. * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3. n – кількість тварин у групі.

[bookmark: _Toc61808896][bookmark: _Toc63336110]Найбільш виразний знеболюючий ефект спостерігався після місцевого нанесення саліцілоїлгідразона 4-бромбензальдегіду у відповідь на введення аллілізотіоціонату (зменшення часу облизування пошкодженої кінцівки до 10,8 ± 1,0 с). 

5.5 Визначення анальгетичної дії при місцевому введенні комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів на моделі формалін-індукованого болю.
Відомо, що формаліновий тест дозволяє диференціювати різні механізми аналгетичної активності лікарських речовин і доведено, що в гострій фазі не виявляють активності речовини, переважним механізмом дії яких є вплив на синтез ЦОГ-2 з подальшим пригніченням вироблення простагландинів, тим самим зменшуючи запалення [223].
Перевагою формалінового тесту є можливість оцінити два типи болю протягом тривалого часу (2 фази) [224, 225]. Відомо, що I фаза (перші 5 хв. після введення флогогену) є фазою гострого болю і пов'язана в основному з прямою активацією тонких немієлінових С-волокон, більшість з яких передає імпульс від больових рецепторів. У свою чергу II фаза характеризує біль, що індукується запальними факторами в периферичних тканинах, проявлятися він починає через 10-15 хвилин після початку експерименту і закінчується через 50 - 55 хв. 
Результати, отримані в першій фазі формалінового запалення (табл. 5.5.1) свідчать про те, що практично всі досліджувані сполуки не надають анальгетичної дії в цій фазі, що імовірно пов'язано з відсутністю впливу досліджуваних сполук на периферичні ноцицептори. 
Таблиця 5.5.1
Антиноцицептивна активність досліджуваних сполук при пероральному на моделі больового запалення, викликаного формаліном, у секундах. (М±m, n=5)

	№ гр
	Сполука
	Формалін
         1 фаза                        2 фаза

	1
	Контроль
	46,5 ± 5,5
	90,1  11,9

	2
	Комплекс I
	28,4  4,7
	19,9  0,1

	3
	Комплекс II
	38,8  4,2
	25,57  9,1

	4
	Саліцилоілгідразон бензальдегіду
	44,2  3,4
	0,0

	5
	Саліцилоілгідразон 4-бромбензальдегіду
	41,07  8,4
	27,3  5,6

	6
	Бензальдегід
	56,4  2,4
	4,3  1,5

	7
	4-бромбензальдегід
	52,9  4,2
	21,4  14,3

	8
	Саліцилова кислота
	46,0  3,7
	10,8  5,1*

	9
	SnCl2
	41,99  7,0
	11,35  3,5*


Примітки: 
1.		 * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	n – кількість тварин у групі.

В першій фазі формалінового запалення деяку антиноцицептивну дію надавала мазь на основі саліцілоїлгідразона бензальдегіду, у той час, як бензальдегід та 4-бромбензальдегід та суміш бензальдегіду і саліцилової кислоти, викликали подразнення.
На моделі формалінового запалення деяку знеболюючу дію в першій фазі запалення надавала мазь на основі саліцілоїлгідразона бензальдегіду, у той час, як бензальдегід та 4-бромбензальдегід 5викликали подразнення.
Вище було зазначено, що на моделі каррагінанового запалення, комплексні сполуки I і II, а також їх складові - бензальдегід і 
4-бромбензальдегід мають протизапальну дію, що підтверджується даними, отриманими в результаті проведення формалінового тесту, а саме купірування больового синдрому у другій (запальній) фазі експерименту. Так тривалість облизувань для комплексної сполуки І зменшилась на 35 c. у порівнянні з референс-препаратом, а для комплексної сполуки ІІ дані склала 25,57  9,1.
Найбільш виразний знеболюючий ефект у ІІ фазі формалінового запалення проявили 2% мазь СГБ - тварини повністю ігнорували запалену кінцівку та після  нанесення 2% мазі бензальдегіду, число облизувань склало 4,3  1,5 c. у порівнянні з контрольною групою. Отримані дані дозволяють припустити, що знеболюючу дію зазначених сполук у цьому випадку може викликати їх інгібуючий вплив на активність циклооксигенази. Саліцилова кислота також здійснювала високий знеболюючий ефект у ІІ фазі формалінового тесту, число облизувань зменшились в середньому в 10 разів у порівнянні з контрольною групою.
Імовірно, механізм аналгетичної дії комплексних сполук І і ІІ може бути пов’язано із рівнем кальцію в нейронах [226]. Оскільки було показано, що кальцій бере участь у дії опіоїдів [226], можливо, кальцій впливає на сприйняття болю, опосередковане також опіоїдними рецепторами, що підтверджується результатами дослідження у тесті «Гаряча Пластина і «Відсмикування хвоста». У той самий час, комплексні сполуки І і ІІ проявляють виражений антиноцицептивний ефект на обох моделях хімічного подразнення: капсаіцин і AITC-індукованих моделях болю. Імовірно, що комплексні сполуки І і ІІ реалізують свій антиноцицептивний ефект  за рахунок впливу на TRPV-1 і TRPA-1 канали. 


РОЗДІЛ 6
ДОСЛІДЖЕННЯ ВЛИВУ КОМПЛЕКСНИХ СПОЛУК Sn(IV) З САЛІЦИЛОЇЛГІДРАЗОНАМИ БЕНЗАЛЬДЕГІДІВ НА ЦЕНТРАЛЬНУ НЕРВОВУ СИСТЕМУ
Життя, що супроводжується щоденним болем є фізичним та емоційним стресом. Часто, хронічні захворювання, що супроводжуються запальними процесами та відчуттям болю, викликають зменшення задоволення від життя, втрату функціональності, роздратованість, погіршення сну, труднощами у стосунках із оточуючими [227]. Відчуття невпевненості у тому, що біль і запалення минуть, викликає почуття тривоги, смутку, горя та гніву. Психологічне та фізичне переживання постійного болю, що взаємодіє з індивідуальною та соціальною вразливістю, може стати причиною розвитку депресії [228].
Дослідження, що були проведені нашими колегами, свідчать про те, що лікування протизапальними засобами, зокрема ацетилсаліцилова кислота, інгібітори ЦОГ-2 та антагоністи рецепторів фактору некрозу пухлини, здатні покращити перебіг лікування депресії [229]. Існують літературні дані, що підтверджують запальний компонент депресії [230], але взаємозв’язок антидепресивної дії НПЗЗ остаточно не встановлено. Відомо, що інгібітори ЦОГ-2 мають прямий вплив на серотонінергічну систему ЦНС, а також можуть впливати на неї опосередковано через імунні процеси в ЦНС [231]. Дослідження на щурах показало більш високий рівень серотоніну як у фронтальній, так і в темпоропаріетальній корі після прийому рофекоксибу, селективного НПЗП ЦОГ-2 [232]. 
6.1 Вивчення антидепресантної активності комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів
Тест Порсолта було розроблено як скринінговий тест на гризунах для вивчення сполук, які можуть бути потенційними антидепресантами. Тест ґрунтується на припущенні, що тварина намагатиметься уникнути негативного (стресового) стимулу.
Антидепресантну дію комплексних сполук І і ІІ досліджували у відповідних дозах 147 мг/кг і 168 мг/кг при пероральному введенні. Через 1 годину після перорального введення комплексів І і ІІ спостерігалася повна відсутність іммобільності мишей упродовж 3 хв. вимірювання, у порівнянні з контрольною групою. Показники активного плавання істотно перевищували дані референт препарату амітриптиліну. 
Відомо, що інгібування зворотного захоплення моноамінів є основним механізмом антидепресивної дії амітриптиліну. Блокуючи транспортери серотоніну та норадреналіну, амітриптилін збільшує кількість нейромедіаторів у синапсі, а отже, посилює нейротрансмісію [233]. 
Через три години після перорального введення комплексних сполук І і ІІ час іммобільності залишався на досить низькому рівні, так дані склали 6 с та 10 с для комплексних сполук І і ІІ, відповідно (табл. 6.1.1 та рис. 6.1.1). Впродовж п’яти годин спостерігалася антидепресантна дія досліджуваних сполук, які в середньому зменшували час іммобільності тварин до 6 сек і 2 сек, відповідно.
Таблиця 6.1.1
Антидепресивна активність досліджуваних сполук при пероральному введенні у тесті Порсолта (М±m, n=6)
	№ гр
	Сполука
	Час іммобільності тварин, с

	
	
	1 год
	3 год
	5 год
	24 год

	1
	Контроль
	62,4 ± 5,5
	62,4 ± 5,5
	62,4 ± 5,5
	62,4 ± 5,5

	2
	Амітриптилін
	26,0 ± 1,3**
	17,0 ± 0,6**
	20,0 ± 1,9 **
	60,0 ± 1,4

	3
	К І
	1,0 ± 0,6 **,##
	6,0 ± 1,5 **,##
	6,0 ± 0,6 **,## 
	20,0 ± 9,6 **,##

	4
	БА
	2,0 ± 0,6 **,##
	10,0 ± 0,8 **
	14,0  ± 0,7**
	56,0  ± 3,1

	5
	СГБА
	24,0 ± 5,4 **
	28,5 ± 1,7 ** 

	17,0 ± 0,7**
	19,0 ± 4,9 **,##

	6
	СК
	19,0 ± 6,2**
	21,0 ± 5,6 **, ##
	12,5 ± 4,4 **,#
	59,0 ± 9,4


Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом Амітріптиліном).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом Амітріптиліном).
Через 24 години після початку експерименту антидепресивна дія комплексу І дещо знизилася, але все одно залишалась на досить високому рівні у порівнянні як з контрольною групою, так і з референс-препаратом амітриптиліном. Після введення бензальдегіду та саліцилоїлгідразону бензальдегіду впродовж першої години спостерігалося виражене зменшення часу іммобільності тварин та прояву депресії до 2 сек і 24 сек, відповідно. 
Комплексна сполука ІІ (рис. 6.1.1), що містить у своїй структурі атом брому, проявляла виразний антидепресивний ефект, протягом експерименту час іммобільності тварин не перевищував 10 сек. 
[image: ]
Рис. 6.1.1 Антидепресантна активність комплексу ІІ і досліджуваних сполук при пероральному введенні, тест Порсолта. (М±m, n=6) 
Примітки: 
1. 	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2. 	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	 # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом Амітріптиліном).
4. 	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом Амітріптиліном).


Це може бути пов’язано з тривалим утриманням сполук у внутрішньому середовищі організму, внаслідок достатньо високої їх ліпофільності (ліпофільність комплексу І – LogP 3.71, комлексу ІІ LogP 4.64), та за рахунок процесів реабсорбції у кишківнику [234]. Через 24 години експерименту антидепресантний ефект амітриптиліну був практично відсутній.
Пероральне введення саліцилової кислоти викликало зниженням часу іммобільності тварин впродовж усього експерименту. Ймовірно, що оптимальна концентрація саліцилової кислоти у організмі піддослідних тварин була досягнута через 5 годин після її перорального введення. Так, через 1 годину після початку експерименту антидепресантний ефект саліцилової кислоти був співставним із дією референс-препарату амітриптиліну, час іммобільності складав 19 с, а через 5 годин були нижчими за контроль на 50 с.
Через 24 години після початку експерименту показники іммобільності тварин, яким вводили саліцилову кислоту, сягнули показників контрольної групи. Згідно із літературними даними ацетилсаліцилова кислота викликає антидепресантний ефект в умовах сильного стресу [235], а дію саліцилатів пов’язують із їх впливом на дофамінергічну систему [236].
Так, саліцилоїлгідразон бромбензальдегіду, який у своїй будові містить атом брому, зменшував час іммобільності тварин на 44 с і 58 с відносно контрольної групи через 3 та 5 годин після початку експерименту. Через 24 години після перорального введення саліцилоїлгідразону бромбензальдегіду знижував рівень іммобільності до 33 с, що свідчить про його високу антидепресивну активність та пролонгованість дії.
Ймовірно, що певний внесок у прояв антидепресантної дії досліджуваних сполук надає також центральний атом олова. Пероральне введення хлориду станнуму викликало зменшення часу іммобільності тварин до 34 сек і 26 сек через 3 і 5 годин експерименту, відповідно. 
Антидепресантна активність комплексів І і ІІ через 24 год перевищувала дію амітриптиліну. Пролонгована дія нових сполук, ймовірно, пов’язана з їх високою ліпофільністю, а введення брому у пара-положення в комплексній сполуці II, ймовірно, приводить до збільшення фармакологічного ефекту [234]. 
Для уявлення можливого механізму антидепресантної дії комплексних сполук було проведене додаткове дослідження локомоторної активності у тесті Відкрите Поле. 
6.2 Вивчення локомоторної активності у тесті Відкрите Поле комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів
Дослідження локомоторної функції у тесті ВП являє собою підрахунок сумарної кількості квадратів, які  перетинала тварина протягом експерименту. Тварини, вилучені з клітин, місця акліматизації, та поміщені в нове середовище, виражають тривогу, страх і стрес, демонструючи зниження показників локомоторної та дослідницької активностей. Зміни цих показників використовуються для оцінки седативного та стимулюючого ефекту фармакологічних засобів [237]. Відомо, що протягом перших 4-5 хвилин локомоторна активність пов’язана із стрессогенністю ситуації, а надалі – із бажанням досліджувати новий простір [238]. 
Згідно з отриманими даними (рис. 6.2.1), видно, що поведінка тварин, яким вводили комплексні сполуки І і ІІ статистично не відрізнялась для обох комплексів і була нижчою за контрольні показники. 
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Рис. 6.2.1 Локомоторна активність тварин після перорального введення комплексів (кількість пересічених квадратів у % відносно контролю). 
(М±m, n=6)
Примітки: 
1.     * - p0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	 # - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
5.	n – кількість тварин у групі.
Через 1 годину перорального введення комплексних сполук І і ІІ показники кількості пересічених квадратів статистично не відрізнялась від контрольних та групи. Через 3 години після початку експерименту локомоторна активність була нижчою за контрольні показники на 80% для обох комплексів, а через 5 годин вона склала відповідно 8% та 27,3 % для комплексів І та ІІ відносно контролю. Через 24 години після введення завдяки збільшенню процесів виведення досліджених речовин над їх надходженням, локомоторна активність тварин під їх дією підвищилась, але не досягла контрольних значень, що може  свідчити про пролонгованість дії комплексних сполук І і ІІ.
Згідно з даними, приведеними у табл. 6.2.1 видно, що введення 
4-бромбензальдегіду, саліцилоїлгідразону бензальдегіду та бромбензальдегіду через 1 годину після перорального введення збільшують локомоторну активність. 
Таблиця 6.2.1
Локомоторна активність досліджуваних сполук при пероральному введенні у тесті ВП (у % відносно контролю) (М±m, n=6)
	№ гр
	Сполука
	Локомоторна активність, % від контролю

	
	
	1 год
	3 год
	5 год
	24 год

	1
	Контроль
	100 ± 5,2
	100 ± 5,2
	100 ± 5,2
	100 ± 5,2

	2
	Фабомотізол
	80,9 ± 3,1
	108,7 ± 9,2
	99,0 ± 9,4**
	90,0 ± 12,0*

	3
	БА
	67,0 ± 4,0
	70 ± 14,2
	95 ± 1,2
	99,0  ± 11,0

	4
	4-брБА
	156,9±9,6 **
	77,7 ± 16,8
	59,4 ± 2,2**
	101,4  ± 25,1

	5
	СГБА
	131,9 ± 32
	102,2 ± 19,2
	76,4 ± 2,6
	110,3  ± 3,6

	6
	СГбрБА
	149 ± 9,4 *
	110,4 ± 7,5
	59,4 ± 1,0**
	91,7 ± 6,3

	7
	СК
	52,4±26,9 *,##
	7,7 ± 1,4**, ##
	5,7 ±2,8**,##
	41,1 ± 4,3**

	8
	SnCl2
	67,6 ± 14
	40,3 ± 12,5**
	49,4 ±12,3**
	101,1 ± 14,6


Примітки:  1.	    * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контролем). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контролем).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4. 	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом). 
5.	n – кількість тварин у групі.
Протягом наступних 24 години експерименту, спостерігалося поступове зниження локомоторної активності, що свідчить про наростання антидепресантного ефекту даних сполук. Найбільш виразний антидепресантний ефект спостерігався після перорального введення даних сполук через 5 годин після початку експерименту, але їх ефективність не була тривалою і вже через 24 години експерименту показники сягнули контрольних.
Пероральне введення саліцилової кислоти викликало значне зниження локомоторної активності починаючи з першої години спостереження, що може бути обумовлено її швидким всмоктуванням з шлунково-кишкового тракту. Через 24 години після початку експерименту, у групі, що отримувала емульсійний розчин саліцилової кислоти показники іммобільності були нижчими за контрольні на 58,9%. 
Результати проведеного тесту показали, що у тварин, яким попередньо вводили хлорид олова, спостерігалося достовірне зниження рухової активності у 2 рази впродовж 5 годин експерименту. Через 24 години спостерігали деяке збільшення рухової активності тварин, що може бути викликано процесами виведення речовини з організму і, відповідно, зниженням концентрації іонів олова в крові піддослідних тварин [239].
На тлі зниження горизонтальної активності спостерігалося також зниження вертикальної активності. Вертикальна активність, а саме реєстрація стойок характеризує бажання досліджувати новий простір, домінувати у популяції та деяку ступінь агресивності тварини [240].
Пероральне введення комплексної сполуки ІІ викликало достовірний анксиолітичний ефект. Протягом першої години експерименту дані були нижчими контрольних на 49,4%, наступні 3 і 5 години експерименту анксиолітичний ефект комплексу посилювався (табл 6.2.2). 
Анксиолітичний ефект комплексу І спостерігався через 3 години після початку експерименту, та сягнув максимального ефекту через 5 годин. Бензальдегід і саліцилоїлгідразон бензальдегіду також проявляли анксиолітичну дію протягом 3 та 5 години експерименту.
Таблиця 6.2.2
Вертикальна активність досліджуваних сполук при пероральному  введенні у тесті ВП (М±m, n=6)
	№ гр
	Сполука
	Вертикальна активність, % від контролю

	
	
	1 год
	3 год
	5 год
	24 год

	1
	Контроль
	100 ± 10,9
	100 ± 10,9
	100 ± 10,9
	100 ± 10,9

	2
	Фабомотізол
	63.1 ± 9,0**,
	89,2 ± 2,2
	91,9 ± 3,8
	98,5 ± 11,3

	3
	Комплекс І
	104,1 ± 7,2##
	39 ± 6,3**
	4,2 ± 1,7**,##
	44,3 ± 7,2*

	4
	Комплекс ІІ
	50,6 ± 20,3*
	45,1 ±6**
	19 ± 5,6**.##
	78,1 ± 9,4

	5
	БА
	101 ± 17
	86 ± 11,6
	62 ± 6
	45 ± 11*

	6
	4-брБА
	175 ± 11,7**,##
	92,4 ± 12,5
	124,2 ± 4,2
	111,3 ± 9,8

	7
	СГБА
	257,1 ± 14,3**
	64,3 ± 21,4*
	58,6 ± 11,5
	128,6±11,5**,

	8
	СГбрБА
	175 ± 21,7**,##
	106,3 ± 8,8
	68,8 ± 11,3
	200 ± 12,5**,##

	9
	СК
	8,4 ± 2,5**,##
	4,2± 4,2**,##
	2,5 ± 1,7**,##
	21,1 ± 12,7

	10
	SnCl2
	58,3 ± 11,2
	55,6 ± 16,7*
	62,5 ± 2,0
	179,2 ± 7,3**,##


Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
5.	n – кількість тварин у групі.

У свою чергу, дані отримані в результаті дослідження вертикальної активності 4-бромбензальдегіду та саліцилоїлгідразону бромбензальдегіду не відрізнялись від контрольних.
Також, було встановлено, що пероральне введення хлориду олова (ІІ) та саліцилової, викликало зниження вертикальної активності протягом 5 годин експерименту, що, ймовірно, свідчить про їх анксиолітичну дію.
Стимулюючі препарати можуть зменшувати час іммобільності у тесті Порсолта, що призводить до помилково позитивного результату, який відрізняється від анксиолітичного зниження нерухомості шляхом оцінки локомоторної активності в тесті Відкрите Поле. Комплексні сполуки І і ІІ істотно знижували локомотивну активність у тесті ВП. Підвищення активної поведінки (плавання) та зниження іммобільності, що спостерігалися 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.
Оскільки результати аналізу поведінки піддослідних тварин у тесті ВП показали, що введення комплексних сполук І і ІІ зменшує тривожність, було вирішено підтвердити ці дані за допомогою додаткових тестів: «темно/світла камера» (ТСК) і «піднесений хрестоподібний лабіринт» (ПХЛ). Обидва ці тести є найбільш широко перевіреними для визначення анксиолітичних та антидепресантних препаратів, такі як бенздіазепіни та інгібітори МАО [241].

6.3 Дослідження комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів у тесті «темно-світла» камера 
Гризуни надають перевагу темним областям над світлим. Однак, коли гризуни опиняються в новому середовищі, вони схильні досліджувати новий простір. Ці дві суперечливі емоції викликають інтерес до вивчення рівня тривоги як симптому [242]. Гризуни зазвичай проводять більше часу в темній частині камери, ніж у світлому відсіку. Якщо гризуни перебувають під дією анксиолітичних препаратів, відсоток часу, проведеного у «світлій» камері збільшується. Збільшення разів, коли гризуни стають на задні лапи є ознакою дослідження, а підвищення локомоторної активності є ознакою дії анксиолітичного препарату. У разі, коли ці показники знижуються, а тварини перебувають більшу частину часу у темній камері свідчить про седативний ефект препаратів [242].
Дані, що приведені на рис. 5.3.1. свідчать про те, що комплексні сполуки І і ІІ проявляють аксиолітичну дію. Так, вже через годину після початку експерименту обидві комплексні сполуки були більш ефективними у порівнянні не тільки із контрольною групою, а із референс-препаратом фабомотізолом. 
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 Рис. 6.3.1 Анксиолітична активність комплексів І та ІІ після перорального введення, ТСК, час проведений у світлому відсіку камери. (М±m, n=6)
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
5.	n – кількість тварин у групі.

Так, для комплексу ІІ вже через годину після початку тесту “ТСК” спостерігається різке збільшення часу перебування тварин у світлому відсіку камери, а саме на 47 с в порівнянні з контрольною групою, а для комплексу І на 30 с, відповідно.
Анксиолітична активність комплексних сполук І і ІІ через три години після початку експерименту була співвставною із референс-препаратом фабоматізолом. Так, показники часу перебування у світлому відсіку становили 126 с для комплексу ІІ і 97 с для комплексу І. Тварини перебували у світлому відсіку камери і не проявляли тривожності, що свідчить про високу анксиолітичну активність комплексних сполук [176]. 
Через 5 годин після початку експерименту тварини, яким вводили досліджувані комплексні сполуки, обирали темну камеру та практично не відвідували світлу. Дана реакція може бути пов’язана із накладенням ефектів комплексних сполук, а саме із проявом седації, яку можна було спостерігати у тварин [243]. Через 24 години після початку експерименту спостерігалась відсутність анксиолітичної активності референс-препарату. У той самий час обидві комплексні сполуки проявляли високу протитривожну активність, дані перевищували контрольні на 8 с та 27 с для комплексу І та ІІ, відповідно, що може свідчити про пролонгованість дії даних сполук. Примітно, що, вийшовши в світлий відсік тварини дуже пасивно досліджували простір і не демонстрували страху. Для виявлення внеску у анксиолітичну активність комплексних сполук І і ІІ лігандів, що входять до їх структури, було досліджено анксиолітичну дію таких сполук: саліцилова кислота, бензальдегід, 4-бромбензальдегид, саліцилоїлгідразони бензальдегіду і 
4-бромбензальдегіду та хлорид олова (ІІ) (табл. 6.3.1). 
Таблиця 6.3.1
Анксиолітична активність досліджуваних сполук при пероральному введенні у тесті ТСК, (М±m, n=6)
	№ гр
	Сполука
	Час, проведений у світлому відсіку камери, с

	
	
	1 год
	3 год
	5 год
	24 год

	1
	Контроль
	58,1 ± 5,4
	58,1 ± 5,4
	58,1± 5,4
	58,1 ± 5,4

	2
	Фабомотізол
	68,2 ± 3,8
	90,2 ± 11,5
	114,0±12,7 **
	50,8 ± 8,0

	3
	БА
	47,0 ± 1,7#
	23,5 ± 3,1##
	71,4 ± 5,4
	74,4 ± 3,5#

	4
	4-брБА
	93,3 ± 3,1
	67,4 ± 0,5*,#
	67,4 ± 0,6*,##
	156 ± 4,0**,##

	5
	СГбрБА
	162 ± 4,3**,##
	132 ± 4,3** 
	129,0 ± 4,0 **,##
	133,0 ± 4,3**,##

	6
	СГБА
	39 ± 5,7
	19,0 ± 0,4**,##
	27,0 ± 3,6
	25,5 ± 2,8

	7
	СК
	21,9 ± 3,9
	10,0 ± 1,5**,##
	13,0 ± 3,2**,##
	28,0  ± 3,0

	8
	SnCl2
	25,2 ± 3,4
	28,0 ± 0,4**,##
	67,0  ± 3,8**,#
	50,0 ± 1,4


Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
5.	n – кількість тварин у групі.

Показано, що група тварин, якій перорально вводили саліцилоїлгідразон бензальдегіду (СГБ) проявляла виразну протитривожну активність, яка  статистично достовірно відрізнялася від активності групи, якій вводили референс-препарат.
Так, через годину після перорального введення, показники  групи, яка отримувала СГбрБА, перевищували контрольні на 104 с. Наступні 3 та 5 годин після введення анксиолітичній ефект зберігався і через 24 години залишався на досить високому рівні, тому можна вважати, що ліганд цієї сполуки надає значний внесок у анксиолітичну активність комплексних сполук.
Саліцилоїлгідразон бензальдегіду на відміну від саліцилоїлгідразона бромбензальдегіду викликав виразну седативну дію у тварин після перорального введення, дані були нижчими за контрольні в середньому 
на 19 – 39 с. Результати, які були отримані після введення бензальдегіду піддослідним статистично не відрізнялись від контрольних показників. 
Введення хлориду олова (ІІ) призвело до «модуляції» фармакологічних ефектів, через три години після початку експерименту спостерігався виразний седативний ефект, але вже через 5 годин після введення реєструвався незначний анксиолітичний ефект. 
Також на моделі поведінкового тесту “ТСК” було вивчено дослідницьку активність мишей після введення сполук, що досліджувались. Тварину поміщали у темний відсік камери та реєстрували кількість виглядань у світлу частину камери. Саме кількість виглядань є найбільш адекватним та надійним індексом тривожності у даному поведінковому тесті [175]. Слід зазначити, що після початку експерименту отримані показники (рис. 6.3.2.) для обох комплексних сполук, були нижчі за  контрольні, що може бути пов’язане із накладенням ефектів, а саме - седацією. 
Так, вже через три години після введення комплексних сполук І та ІІ відбувалося вкрай виражене, практично до нуля, зниження кількості виглядань у світлий відсік камери.
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Рис. 6.3.2. Анксиолітична активність комплексних сполук І та ІІ після перорального введення (кількість «виглядань» із темної частини камери у світлу). 
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
5.		n – кількість тварин у групі.

Згідно з показниками, зазначеними вище, більшу частину часу тварини проводили у світлому відсіку камери, тому, ймовірно, кількість «виглядань» знизилась. Дані, що отримані в ході дослідження показали, що комплекси І та ІІ через 3 та 5 годин після перорального введення суттєво зменшують кількість виглядань тваринами із темного відсіку в світлий. 
Така поведінка свідчить про значний прояв седації та зменшення інтересу до обслідування нового простору на відміну від дії препарату порівняння – фабомотізолу. Але через 24 години поведінка тварин змінюється, ймовірно за рахунок зменшення концентрації активної речовини в місці дії за рахунок переваги процесів елімінації над процесами надходження речовин в організмі [234]. Спостерігалося підвищення інтересу тварин до нового простору, що проявлялося в збільшенні кількості виглядань тваринами після прийому комплексної сполуки І. 
Згідно з отриманими даними (табл 6.3.2.) видно, що виражене збільшення кількості виглядань протягом усього експерименту проявляли тварини, яким вводили бензальдегід. 
Таблиця 6.3.2
Анксиолітична активність досліджуваних сполук при пероральному  введенні у тесті ТСК, («виглядання» , % відносно контролю, М±m, n=6)
	№гр
	Сполука
	Кількість виглядань, % від контролю

	
	
	1 год
	3 год
	5 год
	24 год

	1
	Контроль
	100 ± 10,6
	100 ± 10,6
	100 ± 10,6
	100 ± 10,6

	2
	Фабомотізол
	268 ± 31,3**
	206.3± 15,7**
	125± 19,1
	116± 12

	3
	БА
	220,1 ± 20,0 #
	166,7 ± 6,0 #
	159,0 ± 11,2
	148,0  ± 4,0 #

	4
	4-брБА
	50,0 ± 12,5 ##
	122,3 ± 8,2 *,##
	87,2 ± 4,2
	42,6± 9,4 **,##

	5
	СГБА
	63,5±3,2 **,##
	34,9 ± 3,2** 
	42,1 ± 8,3**
	54 ± 1,4 **,##

	6
	СГбрБА
	185,2 ± 42,8
	61,7±12,3 **,##
	72 ,6 ± 9,4
	86,4 ± 2,7

	7
	СК
	56,8 ± 11,1
	11,4±2,3 **, ##
	4,5 ± 2,3**,##
	45,5 ± 2,7

	8
	SnCl2
	92,6 ± 11,4
	37 ± 3,7**, ##
	49,4 ± 12,3
	111,1 ± 12,3


Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом фабоматізолом).
5.		n – кількість тварин у групі.

У групі, яка перорально отримувала саліцилоїлгідразон бензальдегіду, спостерігалось зниження кількості «виглядань» у світлий відсік камери, що підтверджує його седативну дію.
Введення саліцилової кислоти достовірно викликало седативний ефект за обома показниками (табл 6.3.1 і 6.3.2). 
Оскільки було встановлено зниження локомоторної комплексних сполук І і ІІ у тестах ВП (рис 6.2.1) та ТСК (рис 6.3.2.) уявляло інтерес визначити міорелаксантну активність даних сполук. 
Рухова активність та координація м’язів є показником активності та статусу мускулатури. Зниження локомоторної активності вказує на те, що сполуки І і ІІ можуть мати седативний та розслаблюючий ефект на скелетну мускулатуру. 
Зниження рухової активності та розслаблення м’язів свідчить про депресивний ефект на ЦНС. Але, варто зазначити, що деякі антидепресанти знижують локомоторну активність [244].

6.4 Визначення міорелаксантної дії комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду
Згідно з вищезазначеним, викликало інтерес визначити імовірний міорелаксантний ефект комплексних сполук І і ІІ. 
Результати досліджень зазначені на рис. 6.4.1 свідчать про відсутність жодного прояву мілорелаксантної дії комплексних сполук, показники відповідають рівню контрольних. 
Оскільки введення комплексних сполук не викликає мілорелаксантного ефекту, можна вважати, що седативний ефект є незначним у порівнянні із антидепресивною активністю.
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Рис. 6.4.1 Міорелаксантна активність комплексних сполук у порівнянні з контролем за тестом «обертового стрижня» (кількість часу, проведеного на обертовому стрижні). (М±m, n=10).
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	n – кількість тварин у групі.

6.5 Вивчення тривожності при пероральному введенні комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів у тесті піднесений хрестоподібний лабіринт (ПХЛ)
У даному тесті рівень тривожності оцінювали за часом перебування у відкритих рукавах і за ступенем пригнічення дослідницької активності. Чим частіше і довше тварина перебувала у відкритій частині лабіринту, тим менш тривожною вона вважалася [245].
Отримані дані свідчать про те, що в тесті ПХЛ пероральне введення сполук I і II достовірно підвищувало час перебування у відкритих рукавах  протягом 24 годин експерименту у порівнянні із часом, проведеним у темних рукавах камери (рис. 6.5.1 і 6.5.3). 
Дані, отримані в результаті проведення тесту (рис. 6.5.1), дозволяють зробити висновок про виразний анксиолітичний ефект комплексної 
сполуки ІІ. 
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Рис. 6.5.1 Анксиолітична активність комплексної сполуки ІІ після перорального введення (кількість часу проведеного у світлих та темних рукавах) у тесті ПХЛ. (М±m, n=6)
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	n – кількість тварин у групі.

Вважається, що відкриті та закриті рукава, викликають однаковий дослідницький потяг, тому уникнення відкритих рукавів вважається результатом індукції вищих рівнів страху [245]. 
Прийнято вважати, що відмова мишей досліджувати відкриті рукава лабіринту спричинена страхом відкритих та піднесених просторів [174]. 
Протягом першої години експерименту (рис. 6.5.2) спостерігався виразний анксиолітичний ефект для комплексної сполуки ІІ, час проведений у світлих рукавах камери становив 201с. Наступні 3 та 24 години експерименту спостерігалось зростання величини протитривожного ефекту комплексу ІІ, показники часу перебування у світлих рукавах камери становили 212 с і 235 с, відповідно.
У тесті ПХЛ кількість виходів у світлі рукави камери достовірно збільшувались після введення комплексної сполуки ІІ. Максимальний прояв анксиолітичної активності спостерігався впродовж першої години експерименту. Отримані дані зворотно корелюють із результатами отриманими у тесті ЧБК (рис. 6.3.2).
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Рис. 6.5.2 Анксиолітична активність комплексних сполук І та ІІ після перорального введення (кількість «виходів» у світлі рукави) у тесті ПХЛ. (М±m, n=6)
Примітки: 
1.	 * - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	 ** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	 n – кількість тварин у групі.

Комплексна сполука І викликала менш виразний протитривожний ефект у порівнянні із комплексною сполукою ІІ, ймовірно, це може бути пов’язано із наявністю атома Br у структурі комплексну ІІ. 
Впродовж першої години експерименту для комплексу І співвідношення часу проведеного у відкритих та закритих рукавах лабіринту були однаковими (рис.6.5.3), але  вже через 3 години спостерігався виразний анксиолітичний ефект, час, проведений у світлих рукавах лабіринту достовірно збільшився до 261 с. 
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Рис. 6.5.3 Анксиолітична активність комплексної сполуки І після перорального введення (кількість часу проведеного у світлих та темних рукавах). (М±m, n=6)
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	n – кількість тварин у групі.

Через 24 години експерименту анксиолітична дія комплексу ІІ зберігалась на досить високому рівні, показники часу перебування у світлих рукавах камери становили 205 с.
Варто зазначити, що впродовж експерименту деякі миші (які отримували комплексні сполуки І і ІІ) падали з відкритих рукавів лабіринту. Дані поведінки таких тварин було виключено із аналізу [175].
Отримані дані свідчать про те, що тривога і депресія демонструють важливе «перекриття», оскільки введення комплексних сполук І і ІІ  мишам, викликало у них як прояв анксиолітичного ефекту, так і антидепресивного, хоча тривога і депресія розглядаються як два різні захворювання. Відомо, що ГАМК-ергічна дисфункція викликає розлади настрою і неврологічного характеру, такі як тривожність, депресія і судоми [246].  Анксиолітичні препарати проявляють свою фармакологічну дію, викликаючи ГАМК-ергічну нейромедіацію у мозку [247].
Тому, дослідження протисудомної дії комплексних сполук уявляла необхідність для встановлення можливого механізму впливу комплексів І і ІІ на ГАМК-ергічну систему.
6.6 Визначення порогу чутливості до судомних агентів комплексних сполук Sn (IV) з саліцилоїлгідразонами бензальдегідів 
ГАМК є головним інгібуючим нейротрансміттером, а глутамінова кислота - збудливим нейромедіатором мозку. Вважається, що інгібування ГАМК та посилення дії нейротрансміттерів глутамату є основними факторами виникнення судом [248]. Коразол, антагоніст рецептора γ-аміномасляної кислоти, широко застосовується для індукції судом на моделях тварин, механізм коразолових судом полягає у зниженні рівня ГАМК [248].
Існують дані досліджень, що свідчать про протисудомну дію НПЗЗ, таким чином, парацетамол (ацетамінофен) здійснював протисудомну дію коразол-індукованих судом [249], ібупрофен, у свою чергу у комбінації із вальпроатом знижує ED50 останнього [250]. Також, ряд протисудомних препаратів здатні проявляти протизапальну, аналгезуючу та антиноцицептивну активність [251].
Також із літературних джерел відомо, що неселективний інгібітор ЦОГ – ацетилсаліцилова кислота зменшує пошкодження нейронів у гіппокампі і повторення нападів [252].
Протисудомну дію комплексних сполук І і ІІ вивчали за антагонізмом з коразолом протягом 24 годин, після їх перорального введення, фіксуючи мінімальну ефективну дозу коразолу (МЕД), що викликала клоніко-тонічні судоми (КТС) та тонічну екстензію (ТЕ) при внутрішньовенному введенні коразолу в хвостову вену мишей. Виходячи із того, що ці ефекти є оборотними та концентраційно-залежними, вони коректно відображають вміст речовини, що потрапляє в організм [253]. 
Згідно з даними, отриманими в результаті експерименту (рис 6.6.1), було встановлено, що вже через годину після початку експерименту показники ДКТС перевищували контрольні, протисудомний ефект комплексних сполук І і ІІ був співставним із дією референс-препарату (вальпроєва кислота в дозі 
400 мг/кг). Таким чином, дані становили 152% і 158% для комплексних сполук І і ІІ, відповідно. 
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Рис. 6.6.1 Протисудомна активність комплексних сполук І і ІІ за антагонізмом з коразолом через 1, 3, 5 і 24 год після перорального введення (ДКТС, М±m, n=5)
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом вальпроєвою кислотою).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом вальпроєвою кислотою).
5.	n – кількість тварин у групі.

Через 3 і 5 годин ДКТС для комплексу І становила 142%, а для комплексу ІІ зросла до 162%. Далі спостерігалося деяке зниження протисудомної дії обох комплексних сполук до 131% і 139%, відповідно для комплексів І і ІІ, за ефективністю комплексні сполуки поступалися референс-препарату, але статистично перевищували показники контрольної групи. 
Схожу динаміку зміні протисудомної дії спостерігали під час дослідження показників ДТЕ (рис. 6.6.2). Обидві комплексні сполуки проявляли протисудомну дію, але за ефективністю поступалися вальпроєвій кислоті. 
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Рис. 6.6.2 Протисудомна активність комплексних сполук І і ІІ після введення за антагонізмом із коразолом через 1, 3, 5 і 24 год після перорального введення (ДТЕ, М±m, n=5)
Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом вальпроєвою кислотою).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом вальпроєвою кислотою).
5.	n – кількість тварин у групі.

Так, для комплексу І показники ДТЕ через 1, 3 і 5 годин становили 151%, 158% і 148%, відповідно. Через 24 години після початку експерименту протисудомний ефект комплексної сполуки І зберігався, але поступався за ефективністю за референс-препарату у 1,7 рази. Згідно з отриманих даних встановлено, що комплексна сполука ІІ проявляє більш виразну протисудомну активність у порівнянні із комплексом І. Так, дані через 1 годину після початку експерименту становили 158% і не мали статистичних відмінностей від вальпроєвої кислоти. Варто зазначити, що через 3 години після введення комплексної сполуки ІІ її протисудомний ефект перевищував дію референс-препарату на 15%. Через 24 години після введення комплексних сполук І і ІІ показники ДТЕ перевищили контрольні на 27 і 40%, відповідно.
Було проведено дослідження протисудомної активності сполук, що містять у свої структурі ліганди комплексів І і ІІ (табл. 6.6.1). Усі зазначені сполуки мають помірний рівень протисудомної активності. 
Табл. 6.6.1
Протисудомна активність сполук після перорального введення по антагонізму з коразолом, % від контролю, (М±m, n=5)
	№
	Сполука
	Протисудомна активність, % від контролю

	
	
	ДКТС
	ДТЕ

	
	
	3 год
	24 год
	3 год
	24 год

	1
	Контроль
	100 ±  5,0
	100 ±  5,0
	100 ± 7,0 
	100 ± 7,0 

	2
	ВК
	163 ± 4,0 **
	220 ± 1,0 **
	175,0 ± 4,0 **
	229,0 ± 4,0 **

	3
	БА
	190,0 ± 1,0 **,#
	143,0 ± 4,0 **
	162,0 ± 2,0 **
	133,0±4,0 **,#

	4
	СГБА
	207,0  ± 4,0 **,#
	154,0 ± 4,0 **,##
	198,0 ± 4,0 **
	144,0 ± 4,0 **

	5
	4-брБА
	153,0 ± 1,0 **
	164,0 ± 27,0 *,##
	150,0 ± 0,0 *
	159,0± 25,0 **

	6
	СГБрБА
	153,0 ± 1,0 **
	164,0 ± 27,0 *,##
	150,0 ± 0,0 *
	159,0±25,0 **

	7
	СК
	212,0 ± 4,0 **
	229,0 ± 26,0 **
	210,0 ± 5,0 **
	225,0±31,0 **

	8
	СГ
	163,0 ± 4,0 **
	161,0 ± 8,0 **,##
	159,0 ± 4,0 **
	159,0±10,0**,#

	9
	SnCl2
	179,0 ± 3,0 **,#
	200,0 ± 13,0**
	184,0 ± 5,0 **
	190,0±14,0 **


Примітки: 
1.	* - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою). 
2.	** - р0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні з контрольною групою).
3.	# - p  0,05 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом вальпроєвою кислотою).
4.	## - p  0,01 (статистично значуща різниця у порівнянні у порівнянні із референс-препаратом вальпроєвою кислотою).
5.	n – кількість тварин у групі.
Через 3 години після початку експерименту найбільший показник ДКТС спостерігався у саліцілоїлгідразона бензальдегіду, дані статистично перевищували показники групи, якій вводили референс-препарат. Протисудомна активність, яка практично не поступалася своєю дією референс-препарату – вальпроєвій кислоті за обома показниками (ДКТС та ДТЕ), спостерігалась після введення саліцилової кислоти та хлориду станнуму протягом всього часу експерименту.
Отже, можна прийти до висновку, що обидві комплексні сполуки проявляють виражений протисудомний ефект впродовж 24 годин експерименту. Таким чином отримані данні підтверджують результати Pass-прогнозу, також, можна припустити, що  протисудомний ефект, комплексних сполук І і ІІ на моделі коразол-індукованих судом, можуть бути пов’язані із активацією ГАМК-ергічної системи.
РОЗДІЛ 7
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
Запальні процеси, що часто супроводжуються болем, мають великий вплив на здоров’я та якість життя людини. Це є причиною багатьох хронічних захворювань та зростаючого тягаря, що впливає на охорону здоров’я у всьому світі. Відомо, що сьогодні хронічні запальні захворювання є однією із основних причин смерті у світі, причому понад 50 % усіх смертей відносяться до захворювань, що пов’язані із запаленням [254]. Хронічне запалення пов’язане не лише з декількома окремими розладами, але і супроводжується різноманітними дуже серйозними фізичними та психічними патологічними станами. 
Запалення та біль мають двонаправлений зв’язок. Від хронічного болю страждає більше 30% дорослих людей в усьому світі [255]. Незважаючи на це, сучасні методи лікування хронічного болю є недостатніми. 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) [4]. Не варто скидати з рахунків емоційний та психічний компонент болю. Психологічний біль - це велика частина хронічного болю, включаючи тривогу з приводу поточного та потенційного дискомфорту, безсоння, депресії, думок про самогубство та горя [256]. 
Терапія больових синдромів полягає у призначенні певних знеболюючих засобів, і в більшості випадків це протизапальні або безрецептурні препарати [257], з меншою часткою використовуються антидепресанти, протисудомні засоби та опіоїди або різні немедикаментозні методи лікування, такі як фізичні вправи , релаксація, фізіотерапія, масаж та інші [257].
Оскільки терапія болю та запалення часто потребує використання декількох лікарських засобів, виникає ризик виникнення такого явища, як поліфармації.
Одним із перспективних напрямків уникнення поліфармації при станах, що супроводжуються запаленням та болем, є створення ефективних та безпечних засобів, що мають широкий спектр фармакологічної дії. 
На сьогоднішній день в Україні відсутні препарати, що поєднують у собі протизапальний, аналгетичний, антипіретичний, антидепресивний, протисудомний та анксиолітичний ефекти одночасно.
Тому з метою розширення асортименту вітчизняного фармацевтичного ринку є створення нового комплексного препарату з широким спектром нейротропної активності для лікування запальний та больових станів, ускладнених психічними та фізичними розладами.
Першим етапом наших досліджень стало дослідження токсичної характеристики комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду. На основі проведених досліджень було встановлено, що середньолетальна доза (ЛД50) при пероральному введенні для обох комплексних сполук становила понад 1750 мг/кг, що дозволило віднести їх до ІV класу токсичності - малотоксичні сполуки дані комплексні сполуки. 
На етапі виявлення фармакологічних властивостей комплексних сполук було проведена серія експериментів метою яких було встановлення протизапальної, аналгетичної, антипіретичної, антидепресивної, анксиолітичної, протисудомної та міорелаксантної активностей комплексів. 
Також з метою встановлення вкладу у фармакологічну активність комплексів було досліджено фармакологічний ефект сполук, що у своєму складі мали відповідні ліганди функціональних груп, а саме: ліганди саліцилової кислоти, бензальдегідів, солей станнуму та саліцилоїлгідразонів бензальдегіду та 4-бромбензальдегіду. 
З метою встановлення механізму дії комплексних сполук дослідження протизапальної та анальгетичної дій проводили на різних моделях індукції запалення та болю. 
Першим етапом дослідження протизапальної дії комплексів було моделлювання гострого ексудативного запалення, що було викликано введенням трипсину, який в свою чергу провокує активацію протеїназ-активуючих 2-рецепторів (PAR-2), а ті, в свою чергу, активують синтез циклооксигенази-2 [258]. Згідно з даними, зазначеними літературними джерелами, відомо, що трипсин впливає на PAR-2 рецептори, тим самим активуючи іонний TRPA1 канал [259].
Отримані данні свідчать про те, що вже через годину після початку експерименту спостерігався високий протизапальний ефект обох комплексних сполук. Особливо ефективним протизапальним засобом варто вважати комплексну сполуку ІІ, так, показники об’єму уражених кінцівок не перевищували 14% через годину після початку експерименту, а вже через 3 години – сягнули інтактних. Саліцилова кислота, яку досліджували для встановлення внеску функціональної групи у структуру комплексу, показала схожу динаміку, але все одно поступалася за ефективністю комплексній сполуці ІІ (волюметричні показники сягнули контрольних лише через 6 годин після початку експерименту). 
Дослідження протизапальної активності 4-бромбензальдегіду показало, що за своєю ефективністю дана сполука не поступається саліциловій кислоті. Вірогідно, що високий протизапальний ефект комплексної сполуки ІІ обумовлено синергізмом дії 4-бромбензальдегіду та саліцилової кислоти. 
Показники, отриманні в результаті дослідження протизапальної активності комплексної сполуки І на моделі трипси-індукованого запалення свідчать про те, що дана сполука також проявляє протизапальну активність, але поступається за ефективністю комплексній сполуці ІІ. Так, через годину після початку експерименту показники приросту на 27% перевищували показники комплексу ІІ, через 2 години показники «зрівнялись», та через 3 години експерименту показники об’єму запалених кінцівок сягнули інтактних. 
Наступним етапом дослідження протизапальної активності комплексів І і ІІ, а також сполук, що вивчалися, для встановлення вкладу лігандів у структуру комплексів, була модель гістамін-індукованого запалення. Гістамін є біогенним аміном, введення якого у товщу лапи щура викликає активацію гістамінового рецептора Н1 [204]. З літературних джерел відомо, що блокування Н1 рецептору впливає на прояв алергічних реакцій і запального процесу, а деякі антидепресанти, що є спорідненими до антагоністів гістамінових рецепторів, здатні проявляти протизапальний та седативний ефект [260, 261]. Дослідження показали, що вже через годину після початку експерименту приріст об’єму ураженої кінцівки після введення комплексу II становив 9%, у той час як вже через 3 години показники об’єму уражених кінцівок сягнули інтактних. Протизапальний ефект 4-бромбензальдегіду статистично відрізнився від показників контрольної групи, що дозволяє зробити висновок про його можливий вклад у протизапальну 
дію комплексу ІІ.
Подальші дослідження включали в себе вивчення протизапальної активності комплексних сполук І і ІІ на моделі гострого каррагіні-індукованого запалення, механізмом розвитку якого є індукція простагландинів і ЦОГ-2 та участь каллекреіново-кінінової системи [201]. Вже через добу після введення флогогену, приріст об'єму ураженої кінцівки склав всього 13% у тварин, яким вводили комплекну сполуку ІІ. Надалі волюметричні показники знижувалися і через 5 діб досягли інтактних. Такий самий профіль протизапальної дії як і у комплексної сполуки ІІ, ми спостерігали під час лікування 4-бромбензальдегідом, а саме: стрімке зниження показників запалення на 23% між першою та другою добою лікування, та надалі показники приросту обєму запалених кінцівок статистично не відрізнялись від комплексної сполуки ІІ. 
Комплексна сполука І, як і в попередніх експериментах, поступалася за своєю протизапальною активністю комплексу ІІ, таким чином приріст об’єму кінцівки через 2 доби експерименту складав 24,2%.Взагалі, результати дослідження протизапальної активності на моделях карагінан- і трипсин- індукованого запалення дозволяють припустити, що комплексні сполуки І і ІІ блокують ЦОГ-2, що в подальшому призводить до зменшення порушень мікроциркуляції та стабілізує проникність стінок судин у осередку запалення [262].
Імовірно, що ефективна фармакотерапія запального процесу потребує використання знеболюючих засобів і антипіретичних засобів. Саме тому, нами було вивчено аналгетичний та жарознижувальний ефект комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду і 4-бромбензальдегіду на різних моделях хімічного і термічного запалення при місцевому введені. 
Для відтворення термічного подразнення було обрано тест «гаряча пластина», який має не тільки спінальною рефлекторною реакцією, а являє собою складну вольову поведінку [219]. 
Отримані результати в тесті «гаряча пластина» свідчать про те, що комплексні сполуки І і ІІ, а також сполуки, що досліджувались, є ефективними засобами на моделі термічного подразнення на рівні референс-препарату анестезину. Оскільки дані, що отримані в результаті дослідження на моделі термічного подразнення не дозволяють у повній мірі детально дослідити аналгетичний ефект, нами були проведені дослідження на різних моделях хімічно індукованного болю.
Першим етапом дослідження аналгетичного ефекту на моделі хімічного подразнення було обрано «капсаїциновий тест», введення капсаїцину призводить до активації TRPV1 рецепторів та індукує теплову гіпералгезію, що і викликає больову реакцію у піддослідних мишей. 
В результаті дослідження було встановлено, що найбільш ефективним аналгетичним засобом була комплексна сполука І, яка за своєю ефективністю перевищувала дію референс-препарату анестезину на 14,5%. Мазі на основі саліцилової кислоти та бензальдегіду також збільшували латентний час розвитку больової реакції та зменшували тривалість облизувань в середньому на 70% у порівнянні з контролем, тим самим впливаючи на TRPV-1 рецептори. Комплексна сполука ІІ поступалася з своєю ефективністю комплексу І, ії аналгетичний ефект статистично не відрізнявся від дії референс-препарату анестезину. 
Подальше вивчення антиноцицептивної активності було проведено у тесті з аллілізотіоционатом, який, в свою чергу є селективним агоністом TRPA1-каналу. Місцеве нанесення мазей на основі комплексних сполук за 15 хвилин до початку експерименту достовірно зменшувало час больової реакції, так для коплексу І дані становили 18,7%, а для комплексної сполуки ІІ 
44,1% відносно контролю. Очевидно, що і в даному тесті моделювання болю комплексна сполука І є більш ефективною та впливає на TRPA1-рецептори. Дія усіх сполук, що досліджувались для встановлення вкладу у структуру комплексів, статистично не відрізнялась від референс-препарату анестезину. 
Для більш поглибленого розуміння механізмів реалізації комплексними сполуками І і ІІ аналгетичного та протизапального ефектів нами будо досліджено дані фармакологічні активності на моделях індукції болю формаліном.
Відомо, що введення формаліну є двофазним процесом, у першій фазі відбувається активація первинних аферентних сенсорних нейронів, що у свою чергу обумовлює гостру больову реакцію, тоді як друга фаза характеризується запальним процесом у переферичних тканинах [161].
Отже, у результаті дослідження аналгетичної активності комплексних сполук на моделі формалін-індукованого болю було встановлено, що комплексна сполука І проявляла аналгетичну активність на рівні референс-препарату анестезину, у той час як комплексна сполука ІІ поступалася йому у антиноцицептивному ефекті. Але у другій фазі комплексні сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду і 4-бромбензальдегіду показали високу аналгетичну активність, пов’язану із купіюванням болю, спровокованого розвитком запального процесу. Ці дані підтверджують і дослідження протизапальної активності даних комплексних сполук на моделі формалін-індукованого запалення. 
В результаті проведених експериментів також було встановлено, що обидві комплексні сполуки проявляють виражений жарознижуючий ефект на рівні референс-препарату ібупрофену.
Антидепресивну активність лікарських засобів вивчали після перорального введення водно-твінової емульсії досліджуваних сполук через відповідні проміжки часу (1, 3, 5 та 24 години) за тестом Порсолта. Отримані дані свідчать про високу антидепресивну активність комплексів. Варто зазначити, що впродовж 24 годин експерименту час «пасивного плавання» для комплексу ІІ не перевищував 16%. Також, було встановлено, що імовірний внесок у антидепресивну активність комплексів роблять залишки саліцилоїлгідразонів бензальдегіду і 4-бромбензальдегіду, отримані дані свідчать про їх пролонгований ефект впродовж 24 годин експерименту, що перевищував ефективність референс-препарату амітріптіліну, дія якого закінчилась через 5 годин експерименту. 
Дослідження анксиолітичної дії комплексних препаратів саліцилоїлгідразонів бензальдегіду і 4-бромбензальдегіду показали наслоєння фармакологічних ефектів із переважною протитривожною дією. Оскільки було встановлено, що обидві комплексні сполуки проявляли протизапальний ефект на моделі гістамін-індукованого запалення і в той самий час показали прояв седативного ефекту у тесті ЧБК (зменшення кількості виглядань із темного відсіку камери у світлий), що дозволяє зробити висновки про їх можливий вплив на гістамінові Н1 рецептори.
Оскільки існують літературні дані про взаємозв’язок між депресією, дисфункцією лобної долі та епілепсії скроневої долі [248, 249], було доцільним вивчити протисудомний ефект комплексних сполук І і ІІ та встановити вклад функціональних груп у нейротропну активність комплексів. Отже, дослідження протисудомної активності комплексів шляхом моделювання «коразолових» судом показали, що обидві комплексні сполуки є ефективними протисудомними засобами, які за своєю ефективністю не поступаються референс-препарату вальпроєвій кислоті. Є дані, що свідчать про те, що введення атому брому в пара-позицію арильного кільця призводить до посилення протисудомної дії – запобігають появі генералізованих клонічно-тонічних судом та появі клоніко-тонічної екстензії [17]. Результати нашого дослідження підтвердили літературні дані, так було встановлено, що 
4-бромбензальдегід і саліцилоїлгідразон 4-бромбензальдегіду проявляють протисудомну дію на рівні референс препарату впродовж 3 годин експерименту і роблять свій внесок у нейротропну активність комплексів.
Таким чином, на підставі комплексних фармакологічних досліджень було встановлено, що комплексні сполуки SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду і 4-бромбензальдегіду є ефективними засобами для лікування широкого спектру захворювань. Встановлено, що комплексна сполука ІІ є більш ефективним антидепресивним та протизапальним засобом, у той час, як комплексна сполука І проявляє більш виразний протисудомний та аналгетичний ефекти. 
Проведені експериментальні дослідження доводять доцільність подальшої роботи та розробки препаратів на основі комплексних сполук SnCl4 з саліцилоїлгідразонами бензальдегіду і 4-бромбензальдегіду у комплексній терапії коморбідних депресивних розладів.


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 (Ра0,504-0,543), протизапальну (Ра0,233-0,713), протисудомну (Ра0,201-0,323), антипіретичну (Ра0,274-0,765) та антидепресантну (Ра0,182) 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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156. Прозоровский В. Б. Табличный экспресс-метод определения средних эффективных мер воздействия на биологические объекты / В. Б. Прозоровский // Токс. вестник. – 1998.– No 1. – С. 28-32. 
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(151). - C.24-27.
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