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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	АДФ
	- аденозиндифосфат

	АМФ
	- аденозинмонофосфат

	АОС
	- антиоксидантна система

	АТ
	- артеріальний тиск

	АТФ
	- аденозинтрифосфат

	АФК
	- активні форми кисню

	БЕАС
	- біоелектрична активність серця

	в/о
	- внутрішньоочеревинно

	ГПМК
	- гостре порушення мозкового кровотоку

	ДК
	- дієнові кон’югати

	Кз
	- коефіцієнт захисту

	КФ
	- креатинфосфат

	ЛДГ
	- лактатдегідрогеназа

	МДА
	- малоновий діальдегід

	ОМБ
	- окисна модифікація білка

	ОШМК
	- об’ємна швидкість мозкового кровотоку

	п/шк
	- підшкірно

	ПОЛ
	- перекисне окиснення ліпідів

	СОД
	- супероксиддисмутаза

	УРПУ
	- умовний рефлекс пасивного уникання

	ЧСС
	- частота серцевих скорочень

	АВ
	- істинний бікарбонат

	ВВ
	- сума основ буферних систем

	ВЕ
	- дефіцит буферних основ

	SB
	- стандартний бікарбонат

	NSE
	-нейронспецифічна енолаза

	SaO2
	- сатурація кисню капілярної крові


ВСТУП
Актуальність теми. Судинні захворювання головного мозку, до яких відноситься ішемічний інсульт, залишаються в наш час важливою медико-соціальною проблемою. Її значимість визначається широкою поширеністю, високою частотою інвалідизації і смерті пацієнтів, які перенесли ішемічний інсульт. За даними ВООЗ, в економічно розвинених країнах летальність від інсульту займає 2-3 місце в структурі загальної смертності і лідирує серед всіх причин інвалідизації [64, 85, 106]. Частота інсультів коливається в різних регіонах світу від 1 до 4 випадків на 1000 населення в рік. Інсульти в віці 65-74 роки зустрічаються в 6 разів частіше, ніж у віці 45-54 роки, хоча в останні роки спостерігається тенденція помолодшання даної патології і серед осіб працездатного віку [84; 337]. З 1981 року до переліку цереброваскулярних захворювань ВООЗ та існуючої в Україні класифікації судинних захворювань нервової системи додано і «малий інсульт», на який припадає до 20% випадків патології [29, 154,335]. Смертність від цереброваскулярних захворювань вже протягом декількох десятиріч займає друге місце в структурі загальної смертності населення нашої країни. За даними різних джерел, в Україні в складі цереброваскулярної патології ішемічні інсульти сягають 70-85% випадків.
Перебіг ішемічних захворювань головного мозку є індивідуальним та різниться за формами тяжкості та тривалості. Симптоми транзиторних атак та мікроінсультів зникають протягом перших трьох тижнів від початку захворювання, але можуть бути і більш глибокі порушення, після яких відновлювальний період відбувається значно довше. Через 6 місяців після перенесеного гострого порушення мозкового кровотоку (ГПМК) у більшості хворих відмічаються залишкові неврологічні явища: геміпарез, параліч, афазія, виражена депресія. Близько половини пацієнтів, що перенесли ГПМК потребують сторонньої допомоги.

В нашій країні значна частина осіб, що перенесли інсульт, є інвалідами. Це в свою чергу зумовлює величезні економічні витрати, які за деякими оцінками складають біля 4% бюджету охорони здоров’я нашої країни. [36, 64,163].

Патологічні стани головного мозку, такі, як інсульт, хронічна цереброваскулярна недостатність, постгіпоксична енцефалопатія призводять до порушення когнітивних функцій (пам’яті, здатності до навчання, прийняття рішень, аналізу), що в свою чергу значно знижує соціальну активність людей з даною патологією [63; 149,177].

Відомо, що головним в терапії цереброваскулярних розладів є відновлення гемоперфузії та нейропротекція [150, 301]. Незважаючи на постійне розширення арсеналу вазоактивних препаратів, сучасні лікарські засоби (вінпоцетин, пірацетам, пентоксифілін, серміон, цинарізин, церебролізин, мексидол, антагоністи кальцію, актовегін, цитиколін та ін.), які використовуються в терапії ГПМК, не завжди задовольняють потреби клініцистів через недостатню ефективність та наявність побічних ефектів, що обмежує їх застосування [58, 156,169]. У зв’язку з цим сьогодні ведеться інтенсивний пошук речовин серед різних класів природніх і синтетичних сполук з церебропротекторною дією, придатних для створення на їх основі нових лікарських засобів. У цьому плані нашу увагу привернули 6-заміщені 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-они, яким притаманні стреспротекторна, актопротекторна, протисудомна та протиішемічна властивості [99,169,].

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана в рамках держбюджетної науково-дослідної роботи кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету імені М. І. Пирогова МОЗ України за темою «Експериментальні дослідження нейро- та кардіопротекторних властивостей ациклічних, ароматичних та гетероциклічних сполук» (№ держреєстрації 0109U004812). Дисертант є співвиконавцем даної теми.
Мета дослідження: дослідитицеребропротекторні властивості нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів, виявити сполуку-лідера, конкурентоспроможну з вінпоцетином та мексидолом, визначити її перспективність для створення нового лікарського засобу із захисною дією на ішемізований мозок.
Завдання дослідження.

1. Дослідити церебропротоекторні властивості нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів у порівнянні з мексидолом та пірацетамом на моделі ГПМК при їх превентивному введенні в організм. Виявити найбільш ефективні сполуки, придатні для поглибленого вивчення.

2. Визначити сполуку-лідера за показниками впливу на кровопостачання головного мозку в інтактних тварин та тварин з ГПМК. Оцінити вплив сполуки-лідера на нейродеструктивні процеси в ішемізованому головному мозку за показником нейрон-специфічної енолази.

3. Встановити лікувальну дію сполуки-лідера на перебіг ішемії головного мозку в умовах підгострого експерименту за динамікою показників клінічної картини і морфологічних змін ішемізованого головного мозку.

4. Дослідити вплив сполуки-лідера в порівнянні з мексидолом на показник фрагментації ДНК нейронів монгольських піщанок з моделлю ішемії-реперфузії.

5. Оцінити ноотропну дію сполуки-лідера в інтактних щурів та у тварин з експериментальними моделями амнезії.

6. Дослідити ймовірні механізми церебропротекторної дії сполуки-лідера за впливом на показники вуглеводно-енергетичного обміну та оксидантно-антиокидантного гомеостазу в ішемізованому головному мозку.

Об’єкт дослідження.Гострі та підгострі порушення мозкового кровотоку в експерименті.
Предмет дослідження.Нові похідні 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів.
Методи дослідження.Фармакологічні, патофізіологічні, біохімічні, імуноферментні, морфологічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Вроботі вперше доведено наявність церебропротекторної та антигіпоксичної дій у нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів. Вперше встановлено, що сполука-лідер МТ-279 за величиною захисного ефекту на організм тварин в умовах гострої та підгострої церебральної ішемії співставляється, а подекуди переважає референс-препарати мексидол, пірацетам та вінпоцетин. Профілактичне (одноразове) введення сполуки МТ-279 зменшує показник летальності щурів з ГПМК, а також збільшує тривалість життя тварин. Лікування щурів з ГПМК досліджуваною сполукою, як і мексидолом, призводить до зменшення неврологічного дефіциту, покращення когнітивно-мнестичних функцій, нормалізації біоенергетичних процесів та оксидантно-антиоксидантного гомеостазу, показників кислотно-основної рівноваги, що корелює з позитивною динамікою морфологічної картини ішемізованого мозку, а також попереджує розвиток нейроапоптозу в ішемізованому головному мозку. Механізм церебропротекторного ефекту сполуки МТ-279 обумовлений наявністю стимулюючої дії на мозковий кровотік, протигіпоксичного та протиішемічного ефектів, здатністю усувати енергодефіцит в ішемізованому головному мозку, нормалізувати в ньому прооксидантно-антиоксидантну рівновагу. Пріоритетність проведених досліджень захищена патентом України № 90982 «3-R-6-R1-тіо-6,7-дигідро-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-C]хіназолін-2-они та їх заміщені» бюл. № 11 від 10.06.2010 р.
Практичне значення одержаних результатів. Проведене дослідження дозволило розширити і поглибити уявлення про фармакологічні властивості нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів, обґрунтувати доцільність їх застосування при ГПМК. Найбільш активна сполука з лабораторним шифром МТ-279 являє інтерес для поглибленого вивчення на предмет створення на її основі нового вітчизняного церебропротектора, конкурентоспроможного з мексидолом, вінпоцетином та пірацетамом. 

Результати дослідження впроваджено в навчальний процес кафедри фармакології Буковинського державного медичного університету, кафедри фармакології і клінічної фармакології ДЗ «Дніпропетровської медичної академії МОЗ України», кафедри фармакології з клінічною фармакологією ДВНЗ «Тернопільського державного медичного університету імені І.Я. Горбачевського МОЗ України», кафедри фармакології Національного фармацевтичного університету, кафедри фармакології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця, кафедри загальної та клінічної фармакології Одеського національного медичного університету, кафедри патологічної фізіології Вінницького національного медичного університету імені М. І. Пирогова.
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РОЗДІЛ 1

СУЧАСНІ ПІДХОДИ ДО ФАРМАКОТЕРАПІЇ ПОРУШЕННЯ МОЗКОВОГО КРОВООБІГУ ТА ШЛЯХИ ЇЇ ОПТИМІЗАЦІЇ 

(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
1.1 Сучасні погляди на патогенез гострого порушення мозкового кровотоку

Згідно сучасних уявлень, гостре порушення мозкового кровообігу (ГПМК) слід розглядати, як стан, коли рівень церебральної перфузії не відповідає метаболічним потребам мозку [90,112]. При цьому функціонально-органічний дефект, який виникає після відновлення перфузійно-метаболічного балансу мозку, класифікується, як інсульт (stroke) [64, 232].

Зниження перфузійного тиску, яке відбувається внаслідок оклюзії церебральної судини, а також за рахунок розладів центральної гемодинаміки, є тригерним фактором для запуску ауторегуляторних механізмів, дія яких направлена на збільшення об’єму церебральної фракції крові [74]. На перших етапах судинно-мозкової катастрофи збільшення кровопостачання головного мозку досягається шляхом вазодилатації. В подальшому, за умови відсутності реканалізації інфаркт-залежної судини життєздатність нейронів може підтримуватись на мінімальному рівні за умови стовідсоткової елімінації із крові кисню, поряд із паралельним зменшенням метаболічних затрат [170]. Саме за рахунок функціонування ауторегуляторних механізмів навколо ядра ішемічного вогнища, де нейрони зазнали дегенеративно-дистрофічних змін у перші хвилини ішемії, йде формування ділянки ішемічної напівтіні (пенумбри). Ця ділянка являє собою динамічну зону гіпоперфузії навколо некротизованих нейронів із виснаженим резервом ауторегуляції, захисним пригніченям метаболізму, нейрони якої спроможні повністю відновити свій морфо-функціональний стан при реперфузії затромбованої судини у перші 3 години [43]. За своїм конституційним складом ішемічна напівтінь неоднорідна. В ній можна окремо виділити (перш за все, за рівнем ауторегуляції нейронів та ступенем зниження в них метаболічних процесів) зони порушенної перфузії та дифузії, зону олігемії, а також ділянку некрозу, яка безпосередньо прилягає до ядра інсульту і за рахунок якої воно збільшує свій об’єм [197].

Головним преддиктором, що вказує на виснаження компенсаторних ауторегуляторних можливостей нейронів, є гіпергліколіз [12, 332]. Цей процес супроводжується надмірним накопиченням лактату, що поряд із паралельним виснаженням запасів АТФ та порушенням діяльності АТФ-залежного трансмембранного іонного транспорту іонів є підґрунтям для розвитку мітохондріальної дисфункції, окисної модифікації білків (ОМБ) і нуклеїнових кислот, прекисного окислення ліпідів (ПОЛ) та метаболічного ацидозу [159,270,323].Усі вищеперераховані події є тригерними факторами до надмірного накопичення внутрішньоклітинного Са2+ - головного вторинного месенджера багатьох метаболічних процесів в клітині [26,268]. 

Основним шляхом потрапляння Са++ в клітину є агоніст-залежні Са++ канали, які регулюються рецепторами, що активуються аміноацидергічними нейротрансмітерами – глутаматом та аспартатом [275, 359]. Внаслідок збільшення у міжсинаптичній щілині концентрації аспартату та глутамату (глутаматна ексайтотоксичність) відбувається перезбудження ізотропних глутаматних рецепторів: N-метил-D-аспартат (NMDA), α-аміно-3-гідрокси-5-метил-4-ізоксазол-пропіонової кислоти (АМРА), каінової кислоти (К) і α-2-аміно-4-фосфорномасляної кислоти (L-АР4) [290,287]. Найбільш важливу роль у загибелі нейрону відіграють NMDA-рецептори. NMDA-рецептори представляють собою ансамбль, який складається з двох субодиниць. Кожна із них представлена рядом ізоформ, які виникають в результаті альтернативного сплайсингу. Різні комбінації формують рецептори, які відрізняються за профілем та чутливістю до іонів магнію. Іонний канал, утворений субодиницями, високопроникний для іонів K+, Na+ та Са++ та заблокований іоном Mg++  потенціалзалежним способом [296, 231, 288]. Деполяризація постсинаптичної мембрани, яка викликана активацією інших глутаматних іонотропних рецепторів, ліквідує магнієвий блок і приводить до відкриття каналу. В результаті цього відбувається збільшення концентрації кальцію в клітинах та накопичення іонів калію у позаклітинному просторі [257, 253].

Глутаматна ексайтотоксичність, поряд із оксидативним стресом, спричиняє розвиток нітрозуючого стресу та формує дисбаланс в системі NО, що сприяє наростанню явища ендотеліальної дисфункції (ЕД). ЕД сама по собі є преддиктором розвитку гострої судинної катастрофи [35]. При цьому, в умовах ішемії, функціонування вже патологічно зміненого ендотелію ще більш погіршується, що призводить до зменшення концентрації релаксуючого фактору (NО) і, як наслідок, погіршення мікроциркуляції в зоні пенумбри [327]. Вченими було встановлено, що NО утворюється із L-аргініну за участю ферменту NО-синтази (NОS), причому, якщо в клітинах-мішенях існує дефіцит її субстрату - L-аргініну, відбувається паралельне утворення супероксид та гидроксил радикалів [316]. При взаємодії супероксид-радикалу та NО утворюється більш агресивна молекула – пероксинітрит (ОNОО-), яка викликає пошкодження біомолекул. Безпосередня участь NО та ОNОО- в патогенезі нейродегенеративних захворювань на сьогоднішній день вважається доведеною [290,291]. Однак у ході останніх дослідженьз’ясувалось, що за своєю природою і властивостямиNОS неоднорідна, і можна виділити 3 окремі підтипи [261, 36].NОS 1-го типу – нейрональна (NОS-1), експресується в нервовій тканині. Це конституціональний фермент, активність якого модулюється внутрішньоклітинним рівнем іонів Са++  бере участь в механізмах пам’яті, координації між нервовою активністю та судинним тонусом. Гіперпродукція NОS-1 чинить цитотоксичний вплив на нейрони, сприяє інгібуванню мітохондріального дихання та є фактором ініціації апоптозу. Подібну цитотоксичну дію чинить NОS-2, утворюється в макрофагах, ендотеліоцитах, міозитах та кардіоміоцитах, однак, на відміну від NОS-1, її активація не залежить від внутрішньоклітинного рівня Са++. Третій тип NОS -ендотеліальний мембранозв’язуючий фермент, концентрація якого лімітується рівнем в клітинах іонів Са++. При активації цього ферменту в ендотелії відбувається синтез фізіологічних рівнів NО, що призводить до релаксації гладких міозитів. Вазопротекторні функції NО, окрім участі в вазорегуляції, полягають у модулюючому впливі у вивільнені вазоактивних медіаторів, пригніченні адгезії лейкоцитів до судинної стінки [308]. Крім того, NО інгібує експресію прозапальних генів судинної стінки, зокрема, транскрипційного фактору NF-kB [153]. Важлива участь NО в пригніченні активації, секреторних функцій, адгезії та агрегації тромбоцитів шляхом підвищення в них рівня ц-ГМФ [7].

Регуляція тонусу судин мікроциркуляторного русла, окрім системи NО, забезпечується функціонуванням констрикторних агентів, наприклад ендотелінів [322, 39]. В головному мозку важливе значення належить ендотелінам 1 та 3. В низьких концентраціях ендотелін-1 має вазодилатуючий ефект, а в високих викликає вазоконстрикцію артерій та вен шляхом активації Са++- каналів, викликає проліферацію гладеньких міозитів та фібробластів судинної стінки, бере участь в процесі програмованої клітинної смерті – апоптозі. Фізіологічним антагоністом синтезу ендотеліну-1 є NО, з іншого боку, відсутність вазоконстриктотного ефекта ендотеліну-1 є стимулюючим фактором продукції NО. В ряді досліджень було встановлено тісний позитивний кореляційний зв'язок між ендотеліном-1 та маркерами метаболізму NО (нітрити/нітрати) [159,327].

Взагалі, важко дати однозначну відповідь про позитивну чи негативну дію NО на нейрони в умовах ішемії, оскільки ця сполука є ендогенним регуляторним фактором і бере участь у великій кількості різних життєво важливих реакцій, які, в свою чергу, в екстремальних для організму умовах можуть як потенціювати той чи інший патологічний процес, так і нівелювати його [162]. Якщо узагальнити  подвійний характер дії NО в умовах ішемічного ураження нейронів, виявляється, що можна зробити висновок: надлишкова активація індуцибельної NО-синтази збільшує ступінь пошкодження клітин мозку, а активація ендотеліальної ізоформи цього ферменту попереджає їх загибель [164, 244].

Багато науковців значну увагу у патогенезі розвитку інсульту приділяють функціонуваннюоксидантно-антиоксидантноїсистеми [34, 170]. Однак, однобічне тлумачення, що продукція вільних радикалів призводить виключнодо негативних наслідків, є суперечливим та не відображає дійсності [60, 99,11]. Протягом тривалого часу цілком обґрунтованим та безпечним вважалось призначення хворим із ГПМК препаратів, які б були спроможні нейтралізувати вільні радикали та зменшувати їх утворення [174, 49, 137]. У ході останніх досліджень було відкритеявище пре- та посткондиціювання, яке полягає у підвищенні стійкості головного мозку до постреперфузійних пошкоджень. Формуванняцього феномену відбувається завдяки попередній дії ішемічного чинника (прекондиціювання), або чергування циклів короткочасної ішемії та реперфузії (посткондиціювання) [226, 243, 70]. У багатьох роботах переконливо доведено, що призначення антиоксидантів повністю або в значній мірі нівелює нейропротекторні ефекти, які б мали розвиватись у ході пре- та посткондиціювання [176, 178, 305, 166]. Це явище пояснюється тим, що вільні радикали, які утворюються в процесі «навчання», активують власну оксидантну систему, а будучи за принципом зворотнього зв’язку заблокованими екзогенним введенням антиоксидантів, не виконують свою активуючу роль, внаслідок чого клітина залишається непідготовленою до тривалої ішемії-реперфузії [4, 54, 195, 196, 197].

Аналізуючи ці дані, можна зробити висновок, що тільки збалансоване функціонування оксидантно-антиоксидантної системи, яке сприяє своєчасній інактивації надлишкової кількості вільних радикалів, дозволяє перешкоджати лавиноподібному неконтрольованому наростанню оксидативного стресу і зберегти ту тонку грань, що відділяє нормальний гомеостаз клітини від індукції нейроапоптозу або некрозу.

Наведені дані не суперечать думці багатьох вчених про те, що у будь-якому випадку розвиток оксидативного стресу супроводжується виникненням системної та локальної запальної реакції, активації білків гострої фази [11, 75, 153, 295]. Ведуча роль у розвитку запальної відповіді на вплив ішемічного чинника належить чотирьом медіаторним системам, а саме загортальній, калікреїн-кініновій, плазміновій та комплементній [153, 169]. При їх активації відбувається дегрануляція базофілів, збільшення проникності та просвіту судинної стінки, підвищення активності фагоцитуючих макрофагів та нейтрофілів. Вищеперераховані клітини виділять кислі та нейтральні лізосомальні протеази, котрі відіграють суттєву роль у наступній альтерації нейронів за рахунок протеолітичної активації медіаторів. Медіатори (інтерлейкіни 1 та 6, простагландини,кініни, гістамін, серотонін), потрапляючи в кровоток сприяють виникненню системних запальних реакцій [59,157]. В головному мозку індукція запальних процесів відбувається головним чином в клітинах нейроглії [71, 75]. У відповідь на дію інтерлейкіну-1 астроцити здатні синтезувати туморознонекротичний фактор (TNF-a), який проявляє виразні нейротоксичні властивості, що обумовлює вторинне (постішемічне) ураження нейронів [150]. Гіперекспресія циклооксигенази (ЦОГ), а саме її другої ізоформи (ЦОГ-2), відбувається на тлі впливу ішемічного чинника і опосередкується глутаматною ексайтотоксичністю та активацією фосфоліпази А2. Остання є одним із ключових ферментів, що відповідають за розвиток запальних реакцій в ЦНС, оскільки вона може індукуватись не тільки в нейронах, а й в макрофагах та ендотеліоцитах [218]. Процес перетворення арахідонової кислоти до простагландинів та тромбоксану супроводжується надмірним накопиченням вільних радикалів та додатковим пошкодженям мембран клітин. На противагу зазначеним патологічним процесам, в нейронах відбувається паралельне утворення білків гострої фази (БГФ), які є інгібіторами та дезактиваторами тих ферментів, котрі вивільняються при деструкції незворотньо ушкоджених клітин. Виділяють декілька типів БГФ, а саме: білки інгібітори, імунорегулятори, репаратори та резорбатори. Збільшення вмісту цих білків у крові є індикатором гострофазвої запальної відповіді, причому її амплітуда напряму залежить від величини ішемічного вогнища. Ступінь набряку головного мозку значно впливає на важкість протікання інсульту [70]. Розрізняють три етапи у формуванні набряку головного мозку: вазогенний, інтерстиціальний та цитотоксичний. Розвиток та наростання двох останніх в значній мірі залежить від інтенсивності місцевих запальних реакцій. В ішемічному осередку мозкової тканини з початком розпаду клітинних мембранвідбувається пошкодження гематоенцефалічного бар’єру, що може провокувати появу мікрокрововиливів в оточуючі тканини та трансформацію ішемічного інсульту в геморагічний, що різко погіршує прогноз для хворого [223, 332].

Таким чином, у патогенезі ішемічного інсульту значення мають імунні механізми (автоімунна агресія) та локальні запальні реакції за участю цитокінів. Зазначені процеси в підсумку є вирішальними, який процес клітинної смерті буде переважати в ішемічному осередку – некроз чи апоптоз [8, 185,189, 206]. З’ясування питання, який вид клітинної смерті нейронів переважає у ході розвитку гострої церебральної ішемії, має важливе теоретичне та практичне значення, оскільки дозволить розробити нові методи патогенетичної терапії ГПМК [330]. Ще не так давно вчені були одностайні у думці, що в умовах інсульту нейроцити некротизуються. І тільки пізніше з’ясувалось, що поряд із незапрограмованою загибеллю клітин (некрозом), існує ще й запрограмована – апоптоз та аутофагічна смерть [55, 230]. Сумарний внесок кожного з цих видів клітинної смерті у загальну масу деструктивно змінених нейронів ішемізованої ділянки на сьогодні є досить складною задачею. За різними даними, кількість апоптотичних клітин у вогнищі ішемії може складати від 0,25 до 35 % [90, 152]. Дискусійним залишається питання, який вид загибелі клітин є найбільш оптимальним -апоптоз чи онкоз. До останнього часу основним напрямком цитопротекції вважалась розробка та клінічне застосування препаратів, які здатні попереджати  та гальмувати явища апоптозу [328]. Попередження цього різновиду клітинної смерті в більшості випадків розглядалось позитивно, оскільки при дії альтернуючого агента збільшується кількість апоптичних клітин [161]. Однак доведено: якщо клітина втрачає можливість загинути апоптотично - це є пусковим сигналом  для початку процесу некрозу [330]. Встановлено, що некроз являє собою некерований, хаотичний процес деструкції клітин внаслідок порушення енергозабезпечення нейронів, порушення роботи іонних насосів, генерації мітохондріями великої кількості вільних радикалів з подальшим  руйнуванням цитоплазматичних мембран та мембран органел [197, 262]. Пошкодження десмосом та наявність простору щілин між окремими нейроцитами дозволяє вільним радикалам та вторинним месенджерам вільно розповсюджуватись та вражати неушкоджені клітини, сприяючи тим самим збільшенню вогнища ураження [18, 20, 197, 218]. Отже, апоптотична загибель клітин не супроводжуєтьсярозвитком запальних реакцій. Нейроапоптоз в зоні ішемії є найбільш оптимальним та впорядкованим процесом припинення життєдіяльності деструктивно змінених нейронів, при якому стабілізуються клітинні мембрани, вміст клітин утилізується шляхом утворення апоптотичних тілець та їх фагоцитозу без розвитку хаотичної неконтрольованої запальної реакції [321]. Гальмування ранніх механізмів нейроапоптозу в тих ділянках пенумбри, де пітримується мінімальне кровопостачання, є одним із можливих шляхів збереження їх подальшої життєздатності, оскільки апоптоз (до певного часу), на відміну від некрозу, є потенційно оборотнім процесом.Саме це дає підстави вченим вважати цей різновид клітинної смерті більш прогностично сприятливим для органа в цілому. 

В залежності від місця дії фактора, який ініціює розвиток апопотозу, основні механізми його розвитку можна розділити на мембранні, мітохондріальні та ядерні. За даними літератури, в умовах ішеміко-гіпоксичного ураження нервової тканини важливими є саме два останні механізми [195]. Всередині мітохондрій є ряд білків (цитохром с, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, ендонуклеаза G та ін.), потрапляння яких в цитоплазму ініціює початок апоптозу [178, 226, 317, 318]. Для попередження необґрунтованого запуску мітохондріального апоптозу існує система білків, які контролюють вихід з мітохондрій проапоптичних факторів [29, 333]. Ця система представлена білками сімейства bcl-2. Серед них існують білки з діаметрально протилежними властивостями – антиапоптотичні та проапоптотичні. Від динамічної рівноваги цієї системи і залежить доля клітини [90, 101, 317]. Гіпоксія, метаболічний ацидоз, розвиток процесів ПОЛ та ОМБ веде до утворення «мітохондріальної пори», через яку в цитоплазму виходять прапоптотичні фактори, у тому числі і цитохром с. В умовах оксидативного стресу проходять процеси окислення не тільки ліпідів і білкових структур, при різкому зниженні активності антиоксидантної системи вільні радикали здатні пошкоджувати генетичний матеріал, що є тригерним фактором для включення ядерних механізмів апоптозу. Значна роль при цьому відводиться білку р53, який активується у відповідь на пошкодження дезоксирибонуклеїнової кислоти (ДНК), і, у свою чергу, активує синтез проапоптотичних факторів [95, 140, 317]. У реалізації механізмів апоптозу беруть участь протеолітичні ферменти, особливо протеїнази, а саме каспази, гранзими, кальпаїни та різні лізосомальні ферменти, шляхом їх активації відбувається ініціація апоптозу переважно за мембранним, мітохондріальним чи ядерним механізмом [18, 221, 236, 255, 326]. Останнім часом увагу вчених привернули оксидоредуктази як регулятори апоптозу [95]. Робота окисно-відновлювальних ферментів з метою енергозабезпечення клітини є основним фактором, який перешкоджає загибелі клітини шляхом апоптозу. Однакза певних умов самі оксидоредуктази стають сильними індукторами цього процесу, саме тому, роль різних оксидоредуктаз в реалізації апоптотичного феномену неоднозначна [65; 106]. При порушенні кисневого забезпечення нейронів в мітохондріях цитохром с втрачає свій зв'язок з мітохондріальним протеїном. Інший мітохондріальний білок, який відноситься до оксидоредуктаз і транслокується в цитоплазму клітини, називається апоптозіндукуючим фактором (АІF). Обидва білки є проапоптотичними. Роль ксантиноксидази як одного із найбільших імпортерів вільних радикалів в клітині є ведучою, особливо при її низькій концентрації. Концентрація цього фермента в межах 0,025 Од/мл призводить до вивільнення цитохрома с, активації каспаз та фрагментації ДНК. Збільшення вмісту в клітині ксантиноксидази ініціює її загибель по типу онкозу [101, 330]. До оксидоредуктаз із вираженими протиапоптотичними властивостями слід віднести гемоксигенази – групу ферментів, що каталізує перетворення гема в білірубін, яке супроводжується виділенням заліза та монооксиду вуглецю (СО) [129, 333]. СО, подібно до NО, бере активну участь у розвитку процесів апоптозу, а гемоксигенази моделюють цей процес. Доведено, що, по-перше, індуцибельна гемоксигеназа гальмує розвиток апоптозу шляхом активації гуанілатциклази, що призводить до підвищення рівня циклічного гуанілатмонофосфату (цГМФ) [14]. А, по-друге,  гемоксигеназа є білком теплового шока  (HSP-32), експресія якого збільшується під дією проапоптичного фактору – пероксинітриту (ОNОО-) [29, 175]. Як було вказано вище, ОNОО- утворюється з оксиду азота (ІІ) і представляє собою одного із найсильніших ендогенних окисників. Монометил-L-аргінін як інгібітор синтезу  NО перешкоджає розвитку апоптозу, а нітропрусид натрію – навпаки. Проте останнім часом думка науковців стосовно того, що NО є стовідсотково проаптотичним фактором, змінилась [142, 154, 323]. В ході чисельних досліджень було доведено, що порівняно незначні дози оксиду азоту, навпаки, перешкоджають загибелі клітин [23, 179]. Можливим механізмом цього явища може бути те, що NО пригнічує активність каспаз, підсилює синтез цГМФ, спричиняючи тим самим зменшення внутрішньоклітинного рівня Са2+ та індукуючи синтез білків теплового шоку [330].

Таким чином, в умовах ішемічного ураження нейронів виявляється подвійний характер дії NО: надлишкова активація індуцибельної NО-синтази збільшує ступінь пошкодження клітин мозку, а активація ендотеліальної ізоформи цього ферменту попереджає їх загибель [64]. Взагалі, важко дати однозначну відповідь про позитивну чи негативну дію NО на нейрони в умовах ішемії, оскільки ця сполука є ендогенним регуляторним факторомі бере участь у великій кількості різних життєво важливих реакцій, які, в свою чергу, в екстремальних для організму умовах можуть як потенціювати той чи інший патологічний процес, так і нівелювати його.

Таким чином, можна зробити висновок, що вибіркове попередження програмованих шляхів клітинної смерті в умовах ГПМК, на нашу думку, є тупиковим напрямком цитопротекції, перспективним є пошук лікарських засобів, своєчасне призначення яких дасть змогу  керовано впливати на обидва шляхи клітинної смерті,  змінюючи морфологічний вид їх загибелі, переключаючи некротичний тип на більш «м’який» апоптотичний в зоні ішемії, при цьомузменшуючи роль останнього в ділянці ішемічної напівтіні [176].
1.2. Раціональна нейропротекція як один з пріоритетних напрямків лікування гострого порушення мозкового кровотоку.

Тактика етіотропного лікування гострого порушення мозкового кровотоку за ішемічним типом передбачає вплив на різні ланки патофізіологічного процесу [54, 71, 112, 115, 145] і включає, по-перше, реканалізацію пошкодженої судини або відновлення адекватної перфузії ішемізованої тканини мозку в межах терапевтичного вікна в разі ішемічного інсульту та нормалізацію гемостазу, спрямовану на зменшення гематоми у пацієнтів з ГПМК за геморагічним типом. Неспецифічна медикаментозна цитопротекція спрямована на захист нейронів від пошкоджуючої дії ішемії або геморагії [8, 144]. Своєчасне проведення нейропротекції здатне призупиняти пошкодження нейронів в зоні пенумбри, покращити її кровопостачання та енергозабезпечення, сприяючи тим самим розширенню рамок «терапевтичного вікна» [72, 193]. 

Згідно з останніми рекомендаціями по веденню хворих з ішемічним інсультом [120, 213, 215], основною мішенню терапії є розрив ланцюга ішемічного каскаду, при чому на кожному етапі останнього можна проводити фармакологічну корекцію. Кількість некротизованих нейронів внаслідок патологічно індукованого апоптозу або некрозу, віддалені наслідки, прямо корелюють зі строками, на яких почався фармакологічний вплив на ішемічній каскад. Доведено прямий зв’язок між терміном, на якому переривається каскад, та ефективністю терапії [182, 184, 214, 300]. Сьогодні виділяють два основні напрямки патогенетичної терапії гострих порушень мозкового кровообігу:

За даними літератури [179, 192, 299, 315], розрізняють первинну та вторинну нейропротекцію.

Основною метою первинної є посилення аеробного окиснення, метаболізму глюкози, переривання чи зменшення вираженості динамічних ранніх патобіохімічних реакцій глутаматно-кальцієвої екзайтотоксичності у межах 6-годинного терапевтичного вікна. Її слід починати з перших хвилин ішемії і продовжувати протягом 3-х діб;

Метою вторинної нейропротекції являється корекця віддалених наслідків цереброваскулярної трагедії: відновлення цілісності та функції енергозалежних клітинних мембран, відновлення рівня АТФ, усунення мітохондріальної дисфункції, інгібіцію перекисного окиснення ліпідів, попередження прогресування оксидантного стресу нейронів, блокаду дії прозапальних цитокінів, молекул клітинної адгезії, посилення трофічного забезпечення, нейрогенезу, переривання апоптозу. Вона може бути розпочата через 3-6 год після розвитку судинно-мозкової катастрофи і тривати до 7-10 діб.
Згідно з рекомендаціями уніфікованого клінічного протоколу для хворих з гострим порушенням мозкового кровотоку за ішемічним типом єдиним медикаментозним заходом, ефективність якого доведена, є тромболізис [69, 270, 271]. Саме тому першочерговим заходом в лікуванні інфаркту мозку належить тромболізису. Враховуючи той факт, що ні один захід не спроможний відновити некротизовані нейрони, а своєчасне відновлення кровопостачання в рамках „терапевтичного вікна” дає можливість попередити загибель і в майбутньому відновити активність значної частини життєздатних клітин, що в свою чергу є свідченням зменшення інфаркту та неврологічного дефіциту. Саме тому реканалізація має сильний прямий зв’язок при ішемічній катастрофі мозку [69, 71]. Обгрунтованість проведення реперфузії доведена за допомогою мультимодальної магнітно-резонансної томографії (МРТ), на основі якої розроблена модель дифузійно-перфузійної невідповідності. Класично вважалось, що зона порушення дифузії відповідає тканині інфарктного ядра, а зона порушення перфузії – зоні пенумбри. Проведені дослідження встановили, що до ділянки візуалізовуваних дифузійних порушень відноситься не тільки незворотньо змінена зона інфаркту, але й прилегла до неї зона ішемічної напівтіні, тому на даний момент під пенумброю розуміють не тільки зону невідповідності дифузії і перфузії, а і частину зони з порушенням дифузії. Виходячи з цього положення, при відновленні адекватної перфузії клінічне поліпшення можна очікувати навіть при відсутності на МРТ візуалізовуваної зони дифузійно-перфузійної невідповідності [154, 247]. Основну роль у проведенні тромболізису відіграють саме фібриноселективні тромболітики, рекомбінантний тканинний активатор плазміногену (rt-PA), актилізе (альтеплаза) [198, 317]. Переваги проведення тромболізису максимальні в перші 90 хвилин та не викликають сумнівів у проміжку 0-180 хв., але не зберігаються після 6 годин [199]. Таким чином, реперфузія при гострій фокальній ішемії мозку найбільш ефективна з перших хвилин розвитку інсульту у межах 4,5 годин, в подальшому при її застосуванні значно зростає ризик не тільки реперфузійного пошкодження, але й геморагічних ускладнень [316]. Ефективність реперфузії у другій половині 6-ти годинного інтервалу зменшується, але це не супроводжується підвищенням ризику внутрішньомозкового або субарахноїдального крововиливу [317]. На жаль, ефективне використання терапевтичної реперфузії обмежують не тільки жорсткі часові рамки. Для безпечного тромболізису необхідна візуалізація характеру інсульту при комп’ютерній томографії (КТ) чи МРТ головного мозку [202]. Враховуючи складність діагностики та проведення тромболізису, стає очевидним, що успішна реперфузія можлива у небагатьох випадках і лише у великих спеціалізованих клініках [319, 145]. Крім того, тромболізис має ряд абсолютних протипоказів, а саме: підозра на геморагічний інсульт, пухлини та абсцеси мозку, аневризма, велика площа інфаркту мозку, черепно-мозкова травма чи інсульт впродовж останніх трьох місяців, значне підвищення систолічного тиску вище 185 мм рт. ст., або діастолічного вище 120 мм рт. ст., бактеріальний ендокардит, гіпокоагуляція на фоні застосування антикоагулянтів [194, 213]. У ході розвитку ішемічного інсульту відбувається виснаження адаптаційної системи гемостазу, що призводить до зниження концентрації природних антикоагулянтів, тому все більше уваги приділяють призначенню антикоагулянтів, особливо, якщо планується проведення тромболізису [217]. Припущення, що застосування гепарину при ішемічному інсульті виявиться ефективним, не підтвердились: міжнародні дослідження (International Stroke Trial Collaborative Group) показали, що при лікуванні гепарином ризик розвитку субарахноїдальних крововиливів та крововиливів у мозок перевищує позитивний ефект терапії. Лише субгруповий аналіз довів можливість застосування гепарину в гострий період атеротромботичного інсульту. Гепарин призначають впродовж перших 3-5 діб у добовій дозі до 10-15 тис. ОД під контролем часу згортання крові по Лі-Уайту [214]. Окрім геморагічних ускладнень також можливий розвиток тромбоцитопенії та парадоксальної тромбемболії [131]. Рандомізоване подвійне сліпе плацебо-контрольоване дослідження встановило, що застосування еноксипарину (низькомолекулярного гепарину) у дозі 0,5 мг/кг кожні 12 годин, протягом 10 діб знижує 30-ти денну та 6-ти місячну летальність та показники інвалідизації [45, 78, 86]. Поряд із застосуванням антикоагулянтів при ГПМК показано застосування антиагрегантів [210]. Порівняльна оцінка впливу різних антиагрегантів на показник летальності при ГПМК у гострий період показав високу ефективність аспірину, тікліду, плавіксу, пентоксифіліну та курантілу, які  покращують реологічні властивості крові та процеси мікроциркуляції [273, 293].

Для пацієнтів, яким з певних причин не вдалось провести реканалізацію ушкодженої судини, застосовують нейропротектори. Серед сучасних нейропротекторів можна виділити наступні групи лікарських засобів [175, 196]:
1. Похідні піролідину-2 (циклічний ГАМК, рацетами): пірацетам, небрацетам, ізацетам, нефірацетам, детирацетам, етирацетам, анірацетам, оксирацетам, прамірацетам, діпрацетам, фенотропіл та ін.

-аміномасляна кислота): аміналон, гаммалон, нікотиноіл-ГАМК (пікамілон), фенібут (ноофен).(2. ГАМК (оксимасляна кислота)
2. Антагоністи кальцію (німодипін, цинаризин та ін.).

4. ГОПК (гопантенова кислота): кальцію гомопантотенат, пантогам.

5. Вітамін В6(піридоксин): піритинол (енцефабол), піридитол, енербол, піритиоксин.

6. Аміно оцтова кислота: гліцин.

7. Хлорфенокси оцтова кислота: меклофеноксат, деанол.

8. Триптамін (N-ацетил-5-этокситриптамин): мелатонін (мелаксен, мелапур, мелатон).

9. Нейропептидиі нейротрофічні церебропротектори: цереброкурин, цераксон, кортексін, семакс, вазопресин, церебролізин, солкосерил, синактен депо, церебролецитин, липоцеребрин.

10. Дипептиди: ноопепт (етиловий ефір N-фенілацетил-L-пролілгліцин).

11. Алкалоїди барвінка: кавінтон (вінпоцетин), вінкапан.

12. Препарати рослинного походження: екстракт гінгко білоба (EGb761), лимонника китайського, жень-шень, мемоплант, білобіл.

13. Комбіновані препарати: тіоцетам, діапірам, бінотропіл, апік, олатропіл, ороцетам, фезам, юкалін.
14. Активатори метаболізму мозку (мілдронат, фосфатидилсерин, ксантинові похідні пентоксифіліну та ін.).

15. Антиоксиданти (мексидол, тирилазид, ебселен, тіотріазолін, емоксипін та ін.).

У патофізіологічному каскаді від моменту дії етіологічного чинника до некротичної загибелі клітин існує безліч точок для ефективного фармакологічного втручання [169]: 
· боротьба з вторинним вазоспазмом і пошкоджуючою дією гіперкальціємії;

· зниження утворення вільних радикалів; 

· використання антагоністів збуджувальних амінокислот (глутамату); 

· використання препаратів нейротрофічної дії; 

· вплив на гліальні клітини і блокада локальної запальної реакції на рівні ЦНС; 

· профілактика розвитку нейроапоптозу. 

Отже, враховуючи механізм розвитку патологічного процесу при ГПМК за ішемічним типом, який розпочинається з компенсаторного вазоспазму і збільшення кількості іонів Са2+, для боротьби з ішемією мозку вже протягом багатьох років використовують антагоністи кальцію, механізм дії яких полягає в пригніченні скоротливої здатності клітин гладенької мускулатури мозкових артерій [180, 198, 210], викликаючи вазодилятацію і покращення доставки кисню в зону ішемії. Водночаспрепарати даної групи здатні усувати явища гіперкальціємії в вогнищі ішемії, тим самим виконуючи церебропротекторну дію. Саме завдяки даній фармакологічній властивості препарати даної групи можна віднести як до первинних, так і до вторинних нейропротекторів. Одним з найбільш часто вживаних в неврологічній практиці препаратів даної групи являється німодипін, який здатний покращувати мозковий кровотік [290, 296]. В багатоцентрових дослідженнях німодипіну – препарату, дія якого пов’язана з селективною дилатацією судин головного мозку,  встановлено, що його застосування знижує показники смертності та інвалідизації у пацієнтів з ГПМК з 33% до 20% [147]. Дослідники вважають, що ефект при лікуванні німодипіном зумовлений не лише вазодилатацією, але й зменшенням явищ  глутаматної ексайтотоксичності за рахунок блокади Са2+ каналів [148]. З літературних даних відомо, що похідним дигідропиридину (до яких належить німодипін), притаманна антирадикальна активність, здатність гальмувати процеси ПОЛ [188].
Однак, незважаючи на велику кількість позитивних властивостей препарату, дигідропіридину притаманні й значні побічні ефекти у вигляді периферичних набряків, флебітів, диспепсій, гіпотонії, вираженої гіперемії обличчя. Протипоказом до призначення препаратів з групи антагоністів Са2+ каналів являється набряк головного мозку, підвищений внутрішньочерепний тиск, нестабільна стенокардія [189, 196]. За даними Кокранівського огляду, застосування блокаторів кальцієвих каналів виправдане лише при геморагічному  інсульті [228].

Досить широко в якості церебропротекторних засобів при порушенні мозкового кровотоку використовуються і інші засоби з вазодилятуючими властивостями: вінпоцетин, еуфілін, пентоксифілін, ніцерголін, ксантинолу нікотинат, та ін. [186, 228,189]. В останні роки багато уваги дослідники приділяли алкалоїду барвінка - вінпоцетину, якому властивий виразний нейропротективний ефект при різних формах порушень мозкового кровотоку [186, 188, 305]. Вінпоцетину властиві наступні механізми дії [313, 318]: селективне покращення мозкового кровообігу та споживання кисню без значного впливу на параметри системної гемодинаміки; інгібування агрегації тромбоцитів та покращення реологічних властивостей крові, підвищення стійкості головного мозку до гіпоксії та ішемії; протисудомна дія; пригнічення утворення фосфодіестераза.

Однак вінпоцетин не завжди достатньо ефективний, особливо у пацієнтів похилого віку з супутнім хронічним порушенням мозкового кровотоку, яке вимагає значної корекції в дозуванні вінпоцетину та використання препаратів інших груп. Одним із обмежень до застосування вінпоцетину є спроможність препарату зменшувати ударний об’єм крові, тому його не слід призначати хворим з хронічною серцевою недостатністю, яка часто супроводжується зниженням показника фракції викиду [319].

Перспективним напрямком у первинній церебропротекції є використання препаратів, які здатні перешкоджати наростанню ексайдотоксичності за рахунок блокади NMDA-рецепторів (цизоліцин, декстрометорфон, декстрофон, церестат, селфотел) і інгібіторів пресинаптичного вивільнення глутамату [218]. Однак наявність виражених побічних ефектів суттєво утруднює клінічне використання препаратів цієї групи [169].

Дія цих препаратів спрямована на переривання швидких механізмів глутамат-кальцієвого каскаду з метою корекції дисбалансу збудливих і гальмівних нейротрансміттерних систем, активації природних гальмівних процесів [318]. Використання цих препаратів в експериментальних умовах достовірно скорочувало розміри інфарктних змін при фокальній ішемії мозку, підвищувало виживання тварин [160, 219]. Однак виявлення серйозних побічних ефектів (ажитація, сплутаність свідомості, дихальні порушення, нефротоксична дія, артеріальна гіпотонія та ін.) стали перепоною на шляху їх широко впровадження в клініку [119, 228, 284285]. Існують дані про ефективність препарату мемантин (неконкурентного антагоніста глутаматергічних NMDA-рецепторів) при експериментальному порушенні мозкового кровотоку, який попереджував летальність тварин та послаблював неврологічний дефіцит, покращував відтворення тесту УРПУ, послаблював емоційну напругу.
Серед антагоністів до NMDA-рецепторів своєю безпечністю та довготривалою історією клінічного застосування виділяється сульфат магнію. Відомо, що іони магнію блокують NMDA-асоційовані канали потенціал залежним способом. В експериментах було виявлено значне зменшення зони ішемії при використанні цього препарату, а у хворих з ішемічним інсультом застосування цього препарату у перші години покращувало клінічну картину перебігу інсульту.

В експерименті на щурах показаний нейропротекторний ефект магнію сульфату: його введення протягом 2 або 6 годин від емболізації правої середньомозкової артерії зменшувало об’єм мозкового інфаркту, а при введенні протягом 2 годин – покращувало виживання тварин. Препарати магнію показали свою безпечність і ефективність (зниження 30-денної летальності на 10 % і ранньої летальності на 5,7 %) при ішемічному інсульті [23, 212,].
Одним із патогенетичних чинників ушкодження нейронів головного мозку в умовах ГПМК є оксидативний стрес [251]. Тому одним із напрямків нейропротекції є використання антирадикальних препаратів, таких як токоферол (вітамін Е), аскорбінова кислота (вітамін С) [285]. Однак немає переконливих даних стосовно клінічної ефективності даної групи препаратів [295]. 

На сьогоднішній день в практичній медицині широко використовується тіотриазолін, якому притаманна виразна антиоксидантна активність. 

В теперішній час в арсеналі лікарів надійне місце зайняв вітчизняний антиоксидант тіотриазолін (3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат-морфоліній) [202, 249, 332]. В експериментальних умовах при моделюванні у тварин ГПМК призначеннятіотриазоліну зменшувало летальність тварин, поліпшувало обмінні процеси в мозку, збільшувало утворенняАТФ в аеробних умовах. 

Виразна церебропротективна активність відмічена у антиоксидантівемоксипіну і мексидолу (похідні оксипіридину – структурного аналогу вітаміну В6) [215, 288, 313]. Вказані похідні гальмують окисну модифікацію білка, підвищують активність СОД, каталази, глутатіонпероксидази і глутатіону відновленого, підвищують енергостимулюючі функції мітохондрій і синтез АТФ вішемізованому мозку [189, 260] Призначення мексидолу в перші 14 діб ГПМК зменшує рівень неврологічного дефіциту, зменшує когнітивний дефіцит, виявляє антидепресивну дію [335, 338]. 

Останнім часом увагу фармакологів і клініцистів приветаєтіольнийантиоксидантN-ацетилцистеін (N-АЦЦ), який є «пасткою» ONOO- й NO, пригнічує вироблення інтерлейкіну 1β (IL-1β), активність Н2О2-залежних р38-стрескіназ в астроцитах, захищає клітини від оксидативного стресу, володіє вираженою антитоксичною та імуномодулюючою діями, знешкоджує вільні радикали як шляхом прямої реакції з ними, так і внаслідок активації синтезу глутатіону [213].

Отже, клінічна ефективність антиоксидантів на даний момент встановлена, але має недостатню доказову базу. Вважається, що комбінація антиоксидантів з іншими церебропротекторами могла б бути кращим вибором, ніж монотерапія [219].

На сьогоднішній день широкого використання набув нейропротектор цераксон (цитиколін), застосування якого обґрунтовано численними багатоцентровими клінічними дослідженнями [286]. Цитиколін належить до нуклеотидів, відіграючи  важливу роль в клітинному метаболізмі. Він  являється проміжною сполукою в метаболічному циклі біосинтезу нейромедіатора ацетилхоліну і фосфатидилхоліну - фосфоліпіду мембран нейронів [222, 324]. Механізм нейропротекторної дії цераксону на різні клітинні та молекулярні ланки ушкодження тканини мозку полягає в: попередженні розвитку феномену глутаматної ексайтотоксичності за рахунок зменшення надлишкового вивільнення ексайтотоксинів, стимулює зворотнє внутрішньоклітинне захоплення нейромедіаторних амінокислот, тим самим знижуючи активність NMDA-, AMPA- нейрорецепторів; запобігає руйнуванню зовнішніх та інтрацелюлярних мембран, відновлює їх структурну цілісність, пластичність за рахунок стимуляції синтезу фосфатидилхоліну; активує енергетичні процеси в нейронах, відновлює активність Na+-K+-АТФази і рівень АТФ; інгібує продукцію вільних радикалів, активує систему внутрішньоклітинного антиоксидантного захисту; стимулює антиагрегантні властивості тромбоцитів; інгібує експресію білків, відповідальних за апоптоз [297]. Отже, нейропротекторні властивості цитиколіну забезпечуються нейрометаболічними, нейромедіаторними і нейротрофічними механізмами. Саме плейотропні ефекти препарату викликали велику зацікавленість дослідників при вивченні його ролі в нейропротекції [6].

Останнім часом все частіше зустрічається інформація про ефективність застосування нейропептидів при лікуванні васкулярної патології головного мозку [279]. Застосування їх в терапії інсульту дозволяє створити сприятливий фон для лікування, адже відомо, що дефіцит нейротрофічного забезпечення мозку відіграє важливу роль на всіх етапах патогенетичного каскаду, який активується при ішемії. Крім того, нейропептиди легко проникають через гемато-енцефалічний бар’єр і мають багатосторонній вплив на ЦНС, діючи уже в малих дозах [248]. Саме тому введення нейропептидів в комплекс лікування ішемічного інсульту є цілком доцільним і обґрунтованим. Одним із представників цього класу сполук є кортексин, який регулює співвідношення гальмівних та збуджуючих амінокислот, рівень серотоніну та дофаміну, володіє ГАМК-ергічний впливом, антиоксидантною активністю та здатністю відновлювати біоелектричну активність головного мозку [250]. Препарат покращує пам’ять та навчання, репаративні процеси у головному мозку. Окрім цього, кортексин володіє протизапальними властивостями: знижує аутоімунні процеси, підвищує рівень протизапальних (ФРН, інтерлейкін-10) і знижує рівень прозапальних (α-ФРН, інтерлейкін-1а) цитокінів, що, як відомо, є досить важливим фактором у зв’язку з накопиченими даними про роль запалення в процесі вторинного пошкодження мозкової тканини при ішемії, травмі і крововиливі [192].

Серед арсеналу препаратів, що володіють нейротрофічними властивостями, в клінічній практиці широко використовується і має гарну доказову базу церебролізин [189], який складається з суміші нейропептидів низької молекулярної маси і вільних амінокислот. Він активно проникає через гемато-енцефалічний бар’єр і імітує ефекти ендогенних нейротропних факторів. В дії церебролізину виділяють три взаємопов’язані та доповнюючі одна одну складові нейропротективної активності: метаболічну регуляцію, нейромодуляцію та нейротрофічну дію [89, 100]. Завдяки комплексу властивостей церебролізин підвищує виживання нейронів в умовах гіпоксії та ішемії та профілактує їх загибель, зокрема, за рахунок зменшення набряку мозку [170].

Ще одним перспективним нейротропним препаратом являється цереброкурин [313], який містить вільні амінокислоти, нейропептиди і низькомолекулярні продукти контрольованого протеолізу низькомолекулярних білків і пептидів ембріонів великої рогатої худоби. Нейропротекторні властивості препарату на тканини мозку включають його оптимізуючу дію на енергетичний обмін мозку і гомеостаз кальцію, стимуляцію внутрішньоклітинного синтезу білка, сповільнення процесів глутамат-кальцієвого каскаду і перекисного окиснення ліпідів. Разом з цим цереброкурин володіє виразними нейротрофічними ефектами: він спроможний підвищувати експресію гену транспортера глюкози (GLUT-1) через гематоенцефалічний бар’єр і тим самим збільшувати її транспорт до головного мозку в умовах експериментальної ішемії.

Ще одним напрямком церебропротекції є використання ноотропів (гліцин, пірацетам, ноофен, фенотропіл, пікамілон, олатропіл) [313,323]. Згідно визначення ВООЗ, ноотропи – це засоби, які мають пряму активуючу дію на навчання, покращують пам’ять і розумову діяльність, а також підвищують стійкість мозку до агресивного впливу гіпоксії, травм, інтоксикацій [241].

В механізмі церебропротективної дії більшості цих засобів присутня їх виражена метаболітотропна дія, позитивний вплив на біоенергетику нейрону, зниження продуктів оксидативного стресу, обмеження глутаматної «ексайтотоксичності» через позитивний вплив на ГАМК-ергічну систему та ін. [245].

Серед ноотропів найбільш розповсюдженим є пірацетам, який використовується як в експериментальній, так і в клінічній медицині. Він сприяє нормалізації структури і функції мембран ушкоджених нервових клітин, впливаючи тим самим як на синаптичну передачу, так і на мітохондрії нейронів. Захисна дія пірацетаму обумовлена, з одного боку, покращенням енергетичного метаболізму, оптимізацією процесів передачі інформації від нейронів через поліпшення нейротрансмісії. З другого боку, препарат стимулює мікроциркуляцію, покращує реологічні властивості крові, не викликаючи при цьому вазодилятуючого ефекту. Пірацетам покращує гемодинаміку ділянки ішемії мозку завдяки нормалізації мікрогемоциркуляції головного мозку, зменшуючи тим самим ступінь ішемії і профілактуючи загибель нейронів в ішемічній напівтіні (пенумбрі). Цінною властивістю пірацетаму є сприяння утилізації глюкози в умовах ішемії – основного споживного субстрату для головного мозку, а також  синтез АТФ, що усуває енергодефіцит в ділянці ішемії [209, 242].

Проте активність пірацетаму при ішемічному інсульті виявляється лише у досить високих дозах (4-12 г на добу) [181, 266, 291]. Крім того, Кокранівська група при проведенні метааналізу дійшла висновку про несприятливий вплив пірацетаму в найближчий період після інсульту. Також немає достатньої доказової бази для оцінки впливу пірацетаму на інвалідизацію [227].
Ще одним препаратом з групи ноотропних засобів є гліцин. За результатами численних досліджень встановлено, що ГАМК та гліцин є рівноцінними нейротрансміттерами, що забезпечують захисне гальмування в ЦНС, роль якого зростає в умовах підвищеного викиду глутамату [219]. Гліцин володіє також загальнометаболічною дією, зв’язуючи низькомолекулярні токсичні продукти (альдегіди, кетони), які утворюються в процесі ішемії, зменшує концентрацію продуктів оксидантного стресу [285]. В дослідах було показано, що його застосування знижує показник летальності та прискорює регрес неврологічного дефіциту при ішемічному інсульті [284].

Згідно літературних даних, ноотропи не мають вираженої захисної дії в гострий період інсульту (крім гліцину), а в деяких випадках, як, наприклад, пірацетам, спроможні посилювати нейродеструкцію за рахунок підсилення метаболічного ацидозу [315, 317]. 

Численними дослідженнями показано, що часто за загибель клітин при інсульті відповідальні процеси апоптозу, а не некрозу. Апоптоз може запускати пряму дію на геном клітини, глутамат, медіатори запалення, ішемію, кальцій, тобто всі ті чинники, які, як вже сказано, обумовлюють вторинне пошкодження ЦНС [318]. Серед найбільш вивчених факторів, здатних запускати в нейроні апоптичну програму, є оксид азоту – одна з ключових сигнальних молекул, що регулюють функції серцево-судинної, нервової і імунної систем організму [41, 305]. Отримані дані свідчать про зростання вмісту оксиду азоту в процесі деструкції нейрона при ішемії вже з перших хвилин, сягаючи максимуму на третю добу патологічного процесу. Участь оксиду азоту в пошкодженні нейрону має свою специфіку і визначається ізоформами NО-синтази, а також стадією і видом інсульту. Поглибленню знань механізмів цитотоксичності NO і загибелі клітин сприяє розширення уявлень про тіолдисульфідну систему. Інтермедіати тіолдисульфідної системи володіють транспортними властивостями по відношенню до оксиду азоту, підвищуючи його біодоступність, крім того, деякі тіоли: глутатіон, цистеїн, метіонін здатні значно обмежувати цитотоксичність NO, збільшуючи шанс нейрона вижити [16, 21, 218]. Проте нітрозуючий стрес, який розвивається в перші години ішемії, призводить до нітрозування тіолів, порушуючи тіолдисульфідну рівновагу білків мітохондрій. При відсутності корекції на даному етапі розвиваються оксидативний стрес, який ще більше порушує гомеостаз в тіолдисульфідній системі, стійка мітохондріальна дисфункція і запускається загибель клітин по типу некрозу. Враховуючи таку ситуацію, перспективним напрямком сучасної церебропротекції є фармакологічна регуляція співвідношення тіолдисульфідної системи та оксиду азоту нейрона. Для відновлення балансу між системами оксиду азоту і тіолдисульфідною деякі автори рекомендують поєднання нейрометаболіту цереброкурину і антиоксиданту тіотриазоліну [175]. Таке поєднання обумовлене особливостями їх механізму дії: цереброкурин модулює активність мітохондріальної NO-синтази, обмежуючи нітрозуючий стрес, і зменшує мітохондріальну дисфункцію, а тіотриазолін нормалізує тіолдисульфідну систему (містить в своїй структурі тіольні групи).
Підсумовуючи, можна сказати, що, не дивлячись на досягнення останніх років в області інтенсивної терапії, неврології і фармакології, на велику кількість препаратів з певною нейропротекторною активністю, летальність від ГПМК залишається вкрай високою. Складність лікування даної патології полягає в тому, що лише для дуже невеликої кількості втручань достовірно доведений вплив на результат захворювання і летальність [38, 64, 156]. Так, за даними різних авторів [125, 281], при ішемічному інсульті лікування, засноване на доказовій медицині, включає в себе наступні моменти: загальний моніторинг (контроль артеріального тиску, температури, рівня глікемії і іонного складу крові); специфічне лікування в гострій фазі (інтравенозний і інтраартеріальний тромболізис) та превентивну терапію (антикоагулянти, антитромбоцитарні препарати та хірургічне втручання на каротидних судинах). Що ж стосується засобів, які пропонуються в якості церебропротекторів, часто вони є досить активними in vitro і в експерименті на тваринах, але виявляються малоефективними при клінічних випробуваннях, часто їх застосування обумовлене лише переконанням лікарів, що дані препарати ефективні, при цьому вони не мають підтвердження в доказовій медицині [22, 221, 243, 260, 270]. Метааналіз міжнародних досліджень нейропротекції, проведений в Європі і США, виявив лише кілька препаратів (церебролізин, цитиколін, сірчанокисла магнезія і гліцин), які ефективні при ішемічному інсульті і відповідають критеріям доказової медицини, розробленими Кокранівською організацією [4, 116, 156, 231, 261]. Крім того, практично всім сучасним церебропротекторам притаманні різноманітні побічні ефекти, які в тій чи іншій мірі обмежують їх широке застосування. Тому пошук дійсно ефективних церебропротекторів триває.

Таким чином, для лікування цереброваскулярних захворювань, у тому числі і гострих порушень мозкового кровообігу, використовують досить багато препаратів. Однак їх застосуванняне завжди дає бажані результати внаслідок недостатньої ефективності, а наявність побічних ефектів обмежує їх широке застосування навіть у складі комплексної терапії. Багато перспективних церебропротекторів ще не пройшли усі клінічні випробовування. Досить велика кількість нейропротекторних засобів, ефективність яких при ГПМК доведена з позицій доказової медицини, на жаль, закордонного виробництва, що, враховуючи питому вагу ЦВЗ серед причин захворюваності і загальної смертності, спричиняє прямі великі збитки бюджету країни. Наведені дані свідчать про те, що проблема лікування ішемічного інсульту на даний момент ще повністю не вирішена. Тому сьогодні ведеться інтенсивний пошук природних та синтетичних сполук з церебропротекторною дією, придатних для створення на їх основі нових, більш ефективних та безпечних вітчизняних лікарських засобів. Сполуки із зазначеними властивостями виявлено серед похідних тіазолідинового ряду. Перспективним класом хімічних сполук для пошуку речовин з церебропротекторною дією є амінокислотовмісні похідні 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів. -заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів на кафедрі фармакології Запорізького державного медичного університету були виявлені сполуки із виразною захисною дією на головний мозок в умовах іммобілізаційного стрессу. Наведені дані створюють підґрунтя для сподівань виявити серед нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів сполуки з церебропротекторною активністю в умовах експериментальної ішемії головного мозку.

Розділ 2
Матеріали та методи дослідження
В роботі досліджувались 16 нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів з лабораторними шифрами МТ-278, МТ-279, МТ-280, МТ-282, МТ-301, МТ-306, МТ-307, МТ-309, МТ-310, МБТ-53, МБТ-58, МБТ-60, МБТ-62, МБТ-66, МБТ-70, МБТ-73, синтезовані на кафедрі біоорганічної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом проф. С.І. Коваленко (табл. 2.1).

Таблиця 2.1

Структура похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино

[2,3-c]хіназолін-2-онів

	№ з/п
	Шифр
	Структура
	Хімічна назва
	Брутто-формула
	Молекулярна маса

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1.
	МТ-278
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	Натрієвасіль 3-(3-метил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропіонової кислоти
	C14H11N4NaO3
	306,25

	2.
	MT-279
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	Натрієва сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропіонової кислоти
	C19H13N4NaO3
	368,32

	3.
	МТ-280
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	Натрієва сіль 3-(2-оксо-3-(тіен-2-іл)-2H-[1,2,4]-триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропіоної кислоти
	C17H11N4NaO3S
	374,35
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	1
	2
	3
	4
	5
	6

	4.
	МТ-282
	
[image: image4.emf]N

N

N

N

O

S

O

O

Na


	Натрієва сіль 2-((3-метил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	C13H9N4NaO3S
	324,29

	5.
	МТ-306
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	Натрієва сіль 2-((3-бензил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	C19H13N4NaO3S
	400,39

	6.
	МТ-307
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	Натрієва сіль 2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти.
	C18H11N4NaO3S
	386,36

	7.
	МТ-309
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	Натрієва сіль 2-((3-(3,4-диметилфеніл)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хі​назолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	C20H15N4NaO3S
	414,41

	8.
	МТ-310
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	Натрієва сіль 2-((3-(4-метоксифеніл)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	C19H13N4NaO4S
	416,39

	9.
	МТ-301
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	Натрієва сіль 2-((3-(тіен-2-іл)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино​[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	C16H9N4O3S2Na
	392,39


	10.
	МТБ-53
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	2-((3-метил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)-N-фенетилацетамід
	C21H19N5O2S


	405,48
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	1
	2
	3
	4
	5
	6

	11.
	МТБ-62
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	N-(4-метоксибензил)-2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)ацетамід
	C26H21N5O3S
	483,55

	12.
	МТБ-60
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	N-(2-метоксибензил)-2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)ацетамід
	C26H21N5O3S
	483,55

	13.
	МТБ-58
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	N-(3-(трифлюорометил)-феніл)-2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]-триазино[2,3-c]хіна​золін-6-іл)тіо)ацетамід
	C25H16F3N5O2S
	507,49

	14.
	МТБ-66
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	N-(4-флюоробензил)-2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]​триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)ацетамид
	C25H18FN5O2S
	471,51



	15.
	МТБ-70
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	N-(4-хлорофеніл)-2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино-[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)ацетамід
	C24H16ClN5O2S
	473,93

	16.
	МТБ-73
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	N-(2-хлорофеніл)-2-((3-(4-метоксифеніл)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіна​золін-6-іл)тіо)ацетамід
	C25H18ClN5O3S
	503,96


В якості референс-препаратів у різних експериментах використовували в терапевтично ефективних дозах, запозичених з літератури, розчини мексидолу 5% (Фармасофт, Російська Федерація) дозою 100,0 мг/кг [215 ], пірацетаму 20% (Дарниця, Україна) в дозі 100 мг/кг [205], вінпоцетину (кавінтону) 5 % (GedeonRichter, Угорщина) [308]. Тваринам контрольної групи вводили еквівалентну кількість ізотонічного розчину натрію хлориду в/о.

Експериментальну частину роботи проводили в лабораторії кафедри фармакології ВНМУ ім. М. І. Пирогова (атестованаа ГОМС МОЗ України, свідоцтво про атестацію № 023/13 від 05.03.2013 р.). Дослідження виконано на 654 лабораторних білих нелінійних щурах обох статей масою 160-200 г; 15 котах-самцях масою 2,5-4,0 кг та 101 монгольській піщанці (гербелі) масою 43-52 г. Всі тварини утримувались у віварії ВНМУ в умовах природної зміни дня і ночі, на стандартному водно-харчовому раціоні при вільному доступі до води та їжі. Тварини отримували стандартне харчування у вигляді збалансованого гранульованого корму за встановленими нормами.

Досліди проводились з урахуванням вимог належної лабораторної практики (GLP) згідно з Методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗ України «Доклінічні дослідження лікарських засобів» [56], рекомендаціями Європейської конвенції щодо проведення медико-біологічних досліджень з використанням тварин та відповідно до вимог комісії з біоетики ВНМУ ім. М. І. Пирогова. Евтаназію тварин проводили шляхом передозування ефіру.

Розподіл тварин за дослідними групами в проведеному дослідженні наведено в табл. 2.2.

Таблиця 2.2

Розподіл тварин за дослідними групами

	Групи тварин
	Кількість

	Досліди на щурах:

	1. Скринінг церебропротекторної активності серед 16 похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів
	230

	2. Скринінг протигіпоксичної активності похідних хіназоліну:

2.1. на моделі гострої гіпоксії замкнутого простору

2.2. на моделі гострої асфіксії
	220

40

	Продовження табл. 2.2

	3. Вивчення дії сполук МТ-279 та МТ-282 на кровопостачання головного мозку інтактних тварин
	80

	4. Оцінка лікувальної дії сполуки МТ-279 у тварин з ГПМК в підгострому експерименті:

4.1. Вплив сполуки МТ-279 на динаміку неврологічного дефіциту та когнітивно-мнестичних розладів в умовах ГПМК

4.2. Вплив сполуки МТ-279 на динаміку біохімічних процесів у головному мозку
	42

42

	Досліди на котах:

	1. Вплив похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів на кровопостачання головного мозку в тварин з моделлю ГПМК
	15

	Досліди на монгольських піщанках (гербелах)

	1. Вплив сполуки МТ-279 на динаміку морфологічних змін в корі головного мозку з моделлю ішемії-реперфузії
	49

	2. Вплив сполуки МТ-279 на процеси фрагментації ДНК головному мозку тварин з моделлю ішемії-реперфузії
	24

	3. Вплив сполуки МТ-279 на стан кислотно-лужної рівноваги та рівень Са2+в ішемізованому головному мозку
	28

	Досліди на мишах

	1. Вивчення гострої токсичності сполуки МТ-279
	15


Скринінг церебропротекторної активності похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів у ненаркотизованих тварин проведено на 230 нелінійних щурах обох статей масою тіла 160-200 г, розбитих на 23 групи по 10 тварин в кожній. Експериментальну модель ГПМК створювали в умовах вільної поведінки тварин шляхом двобічної перев’язки загальних сонних артерій (СА) до біфуркації. Дана модель ішемії головного мозку, за даними літератури, вважається цілком адекватною і наближеною до клінічних умов як за патогенезом розвитку патології, так і стосовно інтерпретації результатів експериментальної терапії [205]. Тут і в наступних дослідженнях для відтворення даної моделі ГПМК, лігатури під судини підводили під пропофоловим (60 мг/кг в/о) наркозом за 24 год. до моделювання патологічного стану. Скринінг церебропротекторних властивостей похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів проводили при одноразовому профілактичному введенні речовин за 1 год. до моделювання патологічного стану в емпірично взятій дозі 10 мг/кг. Для оцінки величини захисної дії похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів в умовах ішемії головного мозку в якості референc-препаратів використовували мексидол 100 мг/кг в/о [215], пірацетам 100 мг/кг в/о [308]. Величину нейропротекторного ефекту (у %), оцінювали за динамікою показника летальності щурів з ГПМК відносно нелікованих щурів (контрольна група). 

Скринінг антигіпоксичної активності серед нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів проведено на 260 білих нелінійних щурах обох статей масою 160-180 г на моделях гострої гіпоксії замкнутого простору (ГЗП) та гострої асфіксії.

ГЗП моделювали шляхом розміщення щурів в ізольовані гермооб’ємі (V=0,001 м3). Спостереження за тваринами тривало до виникнення у них другого агонального вдиху. Після чого тварини отримували доступ до повітря. Всі тварини залишились живими. Ступінь вираженості антигіпоксичного ефекту у досліджуваних сполук оцінювали за динамікою (у %) показника тривалості життя тварин до другого агонального вдиху відносно контролю та виходячи з розрахунку коефіцієнта антигіпоксичного захисту (Кз) (Лук’янова):
Кз = Тд/Тк, де

Тд – середня тривалість життя тварин в дослідній групі;

Тк – середня тривалість життя в контрольній групі.

Гостру асфіксію моделювали у тварин шляхом повного перетискання трахеї у наркотизованих пропофолом (60 мг/кг в/о). Антигіпоксичну дію оцінювали за тривалістю біоелектричної активності серця (БЕАС). Припиненням БЕАС вважали ізоелектричну лінію на ЕКГ протягом 1 хв., момент закінчення БЕАС відповідав останньому комплексу QRS, зафіксованому на ЕКГ. Для оцінки величини захисної дії похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів в умовах гіпоксії головного мозку використовували мексидол 100 мг/кг в/о [215]. Досліджувані речовини вводили одноразово за 1 год. до моделювання патологічного стану. 

Вплив на кровопостачання головного мозку уінтактних щурів. Експерименти виконано на 40 білих щурах масою 160-180 гр, розбитих на 8 груп: 1 група – інтактні тварини, яким після визначення фонового показника об’ємної швидкості мозкового кровотоку (ОШМК) в вену вводили еквівалентну кількість 0,9% розчину NаСІ (2,0 мл на 1 кг маси), 2 група – тварини, яким аналогічно вводили вінпоцетин в/в в дозі 5 мг/кг, що, за даними літератури [308], викликають достатньо виразну стимулюючу дію на мозковий кровотік в умовах тромбоемболії; 3, 4, 5 та 6 групи тварин отримували сполуку МТ-279 в/в дозах 2, 5, 10 та 20 мг/кг відповідно, 7-8-й групам вводили сполуку МТ-282 в дозі 5,0 та 10 мг/кг. Тварин наркотизували в/о введенням пропофолу (60 мг/кг). ОШМК вимірювали за допомогою флоуметраTransonik Animal Research Floowmeters Т-106 Sегіеs (USА). Периваскулярний датчик Transonik Flowprobe # 1RB1854, накладений на загальну сонну артерію щурів, фіксував швидкість кровотоку в мл/хв. Артеріальний тиск (АТ) в стегновій артерії тварин визначали за допомогою датчика РгеssureТгаnsduсег. Результати моніторингу фіксувались на жорсткому диску комп'ютера у вигляді графічних даних. Ефективність похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів та вінпоцетину оцінювали за динамікою (в %) ОШМК відносно початкового рівня, прийнятого за 100 %, а також в порівнянні з інтактною групою тварин. 

Вплив на кровопостачання головного мозку в умовах ГПМК (однобічна оклюзія ЗСА) досліджували у 15 наркотизованих (пропофол 60 мг/кг в/м) котів-самців, масою 3,0-5,0 кг, розбитих на 3 групи по 5 тварин у кожній. 1 групу (контрольну) становили тварини, яким вводили в вену еквівалентну кількість 0,9% розчину NаСІ (2,0 мл на 1 кг маси), 2-ій групі тварин аналогічно вводили вінпоцетин в/в в дозі 5 мг/кг, 3 група тварин отримувала сполуку МТ-279 в/в дозі 10 мг/кг відповідно. ОШМК та рівень АТ визначали таким самим методом, як і інтактним тваринам. Рівень насиченості крові киснем визначали за допомогою пульсоксиметра, центральний венозний тиск визначали методом катетеризації яремної вени. Ефективність дії похідного 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів (сполуки МТ-279) та вінпоцетину оцінювали за динамікою (в %) ОШМК відносно початкового рівня, прийнятого за 100 %, а також в порівнянні з інтактною групою тварин. Статистичну обробку отриманих даних проводили за методом варіаційної статистики з визначенням t-критерію Ст'юдента (р<0,05).

Терапевтичну дію сполуки МТ-279 та мексидолу в умовах курсового (14-денного) лікування ГПМК досліджували на моделі однобічної перев’язки загальної сонної артерії  під етамінал натрієвим наркозом (40 мг/кг в/о. Сполуку МТ-279 в дозі 10 мг/кг та препарат-порівняння мексидол (100,0 мг/кг) та еквівалентну кількість фізіологічного розчину натрію хлориду вводили в/о у відповідних групах тварин щоденно двічі на день протягом 14 днів. Ефективність терапії оцінювали на 4 та 15 добу експерименту за показниками летальності, біоенергетичного метаболізму, прооксиднатно-антиоксидантної рівноваги. фіксуючи зміни на 4-ту та 15-ту добу експерименту. Згідно літературних даних, на 4-ту добу відбуваються найбільш виразні зміни в перебігу процесів ПОЛ, деградація і виснаження біоенергетичних ресурсів в ішемізованому головному мозку, відмічається пік смертності.

Перебіг біоенергетичних процесів, процесів перекисного окислення ліпідів та стан антиоксидантної системи в ішемізованому мозку досліджували на 49 нелінійних щурах-самцях масою 160-200 г, розділених на 4 групи: 1 – псевдооперовані щури (n=7), яким проводився доступ до сонної артерії, але не відбувалася її перев’язка (інтактні тварини); 2 – тварини (n=14) з ГПМК без лікування (контроль); 3 – тварини (n=14) з ГПМК, яким вводили сполуку МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/о; 4 – тварини (n=14) з ГПМК, яким вводили мексидол (100,0 мг/кг, в/о). ГПМК у щурів моделювали в умовах етамінал-натрієвого (40,0 мг/кг) наркозу за допомогою накладання лігатури на праву сонну артерію до її біфуркації. Виведення з досліду тварин проводили під ефірним наркозом шляхом декапітації на 5-ту і на 15-ту добу. Для біохімічних досліджень тканини мозку гомогенізували на холоді в сольовому ізотонічному середовищі (0,15 МКСl) за допомогою гомогенізатора. Після цього методом диференціального центрифугування виділяли цитозольну фракцію (15000g). Екстракцію ліпідів проводили за методом Кейтса [269]. Безбілковий екстракт отримували шляхом додавання точної наважки гомогенату тканини мозку до хлорної кислоти (0,6 М) з подальшою нейтралізацією 5,0 М розчином калію карбонатом.

Стан вуглеводно-енергетичного обміну в ішемізованому мозку визначали за вмістом АТФ, АДФ, АМФ, лактату, пірувату, креатинфосфату (КФ), глікогену та глюкози. Для оцінки інтенсивності вільно-радикального окиснення (ВРО) у тканинах мозку визначали початкові та вторинні продукти цього процесу – дієнові кон’югати (ДК) та малоновий діальдегід (МДА). Стан антиоксидантної системи характеризували за активністю супероксиддисмутази (СОД) та каталази.

Аденілові нуклеотиди визначали методом тонкошарової хроматографії [286].

Вміст пірувату визначали за методом Цоха-Ломпрехта [286], принцип якого полягає в тому, що в присутності  лактатдегідрогенази піруват відновлюється до лактату.


Піруват +  НАДН + Н+         лактат + НАД+
Кількість використаного в реакції пірувату еквівалентна кількості НАДН, зменшення якого реєструвалося на спектрофотометрі при довжині хвилі 340 нм.

 Вміст лактату визначали за методом Хохорста [286]. Принцип методу полягає в тому, що в присутності лактатдегідрогенази (ЛДГ) лактат переходить в піруват, при цьому зв’язування останнього гідразан-гліциновим буфером сприяє повному окисненню лактату.

Лактат + НАД+ + гідразан
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Утворення відновленої форми НАД еквівалентне кількості окисненого лактату, зростання якого реєструють при 340 нм.

Енергетичний заряд розраховували за формулою [222]:
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Вміст креатинфосфату (КФ) визначали за методом [52] на спектрофотометрі при довжині хвилі 525 нм.

Визначення концентрації глікогену. Тканину, яку заморожували, обробляли гарячою сумішшю спирту із лугами. При наступному різкому охолодженні випадає осад глікогену, який відмивають від домішок гарячою хлороформно-метаноловою сумішшю. Осад глікогену, який висушили, підлягає гідролізу, після чого в ньому визначають вміст глюкози. По кількості глюкози вираховують вміст глікогену.

Концентрацію глюкози визначали стандартним ортотолуїдиновим методом. Принцип методу полягає в тому, що глюкозооксидаза окислює глюкозу з утворенням перекису водню, який під дією пероксидази окислює ортотолуїдин із утворенням синього хромогену. Обидві реакції відбуваються одночасно при рН 4,8.

Вміст дієнових кон’югатів, що з’являються в процесі ПОЛ в молекулах вищих жирних кислот, визначали спектрофотометрично [324]. Принцип методу заснований на здатності молекул поліненасичених жирних кислот утворювати на стадії вільних радикалів систему супряжених подвійних зв’язків з максимумом поглинання при довжині хвилі 233 нм.

Принцип методу визначення малонового діальдегіду, який є пізнім маркером окисного ураження клітин головного мозку, полягає в тому, що при високій температурі в кислому середовищі останні реагують з  тіобарбітуровою кислотою, утворюючи зафарбований триметиновий комплекс з максимумом поглинання при довжині хвилі 532 нм, оптична густина в цьому випадку прямо пропорційна вмісту МДА [168]. 

Визначення каталази (каталізує окисно-відновну реакцію, в ході якої з 2 молекул перекису водню утворюються вода і кисень) проводили спектрофотометрично за методом [168], принцип якого заснований на здатності цього ферменту розкладати молекули перекису водню на кисень і воду. Невикористаний перекис водню утворює з солями молібдену зафарбований комплекс з максимумом поглинання 410 нм.

Про активність іншого ферменту антиоксидантної системи – супероксиддисмутази, який каталізує дисмутацію супероксидного радикалу в перекис водню і кисень, судили по методиці [186], принцип якої полягає в тому, що СОД конкурує з нітросинім тетразолієм за супероксидрадикали, які утворюються в результаті аеробної взаємодії НАДН і феназинметасульфату. Внаслідок цього нітросиній тетрозолій відновлюється до гідразантетразолію. В присутності СОД відсоток відновлення нітросинього тетразолію змінюється.
Вплив на динаміку неврологічного дефіциту та когнітивно-мнестичних розладів вивчали на 56 статевозрілих щурах обох статей масою 160-180 г, розділених на 4 групи: 1 – псевдооперовані щурі, яким проводився доступ до сонної артерії, без її перев’язки (n=8); 2 – тварини з ГПМК без лікування (n=16); 3 – щурі з ГПМК, ліковані сполукоюМТ-279 в дозі10 мг/кг, в/о (n=16); 4 – тварини з ГПМК, лікованімексидолом (100,0 мг/кг, в/о) (n=16). Неврологічний дефіцит характеризували за шкалою stroke-index по С. Р. McGrow [218] за показниками:

· однобічний напівптоз – 0,5 бали;

· однобічний птоз – 1 бал;

· тремор – 0,5 бали;

· манежні рухи – 0,5 бали;

· кволість, сповільненість рухів – 0,5 бали 

· парез кінцівок (за кожну кінцівку) – 1 бал;

· параліч кінцівок (за кожну кінцівку) – 2 бали;

· бокове положення тварини – 3 бали;

· нездатність утриматись на стрижні (діаметр 4 см), що обертається (3 об/хв) протягом 4-х хвилин – 3 бали.

Важкість стану тварин визначали за сумою балів: до 3-х балів – легкий ступінь неврологічного дефіциту, 3-7 бали – середній ступінь, більше 7 балів – важкий ступінь неврологічних розладів. 

Орієнтувально-дослідницьку поведінку оцінювали в тесті «відкритого поля» [266]. Для проведення цього експерименту використовували квадратну відкриту камеру (100 х 100 см) зі стінками висотою 40 см. Підлога з рівномірно розташованими отворами діаметром 4 см і розділена на 25 рівних квадратів. Щура розташовували в камері і протягом трьох хвилин реєстрували його поведінку, фіксуючи кількість вставань на задні лапки (вертикальна рухова активність), кількість переходів з квадрату в квадрат  – перетинання квадрату обома передніми лапками (горизонтальна рухова активність), кількість заглядань у нірки (пошукова активність). 

Наявність антиамнестичного ефекту досліджували в тесті умовного рефлексу пасивного уникання (УРПУ) при дії електричного струму [179, 284]. Методика заснована на вродженому інстинкті щурів знаходитися в темному просторі («нірковий рефлекс»). В досліді використовували двокамерну установку: більша камера освітлена спеціальною лампою, менша – темна з електродною підлогою. Щура розміщували на освітлену платформу перед входом в темну камеру установки, хвостом до вхідного отвору. Фіксували час до заходу в темну камеру (латентний період). Для навчання і вироблення умовного рефлексу в кінці третьої хвилини досліду, коли щур, як правило, перебував у темному відсіку камери, на підлогу подавали електричний струм (0,45 мА). Тривалість подразнення визначалась вибіганням тварини у світлий відсік установки. Тренування тварин проводили на15-ту добу лікування. Відтворення УРПУ проводили через 24 год. Про формування пам’ятного сліду на больове подразнення судили за зміною тривалості латентного часу заходу щура в темний відсік камери. Також відмічали кількість тварин, які не зайшли в темний відсік установки. 

Динаміку морфологічної картини вивчали на 49 монгольських піщанках, розбитих на 4 групи: 1 – псевдооперовані щури, яким проводився доступ до сонної артерії, але не відбувалася її перев’язка (n=7); 2 – тварини з ГПМК без лікування (контроль) (n=14); 3 – тварини з ГПМК, яким вводили сполуку МТ-279 в дозі 10 мг/кг, в/о) (n=14); 4 – тварини з ГПМК, яким вводили мексидол (100,0 мг/кг, в/о) (n=14). Моделювання ішемії-реперфузії проводили шляхом однобічної оклюзії правої загальної сонної артерії на 20 хв з наступним зняттям лігатури. Виведення з досліду тварин проводили під ефірним наркозом шляхом декапітації на 4-ту і на 15-ту добу. Головний мозок фіксували в 10 % нейтральному формаліні, промивали в проточній воді, проводили через батарею спиртів зростаючої міцності і заливали в парафін. Зрізи фарбували гематоксилін-еозином і вивчали в світловому мікроскопі. Досліджувались фронтальні зрізи сенсомоторної кори, виходячи з її важливої ролі в інтегративних процесах діяльності великого мозку щурів, що включає особливості, які необхідні для аналізу положення тіла в просторі, корекції рухових команд, умовнорефлекторної діяльності, адекватної пристосувальної поведінки.

Показник фрагментації ДНК досліджували у 24 наркотизованих (пропофол 60 мг/кг) монгольських піщанок, масою 42-53 г. З моделлю ішемії-реперфузії, яку створювали шляхом накладання кліпс на обидві внутрішні сонні артерії терміном на 20 хв. Через 1 год починали внутрішньоочеревинне (в/о) введення МТ-279(10 мг/кг) в лікувальному режимі – через 1 год після моделювання ішемії-реперфузії, і далі кожні 8 год упродовж 72 год. Препарат порівняння - мексидол (100 мг/кг). Згідно літературних даних, цей препарат в умовах ГПМК володіє моделюючою дією на процеси нейроапоптозу, зокрема  гальмує індукцію гену раннього реагування с-fos, паралельно підвищуючи кількість антиапоптотичного білку bcl-2 [206, 209]. Для оцінки рівня фрагментації ДНК в ядрах нейронів головного мозку, одразу після декапітації на 72 год ГПМК вилучали лобні частки кори головного мозку монгольських піщанок. Для нівелювання впливу хірургічної травми групою порівняння слугували псевдооперовані гербели. 

Фрагментацію ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку монгольських піщанок досліджували методом протокової цитометрії. Суспензії ядер отримували шляхом додавання до тканини спеціального розчину для дослідження ядерної ДНК СуStainDNA фірми Partec (Німеччина) відповідно до протоколу–інструкції виробника. Даний розчин дозволяє одночасно швидко екстрагувати ядра та мітити ядерну ДНК діамідинофеніліндолом (ДАПІ) (англ. DAPI), котрий є його складовою. В процесі приготування ядерних суспензій використовувались спеціальні одноразові фільтри CellTrics 50 мкм (Partec , Німеччина). Ядерні суспензії біоптатів кори лобних часток головного мозку монгольських піщанок готувались одразу після забору матеріалу та промивки холодним (+4 - +8оС) фосфатносольовим буфером рН 7,4 (Sigma).

Протоковий аналіз проводився на багатофункціональному науково-дослідному протоковому цитометрі «Partec РАS» фірми Partec (Німеччина) на базі НДЦ Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова. Для збудження флуоресценції ДАПІ використовувалась ультрафіолетова лампа. З кожного зразка ядерної суспензії проводився аналіз 10 тис.подій.

Розподіл ДНК в окремих групах тварин наведені на відповідних гістограмах з використанням лінійної шкали. Протоковий аналіз фрагментації ДНК (нейроапоптоз) виконувався засобами програмного забезпечення FloMax (фірма Partec, Німеччина) шляхом виділення Sub-G1 ділянки на ДНК гістограмах.

Вплив досліджуваних речовин на стан кислотно-лужної рівноваги та рівень Са2+проведено на 28 статевозрілих монгольських піщанках (гербелах) масою 42-53 г, розбитих на 4 групи по сім тварин у кожній. ГПМК моделювали  шляхом однобічної перев’язки правої загальної сонної артерії через 20 хв. після виходу тварин з наркозу. Лігатури під судини підводили під пропофоловим (60 мг/кг в/о) наркозом. І групу становили псевдопрооперовані тварини, яким після підведення лігатур не проводили оклюзію загальної сонної атрерії; ІІ групу - тварини з ГПМК без лікування (контроль). В ІІІ та ІV групах монгольських піщанок з ГПМК лікували відповідно сполукою МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолом (100 мг/кг в/о) з інтервалом введення 8 год протягом доби. Перше введення виконували через 20 хв. після оклюзії загальної сонної артерії. Контрольна група отримувала аналогічним чином еквівалентну кількість 0,9% фізіологічного розчину (2 мл/кг в/о). МТ-279 та мексидол досліджували в оптимальних церебропротекторних дозах, запозичених з літератури [11].

Через 8 год після останнього введення речовин проводили забір крові (V=0,4-0,5 мл) у шприц з гепарином (0,05 мл) шляхом прямої візуальної пункції яремної вени на боці ураження. Забраний матеріал поміщався у термос з льодом (t=3-40C). Дослідження показників КЛР проводили протягом 15 хв з моменту пункції на апараті мікро-Аступ фірми “Radiometer” (Данія). Ефективність лікування оцінювали за динамікою рівнів рН крові, парціального тиску вуглекислого газу (рСО2),АВ (істинний бікарбонат), ВВ (сума всіх буферних систем крові), SB (стандартний бікарбонат), ВЕ (дефіцит буферних основ) та рівня Са2+в сироватці крові.

Статистичну обробку цифрових даних проводили за методом варіаційної статистики з використанням редактора «Microsoft Office Exсel 2003». В скринінгових дослідженнях статистичну обробку виконували за методом χ2, а при нульовому та 100 % значеннях показників – за методом Стрєлкова. Вірогідним вважали зміни при р < 0,05.

 Вірогідність різниці середніх значень досліджуваних показників оцінювали за t-критерієм Ст’юдента [253].

РОЗДІЛ 3

СКРИНІНГ ЦЕРЕБРОПРОТЕКТОРНОЇ ТА ПРОТИГІПОКСИЧНОЇ АКТИВНОСТЕЙ СЕРЕД ПОХІДНИХ 6-ЗАМІЩЕНИХ 3R-2H-[1,2,4]ТРИАЗИНО[2,3-С]ХІНАЗОЛІН-2-ОНІВ

3.1. Оцінка церебропротекторної активності нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів на моделі гострого порушення мозкового кровообігу у ненаркотизованих щурів при фармакопрофілактичному введенні.

Оцінку церебропротекторної активності похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів вивчали на моделі двосторонньої перев'язки загальних сонних артерій у ненаркотизованих щурів, оскільки вона адекватно відтворює гостре порушення мозкового кровообігу [261]. В якості референс препаратів були обрані пірацетам (100 мг/кг) та мексидол (100 мг/кг), які володіють церебропротекторними властивостями [183, 205]

Досліджувані сполуки в дозі 10 мг/кг (взяті емпірично) та препарати порівняння вводили одноразово внутрішньоочеревинно (в/о) за 60 хвилин до моделювання гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК). Величину нейропротекторного ефекту оцінювали за динамікою (у %) показника летальності щурів з ГПМК відносно тварин, які отримували NaCl 0,9% (контрольна група). Результати проведеного дослідження представлено в табл. 3.1.

У ході проведеного дослідження встановлено, що при двобічній оклюзії загальних сонних артерій у щурів контрольної групи має місце прогресуюче зростання показника летальності. Більша частина тварин (60%) загинула через 12 годин після відтворення ГПМК, що можна вважати критичним періодом розвитку даного патологічного стану (див. табл. 3.1). В подальшому показник летальності тварин контрольної групи зростав ще більше і через 36 годин спостереження становив 80%, залишаючись на цьому рівні до кінця спостереження.

Превентивне одноразове введення  щурам з ГПМК досліджуваних похідних хіназоліну в дозах 10 мг/кг в/о викликало неоднозначну дію. Так, на тлі введення сполук МТ-279 та МТ-282 так само, як і мексидолу, мало місце вірогідне зниження показника летальності щурів з ГПМК в критичний період експерименту (12 година) відносно тварин контрольної групи відповідно у 3, 2 та 3 раза. При цьому за величиною захисного ефекту в заданих умовах експерименту зазначені похідні хіназоліну співставлялись з мексидолом, перевершуючи ефективність пірацетаму. Церебропротекторна дія вказаного ноотропного засобу в дозі 100 мг/ кг була статистично невірогідною відносно контролю протягом всього експерименту. Це узгоджується з даними літератури про низьку ефективність пірацетаму в гострому періоді порушення мозкового кровообігу [315].

Найбільша за величиною захисна дія на тварин з ГПМК відмічена під впливом сполуки з лабораторним шифром МТ-279: так, в перші 3 години експерименту на тлі вказаної сполуки так само, як і мексидолу, спостерігалось повне запобігання летальності тварин з ГПМК. Захисний ефект цієї сполуки на ішемізований головний мозок, як і під впливом мексидолу, відмічався протягом 36 год. спостереження (табл. 3.1). 

Таблиця 3.1

Вплив похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів, мексидолу (100 мг/кг) та пірацетаму (100 мг/кг) на перебіг ГПМК у ненаркотизованих щурів (n=10)

	Умови досліду
	Летальність в (%) в різні строки ГПМК

	
	1 год
	3 год
	4 год
	6 год
	12 год
	18 год
	24 год
	36 год
	48 год
	60 год
	72 год

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	NaCl(2мг/кгв/о)
	10
	30
	30
	40
	60
	70
	70
	80
	80
	80
	80

	Мексидол (100мг/кг в/о)
	0
	0
	0
	10
	20
	20
	40
	50
	60
	70
	70

	Пірацетам (100мг/кг в/о)
	10
	10
	20
	20
	40
	60
	70
	70
	80
	80
	80

	МТ-279(10мг/кгв/о)
	0
	0
	10
	10
	20
	30
	30
	50
	60
	70
	70

	МТ-282(10мг/кгв/о)
	0
	10
	10
	10
	30
	40
	40
	60
	70
	80
	80

	МТ-278(10мг/кгв/о)
	0
	20
	20
	20
	40
	60
	60
	70
	70
	70
	70

	МТ-280(10мг/кгв/о)
	10
	10
	20
	20
	40
	60
	80
	80
	90
	90
	90

	МТ-301(10мг/кгв/о)
	20
	30
	40
	50
	50
	70
	70
	80
	90
	90
	90

	МТ-306(10мг/кгв/о)
	10
	40
	40
	40
	70
	70
	80
	80
	90
	90
	90

	МТ-307(10мг/кгв/о)
	0
	20
	30
	30
	50
	60
	80
	80
	90
	90
	100

	Продовження табл. 3.1

	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	МТ-310(10мг/кгв/о)
	10
	30
	40
	40
	60
	80
	80
	90
	100
	100
	100

	МБТ-70 (10мг/кгв/о)
	0
	30
	40
	50
	50
	60
	70
	80
	80
	100
	100

	МБТ-62 (10мг/кгв/о)
	10
	30
	50
	60
	80
	80
	90
	90
	90
	100
	100

	МБТ-66 (10мг/кгв/о)
	20
	30
	60
	70
	80
	80
	90
	90
	90
	100
	100

	МБТ-73 (10мг/кгв/о)
	10
	30
	50
	80
	80
	90
	100
	100
	100
	100
	100

	МБТ-58 (10мг/кгв/о)
	20
	40
	50
	60
	60
	70
	80
	80
	80
	100
	100

	МБТ-60 (10мг/кгв/о)
	10
	20
	50
	70
	80
	90
	90
	100
	100
	100
	100

	МБТ-53 (10мг/кгв/о)
	20
	40
	50
	70
	70
	80
	80
	90
	90
	100
	100


Церебропротекторна дія сполуки МТ-282 в даних умовах експерименту була менш виразною, ніж сполуки МТ-279, як за величиною, так і за тривалістю дії. При цьому сполука МТ-282 за ефективністю в критичний період експерименту практично співставлялась з пірацетамом, перевершуючи останній за тривалістю дії.

Виходячи із наведених даних, представляло інтерес дослідити ефективність сполуки МТ-279 та тлі введення різних доз. Отримані результати наведено в табл. 3.2.

Встановлено, що церебропротекторна дія сполуки МТ-279 є дозозалежною В найбільшій мірі вона проявлялась в критичний період експерименту (12 год.) в дозах 10 та 20 мг/кг в/о. Показник летальності при цьому знижувався відповідно у 3 та 6 разів відносно тварин контрольної групи. Під впливом мексидолу летальність в даний період спостереження вірогідно знизилась в 3 раза, а під дією пірацетаму в 1,5 раза.

Отже, оптимальними церебропротекторними дозами для сполуки МТ-279 в заданих умовах експерименту можна вважати 10 і 20 мг/кг в/о. В дозах 2 і 5 мг/кг в/о ефективність сполуки МТ-279 була дещо меншою, ніж у дозах 10 і 20 мг/кг в/о. Це свідчить про те, що оптимальними церебропротекторними дозами сполуки МТ-279 в даному дослідженні є саме дози, що дорівнюють 10 і 20 мг/кг в/о.

Порівнюючи оптимальні дози МТ-279 та мексидолу, слід зауважити, що похідне 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів в 5-10 разів активніше за референс-препарат за величиною захисної дії на ішемізований мозок.

Під впливом решти похідних хіназоліну з лабораторними шифрами МТ-280, МТ-307, МТ-306, МТ-310, МТ-310, МТ-278, МТ-308, МБТ-70, МБТ-62, МБТ-66, МБТ-73, МБТ-73, МБТ-58, МБТ-60, МБТ-53 статистично значимих змін показника летальності щурів з ГПМК відносно контролю не відмічено, що може свідчити про відсутність в них захисної дії на ішемізований мозок у дозі 10 мг/кг в/о.

Таблиця 3.2

Вплив різних доз похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів (сполук МТ-279 та МТ-282), мексидолу (100 мг/кг) та пірацетаму (100 мг/кг) на перебіг ГПМК у ненаркотизованих щурів (n=10)

	Умови досліду
	Летальність в (%) в різні строки ГПМК

	
	1 год
	3 год
	4 год
	6 год
	12 год
	18 год
	24 год
	36 год
	48 год
	60 год
	72 год

	NaCl(2мг/кгв/о)
	10
	30
	30
	40
	60
	70
	70
	80
	80
	80
	80

	Мексидол (100мг/кг в/о)
	0
	0
	0
	10
	20
	20
	40
	50
	60
	70
	70

	Пірацетам (100мг/кг в/о)
	10
	10
	20
	20
	40
	60
	70
	70
	80
	80
	80

	МТ-279
(20мг/кг в/о)
	0
	0
	0
	10
	10
	20
	30
	40
	60
	60
	70

	МТ-279
(10мг/кгв/о)
	0
	0
	10
	10
	20
	30
	30
	50
	60
	70
	70

	МТ-279
(5мг/кгв/о)
	0
	10
	20
	20
	30
	40
	60
	60
	70
	80
	80

	МТ-279
(2мг/кгв/о)
	10
	20
	20
	20
	40
	50
	70
	70
	80
	90
	90

	МТ-282
(10мг/кгв/о)
	0
	10
	10
	10
	30
	40
	40
	60
	70
	80
	80

	МТ-282
(5мг/кгв/о)
	10
	20
	20
	20
	40
	50
	60
	60
	70
	70
	80


Таким чином, проведене дослідження показало, що нові похідні 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів володіють церебропротекторною активністю. У найбільшій мірі захисна дія на ішемізований головний мозок проявилась під впливом сполук з лабораторними шифрами МТ-279 (10 та 20 мг/кг в/о) та МТ-282 (10 мг/кг в/о): за величиною захисного ефекту на тварин з ГПМК у критичний період експерименту (12 год.) вказані речовини співставлялись з мексидолом, перевершуючи пірацетам. Отже, зазначені похідні хіназоліну представляють інтерес для поглибленого вивчення їх церебропротекторної дії.

3.2 Оцінка протигіпоксичної активності серед похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів

Відомо, що гіпоксія є універсальним патологічним процесом, що лежить в основі багатьох як гострих, так і хронічних захворювань різноманітних органів та систем, і являється ключовою ланкою в пошкодженні нейронів головного мозку як при ішемічних, так і при геморрагічних інсультах. [219, 259]. 

На сьогоднішній день все більше уваги приділяють дослідженню препаратів, яким притаманна властивість підвищувати стійкість нейронів в умовах недостатнього надходження кисню – антигіпоксантам [248, 273]. Одним, з основних завдань сучасної нейрофармакології для лікування ГПМК є створення лікарських засобів з антигіпоксичним ефектом, що дасть можливість ефективно проводити терапію даної патології. Виходячи з цього, логічно було дослідити наявність антигіпоксичного ефекту у нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів в порівнянні з еталонним антигіпоксантом мексидолом [215]. Дослідження проведено на двох моделях гіпоксії: гіпоксії замкненого простору з гіперкапнією та моделлю гострої асфіксії.

В результаті проведеного дослідження встановлено, що профілактичне одноразове введення похідних хіназоліну викликало неоднозначну дію (див. табл. 3.3). Так, сполуки з лабораторним шифром МТ-279 та МТ-282 в дозах 10 мг/кг так само, як і мексидол (100 мг/кг), збільшували тривалість життя тварин в порівняні з контрольною групою в умовах гіпоксії замкнутого простору з гіперкапнією відповідно на 100% (Кз=2,0), 66% (Кз=1,83) та 75% (Кз=1,75). Слід зазначити, що при дослідженні даних сполук в дозах 5,0 та 15,0 мг/кг тривалість життя тварин також була вірогідно більшою відносно контролю, однак при цьому за ефективністю вони поступались дозі 10 мг/кг в/о, отже, оптимальною дозою для досліджуваних речовинбула 10 мг/кг в/о. Зрівнюючи ефективність сполук МСТ-279 та МТ-282 в оптимальних дозах, можна зазначити, що сполука МТ-279 переважає сполуку МТ-282 в 1,5 раза.

Разом з цим, під впливом сполук МБТ-53, МБТ-58, МБТ-60, МБТ-62, МБТ-66, МБТ-70, МБТ-73, МТ-278, МТ-280, МТ-306, МТ-307, МТ-308, МТ-309 та МТ-310 тривалість життя тварин відносно контрольної групи не змінювалась, а Кз був біля 1, що свідчить про відсутність у них антигіпоксичного ефекту в дозі 10 мг/кг в/о. 

Слід відмітити, що за величиною ангигіпоксичного ефекту сполука МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/о зіставлялась з мексидолом (100 мг/кг в/о), в певній мірі переважаючи його (р<0,05). При цьому сполука МТ-279 за своєю активністю перевершувала мексидол в 10 раз, оскільки проявляла аналогічний з референс-препаратом ефект в 10 разів меншій дозі.

Таблиця 3.3

Вплив внутрішньочеревинного (в/о) введення та похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів, мексидолу та 0,9% розчину NaCl на динаміку загибелі щурів в умовах гострої гіпоксії замкнутого простору (M±m, n=10)

	Речовини
	Доза мг/кг
	Тривалість життя, хв
	Динаміка, %

	1
	2
	3
	4

	Контроль (0,9% р-н NaCl)
	2 мл/кг
	32,44±3,82
	100

	Мексидол
	100,0
	56,87±5,45*
	+75,30

	МТ-279
	10,0
	65,01±3,47*
	+100,04

	МТ-279
	15,0
	52,84 ±4,24*
	+62,88

	Продовження табл. 3.3

	1
	2
	3
	4

	МТ-282
	5,0
	43,05±4,37*
	+32,70

	МТ-282
	10,0
	53,97±5,23*
	+66,36

	МТ-282
	15,0
	41,77±5,43*
	+28,76

	МБТ-53
	10,0
	33,51±3,83
	+3,29

	МБТ-58
	10,0
	34,51±3,78
	+6,38

	МБТ-60
	10,0
	31,28±4,25
	-3,57

	МБТ-62
	10,0
	29,58±5,43
	-8,81

	МБТ-66
	10,0
	28,61±6,36
	-11,80

	МБТ-70
	10,0
	33,97±6,25
	+1,04

	МБТ-73
	10,0
	36,74±4,45
	+13,25

	МТ-278
	10,0
	34,79±5,43
	+7,24

	МТ-280
	10,0
	31,08±2,45
	-4,19

	МТ-306
	10,0
	33,03±2,43
	+1,81

	МТ-307
	10,0
	31,07±3,54
	-4,22

	МТ-308
	10,0
	32,75±4,53
	+0,95

	МТ-309
	10,0
	32,17±6,45
	-0,83

	МТ-310
	10, 0
	31,39±6,38
	-3,23


Примітка:

* - р <0,05 відносно контролю

Таким чином, отримані дані свідчать про наявність у похідних хіназоліну антигіпоксичного ефекту, який в найбільшій мірі проявився під впливом сполук з лабораторним шифром МТ-279 та МТ-282.

Це знайшло своє підтвердження і в умовах іншої експериментальної моделі гіпоксії – гострої асфіксії (див. табл. 3.4). Протигіпоксичну дію сполук МТ-279 та МТ-282 у порівнянні з мексидолом оцінювали за показниками тривалості біоелектричної активності серця (БЕАС) у наркотизованих щурів.

Проведене дослідження показало, що сполуки МТ-279 та МТ-282 так само, як і мексидол в умовах гострої асфіксії, збільшують БЕАС в порівнянні з тваринами контрольної групи (див. табл. 3.4). За показником тривалості БЕАС сполука МТ-279 співставлялись з мексидолом, вірогідно перевершуючи ефективність МТ-282 в 1,8 раза. 

Таблиця 3.4

Вплив одноразового внутрішньоочеревиннього введення похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів (сполук МТ-279 та МТ-282), 0,9% NaCl, мексидолу на тривалість БЕАС щурів в умовах гострої асфіксії (M±m, n=7)

	Речовини
	Доза, мг/кг
	Тривалість БЕАС, с
	Динаміка, %

	Контроль (NaCl)
	2 мл/кг
	553,50±11,63
	100

	Мексидол
	100,0 
	852,06±9,54*
	+53,94

	МТ-279
	10,0
	838,65±10,61*#
	+51,51

	МТ-282
	10,0
	714,89±6,54*
	+29,15


Примітки:

1) - р <0,05 відносно контролю;

2) # - р <0,05 відносно сполуки МТ-282

Таким чином, оцінюючи результати проведених досліджень антигіпоксичної дії серед нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів, можна зазначити, що найбільша за величиною протигіпоксична дія притаманна сполуці МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/о. Дані речовини представляють інтерес для подальшого дослідження їх церебропротекторної дії на ішемізований головний мозок.

Результати проведеного дослідження опубліковано:

1. Степанюк Г. І. Скринінг церебропротекторної дії серед нових похідних 1,2,4 триазино-хіназоліну в умовах гострої експериментальної ішемії головного мозку / Г. І. Степанюк, Л. І. Маринич, Г. Г. Берест, С. І. Коваленко // Фармакологія та лікарська токсикологія. - 2010. – №1-2 (14-15). – С. 75-78. 

2. Патент України на винахід № 90982 UА МПК (2009) C07D 487/04 (2006.01).3-R-6-R1-тіо-6,7-дигідро-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-C]хіназолін-2-онита їх заміщені/ Коваленко С.І, Степанюк Г.І., Берест Г.Г., Воскобійник О.Ю, Синяк Р.С., Ходаківський О.А., Маринич Л.І. Бабій В.Ю, Чорноіван Н.І.; заявник та патентовласник Запорізький державний медичний університет. - №а200909566; заявл.18.09.09; опубл. 10.06.10, Бюл.№19. - 9 с.

РОЗДІЛ 4

ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕРЕБРОПРОТЕКТОРНОЇ ДІЇ НАЙБІЛЬШ АКТИВНИХ СПОЛУК В УМОВАХ ПІДГОСТРОГО ЕКСПЕРИМЕНТУ

4.1 Вплив сполук МТ-279 та МТ-282)на кровопостачання головного мозку та рівень артеріального тиску у наркотизованих щурів.

Згідно з даними літератури [220], обов’язковим етапом у вивченні сполуки, яка в майбутньому буде застосовуватися в якості церебропротекторного засобу, є визначення її впливу на об'ємну швидкість мозкового кровотоку та показники артеріального тиску. Враховуючи результати скринінгового дослідження, де нами було встановлено, що сполуки МТ-279 (10-20 мг/кг в/о) та МТ-282 (10 мг/кг в/о) є найбільш ефективними за величиною захисного ефекту на ішемізований головний мозок, до того ж вони володіють антигіпоксичними властивостями, представляло інтерес оцінити їх вплив на кровопостачання головного мозку та рівень артеріального тиску у наркотизованих щурів як можливих механізмів церебропротекторної дії даних сполук.

В якості препарату порівняння взято вінпоцетин в дозі 5 мг/кг в/в. Вибір референс-препарату обумовлений тим, що, заданими літератури [217, 296, 311], серед основних церебропротекторних механізмів дії вінпоцетину при ішемічних пошкодженнях головного мозку є його властивість покращувати мозковий кровотік, суттєво не впливаючи на системну гемодинаміку. В механізмі вазодилятуючої дії препарату основну ланку займає саме його міотропний ефект. 

Досліди проведено на інтактних (без патології) наркотизованих (пропофол 60 мг/кг в/о)щурах, яким однократно внутрішньовенно (в/в) вводили речовини МТ-279 та МТ-282 в дозах 2 - 20 в/в, вінпоцетин (5 мг/кг в/в). Контрольна група щурів після визначення фонових показників об’ємної швидкості мозкового кровотоку (ОШМК) та рівня артеріального тиску отримували ізотонічний розчин натрію хлориду (2 мл/кг в/в). Ефективність вказаних речовин оцінювали за динамікою (у %) показника ОШМК відносно початкового рівня. Результати дослідження представлено в таблиці 4.1-4.4.

Встановлено, що контрольній групі тварин після внутрішньовенного введення еквівалентного об’єму 0,9% розчину NaCl, починаючи з 5 хв. спостереження (див. табл. 4.1) відмічалось прогресуюче зниження показника ОШМК, який в кінці спостереження зменшився в середньому на 26% відносно початкового рівня.Такі зміни показника ОШМК на тлі введення 0,9% 0,9% розчину NaCl співставляються з даними літератури [186].

Під впливом вінпоцетину (5 мг/кг в/в) відмічалосьзростання показника ОШМК відносно контролю вже з перших хвилин спостереження. Так, на 5 хв. експерименту рівень ОШМК збільшився на 9,7% відносно початкового, максимальний приріст мозкового кровотоку відбувався на 25 хв спостереження і був на 53% вищим від фонового показника. В подальшому спостерігалось деяке зниження рівня ОШМК, який на 60 хв. спостереження був на 11,9% (р<0,05) вищим відносно початкового рівня. Таким чином, тривалість стимулюючого впливу вінпоцетину на головний мозок перевищувала 1 годину.

Введення в організм щурів сполуки МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/в призвело до наростаючого збільшення показника ОШМК вже з 5 хв. спостереження як відносно початкового показника, так і відносно тварин контрольної групи (див. табл. 4.1). При цьому максимальний приріст ОШМК спостерігався на 30 хв. спостереження, де він був в середньому на 69% більшим від початкового рівня (р<0,05). В подальшому показник ОШМК під впливом сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/в) зменшувався, але залишався вищим від початкового:на 60 хв. спостереження він вірогідно переважавпочатковий рівень на 26%. Порівнюючи сполуку МТ-279 та вінпоцетин, слід зазначити, що за рівнем максимального приросту ОШМК сполука МТ-279 перевищувала референс-препарат в 1,5 раза (69,7% і 47,0% відповідно). Починаючи з 30 хв., сполука МТ-279 за рівнем ОШМК значно перевершувала вінпоцетин (р<0,05). На 60 хв. експерименту швидкість мозкового кровотоку під впливом сполуки МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/в була вірогідно більшою, ніж у тварин, які отримували вінпоцетин (5 мг/кг/в/в) в 2,2 раза.

Після введення сполуки МТ-282 (10 мг/кг в/в) також спостерігалось збільшення рівня ОШМК вже з перших хвилин спостереження. Найбільший приріст (на 18,7%) рівня мозкового кровотоку спостерігався на 25 хв. спостереження,поступово зменшуючись до 60 хв, де він був всього на 6% більшим від фонового показника. В зазначений період експерименту за величиною ОШМК сполука МТ-282 співставлялась з вінпоцетином, в 4 раза поступаючись сполуці МТ-279. Тобто, сполука Мт-282 за величиною максимального приросту ОШМК поступається вінпоцетину та МТ-279 відповідно в 2,9 та 3,8 раза.

Таблиця 4.1

Вплив в/в введення сполук МТ-279 (10 мг/кг), МТ-282 (10 мг/кг), та вінпоцетину (5 мг/кг ) на величину мозкового кровотоку у наркотизованих щурів (М± m,n=5)
	Термін спостереження, хв
	0,9% NaCl

(2 мл/кг в/в)

(контроль)
	Вінпоцетин 

(5 мг/кг в/в)
	МТ-279 

(10 мг/кг в/в)
	МТ-282 

(10 мг/кг в/в)

	1
	2
	3
	4
	5

	5
	-4,83±1,96
	+9,74±1,66*§
	+7,53±1,05*§
	+7,44±1,05*§

	10
	-9,54±1,51*
	+17,00±2,72*§
	+20,43±2,57*§°
	+8,28±1,33*§

	15
	-11,78±1,51*
	+27,81±1,96*§
	+29,61±2,41*§°
	+12,08±0,45*§

	20
	-11,48±3,17*
	+38,28±2,87*§
	+43,86±3,32*§°
	+16,56±1,51*§

	25
	-16,60±2,72*
	+53,16±2,41*§
	+56,86±4,08*§°
	+18,07±0,75*§

	30
	-21,35±1,81*
	+47,00±3,02*§
	+69,71±3,02*#§°
	+15,86±1,20*§

	35
	-24,30±1,64*
	+39,91±3,17*§
	+65,75±3,62*#§°
	+14,23±2,41*§

	40
	-24,81±1,51*
	+32,99±2,57*§
	+53,40±3,02*#§°
	+10,96±1,21*§

	Продовження табл. 4.1

	1
	2
	3
	4
	5

	50
	-25,91±1,05*
	+24,54±4,23*§
	+39,99±2,14*#§°
	+7,64±0,95*§

	60
	-25,98±0,83*
	+11,96±2,26*§
	+26,38±2,72*#§°
	+6,11±1,28*§


Примітки: 

* - p< 0,05 відносно початкового показника

§ - p< 0,05 відносно 0,9% NaCl (2 мл/кг в/в)

# - p< 0,05 відносно вінпоцетину (5 мг/кг в/в)
° - p< 0,05 відносно сполуки МТ-282 (10 мг/кг в/в)

Із даних, наведених в табл. 4.2 видно, що збільшення дози сполуки МТ-279 до 20 мг/кг в/в не призвело до більшого зростання ОШМК в порівнянні з дозою 10 мг/кг. В дозі 5 мг/кг в/в і особливо 2 мг/кг в/в сполука МТ-279 значно поступалась за спроможністю стимулювати мозковий кровотік порівняно з дозами  10 та 20 мг/кг в/в. Це вказує на те, що оптимальною дозою досліджуваної сполуки для щурів є доза 10 мг/кг в/в. 

Дослідження впливу сполуки МТ-282 на мозковий кровотік в дозі 5 мг/кг в/в показало, що в даній дозі ця речовина менш ефективно стимулює мозковий кровотік, ніж в дозі 10 мг/кг, значно поступаючись за ефективністю вінпоцетину (5 мг/кг в/в) та сполуці МТ-279 в дозах 10 і 20 мг/кг в/в.

Таблиця 4.2

Вплив в/в введення сполук МТ-279 (20, 5, 2 мг/кг в/в), МТ-282 (5 мг/кг в/в) та вінпоцетину (5 мг/кг) на величину мозкового кровотоку у наркотизованих щурів (М± m,n=5)
	Термін  хв
	0,9% NaCl

(2 мл/кг в/в)
	МТ-279 

(20 мг/кг в/в)
	МТ-279 

(5 мг/кг в/в)
	МТ-279

 (2 мг/кг в/в)
	МТ-282

 (5 мг/кг в/в)
	Вінпоцетин (5 мг/кг в/в)

	5
	-4,83±1,96
	+7,94±1,33*§
	+4,33±1,20*§
	-2,88±0,65*
	+2,94±1,20§
	+9,74±1,66*§

	10
	-9,54±1,51*
	+10,65±1,33*§
	+9,53±1,81*§
	-5,25±0,69*
	+6,9±1,25*§
	+17,00±2,72*§

	15
	-11,78±1,51*
	+14,11±3,02*§
	+12,10±2,41*§
	-8,20±0,19*
	+11,40±0,50*§
	+27,81±1,96*§

	20
	-11,48±3,17*
	+21,12±2,11*§
	+12,89±1,96*§
	-11,74±0,75*
	+12,95±2,41*§
	+38,28±2,87*§

	25
	-16,60±2,72*
	+28,28±1,51*§
	+23,62±2,11*§
	-12,86±1,30*
	+12,93±2,26*§
	+53,16±2,41*§

	30
	-21,35±1,81*
	+30,78±1,36*§
	+30,28±2,14*§
	-13,39±0,80*§
	+11,23±2,34*§
	+47,00±3,02*§

	35
	-24,30±1,64*
	+26,78±3,02*§
	+48,68±3,78*§
	-16,99±1,51*§
	+6,67±2,31*§
	+39,91±3,17*§

	40
	-24,81±1,51*
	+22,73±2,26*§
	+23,09±2,57*§
	-19,31±0,93*§
	+1,56±1,81§
	+32,99±2,57*§

	50
	-25,91±1,05*
	+20,96±1,50*§
	+16,52±3,02*§
	-19,90±1,36*§
	-0,63±2,57§
	+24,54±4,23*§

	60
	-25,98±0,83*
	+11,92±2,11*§
	+8,80±2,56*§
	-21,09±1,51*
	-5,68±1,66§
	+11,96±2,26*§


Примітки: 

* - p< 0,05 відносно початкового показника

§ - p< 0,05 відносно 0,9% NaCl (2 мл/кг в/в)

# - p< 0,05 відносно вінпоцетину (5 мг/кг в/в)

Таким чином, проведене дослідження показало, що похідним6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів – сполукам МТ-279 (5-20 мг/кг в/в) та МТ-282 (5 та 10 мг/кг в/в) так само, як і віноцетину (5 мг/кг в/в)  притаманний стимулюючий вплив на мозковий кровотік, на що вказувало зростання ОШМК. При цьому слід зазначити, що сполука МТ-279 значно переважає за ефективністю сполуку МТ-282 та вінпоцетин. Оптимальною дозою для сполуки МТ-279 є 10 мг/кг в/в, яка і була обрана нами  для подальших досліджень.

Згідно з даними літератури [220] відомо, що важливим показником ефективності та безпечності церебропротектора є його мінімальний негативний вплив на показники центральної гемодинаміки, тобто спроможність знижувати або підвищувати рівень АТ. Саме тому паралельно з вимірюванням ОШМК ми вивчали вплив досліджуваних речовин на показники АТ (табл. 4.3).

Таблиця 4.3

Вплив в/в введення сполук МТ-279 (10 мг/кг), МТ-282 (10 в/в), та вінпоцетину (5 мг/кг) на рівень АТ у наркотизованих щурів(М± m, n=5)
	Термін спост., хв
	Динаміка (%)  АТ на тлі  досліджуваних речовин

	
	0,9% NaCl
	МТ-279
	МТ-282
	Вінпоцетин

	1
	2
	3
	4
	5

	5
	0±0,0
	0±0,0#
	0±0,0#
	-7,66±0,75*§

	10
	0±0,0
	+1,12±0,60#
	-3,49±1,36#
	-10,55±0,45*§

	15
	-2,41±0,68*
	+2,28±0,61*#§
	-4,77±0,78*#
	-12,34±1,05*§

	20
	-4,27±1,05*
	+1,71±1,20#§
	-8,01±1,92*#
	-17,04±0,92*§

	25
	-6,69±0,10*
	+0,57±1,21#§
	-10,64±1,34*#
	-19,31±0,72*§

	30
	-9,07±0,45*
	-1,19±1,25#§
	-13,03±0,71*#§
	-21,16±1,02*§

	35
	-10,93±0,71*
	-2,31±0,65#§
	-15,36±1,40*#§
	-23,99±1,51*§

	40
	-12,83±1,36*
	-4,09±0,66*#§
	-15,14±0,81*#
	-23,99±1,66*§

	Продовження табл. 4.3

	1
	2
	3
	4
	5

	50
	-15,92±1,40*
	-5,97±1,96#§
	-17,71±0,90*#
	-25,16±1,36*§

	60
	-18,18±1,51*
	-5,97±1,96#§
	-17,80±0,79*#
	-25,16±1,33*§


Примітки: 

1. * - p< 0,05 відносно початкового показника

2. § - p< 0,05 відносно 0,9% NaCl (2 мл/кг в/в)

3. # - p< 0,05 відносно вінпоцетину (5 мг/кг в/в)

Нами встановлено, що однократне в/в введення тваринам 0,9% розчину NaCl в дозі 2 мл/кг в/в супроводжувалось вже з 15 хв. прогресуючим зниженням артеріального тиску (АТ) відносно початкового рівня.

Під впливом сполуки МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/в АТ протягом всього досліду практично не змінювався відносно фонового показника. В той же час на тлі сполуки МТ-279 спостерігався нормалізуючий вплив на рівень АТ відносно контрольної групи тварин. В протилежність цьому під впливом вінпоцетину в дозі 5 мг/кг в/в відмічалось подальше (максимально на 13%) зниження АТ (р<0,05) у всі терміни дослідження порівняно з контролем. Сполука МТ-282 практично не впливала на динаміку рівня АТ порівняно з контролем.

Таким чином, на підставі отриманих даних можна зробити висновок, що сполука МТ-279 (10 мг/кг в/в) на відміну від вінпоцетину (5 мг/кг в/в) суттєво не впливає на рівень АТ.

Порівнюючи показники ОШМК та рівня АТ під впливом сполук МТ-279 та МТ-282, можна зазначити, що стимуляція мозкового кровотоку на відміну від вінпоцетину відбувалась без суттєвих змін АТ. Це вказує не те, що стимулюючий вплив на швидкість мозкового кровотоку у сполуки МТ-279 так само, як і референс-препарату, не пов’язаний з підвищенням рівня АТ, а є результатом судинорозширювальної дії. Незначне зниження АТ відносно фонового показника під впливом МТ-279, як і вінпоцетину можна вважати позитивним, враховуючи той факт, що більшість ішемічних інсультів частіше трапляються саме на фоні підвищеного рівня АТ [198, 213].

4.2 Оцінка фармакотерапевтичної ефективності сполуки МТ-279 на інтенсивність перебігу деструктивних змін в мембранах нейронів котів в умовах ГПМК

У ході попередніх досліджень церебропротекторної дії похідного хіназоліну сполуки МТ-279 нами встановлено, що їй притаманний стимулюючий вплив на церебральний кровотік у наркотизованих інтактних щурів. У зв’язку з цим, представляло інтерес оцінити вплив МТ-279 на мозкову гемодинаміку в умовах гострого порушення мозкового кровообігу та паралельно дослідити інтенсивність перебігу деструктивних змін в мембранах нейронів в цих умовах впродовж першої доби судинномозкової катастрофи за ступенем наростання активності нейрон-специфічної енолази (NSЕ), яка є раннім маркером пошкодження мембран нейронів. Енолаза є одним із ключових ферментів аеробного гліколізу. Її ізофермент – gg-енолаза або нейрон-специфічна енолаза (NSЕ) – міститься переважно в нейронах та нейроендокринних клітинах. При неврологічних захворюваннях, у тому числі і при ГПМК, відмічається вихід нейрон-специфічних ензимів та їх ізоферментів з пошкоджених нейронів, що дозволяє вивчити глибину та інтенсивність структурно-функціональних порушень біомембран в ЦНС на самих ранніх етапах [20]. У вітчизняній літературі надзвичайно мало даних стосовно використання NSЕ у ролі раннього специфічного маркера ішемії головного мозку як в умовах експерименту, так і клініки. Однак у закордонній літературі є роботи, які свідчать про ефективність ензиматичних тестів для ранньої діагностики та прогнозу ГПМК [22, 24, 30].
Відомо [31, 35, 68, 79, 220], що в умовах масивного ішемічного враження нейронів головного мозку спостерігаються порушення життєво важливих функцій організму: диспное, гіпопное, а також зниження системної гемодинаміки, ступінь та важкість яких, прямо залежать від глибини церебральної ішемії. Зазначені зміни в свою чергу, обумовлюють низькусатурацію крові киснем [47, 50, 83, 197, 220, 266], що призводить до ще більшого гіпоксико-ішемічного враження головного мозку. 

Виходячи із наведених даних, представляло інтерес дослідити вплив терапії сполукою МТ-279 в порівнянні з вінпоцетином на негативні зміни центральної гемодинаміки (АТ) та ступінь насичення крові киснем (SaO2) у котів за умов ГПМК, викликаного однобічною перев’язкою СА. Вказані речовини досліджувались в оптимальних церебропротекторних дозах відповідно 10 та 5 мг/кг в/в. Контрольні тварини отримували  еквівалентну кількість ізотонічного розчину NaCl (2 мл/кг в/в). Результати проведених досліджень представлені в табл. 4.4 та 4.5.
Таблиця 4.4
Динаміка рівнів ОШМК, АТ та SaO2 у котів з моделлю односторонньої перев’язки СА на тлі введення сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/в) та вінпоцетину (5 мг/кг в/в ) (М±m, n=5)

	Умови досліду
	Динаміка (%) показників відносно фону у котів з ГПМК через 24 год.

	
	ОШМК
	SaO2
	AT
	ЦВТ

	ГПМК+ 0,9% розчинNaCl
	-49,33 ± 2,65°
	-7,50 ±0,54°
	-27,32 ± 2,14°
	-45,91 ± 1,60°

	ГПМК+ МТ-279 
	-18,95 ± 1,23#*
	-1,21 ± 0,64#
	-4,78 ± 0,64#*
	-17,79 ± 0,85#*

	ГПМК+ Вінпоцетин 
	-31,99 ± 1,23#
	-1,41 ± 0,42#
	-10,85 ± 1,20#
	-25,50 ± 1,71#*


Примітки: 

1. ° - р<0,05 відносно фонового показника

2. # - р<0,05 відносно контролю

3. * - р<0,05 відносно вінпоцетину

В результаті проведеного дослідження встановлено, що в групі контрольних тварин через 24 год. після перев’язки правої загальної сонної артерії мало місце прогресуюче зниження показників ОШМК,насиченості крові киснем (SaO2), АТ та центрального венозного тиску (ЦВТ):в зазначений термін досліду ці показники були вірогідно нижчими фонових відповідно на 49,3%, 7,5%, 27.3% та 45,9%.

Лікувальне введення сполуки МТ-279 так само, як і вінпоцетину (5 мг/кг в/в), протидіяло зниженню показників ОШМК, SaO2, ЦВТ, та рівню АТ (табл. 4.5), які на кінець досліду були вірогідно меншими від фонових всього лише на 18,9% 1,21%, 17,8% та 4,78%. Так, показник ОШМК наркотизованих котів під впливом сполуки МТ-279 був у 2,2 раза більший в порівнянні з тваринами контрольної групи і у 1,7 раза більшим, ніж у тварин, які отримували вінпоцетин. При цьому слід відмітити, що лікувальне введення тваринам сполуки МТ-279 так само, як і вінпоцетину, сприяло зменшенню рівнів SaO2,  ЦВТ та рівня АТ відносно тварин контрольної групи, хоча вони і залишались нижчим відносно початкових даних.

Таким чином, результати проведеного дослідження показали, що похідне 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів - сполука МТ-279 в дозі 10 мг кг в/в так само, як і вінпоцетин (5 мг/кг в/в), в умовах ГПМК протидіє зниженню швидкості мозкового кровотоку, а також показників сатурації крові киснем, рівнів АТ та ЦВТ, перевершуючи при цьому за динамікою показників еталонний препарат. Зазначену спроможність МТ-279, як і вінпоцетину, протидіяти падінню ОШМК в заданих умовах експерименту можна розцінити як наявність в них стимулюючого впливу на кровопостачання ішемізованого головного мозку. Ця властивість співставляється з зазначеною динамікою рівнів АТ, SaO2, ЦВТ. Поруч з цим нами встановлено, що у контрольних щурів з ГПМК має місце зростання рівнів NSE на 24 год. спостереження з 0,680 нг/мл (фон) до 6,923 нг/мл, тобто в 10разів (табл. 4.5).

Таблиця 4.5
Вплив похідного 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/в), вінпоцетину та 0,9% розчину NaCl (2 мл/кг в/в) на активність NSE(нг/мл) у венозній крові котів з моделлю однобічної оклюзії загальної сонної артерії (М±m, n=5)

	Термін, год
Умови досліду
	Вихідний рівень
	Через 24 год після моделювання ГПМК

	ГПМК+ 0,9% фіз. розчин
	0,680 ± 0,031
	6,923 ± 0,312

	ГПМК+ Вінпоцетин (5 мг/кг в/в)
	0,612 ± 0,023
	3,64 ± 0,212#*

	ГПМК+ МТ-279 (10 мг/кг в/в)
	0,677 ± 0,032
	4,479 ± 0,233#


Примітки: 

# - р<0,05 відносно контролю
 * - р<0,05 відносно вінпоцетину

Під впливом лікування сполукою МТ-279 (10 мг/кг в/в) так само, як і вінпоцетину (5 мг/кг в/в), спостерігалось менш інтенсивне зростання рівня нейрон специфічної енолази відносно початкового рівня відповідно у 6,6 та 6,0 раза відповідно. При цьому, рівень NSE під впливом сполуки МТ-279 через 24 год. після моделювання патологічного стану був в 1,5 раза нижчим, ніж у тварин контрольної групи. Зниження показника рівня NSE може свідчити про те, що препарати володіють цитопротекторною властивістю, тим самим зменшуючи ступінь деструктивних змін в нейронах ішемізованого головного мозку, тим самим зменшуючи вогнище некрозу. Механізм протекторної дії на ішемізований головний мозок, ймовірно, пов’язаний з їх здатністю стимулювати церебральний кровотік та проявляти виражений цитопротекторний ефект в умовах ГПМК.

Таким чином, в ході проведеного дослідження нами було встановлено, що сполука МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/в так само, як і вінпоцетин, володіє нейропротекторним ефектом, який, ймовірно, пов’язаний з їх спроможністю стимулювати кровопостачання ішемізованого мозку.

4.3Дослідження гострої токсичності сполуки МТ-279 та визначення її терапевтичного ефекту

Окрім високої фармакологічної активності, однією з найбільш важливих вимог до лікарських препаратів та досліджуваних речовин є їх безпека для пацієнта. Важливо, щоб препарати, які використовувалися з терапевтичною метою, проявляли мінімальний негативний вплив на функціонування як окремого органа, так і ввесь організм в цілому. [56]. Отримані дані при токсикологічному дослідженні є основою для визначення класу токсичності досліджуваних сполук, а також надають первинну інформацію стосовно токсичної дії речовин на організм.

Враховуючи результати попередніх даних на слідуючому етапі представляло інтерес вивчити гостру токсичність (LD50) сполуки-лідера. Для визначення середньої летальної дози використовували табличний експрес-метод [171]. Визначення LD50у сполуки МТ-279 проводили  на 5 групах по 3 тварини в кожній. Сполука МТ-279 досліджувалася в дозах 398, 447, 500, 562 мг/кг. Досліджувану сполуку вводили одноразово інтраперитонеально в об'ємі 0,2 мл 0,9% ізотонічного розчину NaCl. Спостерігали за тваринами протягом 14 діб. Результати експерименту наведені в таблиці 4.7.

У тварин, які загинули,на фоні застосування доз, близьких до LD50 (398-562 мг/кг), приблизно через 90-120 с після введення починали з'являтися симптоми інтоксикації і проявлялися в зниженні рухової активності, атаксією, наявністю двохстороннії напівптозів, вираженою сонливістю, також відмічалося часте поверхневе дихання. Також виникали парези задніх кінцівок та зниження реакції на больовий подразник. У тварин, які вижили, не було виявлено відмінності у споживанні їжі та масі тіла порівняно з контролем, не відмічалось також відхилень у поведінці, ознаки інтоксикації були відсутні.

Таблиця 4.7

Середньосмертельні дози сполуки МТ-279 при в/о введенні в організм мишей

	Доза, мг/кг
	Кількість тварин у групі
	Кількість тварин, які загинули
	LD50мг/кг

	398
	3
	0
	431 (351-512)

	447
	3
	1
	484 (393-574)

	500
	3
	2
	

	562
	3
	2
	

	630
	3
	3
	656 (594-717)


При дослідженні більших доз МТ-279 (630-668 мг/кг) час настання симптомів значно скорочувався, клінічна картина отруєння була більш виразною, смерть наступала швидше. Через 15-25 с  після введення досліджуваної дози у мишей значно знижувалася рухова активність, виникали атаксія, сонливість, двохсторонні напівптози, які швидко переходили і птози. Вникали тоніко-клонічні судоми, які тривали по 10-15 с. Тварини гинули в результаті зупинки дихання протягом 1 год після введення досліджуваної дози.

В результаті проведеного експериментального дослідження гострої токсичності сполуки МТ-279 при її в/о введенні лабораторним мишам отримано таку послідовність реакцій 1-2-2 (табл. 4.6). За методом Т.В. Пастушенко визначили середню летальну дозу сполуки МТ-279, яка становить 484 (393-574) мг/кг. Отже, сполука МТ-279 належть до IV класу(малотоксичні) речовин [56].

Відомо, що одним з критеріїв безпечного застосування лікарських засобів є терапевтичний індекс, що відображає відношення середньої летальної дози до середньої терапевтичної дози (ТІ= ЛД50/ЕД50). Чим вищий терапевтичний індекс, тим безпечнішим у використанні є препарат [56]. В нашому дослідженні нами обрано декілька препаратів порівняння. З метою порівняльної оцінки сполуки МТ-279 та референс-препаратів представляло інтерес провести порівняльний аналіз їх терапевтичних індексів. Згідно даних літератури відомо, що ЛД50 для пірацетаму становить 10600 мг/кг, мексидолу – 3060 мг/кг. [173]. Таким чином, терапевтичний індекс для сполуки МТ-279 становить 48,4, мексидолу – 30,6, пірацетаму – 106.

Таким чином, враховуючи результати проведеного дослідження нами встановлено, що сполука МТ-279 за своєю токсичністю відноситься до IV класу сполук – малотоксичні. Разом з тим, за широтою терапевтичного ефекту вона переважає мексидол, поступаючись пірацетаму. Це може слугувати підґрунтям для більш глибокого вивчення її фармакологічних властивостей для створення на її основі нового лікарського засобу з церебропротекторними властивостями.

Результати проведеного дослідження опубліковано:

1. Маринич Л. І. Вплив похідних 6-заміщених 3R-2H​[1,2,4]тріазино[2,3-c]хіназолін-2-онів (сполук МТ-279 та МТ-282) на центральну та церебральну гемодинаміку інтактних тварин та за умов моделювання гострого порушення мозкового кровотоку / Л. І. Маринич, Г. І. Степанюк, О. С. Пашинська, С. І. Коваленко, О. Ю. Воскобойнік // Фармакологія та лікарська токсикологія. - 2013. – №2 (33). – С. 15-19.

2. Маринич Л. І. Порівняльна оцінка церебропротекторної дії похідного 1,2,4-триазино-хіназоліну (сполуки МТ-279) та вінпоцетину на моделі гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК)/ Л. І. Маринич // Матеріали І наукової конференції молодих вчених з міжнародною участю. 19-20 травня 2010 р. : Вінниця. – 2010. – С. 133.

3. Маринич Л. І. Порівняльна характеристика рівня нейрон-специфічної енолази під впливом похідного 1,2,4-триазино-хіназоліну та вінпоцетину у наркотизованих котів / Л. І. Маринич, Г. І. Степанюк, С. І. Коваленко // Фармація України. Погляд у майбутнє: матеріали VIІ Національного з’їзду фармацевтів України, 15-17 вересня 2010 р. : Харків, - 2010. – Т. 2. – С. 87.

4. Маринич Л. І. Порівняльна оцінка впливу похідного 1,2,4-триазино-хіназоліну, сполуки МТ-279 та вінпоцетину на рівень об’ємної швидкості мозкового кровоточу у наркотизованих щурів / Л. І. Маринич, Г. Г. Степанюк // Клінічна та експериментальна фармакологія метаболічних коректорів, органопротекція, доказова медицина: Матеріали VI Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченої 90-річчю проф.. О. О. Столярчука. 10-11 листопада 2010 р. : Вінниця. – 2010. – С. 286-287.

РОЗДІЛ 5

ПОРІВНЯЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕРЕБРОПРОТЕКТОРНОЇ ДІЇ МТ-279 ТА МЕКСИДОЛУ В ПІДГОСТРОМУ ЕКСПЕРИМЕНТІ

5.1. Оцінка ефективності досліджуваних речовин у щурів з гострим порушенням мозкового кровообігу за показниками летальності та неврологічного дефіциту

Враховуючи результати наших попередніх досліджень, де була доведена наявність у сполуки МТ-279 церебропротекторного та антигіпоксичного ефектів, а також стимулюючого впливу на кровопостачання головного мозку( що супроводжувалось зменшенням нейродеструктивних процесів в ньому в гострий період експерименту, представляло інтерес вивчити вплив МТ(279 на динаміку неврологічного дефіциту та когнітивно-мнестичних функцій у щурів з ГПМК. Це і стало підґрунтям для проведення даного дослідження.

Динаміку розвитку неврологічних розладів, спричинених ішемією головного мозку (однобічна оклюзія ЗСА), а також лікувальний вплив на них сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о), які вводили групам тварин окремо щоденно двічі на добу з інтервалом в 12 год( спостереження вели протягом 15 діб. Перше введення речовин здійснювали через 1 год після моделювання ГПМК( а далі щоденно протягом 14 діб. Поведінку та загальний стан усіх груп тварин оцінювали на 4-ту добу (період найбільш виражених неврологічних порушень) та 15-ту добу (відновлювальний період) експерименту. Результати проведеного дослідження представлені в табл. 5.1(5.3.

Проведене дослідження показало, що однобічна оклюзія СА у нелікованих щурів (контрольна група) викликала важкі неврологічні розлади: паралічі, парези, птоз з максимальним проявом на 4-ту добу спостереження. Так, в цей термін спостереження у контрольній групі тварин середній бал за шкалою С.Р. McGrow становив 19,3, що за даними літератури [213, 313] відповідає важкому ступеню дефіциту неврологічної симптоматики. При цьому летальність серед тварин даної групи сягнула 70% (див табл. 5.1). На 15-ту добу спостереження у нелікованих тварин з ГПМК відмічалась незначна тенденція до поліпшення неврологічного статусу, що, згідно з даними літератури (261(, може бути пов’язано з активацією адаптивних процесів в ішемізованому головному мозку. Так, у даної групи тварин на 15-ту добу церебральної ішемії неврологічний дефіцит дещо зменшився в порівнянні з 4-ою добою спостереження і складав 14,2 бали.

Таблиця 5.1

Вплив сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу(100 мг/кг в(о) на динаміку показників летальності та розвитку неврологічного дефіциту у щурів ГПМК (M±m, n=8)

	Група тварин
	Середній бал за шкалою C.P. McGrow
	Кількість тварин (%), що вижили на 4-ту добу

	
	4-та доба
	15-та доба
	

	Інтактні тварини


	0,00±0,00
	0,00±0,00
	100

	ГПМК+0,9% р-н NaCl (контроль)
	19,3±1,52#
	14,24±0,19#
	30

	ГПМК+ МТ-279


	10,12±0,33*#
	2,0±0,26*#°
	70*

	ГПМК+мексидол

	11,25±0,26*#
	3,14±0,21*#
	50*


Примітки:

1) * - р<0,05  відносно контролю;

2) # - р<0,05  відносно інтактних тварин;

3) ° - р<0,05  відносно мексидолу.

На тлі лікувального введення сполуки МТ-279, як і мексидолу, виникав виразний, порівняно з тваринами контрольної групи, церебропротекторний ефект, який чітко проявився вже на 4-ту добу спостереження. Так, середній бал за шкалою C.P. McGrow на тлі вказаних речовин був вірогідно нижчим відносно контрольної групи тварин і становив 10,12±0,33 та 11,25±0,26 відповідно. При цьому показник летальності щурів з ГПМК під впливом вказаних речовин також був нижчим відносно контролю і складав 70% та 50% відповідно (р<0,05). 

Позитивна динаміка зазначених показників на тлі лікувального введення МТ-279 та мексидолу відносно контролю зберігалась і на 15 добу дослідження. Так, в зазначений період експерименту показник неврологічного дефіциту за шкалою C.P. McGrow у сполуки МТ-279 склав 2,0±0,26 бала проти 3,14±0,21 бала у тварин, які отримували мексидол. Слід відмітити, що в кінці експерименту за динамікою показника C.P. McGrow сполука МТ-279 вірогідно переважала референс-препарат в 1,6 раза, співставляючись з ним на 4-ту добу дослідження.

Таким чином, проведене дослідження показало, що сполука МТ-279, як і мексидол, володіє достатньо виразною церебропротекторною дією. При цьому за спроможністю послаблювати неврологічний дефіцит вона практично співставлялась з референс-препаратом на четверту добу, перевершуючи його в певній мірі на 15 добу експерименту.

5.2. Характеристика лікувальної дії сполуки МТ-279 та мексидолу в умовах ГПМК за показниками поведінкових реакцій у тесті «відкрите поле»

Вплив МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на поведінкові реакції щурів з ГПМК було досліджено в умовах тесту «відкритого поля». За даною методикою вивчали горизонтальну активність (кількість переміщень по квадратах підлоги), вертикальну активність (кількість «стійок» на задніх лапках) та дослідницьку діяльність (кількість зазирань у «нірки») щурів з ГПМК протягом 3-х хв дослідження. Спостереження велось на 4-ту та 15-ту добу після моделювання патологічного стану. Досліджувані речовини вводили таким же чином, як і в попередньому експерименті.

Із даних, наведених в табл. 5.2, видно, що в контрольній групі тварин з ГПМК мало місце вірогідне в порівнянні з інтактними тваринами зниження всіх показників рухової активності та їх дослідницької поведінки. Аналогічна динаміка зазначених показників спостерігалась і на 15-ту добу експерименту, що узгоджується з даними літератури [213, 261].

Таблиця 5.2

Вплив МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на динаміку показників орієнтувально-дослідницької діяльності у щурів з ГПМК 
(M±m, n=8)

	Група тварин


	Кількість горизонтальних рухів за (3 хв)
	Кількість вертикальних рухів за (3 хв)
	Кількість зазирань в нірки за (3 хв)

	
	4 доба
	15 доба
	4 доба
	15 доба
	4 доба
	15 доба

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Інтактні тварини
	28,5±1,06*
	32,25±0,66*
	13,5±0,68*
	14,0±0,79*
	29,12±1,19*
	29,85±1,45*

	ГПМК + 0,9% р-н NaCl(контроль)
	9,13±0,53#
	10,87±0,50#
	3,25±0,79#
	4,12±0,51#
	1,12±0,39#
	2,37±0,26#

	ГПМК + 

МТ-279
	17,12±0,53 *#°
	22,75±0,66 *#°
	8,37±0,58  *#°
	10,87±0,39 *#
	12,0±0,26  *#°
	20,87±0,79 *#°

	ГПМК + мексидол
	20,12±0,79 *#
	25,12±0,26 *#
	11,50±0,39 *#
	12,50±0,80 *#
	15,87±0,66 *#
	25,87±0,39 *#


Примітки:

1) * - р<0,05  відносно контролю;

2) # - р<0,05  відносно інтактних тварин;

3) ° - Р<0,05  відносно тварин, які отримували мексидол

На тлі лікувального курсового введення щурам з ГПМК сполук МТ(279 як і мексидолу на 4 добу сполуки мало місце вірогідне збільшення рухової та дослідницької активності порівняно з нелікованими щурами. На 15 добу спостереження під дією МТ-279 та мексидолу кількість горизонтальних рухів зросла відповідно на 187% та 220% відносно контролю. При цьому кількість вертикальних рухів тварин зросла відповідно на 263% та 303%, а кількість зазирань в нірки - відповідно на 1091% та 880%, наближаючись до показників інтактних тварин. Слід відмітити, що за спроможністю збільшувати рухову та дослідницьку активність сполука МТ-279 в певній мірі вірогідно в обидва терміни спостереження поступалась (на 10% - 27%) препарату порівняння (за винятком вертикальних рухів на 15 добу дослідження) (див. табл. 5.2).

Отже, в ході проведеного дослідження встановлено, що курсове введення похідного 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів - сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/о)( як і мексидолу (100 мг/кг в/о)( сприяє відновленню дослідницько-рухової активності тварин з ГПМК.

5.3 Оцінка терапевтичного ефекту МТ-279 та мексидолу у щурів з ГПМК за показниками когнітивно-мнестичних функцій ЦНС

В даному дослідженні лікувальну дію МТ(279 та мексидолу у щурів з ГПМК оцінювали в тесті УРПУ за даними латентного періоду до та після  (24 год) навчання тварин( а також навчених тварин.

Як видно з представлених даних (табл. 5.3), у щурів контрольної групи нірковий рефлекс через 24 год формування УПРУ зберігався, але тривалість його латентного періоду зросла в 2,3 раза відносно вихідного рівня. Пригнічення умовного рефлексу у піддослідних тварин свідчить про негативний вплив ішемії на функціональний стан головного мозку, адже в заданих умовах експерименту всі тварини зайшли до темного відсіку камери.

На тлі лікувального введення тваринам сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/о), як і мексидолу (100 мг/кг в/о) виникав виразний антиамнестичний ефект у щурів з ГПМК. Це проявлялось в заданих умовах експерименту тим( що відповідно 80% та 60% лікованих вказаними речовинами тварин не зайшли до темного відсіку камери проти 30% тварин контрольної групи.

Таблиця 5.3

Вплив сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о)на когнітивно-мнестичні функції у щурів о однобічною оклюзією СА в тесті УРПУ на 15-ту добу експерименту (M±m, n=8)

	Група тварин
	Латентний період заходу в камеру до навчання, сек.
	Латентний період заходу в темну камеру через 24 год після навчання, сек.
	Кількість навчених тварин, %

	ГПМК+0,9% р-н NaCl (контроль)
	21,25±0,79
	50,87±1,19
	30

	ГПМК+МТ-279
	15,57±0,39*
	69,85±2,12*#
	80*#

	ГПМК+мексидол
	12,75±0,66*
	61,25±1,19*
	60*


Примітки:

1) * - р<0,05  відносно контролю;

2) # - р<0,05  відносно мексидолу (100 мг/кг в/о)

На спроможність сполуки МТ-279 послаблювати нейродеструктивні зміни в нейронах при фокальній ішемії головного мозку, на нашу думку, опосередковано вказує на її спроможність зменшувати явища когнітивного дефіциту, про що ми судили за результатами в тесті УРПУ у відновлювальний період. Причому, за цією властивістю сполука МТ-279 вірогідно перевершувала мексидол: так, показник латентного періоду УРПУ та кількість повністю навчених тварин на 15 добу вірогідно збільшилась відносно референс-препарату в середньому на 14 та 20% (див. табл. 5.3)
Отже, в результаті проведених досліджень нами було встановлено, що сполука МТ-279 (10 мг/кг в/о) має здатність усувати когнітивно-мнестичні та неврологічні розлади, які виникають при церебральній ішемії. Це проявлялось шляхом зменшення неврологічного дефіциту, покращенням мнестичних функцій та підвищенням орієнтовно-дослідницької діяльності тварин з ГПМК. В зазначених умовах експерименту за даними показниками сполука МТ-279 співтавляється( а подекуди і перевершує за ефективністю референс-препарат.

Результати проведеного дослідження опубліковано:

1. Маринич Л.И. Сравнительная оценка соединения МТ-279 и мексидола по показателям смертности и неврологического дефицита у крыс с острым нарушением мозкового кровообращения / Л. И. Маринич // Обзоры по клинической фармакологи и лекарственной терапии: материалы научн. Конф. с международным участием Фармакологическая нейропротекция, 18-21 сентября 2013 г. Санкт-Петербург. – 2013. – Т. 11. – С. 99-100.
РОЗДІЛ 6

ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ ЦЕРЕБРОПРОТЕКТОРНОЇ ДІЇ СПОЛУКИ МТ(279.

6.1 Вплив сполуки МТ(279 та мексидолу на перебіг біоенергетичних процесів в ішемізованому мозку щурів.

Гіпоксія, яка виникає внаслідок зниження перфузії тканин мозку( представляється складним фазовим процесом , в основі якого лежать послідовні зміни властивостей мітохондріального ферментного комплексу. Стадії гіпоксії знаходяться в тісному співвідношенні з вмістом в нейронах аденозинтрифосфату (АТФ) та провідними енергозалежними процесами. У той же час значне збільшення концентрації аденозинмонофосфату (АМФ ) призводить до активації протеїнкіназної системи , що служить додатковим механізмом загибелі клітинних мембран [213, 233, 248]. Згідно з даними літератури (92, 93, 133, 268(, першочерговим завданням церебропротекціі при ГПМК є усунення процесів енергетичного дисбалансу, розвиток якого є ключовою ланкою у патогенезі даного патологічного стану.

В попередніх дослідженнях нами встановлено, що сполука МТ-279 здійснює захисний вплив на ішемізований головний мозок щурів, зменшує активність нейрон-специфічної енолази у сироватці крові котів з ГПМК та нормалізує показники кислотно-лужної рівноваги та рівня Са2+ в крові монгольських піщанок з ГПМК. В зв’язку з цим представляло інтерес більш глибоко дослідити механізм нейропротекторнної дії сполуки МТ-279, зокрема її вплив на метаболічні процеси при експериментальній ішемії головного мозку. 
В зв’язку з цим метою даного дослідження було охарактеризувати вплив сполуки МТ(279 в порівнянні з мексидолом на перебігбіоенергетичних процесів в головному мозку щурів при експериментальній гострій ішемії для з’ясування його можливих механізмів нейропротекторної дії.
В якості препарату порівняння було взято один з найчастіше використовуваних в клініці нейропротекторних засобів – мексидол [213].Лікування щурів з ГПМК (однобічна оклюзія загальної сонної артерії) проводилось щоденно, протягом 14 діб( добову дозу досліджуваних речовин ділили на два прийоми і вводили з перервою у 12 годин. Перше введення речовин виконували через 1 год після відтворення ГПМК, останнє – на 14-ту добу експерименту. Сполуку МТ-279 та мексидол досліджували в оптимальних церебропротекторних дозах, що складали відповідно 10 та 100 мг/кг в/о. Контрольна група щурів отримувала еквівалентну кількість за об’ємом 0,9% розчину NaCl (2 мл/кг в/о). Дослідження проводили на 5 та 15 добу експерименту.Результати проведеного дослідження представлено в таблиці 6.1.

Із даних, представлених в табл. 6.1, видно, що у нелікованих тварин в ішемізованій півкулі головного мозку мають місце глибокі розлади у біоенергетичних процесах. Ці порушення в найбільшій мірі проявились на 5 добу експерименту. В зазначений термін спостереження в клітинах ішемізованого мозку щурів відмічалось вірогідне зниження вмісту АТФ та АДФ відповідно на 52% та 25% в середньому при певному зростанні рівня АМФ відносно інтактних тварин. Разом з цим мало місце зниження показника енергетичного заряду мозку. Зазначені порушення у складі аденіннуклеотидів супроводжувались вірогідним зниженням (в середньому на 46%) відносно інтактних тварин вмісту креатину фосфат (КФ), що є свідченням значної деградації енергетичних ресурсів в ішемізованих клітинах головного мозку.

Паралельно з енергодефіцитом в ішемізованій півкулі головного мозку спостерігалось посилення реакцій анаеробного гліколізу. На це вказувало вірогідне зростання концентрації лактату (в середньому на 157%) при одночасному зниженні (в середньому на 51%) рівня пірувату. При цьому показник співвідношення лактат/піруват вірогідно виріс в середньому у 5,3 раза відносно інтактних щурів. В зазначений період експерименту в ішемізованому мозку нелікованих щурів з ГПМК спостерігалось також вірогідне зниження вмісту глікогену (на 40%) та глюкози (в середньому на 51%). На 15-ту добу експерименту зазначені порушення біоенергетичного метаболізму в нейронах ішемізованої півкулі щурів зберігались, однак, інтенсивність їх була значно меншою, ніж у попередній термін експерименту( що свідчить про початок відновлювальних процесів в ішемізованому головному мозку (296, 306].
Курсове введення щурам з ГПМК сполуки МТ-279 (10 мг/кг, в/о), подібно до мексидолу (100 мг/кг, в/о), супроводжувалось позитивною( порівняно з контролем( динамікою показників енергозабезпечення нейронів ішемізованої півкулі головного мозку в обидва терміни спостереження. Так, на 5 добу експерименту на тлі сполуки МТ-279 практично в такій же мірі, як і під дією мексидолу( спостерігалось зростання рівнів АТФ відповідно на 30 та 34% відносно нелікованих тварин та АДФ відповідно на 18 та 21% в середньому при певному зниженні вмісту АМФ. Вказані зміни супроводжувались зростанням величини показника енергетичного заряду головного мозку, а також збільшенням в ішемізованих тканинах вмісту КФ відповідно на 28% та 34% в середньому (табл. 6.1) Зазначена динаміка показників макроергічних сполук та енергетичного заряду в тканинах ішемізованої півкулі на тлі сполуки МТ-279 та еталонного церебропротекторна зберігались і на 15 добу експерименту, сягаючи практично рівня інтактних щурів (див табл. 6.1). 

Разом з цимпід впливом сполуки МТ-279, як і мексидолу, спостерігалось послаблення метаболічного ацидозу в тканинах ішемізованого мозку щурів, що чітко проявилось вже на 5 добу експерименту: концентрація молочної кислоти знизилась відповідно на 42% та 40% в середньому. При цьому рівень пірувату збільшився відповідно на 34% та 32% відносно контролю. На спроможність обох речовин усувати ознаки цитоплазматичного ацидозу при ГПМК, порівняно з контрольними тваринами, вказувало також зниження показника лактат/піруват (р<0,05) у зазначений період експерименту.
На 15-ту добу експерименту на тлі обох речовин зберігалось відновлення в ішемізованій півкулі вмісту лактату та пірувату, однак їх показники ще не досягали рівня інтактних тварин, що може бути ознакою зниження під впливом МТ-279, як і мексидолу, активності реакції анаеробного гліколізу. Це підтверджується вірогідним зростанням на тлі обох речовин концентрації глюкози в тканинах ішемізованого мозку: на 5 добу експерименту цей показник виріс відповідно в середньому на 61% та 64% порівняно з щурами контрольної групи.

Таким чином, на підставі результатів проведеного дослідження можна зазначити, що курсове (15(денне) лікування ГПМК у щурів сполукою МТ-279 так само, як і мексидолом, послаблює розвиток глибоких порушень енергетичного обміну та цитоплазматичного ацидозу в головному мозку тварин. В зазначених умовах експерименту сполука МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/о практично співставлялась з еталонним церебропротектором (100 мг/кг в/о). Така дія обох речовин, ймовірно, є одним з механізмів їх захисної дії на ішемізований мозок, тому що енергодефіцит та метаболічний ацидоз відносяться до числа найбільш вагомих чинників, від яких залежить величина некротичного ураження головного мозку (43, 58,173]

Таблиця 6.1

Вплив курсового введення сполуки МТ-279 (10 мг/кг, в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на біоенергетичний метаболізм в ішемізованому мозкущурів (M±m, n=7)
	Показники
	Інтактні тварини
	Ішемия без лікування (контроль)
	Лікування сполукою

МТ-279
	Лікування мексидолом

	
	
	5 доба
	15 доба
	5 доба
	15 доба
	5 доба
	15 доба

	АТФ, мкмоль/г тканини
	2,18±0,08
	1,05±0,05*
	1,55±0,06*
	1,37±0,04*#
	1,98±0,07#
	1,14±0,06*#
	2,02±0,09#

	АДФ, мкмоль/г тканини
	0,51±0,04
	0,38±0,02*
	0,42±0,03*
	0,45±0,03
	0,49±0,03
	0,46±0,04
	0,48±0,05

	АМФ, мкмоль/г тканини
	0,14±0,01
	0,45±0,03*
	0,41±0,02*
	0,29±0,03*#
	0,20±0,03#
	0,26±0,02*#
	0,18±0,02#

	Енергетичний заряд
	0,860
	0,659
	0,739
	0,756
	0,833
	0,770
	0,846

	КФ, мкмоль/г тканини
	2,92±0,18
	1,58±0,11*
	1,96±0,12*
	2,02±0,14*#
	2,63±0,13#
	2,12±0,16*#
	2,78±0,18#

	Глікоген, мг/г тканини
	1,64±0,12
	0,98±0,10*
	1,25±0,10*
	1,30±0,11*#
	1,48±0,12
	1,34±0,11#
	1,72±0,13#

	Глюкоза, мколь/г тканини
	1,58±0,14
	0,78±0,11*
	1,07±0,08*
	1,26±0,08*#
	1,43±0,11#
	1,28±0,12*#
	1,62±0,12#

	Лактат, мкмоль/г тканини
	2,66±0,21
	6,83±0,42*
	4,84±0,34*
	3,98±0,31*#
	3,42±0,28*#
	4,12±0,32*#
	3,53±0,29*#

	Піруват, мкмоль/г тканини
	0,29±0,01
	0,14±0,01*
	0,19±0,01*
	0,19±0,01*#
	0,24±0,02*#
	0,20±0,02*#
	0,26±0,01*#

	Лактат/піруват
	9,12±1,14
	48,1±3,42*
	25,2±2,26*
	20,9±1,83*#
	14,1±1,14*#
	20,4±1,78*#
	12,9±1,34*#


Примітки: 1) * – р<0,05  відносно інтактних тварин;

2) # – р<0,05  відносно відповідного контролю;

6.2 Вплив сполуки МТ-279 та мексидолу на стан кислотно-лужної рівноваги та рівень Са2+ в крові у гербел з моделлю ГПМК

Ключове місце в патогенезі ішемічного інсульту посідає гіпоксія тканин, яка разом з енергодефіцитом призводить до порушення показників кислотно-лужної рівноваги, що в свою чергу викликає розширення зони некрозу [ 306, 313]. Саме тому корекція показників кислотно-лужної рівноваги (КЛР) при ішемічних ураженнях головного мозку  є одним з основних напрямків сучасної фармакотерапії ГПМК. Разом з цим відомо, що в основі виникнення розвитку некрозу на тлі ішемії мозку лежить запуск глутамат-кальцієвого каскаду, що в кінцевому результаті призводить до внутрішньоклітинного накопичення іонів Са2+, створюючи перевантаження мітохондрій з порушенням окислюваного фосфорилювання та посиленням катаболічних процесів [6, 213].

В попередніх дослідженнях нами було встановлено, що сполука МТ-279 володіє виразним церебропротекторним ефектом на моделі двобічної оклюзії загальних сонних артерій у ненаркотизовних щурів. В з’язку з цим представляло інтерес дослідити вплив сполуки МТ-279 на стан кислотно-лужної рівноваги та рівень Са2+ в крові в умовах експериментального ішемічного інсульту в порівнянні з мексидолом, який на сьогоднішній день широко застосовується  в якості церебропротекторного засобу при даній патології [313].

Проведене дослідження показало, що у групі нелікованих тварин з ГПМК через добу після моделювання патологічного стану мали місце зміни показників КЛР, які за даними літератури [327] можна характеризувати, як ознаки декомпенсованого змішаного ацидозу (метаболічного та дихального) в ішемізованій півкулі головного мозку. На це вказувало, перш за все, вірогідне зменшення показника рН венозної крові у контрольних гербел в середньому до 6,99±0,03 проти 7,22±0,01 у псевдооперованих тварин. Згідно з точкою зору вище зазначених дослідників, рН крові є величиною постійною і коливання цього показника всього на 0,3-0,4 одиниці у будь-який бік, особливо у структурах головного мозку, де швидкість протікання усіх метаболічних процесів напряму залежить від сталості КЛР, може призвести до незворотних змін у нейронах (запуск процесів перекисного окислення ліпідів, окисної модифікації білків, апоптозу, некрозу та ін.). 

Даний ацидоз є метаболічним, на що вказувало вірогідне по відношенню до псевдооперованих тварин зменшення концентрації буферних основ, а саме: АВ, SВ, ВВ та ВЕ в середньому відповідно на 44,1; 43,8; 28,7 та 188,8  % (див рис. 1).
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Рис. 6.1  Динаміка показників кислотно-лужної рівноваги в крові гербел з ГПМК на тлі лікування сполукою МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолом (100 мг/кг в/о) (М±m, n=7)
Примітки: 

1. * - р<0,05  відносно псевдооперованих тварин;
2. # - р<0,05  відносно контролю;

3.” - р<0,05  відносно мексидолу

На метаболічний характер ацидозу вказували також зсуви рН крові та дефіцит буферних основ (ВЕ) у кислий бік. Поряд із цим, у нелікованих тварин з ГПМК мало місце вірогідне відносно псевдооперованих тварин підвищення рівня рСО2 в середньому на 15,2 %, що, згідно з точкою зору [313], може бути ознакою як виснаження компенсаторних можливостей дихальної системи (некомпенсований ацидоз), так і розвитку диспное за рахунок порушення діяльності дихального центру внаслідок глобальної ішемії головного мозку. 
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Рис. 6.2 Динаміка показників парціального тиску вуглекислого газу (рСО2) в крові гербел з ГПМК на тлі лікування сполукою МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолом (100 мг/кг в/о) (М±m,n=7)

Примітки: 

1. * - р<0,05  відносно псевдооперованих тварин;
2. # - р<0,05  відносно контролю;

Введення гербелам з ГПМК сполуки МТ 279 (10 мг/кг) так само, як і мексидолу (100 мг/кг), вірогідно, перешкоджало розвитку ознак ацидозу. Так, на тлі застосування даних речовин рН крові через 24 год після моделювання патології становив в середньому відповідно 7,21±0,02та 7,17±0,01, не відрізняючись практично від значення даного показника у псевдооперованих тварин. Разом з цим на тлі лікування МТ-279, як і мексидолом, поряд із відновленням рівня рН крові відмічалась нормалізація рівнів рСО2 та буферних основ (див. рис. 1 та 2). Так, під впливом зазначених речовин показник концентрації рСО2 у венозній крові, що відтікала від ішемізованої півкулі гербел з ГПМК, статистично не відрізнявся від відповідного показника у псевдооперованих тварин. При цьому на тлі МТ-279, як і під дією мексидолу, мало місце відновлення рівнів буферних основ АВ, SВ, ВВ та ВЕ, які за величиною наближались до фонових. Слід зазначити, що під впливом сполуки МТ-279 дефіцит буферних основ (ВЕ) був достовірно меншим, ніж під впливом мексидолу (р<0,05 ). Зазначені зміни показників КЛР, викликані МТ-279 та мексидолом у крові гербел з ГПМК, на нашу думку, може свідчити про нормалізацію цими речовинами метаболічних процесів в ішемізованій півкулі та послаблення явищ ацидозу. Останній, як відомо, є тригерним фактором до розвитку процесів оксидативного стресу, які, у свою чергу, в кінцевому результаті призводять до загибелі нейрону як структурно-функціональної одиниці нервової тканини головного мозку [213, 313].
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Рис. 6.3 Динаміка показників рівня Са2+ в крові гербел з ГПМК на тлі лікування сполукою МТ-279 (10 мг/кг в/о) та мексидолом (100 мг/кг в/о) (М±m, n=7)
Примітки: 

1. * - р<0,05 відносно псевдооперованих тварин;
2. # - р < 0,05 відносно контролю;

3.”– р<0,05 відносно мексидолу
У ході даного експерименту було також встановлено, що субтотальна ішемія головного мозку у нелікованих гербел призводить до розвитку гіпокальціємії (рис. 3). Так, через 24 год у нелікованих тварин з ГПМК у венозній крові на боці ураження, рівень Са2+ був у 2,2 раза меншим порівняно із псевдооперованими тваринами (р<0,05 ). Така динаміка досліджуваного іону в крові може свідчити про розвиток глутаматної „ексайтотоксичності” і надмірне накопичення та депонування Са2+ в нейронах. 

Лікувальне введення гербелам з ГПМК сполуки МТ 279 (10 мг/кг), як і мексидолу (100 мг/кг), перешкоджало розвитку гіпокальціємії: в кінці терапії рівень Са2+ в кровіна тлі введення вказаних речовин був вищим відносно нелікованих тварин відповідно на 57 та 83%, наближаючись до рівня псевдооперованих тварин. 

Отримані дані щодо динаміки рівня Са2+ можуть вказувати на те, що введення МТ-279, як і мексидолу, монгольським піщанкам з ішемією головного мозку зменшує явища глутаматної „ексайтотоксичності” протягом першої доби експерименту. Така дія досліджуваних речовин, на наш погляд, може сприятливо позначатись на розмірах зони ушкодженої ділянки головного мозку і свідчить про наявність у них церебропротекторного ефекту. 

Таким чином, оцінюючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що похідному 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4] триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів (сполуці - МТ-279) притаманна достатньо виразна захисна дія на ішемізований головний мозок, що проявлялась нормалізацією показників КЛР та рівня Са2+ в крові. Зазначені властивості досліджуваної сполуки, ймовірно, лежать  в основі її механізму церебропротекторного ефекту.

6.3 Вплив сполуки МТ(279 та мексидолу на стан оксидантно(антиоксидантної рівноваги в ішемізованому мозку.

Відомо( що в патогенезі як гострих( так і хронічних форм цереброваскулярних захворювань (ЦВЗ) важливе значення посідає гіпоксія, яка супроводжує ішемічні інсульти, спричиняючи виникнення дисбалансу в системі оксидантно-антиоксидантної рівноваги з накопиченням великої кількості вільних радикалів, молекулярною мішенню для яких є ліпіди, білки і ДНК нейронів. [313].

Головний мозок( як відомо (213, 278((є найбільш чутливим і схильним до індукції вільнорадикальних реакцій органом( особливо на фоні ішемії( що пов(язано з більш високим вмістом в його тканинах фосфоліпідів( високим співвідношенням білки(ліпіди( яке в 10 раз більше( ніж в скелетних м(язах( недостатністю антиоксидантних систем( більша частина яких знаходиться в крові. Дієнові кон’югати, малоновий діальдегід, які утворюються при активації перекисного окислення ліпідів (ПОЛ), призводять до пошкодження мембран і клітинних структур нейронів і разом з енергодефіцитом та метаболічним ацидозом сприяють виникненню і поширенню некрозу мозкової тканини. 

Наявність широкого розмаїття джерел утворення вільних радикалів обумовлює існування в організмі різних механізмів антиоксидантного захисту( який дозволяє швидко усунути зазначені порушення. В зв(язку з цим( згідно з точкою зору фахівців [278, 313, 213], при ЦВЗ в комплексній терапії гострих порушень мозкового кровотоку (ГПМК) доцільно застосовувати препарати( які володіють протигіпоксичною та антиоксидантною властивостями. 
Саме тому задачею цього дослідження булоохарактеризувати вплив сполуки МТ-279 в порівнянні з мексидолом на процеси перекисного окислення ліпідів у щурів за умов моделювання ГПМК( як можливого механізму їх нейропротекторної дії.

Як і в попередньому дослідженні( ГПМК моделювали у наркотизованих (нембутал 40 мг(кг в(о) шляхом однобічної оклюзії лівої сонної артерії до місця її біфуркації. Лікування проводили щоденно протягом 14 днів окремо сполукою МТ(279 (10 мг(кг внутрішньоочеревинно) та мексидолом (100 мг(кг внутрішньоочеревинно). Досліджувані речовини вводили у зазначених дозах в два прийоми. Ефективність оцінювали на 5 та 15 добу після моделювання ГПМК. 
Перебіг ПОЛ характеризували за вмістом у тканинах ішемізованої півкулі початкових (дієнових( ДК) та кінцевих (ТБК(активних( малоновий альдегід( МДА) продуктів ліпідпереокислення( про стан антиоксидантної системи (АОС) в заданих умовах експерименту судили за активністю ключових ферментів каталази та супероксиддисмутази (СОД) ( показниками( які найчастіше використовуються в експериментальній фармакології [317, 318]. Результати проведеного дослідження представлені і таблиці 6.2.

У групі контрольних щурів з ГПМК без корекції в тканинах ішемізованої півкулі головного мозку в обидва терміни експерименту спостерігались значні порушення показників прооксидатно(антиоксидантної рівноваги. Більш виразні зміни мали місце на 5 добу після моделювання ГПМК. В зазначений термін досліду відмічено вірогідне зростання рівнів ДК та МДА відповідно на 133% та 152% при одночасному зниженні активності ферментів антиоксидантного захисту СОД та каталази відповідно на 58% та 72% в середньому відносно інтактної групи тварин (див. табл. 6.2). Зазначена динаміка показників ПОЛ в ішемізованій півкулі щурів з ГПМК без корекції зберігалась і на 15 добу експерименту. Однак зміни вказаних показників прооксидантно(антиоксидантного гомеостазу в цей час були менш виразними( ніж у попередній термін (див. табл. 6.2). Це цілком узгоджується з даними інших дослідників [3, 233, 297] і свідчить про те( що саме 5 доба ГПМК супроводжується найбільш глибокими змінами в метаболічних процесах ішемізованого мозку.

Таблиця 6.2

Вплив курсового введення сполуки МТ(279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на динаміку показників оксидантно-антиоксидантногогомеостазу в ішемізованому мозку щурів з ГПМК (М±m, n=7)

	Показники


	Інтактні тварини


	Ішемія без лікування (контроль)
	Лікування МТ(279
	Лікування мексидолом

	
	
	5 доба
	15 доба
	5 доба
	15 доба
	5 доба
	15 доба

	ДК, мкмоль/г тканини
	1,26±0,09
	2,94±0,14*
	2,13±0,12*
	1,84±0,13*#
	1,55±0,11*#
	1,96±0,13*#
	1,42±0,11#

	МДА, мкмоль/г тканини
	0,54±0,04
	1,36±0,10*
	0,83±0,06*
	0,92±0,06*#
	0,70±0,05(#
	0,95±0,06*#
	0,66±0,04*#

	СОД, у.о./(мг білка/хв)
	226,2±11,1
	94,2±4,1*
	146,4±12,0*
	133,3±9,3*#
	194,5±10,2(#
	129,2±8(6*#
	185,3±12,4*#

	Каталаза,

мкат/мг

білка/хв.
	8,62±0,72
	2,40±0,14*
	4,24±0,23*
	5,36±0,30*#
	7,08±0,42#
	5,73±0,38*#
	7,62±0,52#


Примітки: 1) *- р<0,05  відносно інтактних тварин;

2) # - р<0,05  відносно відповідного показника в контролі.

Курсове( протягом 14 днів( введення щурам з ГПМК сполуки МТ(279 (10 мг(кг в(о) так само( як і мексидолу (100 мг(кг в(о)( супроводжувалось нормалізацією порушених показників прооксидантно(антиоксидантної рівноваги в ішемізованій півкулі головного мозку. Як видно із наведених у табл. 6.2 даних( вже на 5 добу експерименту на тлі дії сполуки МТ(279(як і мексидолу( спостерігалось вірогідне зниження рівнів ДК (відповідно на 37 та 33%) та МДА (відповідно на 32 та 30% в середньому) відносно нелікованих тварин з ГПМК. Разом з цим( під впливом досліджуваних речовин відмічено відновлення зниженої активності ферментів антиоксидантного захисту. В зазначений термін досліду активність СОД під впливом МТ(279 та мексидолу зросла відповідно на 41% та 37% (р<0(05) відносно нелікованих щурів (див табл. 6.2). Тобто за спроможністю нормалізувати порушені показники прооксидантно(антиоксидантної рівноваги в критичний період ГПМК сполука МТ(279 практично співставляється з референс(препаратом.

На 15(ту добу експерименту під дією сполуки МТ(279( подібно до мексидолу( спостерігалась подальша нормалізація показників окислювального метаболізму в ішемізованій півкулі щурів. При цьому повного відновлення рівнів МДА та активності СОД в кінці експерименту не відмічено( вказані показники кінцевих продуктів ПОД та антиоксидантної системи ще вірогідно відрізнялись від аналогічних показників інтактних тварин (див. табл. 6.2).

Характеризуючи отримані дані( можна зазначити( що сполука МТ(279 (10 мг(кг) так само( як і мексидол (100 мг(кг)( при курсовому введенні в організм щурів з ГПМК проявляє виразну антиоксидантну дію в тканинах ішемізованої півкулі головного мозку. Свідченням цьому є зниження на тлі лікування вказаними речовинами рівнів ДК та ТБК(активних продуктів разом із зростанням активності ключових ферментів антиоксидантної системи (СОД та каталази). При цьому зазначені властивості МТ(279( як і мексидолу( чітко проявились в критичний період ГПМК ( на 5 добу експерименту. За спроможністю інгібувати в ішемізованому мозку процеси ліпідпереокислення сполука МТ(279 практично співставляється з мексидолом. 

Таким чином( результати проведеного дослідження показали( що натрієвій солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполуці МТ(279), як і мексидолу, притаманна властивість нормалізувати показники прооксидантно(антиоксидантного гомеостазу при їх курсовому лікувальному введенні щурам з моделлю ГПМК. Ця властивість досліджуваних речовин( ймовірно( лежить в основі їх механізму церебропротекторної дії.

Результати проведеного дослідження опубліковано:

1. Степанюк Г. І.Вплив похідного 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино [2,3-c]хіназолін-2-онів (сполуки МТ-279) на стан кислотно-лужної рівноваги та рівень Са2+ у крові гербел з моделлю гострого порушення мозкового кровообігу / Г. І. Степанюк, Л. І. Маринич, О. А. Ходаківський, С. І. Коваленко, Г. Г. Берест // Фармакологія та лікарська токсикологія. - 2012. – №1 (26). – С. 19-23.

2. Маринич Л. И. Влияние соединения МТ-279 и мексидола на течение метаболических процессов при экспериментальной ишемии головного мозга / Л. И. Маринич, Г. И. Степанюк, Н. Г. Черноиван, А. Ю. Воскобойник // Тихоокеанский медицинский журнал. - 2013. – №2 (52). – С. 21-25.

3. Маринич Л.І. Порівняльна оцінка похідного 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів (сполуки МТ-279) та мексидолу на перебіг біоенергетичних процесів в умовах гострого порушення мозкового кровоточу / Л. І. Маринич, Г. І. Степанюк // Клінічна фармакологія та фармакотерапія захворювань у світі доказової медицини : матеріали VII Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології, 26-26 листопада 2013р. Вінниця. – 2013. – С. 192-193.
РОЗДІЛ 7

ОЦІНКА ЛІКУВАЛЬНОЇ ДІЇ СПОЛУКИ МТ-279 В ПОРІВНЯННІ З МЕКСИДОЛОМ ЗА ДИНАМІКОЮ МОРФОЛОГІЧНОЇ КАРТИНИ КОРИ ГОЛОВНОГО МОЗКУ ТА ПОКАЗНИКОМ ФРАГМЕНТАЦІЇ ДНК.

7.1 Порівняльна характеристика церебропротекторної дії МТ(279 та мексидолу за даними морфологічного дослідження.
Для встановлення впливу ішемії на кору головного мозку нами досліджена будова кори головного мозку інтактних тварин. У інтактних піщанок кора великих півкуль має притаманну для цього органа структуру (рис. 7.1). 
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Рис. 7.1. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль інтактних піщанок. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х10.Об’єктив х10. 

1-ядра нейроцитів; 2 – ядра клітин нейроглії; 3- нейропіль; 4- гемокапіляри; 5-молекулярний, 6-зовнішній зернистий, 7- пірамідний, 8-внутрішній зернистий, 9- гангліонарний, 10- шар поліморфних клітин.

При гістологічному дослідженні в зрізах сенсомоторної ділянки кори великих півкуль, забарвлених гематоксилін-еозином, наявні тіла нейронів, ядра нейронів та клітини нейроглії, кровоносні капіляри та нейропіль. В сенсомоторній ділянці кори нейроцити розташовані у вигляді колонок і формують добре структуровані 6 шарів: молекулярний, зовнішній зернистий, пірамідний, внутрішній зернистий, гангліонарний та шар поліморфних клітин.
У піщанок, як і у інших ссавців, нейроцити мають різні розміри та форму. Так, нейроцити, розташовані в гангліонарному шарі мають найбільші розміри, ядра нейроцитів, розташованих в поверхневих клітинах  пірамідного шару, за розмірами менші, ніж в глибоко розташованих нейроцитах. Клітини нейроглії в корі великих півкуль в основному представлені протоплазматичними астроцитами та клітинами мікроглії. На відміну від нейроцитів, клітини нейроглії містять темні ядра менших розмірів сферичної та овальної форми (рис. 7.2). 
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Рис. 7.2. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль інтактних піщанок. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10. 

1-ядра нейроцитів; 2 – ядра клітин нейроглії; 3- нейропіль 

У інтактних піщанок в сенсомоторній ділянці кори великих півкуль головного мозку нейропіль має дрібнозернисту структуру (рис. 7.2). Описану цитоархітектоніку мають обидві півкулі, які вкриті тонкою мозковою оболонкою, де розташовані кровоносні судини. Від артерій м’якої мозкової оболонки відгалужуються кортикальні артеріоли, які проникають в кору великих півкуль та утворюють капілярну сітку.
Канали, в яких розташовані кровоносні судини, вистелені м’якою мозковою оболонкою. Між стінками артеріол та венул, які розташовані в корі великих півкуль, та м’якою мозковою оболонкою наявні периваскулярні простори. Навколо кровоносних капілярів такі простори відсутні. Артеріоли мають притаманну для цих судин будову. В мозковій оболонці їх просвіти помірно повнокровні. (рис. 7.3).
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Рис. 7.3. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль інтактних піщанок. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10.

1 - артеріола; 2- периваскулярний простір; 3- гемокапіляр; 4- ядра нейроцитів; 5- ядра клітин нейроглії.
Ендотеліоцити в стінках артеріол утворюють суцільний пласт, однорідні за формою та розмірами. В сенсомоторній ділянці кори великих півкуль головного мозку інтактних піщанок судини кровоносного мікроциркуляторного русла розташовані рівномірно.
На четверту добу після створення моделі ішемії- реперфузії головного мозку в сенсомоторній ділянцілівої півкулі кори головного мозку піщанок наявні зміни, які вказують на дистрофічні та деструктивні процеси в нейроцитах на тлі розладу гемодинаміки в судинах кровоносного мікроциркуляторного русла. Кровоносні судини сенсомоторної ділянкилівої півкулі кори головного мозку піщанок повнокровні, просвіти артеріол нерівномірні, в них виявляються пристінкові тромби (рис. 7.4). 
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Рис. 7.4. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією, на 4 добу експерименту. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10. 

1- пристінкові тромби в венулах; 2- темні нейроцити; 3 –перицелюлярний набряк інтерстицію.

В стінках артеріол ендотеліоцити не утворюють суцільного шару, у внутрішній оболонці судин осередково виявляються ділянки десквамації ендотеліоцитів, в середньому шарі артеріол виявляється гіпертрофія гладких міоцитів. Просвіти венул розширені, повнокровні, в венулах наявні крайове стояння та посилений діапедез лейкоцитів через їх стінки. Просвіти кровоносних капілярів розширені, в них відмічається стаз та агрегація формених елементів крові, підвищена проникність стінок гемокапілярів для плазми і формених елементів. Ендотеліоцити в стінках гемокапілярів деструктивно змінені, в їх цитоплазмі розташовані чисельні вакуолі. Ядра деяких ендотеліоцитів гіперхромні. Базальна мембрана капілярів розпушена та нерівномірно потовщена. Навколо судин кровоносного мікроциркуляторного русла розташовані локальні крововиливи, вогнища лейкоцитарної інфільтрації, а також виражений набряк інтерстицію (рис. 7.5).
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Рис. 7.5. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу дослідження. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10. 

1- зональні крововиливи; 2- темні нейроцити; 3–перицелюлярний набряк інтерстицію.

Канали, в яких розташовані кровоносні судини, розширені. Між стінками артеріол та венул, які розташовані в корі великих півкуль, та м’якою мозковою оболонкою візуалізуються розширені периваскулярні простори(див. рис. 7.5). Навколо кровоносних капілярів також наявні периваскулярні простори, тоді як у інтактних піщанок такі простори навколо кровоносних капілярів відсутні. В нейроцитах цитоплазма гомогенізована,ядра пікнотично змінені. Також виявляються нейроцити, в яких цитоплазма містить чисельні вакуолі. Змінено співвідношення гіпо-, гіпер- та нормохромних нейроцитів: переважають гіперхромні нейроцити, тоді як в інтактних тварин переважають нормохромні.
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Рис.7.6. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу дослідження. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10.

1- набряк сполучної тканини навколо кровоносних капілярів; 2- ядра гіперхромних нейроцитів; 3-ядра нормохромних нейроцитів; 4-ядра клітин нейроглії; 5- проліферація клітин нейроглії.

На четверту добу спостереження найбільш чутливими до дії пошкоджуваних факторів ішемії - реперфузії є нейроцити пірамідного шару, в якому наявні фокальні ішемічні інфаркти. В центрі таких вогнищ розташовані деструктивно змінені нейроцити (рис. 7.6). Навколо ділянок некрозу виражена лейкоцитарна інфільтрація. Ділянки фокальних ішемічних інфарктів відмежовані від неушкодженої кори перехідною зоною у вигляді кільцеподібного розростання клітин мікроглії навколо ділянок некрозу. В перехідній зоні розташовані некротично змінені нейроцити, а також нейроцити, структура яких збережена. При ішемії - реперфузії  в сенсомоторній ділянці кори великих півкуль головного мозку піщанок нейропіль має грубозернисту структуру, тоді як у інтактних піщанок нейропіль має дрібнозернисту структуру. В клітинах нейроглії цитоплазма просвітлена, набрякла, ядра гіперхромні, ядерця не виявляються (рис. 7.6).
На четверту добу експерименту в сенсомоторній ділянці кори великих півкуль піщанок наявні зміни у всіх структурних компонентах кори. Зміни в судинах мікроциркуляторного русла сенсомоторної ділянки кори характеризуються стазом та агрегацією формених елементів крові в просвітах, застійним повнокров`ям, підвищеною проникністю стінок судин для плазми і формених елементів, на що вказує виражений периваскулярний набряк (рис. 7.7). Судини кровоносного мікроциркуляторного русла нерівномірно кровонаповнені, стінки артеріол потовщені, просвіти звужені, ендотеліальна вистілка не суцільна, наявні ділянки десквамації і регенерації ендотеліоцитів. В підендотеліальному шарі стінок артеріол наявний виражений набряк, в середній оболонці гіпертрофія міоцитів. 
Просвіти венул розширені, повнокровні, подекуди в просвітах розташовані агрегати еритроцитів та тромбоцитів. Також наявні адгезія та діапедез лейкоцитів через стінки венул. Просвіти капілярів неоднорідні, поряд із звуженими розташовані розширені капіляри. Ендотеліальна вистілка в капілярах не суцільна, базальна мембрана розпушена. Навколо капілярів виявлені поодинокі крововиливи, периваскулярна сполучна тканина розпушена, в багатьох полях зору наявна гістіолімфоцитарна інфільтрація. Нейроцити зморщені, навколо них розташовані розширені перицелюлярні простори. Нейропіль має грубозернисту структуру. В цитоплазмі астроцитів наявна вакуолярна дистрофія. Змінено співвідношення нормохромних, гіпохромних та гіперхромних нейроцитів, особливо в пірамідному шарі сенсомоторної ділянки кори правої великої півкулі головного мозку піщанок.
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Рис.7.7 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією, на 4 добу експерименту. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х 40.Об’єктив х10. 

1-периваскулярний набряк інвестицію;2-перицелюлярний набряк інтерстицію 3- проліферація клітин мікроглії; 4- гіперхромні нейроцити; 

5-гіпохромні нейроцити.
Гіпохромні та гіперхромні нейроцити переважають на відміну від інтактних тварин, де переважають нормохромні нейроцити. Вогнища ішемічного інфаркту більше виражені, ніж в сенсомоторній ділянці головного мозку інтактних піщанок в той же термін спостереження. Наявне селективне враження нейронів пірамідного шару, які більш чутливі до дії пошкоджуючих факторів ішемії – реперфузії (рис. 7.8).
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Рис. 7.8 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу експерименту. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х10.Об’єктив х10.

1- вогнища фокального ішемічного інфаркту 2- кільцеподібне розростання клітин мікроглії навколо ділянок некрозу.

Через 14 діб після моделювання ішемії-реперфузії головного мозку в сенсомоторній ділянціправій півкулі кори головного мозку піщанок в судинах кровоносного мікроциркуляторного русла морфологічні зміни більше виражені, ніж в попередній термін спостереження. Стінки артеріол потовщені, ендотеліоцити в стінках артеріол дистрофічно та деструктивно змінені, наявні пристінкові тромби, які в деяких випадках призводять до оклюзії просвітів. В середній оболонці стінки артеріол наявна виражена гіпертрофія та гіперплазія лейоміоцитів. В венулах застійне повнокров’я. В періваскулярному просторі наявна лейкоцитарна інфільтрація та виражений набряк інтерстицію. Наявна гіперплазія клітин сполучної тканини навколо судин кровоносного мікроциркуляторного русла, а також наростання чисельності нових гемокапілярів. Просвіти кровоносних капілярів розширені, ендотеліоцити в їх стінках набряклі, базальні мембрани розпушені, периваскулярні простори розширені. Навколо судин наявна лейкоцитарна інфільтрація та виражений набряк сполучної тканини. Порушена цитоархітектоніка сенсомоторної ділянки кори великих півкуль. Радіальна смугастість, яка характерна для інтактних тварин не виявляється. В гангліонарному шарі сенсомоторної ділянки кори великих півкуль головного мозку піщанок наявні вогнища гангліозно клітинних розріджень (рис 7.9).
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Рис. 7.9 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок на 14 добу після моделювання ішемії-реперфузії. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х10.Об’єктив х10. 

1-гіперхромні нейроцити; 2- периваскулярний набряк інтерстицію; 3-ділянки клітинних розріджень; 3- порушена радіальна посмугованість.

На 14 добу експерименту відбувається зростання чисельності та площі  вогнищ некрозу нейроцитів. На місті загиблих нейроцитів виражена лейкоцитарна інфільтрація паренхіми мозку. Нейропіль має грубозернисту структуру (Рис. 7.10). Площа інфарктів нейроцитів в сенсомоторній ділянці кори великих півкуль складає 31,4 ± 3,1%. А зона пенумбри значно ширша, ніж в попередньому терміні дослідження. Як і в попередній термін спостереження, на чотирнадцяту добу у піщанок з моделлю ішемії-реперфузіїв сенсомоторній ділянці кори великих півкуль головного мозку відмічаються виражені патологічні зміни.
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Рис. 7.10. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок через 14 діб після моделювання ішемії-реперфузії. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10. 

1-гіперхромні нейроцити; 2- ділянки клітинних розріджень; 3- зони ішемічних інфарктів; 5- проліферація клітин нейроглії в зонах некрозу нейроцитів. 

Враховуючи морфологічні зміни, які виникають при ішемії-реперфузії в судинах кровоносного мікроциркулятрного русла сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок: порушення цілісності стінки кровоносних капілярів, розширення міжклітинних просторів, вакуолярна дистрофія і некроз ендотеліальної вистілки які призводять до порушення структури гематоенцефалічного бар’єру та крововиливів. Які призводять до дистрофічних та деструктурних змін в окремих нейроцитіах, крупновогнищевих та мілковогнищевих інфарктів. А також деструкції та нейротоксичної дії клітин нейроглії (рис. 7.11).
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Рис. 7.11 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори правої великої півкулі піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 14 добу експерименту. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х10. Об’єктив х10. 

1 - перицелюлярний набряк; 2-ділянки клітинних розріджень; 3-зони ішемічних інфарктів; 4-кільцеве розростання клітин мікроглії навколо зон некрозу; 5 - зональне розростання клітин мікроглії в ділянці інфаркту нейронів.

Через чотири доби у піщанокз модельованою ішемією-реперфузією головного мозку при її корекції мексидолом в сенсомоторній ділянці правої півкулі кори головного мозку наявні зміни у всіх структурних компонентах кори, однак вони менш виражені, ніж в контрольній групі тварин в такий же термін спостереження. Мексидол призводить до нормалізації гемодинаміки, на що вказує відсутність тромбів в просвітах артеріол. Ендотеліальна вистілка в стінках артеріол суцільна. Ендотеліоцити по структурі не відрізняються від таких у інтактних тварин, венули помірно повнокровні на відміну від таких у піщанок контрольної групи, де наявне застійне повнокрів’я. Просвіти кровоносних капілярів помірно розширені, однак ендотеліальна вистілка в капілярах суцільна, а ендотеліоцити нормохромні на відміну від таких у піщанок без корекції, в той же термін спостереження, де наявні ендотеліоцити з просвіленою цитоплазмою, що свідчить про набряк. В венулах повнокров’я та діапедез лейкоцитів менш вираженою, ніж в контрольній групі тварин в той же термін спостереження. Периваскулярний набряк незначний, в периваскулярних просторах розташовані поодинокі лейкоцити, тоді як в контрольній групі тварин їх чисельність значно більша (рис. 7.12 – 7.13).
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Рис.7.12 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією, лікованих мексидолом для корекції ішемії  на 4 добу. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х40. Об’єктив х10. 

1-венула; 2- кровоносний капіляр; 3- ядра нейроцитів; 4- ядра нейрогліоцитів; 5-діапедез лейкоцитів через стінки венул; 6- нейропіль.

Мексидол призводить до стабілізації мембрани нейроцитів. Структура більшої частини нейроцитів подібна за будовою до таких у інтактних тварин, перицелюлярний набряк менш виражений, однак у всіх шарах сенсомоторної ділянки кори виражена гіперплазія нейрогії. 
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Рис.7.13 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль  піщанок з модельованою ішемією-реперфузією, яким вводили мексидол на4 добу експерименту. Забарвлення гематоксилін -еозин. Окуляр х40. Об’єктивх10. 

1- кровоносний капіляр; 2- нейроцити; 4- клітини нейроглії; 5- нейропіль.

В сенсомоторній ділянці кори лівої півкулі головного мозку піщанок нейроцити розташовані у вигляді колонок і формують добре структуровані 6 шарів, більша частина нейроцитів нормохромні, мають чітко контуровані ядра, в яких розташовані одне або два ядерця, однак ядерна оболонка частини нейроцитів утворює чисельні складки. В ядрах хроматин просвітлений, ядерця гіпертрофовані і зміщені на периферію ядер до ядерної оболонки, що вказує на підвищену функціональну активність.Перицелюлярні простори незначно розширені. Осередки інфарктів нейроцитів значно дрібніші, ніж у тварин без лікування і виявляються не у всіх полях зору. При корекції мексидолом значно зменшена зона ішемічного враження головного мозку. Фокальні ішемічні інфаркти мають меншу площу та складають 9,85±1,4%, тоді як в контрольній групі тварин фокальні ішемічні інфаркти на четверту добу спостереження складають 22,53±2,64%.При на тлі лікування мексидолом (100 мг/кг в/о) нейропіль має дрібнозернисту структуру і за структурою подібний до такого у інтактних піщанок. Під дією мексидолу відбувається стабілізація мембран ендотеліоцитів та зменшується набряк периваскулярного простору сполучної тканини навколо кровоносних капілярів
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Рис. 7.14 Фрагмент сенсомотрної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу експерименту, яким вводили мексидол для корекції ішемії. Забарвлення гематоксилін еозин. Окуляр х10. Об’єктив х10. 

1- збережена радіальна посмугованість кори; 2- клітинні розрідження; 3-нейропіль.
Як і в контрольній групі тварин на 4 добу в сесомоторній ділянці кори головного мозку правої півкулі піщанок з модельованою ішемією-реперфузією, яким вводили мексидол для корекції ішемії зміни більше виражені ніж в сенсомоторній ділянці кори піщанок лівої півкулі.
На 14 добу експерименту у піщанок, яким після моделювання ішемії реперфузії вводили мексидол, в сенсомоторній ділянці кори лівої півкулі головного мозку зміни наявні у всіх структурних компонентах кори, однак вони менш виражені ніж в сенсомоторній ділянці кори лівої півкулі головного мозку піщанок контрольної  групи тварин  на той же термін спостереження.
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Рис.7.15 Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу експерименту, яким вводили мексидол для корекції ішемії. Забарвлення гематоксилін еозин. Окуляр х 40.Об’єктив х10.

1 – вогнища інфарктів, 2 – проліферація клітин нейроглії, 3 – інтерстиційний набряк 

В сенсомоторній ділянці кори лівої  півкулі головного мозку піщанок нейроцити розташовані у вигляді колонок і формують добре структуровані 6 шарів, більша частина нейроцитів нормохромні, мають чітко контуровані ядра, в яких розташовані одне або два ядерця, однак ядерна оболонка частини нейроцитів уворює чисельні складки. В ядрах хроматин просвітлений ядерця гіпертрофовані і зміщені на периферію ядер до ядерної оболонки. Що вказує на підвищену функціональну активність, перицелюлярні простори незначно розширені (рис. 7.16).
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Рис. 7.16 Фрагмент сенсомотрної ділянки кори великих півкуль  піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 14 добу експерименту, яким вводили  мексидол для корекції ішемії. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х10. Об’єктив х10.

1- збережена радіальна посмугованість кори; 2- проліферація клітин нейроглії в дрібних вогнищах інфарктів; 3- клітинні розрідження; 4 фібробласти; 5-нейропіль; 6- проліферація фібробластів в вогнищах інфарктів.

Просвіти кровоносних капілярів розширені, помірно повнокровні, ендотеліальна вистелка в стінках капілярів цілісна. Базальні мембрани по структурі подібні до таких у інтактних тварин на той же термін спостереження. Періваскулярні простори навколо кровоносних капілярів незначно розширені. Збільшена чисельність новоутворених капілярів. Їх діаметри значно менші ніж більшої частини капілярів. Венули повнокровні в їх просвітах розташовані чисельні лейкоцити. Навколо деяких судин в періваскулярних просторах також розташовані лімфоцити (рис. 7.17).
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Рис.7.17. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 14 добу, лікованих мексидолом. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х40. Об’єктив х10.

1- адгезія та діапедез лімфоцитів в венулах; 2- незначно розширений периваскулярний простір; 3- незначний перицелюлярний набряк.

В неушкоджених ділянках сенсомоторної кори лівої півкулі головного мозку піщанок нейропіль має дрібнозернисту структуру. В вогнищах клітинних розріджень, які виникають на місці інфарктів наявні фібробласти, проліферація  клітин нейроглії, а нейропіль має  грубозернисту структуру (рис 7.18).
Курсове лікування мексидолом не призводить до повного відновлення структури кори великих півкуль, але значно знижує негативний вплив ішемії-реперфузії. Під впливом  мексидолу нормалізується гемодинаміка в судинах кровоносного мікроциркуляторного русла, а також збільшується кількість астроцитів, що вказує на активацію під впливом мексидолу регенераторних процесів в макроглії на тлі ішемії – реперфузії, також зменшується нейротоксична дія астроцитів, зменшується набряк та зона ішемічного враження.Дрібноосередкові інфаркти складають 9,85 ±1,4%. 
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Рис. 7.18.Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 14 добу експерименту, лікованих мексидолом. Забарвлення гематоксилін-еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10.

1- проліферація клітин нейроглії в вогнищах інфарктів; 3- клітинні розрідження; 4 фібробласти

На 4 добу експерименту у піщанок, яким після моделювання ішемії -реперфузії вводили МТ- 279 для корекції  негативного впливу несприятливих факторів ішемії-реперфузіїв сенсомоторній ділянці кори лівої півкулі головного мозку піщанок зміни структури сенсомоторної ділянки кори лівої півкулі подібні до таких у піщанок, лікованих мексидолом. Периваскулярний набряк менше виражений, ніж у тварин контрольної групи. Просвіти гемокапілярів розширені, однак ендотеліоцити в їх сінках не мають пошкоджень, характерних для контрольних тварин. Переважають нейроцити нормохромного типу, перицелюлярний набряк менш виражений, ніж у тварин контрольної групи, більша частина нейроцитів нормохромна. В гангліонарному шарі ділянки розряжень значно менші, ніж в групі тварин з ішемією без корекції. В просвітах артеріол відсутні тромби, ендотеліоцити в їх стінках утворють суцільний пласт. 
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Рис.7.19. Фрагмент сенсомоторної ділянки кори великих великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу, лікованих  сполукою МТ- 279. Забарвлення гематоксилін -еозин. Окуляр х40.Об’єктив х10.

1-ядра нейроцитів; 2-проліферація клітин нейроглії; 3-незначний набряк інтерстицію навколо кровоносних капілярів.

Просвіти венул помірно повнокровні. Однак адгезія та діапедез лейкоцитів через стінки венул значно менше виражені, ніж у тварин без лікування. Кровоносні капіляри мають структуру, яка подібна до тварин, які отримували мексидол для корекції згубного впливу ішемії-реперфузії. Набряк тканин інтерстицію навколо кровоносних капілярів значно менше виражений, ніж такий в групі тварин, яким з лікувальною метою вводили еквівалентну кількість ізотонічного розчину (контрольна група) (рис. 7.19). Осередки інфаркту не чисельні і мають менші розміри, ніж у тварин контрольної групи, також менш виражена перехідна зона. Мілковогнищеві інфаркти мілковогнищеві складають8,56 ±2,3%. Під дією МТ-279 збільшується кількість астроцитів, що вказує на активацію регенераторних процесів в макроглії.
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Рис 7.20.Фрагмент сенсомотрної ділянки кори великих великих півкуль  піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу експерименту, лікованих сполукою МТ-279. Забарвлення: гематоксилін-еозин. Окуляр х10. Об’єктив х10. 

1-ядра нейроцитів; 2-проліферація клітин нейроглії; 3-незначний набряк інтерстицію навколо кровоносних капілярів.

Як і в тварин контрольної групи, на 4 добу в сесомоторній ділянці кори головного мозку правої півкулі зміни більш виражені, ніж в сенсомоторній ділянці кори піщанок лівої півкулі. Значні зміни відмічаються у пірамідному шарі, де гіперхромних нейроцитів в правій півкулі більше, ніж в пірамідному шарі сенсомоторної ділянки кори піщанок лівої півкулі (рис. 7.21).
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Рис. 7.21. Фрагмент сенсомотрної ділянки кори великих півкуль піщанок з модельованою ішемією-реперфузією на 4 добу експерименту, лікованих сполукою МТ-279. Забарвлення гематосилін-еозин. Окуляр х40. Об’єктив х10. 

Через 14 діб після моделювання ішемії-реперфузії структура кори головного мозку подібна до такої у тварин, які для корекції ішемії-реперфузії отримували мексидол. Більша частина нейроцитів є нормохромними, судини кровоносного мікроциркуляторного русла нормального кровонаповнення, ендотеліальна вистілка цілісна, периваскулярний набряк та лейкоцитарна інфільтрація не виражені, відмічається збільшення чисельності кровоносних капілярів, просвіти яких розширені, помірно повнокровні. Ендотеліальна вистелка в стінках капілярів цілісна. Базальні мембрани  за структурою подібні до таких у інтактних тварин в такий же термін спостереження. Периваскулярні простори навколо кровоносних капілярів незначно розширені, збільшена чисельність новоутворених капілярів, венули повнокровні, в їх просвітах розташовані чисельні лейкоцити. Навколо деяких судин в периваскулярних просторах розташовані лімфоцити. В осередках клітинних розріджень, які виникають на місці інфарктів, наявні фібробласти, проліферація клітин нейроглії, а нейропіль має грубозернисту структуру.В пірамідному шарі зустрічаються осередки клітинних розріджень. Осередки інфарктів мілкі і виявляються значно рідше, ніж в контрольній групі тварин. В гангліонарному шарі більша частина нейроцитів нормохромна, в навколоядерній зоні їх цитоплазма інтенсивно забарвлена, ядра таких нейроцитів гіпертрофовані, хроматин в них просвітлений. Ядерця добре виражені і розташовані на периферії ядер, що є ознакою функціональної активності нейроцитів. 
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Рис. 7.22.Фрагмент сенсомотрної ділянки кори великих півкуль піщанок на 14 добу експерименту після моделювання ішемії-реперфузії, лікованих сполукою МТ-279. Забарвлення гематосилін-еозин. Окуляр х10. Об’єктив х10.

1-фібробласти в осередку інфаркту; 2-активовані нейроцити; 3-клітини нейроглії;4- нейропіль.

Курсове лікування піщанок з модельованою ішемією-реперфузією сполукою МТ-279, як і мексидолом, не призводить до повного відновлення структури кори головного мозку, але значно знижує вплив ішемії-реперфузії, пошкоджуючих факторів. Сполука МТ-279 викликає нормалізацію гемодинаміки головного мозку, зменшуючи стаз, адгезію та діапедез лейкоцитів через стінку судин, також під впливом вказаної сполуки зменшується набряк інтерстицію. Таким чином, на підставі проведених досліджень можна зробити висновок, що похідне 6-заміщених 3R-2H-1,2,4 триазино-2,3-с хіназолін-2-онів (сполука МТ-279) в такій же мірі, як і мексидол має нейропротекторну дію, що підтверджується меншим числом деструктивно змінених нейроцитів та меншими осередками ішемічних інфарктів, порівняно з тваринами контрольної групи. Збільшення чисельності гіпертрофованих нейроцитів можна віднести до адаптаційних змін. Під впливом курсового лікування сполукою МТ-279, як і мексидолом зменшуються деструктивні зміни в нейроцитах, зменшується діапедез лейкоцитів і просякнення плазми через стінки судин, що є свідченням наявності в них ендотеліопротекторної дії. Під впливом лікування сполукою МТ-279 інфаркти дрібноосередкові і складають 8,56 ±2,3%. Таким чином можна зробити висновок: лікування сполукою МТ -279 в такій же мірі, як мексидолом попереджує розвиток некрозу в ушкоджених ішемією-реперфузією нейронах (Рис 7.22). 
7.2 Порівняльна оцінка церебропротекторного ефекту МТ(279 та мексидолу за даними протокової морфоцитометрії.

Аналіз літературних даних свідчить, що питання про домінуючу роль кожного різновиду клітинної смерті у загальній масі ушкодженої нервової тканини є досі невирішеним і дискусійним [8, 56, 297]. Однак, більшість дослідників притримуються думки, що безпосередньо у зоні ішемії нейрони гинуть переважно некротичним шляхом, а в ділянці ішемічної напівтіні (за рахунок функціонуванняколатералей та (або) реканалізації затромбованої судини) – шляхомапопотозу [313, 217].
Беручи до уваги складність методик та швидку елімінацію апоптотичних клітин, оцінити сумарну їх кількість в осередку ішемії є досить складним завданням [213, 268, 319]. Протез’ясування питання, чи володіє той чи інший церебропротектормодулюючим впливом на процеси нейроапоптозу, має важливе практичне значення для розробки нових методів патогенетичної терапії ГПМК, оскільки регенераторний потенціал нейронів різко обмежений і загибель навіть їх незначної кількості може призвести до розвитку значного та тривалого неврологічного дефіциту, погіршення когнітивно-мнестичних функцій, появі паралічів та парезів і, насамкінець, смерті [198].

Як видно з наведених даних, повноцінне включення у інтенсивну терапію ГПМК методів, які забезпечують реканалізацію інфаркт-залежної судини не завжди є можливим [200, 206]. Альтернативним фармакотерапевтичним заходом у даному випадку є церебропротекторна терапія, яка дозволяє подовжити період „терапевтичного вікна” та створює захист нейронів від подальшого реперфузійного пошкодження.

За результатами попередніх фармакологічних досліджень похідне хіназоліну - сполука МТ-279володіє антигіпоксичними властивостями, що проявилось на двох моделях гіпоксії у білих щурів (гострій гіпоксії замкнутого простору і гострій асфіксії) та виявляє виразні нейропротекторні властивості в умовах гострої церебральної ішемії. На користь такого твердження вказувало суттєве зменшення показника летальності тварин із ГПМК при його фармакопрофілактичномута лікувальному введеннівідповідно в організм щурів в умовах даної патології. Подальші дослідження механізмів церебропротекторної активності сполуки МТ-279при гострій церебральній ішемії показали, що її захисна дія пов’язана перш за все із спроможністю стимулювати церебральну та системну гемодинаміку, відновлювати показники кислотно-лужного гомеостазу та ступінь насичення крові киснем, нормалізувати порушені показники оксидантно-антиокидантної рівноваги, окисної модифікації білків в ішемізованому головному мозку. Зазначені зміни метаболічних процесів в гострий період інсульту корелювали з позитивною динамікою морфологічної картини сенсомоторної кори головного мозку та зниженням неврологічного дефіциту і поліпшенням когнітивно-мнестичних функцій. Про гальмування процесів деструкції нервової тканини свідчило суттєве (в середньому на 35,3%) зниження активності ферменту – нейронспецифічної енолази, яка, за даними літератури [26, 32, 40], є раннім маркеромруйнування мембранних структур нервових клітин в кінці першої доби ішемічного інсульту у котів. Останнє може вказувати на пригнічення процесів некротичної загибелі нейроцитів.

Таблиця 7.1

Вплив окремого курсового лікувального введення МТ-279(10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на фрагментацію ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку гербел з ГПМК 

М±m,(n=6)

	Умови досліду
	Фрагментація ДНК (нейроапоптоз) у % 

	Псевдооперовані

тварини
	7,02±0,40

	ГПМК (контроль)
	15,11±0,57*

	ГПМК+МТ-279
	9,69±0,42*#

	ГПМК+мексидол
	11,94±0,55*#


Примітки: 

1. ГПМК – гостре порушення мозкового кровообігу;
2. Статистично значущі відмінності (р<0,05 ): * – із показником псевдооперованих гербел, #– із контрольною патологією.
Із даних, представлених у таблиці 7.1 видно, що у групі контрольних тварин (ГПМК без лікування) показник фрагментації ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку через 72 год після моделювання церебральної 20-ти хв. ішемії-реперфузії  вірогідно підвищився у 2,15 раза, що, на нашу думку, може вказувати на процес інтенсивного формування восередку ішемічної напівтіні (пенумбри) саме за рахунок нейроцитів, які перебувають у стані апоптотичної смерті (рис.7.1 та 7.2).
Отримані нами результати стосовно подібного перебігу фрагментації ДНК в умовах даного патологічного стану у цей період ішемії, цілком співставляються із даними інших дослідників [52, 53, 123, 124].
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Рис.7.1. Фрагментація ДНК в ядрах клітин кори головного мозку псевдооперованого щура. Кількість подій 10000
Наведені дані, що вказують на велику нейрональну деструкцію у ранній період ГПМК (двобічна ішемія-реперфузія), добре співставляються із раніше отриманими результатами стосовно значного підвищення активності (в середньому у 10,2 раза перевищувала аналогічний показник у інтактних тварин(р<0,05) маркера порушення мембранної цілісності нейронів (NSE) наприкінці 1-ої доби інсульту у котів(однобічна незворотнякаротидна оклюзія).
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Рис. 7.2. Фрагментація ДНК в ядрах клітин кори головного мозку щура контрольної групи. Кількість подій 10000
Лікувальне курсове введення МТ-279 або мексидолу щурам із ГПМК чинило подібний за направленістю та силою церебропротекторний ефект, на що вказувало достовірне відносно контролю зменшення явища фрагментації ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку у досліджуваний період в середньому відповідно на 35,9 % та 20,1 %(рис. 7.3 та 7.4).

Зменшення явища апоптозу, на нашу думку, може свідчити про зменшення зони пенумбри за рахунок збільшення числа функціонально активних нейронів. На користь такого припущення опосередковано вказують дані наших попередніх дослідженьмоніторингу рівня NSE: її активність на 24-ту год після однобічної каротидної оклюзії у котів вірогідно підвищилась відносно  псевдооперованих тварин під дією вінпоцетину (5 мг/кг в/в) – в 7,1 раза, а МТ-279(10мг/кг в/в) - лише у 6,6 раза. 

Таким чином, проведене дослідження показало, що курсове введення МТ-279(10 мг/кг в/о) в лікувальному режимі – через 1 год після ГПМК і далі кожні 8 год упродовж 72 год ГПМК, так само, як і мексидолу(100 мг/кг в/о), чинить позитивну модулюючу дію на процеси нейроапоптозу. Про це свідчить суттєве зменшення відносно контрольної групи явища фрагментації ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку монгольських піщанок з інсультом. Спроможність обох речовин зменшувати відсоток нейронів, ДНК яких піддається фрагментації, може бути одним із механізмів їх церебропротекторної дії. Слід зауважити, що в заданих умовах, володіючи майже однаковою антиапоптотичною активністю, доза МТ-279у 10 разів менша, ніж у референс-препарату, що є його безумовною перевагою.
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Рис. 7.3. Фрагментація ДНК в ядрах клітин кори головного мозку щура з ГПМК, якому проводилась курсова терапія МТ-279(10 мг/кг в/о). Кількість подій 10000
Зважаючи на виражені антиапоптотичні властивості МТ-279 в умовах ГПМК, його можна віднести до первинних нейропротекторів, що робить його перспективним для патогенетично спрямованого переривання ранніх механізмів клітинної смерті і дає обґрунтовану можливість в майбутньому створення нового ін’єкційного та більш ефективного вітчизняного лікарського засобу на основі досліджуваної сполуки, що виявляє потужні антигіпоксичні та церебропротекторні властивості в умовах ГПМК. Такі якості є бажаними, оскільки, враховуючи можливість парантерального введення та наявність впливу на первинні патогенетичні ланки ішемічного каскаду, є всі підстави для його можливого призначення хворим у ранні строки судинно-мозкової катастрофи. 
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Рис. 7.4. Фрагментація ДНК в ядрах клітин кори головного мозку щура з ГПМК, якому проводилась курсова терапія мексидолом (100 мг/кг в/о). Кількість подій 10000

Результати проведеного дослідження опубліковано:

1. Ходаковский А. А. Особенности формирования постреперфузионного повреждения нейронов – характеристика модели «ишемия-реперфузия». Новые направления и перспективы развития современной церебропротекторной терапии ишемического инсульта / А. А. Ходаковский, Л. И. Маринич, О. В. Багаури // Врач-аспирант. - 2013. – №3(58).–С.69-76.

РОЗДІЛ 8

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ.
Незважаючи на досягнення останніх років в галузі інтенсивної терапії гострого порушення мозкового кровообігу (ГПМК), неврології і фармакології та на значну кількість препаратів з певною нейропротекторною активністю, проблема ішемічного інсульту ще повністю не вирішена, на що вказує як висока смертність, так і висока інвалідизація постраждалих. (26, 54, 148, 251, 253, 277, 290, 299(. Це пов’язано, з одного боку, з недостатньою ефективністю сучасних церебропротекторних засобів, а з іншого - наявністю в них побічних ефектів, які обмежують їх застосування. Слід також врахувати, що при лікуванні ЦВЗ, як правило, використовується одночасно комбінація препаратів різних фармакологічних груп для впливу на різні ланки патогенезу. Поліпрагмазія, як відомо, нерідко супроводжується взаємодією лікарських препаратів, зниженням їх ефективності і виникненням анафілактичного шоку.

Досить велика кількість церебропротекторів, які ефективні при ГПМК з позицій доказової медицини, є іноземного виробництва, що призводить до великих збитків бюджету нашої країни та робить їх недоступними для більшості постраждалих від ішемічного інсульту.

У зв’язку з цим сьогодні ведеться інтенсивний пошук природніх та синтетичних сполук з захисною дією на ішемізований головний мозок, придатних для створення на їх основі нових, більш ефективних та безпечних лікарських засобів. Сполуки із зазначеною дією виявлено також серед похідних хіназоліну та його конденсованих аналогів. Серед останніх для пошуку речовин з церебропротекторною дією нами обрано похідні 6 -заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-они, яким притаманна властивість підвищувати фізичну виносливість організму як в нормальних, так і в ускладнених умовах, що і лягло в основу наших досліджень. Для вивчення взято 16 оригінальних речовин вказаного класу хімічних сполук, синтезованих на кафедрі біоорганічної хімії Запоріжського державного медичного університету під керівництвом проф. Коваленко С.І.

В результаті проведених скринінгових досліджень нами встановлено, що похідним 6 -заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів притаманна церебропротекторна активність. На це вказувала спроможність сполук цього ряду зменшувати летальність тварин у критичний період експерименту (12 год після моделювання ГПМК, коли в контролі гинуло більше половини взятих для дослідження тварин) і відстрочувати їх загибель. У найбільшій мірі захисна дія на ішемізований головний мозок щурів проявилась у сполуки з лабораторним шифром МТ-279: за величиною захисного ефекту у критичний період експерименту сполука-лідер в дозі 10 мг/кг в/о співставлялась з еталонним церебропротектором мексидолом (100 мг/кг в/о), перевершувала пірацетам (100 мг/кг в/о). 

Слід зазначити, що церебропротекторна дія сполуки МТ-279 (2,5-20 мг/кг в/о) є дозозалежною. В найбільшій мірі вона проявлялась, в критичний період експерименту в дозі 10 мг/кг в/о, на що вказувало вірогідне  зниження показника летальності тварин з ГПМК у 3 раза відносно нелікованих тварин. Збільшення, як і зниження дози МТ-279 не призвело до подальшого зростання величини показника захисного ефекту в критичний період експерименту. Отримані дані дають підставу вважати, що оптимальною церебропротекторною дозою сполуки МТ-279 є 10 мг/кг. Це знайшло своє підтвердження при вивченні впливу різних доз даної сполуки на кровопостачання головного мозку. Встановлено, що введення МТ-279 (2,5-20 мг/кг в/в) інтактним наркотизованим щурам викликає дозозалежне підвищення ОШМК. Найбільш виразний стимулюючий ефект на кровопостачання мозку спостерігався в дозі 10 мг/кг в/в. За рівнем максимального мозкового кровотоку сполука МТ-279 перевершувала референс–препарат вінпоцетин (5 мг/кг в/в): показники максимального приросту ОШМК становили відповідно 39% та 69% відносно фонових. Водночас слід підкреслити, що стимулюючий вплив МТ-279, як і вінпоцетину, не обумовлений зростанням АТ, оскільки рівень останнього на тлі дії обох речовин практично не змінювався відносно фонового показника.

Поруч з церебропротекторною дією похідним 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів притаманна також достатньо виражена протигіпоксична активність. На це вказувала спроможність речовин цього класу збільшувати тривалість життя тварин в умовах гіпоксії з гіперкапнією (баночна проба), а також збільшувати тривалість БЕАС. Ця властивість в найбільшій мірі проявилась у МТ-279: одноразове введення цієї сполуки в дозі 10 мг/кг в/о сприяло збільшенню тривалості  життя тварин в умовах гіпоксії з гіперкапнією на 100% проти 75% на тлі еталонного церебропротектора мексидолу (100 мг/кг в/о). Водночас за показниками БЕАС сполука МТ-279 співставлялась з мексидолом. 

За величиною протигіпоксичного та протиішемічного ефектів сполука МТ-279 (10мг/кг в/о) в ряду досліджуваних нами похідних 6 -заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів проявляла найбільшу ефективність, і тому її слід вважати сполукою-лідером.

При вивченні впливу сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/в) в порівнянні з вінпоцетином (5 мг/кг в/в) на мозкову та центральну гемодинаміку у котів з однобічною оклюзією ЗСА нами встановлено, що похідне 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів так само, як і вінпоцетин, в умовах ГПМК протидіє зниженню ОШМК, а також показників сатурації крові киснем, рівнів АТ та ЦВТ,вірогідно перевершуючи при цьому за динамікою показників еталонний препарат. Зазначену спроможність МТ-279, як і вінпоцетину, протидіяти падінню ОШМК в заданих умовах експерименту можна розцінити як наявність у них стимулюючого впливу на кровопостачання ішемізованого головного мозку. Ця властивість  співставляється з зазначеною динамікою рівнів АТ, SaO2, ЦВТ.

Спроможність МТ-279, як і вінпоцетину, протидіяти падінню ОШМК в заданих умовах експерименту можна розцінити як наявність в них стимулюючого впливу на кровопостачання ішемізованого головного мозку, що, ймовірно, є одним з механізмів їх церебропротекторної дії, оскільки зниження перфузії головного мозку є однією із головних причин гибелі нейронів [129, 136, 148, 297, 300]. На наявність у МТ-279 церебропротекторного ефекту вказувала також її спроможність гальмувати зростання NSE –маркера нейрональної деструкції. Нами встановлено, що профілактичне введення сполуки МТ-279 котам з ГПМК так само, як і вінпоцетину (5 мг/кг в/в), супроводжувалось менш інтенсивним зростанням рівня нейрон специфічної енолази відносно початкового рівня відповідно у 6 та 6,6 раза проти 10,1 раза у нелікованих тварин. При цьому рівень NSE під впливом сполуки МТ-279 та вінпоцетину через 24 год після моделюваня патологічного стану був вірогідно нижчим, ніж у тварин контрольної групи відповідно в 1,5 та 1,9 раза. Спроможність досліджуваних речовин знижувати рівень NSE в ішемізованому головному мозку згідно з даними літератури [214, 237], може бути свідченням наявності у них цитопротекторних властивостей. 

Достатньо виразна лікувальна дія сполуки МТ-279 проявилась також при її курсовому лікувальному введенні щурам з ГПМК (двобічна оклюзія ЗСА). Встановлено, що на тлі МТ-279 (10 мг/кг в/о) так само, як і мексидолу (100 мг/кг в/о), мала місце виражена церебропротекторна дія, на що  вказувало, перш за все, зменшення летальності тварин відносно нелікованих відповідно на 20% та 40%. При цьому за ефективністю МТ-279 вірогідно перевершувала референс-препарат.

На виразну лікувальну дію МТ-279, як і мексидолу, вказувало також вірогідне зменшення показника неврологічного дефіциту за шкалою McGrow. Так, на 15 добу експерименту даний показник становив 2,0±0,26 бала проти 3,14±0,21 бала у тварин, які отримували мексидол в порівнянні з 14,24±0,19 бала у контрольних тварин. Отже, в результаті проведеного дослідження нами встановлено, що сполука МТ-279, як і мексидол, володіє достатньо виразною церебропротекторною дією при її  лікувальному введенні в організм. При цьому за спроможністю послаблювати неврологічний дефіцит вона практично співставлялась з референс-препаратом на четверту добу, перевершуючи його в певній мірі на 15 добу експерименту.

Водночас під дією МТ-279 так само, як і під впливом мексидолу, мало місце відновлення дослідницько-рухової активності тварин, що було помітно вже на 4 добу експерименту – період, коли мають місце найбільш глибокі зміни в ішемізованому головному мозку [213]. В зазначених умовах експерименту сполука МТ-279 за даними показниками співставлялась, а подекуди і перевершувала за ефективністю мексидол. Вказані ефекти можна вважати позитивними і цінними для обох препаратів, оскільки хворі з інсультами страждають не лише від  рухових розладів, але й від емоційних та когнітивно-мнестичних функцій. Відомо, що у 4-6% пацієнтів, які перенесли інсульт, в наступні півроку розвивається деменція,а протягом 5 років цей показник збільшується до 20-25% [267, 268].

Захисна дія  сполуки МТ-279 на ішемізований мозок чітко проявилась позитивною динамікою біохімічних змін тканин ушкодженого мозку щурів з однобічною оклюзією ЗСА в умовах підгострого експерименту. Так, курсове (14-денне) лікування щурів з ГПМК за допомогою МТ-279, подібно до мексидолу, викликало нормалізацію показників енергозабезпечення нейронів ішемізованої півкулі головного мозку як на 5-ту, так і на 15-ту добу експерименту . На 5 добу дослідження на тлі сполуки МТ-279 практично в такій же мірі, як і під дією мексидолу( мало місце зростання рівнів АТФ відповідно на 30 та 34% відносно нелікованих тварин та АДФ - на 18 та 21% в середньому при певному зниженні вмісту АМФ. Вказані зміни супроводжувались зростанням величини показника енергетичного заряду головного мозку, а також збільшенням в ішемізованих тканинах вмісту КФ відповідно на 28% та 34% (р<0,05). Зазначена динаміка показників макроергічних сполук та енергетичного заряду в тканинах ішемізованої півкулі на тлі сполуки МТ-279 та еталонного церебропротектора зберігались і на 15 добу експерименту, сягаючи практично рівня інтакту. Спроможність МТ-279, як і мексидолу, усувати енергодефіцит в тканинах ішемізованого головного мозку можна вважати одним з механізмів дії їх церебропротекторного ефекту, оскільки виникнення енергодефіциту є ключовою ланкою патогенезу ішемічного інсульту [313].
Разом з цим терапія ГПМК сполукою МТ-279, як і мексидолом, сприяла послабленню метаболічного ацидозу в тканинах ішемізованого головного мозку щурів, що чітко проявилось вже на 5 добу експерименту: концентрація молочної кислоти відносно нелікованих тварин знизилась відповідно на 42% та 40% в середньому. При цьому рівень пірувату збільшився на 34% та 32%. На спроможність обох речовин усувати ознаки цитоплазматичного ацидозу при ГПМК, порівняно з контролем, вказувало також зниження показника лактат/піруват у зазначений період експерименту.

На 15-ту добу експерименту на тлі обох речовин зберігалось відновлення в ішемізованій півкулі вмісту лактату та пірувату, однак, їх показники ще не досягали рівня інтактних тварин, що згідно з даними літератури [213, 218, 313], може бути ознакою зниження під впливом МТ-279, як і мексидолу, активності реакції анаеробного гліколізу. Це підтверджується вірогідним зростанням на тлі обох речовин концентрації глюкози в тканинах ішемізованого мозку. 

Спроможність МТ-279, як і мексидолу усувати ознаки лактат-ацидозу знайшло підтвердження в наступному нашому дослідженні при вивченні впливу вказаних речовин на стан кислотно-лужної рівноваги (КЛР). Встановлено, що введення гербелам з моделлю ГПМК сполуки МТ 279 (10 мг/кг ), як і мексидолу (100 мг/кг), вірогідно перешкоджало розвитку ознак ацидозу. Так, рН крові через 24 год після моделювання ГПМК становив в середньому відповідно 7,21 та 7,1, не відрізняючись практично від значення даного показника у псевдооперованих тварин. Разом з цим спостерігалась нормалізація рівнів рСО2 та буферних основ: під впливом зазначених речовин показник концентрації рСО2у венозній крові, що відтікала від ішемізованої півкулі, статистично не відрізнявся від відповідного показника у псевдооперованих тварин. При цьому на тлі МТ-279, як і під дією мексидолу, мало місце відновлення рівнів буферних основ АВ, SВ, ВВ та ВЕ, які за величиною наближались до фонових. Слід зазначити, що під впливом сполуки МТ-279 дефіцит буферних основ (ВЕ) був достовірно меншим, ніж під впливом мексилоду. Зазначені зміни показників КЛР, викликані МТ-279 та мексидолом у крові гербел з ГПМК, на нашу думку, можуть бути свідченням їх нормалізуючої дії на метаболічні процеси в ішемізованій півкулі та послаблення явищ ацидозу. Останній, як відомо [219, 222], є тригерним фактором до розвитку процесів оксидативного стресу, які, у свою чергу, в кінцевому результаті призводять до загибелі нейронів як структурно-функціональної одиниці нервової тканини головного мозку.

В той же час при дослідженні рівня Са2+ в крові, що відтікала від ішемізованої півкулі гербел, встановлено, що рівень Са2+ в кровіна тлі введення МТ-279 та мексидолу був вищим відносно нелікованих тварин відповідно на 57 та 83%, наближаючись до рівня псевдооперованих тварин. 

Отже, усунення сполукою МТ-279, як і мексидолом, порушень енергетичного обміну та метаболічного ацидозу разом з нормалізацією рівня Са2+ в ішемізованому головному мозку тварин, ймовірно, є одним з механізмів їх захисної дії на ішемізований мозок, адже енергодефіцит та метаболічний ацидоз відносяться до числа найбільш вагомих чинників, від яких залежить величина некротичного ураження нейронів головного мозку [213, 312].

Достатньо виразна лікувальна дія МТ-279, як і мексидолу при ішемії головного мозку знайшла підтвердження при дослідженні їх впливу на стан прооксидантно-актиоксидантного гомеостазу, порушення якого в умовах ГПМК займає чільне місце при даному патологічному процесі як в експериментальних, так і в клінічних умовах [258, 313, 213].

Результати проведеного дослідження показали( що сполуці МТ(279 в такій же мірі, як і мексидолу, притаманна виразна антиоксидантна дія на тканини ішемізованої півкулі головного мозку. Свідченням цьому є зниження, на тлі лікування ГПМК вказаними речовинами, рівнів ДК та ТБК(активних продуктів разом із зростанням активності СОД та каталази. При цьому зазначені властивості сполуки МТ-279 та мексидолу чітко проявились в критичний період ГПМК ( на 5 добу експерименту. За спроможністю інгібувати в ішемізованому мозку процеси ліпідпереокислення сполука МТ(279 практично співставлялась з референс-препаратом. Згідно з даними літератури [47, 59, 87], ця властивість досліджуваних речовин( ймовірно, також лежить в основі їх механізму церебропротекторної дії.

Сприятливий вплив МТ-279 та мексидолу на метаболічні процеси в ішемізованому головному мозку корелював з позитивною динамікою морфологічної картини ішемізованого мозку щурів з модельованою ішемією-реперфузією. Встановлено, що курсове (14-денне) лікування щурів сполукою МТ-279, в такій же мірі, як і мексидолом, супроводжувалось зниженням негативного впливу ішемії на цитоархітектоніку головного мозку. На тлі дії досліджуваних речовин в ушкодженій півкулі переважали нормальні нейроцити, навколо яких не було розширеного периваскулярного простору, водночас спостерігалась активація регенераторних процесів у вигляді макрофагальної реакції та покращення трофіки за рахунок збільшення астроцитарних гліоцитів. Протекторна дія на ішемізований головний мозок спостерігалась як на 5, так і на 15 добу експерименту. Така особливість дії обох препаратів  вказує на доцільність їх використання в гострому періоді ішемічного інсульту, адже обидві сполуки мають нейропротекторну дію при ішемії головного мозку і значно зменшують згубний вплив ішемії-репеофузії на сенсомоторну ділянку головного мозку. Повного відновлення цитоархітектоніки  під впливом обох речовин не спостерігалось, що в певній мірі співставляється з перебігом метаболічних процесів на тлі досліджуваних речовин, зокрема показників лактат/піруват.

Поруч з дослідженням впливу МТ-279 на перебіг морфологічної картини в ішемізованому мозку нами досліджено вплив її на величину нейрональної деструкції для визначення характеру перважного шляху загибелі нейронів. При вивченні впливу сполуки МТ-279 на величину нейрональної деструкції встановлено, що курсове введення МТ-279 в лікувальному режимі так само, як і мексидолу, чинить позитивну модулюючую дію на процеси нейроапоптозу. Про це свідчило суттєве зменшення відносно контрольної групи явищ фрагментації ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку монгольських піщанок з інсультом. Спроможність обох речовин зменшувати відсоток нейронів, ДНК яких піддається фрагментації, може бути одним із механізмів їх церебропротекторної дії.

Зважаючи на виражені антиапоптотичні властивості МТ-279 в умовах ГПМК згідно з точкою зору [313], його можна віднести до первинних нейропротекторів, що робить цю сполуку перспективною для патогенетично спрямованого переривання ранніх механізмів клітинної смерті.

Заключення. Результати проведених досліджень показали, що похідним 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів притаманна церебропротекторна та протигіпоксична активності. В найбільшій мірі ці властивості виражені у натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполуки МТ-279).За величиною захисної дії на ішемізований головний мозок в оптимальній дозі 10 мг/кг співставляється з мексидолом (100 мг/кг), перевершуючи пірацетам (100 мг/кг).
Захисна дія сполуки МТ-279 (10 мг/кг) проявляється як при її превентивному одноразовому, так і при курсовому лікувальному введенні тваринам з модельованою ішемією головного мозку. Лікувальна дія МТ-279 при ГПМК проявлялась зниженням летальності тварин, послабленні ознак неврологічного дефіциту та покращенні когнітивно-мнестичних функцій.

Механізм церебропротекторного ефекту натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполуки МТ-279), як і мексидолу, обумовлений її комплексом фармакологічних властивостей (див схему).

Захисна дія МТ-279 на ішемізований головний мозок пов’язана з її здатністю усувати в ньому ознаки енергодефіциту та лактат ацидозу та нормалізувати оксидантно-антиоксидантний гомеостаз, зменшувати рівень Са2+ в тканинах ушкодженої півкулі та знижувати показники фрагментації ДНК.
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Сприятливий вплив натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти на перебіг метаболічних процесів в умовах ГПМК корелює з позитивною динамікою морфологічної картини сенсомоторної ділянки ушкодженої півкулі головного мозку. Однак повного відновлення цитоархітектоніки на тлі МТ-279, як і мексидолу, в кінці досліду (15 доба) не відмічено, що може бути свідченням необхідності збільшення терміну лікування.

Таким чином, на підставі проведених досліджень можна зазначити, що натрієва сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти є перспективною сполукою з церебропротекторною дією, яка представляє інтерес для подальшого вивчення її фармакологічних властивостей та безпечності на предмет створення на її основі нового лікарського засобу.

ВИСНОВКИ
В дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення та нове експериментальне вирішення наукового завдання, спрямованого на підвищення ефективності фармакотерапії порушень мозкового кровотоку шляхом застосування натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполуки МТ-279)з профілактичною та лікувальною метою.

1. Похідним 6-заміщених3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів притаманна церебропротекторна та протигіпоксична активності, яка в найбільшій мірі проявилась у натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполука МТ-279).
2. За величиною церебропротекторного ефекту у критичний період експерименту (12 год після моделювання ГПМК) сполука МТ-279 в оптимальній дозі 10 мг/кг в/о прирівнюється до мексидолу (100 мг/кг в/о), перевершуючи пірацетам (100 мг/кг в/о): показник летальності становив відповідно 20%, 20% та 50% проти 60% у тварин контрольної групи.
3.  Сполука МТ-279 в такій же мірі, як і вінпоцетин (5 мг/кг), збільшує показники об’ємної швидкості мозкового кровотоку як у інтактних наркотизованих тварин, так і в тварин з моделлю ГПМК, не впливаючи при цьому на показники центральної гемодинаміки. Внутрішньовенне введення  МТ-279 (10 мг/кг) на тлі ГПМК (однобічна оклюзія ЗСА у наркотизованих котів) краще, ніж вінпоцетин (5 мг/кг), протидіє зменшенню мозкового кровотоку: показник зниження ОШМК відносно фону становив відповідно -19% та -32% проти -49,3% (р<0,05) у контрольних тварин. При цьому за спроможністю нормалізувати показники центральної гемодинаміки (АТ та ЦВТ) сполука МТ-279 перевершує вінпоцетин.
4. Курсове (14 денне) лікування щурів з ГПМК (двобічна оклюзія ЗСА) сполукою МТ-279 в дозі 10 мг/кг в/о в такій же мірі, як і мексидолом (100 мг/кг в/о), сприяє зменшенню показників летальності тварин, попереджає розвиток у них неврологічного дефіциту та покращує когнітивно-мнестичні функції тварин. На тлі курсової терапії тварин з модельованим інсультом відмічається відновлення порушених біоенергетичних процесів в ішемізованому головному мозку: на 5 добу мало місце зростання рівнів АТФ відповідно на 30 та 34% відносно нелікованих тварин та АДФ - на 18 та 21% в середньому при певному зниженні вмісту АМФ. Водночас відбувалось зростання величини показника енергетичного заряду головного мозку, а також збільшення в ішемізованих тканинах вмісту КФ відповідно на 28 та 34% (р<0,05).
5. Курсове лікування тварин з моделлю ГПМК сполукою МТ-279 (10 мг/кг) так само, як і мексидолом (100 мг/кг), сприяє нормалізації показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, що чітко проявилось на 5 добу експерименту: має місце зниження ДК та ТБК активних продуктів при зростанні активності СОД та каталази. Разом з цим на тлі лікування щурів з ГПМК вказаними речовинамисприяє відновленню цитоархітектоніки сенсомоторної кори головного мозку, послабленню ознак дистрофічних та дегенеративних змін в ушкодженому ішемією мозку. При цьому на тлі дії обох препаратів має місце зменшення показника фрагментації ДНК в ішемізованій півкулі відповідно на 10,4 та 14,4%.
6. Механізм церебропротекторної дії сполуки МТ-279 пов’язаний з її спроможністю стимулювати кровопостачання ішемізованого головного мозку, усувати енергодефіцит та відновлювати кислотно-лужну рівновагу та знижувати накопичення Са2+ в ішемізованому головному мозку, а також нормалізовувати показники прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу.
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