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В І Д Г У К 
офіційного опонента доктора медичних наук, професора Ципкун А.Г. на дисертаційну роботу  Геращенко Інни Василівни «Вивчення токолітичних         властивостей похідних бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,9-гексагідро-5Н-імідазо(1,2-а)азепінію», представлену для  офіційного захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних      наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія, яка надійшла до   спеціалізованої  вченої ради  Д 26.550.01 при  ДУ «Інститут   фармакології та токсикології НАМН України».
         Актуальність теми дисертації.    Медикаментозна терапія загрози переривання вагітності та передчасних пологів є однією з  найбільш актуальних проблем сучасного акушерства та фармакології. В структурі акушерської патології передчасні пологи складають близько 10%, але головне, що передчасне народження дитини супроводжується для неї   значною кількістю ускладнень у неонатальному періоді. За даними ряду вітчизняних та іноземних дослідників, діти, народжені з екстремально низькою масою тіла (від 500 до 1000 г.), мають високу  летальність, а ті що вижили в подальшому майже у 40% стають інвалідами, характеризуються значними відхиленнями у психо-емоційному розвитку. Через це питання забезпечення ефективного лікування передчасних пологів має не лише вузько акушерське, але і загальномедичне, соціальне та демографічне значення, оскільки безпосередньо впливає на кількість населення в країні. 
      Не дивлячись на те, що існує певна кількість лікарських препаратів з утеролітичною дією, які пригнічують тонус та скоротливу активність  матки і у значному відсотку випадків дозволяють пролонгувати на певний час вагітність (бета-2- адреноміметики, блокатори  серотонінових рецепторів, спазмолітики, блокатори кальцієвих каналів, інгібітори біосинтезу простагландинів,  та ін.),  вони далеко не завжди дозволяють забезпечити її подовження до необхідного терміну гестації, більшість з препаратів характеризуються значною кількістю побічних ефектів як для вагітної, так і для плода,  що при наявності у жінки супутньої екстрагенітальної патології не завжди  дозволяє з достатнім ступенем безпеки застосовувати їх під час вагітності.   
      Робота І.В.Геращенко якраз і направлена на цілеспрямований пошук та експериментальне вивчення токолітичних властивостей  у ряду нових сполук – похідних імідазо(1,2-а)азепінію, тобто потенційно направлена на розширення спектру препаратів, які можуть використовуватись при передчасних пологах.
      Зв’язок теми дисертації з державними та галузевими науковими програмами.   Дисертаційна робота Геращенко І.В. виконана відповідно до проблемно-тематичного плану науково-дослідних робіт ДУ «Інститут  фармакології та токсикології НАМН України» і є фрагментом комплексних тем «Синтез та фармакологічні властивості азол- і азиновмісних гетероциклічних сполук « (шифр 12.11, № держреєстрації 0111U002468) та «Пошук ефективних токолітиків та детрузоселективних спазмолітиків серед   гетероциклічних структур з двома атомами нітрогену» (шифр 15.13, № держреєстрації 0113U000741). Робота повністю відповідає спеціальності фармакологія та профілю спеціалізованої вченої ради, до якої для захисту подана дисертація.  
      Наукова новизна одержаних результатів визначається наступними моментами: 
         Автором вперше за допомогою програми PASS проведено віртуальний скринінг та виділено найбільш перспективний напрямок цілеспрямованого пошуку сполук, які можуть володіти заданими фармакологічними (токолітичними)   властивостями і  які в подальшому потенційно можуть бути використані для пригнічення підвищеного тонусу та  скоротливої діяльності матки в умовах клініки.  Віртуальну базу пошуку було створено із 129 структурних формул бромідів відповідних похідних імідазоазепінію.  Критерієм відбору хімічних сполук для подальшого органічного синтезу була потенційна наявність у них ряду механізмів дії: агонастів альфа-адренорецепторів,  інгібіція циклооксигенази, Na+, K+-АТФази , Ca2+ АТФази, ЦОГ (ЦОГ2) фосфодіестерази, антагонізм до рецепторів окситоцину, ПГ (Е1, Е2, F2 α),  ІЛ-1, ІЛ-6, ІЛ-8, стимуляція β2-адренорецепторів, блокування кальцієвих каналів, активація кальцій-залежних калієвих каналів. Для хімічного синтезу було рекомендовано 25 хімічних структур з різними варіантами радикалів-замінників. 
       На наступному етапі роботи було досліджено здатність цих сполук ліквідувати констрикторний ефект окситоцину (0,1МО\л)  по відношенню до ізольованих поздовжніх смужок рогів матки щурів і встановлено, що сполука IFT_208 ефективно збільшувала інтервал між скороченнями, сполука 178 – знижувала тонус  біометрію,  а  сполука IFT_211 вдвічі зменшувала амплітуду скорочень. На фоні гіперкалієвої констрикції (40 ммоль/л) 7 з 25 досліджених сполук знижували тонус міометрія більш ніж на 50%, що свідчить про наявність достатньо вираженої токолітичної активності. 

          Проаналізовано залежність фармакологічних ефектів досліджених хімічних структур  від наявності в  їх складі та положення  атомів оксисену та нітрогену, які здатні утворювати водневі зв’зки,  та зроблено висновок щодо доцільності використання таких радикалів та місця їх розташування в молекулі  при моделюванні нових молекул з потенційними токолітичними властивостями.
     Вперше проведено вивчення органоселективної дії синтезованих сполук на ізольованих кільцях грудного відділу аорти та поперечних смужках сечового міхура дослідних тварин та встановлено залежність вазодилататорної активності від характеру заміщення різними радикалами, зокрема бензольним кільцем,  у різних положеннях. Встановлено, що сполуки IFT_176, IFT_ 208 та IFT_211 за показниками токолітичної активності та з урахуванням коефіцієнту селективності до двох органів мішеней були відібрані як сполуки-лідери для подальшого вивчення в умовахin vivo. В цих експериментах було встановлено, що сполука – лідер (IFT_176) з оксиметильним радикалом проявляла дозозалежний вплив на ЧФС та АС. При введенні до структури  імідазо (1,2-а) азепінового ядра, окрім оксиметильного, ще двох радикалів (додатково оксиметильного та оксиетильного),  виявлено зменшення ЧФС, ЧФР та ІМЦС після введення окситоцину на фоні досліджуваної сполуки, що свідчить про те, що речовина ІФТ_208 не попереджає констрикторну дію окситоцину на горизонтальні часові токолітичні параметри міометрію. 
       Вперше   було  вивчено  можливі механізми  дії досліджуваних сполук. В експериментах з попереднім введенням глібенкламіду було встановлено зменшення спазмолітичної активності сполуки IFT_176, тобто можна вважати, що ця речовина в значній мірі здійснює свій токолітичний ефект шляхом активації АТФ-чутливих калієвих каналів. Інша закономірність відмічена для сполуки IFT_208, яка в аналогічних умовах, навпаки, збільшувала свою спазмолітину активність більш ніж у 2 рази, тобто встановлено, що спазмолітична активність цієї сполуки не реалізується не за рахунок активації АТФ-чутливих калієвих каналів. 
       Вперше вивчено характер реакції скоротливої діяльності матки на окситоцин за умови попередньої інкубації міометрія з досліджуваними сполуками та встановлено, що вона суттєво не впливає на характер реакції, що дозволило зробити висновок,  що токолітична дія сполук реалізується не за рахунок блокування окситоцинових рецепторів.  
        Окремий розділ присвячено дослідженню можливої ролі Na+, K+-АТФази та  Ca2+ АТФази у механізмі дії досліджуваних сполук, в результаті чого встановлено, що сполуки IFT_176 та IFT_208 виявились ефективними активаторами Ca2+ АТФази, в той час як вони володіють інгібуючою дією на активність Na+, K+-АТФази. 
      Практичне значення отриманих результатів.  Дисертаційна робота носить, перш за все фундаментальний характер, оскільки в результаті її виконання отримано нові знання про наявність у ряду похідних   бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,9-гексагідро-5Н-імідазо(1,2-а)азепінію здат-  ності знижувати тонус та пригнічувати  скоротливу активність міометрія. В подальшому ці знання можуть бути використані при подальшому дослідженні виявлених дисертантом найбільш активних сполук для створення на їх основі препарату  з токолітичними властивостями. 
      Ступінь обґрунтованості наукових положень, висновків і рекомендацій.  Дослідження виконано на достатній кількості лабораторних тварин (250 самиць щурів та 50 самиць мишей) для формування адекватних за об’ємом груп та подальшого статистичного опрацювання отриманих результатів, що свідчить про об’єктивність отриманих матеріалів.  Дизайн дослідження включав на першому етапі проведення віртуального скринінгу з використанням комп’ютерної програми PASS спектрів можливої біологічної активності 129 хімічних структур з різними хімічними формулами похідних бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,9-гексагідро -5Н-імідазо (1,2-а) азепінію». Використання комп’ютерного моделювання за допомогою програми PASS для прогнозування наявності потенціальної фармакологічної активності у досліджуваних сполук також свідчить про максимально можливу об’єктивність отриманих автором результатів. Класичний дизайн проведення дослідження та використання сучасних високоінформативних експериментальних (фармакологічних, фізіологічних,  біохімічних, токсикологічних, гістологічних) методів дослідження  визначають високу ступінь вірогідності основних наукових положень дисертації, зроблених автором висновків і практичних рекомендацій. 
      Обсяг та структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 159 сторінках друкованого тексту українською мовою, має традиційну будову і складається із вступу, огляду літератури, описання використаних методів дослідження, 3 розділів з описанням отриманих результатів власних досліджень, аналізу і узагальнення отриманих результатів, висновків і списку використаних літературних джерел, який включає 220 робіт, з них 99 – кирилицею та 121 латиницею. Робота ілюстрована 11 таблицями, 41 рисунком.
        Актуальність дослідження та його методологічний напрямок обґрунтовані проведеним дисертантом глибоким аналізом вітчизняної та світової літератури в якому достатньо критично представлено дані стосовно існуючих на світовому фармацевтичному ринку класів препаратів, які використовуються в клінічній практиці для пригнічення тонусу та скоротливої активності матки, детально описано переваги та недоліки їх використання. Особлива увага звернута на їх безпечність як для вагітної, так і для плода, побічні реакції, які зареєстровані при використанні в клінічній практиці. 
      В другому розділі стисло представлено результати проведеного аналізу проведеного віртуального скринінгу з використанням комп’ютерної програми PASS потенційної токолітичної активності 129 хімічних структур, на основі чого для подальшого хімічного синтезу було обрано 25, які і були використані в роботі. 
      У 3 та 4 розділах роботи описані результати експериментального вивчення в дослідах in vitro та  in vivo їх токолітичної активності, органоселективної дії, проаналізована залежність «структура-функція», а також вивчення можливого механізму дії найбільш активних сполук.  
      Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях та авторефераті. Автореферат дисертації викладений лаконічно і повністю відтворює суть роботи та основні результати, отримані автором в ході виконання роботи. Як дисертація, так і автореферат оформлені згідно вимог Департаменту кадрів Міністерства освіти і науки, молоді та спорту України. Основні положення дисертації знайшли своє повне відображення у 17 наукових працях, в тому числі 5 статтях, з них 3 – у наукових фахових журналах, рекомендованих ДАК МОН України для опублікування результатів дисертаційних робіт та 1 – у закордонних журналах. З результатами роботи широко ознайомлена наукова громадськість. Вони доповідались на: III(65) Міжнародному науково-практичному конгресі студентів та молодих вчених (Київ, 2011), науково-практичних конференціях з міжнародною участю (Київ, 2011), конференціях молодих вчених (Київ, 2013), I Міжнародній науково-практичній конференції студентів, аспірантів та молодих вчених (Одеса, 2015).        
       Недоліки дисертації та автореферату щодо їх змісту та оформлення.

      Принципових зауважень до дисертації та її автореферату немає. Зустрічаються не зовсім вдалі назви деяких таблиць. Наприклад, таблицю 3.1. краще було б назвати «Кількість прогнозованих активностей досліджених похідних бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,9-гексагідро-5Н-імідазо(1,2-а)азепінію  в залежності від структури використаних для заміщення радикалів». Більш коректною назвою таблиці 4.7 було б «Показники базального тонусу ізольованих поперечних смужок сечового міхура щурів при дії різних похідних бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,9-гексагідро-5Н-імідазо (1,2-а) азепінію». 
    У якості наукової дискусії хотілося б почути думку дисертанта на деякі запитання. 

1. Наскільки  обґрунтованим  було використання у проведених дослідах матки невагітних тварин для оцінки токолітичної  дії досліджуваних речовин, адже токолітики, як це свідчить з їх назви (від грец. токос – пологи та літіос – слабшати),  використовуються для лікування передчасних пологів, тобто мова йде про використання таких препаратів у вагітних у другій половині вагітності? 
2. Як відомо, при створенні нових препаратів однією вимог є їх перевага перед існуючими засобами як в плані ефективності, так і безпечності. Чи можуть бути такі переваги у виділеної Вами найбільш активної з вивчених сполук і які саме?  

3. Що відомо (можливо на основі літературних даних) про потенційну ембріотоксичну, ембріолетальну та тератогенну дію похідних імідазо(1,2-а)азепінію, адже на основі їх в подальшому передбачається створення лікарського(их) препаратів для використання у вагітних?

Висновок
      Дисертаційна робота І.В.Геращенко «Вивчення токолітичних властивостей похідних бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,8-гексагідро-5Н-імідазо(1,2-а)азепінію», яка виконана у відділі фармакології серцево-судинних засобів  ДУ «Інститут  фармакології та токсикології НАМН України», є завершеною науково-дослідною працею, яка містить вирішення  наукової задачі в фармакології – визначення на основі скринінгу та аналізу залежності «структура-активність» найбільш ефективної утеролітичної сполуки  серед нових похідних бромідів 1,3-диарил-3-гідрокси-2,3,6,7,8,9-     гексагідро -5Н-імідазо (1,2-а) азепінію  та дослідження його фармакологічних та токсикологічних властивостей в умовах in vitro та  in vivo. Це дало можливість виділену найбільш активну сполуку під шифром IFT_208 рекомендувати для подальшого більш  поглибленого вивчення та створення на його основі ефективного токолітика  для практичного використання в акушерстві. 

      Дисертація має суттєве наукове і практичне значення і відповідає вимогам п.11 «Порядку присудження наукових ступенів і присвоєння вченого звання старшого наукового співробітника», затвердженого постановою Кабінету Міністрів України від 24.07.2013 р. за №567, а її автор заслуговує на присудження наукового степеня кандидата біологічних наук.          
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