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ЧЕСТО ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 

На английски език: 
5-HT 5-хидрокситриптамин 

(серотонин) 
L-NNA  NG-нитро-L-аргинин 

ACh ацетилхолин mAChR мускаринов 
ацетилхолинов рецептор 

cAMP цикличен 
аденозинмонофосфат 

nAChR никотинов 
ацетилхолинов рецептор 

cGMP цикличен гуанозин 
монофосфат 

nNOS невронална азотен оксид 
синтаза  

CCh   карбахол NO азотен оксид 
eNOS ендотелна азотен оксид 

синтаза 
NOS азотен оксид синтаза 

ICC интерстициални клетки на 
Cajal  

PDE фосфодиестераза 

iNOS индуцируема азотен оксид 
синтаза 

PKA протеин киназа А 

IP3   инозитолтрифосфат PKG протеин киназа G 
L-Arg 
  

L-аргинин VIP вазоактивен 
интестинален пептид 

LD50   летална доза, 50 %   
На български език: 

БEА биоелектрична активност ССА спонтанна съкратителна 
активност  

БА  биологична активност  СЧТ  стомашночревен тракт  
ГМ  гладка мускулатура  ЦНС централна нервна 

система  
ГМП  гладкомускулни препарати   
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I. ВЪВЕДЕНИЕ 

 
Изучаване на биологичното действие на новосинтезирани молекули 

винаги е актуален научен проблем. Той е свързан с постоянния интерес към 
откривателство, в случая на молекули със специфични „полезни” 
характеристики, способни да повлияват активността на определени 
структури и чрез тях – процеси в човешкото тяло. Това в пълна сила важи и 
за действието на някои тетрахидроизохинолини, които като структурна 
единица присъстват в разнообразни природни продукти. 

Представител на изохинолиновите съединения e папаверин, който 
представлява опиумен алкалоид със спазмолитично, хипотензивно и 
антиконвулсивно действие. Мощният му релаксиращ ефект се дължи на 
способността му да инхибира фосфодиестеразната (PDE) активност, да 
повишава цитозолното ниво на цикличен аденозинмонофосфат (cAMP) и 
следователно да намалява нивото на калция, отговорен за гладкомускулните 
съкращения. Затова се прилага при пациенти за симптоматично лечение на 
спазми на гладката мускулатура (ГМ). Инхибирайки PDE папаверинът 
потиска дейността и на нейна специфична изоформа - PDE10A, 
локализирана в стриатум, с което причинява промени в поведението, в 
когнитивните способности и двигателни умения на експериментални 
животни. Въпреки доказаните му лечебни свойства, системната употреба на 
папаверин е предпоставка за проява на някои нежелани ефекти – артериална 
хипотензия, тахикардия, загуба на апетит, сънливост, световъртеж, 
хиперхидроза и потенциална чернодробна токсичност. 

 При редица медицински и биологични проучвания, които имат за цел 
установяване и изясняване на механизма на действие на различни лекарства, 
широко се използват изолирани гладкомускулни препарати (ГМП). Този 
обект на изследване е приложим с характерните за всеки модел ограничения 
при изследване на спорни и/или слабо проучени ефекти на различни 
субстанции.  

Известно е, че ГМ клетки са преминали сравнително ниска 
диференциация и специализация по време на филогенезата и притежават 
разнообразие от специфични и неспецифични рецептори, което създава 
възможност за проучване на различни по природа и механизъм реакции.  

Счита се, че промените на биоелектрична и съкратителна активност на 
изолирани ГМ тъкани, комбинирано с подходящи (съобразно целите на 
изследване) химични, биохимични, фармакологични, клинико-лабораторни, 
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хистохимични и други методи и подходи, е перспективен път за получаване 
на информация относно наличието и спецификата на биологичната 
активност на различни субстанции. 

Следвайки гореизложеното, в настоящия дисертационен труд за 
биологични изпитвания бяха избрани три съединения, означени от нас като 
T1, IQP и DIQ. Мотивацията ни се основава на факта, че DIQ притежава 
дихидроизохинолинов пръстен и структурно наподобява използвания в 
практиката папаверин; IQP избрахме като изходно съединение от синтеза 
на изохинолин или изохинолинов прекурсор, а Т1 е 2-метил-1-
тозилазиридин, който е потенциално биологично-активно вещество и служи 
като изходно съединение за синтеза на редица хетероциклени съединения, в 
т.ч. изохинолинови производни. И трите вещества са продукти на насочен 
синтез след софтуерно предсказана биологична активност. 

Работната хипотеза е, че новополучените вещества ще проявят 
биологична активност, поради наличието на фармакофорни групи. Наред с 
изучаване на структурата на съединенията, актуално се поставя въпросът за 
проучване на потенциалните им биологични ефекти и сравняването им с 
тези на папаверин. Изясняването на някои от механизмите на причинени от 
Т1, IQP и DIQ ефекти би разширило познанията за специфичното действие 
на изохинолиновите производни и представите за потенциала им на 
биологично активни вещества. Затова проучванията ни целят получаване на 
базови данни за ниво на токсичност, вид и степен на ефикасност на 
посочените вещества с цел откриване на най-перспективния кандидат за по-
нататъшно разработване на ново лекарство. 

Клиничното проучване на всяко ново лекарствено вещество е 
предхождано от изследвания върху изолирани тъкани и органи, ex vivo, in 
vitro и in vivo експериментални модели, включващи различни животински 
видове. Убедеността, че изясняването на потенциалните механизми на 
действие на изохинолинови производни на папаверин не е само чисто 
научен проблем, ни дава основание да изследваме и разширим познанията 
за специфичното действие на тази група съединения. Възможността да 
бъдат разглеждани, като биологично активни вещества, във връзка с 
възможното им иновативно приложение във фармакологията като 
безопасни и ефективни лекарства, ни позволява в настоящия труд да 
представим, анализираме и обобщим оригинални собствени резултати от in 
silico, ex vivo и in vivo експериментални изследвания в тази насока.  
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II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 
Цел:  
 
Целта на настоящата работа е да се приложат нови методи за синтез на 

N-съдържащи хетероциклени съединения и техни прекурсори, като аналози 
на папаверин и да се изследва тяхната потенциална биологична активност.  

За постигането на поставената цел бе необходимо да се решат следните 
основни задачи:  

 
Задачи: 
 
1. Да се подбере метод за селективен синтез и спектрално 

охарактеризиране на изохинолинови прекурсори и производни, 
наподобяващи биологичната активност на папаверин.  

2. Да се проучи и оцени потенциалната биологична активност на 
синтезираните съединения чрез in silico методи. 

3. Да се определи интензитета и да се конкретизира типа на клетъчни 
и рецепторни механизми, индуциращи биоелектрични и 
съкратителни еx vivo ефекти под действие на синтезираните 
молекули, върху циркулярно изолирани стомашни плъши гладки 
мускули. 

4. Да се осъществи индиректно имунохистологично локализиране и 
експресия на имунореагенти в стомашни плъши препарати, 
третирани с изохинолинов прекурсор. 

5. Да се изследва влиянието на таргетните вещества върху 
когнитивни способности и двигателна активност при лабораторни 
животни. 
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III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

 
III.1. Материали 
 

 Използвани химикали, реагенти и лекарства  
Всички новополучени съединения са охарактеризирани с техните 

температури на топене, елементен анализ, IR, 1H-NMR, 13C-NMR-спектри. 
Температурите на топене са определени без корекция. 1Н-ЯМР- и 13С-ЯМР-
спектрите са снети на стайна температура при 500 MHz (1H NMR) и 125 MHz 
(13C NMR), респективно, като за разтворител е използван CDCl3. Химичните 
отмествания са изразени с ppm като за стандарт е използван 
тетраметилсилан (TMS), а J-константа е измерена в Hz. Тънкослойните 
хроматограми са направени на 0,2 mm Fluka silica gel 60 плаки.  

За генериране на химичните наименования на синтезираните 
съединения е използвана програмата CambridgeSoft. 

За синтеза на съединенията са използвани L-аланин, LiAlH4, 
тозилхлорид, магнезий, 4-бромо-1,2-диметоксибромобензен, 2-хлоро-2-
фенилацетилхлорид, 2-хлоробензоилхлорид, триетиламин, фосфорен 
оксихлорид, както и тетрахидрофуран, дихлорометан, дихлороетан, n-
хексан и диетилов етер като разтворители.  

Използваните реагенти и субстанции: NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, 
NaH2PO4, NaHCO3, глюкоза, ацетилхолин хлорид (ACh), аминогуанидин 
хидрохлорид, кафеин, карбахол (CCh), бетанехол, декаметониум бромид, 
KT5720, KT5823, L-аргинин, нифедипин, Nω-нитро-L-аргинин, папаверин 
хидрохлорид, серотонин (5-НТ), теофилин са произведени от Merck 
(Darmstadt, Germany). При всички експерименти, както и за приготвяне на 
всички необходими разтвори е използвана дейонизирана вода с 
електропроводимост 18,2 mΩ/cm2. 

 

 Експериментални животни и експериментални серии 
Използвани са зрели мъжки бели плъхове, порода Wistar, със средно 

тегло 280 g ± 0,40 g. Всички животни са отглеждани във Вивариум на МУ-
Пловдив при стандартни условия – температура 20÷25оС, 50–55% влажност, 
свободен достъп до храна и вода, и поддържане на постоянен 12-часов 
цикъл светло/тъмно. Стриктно са спазени международно установените 
принципи за работа с опитни животни (директива 86/609/EEC). Условията и 
реда за работа с експериментални животни са съобразени с разрешително за 
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използване на животни в опити №229, валидно до 11.04.2024 г., неразделна 
част от становище на комисия по етика №145 от 09.04.2019 г., издадено от 
Българска агенция по безопасност на храните към Министерство на 
земеделието и храните и от Комисия по научна етика към Медицински 
университет – Пловдив с протокол № 4/10.06.2021 г. 

Експериментите, провеждани в катедрата по Фармакология и клинична 
фармакология се проведени върху 32 броя мъжки плъхове порода Wistar, 
отглеждани при стандартни лабораторни условия, със свободен достъп до 
храна и вода, разделени в четири групи по 8 броя. Животните са третирани 
орално (чрез сонда) веднъж дневно както следва:  

I-ва група с диметил сулфоксид (DMSO, като контрола) 0,1 ml/100 g;  
II-ра група с IQP – 5 mg/kg;  
III-та група в IQP – 10 mg/kg;  
IV-та група IQP – 20 mg/kg.  
Контролата е третирана с диметилсулфоксид (DMSO), защото той е 

използван като разтворител на новосинтезираното съединение.  
Втората група изследвания отново следва същия експериментален 

дизайн, а именно: 32 броя мъжки плъхове порода Wistar, разделени в четири 
групи по 8 броя.  

I-ва група с физиологичен разтвор (като контрола) 0,1 ml/100 g;  
II-ра група с Папаверинов хидрохлорид – 5 mg/kg;  
III-та група с Папаверинов хидрохлорид – 10 mg/kg;  
IV-та група с Папаверинов хидрохлорид – 20 mg/kg.  
Тестването в апаратите се проведе 60 минути по-късно. 
Направени са един тест за активно обучение (Shuttle-box), два теста за 

пасивно обучение (Step-through) и (Step-down) и тест за хоризонтална и 
вертикална двигателна активност (Activity cage) в автоматични апарати за 
експериментална фармакология (Ugo Basile, Italy). 

Общият брой използвани животни бе 192, 64 плъха за експериментите 
провеждани в катедрите по фармакология и клинична фармакология към 
МФ и 86 мъжки бели плъха за експериментите провеждани в катедрата по 
медицинска физика и биофизика.  
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 Апаратура  
o Температури на топене на новосинтезираните молекули са 

определени на апарат Boetius РНМКО5 без корекция.  
o 1Н-ЯМР- и 13С-ЯМР-спектри са снети с Bruker Avance DRX250 и 

AV600, като разтворител се използва DMSO или CDCl3. Химичните 
отмествания са изразени с ppm, а J-константа е измерена в Hz. 
Всички ЯМР-спектри са снети при стайна температура rt (ac. 295 K). 

o IR-спектри са снети на VERTEX 70 FT-IR spectrometer (Bruker 
Optics, Germany в ПУ „Паисий Хилендарски“).  

o Елементен анализ е извършен на Micro TruSpec (LECO, Germany в 
СУ „Св. Климент Охридски“). 

o Параметри на контрактилна ГМ активност са регистрирани 
изометрично чрез тензодатчици Tenzo "Swema" - Sweden. 
Електрическият сигнал от тензодатчиците е усилен чрез 
тензоусилвател K. Tesar – D 486 (Germany) или Microtechna (Prague, 
Czech Republic). Съгласуващото стъпало е изпълнено чрез 
операционен усилвател с високо входно съпротивление тип МАА 
356. Записването на механичната активност върху хартиена лента е 
осъществено чрез рекордер Linseis (Selb, Germany). 

o Стойност на pH на използваните разтвори е измерена чрез рН метър 
HI5521 (Hanna instruments, USA).  

o Изследване и документиране на имунохимични реакции е 
извършено с помощта на микроскоп Olympus BX 51. 

o Хоризонтална и вертикална активност при гризачи е регистрирана 
с автоматичен електронен апарат – “Activity cage”, Ugo Basile, Italy.  

o Активно обучение (active avoidance test with negative reinforcement) 
е проведено чрез  Shuttle-Аutomatic reflex conditioner, Ugo Basile, 
Italy. 

o Тестове за пасивно обучение Step-through и Step-down са проведени 
с Automatic setup for passive avoidance, Ugo Basile, Italy. 
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III.2.Методи 
o Синтезът на целевите съединения е проведен чрез редукция на 

аланин до 2-аминоетанол, тозилиране и последваща циклизация до 
2-метил-1-тозилазиридин [Kim et al., 2002]; отваряне на 
азиридиновия пръстен [Nenajdenko et al., 2001]; получаване на 
амин; синтез на амиди и циклизация по Bischler-Napieralski. 

o Използвани са in silico методите – SwissADME, pro-tox II и PASS. 
o Имунохистохимия на парафинови срези – авидин-биотин 

пероксидазен метод. 
o Определяне концентрацията на NO в тъканни хомогенати.  
o Изометрично регистриране на механичната активност на изолирани 

ГМ. 
o Регистриране на БЕА на изолирани ГМ чрез единичен захарозен 

мост. 
o Методи за изследване на когнитивни способности при 

експериментални животни – Activity cage, Shuttle-box, Step-through 
test и Step-down test. 

o Статистически анализ на получените резултати Statistica 4.5 
(StatSoft, Inc. Microsoft, САЩ), SPSS 11.5 Inc (Chicago, IL, САЩ), 
Excel 7.0. За нормално разпределение на показателите (Гаусово-
Лапласово) се прилага t-тест на Стюдънт за свързани и независими 
извадки при степен на значимост 95% (p < 0,05). Тестът на Turkey-
Kramer се използва за многократни сравнения. 
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IV. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

 
IV.1. Получени резултати и обсъждане по Задача № 1.  
Една от основните задачи на настоящата работа, а именно намиране на 

нови методи за синтез на N-съдържащи хетероциклени съединения и техни 
прекурсори, наподобяващи биологичната активност на използвани в 
медицинската практика лекарства, в частност папаверин. В тази връзка, 
реализираният от нас насочен синтез се базира на хипотезата, че 
новополучените изохинолинови вещества ще притежават БА, поради 
наличието на фармакофорни групи. Предположението, че съединенията ще 
проявяват разнообразни биологични активности се основава на теоретични 
познания и предварителен опит в изследването на БА на подобни 
съединения [Ivanov et al., 2005; 2006a; 2006b; 2006c; 2007; Statkova-Abeghe 
et al., 2007]. Проверката на хипотезата предполага да се прецени доколко 
една предварително зададена стойност на параметър или модел на нова 
молекула е правдоподобна, т.е. да се направи заключение дали 
информацията, получена в хода на изследванията, съответства на 
очакванията. По този начин на базата на резултатите от експерименталните 
наблюдения и техният анализ може да се приеме или отхвърли 
предварително заложената теза.  

Нашите синтетични търсения са обобщени в следната ретросинтетична 
схема 1, на която са показани ключовите стъпки и основните изходни 
съединения. 

 

 
Схема 1. Ретросинтетична схема 

 

Както се вижда от ретросинтетичната схема 1, изходно съединение за 
целевите 3,4-дихидроизохинолин (DIQ) и изохинолинов прекурсор (IQP) е 
1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-амин. За да го получим ние се насочихме 
към аминокиселината L-аланин като изходно вещество (Схема 2). 
Редукцията на аминокиселини в присъствие на литиево-алуминиев хидрид 
е добре позната реакция в органичната химия, като получените β-
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аминоалкохоли лесно могат да циклизират с образуване на азиридинов 
пръстен, а след последващо взаимодействие в реакция на Гриняр на 
азиридините, да се получи желаният амин. 

 

Схема 2. Получаване на азиридинов пръстен от природна аминокиселина 
 
В този смисъл, първи етап от синтезът ни бе редукция на 

аминокиселината L-аланин до (S)-2-аминопропанол. Редукцията на 
карбоксилни киселини с литиевоалуминиев хидрид в етер е екзотермичен 
процес с висока скорост. Поради наличието на киселинен водороден атом в 
карбоксилната киселина, е необходим допълнителен еквивалент от 
литиевоалуминиевия хидрид – стехиометричното отношение е 4 mol 
карбоксилна киселина: 3 mol LiAlH4.  

За провеждане на реакцията се използва кипене на 10 mmol от 
аминокиселината в тетрахидрофуран. След разработване на пробата, се 
получава (S)-2-аминопропанол 2 като масло с 90% добив. Спектралните 
данни на съединението напълно потвърждават структурата на съединението 
и ясно показват отсъствието на карбоксилна група.  

Следващ етап в нашия синтез включва циклизация на полученият (S)-
2-аминопропанол до азиридин. Проучването на литературата показа редица 
методи за осъществяването на тази задача [Nenajdenko et al., 2001]. Бяха 

проведени поредица от опити за взаимодействие на -аминоалкохола с 

тозилхлорид в присъствие на база триетиламин при наличие на катализатор 
N,N-диметиламинопиридин и разтворител ацетонитрил.  

Установи се, че оптималните условия за циклизация са разбъркване на 
алкохола 2 в ацетонитрил при 0°C и прибавяне на капки на 3,5 eq 
триетиламин, последвано от постепенно добавяне на 2 eq р-толуенсулфонил 
хлорид и каталитично количество N,N-диметиламинопиридин. След 30 min 
охлаждането се преустановява, така че реакционната смес да достигне 
стайна температура, а след 5–6 h се получава предимно желаният цикличен 
продукт във вид на бели кристали с добив 70% и температура на топене 54-
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55ºС. Разтворителят се отстранява, а полученият твърд остатък се разтваря 
в етилацетат. Органичният слой се промива двукратно с 10% разтвор на 
натриев хлорид, суши се над безводен динатриев сулфат и разтворителят се 
отстранява. Полученият продукт се пречиства чрез колонна хроматография 
на силикагел и разтворител петролев етер. След пречистване, полученият 2-
метил-1-тозилазиридин 3 е охарактеризиран спектрално. ЯМР-
спектралните данни потвърждават структурата на съединението, а мас-
спектърът напълно потвърждава масата на съединението (MS m/z: 
211.7560). 

Хиралните азиридини са в основата на методите за синтез на 
енантиомерно чисти кондензирани хетероциклени системи, в т.ч. 
изохинолини и техни производни [Kim et al., 2010]. В тази връзка, следващ 
етап в синтеза на целевите съединения беше отваряне на азиридиновия 
пръстен до получаване на амид на 3-заместен 2-фенилетиламин, а 
последният е изходен за синтеза на редица изохинолинови производни.  

Литературната справка показа, че това може да се осъществи в 
условията на реакция на Гриняр. Синтезите с органомагнезиеви съединения, 
известни под името Гринярови съединения, са познати от 1900 г. В. Гриняр 
(W. Grignard) разделя реакциите с получаването на органомагнезиеви 
съединения на два етапа. В първия се получава органомагнезиевият реактив 
от магнезий и алкил или арилхалогенид в безводна етерна среда (диетилов 
етер, дибутилов етер, анизол или тетрахидрофуран), а в следващия протича 
взаимодействие на RMgX с карбонилно съединение, нитрил и др.  

За отваряне на пръстена беше използвана синтетична схема 3.  

 

 
Схема 3. Отваряне на азиридиновия пръстен. 

 
За целта първоначално 25 mmol (0.62 g) магнезий под формата на 

стружки се поставят в тригърлена колба, снабдена с делителна фуния, 
бъркалка и обратен воден хладник с хлоркалциева тръбичка. Магнезиевите 
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стружки се заливат с 50 ml безводен тетрахидрофуран. Към реакционната 
смес се добавят ~1/20 от общото количество (15 mmol) 4-бромо-1,2-
диметоксибензен. Тъй като съединенията на Гриняр са чувствителни към 
кислорода и въглеродния диоксид, реакцията се провежда в атмосфера от 
инертен газ. Началото на взаимодействието може да се забележи по 
помътняването на разтворителя. Ако реакцията не може да започне, 
реакционната смес леко се загрява.  След началото на реакцията, към 
реакционната смес се добавят постепенно, на капки и при непрекъснато 
разбъркване останалото количество 4-бромо-1,2-диметоксибензен, 
разтворено в 30 ml тетрахидрофуран. Реакцията протича спонтанно до 
пълното разтваряне на магнезиевите стружки. Ако реакцията започне да 
протича много енергично, колбата се охлажда с вода. След пълното 
разтваряне на магнезия на капки започва прибавянето на 5 mmol от N-тозил-
2-метил азиридина 3, разтворен в дихлорометан.  

След края на реакцията (получаването на продукта се следи 
тънкослойно-хроматографски) пробата се излива във вода и се екстрахира 
четирикратно с хлороформ, като получената утайка се разтваря с наситен 
разтвор на амониев хлорид. Обединените органични екстракти се сушат над 
безв. Na2SO4 и се концентрират, а продуктът се пречиства чрез колонна 
хроматография (алуминиев оксид; n-хексан, диетилов етер). Структурата на 
съединението е доказана със спектрални методи.  

За следващия етап от синтеза бе необходимо да свалим тозилната 
група. Това беше осъществено селективно в суспензия на магнезий в 
метанол, както е посочено на схема 4. [Nenajdenko et al., 2001] 

 

 

Схема 4. Получаване на (S)-1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-амин 6 

 
За целта суспензията на магнезий в метанол се разбърква до 

изчерпване на изходните веществата. Реакционната смес се разбърква на 
ултразвук за 1 h, след което реакционната смес се разрежда с воден разтвор 
на NH4Cl и се екстрахира трикратно с етер. Органичният слой се суши с 
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безв. Na2SO4 и се отдестилира. При тази реакция не се наблюдава 
рацемизация на стереогенния център. Това ни позволи да получим 
продуктът (S)-1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-амин 6, изолиран  като 
жълто масло с 70% добив.  

В протонния спектър се наблюдава дублет за метиловата група от 
пропиловия остатък CH(CH3)-NH- при 1.17 ppm за 3Н с J-константа 6.1, 
последван от уширен синглет за NH при 2.03 ppm. Мултиплетът при 2.48 до 
2.56 ppm се отнася за 1Н от CH2-групата от пропиловия остатък CH2-
CH(CH3), следвана от мултиплет за другият 1Н от същата група при 2.67-
2.74 ppm. В областта 3.16–3.21 ppm се наблюдава мултиплет за 1H от 
метиновата група, CH-CH3. В спектъра ясно се виждат два синглета за двете 
метокси групи ОСН3 при 3.88 и 3.90 ppm, респективно, последвани от 
мултиплети за ароматните 3 протони, които се наблюдават в областта 6.74-
6.85 ppm (Фигура 1).  

 

 
Фигура 1. 1Н-ЯМР и 13С-ЯМР на съединение 6 

 
В 13C-ЯМР-спектъра се наблюдават сигналите за ароматни въглеродни 

атоми в областта 111.4-148.94, последвани от тези за метокси ОСН3-групите 
при 55.95 и 55.89. Сигналът при 48.6 ppm се отнася за СН-групата от 
пропиловия остатък CH2-CH(CH3), при 45.8 ppm се отнася за СН2-групата 
от пропиловия остатък CH2-CH(CH3), а при 23.16 ppm – за метиловата група 
от пропиловия остатък CH(CH3)-NH. Мас-спектърът на съединението 
недвусмислено потвърждава молекулната маса на полученото съединение 
HRMS Electrospray ionization (ESI) m/z 197.8069.  

Така полученият (S)-1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-амин 6 може да 
се използва за синтез на изохинолинови прекурсори и производни, което е 
и една от основните задачи на настоящата работа, а именно нови методи за 
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синтез на N-съдържащи хетероциклени съединения и техни прекурсори, 
наподобяващи биологичната активност на използвани в медицинската 
практика препарати, в частност папаверин. 

Използваните като изходни съединения в реакцията на Bischler-
Napieralski N-ациларилетиламини се получават по известни методи, като 
най-често използваните са кондензация на естер на карбоксилни киселини с 
2-фенилетиламини метода на Schotten-Baumann. От литературата [Smith, et 
al., 2001] е известно, че кондензацията на естери или киселинни халогениди 
на карбоксилни киселини с 2-фенилетиламини до амиди протича много по-
лесно и с по-добри добиви, отколкото със съответната киселина.  

Класическият метод на Schotten-Baumann се състои в ацилиране на 
амини с ацилхлориди при охлаждане в разредена алкална основа. Когато 
ацилхлоридите се хидролизират бързо в алкална среда, ацилирането се 
извършва в безводни органични разтворители и в присъствие на 
хлороводородни акцептори, като безв. Na2CO3, NEt3 или пиридин. 
Прилагането на този метод при взаимодействие на 1-(3,4-
диметоксифенил)пропан-2-амин 6 с 2-хлоро-2-фенилацетил хлорид 7 в 
присъствие на триетиламин ни даде възможност да синтезираме амида 2-
хлоро-N-((S)-1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-ил)-2-фенилацетамид 8 с 
добър добив и чистота (70%) (Схема 5).  

 

 
Схема 5. Получаване на IQP (8) 

 
Спектралните данни напълно потвърждават структурата на 

съединението. В протонния спектър (Фигура 2) се наблюдава дублет за 
метиловата група от пропиловия остатък CH(CH3)-NH- при 1.24 ppm за 3Н 
с J-константа 6.8. Мултиплетът при 2.75 до 2.79 ppm се отнася за 1Н от CH2-
групата от пропиловия остатък CH2-CH(CH3), следвана от дублет от дублети 
при 2.92 ppm за другият 1Н, J = 13.7, 6.8. В спектъра ясно се виждат два 
синглета за двете метокси групи ОСН3 при 3.85 и 3.86 ppm, респективно в 
областта 4.43–4.46 ppm се наблюдава мултиплет за 1H от метиновата група, 
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CH-CH3, последван  от синглет за СН групата, свързана с Cl (CH-Cl) при 
6.77 ppm. Наблюдават се и мултиплети за ароматните протони в областта 
6.75-7.56 ppm. В 13C-ЯМР-спектъра (Фигура 2) се наблюдават сигнал за 
карбонилната група С=О при 166.46 ppm, последвана от сигнали за 
ароматните въглеродни атоми в областта 111.2-148.89, последвани от 
сигнали за СН-Cl при 61.85 ppm. Сигналите за двете метокси ОСН3-групи се 
наблюдават при 55.88 и 55.89. След тях са сигналите за двете СН-групи, 
както и за СН2-и СН3-групите.  

Мас-спектърът на съединението потвърждава молекулната маса на 
полученото съединение HESI m/z 347.96. 

Тъй като папаверинът притежава изохинолинов пръстен, за следващ 
етап от синтеза ни бе избрана циклизация на амид до изохинолинова 
структура. При проведените теоретични изчисления за БА и токсичност на 
цикличното производно на IQP (8), обаче бе установена появата на 
канцерогенност и мутагенност. Поради тази причина се заехме с 
циклизацията на друг амид. 

 

 

Фигура 2. 1Н-ЯМР и 13С-ЯМР-спектри на съединение 8 
 

Бе избрано взаимодействие на амина 6 с 2-хлоробензоил хлорид 9 и 
последваща циклизация на полученият амид 10 до 3,4-дихидроизохинолин 
(DIQ, 11) (Схема 6). За целта избрахме метода на Bischler-Napieralski, а като 
циклизиращ реагент използвахме фосфорен оксихлорид. Циклизацията 
представлява вътрешномолекулна реакция на електрофилно заместване в 
ароматното ядро. В резултат се получава жълто масло от 1-(2-хлорофенил)-
6,7-диметокси-3-метил-3,4-дихидроизохинолин 11 с добив 80%.  
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Схема 6. Получаване на DIQ (11) 

 
ЯМР и мас-спектрите потвърждават получаването на съединението. 

От посочения протонен спектър на фигура 3 се вижда наличието на дублет 
при 1.19 ppm за метилова група (d, J=5.9, 3H, CH-CH3), както и прилежащият 
към нея протон  като мултиплет в областта 3.11-3.18 ppm (m, 1H, CH-CH3). 
Наблюдава се и дублет за двата водорода от СН2 групата в 
дихидроизохинолиновият пръстен при 2.63 ppm (d, J-6.8, CH2). Метокси-
групите се наблюдават при 3.54 и 3.78 ppm като синглет за 3Н, последвани 
от сигнали за ароматното ядро и NH, което се наблюдава при 6.03 ppm (d, 
J=7.8, 1H, NH). Важно е да се отбележи наличието на два протона при 6.10 
и 6.53 ppm (s, 1H, Ar), които се отнасят за бензеновото ядро, свързано с 
дихидропиридиновият пръстен. 

 

 
Фигура 3. 1Н-ЯМР и 13С-ЯМР-спектри на съединение 1 

 
В 13C-ЯМР-спектъра (Фигура 3) не се наблюдават сигнал за 

карбонилната група С=О, което е доказателство за циклизацията на амида. 
HRMS (ESI) спектърът на съединението потвърждава молекулната му маса. 

 
Обобщавайки можем да твърдим, че е намерен е 

стереоселективен метод за синтез на изохинолини и техни прекурсори 
от изходна природна аминокиселина. В резултат са синтезирани, 
изолирани и охарактеризирани 7 съединения, от които 4 са 
синтезирани за първи път. 
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IV.2. Получени резултати и обсъждане по Задача № 2.  
За да се изясни предполагаемия биологичноактивен профил на 

съединенията и да се планират насоките на ex vivo и in vivo изпитания върху 
експериментални животни бяха използвани уеб инструменти със свободен 
достъп SwissADME, pro-tox II и PASS. Чрез тях са определени следните 
параметри (Таблица 1): MW: Молекулна маса, XLOGP3: коефициент 
октанол/вода, TPSA: топологична полярна повърхност, ESOL LogS: 
очаквана разтворимост във вода, Fraction Csp3: съотношение на sp3 
хибридни въглеродни атоми спрямо общ брой въглеродни атоми, RB: 
гъвкавост, връзки на въртене, BA: бионаличност, SA: синтетична 
достъпност. 

 
Таблица 1. Изчислени ADME параметри за съединенията T1 3, IQP 8 и DIQ 10  

съединение 
MW, 
g/mol 

XLOGP3 
TPSA, 

Å2 
ESOL 
log S 

FCsp3 RB BA SA 
LD50, 
mg/kg

T1 211,28 1,49 45,53 -2,27 0,40 2 0,55 2,10 2400 

IQP 347,84 4,19 47,56 -4,48 0,32 8 0,55 3,18 1000 

DIQ 345,86 5,57 30,82 -5,67 0,35 3 0,55 3,90 480 

 
Молекулната маса (MW) и коефициентът на разпределение 

октанол/вода (XLOGP3) са параметрите, които показват доколко 
структурата наподобява лекарство (drug-likeliness parameters), известни като 
правило на Липински [Lipinski et al., 1997]. Съгласно правилото най-малко 
два параметъра от четирите основни фармакокинетични свойства (MW ≤ 
500; XLOGP3 ≤ 5; броят на донорите на водородни връзки ≤ 5; и акцепторите 
на водородни връзки ≤ 10,6) трябва да бъдат изпълнени за кандидатите за 
лекарства. Бионаличността (BA) [Daina et al., 2017] обобщава оптималния 
диапазон от свойства, включващи липофилност (XLOGP3: -0,7 до +5,0), 
размер (MW: 150 до 500 g/mole), полярност (TPSA: 20 до 130 Å2), ESOL или 
очаквана разтворимост (log S: не повече от 6), насищане (фракция Csp3 или 
фракция въглеродни атоми в sp3 хибридно състояние спрямо общ брой 
въглеродни атоми: не по-малко от 0,25) и гъвкавост (RB: не повече от 9).  

Изчисленията показват, че съединенията имат добра стомашно-чревна 
абсорбция и могат да се разглеждат като кандидати за лекарство, съгласно 
правилото на Lipinski [Lipinski et al., 2001]. Изчислените стойности на TPSA 
на съединенията са в диапазона 30,82 – 47,56 Å2, което показва добра чревна 
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абсорбция. Броят на въртящите се връзки и показателят за бионаличност за 
съединенията показва достатъчна перорална биоусвоимост. Съединенията 
имат и добра синтетична достъпност, което също е значим параметър в 
процеса на създаването на ново лекарство. Изчислените LD50 стойностите на 
трите съединения Т1, IQP и DIQ са в диапазона 480-2400 mg/kg, което 
потвърждава, че съединенията са добри кандидати за лекарства.  

Продължихме нашите изследвания с предвиждане на потенциалната 
БА in silico с програма PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances). 
Компютърните симулации сравняват структурата на всяко едно от 
съединенията с наличните лекарствени форми и изчисляват вероятният 
процент активност на съединението според неговите фармакофорни групи.  

 
IV.3. Получени резултати и обсъждане по Задача № 3.  
От направения литературен анализ е ясно, че папаверинът (1-[(3,4-

диметоксифенил)метил]-6,7-диметоксиизохинолин или 6,7-диметокси-1-
вератрилизохинолин) е eстествен бензилизохинолинов алкалоид, който е 
химически и фармакологично доста различен в сравнение с останалите 
опиоиди. Неговото най-важно лечебно действие е спазмолитичното, поради 
което се използва за симптоматично лечение на спазми на гладката 
мускулатура [Liu & Couldwell, 2005].  

Системната му употреба причинява артериална хипотензия, тахикардия 
и странични ефекти, включващи стомашно-чревен дискомфорт, загуба на 
апетит, сънливост и световъртеж, хиперхидроза и потенциална чернодробна 
токсичност, което налага използване на други или подобни лекарства.  

В този контекст моделирането, синтезирането и изследването на нови 
молекули, които са много сходни във всички съществени аспекти с вече 
одобрено лекарство (т.нар. „референтно лекарство“), но с по-широк спектър 
на действие и по-малко нежелани ефекти е переспективно, не е лишено от 
смисъл и е актуално.  

При избора на експериментален обект се водехме от принципа че, 
идеалният експериментален модел трябва да е лесен, евтин, нетрудоемък, да 
дава възможност за изследване и оценка на лекарство-предизвиканите ефекти 
[Merwid-Lad et al., 2009]. В редица биомедицински и фундаментални 
клинични изследвания на гастроинтестинален тракт широко се използват 
модели на експериментални животни. Най-често се използват малки гризачи, 
като плъхове, мишки и морски свинчета.  
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Причина за избор на конкретния вид лабораторни животни (плъхове 
порода Wistar) като обект на експериментални изследвания в нашите 
проучвания е, че те са репрезентативен животински вид, с най-добре 
проучените промени в инервацията на стомашночревен тракт (СЧТ) по време 
на развитие, съзряване и стареене [Phillips & Powley, 2007]. Друго предимство 
на метода „ГМ тест“ е възможността за използване на по-малки групи 
експериментални животни, както и контролирани и стандартни условия на 
експеримента [Pozzoli а. Poli, 2010]. Върху изолираните тъкани могат да се 
прилагат вещества, повлияващи мотилитета, както и да се измерва 
количеството на освободените невротрансмитери. В същото време 
поведението им е много аналогично с тяхния in vivо капацитет. 

Изолираните от нас ГМП от корпусната част на стомах на плъх порода 
Wistar показват ex vivo спонтанна съкратителна активност (ССА) [Gledacheva 
et al., 2020, 2022; Milusheva et al., 2022], в съответствие с публикувани от 
други автори данни при морско свинче, кучета [Mutafova-Yambolieva et al., 
2003], зайци [Kato et al., 2007], плъхове и др.  

Установено бе, че в условия максимално близки до физиологичните 
(разтвор на Кребс, рН= 7,38; аериран непрекъснато с газова смес О2/СО2 в 
отношение 19/1 (v/v) и темпериран при 37°С), трите синтезирани вещества 
проявяват различни по сила и характер ефекти върху механичната активност 
на изследваните циркуларни корпусни ГМП, въпреки сходната си химична 
структура. Молекулите Т1, IQP и DIQ, реализират биологичното си действие 
с или без промяна в тонуса и фазичната активност при изолирани ГМП – 
съответно от липса на ефект (Таблица 2А), през изразена релаксационна 
реакция (Таблица 2Б), до контрахиращо действие (Таблица 2В). 

Трите новосинтезирани производни бяха разтворени в DMSO в 
подходяща изходна концентрация 10–2 М за целите на биологичните 
изпитания. За последващите допълнителни разреждания бе използвана 
дестилирана вода. Приложението на новосинтезираните вещества се 
осъществи, чрез добавяне на аликвоти от техните концентрирани разтвори 
в тъканните вани, като крайната концентрация не надвиши 1:100. 
Проследяването на промени в тонус, амплитуда и честота на ССА се 
осъществи в концентрационен диапазон 10-4 ÷ 10-6 М със стъпка от 0,25 М. 
Статистическата обработка на експерименталните резултати позволи 
генерирането на графично представени доза-ефект зависимости и за трите 
вещества, в реда T1, DIQ, IQP.  
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Таблица 2. Главни особености на синтезираните вещества 

Условно обозначение 
Номенклатурно название 

Индуцирани промени на ГМП от 
стомах на плъх предизвикани от: 

Експериментални изометрични записи 

А 

T1: 2-метил-1-тозилазиридин 

Без достоверна промяна в 
характера и тонуса на ССА при 

въздействие  с 10-4 M. 

 

Б 

IQP: 2-хлоро-N- (1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-ил)-2-фенилацетамид 

Изразена релаксация при 5.10-5 M 
върху циркулярни ГМП 

 

В 

DIQ: 1- (2-хлорофенил)-6,7-диметокси-3-метил-3,4-дихидроизохинолин 

Бързоразвиваща се контракция 
при 5.10-5 M върху циркулярни 

ГМП 

 

 
 
 

F, mN 

t, min 

F, mN 

t, min 

F, mN 

t, min 
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 Т1 
В посочения концентрационен диапазон не се регистрира проява на 

значимо изразена промяна в параметрите на съкратителна активност, 
причинена от въздействието с Т1. Тъй като 2-метил-1-тозилазиридин е 
разтворен в DMSO, за целите на ГМ тест в условия на темперирана и 
аерирана тъканна вана, паралелно беше регистрирано и влиянието на 
съответното количество органичен разтворител (DMSO причинява слаба, 
статистически недостоверна релаксационна промяна, спрямо 
автоконтролата). Стойностие на Т1-индуцираните промени бяха 
определени след отчитане на влиянието, което самият разтворител оказва 
върху ССА на ГМП (Фигура 4). Типичен изометричен запис при една от 
високите тествани концентрации (10-4 M) е посочен в Таблица 2А. 

 

 
Фигура 4. Концентрация-ефект зависимост на влияние на Т1 и DMSO върху тонуса на 

ГМП от стомах на плъх (n = 12). 

 

 DIQ 
В концентрационния диапазон от 10-6 ÷ 10-4 М DIQ стимулира ССА и 

причинява контрактилна реакция (Фигура 5). При въздействие с DIQ в 
различните концентрации, параметрите на ССА (сила, честота и амплитуда) 
значително се променят средно до 15-тата минута, след което остават постоянни 
във времето. Ефектът на максимална тонична контракция се проявява средно 
след 1,55 ± 0,38 min при всички тествани концентрации (n = 11)  

При стойност 5.10-5 М DIQ проявява своя максимален контрактилен 
ефект със стойност 2,16 mN (приблизително 31,6 % от силата на 
контракциите, предизвикани от 10-6 M ACh), който е илюстриран чрез 
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изометричен запис в Таблица 2В. По-високите концентрации от 
изследвания изохинолин предизвикват достоверен спад в тонуса на ССА с 
27,1 %. Поради факта, че DIQ контрахира ГМ препарати, а органичният 
разтворител предизвиква лека релаксация можем да постулираме 
автономността в реакцията на новосинтезирания изохинолин.  

 

 
Фигура 5. Концентрация-ефект зависимост на влияние на DIQ върху тонуса на ГМП 

от стомах на плъх (n = 11) 
 

 
Фигура 6. Концентрация-ефект зависимост върху влиянието на DIQ върху силата, 
честотата и амплитудата на СCA върху ГМП на стомаха на плъх. Контракцията, 
предизвикана от 10-6 M ACh върху същите тъкани, се приема за 100%. (n = 16). 
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 IQP 
Въздействието с IQP в концентрационния диапазон от 10-6 до 10-4 М 

причинява релаксация, чиято максимална тонична стойност се регистрира 
средно след 3,15 ± 0,47 min при всяка една от тествани концентрации (n = 
13). Отчитайки, че самият разтворител DMSO индуцира слаба релаксация, 
нейната стойност се приема за базова линия, от която се отчита последваща 
релаксация, предизвикана от влиянието на IQP в тъканната вана.  

 
Фигура 7. Концентрация-ефект зависимост на влияние на IQP върху тонуса на ГМП 

от стомах на плъх (n = 13). Знакът „-“ показва процес на ГМ релаксация. 
 

Влиянието върху тонус и ССА има сложен характер. ГМ релаксация се 
появява в относително тесен концентрационен диапазон (10-5 ÷ 5.10-5 M). 
При по-високи концентрации (7,5.10-5 ÷ 10-4 M) релаксационното действие 
се съхранява, но е редуцирано по сила, което може да се обсъжда като 
следствие от поява на допълнителен IQP-индуциран път на влияние върху 
ГМ контрактилитет, ограничаващ ефекта на причината за началния 
релаксационен процес (Фигура 7). При стойност 5.10-5 М IQP проявява своя 
максимален релаксационен ефект (-1,89 mN), който е илюстриран на 
изометричния запис в Таблица 2Б. На тази база за последващи експерименти 
е приета и използвана като работна концентрация със стойност 5.10-5 М. 

Резултатите от изометричното измерване на ССА в условия на 
ГМ модел и за трите вещества кореспондират с данни от предишни 
изследвания [Ivanov, 2011], които показват, че заместените 
изохинолини и техните прекурсори и производни притежават 
контрактилна активност и могат да повлияят нейните основни 
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параметри (тонус и фазична активност) при ГМ ивици изолирани от 
плъх и морско свинче. 

В хода на изследванията след адаптация на стомашни ГМП в Кребсов 
разтвор с рН 7,38 ± 0,03 (установяване на относително постоянен тонус и 
параметри на ССА) той беше заменян последователно с Кребсов разтвор със 
стойност на рН,  кореспондираща с измерената стойност на параметъра в 
присъствие на всяка една от трите тествани молекули в концентрационния 
диапазон от 10-4 М ÷ 10-6 М със стъпка от 0,5 М. Ние установихме, че 
буферният капацитет на Кребсовия разтвор не бе надвишен и това не доведе 
до промяна на рН в тъканната вана при прилагане на трите изследвани 
вещества (n = 9) дори и при най-високите тествани концентрации.  

Получените данни ни дават основание да обобщим, че слабата, 
статистически недостоверна промяна в рН на Кребсовия разтвор в 
присъствие на изследваните вещества, не може да се обсъжда като 
фактор, провокиращ развитието на ГМ реакция и следователно не се 
налага корекция в условията на експерименталния модел.  

Приемайки, че провеждано ex vivo комбинирано проучване на 
съкратителна и БЕА на ГМ тъкани е перспективен път за получаване на 
достатъчна по количество обективна информация относно особеностите на БА 
на изследваните субстанции, проведохме изследвания с единичен захарозен 
мост. В хода на проучванията установихме разлики в повлияването на 
параметрите БЕА, която е основна предпоставка за генериране на акционни 
потенциали в ГМ и последващи механични процеси повлияващи ССА. 

В проведеното от нас проследяване на спонтанна и повлияна БЕА 
виталността на ГМП се установява чрез въздействие с основен 
невротрансмитер AСh приложен в концентрация 10-6 М. След промиване на 
ГМП с темпериран и аериран разтвор на Кребс се изчаква 40 min период на 
адаптация и стабилизация на спонтанната БЕА. Отчетените при тези 
условия брой и амплитуда на бавните вълни, както и брой и амплитуда на 
спайк потенциалите се приемат за автоконтрола и са представени в таблици 
3 и 4, съответно за веществата IQP и DIQ. 

Установихме, че екзогенната апликация на Т1 в концентрация 10-4 М, 
не променя значимо нито един от характерните параметри на БЕА. 
Резултатите бяха очаквани предвид по-рано получения от нас 
експериментален резултат, констатиращ липса на ефект върху тоничната и 
фазична компонента на ССА, отчетена при друг експериментален модел в 
условия на изометрична регистрация.  
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Във всички наши опити, целящи определяне на степен, сила и 
характер на влияние върху БЕА и ССА на циркулярно изолирани ГМП от 
стомах на плъх не бе установено значимо действие от прилагането на 
Т1, за разлика от другите две вещества (IQP и DIQ), поради което този 
папаверинов прекусор бе изключен от лабораторния протокол за 
последващо изясняване на механизмите на биологично действие на 
новосинтезираните молекули и допълнителни анализи.  

 

 Влияние на DIQ върху БЕА 
При екзогенната апликация на DIQ, в приетата вече за работна стойност 

на концентрация 5.10-5 М, бяха повлияни само два параметъра на БЕА 
(Таблица 3): деполяризация на клетъчната мембрана с 10,22 ± 1,07 mV (р < 
0,05) и значима промяна в честотата на генериране на спайк потенциали (n 
= 8). В същото време характерът на бавната вълна остава непроменен, като 
средното време за отговор на ГМ клетки беше от порядъка на 10 min.  

Регистрираната от нас допълнителна деполяризация на мембраната с 
55% е вероятната причина за активиране на МПЗ Ca2+ канали, през които се 
реализира основния приток на Ca2+ в цитозола и се предизвиква значима 
контракция. Повлияването на този функционално важен процес от DIQ се 
потвърждава и от достоверното повишаване на честотата на спайк 
потенциалите (Фигура 8), отговорни за контракциите на ГМ [Dickens et al., 
1999]. 

 

 
Фигура 8. Експериментални записи на ефекти, предизвикани от Т1(10-4M);  

IQP (5.10-5M); DIQ (5.10-5M) върху ГМП при единично приложение 
след 10 минутен инкубационен период. 
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Таблица 3. Ефект на DIQ върху някои параметри на БЕА на стомашни ГМП от плъх. 
Сравнението е със съответните автоконтролни стойности на изследваните величини, 
измерени преди третиране и 10 min след въздействие с DIQ (5.10-5 M); * - р < 0,05.  

Индикатори на БЕА 
В отсъствие на DIQ 

(автоконтрола) 

След въздействие 

с 5.10-5 М DIQ 
p 

Бавна 

вълна 

Брой вълни за 1 min 5,25 ± 0,21 5,47 ± 0,21 0,08 

Амплитуда, mV 4,86 ± 0,38 4,72 ± 0,11 0,09 

Спайк 

потенциали 

Брой за 1 min 24, 10 ± 3,22 32,05 ± 0,10* 0,01 

Амплитуда, mV 0,85 ± 0,28 2,48 ± 0,92* 0,01 

Установената от нас зависимост БЕА-ССА-контрактилен ефект чрез 
евентуално повлияване на Са2+ входящ ток и последващо повишаване на 
цитозолния Са2+, чиято стойност е главният фактор, определящ степента на 
контракция на ГМ клетки контрастира с данните от компютърните 
симулации. Уеб базираните програми (PASS и  SwissADME) предсказаха 
релаксационен ефект за DIQ на базата на структурната му прилика с 
папаверин, а именно наличието на изохинолинов пръстен. Установеното 
разминаване в резултатите от in silico и ex vivo проведените проучвания 
посочва, че при определяне на БА на новосинтезирани молекули 
задължително е необходимо комбинирането на няколко различни методики 
при прогнозиране и установяване на значима активност. 

Изследването чрез ГМ модел ни дава основание на този етап от 
проучването да потвърдим, че DIQ притежава и проявява значима БА, 
изразяваща се в контрахиране на изолирани ГМП от стомах на плъх. 

 

 Влияние на IQP върху БЕА 
На Фигура 8 е показан експериментален запис от настъпилите промени 

в БЕА след третиране с 5.10-5 М IQP. В тази концентрация IQP достоверно 
понижава амплитудата и честотата на спайк потенциалите (брой 
потенциали/min; Таблица 4), но не променя големината и амплитудата на 
бавната вълна.  

Липсата на IQP-влияние върху честотата на бавната вълна в този 
конкретен случай може да се разглежда като индиректна информация [Van 
Helden et al. 2010], че веществото няма отношение към процеса на 
биоелектрогенеза на пейсмейкърни потенциали от ICC-клетки, както и 
върху тяхното разпространение в ICC мрежа. Твърдението се основава на 
факта, че генерираната от изолирани циркуларни ГМП спонтанна активност 
принципно се поражда в ICC, локализирани в миентералния и субмукозния 
плексус [Sanders, 1996; Ward, 2000, 2004].  
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Таблица 4. Промени на някои параметри на БЕА на ГМП от gastric corpus на плъх, 
регистрирани чрез единичен захарозен мост след въздействие с 5.10-5М IQP. 
Сравнението е направено спрямо автоконтролна активност. * - p < 0,05; (n = 5). 

Индикатори на БЕА 
В отсъствие на IQP 

(автоконтрола) 
След въздействие 
с 5.10-5 М IQP 

p 

Бавна 
вълна 

Брой вълни за 1 min 5,63 ± 0,13 5,47 ± 0,15 0,07 

Амплитуда, mV 5,25 ± 0,17 5,10 ± 0,11 0,09 

Спайк 
потенциали 

Брой за 1 min 20,57 ± 1,68 6,04 ± 0,12* 0,01 

Амплитуда, mV 2,75 ± 0,89 0,12 ± 0,08* 0,01 

 
Достоверното редуциране на честота и амплитуда на спайк-

потенциалите в биоелектричния тест отразява способността на IQP да 
ограничава Са2+-influx в ГМ клетки [Mangel & Evans 2010; Mert, 2007]. 
Известно е, че спайк потенциалите са продукт на Ca2+ йонни потоци през L-
тип мембранни Ca2+ канали и значителното намаляване на техните 
показатели под влиянието на IQP е индикация за вероятното участие на този 
тип мембранни йонни канали в БЕА на изследваното вещество. Проявата на 
блокиращата реакция на IQP по отношение на МПЗ Са2+ канали се 
потвърждава от изразеното достоверно минимизиране на силата на 
спонтанните фазични съкращения, измерени паралелно на БЕА, чрез метода 
на единичен захарозен мост. 

Релаксационният ефект на IQP установен от нас при изометрична 
регистрация и единичен захарозен мост напълно кореспондира с данните от 
PASS, ADME и pro-tox II, посочващи веществото, като потенциален 
релаксант. Известно е, че папаверин също е релаксант и IQP в позицията на 
негов прекусор е подходящ избор за последващи научни търсения, целящи 
изясняване на фините механизми на биологичното му действие.  

Обобщавайки представените данни за действието на IQP върху 
ССА и върху БЕА считаме, че ГМ релаксация вероятно се провокира от 
влияние на веществото върху навлизането на Са2+ в ГМ клетки и като 
следствие – пониженото цитозолното ниво но Са2+. Тази теза 
проверяваме и защитаваме с разширение на спектъра от ГМ тестове в 
следващите експерименти, относно изясняване на някои основни 
механизми, характерни за ГМ релаксанти. 
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За да се определи, характеризира и конкретизира биологичноактивният 
профил на съединението IQP се проведоха допълнителни и методично 
разширени ex vivo, in vitro и in vivo изпитания върху лабораторни животни. 

Допускайки, че релаксационният ефект на новосинтезираното 
вещество се дължи на факта, че е изохинолинов прекурсор, проучихме 
действието му сравнено с папаверин, както отделно така и при взаимно 
комбинирано повлияване. Самостоятелното екзогенно прилагане на 10-6 M 
папаверин или 5.10-5 M IQP предизвиква и в двата случая изразена 
релаксационна реакция.  

 

 
Фигура 9. Изометрични експериментални записи на ефекти, предизвикани от 10-6 M 
папаверин и 5.10-5M IQP върху ГМП при единично или комбинирано приложение след 

15 min инкубационен период. 
 

 
Фигура 10. Релаксационни ефекти, предизвикани от 10-6 M папаверин и 5.10-5 M IQP 
върху ГМП (n = 12); сравнението е направено спрямо проявените ефекти при единично 

и при комбинирано приложение,* - p < 0,05. 
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Не се наблюдава съществена разлика във времето за развитие на 
релаксацията, но силата на реакцията е различна. Експериментални записи, 
илюстриращи характерните повлиявания на ССА на ГМП след въздействие 
с папаверин и IQP са представени на фигура 9. 

Предварителното третиране на ГМП с IQP и последващо въздействие с 
папаверин предизвиква достоверно намалена, но частично съхранена 
релаксационна реакция на папаверин (-0,6 mN). При прилагане на IQP на 
фона на вече третирани ГМП с папаверин, IQP-индуцираната релаксационна 
реакция напълно изчезва (Фигура 10).  

В този експериментален модел частично съхранената релаксация на ГМ 
при въздействие с папаверин очевидно е реализирана по познатият във 
фармакологията път на лекарството [Brading et al. 1983], който не е повлиян 
от действието на вече приложения новосинтезиран изохинолинов 
прекурсор. Във втория случай при въздействие с IQP на фона на папаверин, 
новосинтезираната молекула не може да реализира дори частично 
релаксационното си действие. Предполагаемата причина е в активиране и 
използване на папаверин индуцираният път на действие от 
новосинтезираният релаксант със сходна химична структура.  

Тезата се потвърждава и от нашите резултати при замяната на 
стандартен Кребсов разтвор в тъканата вана с модифициран разтвор, 
съдържащ 42 mM KCl.  В този случай ГМП реагират с първоначално рязка 
контракция в рамките на 2 min, последвана от стабилизиране на тонуса.  
 
Таблица 5. Промени в параметрите на ССА на ГМП при действие на IQP 5.10-5 M или 
папаверин 10-6 M в разтвор на Кребс с 42 mM KCl. Сравнението е спрямо съответните им 
параметри на СА под действието на IQP и папаверин в стандартен разтвор на Кребс. 
Приложено вещество след 

KCl деполяризация 

Базова 

стойност 
% изменение n p 

IQP 

Тонус -1,35 mN 58,96 

11 

0,03 

Честота 3,19 min-1 47,33 0,01 

Амплитуда 0,05 mN 52,61 0,04 

Папаверин 

Тонус -3,57 mN 81,21 

10 

0,07 

Честота 2,9 min-1 85,55 0,06 

Амплитуда 0,03 mN 80,09 0,06 
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При модифицираните условия в разтвора на Кребс с повишено 
съдържание на К+ промените в параметрите на релаксационната реакция 
предизвикана от папаверин са малки и статистически незначимо 
диференцируеми (p > 0,05) (Таблица 5). За разлика от папаверин в тези нови 
експериментални условия при добавяне на IQP тоничната компонента на 
ССА е намалена значимо до 58,96% (p < 0,05). Честотата и амплитудата на 
спонтанните контракции на ГМП също са променя достоверно след 
въздействие с IQP. Вероятно, високото съдържание на K+ деполяризира 
клетъчните мембрани, активира потенциалзависимите Са2+ канали и на този 
фон IQP не проявява пълния си релаксационен ефект, което посочва 
неговото директно или индиректно участие в регулацията и/или функцията 
на този тип канали. 

При употреба на класическия блокер на L-тип Са2+ канали нифедипин, 
[Papatsonis et al. 2001] установихме, че в концентрация 10-7 M той не 
повлиява IQP–предизвиканата ГМ релаксация. Следователно, можем да 
предположим, че IQP не повлиява непосредствено активността на тези 
канали. В същото време запазващата се остатъчна реакция на IQP-
индуцирана релаксация на фона на нифедипин може да се приеме като 
сигнал за наличие на различен, успореден път на влияние на веществото 
върху контрактилитета на ГМП (Фигура 11).  

 

 
Фигура 11. Релаксационни ефекти, предизвикани от 10-7 M нифедипин и 5.10-5M IQP 

върху ГМП (n = 12); сравнението е направено спрямо проявените ефекти при единично 
и при комбинирано приложение; * - p < 0,05. 

 

Известно е, че основна предпоставка за ГМ релаксация е понижение в 
нивото на вътреклетъчната концентрация на Са2+ [Webb, 2003]. Това 
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намаляване може да се получи при инхибиране на трансмембранния Са2+ 

транспорт [Dolphin, 2006], намалено освобождаване на Са2+ от 
вътреклетъчните Са2+ депа, активиране на различните видове Са2+ помпи 
[Wu еt al., 2001], както и при синхронното (или последователно) активиране 
на няколко от посочените процеси [Klabunde, 2005].  

Освобождаване на Са2+ от вътреклетъчните депа, чрез кофеин в 
концентрация 5.10-3 M причинява двуфазен ефект върху препарати (n = 9) 
от стомах на плъх: начален контрактилен пик, последван от редуциране и 
запазване на слабо изразена контракция. При това експериментално условие 
релаксацията, причинена от 5.10–5 M IQP, е значимо намалена по сила 
(Фигура 12). Потенциалният механизъм, обясняващ достоверното 
понижаване на силата на действие на IQP може да се асоциира с повлияване 
на процеса на освобождаване на Са2+ от депата. 
 

 
Фигура 12. Промени в тонуса на ГМП, предизвикани от IQP в присъствие на кафеин 

5.10-3 M. Знакът „ _ ”, показва релаксационен ефект); сравнението е направено спрямо 
проявените ефекти при единично и при комбинирано приложение; * - p < 0,05; (n = 7). 

 
Известно е, че постъпващите в цитозола на мускулните клетки 

калциеви йони активират вътреклетъчните биоенергетични процеси 
(фосфорилиране на белтъци, превръщане на аденозинтрифосфата в cAMP и 
др.), способствайки връзката актин – миозин, което обезпечава 
съкращението на мускулното влакно. Едно от необходимите условия за 
мускулно съкращение е високо ниво на активност на фосфодиестеразата, 
която участва в разграждането на cAMP и обезпечава енергията за процеса 
на свързване на актина и миозина.  
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Блокерите на PDE (миотропни спазмолитици) допринасят за 
натрупването на cAMP в клетката и намаляването на концентрацията на 
калциеви йони, което инхибира връзката на актина с миозина. Тези ефекти 
могат да бъдат постигнати чрез инхибиране на фосфодиестераза, чрез 
активиране на аденилат циклаза, чрез блокада на аденозиновите рецептори 
или комбинация от тях. 

Според съвременната концепция папаверин инхибира мускулната PDE, 
което води до увеличаване на концентрацията на cAMP и отпускане на 
гладката мускулатура.  

Прилагайки теофилин ние инхибирахме PDE активност и по този 
механизъм повишихме цитозолното ниво на cAMP, причинявайки 
релаксационна реакция на стомашни ГМП. Установихме, че приложен в 
концентрация 2.10-4 M инхибиторът не прояви достоверен ефект върху 
силата и характера на IQP-индуцираната релаксация (n = 7). Това отхвърля 
евентуалното влияние на IQP върху този сегмент от дългата и 
многостепенна вътреклетъчна верига с акцент върху PDE.  

Въз основа структурното сходство на IQP с папаверин бе проверена 
способността на субстанцията да релаксира стомашните ГМ, повлиявайки 
именно cAMP вътреклетъчен път. 

Добре известно е, че значима част от cAMP-зависими реакции се 
реализират чрез cAMP-активиране на PKA и последващо фосфорилиране на 
определени таргетни структури [MacDonald et al. 2000; Murthy et al.  2003]. 
KT-5720 е мощен, специфичен и проницаем за клетъчната мембрана 
инхибитор на PKA [Cheng & Zhou 2013], който блокира сигнализирането на 
PKA чрез конкурентно инхибиране [Lin et al.  2006]. В същото време 
съединението не повлиява активността на други кинази (включително PKC, 
PKG или ЛВМПК), с отношение към ГМ контрактилитет [Davies et al. 2000].  

На фона на селективният инхибитор на PKA, КТ5720 в концентрация 
5.10-6 M, регистрираната в експериментите IQP – индуцирана релаксация от 
-1,49 ± 0,44 mN е достоверно намалена до ниво -0,58 ± 0,19 mN (n = 8;  
p = 0,0032)(Фигура 13).  

За да изключим участието на ПКГ ние използвахме инхибитора 
KT5823, който приложен в концентрация 5.10-6 M предизвиква слаб ГМ 
релаксационен отговор. При така променените експериментални условия не 
се регистрира значимо понижаване на силата на IQP-индуцираната 
релаксация (n = 15).  
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Фигура 13. Промени в тонуса на ГМП, предизвикани от IQP в присъствие на 
блокерите КТ5720 и KT5823 5.10-6 M. Знакът „ _ ”, показва релаксационен ефект; 

сравнението е направено спрямо проявените ефекти при единично и при комбинирано 
приложение; * - p < 0,05. 

 
Ензимът PKG бележи края на един от основните сигнални пътища, чрез 

които се реализира релаксационно действие при ГМ, и блокирането му с 
КT5823 (инхибитор на PKG), причинява само тенденция към намаляване на 
силата на IQP-индуцираната релаксация. 

Считаме, че това е вторичен процес, следствие от нарастване нивото на 
cAMP в ГМ клетки. Има наблюдения, че повишеното ниво на cAMP 
активира мембранните Са2+ канали [Viard et al., 2000], както и публикации в 
които се доказва липса на достоверно влияние на cAMP (PKA, PKG) върху 
L-тип Са2+ канали. 

 
Резултатите ни показват, че само в условия на предварително 

инхибирана PKA релаксационният ефект на IQP е достоверно 
редуциран, което означава, че част от действието на IQP върху 
стомашни ГМ е резултат от стимулиране на cAMP вътреклетъчен 
сигнален път и посочва наличие на определена връзка между cAMP и 
предизвиканата от IQP ГМ релаксация. 
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 Взаимно повлияване между екзогенни невротрансмитери ACh, 5-
HT и IQP 

Таблица 6. Взаимно повлияване на съкратителната активност причинени от IQP върху 
плъши циркуларни стомашни гладки мускули (автоконтрола). Сравнението е между 
автоконтролата и приложението на екзогененни невротрасмитери ACh и 5-HT:  
* - p < 0,05. Броят на ГМП, използвани в експериментите са обозначени с n. 

ГМ тонус след 
въздействие с 

приложено вещество 
(автоконтрола), mN 

приложен 
невротрансмитер, 

M 

Време на 
инкубаци, 

min 

Промени в 
ГМ тонус, 

mN 
n p 

IQP (5.10-5 M) 
−1,08 ± 0,14 

ACh (10-6 M) 15 −0,76 ± 0,12 12 0,09

IQP (5.10-5  M) 
−1,18 ± 0,16 

5-HT (10-6  M) 15 −3,01 ± 0,59* 12 0,01

ACh (10-6  M) 
4,91 ± 0,96 

IQP (5.10-5 M) 20 5,18 ± 0,93 14 0,42

5-HT (10-6  M) 
4,84 ± 0,52 

IQP (5.10-5 M) 20 1,57 ± 0,21* 14 0,02

ACh (10-6  M) 
4,91 ± 0,96 

IQP (5.10-5 M) 20 5,18 ± 0,93 14 0,42

 
Известно е, че холинергичните, както и 5-НТ рецептори, повлияват 

контрактилната активност чрез повишаване на вътреклетъчния Са2+, като 
процеса се реализира чрез освобождаването му от IP3  депо и от внасянето 
му от извънклетъчното пространство [Prashant, 2017]. В проведеното от нас 
изследване, действието на екзогенен ACh или 5-HT предизвиква 
контрактилен ефект със стойности съответно 4,91 ± 1,96 mN и 4,84 ± 2,51 
mN.  ACh приложен след IQP 5.10-5 М не променя статистически силата на 
действието си. Независимо от сходната фармакологична активност на двата 
невротрансмитера, контрактилният ефект на 5-НТ се повлиява значимо в 
присъствие на  IQP 5.10-5 М и тоничната му компонента намалява с почти 
50%. При експериментални условия, извършени в обратен ред резултатите 
отново показват значително взаимодействие само в комбинацията от IQP и 
5-HT (Таблица 6).  

При проследяване на IQP предизвиканата релаксация се установява 
значимо увеличение (почти три пъти) само в присъствието на 5-НТ, 
Наблюдаваните специфики могат да се обсъждат като следствие от 
поява на допълнително индуцирани успоредни пътища на влияние на 
новосинтезираната молекула върху контрактилитета на ГМП от 
стомах на плъх.  
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 Взаимно повлияване между азотен оксид и IQP 
В литературата има категорични доказателства, че азотният оксид е 

основен потискащ неадренергичен-нехолинергичен медиатор в СЧТ [Bult et 
al., 1990; Matsuyama et al., 2003] и неговото увеличаване предизвиква 
релаксационна реакция в ГМ. Съществуват три изоформи на ензима азотен-
оксид синтаза, участващ в продукция на азотен оксид: невронална (nNOS), 
ндуцируема (iNOS) и ендотелна (еNOS). Двете изоформи nNOS и eNOSсе 
експресират непрекъснато в клетките на бозайници и синтезират азотен 
оксид в отговор на повишена вътреклетъчна концентрация на калций, а в 
някои случаи в отговор на други стимули, като iNOS се индуцира и 
синтезира при определени продължителни (5 ÷ 8 h) външни въздействия 
върху клетките. Активността ѝ e независима от концентрацията на Ca2+ 
[Vallance et al., 1992; Dash, 2007]. Затова изследвахме NO-влияние към IQP 
проявената релаксация чрез 5-часово инкубиране на тестваните ГМП в 
Кребсов разтвор, сменян на всеки 45 минути. Според Zheng и съавтори за 
този период в ГМ тъкани се експресира значително количество iNOS. При 
евентуално повлияване на активността на ензима от IQP, използваният от 
нас метод би ни позволил да регистрираме промяна в релаксационната 
реакция, като следствие от повишените нива на NO [Zheng et al., 1997].   

В началото и в края на работния протокол преконтрахирахме ГМ и 
проследихме техният отговор при въздействие с IQP 5.10-5 М в присъствие 
на холинови естери.  

Холиновите естери включват ACh, метахолин, CCh и бетанехол. 
Докато ACh има широк спектър на действие и особено бърза хидролиза на 
ACh-естераза (AChE) и псевдохолинестераза, CCh и бетанехол са устойчиви 
към холинестеразите [Wrzos et al., 2004]. Тази резистентност към AChE 
удължава продължителността на тяхното действие. 

Добавянето на CCh в концентрация 5.10-7 М в тъканната ваната 
предизвика силно контрахиране на ГМ (фигура 14). В неговото присъствие 
новосинтезираната молекула IQP проявява своя релаксационен ефект без да 
се наблюдава значимо намаление в сравнение с автоконтролата.  

Тази силно изразена тонична релаксация ни позволи да отчетем липса 
на промяна в нейната стойност преди и след 5-часово инкубиране. Нашите 
експериментални резултати отхвърлиха възможността за директно 
повлияване на IQP активността от продукцията на iNOS. 
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Фигура 14.  Промени в тонуса на ГМП, предизвикани от IQP в присъствие на  5.10-7 М 

CCh.(p > 0,05; n = 13). Знакът „ _ ”, показва релаксационен ефект. Разтворителят 
DMSO предизвика лека релаксация, чиято стойност беше взета като базова линия за 

последващите ефекти. 
 

Предварителното третиране на ГМП с прекурсор на синтеза на NO – 
L-Arg в концентрация 10-5 M и следващо въздействие с IQP също не 
предизвика значима промяна в обичайната релаксационната реакция на IQP 
в концентрация 5.10-5 М. 

Предвид значението на NO за релаксация на ГМ бяха проучени 
ефектите на неспецифичен блокер на NOS и специфичен блокер на iNOS 
върху IQP-индуцираната релаксация. Специфичното блокиране на nNOS и 
eNOS чрез 10-5 М L-NNA показа само лека тенденция към минимизиране на 
релаксационния ефект, причинен от 5.10-5 М IQP. 

Аналогичен е ефектът и при предварителното въздействие с 
аминогуанидин (специфичен блокер на iNOS), който в концентрация 10-5 М 
също не променя съкратителната активност на ГМП от стомах на плъх. 
Подобна е реакцията и при комбинираното прилагане на двата блокера (L-
NNA и аминогуанидин), т.е. няма достоверна промяна в релаксационната 
реакция, индуцирана от IQP с концентрация 5.10-5 М. 

 
Обобщавайки изложените резултати можем да поставим 

продукцията на NO и влиянието му при реализацията на IQP 
предизвиканата релаксация на ГМП в групата второстепенните 
фактори, генериращи проявата ѝ.  
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IV.4. Получени резултати и обсъждане по Задача № 4.  
За целите на нашите изследвания ние използваме, външната 

мускулатура (мuscularis externa) [Ross & Pawlina, 2011]. Тази ГМ тъкан е 
разположена дълбоко в субмукозата. Състои се от 3 слоя: вътрешен кос, 
среден кръгъл и външен надлъжен. Съкратителната активност на  външния 
мускулен слой осигурява движенията, необходими за механичното 
храносмилане. 

При проведения хистологичен анализ са използвани отново 
циркулярно дисецирани ГМП от корпусната част на стомах на плъх. След 
предварителна обработка, на взетия материал са приложени: рутинна 
хистология - оцветяване с хематоксилин-еозин; имунохистохимия за nNOS 
и eNOS, морфометрия и статистическа обработка на данните. 

На базата на инкубацията на ГМП за период от 20 min, 
отпрепарираният материал се категоризира в три групи: инкубация с 5-НТ в 
концентрация 10-6 М; инкубация с IQP в концентрация 5.10-5 M и инкубация 
с комбинация на 5-НТ+IQP в концентрация, съответно 10-6 М и 5.10-5 M. 

 Хистологичен анализ − хематоксилин-еозин (Х-Е) 
При проведеният хистологичен анализ − оцветяване с Х-Е не се 

установяват отчетливи промени в структирата на ГМ на стомаха, 
разположена в напречен и надлъжен слой както и в двата ганглийни 
плексуса – миентерален и субмукозен плексус и в трите тествани групи 
(фигура 15. А, Б, В). 

 Имунореактивност за nNOS 
Приложихме имунохистохимичен метод, за да оценим влиянието на 5-

HT, IQP  и 5-HT + IQP върху плътността и интензивността на nNOS и eNOS 
-положителни клетки в миентеричния плексус и ГМ клетките, което е 
независимо от етиогенезата на съкратителната активност на ГМ. Установи 
се изолирана експресия на nNOS в ГM клетки в препаратите, инкубирани с 
5-HT; в IQP-инкубирани препарати открихме много ниски, едва забележими 
експресии на nNOS в ГM клетки и ниска експресия в миентериалния 
плексус, разположен между кръговите и надлъжните слоеве на ГM слоевете 
на стомаха. Инкубирайки препаратите в комбинация от 5-HT + IQP 
открихме, че плътността и интензитетът на nNOS-позитивните клетки се 
увеличава значително в миентериалния плексус и ГM клетките (Фигура 
15Л) в сравнение с контролите (Фигура 15Г,Ж) и самостоятелно 
използваните 5-HT (Фигура 15Е) и IQP (Фигура 15И). Това увеличение се 
потвърждава и от статистическата обработка на данните (Таблица 7). 
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 Резултатите предполагат, че IQP има регулаторни ефекти върху 
серотонинергичната система, медиирана чрез ензима nNOS. В допълнение, 
тези резултати, макар и спекулативно, предполагат, че IQP участва в 
регулирането и активността на 5-HT и неговите невроендокринни функции. 

 
Таблица 7. Статистически данни за имунореактивността на nNOS.  

Имунопозитивни клетки за  
nNOS, t-test, n = 6 

Брой 
измервания

% 
позитивни 
клетки 

SD 
p-value спрямо 

група  
5-НТ + IQP 

ГM клетки 

5-НТ 67 14,11 2,25 p < 0,05 

IQP 26 5,47 3,93 p < 0,05 

5-НТ + IQP 243 51,16** 3,55 p < 0,05 

Миентерален 
плексус 

5-НТ 25 5,26 1,30 p < 0,05 

IQP 12 2,53 1,51 p < 0,05 

5-НТ+ IQP 55 11,58** 1,18 p < 0,05 

 Имунореактивност за еNOS 
При направената оценка за оцветяването на структурите за еNOS не 

беше установена експресия на еNOS в препаратите инкубирани с 5-НТ, 
както и в препаратите инкубирани с IQP в ГМ клетки и в миентералният 
плексус, но в препаратите инкубирани с IQP + 5-НТ се регистрира, макар и 
слаба експресия и в двата вида клетки (фигура 15). 

Настоящите резултати показват, че прилагането на IQP стимулира 
активността на nNOS и генерирането на NO като медиатор в ефектите на 
релаксация на гладката мускулатура.. Гладкомускулните изоформи на NOS-
синтазата са силно чувствителни към инактивиране от протеин киназа С, 
като и двете изоформи са мембранно свързани. И двете изоформи, nNOS и 
еNOS инициират увеличаване притока на Ca2+, което води до активиране на 
ензима и образуване на NO [Zhou & Zhu , 2009]. Увеличаването на NO води 
до активиране на разтворима гуанилил циклаза, образуване на cGMP и 
активиране на cGMP-зависима протеин киназа. По време на нервна 
стимулация, NO, генериран от активността на nNOS в нервните терминали, 
регулира освобождаването на VIP и дифундира към мускулните клетки, за 
да участва в мускулната релаксация [Förstermann & Sessa, 2012].  

В заключение – от направения сравнителен имунохистонимичен  
анализ можем да предположим че, IQP участва в регулирането на 
невроните разположени в миентералния плексус, експресиращи nNOS, 
влияе върху функцията nNOS/NO и чрез този механизъм, вероятно 
регулира спонтанния CA на стомашните ГМ. 
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Фигура 15. Хистологични и имунохистохимични резултати от ГМ на стомах и 
миентериален плексус. А) препарат, инкубиран с 5-НТ, оцветяване с H-E; Б) 

инкубирани с IQP, Н-Е оцветяване; В) инкубирани с 5-НТ+IQP, оцветяване с Н-Е; Г) 
инкубирани с 5-НТ, контрола; Д) инкубиран с 5-НТ, наличие на лека експресия на eNOS 
в миентериалния плексус; Е) инкубиран с 5-НТ, наличие на лека експресия на nNOS в 
миентериалния плексус и невронални клонове между ГМ клетки; Ж) инкубирани с IQP, 
контрола; З) инкубиран с IQP, липса на експресия на eNOS; И) инкубирани с IQP, 

единични клетки са положителни за nNOS в миентериалния плексус и ГМ клетки; Й) 
инкубирани с 5-НТ+IQP, контрола; K) инкубиран с 5-НТ+IQP, наличие на лека 

експресия на eNOS в миентериалния плексус и ГМ клетки; Л), инкубиран с 5-НТ+IQP, 
повишен интензитет и плътност в проявата на nNOS в миентериалния плексус и ГМ 

клетки, ×200. 
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IV.5. Получени резултати и обсъждане по Задача № 5.  
Изохинолините и техните производни са инхибитори на ензима PDE. 

Установено е, че селективните инхибитори на PDE подобряват когнитивния 
дефицит при гризачите. Механизмът на действие включва вазодилатация и 
увеличаване на вътреклетъчната концентрация на cAMP, а cAMP модулира 
активността на L-тип Ca2+ канали. Инхибирането на PDE4 възстановява 
дълготрайната потенциална активация на хипокампа, която е 
електрофизиологичният корелат на обученето и паметта. 

Тези факти ни мотивираха да изследваме ефекта на синтезираните 
съединения върху когнитивните функции обучение и памет при плъхове, 
като го сравним с този на папаверин. 

Изследваното от нас съединение не е водоразтворимо. Като 
разтворител е използван DMSO, което предопределя пероралния път на 
въвеждане. Използваните концентрации на новосинтезираното вещество, 
предмет на изследване, са на базата предварително направени експерименти 
за определяне на остра токсичнист. За коректно сравняване на получените 
експериментални резултати, всички вещества, включително физиологичен 
разтвор и папаверинов хидрохлорид са въвеждани перорално.  

 

 Eфекти на IQP върху процесите на обучение и памет на плъхове 
o Тест за активно обучение – Shuttle-box  

Контролната група животни, третирана с DMSO, повиши значимо броя 
на авойдансите на 3-ти, 4-ти и 5-ти ден обучение (p < 0,05) и при теста за 
дългосрочна памет (p < 0,05), в сравнение с 1-ви ден обучение. Животните 
третирани с 5 mg/kg от IQP значимо повишиха броя на авойдансите по време 
на петте дни обучение (p < 0,05) и при теста за памет (p < 0,05), спрямо 
контролата от същите дни. Групите, третирани с IQP в дози 10 mg/kg и 20 
mg/kg не промениха броя на авойдансите по време на обучителната сесия, 
но ги повишиха при теста за памет (p < 0,05), в сравнение с контролната 
група от същите дни (Фигура 16А). 

При шатъл-бокс теста за активно обучение контролната група не 
промени съществено броя на безусловните отговори по време на тестовете 
за обучение и памет. Плъховете, третирани с IQP в доза 5 mg/kg значимо 
повишиха броя на ескейпите по време на  първите 4 дни обучение (p < 0,05) 
и при теста за памет (p < 0,05), в сравнение с контролната група от същите 
дни. Експерименталните групи, третирани с IQP в дози 10 mg/kg и 20 mg/kg 
направиха брой ескейпи близък до този на контролната група (Фигура 16Б). 
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А 

 

Б 

 

В 

 
Фигура 16. Ефекти на IQP върху брой условни отговори (авойданси А); брой безусловни 

отговори (ескейпи Б) и броя междутренировъчни преминавания (В) по теста за 
активно избягване с наказателно подкрепление на плъхове. ор < 0,05 спрямо 1-ви ден на 

контролната група;*р < 0,05 спрямо контролната група от съответния ден;  
**р < 0,01 спрямо контролната група от съответния ден. 

 
По отношение броя на междутренировъчните преминавания при 

контролната група във всички експериментални дни не се наблюдаваха 
съществени промени. Животните, приемали IQP в доза 5 mg/kg значимо 
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повишиха броя на междутренировъчни преминавания при тестовете за 
обучение и памет по дни както следва: 1-ви ден (p < 0,01), 2-ри ден (p < 0,05), 
3-ти и 4-ти ден (p < 0,01), 5-ти и 12-ти ден (p < 0,05), в сравнение с контролната 
група от същите дни. Плъховете, третирани с дози 10 mg/kg и 20 mg/kg 
показаха брой на междутренировъчни преминавания, който е много близък до 
този на контролната група и не е статистически значим (Фигура 16В). 

При теста за активно избягване с отрицателно подкрепление 
контролната група показа добри резултати както по отношение на 
усвояването, така и по отношение на консолидирането на паметови следи. 
Увеличеният брой реакции на условни избягвания е определящият 
критерий, че задачата се научава от експериментални животни. Съществува 
значителна разлика в силата на фармакологичния ефект по време на 
тренировките в зависимост от приложената доза. Най-ниската доза от 5 
mg/kg има най-изразен подобряващ ефект върху обучението. Значително 
увеличеният брой избягвания в теста за памет, проведен 7 дни след края на 
обучението, подкрепя хипотезата, че IQP има подобряващ ефект върху 
дългосрочната памет. Експериментите ни показаха, че IQP във всички 
изследвани дози има подобряващ паметта ефект. 
 

o Теста за пасивно обучение – Step-down  

 
Фигура 17. Ефекти на IQP върху латентното време при Step-down теста за пасивно 
избягване с наказателно подкрепление на плъхове. oр < 0,05 спрямо първи ден на 

контролната група; *р < 0,05 спрямо контролната група от същия ден. 
 
Контролната група плъхове значимо повишиха (p < 0,05) латенцията на 

реакциите при теста за памет, в сравнение с първи ден. Животните, 
третирани с IQP в доза 5 mg/kg значимо повишиха латенцията на реакциите 
на 1-ви и 2-ри ден обучение (p < 0,05), в сравнение с контролната група от 
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същите дни. При теста за памет, групите третирани с 5 mg/kg и 10 mg/kg IQP 
повишиха латентното време на престой върху вибриращата платформа на 
апарата, в сравнение с контролната група, но то не беше статистически 
значимо (Фигура 17). 

 
o Тест за двигателна активност – activity cage 

Статистически значимо увеличен брой хоризонтални движения (p < 0,05) 
на 1-ви ден, в сравнение с контролната група, показаха само плъховете 
третирани с 5 mg/kg IQP. Групите с 10 mg/kg и 20 mg/kg от IQP направиха 
брой хоризонтални движения близък до този на контролната група. При 
ретест на 15-тия ден всички експериментални групи, включително и 
контролната, имаха значимо понижен брой хоризонтални движения в 
сравнение със същите групи от 1-ви ден (p < 0,05) (Фигура 18А). 

 

(А) (Б) 
Фигура 18. Ефекти на IQP върху броя хоризонтални движения (А) и броя вертикални 

движения (Б) при Activity cage тест на плъхове. *р < 0,05 спрямо първи ден на 
контролната група; #р < 0,05 спрямо същата група от първи ден. 

 
При проследяване на вертикалната двигателна активност отново се 

наблюдава значима разлика спрямо контролата при групата третирана с 5 
mg/kg IQP (p < 0,05). При ретест, проведен 2 седмици по-късно, всички групи 
направиха статистически значим по-малък брой вертикални движения, в 
сравнение със същите групи от първия ден (p < 0,05) (Фигура 18Б). 

Въз основа на получените резултати от тестовете за активно и пасивно 
обучение можем да заключим, че новосинтезираният IQP има подобряващ 
ефект върху процесите на обучение и памет на плъхове. Този ефект не 
нараства с покачване на дозата, т.е. не е доза-зависим. Най-малката доза 5 
mg/kg има най-силно изразен ефект както върху обучението, така и върху 
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запаметяването. По време на експериментите не наблюдавахме нежелани 
лекарствени реакции от страна на експерименталните животни във всички 
групи, т.е. при различните дози. Същата доза от 5 mg/kg води и до 
повишаване на двигателната активност на животните, изразена с повишен 
брой междутренировъчните преминавания. Това ни дава основание да 
предположим, че съединението IQP няма миорелаксиращ ефект върху 
напречно-набраздената мускулатура. В подкрепа на това са резултатите, 
получени от теста за двигателна активност – activity cage.  

Установихме, че двете сравнявани съединения (IQP и папаверин) имат 
сходен стимулиращ ефект върху хоризонталната и вертикална двигателна 
активност на животните, изразена в начална стимулация след първа 
апликация на веществата. Интересен е фактът, че той се проявява при най-
малката доза – 5 mg/kg както за папаверина, така и за новият изохинолинов 
прекурсор. Субхроничното им приложение показва, че след период от две 
седмици този ефект отзвучава. Важно е, че двете по-големи дози също не 
влияят на мускулния тонус, защото броят на хоризонталните движения е 
близък до този на контролната група, а не по-малък от него. Повишеният 
брой изправяния при първо тестване на животните може да е израз на лека 
тревожност и опознавателно поведение, поставени за първи път в апарата. 
Тя намалява значимо при контролната и експерименталните групи при 
повторното поставяне на животните в същия апарат 15 дни по-късно. 

 
Въз основа на получените резултати можем да предположим, че 2-

хлоро-N-(1-(3,4-диметоксифенил)пропан-2-ил)-2-фенилацетамид IQP 
има подобряващ ефект върху когнитивните функции обучение и памет. 
Ефектът не е доза-зависим, защото не нараства с покачване на дозата; 
най-добър ефект се наблюдава при най-ниската доза. Точният 
механизъм на действие на съединение IQP не е установен. Малкото 
съществуващи проучвания, които изследват ефектите на PDE 
инхибиторите върху LTP, не уточняват точния механизъм [Reneerkens 
et al., 2009]. Едно възможно обяснение на механизма е ефектът на 
дългосрочното потенциране (LTP). Хипокампалният LTP е най-
утвърденият клетъчен модел за невропластичните механизми, които 
са в основата на учението и паметта [Bliss & Collingridge, 1993].  
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Обобщение на получените резултати и тяхното обсъждане: 
 
В процеса на разработване на лекарства са установени много 

биоактивни съединения с природен произход или получени след насочен 
синтез с висока производителност, но само малка част от тях достигат 
фазите на клинични изпитвания, често поради липсата на бионаличност или 
наличието на редица нежелани странични ефекти. Многообразието от 
природни и синтетични изохинолинови производни дава възможност за 
търсене на най-добрите представители, с най-изразени биоефекти и с най-
благоприятна биопоносимост. 

Чрез намерения от нас стереоселективен метод за синтез на 
изохинолини и техни прекурсори от изходна природна аминокиселина бяха 
синтезирани, изолирани и охарактеризирани 7 съединения, от които 4 са 
синтезирани за първи път. 

През последните години прогнозиране на физикохимични и 
биологичноактивни свойства на молекули кандидати за лекарства се 
осъществява чрез компютърни програми. В нашите изследвания за T1, DIQ 
и IQP, софтуерните програмни продукти предсказаха свойства на 
инхибитори и мускулни релаксанти и за трите молекули.   

При направения ex vivo ГМ тест върху изолирани тъкани ние частично 
потвърдихме някои от тези предсказани параметри, но и доказахме проява 
на противоположни влияния.  

За Т1 не се установи значимо повлияване на нито един от параметрите 
на БЕ и ССА  на изолирани ГМП от стомах на плъх при всички тествани 
концентрации. Вероятно тази молекула би проявила биологична активност 
съгласно предсказаните свойства на потенциален релаксант, но при други 
експериментални условия и при различен тип биологичен обект на 
изследване.  

Наличието на изохинолинов пръстен при DIQ, предполага тази 
структура, получена от природни аминокиселини да проявява свойства на 
мускулен релаксант. За разлика от in silico предвижданията, полученият от 
нас синтетичен интермедиат за синтеза на изохинолинови производни 
реализира доказан по сила и характер непосредствен контрактилен ефект 
върху БЕ и ССА на корпусните ГМП. Установената специфика в действието 
на DIQ го определя като нова молекула с фармакологично значими 
свойства. Изясняването на фините биофизични механизми на това действие 
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би било от ключов интерес в теоретичната, синтетичната органична, 
биоорганична и медицинска химия. 

Софтуерната оценка на общия биологичен потенциал на органична 
лекарствено-подобна молекула IQP показа предполагаема ГМ релаксираща 
активност, която кореспондира напълно с установеният от нас 
релаксационен ефект върху тъканни препарати, циркулярно дисецирани от 
корпусната част на стомах на плъх. Фините механизми на проява и 
повлияване на релаксационен ефект в ГМ могат да бъдат трасирани в 
няколко паралелни направления, които индикират комплексния биологичен 
потенциал на IQP, а именно: участие в процеса Са2+ influx през L-тип Ca2+ 
канали, което от своя страна понижава цитозолното ниво на Са2+, 
проявяващо се като изразена релаксация; частично стимулиране на cAMP 
вътреклетъчен сигнален път и реализиране на последваща ГМ релаксация; 
участие в регулирането на невроните разположени в миентералния плексус, 
експресиращи nNOS и влияние върху функцията nNOS/NO, отговорни за 
проявата на релаксация в тъканите. В същото време действието на IQP върху 
PDE вътреклетъчен път не бе установено при ГМП третирани в ex vivo 
условия, но беше наблюдавано in vivo значимо подобрение в когнитивните 
способности на лабораторни плъхове, което посочва евентуален 
терапевтичен ефект, подобен на  изохинолиновия алкалоид папаверин в 
качеството му на селективен инхибитор на PDE10A. 

Следователно можем да заключим, че при проучвания, касаещи 
биологична активност на природни и/или синтетични вещества е 
необходимо и е удачно да се прилага подбраният от нас комплекс на 
моделно изследване комбиниращо in silico, ex vivo, in vitro, in vivo методи и 
позволяващо унифициране на скрининга на нови или неизследвани моделни 
и/или реални изохинолини. Установените чрез тези методи същност и сила 
на биологичен ефект, ще доведе до разширяване познанията за 
специфичното действие на тази група молекули във връзка с потенциалното 
им иновативно приложение във фармакологията. 
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V. ИЗВОДИ 

 

1. Намерен е стереоселективен метод за синтез на изохинолини и техни 
прекурсори от изходна природна аминокиселина. Синтезирани, 
изолирани и спектрално охарактеризирани са 7 съединения, от които 4 
са получени за първи път. 

2. Приложени са софтуерни методи за анализ на биологична активност, 
разтворимост, бионаличност, синтетична достъпност, токсичност, 
възможна канцерогенност и мутагенност за всяко едно от 
съединенията. 

3. Азиридинът, 2-метил-1-тозилазиридин, не повлиява биоелектричната и 
съкратителна активност на изолирани ГМП от стомах на плъх в 
концентрации до10-4 M. 

4. DIQ в концентрационния диапазон 10-6 ÷ 10-4 M притежава и проявява 
значима БА, изразяваща се в контрахиране на изолирани ГМП от 
стомах на плъх, чрез повлияване на ССА и БЕА. 

5. IQP в концентрационен диапазон 10-6 ÷ 10-4 M релаксира стомашните 
ГМП.  

6. Установи се значимото участие на IQP в изразената индуцирана 
релаксация на ГМП, чрез повлияване на Са2+ influx през L-тип Ca2+ 
канали. 

7. IQP частично стимулира cAMP вътреклетъчен сигнален път и 
реализира последваща ГМ релаксация. 

8. Емпирично е доказана ефективността на веществото IQP да повлиява 
функцията nNOS/NO и чрез този механизъм регулацията на ССА. 

9. Имунохистохимичният анализ установи, че IQP има регулаторни 
ефекти върху серотонинергичната система, медиирана чрез ензима 
nNOS. 

10. Доказан е подобряващ ефект на новосинтезираното вещество IQP 
върху когнитивните функции при плъхове, като ефектът не е доза-
зависим.  
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VI. ПРИНОСИ 

 
1. За първи път е приложен стереоселективен синтез за получаване на 3-

заместени изохинолини или техни прекурсори от изходен L-аланин. 

2. Синтезирани, изолирани и спектрално охарактеризирани са четири 
нови съединения, които обогатяват химията на изохинолините и 
техните прекурсори и производни. 

3. Демонстрирано е практическото приложение на in silico изчисленията 
при моделно изследване на новосинтезирани молекули. 

4. IQP е охарактеризиран като вещество с функционални характеристики 
на спазмолитик с миотропно действие, което го прави потенциален 
конкурент на папаверин. 

5. Данните за подобряване на паметовите функции след приложение на 
IQP са много обещаващи и съединението би могло да се използва за 
забавяне развитието на нервно дегенеративни заболявания. 

6. Разработен е успешен комплексен метод за моделиране, комбиниращ 
in silico, ex vivo, in vitro, in vivo методи, позволяващ унифициране на 
скрининга на нови или неизследвани моделни и/или синтезирани 
изохинолини.  
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