PAGE  

ІНСТИТУТ БІОХІМІЇ ІМ. О.В. ПАЛЛАДІНА НАН УКРАЇНИ

(ІБХ)
«Новий клас біологічно активних ліпідів - N-ацилетаноламіни (відкриття,  вивчення та практика застосування)»
РЕФЕРАТ
	Гула Надія Максимівна
	д.б.н. член-кор. НАН та АМН України, професор, завідувач відділу біохімії ліпідів ІБХ



	Костерін Сергій Олексійович
	д.б.н. член-кор. НАН України, 

професор, заступник директора з наукової роботи, завідувач відділу біохімії м’язів ІБХ



	Клімашевський Віталій Мар’янович
	к.б.н., старший науковий співробітник відділу біохімії ліпідів ІБХ



	Горідько Тетяна Миколаївна
	к.б.н., науковий співробітник відділу біохімії ліпідів ІБХ



	Косякова Галина Василівна
	к.б.н., в.о. наукового співробітника відділу біохімії ліпідів ІБХ



	Бердишев Андрій Геннадійович
	молодший науковий співробітник відділу біохімії ліпідів ІБХ



	Чумак Анатолій Андрійович
	д.мед.н., професор, завідувач лабораторії молекулярної біології відділу клінічної імунології Інституту клінічної радіології Державної установи «Науковий центр радіаційної медицини АМН України» 



	Маргітич Віктор Михайлович
	д.мед.н., медичний директор ВАТ «Фармак»



	Жебровська Філя Іванівна
	к.е.н., генеральний директор ВАТ „Фармак”


Київ 2010 р.


Протягом останніх десятиріч доведено ключову роль ліпідів, загалом, та жирних кислот, зокрема, у життєдіяльності клітини. Ліпіди служать важливими структурними та функціональними компонентами біологічних мембран, енергетичним субстратом клітини, беруть учать у реакціях сигнальної трансдукції, екзо –  та ендоцитозу тощо. 

В 1980-х – 1990-х роках минулого століття у відділі біохімії ліпідів Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна  було розроблено та запроваджено системний підхід щодо вивчення хімії та функціональної ролі ліпідів. У співпраці з іншими групами науковців, зокрема з Росії (керівник – професор В.Є. Васьковський, Інститут біології моря РАН) та Франції (керівник – професор М. Лагард, департамент біохімії та фармакології, INSERM – INSA, м. Ліон) розроблено, удосконалено та уніфіковано методологію хроматографічного аналізу жирних кислот, фосфоліпідів та інших та складних ліпідів, виділених з біологічних об’єктів. Це дало змогу досягти високої відтворюваності результатів, уникнути артефактів, пов‘язаних з автоокисленням та декомпозицією ліпідів, і, як наслідок, – одержати надійні результати наукових досліджень. 

Вперше було виявлено універсальну закономірність формування дисбалансу жирних кислот за умов хронічних патологічних станів у вигляді парадоксального зростання відсоткового вмісту поліненасичених жирних кислот, переважно, за рахунок арахідонової кислоти на тлі підвищеного рівня загального холестеролу в біологічних структурах (у пацієнтів з артеріальною гіпертензією, ішемічною хворобою серця, раку щитовидної залози тощо). Встановлено, що зростання рівня моногідроксильваних жирних кислот у мононуклеарах периферичної крові ліквідаторів аварії на ЧАЕС є функцією поглинутої дози йонізуючої радіації та асоціюється з імунним дисбалансом. Таким чином, саме в Україні вперше було започатковано системне вивчення ліпідому людини та деяких  тварин, що майже на два десятиліття випередило створення міжнародної програми вивчення ліпідому. Актуальність цих розробок полягає в тому, що вони дозволили не тільки поглибити фундаментальні знання в біології людини і тварин, але й привели до розробки низки фармакологічних засобів для впливу на цілий ряд патологічних станів та створення нових лікарських препаратів.

Відкриття N-ацилетаноламінів

Завдяки описаному вище системному підходу вже на початку 1980-х років в Інституті біохімії в клітинах нейробластоми миші С1300 N18 було відкрито ліпіди з незвичайною хімічною структурою  - N-ацилетаноламін (NAE)  та його попередник - N-ацилфосфатидилетаноламін (NАРЕ). З того часу розпочалося широкомасштабна робота по вивченню функціональної ролі вищезгаданих малополярних ліпідів у клітині. 

Власними дослідженнями вперше одержано дані щодо антиоксидантного ефекту NAE, його негативного інотропного ефекту на серцевий м‘яз, що позитивно впливає на збереження функціональної активності міокарда в умовах гострої ішемії / реперфузії; стимулюючого впливу на активність еNOS, в результаті чого покращується кровопостачання та зменшується ураженення міокарда тощо. 

 Було сформулювано гіпотезу про те, що накопичення цих сполук відіграє захисну роль, і спрямоване на мінімізацію ушкодження міокарда за умов його гострої ішемії. 

На початку досліджень  не було відомо, яким чином NАРЕ та NAE здійснюють свій біологічний ефект – чи внаслідок зв‘язування зі специфічними рецепторами, чи позарецепторним шляхом. Згодом нами були одержані результати щодо прямої мембранотропної та мембранопротекторної дії NAE. 

До складу NAE можуть входити насичені, мононенасичені та поліненасичені жирнокислотні залишки. Паралельно із закордонними дослідниками нами було показано, що профіль біологічної активності NAE залежить від хімічної структури їх ацильного залишку.
В подальшому основним об’єктом наших досліджень стали NAE з насиченими жирнокислотними ланцюгами.

Так, нами вперше продемонстровано пряму мембранотропну дію NAE з насиченим вуглеводневим ланцюгом. Доведено, що NAE пригнічує вхід одновалентних катіонів через вератридин-активовані натрієві канали, активує Сa2+, Mg2+-ATPазу плазматичної мембрани (результати, що були одержані С.О.Костеріним та його колегами), інгібує вільнорадикальне окислення ліпідів, впливає на диференціацію клітин, проявляє виражену антизапальну дію. Вперше показано, що дія насичених NAE активно пов’язана з функціональною активністю гіпоталамо – гіпофізарно – наднирникової, опіатної та NO-систем.

У 1988 р. групою W.A. Devane було відкрито існування каннабіноїдних рецепторів на рівні плазматичної мембрани нейронів, а в 1992 р. – ендогенний ліганд цих рецепторів – анандамід (N-арахідоноїлетаноламін). Після цього почали накопичуватися дані про те, що довголанцюжкові NАЕ з поліненасиченими ацильними залишками, але не з насиченими ацильними залишками, здатні активувати каннабіноїдні рецептори.

В 1995 р. запропоновано термін “ендоканнабіноїди”, який позначає всі ендогенні ліганди каннабіноїдних рецепторів. Результатами наших досліджень показано, що NAE з насиченим ацилом проявляють канабіміметичну дію (здійснюють ефекти подібні до ендоканабіноїдів), хоча і не активують канабіноїдних рецепторів.  Крім того, насичені та ненасичені NAE синтезуються та метаболізуються за однаковими біохімічними механізмами. На підставі цього, ми вважаємо, що до класу ендоканнабіноїдів повинні бути включені також і NАЕ з насиченим вуглеводневим ланцюгом.  

Засади терапевтичного застосування ендоканнабіноїдів як цитопротекторів

Наведені вище факти дозволили нам припустити, що ендоканнабіноїди з насиченим ацилом можуть бути використані для розробки лікарських засобів з цитопротекторним механізмом дії. Нами було взято до уваги декілька важливих обставин. По-перше, основними N‑ацильними залишками NAPE, який накопичується у тканині серця за гострого інфаркту міокарда, є пальмітат, стеарат та олеат, частка яких сягає до 80% у загальній структурі NAРЕ. По-друге, NAE утворюється в кількостях, необхідних для виявлення кардіопротекторної дії лише через декілька годин після гострого коронарного спазму, й тому існує необхідність забезпечити раннє надходження даної сполуки в зону ушкодження міокарда, що, вочевидь, дозволило б мінімізувати ступінь незворотного ушкодження серцевого м’язу. У зв’язку з цим, нами вперше у світі розроблено лікарський засіб N-ацилетаноламін, що містить насичені вуглеводневі ланцюги, – N-пальмітоїлетаноламін (NРЕ) та N-стеароїлетаноламін (NSЕ) для лікування гострого коронарного синдрому та ішемічних/реперфузійних ушкоджень міокарду.  Результати фармакологічних досліджень NАЕ за умов гострої ішемії / реперфузії міокарда та печінки у щурів продемонстрували його високу ефективність та безпечність. Так, наприклад, ЛД50 для N-пальмітоїлетаноламіну при введенні мишам та щурам per os складає понад 5000 мг на кг (IV клас небезпечності згідно ГОСТ 12.1.007-76). 

 Cпівробітниками відділу біохімії ліпідів вперше в світі опубліковано роботу про антиаритмогенний ефект NAE за умов гострої ішемії міокарду, що супроводжувався відновленням порушеного ліпідного складу тканини серця. Було показано, що NAE знижують рівень лізо-фосфоліпідів, накопичення яких асоціюється з розвитком аритмій, у серцевому м’язі за умов ішемії, а також у донорській печінці за умов її зберігання в консервуючому середовищі та реперфузії. 

Так, попередня ін’єкція щурам насиченого довголанцюжкового NАE запобігає накопиченню лізо-фосфатидилхоліну в тканині міокарда щурів, викликаного введення вазопресину, запобігає розвитку брадикардії та екстрасистолії, змінам частоти серцевих скорочень та модифікації зубця Т. Крім того, нами також продемонстровано, що насичені довголанцюжкові NAE за умов гострої ішемії міокарду виявляють негативний інотропний ефект, що запобігає енергетичному виснаженню тканини серцевого м’язу. Слід зазначити, що вказані ефекти  насичених NAE реалізуються за позарецепторним механізмом.
Таким чином, отримані нами дані засвідчили, що NАE виявляє виражений кардіопротекторний та антиаритмічний ефекти.
Наразі підписано договір про запровадження у серійне виробництво на потужностях одного з провідних фармацевтичних виробників України – ВАТ «Фармак» N-ацилетаноламіну як лікарського засобу для лікування гострого коронарного синдрому, в т.ч. гострого інфаркту міокарда, а також ішемічної хвороби серця.  Основна мета застосування препарату – зниження загальної та серцево-судинної смертності, особливо серед осіб працездатного віку.

N-ацилетаноламіни в лікуванні морфінної залежності

Наприкінці 1990-х років власними дослідженнями вперше було доведено нейропротекторну дію NAE за умов морфінної залежності в піддослідних тварин, яка реалізується  шляхом відновлення вмісту катехоламінів, ліпідів та вільних амінокислот у тканині головного мозку щурів .

 На моделі морфінної залежності у щурів також встановлено, що суміш насичених та ненасичених NAE  в різних курсових дозах зменшує обсяги добровільно спожитого морфіну.  Експериментально доведено, що найбільш ефективною є курсова доза 35 мг/кг, за якої щури з морфінною залежністю майже на 30% зменшують кількість добровільно спожитого морфіну. Отже, суміш NAE з насиченими та ненасиченими вуглеводневими ланцюгами може бути потенційним кандидатом в лікарські засоби з нейропротекторними властивостями для фармакотерапії морфінної залежності.

Вплив NAE на активність мембранозв’язаних Са2+-транспортуючих систем

Йонам Са належить фундаментальне значення у забезпеченні протікання найважливіших біохімічних, біофізичних та фізіологічних процесів (внутрішньоклітинна сигналізація, активація ензимів, індукція скорочення м’язів, запліднення, секреція, міжклітинна взаємодія, контроль проникності біологічних мембран, зсідання крові, ріст тощо). Динаміка зміни концентрації іонізованого Са (Са2+) в цитоплазмі контролюється суперпозицією функціонування систем пасивного та активного транспорту цього катіону, що локалізовані субклітинних мембранних структурах (плазматична мембрана, мітохондрії, ендо(сарко)плазматичний ретикулум).  Доведено, що за таких небезпечних патологій, як різноманітні нейропатії, ішемія/гіпоксія, діабет, мають місце суттєві зміни у властивостях та регуляції активності мембранозв’язаних Са2+-транспортуючих систем. Порушення внутрішньоклітинного кальцієвого гомеостазу має місце і за патології скоротливої функції матки. Відомо, що за умов гострих патологічних станів, пов‘язаних з ішемією/реперфузією, відбувається акумуляція йонів кальцію у клітині. Тому важливою терапевтичною стратегією є виведення надлишкової кількості йонів кальцію з клітини у випадку патологічних станів.

Під науковим керівництвом члена авторського колективу член-кор. НАНУ проф. С.О.Костеріна (відділ біохімії м’язів Інституту біохімії ім. О.В.Палладіна НАН України) вперше було встановлено, що N‑пальмітоїлетаноламін (NPE) в концентрації 10 мкМ стимулює активність Mg2+,АТР-залежної кальцієвої помпи плазматичної мембрани клітин міометрію. Доведено, що реалізація цього ефекту відбувається за рахунок інгібування нечутливої до дії рутенієвого червоного, стимульованої оксалатом тапсигаргін-чутливої Mg2+,АТР‑залеж​ної акумуляції Са2+ в саркоплазматичному ретикулумі, а також пригнічуваної рутенієвим червоним, нечутливої до дії тапсигаргіну енергозалежної акумуляції Са2+ в мітохондріях. При цьому NPE не здійснює активуючого впливу на солюбілізовану з плазматичної мембрани клітин гладеньких м’язів матки транспортну Са2+, Mg2+-АТР-азу, що була очищена з використанням методу афінної хроматографії на кальмодулін-сефарозі 4В.

Активуючий вплив NPE на Mg2+, АТР-залежну акумуляцію Са2+ в везикулах плазматичної мембрани асоціюється з накопиченням у ній лізо-фосфатидилхоліну, а інгібуючий вплив NPE на Mg2+,АТР-залежну акумуляцію Са2+ в саркоплазматичному ретикулумі та мітохондріях  з переважною акумуляцією в їхніх мембранах фосфатидилхоліну та сфінгомієліну.

Отже, наведені результати безперечно вказують на здатність N‑пальмітоїлетаноламіну спрямовано та вибірково моделювати активності мембранозв’язаних Са2+-транспортуючих систем клітин.

Взаємозв’язок ендоканнабіноїдної та NO-сигнальної систем

Одержані нами дані свідчать про те, що оксид азоту (NO) може відігравати важливу роль у механізмах цитопротекції, які  здійснюються за участю ендоканнабіноїдів. В наших роботах вперше досліджено вплив N‑стеароїлетаноламіну (NSE) на процеси утворення оксиду азоту. На моделі ішемічно-реперфузійного ушкодження скелетного м’язу кроля та йонізуючого опромінення щурів було показано, що NSE в дослідженнях in vivo здатний чинити істотний вплив на вміст стабільних метаболітів оксиду азоту. На стрептозотоциновій моделі цукрового діабету у щурів встановлена здатність NSE до інгібування активності індуцибельної ізоформи NO-синтази та активації конститутивної ізоформи ферменту в клітинах та органах кардіоваскулярної системи. Ефект інгібування активності індуцибельної NO‑cинтази під впливом NSE був отриманий також в експериментах in vitro на еритроцитах, одержаних у хворих на легеневу гіпертензію. В той же час, на моделі анафілактичного шоку у морських свинок введення NSE викликало інгібування активності конститутивної NO-синтази. 

Отже, отримані дані свідчать про здатність насиченого NAE модулювати утворення оксиду азоту за різних патологічних станів організму і цей ефект не пов’язаний з активацією каннабіноїдних рецепторів.

Адаптогенні, антиалергічні і протизапальні ефекти N‑стеароїлетаноламіну

Сьогодні важко переоцінити роль кори наднирникових залоз у відповіді організму на будь-які стресорні дії. Як правило, для оцінки адаптаційних резервів організму за умов стресу визначають  рівень 11‑оксикорти​костероїдів. Слід зазначити, що кора наднирникових залоз знаходиться під впливом  різних регуляторних факторів. 

Нами вперше показано, що NSE викликає зміни рівня 11‑оксикортикостероїдів (11-ОКС) у крові експериментальних тварин за різних патологічних станів. Так, за опромінення щурів дозою 2 Гр NSE повністю запобігає змінам рівня 11-ОКС у плазмі крові. Дія NSE на тлі імобілізаційного стресу призводить до додаткового підвищення вмісту 11‑ОКС. Таким чином, нами було встановлено, що NSE в організмі піддослідних тварин модулює рівень 11-ОКС, тим самим, впливаючи на перебіг стресорної реакції організму. Нами встановлено, що за дії NAE паралельно зі змінами 11-ОКС  також відбуваються зміни вмісту адренокортикотропного гормону у крові тварин. Таким чином, виявлені нами ефекти NAE на рівень  11-ОКС, ймовірно, опосередковуються гіпоталамо-гіпофізарно-адреналовою віссю.

 Дослідження  впливу NSE на перебіг алергічних реакцій сповільненого та негайного типу  показало, що NSE уповільнює розвиток алергічних реакцій (запобігає зростанню рівня гістаміну, зменшує підвищену за анафілаксії активність конститутивної NO-синтази у серці морських свинок, нормалізує рівні нітрит-аніону), усуває порушення про-антиоксидантної рівноваги (нормалізує вміст ТБК-активних продуктів та активність глутатіонпероксидази, каталази та супероксиддисмутази), а також модулює ліпідний склад  тканин органів-мішеней. Застосування NSE значно підвищує рівень виживання тварин за анафілактичного шоку. 
Нами встановлено, що  дія NSE також призводить до пригнічення реакції гіперчутливості сповільненого типу і до дозозалежного пригнічення активації та проліферації нормальних Т- та В-лімфоцитів in vitro. 

При вивченні дії NSE на розвиток неспецифічного запалення за експериментального опіку у щурів вперше показано, що NSE здатен прискорювати процес загоєння термічної опікової рани шляхом інгібування продукції прозапальних цитокінів (TNFα, IL-6, IL-1β), нормалізації вмісту стабільного метаболіту оксиду азоту — нітрит-аніону і активності конститутивної та індуцибельної NO-синтаз, а також усуненням дисбалансу між процесами вільнорадикального окислення ліпідів і активністю ферментів антиоксиданотного захисту в плазмі, еритроцитах, печінці та селезінці.

 Ці факти дозволили вперше охарактеризувати NSE як сполуку з адаптогенними і захисними властивостями, що викликає прискорення процесів загоєння опікової рани і зниження рівня вираженості біохімічних зрушень за опікової хвороби. 

ВИСНОВКИ

Нами відкрито новий клас малополярних мінорних ліпідів – N‑ацилетаноламінів і проведено багатопланове детальне дослідження їх біологічної активності та функціональної ролі в організмі. Це дозволило відкрити низку нових механізмів регуляції життєво важливих процесів як в нормі, так і за різних патологічних станів і створило передумови для розробки принципово нових лікарських засобів. Ці засоби пропонуються для використання при серцево-судинних захворюваннях, алергіях, опіках, цукровому діабеті І та ІІ типу, запальних процесах, при онкологічних захворюваннях, трансплантації органів, а також за наркоманії та алкоголізмі. Вони захищені 5 патентами України. На даний час на ВАТ «Фармак» завершено запровадження у виробництво лікарського засобу «N-ацилетаноламін» для випуску клінічних серій для клінічних випробувань у людини. Крім того, N-ацилетаноламіни стали основою для створення високоефективного природного кріоконсерванту «Кріоліс», який з успіхом використовувався для заморожування і  підвищення фертильності сперми та запліднення сільськогосподарських тварин.

1. Вперше розроблено та запроваджено системний підхід щодо вивчення хімії та функціональної ролі ліпідів, створено передумови для системного дослідження ліпідому ссавців та людини.

2. Відкрито та охарактеризовано в культурі клітин нейробластоми С1300 N18 малополярні ліпіди – N-ацилфосфатидилетаноламін (NAРE) та N‑ацилетаноламін (NAE), встановлено позарецепторний механізм дії та біологічна роль цих сполук. 

3. Виявлено  мембраностабілізуючі, антиоксидантні властивості NAE. Відкрито їх кардіопротекторну дію та створено на їх основі  кардіопротекторний  фармакологічний препарат, який зараз впроваджується у виробництво на ВАТ «Фармак». 

4. Встановлено  гепатопротекторні властивості NAE. Показана можливість їх застосування в розчинах-консервантах для зменшення деструктивних змін та підвищення життєздатності ізольованих органів.

5. Вперше доведено нейропротекторну дію NAE та знайдено зменшення споживання наркотику  у щурів-морфіністів, що отримували NAE.

6. Вперше встановлено здатність N-пальмітоїлетаноламіну спрямовано та вибірково моделювати активності мембранозв’язаних Са2+-транспортуючих систем клітин.

7. Вперше показана взаємодія NSE з сигнальною системою оксиду азоту. Отримано дані про здатність насиченого NAE модулювати утворення оксиду азоту за різних патологічних станів організму, зокрема здійснювати різноспрямований вплив на активність конститутивної та індуцибельної ізоформ  NO-синтази.

8. Вперше описано, що NAE беруть участь в регуляції функції кори надниркових залоз. Встановлено, що NSE модулює рівень 11‑оксикортикостероїдів і, тим самим, впливає  на перебіг стресорної реакції організму.

9. Виявлено протизапалювальний вплив NSE за реакцій гіперчутливості уповільненого та негайного типу та за неспецифічного запалення.


 За результатами роботи:

· Отримано 5 патентів України на спосіб одержання NAE та на препарати з кардіопротекторною, нейропротекторною, гепатопротекторною, протизапальною, антиалергійною дією; на препарат для терапії цукрового діабету І та ІІ типів та засіб в супроводжуючій протипухлинній терапії.

· Cтворено кріоконсервуючий засіб “Кріоліс” (авторське свідотство СРСР).

· Захищено 10 кандидатських та 2 докторських дисертації.
· Опубліковано 3 монографії та близько 200 робіт. Результати роботи викладені на 78 закордонних та вітчизняних наукових форумах. 
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