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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
 
АТФ – аденозин-5-трифосфорна кислота

АДФ - аденозин-5-дифосфорна кислота

АМФ  -  аденозин-5-монофосфорна кислота

АОА – антиоксидантна активність

АОС – антиоксидантна система

АФК – активні форми кисню

БПЗСА – білатеральна перев’язка загальних сонних артерій

ВРО – вільнорадикальне окиснення

ВРПО – вільнорадикальне перекисне окиснення

ГІС – гострий імобілізаційний стрес

ГМ – головний мозок

ГПМК – гостре порушення мозкового кровообігу

ДК – дієнові кон’югати

МДА – малоновий діальдегід

МК – мозковий кровообіг

ОМБ – окисна модифікація білку

ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів

СОД – супероксиддисмутаза

УРПУ – умовна реакція пасивного уникнення

ЦНС – центральна нервова система

ЦТК – цикл трикарбонових кислот
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ВСТУП
 

 
Актуальність теми
 

 
Розповсюдженість патології ЦНС займає значне місце серед причин захворюваності, смертності, тривалої непрацездатності людини, зниження його інтелектуального потенціалу та інше [37, 48]. Патогенез та клінічна картина церебральних патологій досить різноманітна. Проте, всі ці захворювання поєднує неспецифічний стресорний компонент, який проявляється в інтенсифікації ВРПО та гіперпродукції активних форм кисню (АФК) біоенергетичними та нейрохімічними системами головного мозку [6, 120, 164]. Надлишок АФК має значення не тільки як симптом стресу та показник тяжкості захворювання, але й як причина деструкції мембран, порушення проникності бар’єрів, деструкції та загибелі клітин мозку, розширення зони некрозу [6, 9, 35, 187]. АФК в умовах антиоксидантної недостатності призводять  до окисної модифікації ліпідів, білків та нуклеїнових кислот [90, 91]. Окисна модифікація білкових фрагментів рецепторів, іонних каналів, синаптичних структур нейрону призводить до порушення генерації, утворення, проводимості нервового імпульсу, порушує синаптичну передачу, і внаслідок цього, призводить до погіршення когнітивно-мнестичних функцій головного мозку [4, 94, 178]. 

Фактором, що сприяє  активації перекисного окиснення в структурах головного мозку є також особливості цього органу: високий вміст та різноманітна структура ліпідів мозку, білків, високий рівень споживання кисню, відносна недостатність АО-захисту мозку за рахунок низької активності АО ферментів, невисокого рівня власних антиоксидантів, висока чутливість до гіпоксії та ішемії [46, 52].
 Аналіз літературних даних свідчить, що активація ВРО є загальною патогенетичною ланкою захворювань різного ґенезу, тому стає зрозумілим універсальність терапевтичної дії коректорів ВРО, антиоксидантів екзо- та ендогенного характеру [7, 10, 164, 149, 210, 220, 50]. Арсенал цих препаратів є достатньо різноманітним, включаючи як вітамінні, гормональні речовини, так і ряд рослинних і синтетичних сполук.

Їх призначення в комплексній терапії різних і, зокрема, нервових захворювань, може забезпечити вищу ефективність і безпечність лікувальної дії. Низька токсичність цих сполук дозволяє у більшості випадків  їх тривале застосування у хворих без ризику спричинення ускладнень та побічних дій. Тому зусилля, направлені на дослідження препаратів з антиоксидантним ефектом мають як теоретичне так і  безперечне практичне значення. 

В цьому плані певний інтерес представляє широковідомий антиоксидант кверцетин, який  за активністю серед антиоксидантів рослинного походження поступається лише синтетичному убіхінону [25]. Він має властивості модулятора активності різних ферментів, що беруть участь у деградації фосфоліпідів, впливають на вільнорадикальні процеси і відповідають за клітинний біосинтез оксиду азоту та протеїназ [153, 198]. Тривалий час використання корисних фармакологічних властивостей кверцетину обмежувалось його низькою біодоступністю, спричиненою поганою розчинністю у біологічних рідинах організму, що заважало швидкому досягненню до клітин-мішеней і проникненню через фосфоліпідний бішар мембрани всередину клітин до уражених субклітинних структур. Цю проблему було вирішено шляхом застосування фосфатидилхолінових везикул-ліпосом, у якості транспортного засобу і створено препарат ліпофлавон (ліпосомальна форма) та комплекс кверцетину з полівінілпіролідоном - ліофілізований порошок, препарат корвітин (водорозчинна форма). Також нам було цікаво дослідити дію  препарату Ліпін, що являє собою так звані “пусті” фосфатидилхолінові ліпосоми. Ці препарати досить успішно використовують в клініці при серцево-судинній патології [16, 36, 68, 79, 104, 108, 109, 148, 163, 179, 198, 207, 208], тому важливо було  оцінити проникність препаратів кверцетину до найбільш захищеного гемато-енцефалічним бар’єром органу – мозку за показниками нейропротекції при їх парентеральному введенні.

Практичне значення експериментальних досліджень даної роботи  полягає у дослідженні нейропротекторних властивостей препаратів кверцетину і ліпіну у порівняльному аспекті, а також визначенні потенційної можливості використання їх у клінічних умовах.  
 

 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами
 

 
Дисертаційна робота виконана у якості фрагменту планових науково-дослідних робіт кафедри фармакології та технології лікарських засобів Дніпропетровської державної медичної академії «Фармакологічний аналіз адаптивних функцій мозку та його структурно-функціональної організації в умовах експериментальної патології ЦНС» (номер держреєстрації -  0104U005740), "Розробка методологій оцінки дії анальгетиків, анестетиків, антиоксидантів та їх комбінацій в умовах експериментальної патології ЦНС" (№ держреєстрації  0102U00344).
 

 
Мета і завдання дослідження
 

 
Провести порівняльний аналіз церебропротекторних властивостей препаратів кверцетину (корвітину, ліпофлавону) та ліпіну в умовах експериментальних еквівалентів гострого імобілізаційного стресу (ГІС) та  гострого порушення мозкового кровотоку (ГПМК).
 

 
Згідно мети дослідження  при виконанні дисертаційної роботи були визначені наступні задачі:

1.              На скринінгових моделях встановити потенційні нейротропні ефекти препаратів кверцетину та ліпіну.

2.              Визначити вплив препаратів кверцетину та ліпіну на емоційно-поведінкові реакції та інтегративні функції мозку щурів на моделях гострого імобілізаційного стресу (ГІС) та гострого порушення мозкового кровотоку (ГПМК)

3.              Вивчити вплив препаратів кверцетину та ліпіну на показники стану окисно-відновлювальної системи в структурах головного мозку (кора, стовбур та гіпокамп) у  тварин з ГІС.

4.              Дослідити вплив препаратів на енергетичний обмін, показники окисної модифікації білку та інтенсивність процесів перекисного окиснення ліпідів у тварин з ГПМК.

5.              Визначити церебропротекторну дію препаратів кверцетину за морфологічними показниками в тканинах головного мозку тварин з моделлю двобічної перев’язки загальних сонних артерій.
 
Об’єкт дослідження – білі щури з ішемією головного мозку та гострим імобілізаційним стресом.
 
Предмет дослідження – церебропротекторні властивості препаратів кверцетину (ліпофлавону, корвітину) та ліпіну.
 
Методи дослідження – фармакологічні, фізіологічні, біохімічні, морфологічні та статистичні.
 

 

 

 
Наукова новизна роботи
 

 
Вперше в експерименті встановлено, що за умов сформованої церебральної ішемії при застосуванні препаратів кверцетину і ліпіну простежується позитивна динаміка проявів їх церебропротекторної дії. Препарати збільшували виживаємість тварин з ГПМК, істотно знижували розвиток неврологічного дефіциту; відновлювали поведінкові реакції, нормалізували біоенергетичні процеси в мозку, гальмували процеси ПОЛ та ОМБ. По силі нейропротекторної дії при моделюванні ішемічних ушкоджень мозку препарат ліпофлавон перевищує аналогічну активність корвітину та ліпіну. 
 Вперше показано, що препарати кверцетину та ліпіну в умовах гострого імобілізаційного стресу чинять позитивний вплив  при їх профілактичному введенні, який характеризується в упередженні порушень з боку рухових реакцій та дослідницької поведінки щурів у «відкритому полі». Новими є дані про вплив препаратів на зміни процесів антиоксидантного захисту (за показниками ПОЛ, активністю антиоксидантних ферментів) в різних структурах головного мозку щурів (кора, гіпокамп, стовбур) в умовах гострого імобілізаційного стресу. По силі нейропротекторного впливу за умов моделювання гострого стресу корвітин перевершує ліпофлавон та ліпін. 
 

 
Практичне значення отриманих результатів 
 

 
Робота є експериментально-теоретичним дослідженням, яке поглиблює уявлення про нейропротекторну дію антиоксидантних препаратів - ліпосомальної та водорозчинної форм кверцетину.  Результати роботи експериментально обґрунтовують доцільність використання препаратів кверцетину, які підвищують стійкість організму до дії стресових факторів (ішемічних ушкоджень мозку та гострого стресу).

Результати дисертаційної роботи впроваджено в учбовий процес кафедр фармакології з курсом клінічної фармакології Національного медичного університету ім. О.О.Богомольця, фармакології та клінічної фармакології Дніпропетровської державної медичної академії, Вінницького національного медичного університету ім. М.І.Пирогова, кафедр фармакології Запорізького та Луганського медичних університетів. 
 
Особистий внесок здобувача
 
Дисертація є особистою науковою працею автора. Внесок дисертанта у її виконання полягає у визначенні мети і задач роботи, проведенні патентно-інформаційного пошуку, експериментальних досліджень, наукового аналізу та інтерпретації отриманих результатів, формулюванні основних положень та висновків дисертації. Автором особисто проведена статистична обробка даних, підготовка наукових праць до публікації за основними положеннями дисертації, написання і оформлення дисертації та автореферату.

Проведення морфологічних досліджень зразків тканин мозку експериментальних тварин виконано за консультативною допомогою професора кафедри фармакології Запорізького державного медичного університету І.Ф.Бєленічева.
 

 
Апробація роботи
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Публікації
 

 
За матеріалами дисертації опубліковано 14 наукових робіт, які повною мірою відображають її зміст, з них 4 статі, 3 – у наукових фахових журналах, рекомендованих ВАК України (1 - самостійно), 10 тез у матеріалах з’їздів, конгресів, науково-практичних конференцій та симпозіумів.
 

 
Обсяг та структура дисертації
 

 
Дисертаційна робота викладена на 169 сторінках машинодруку, складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів, чотирьох розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків та списку використаних джерел, що включає 222 роботи (з них  64 іноземних). Роботу проілюстровано 23 таблицями, 29 рисунками.
 

 

 

 

 ВИСНОВКИ
 
У дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення та експериментальне обґрунтування доцільності застосування з профілактичною та лікувальною метою препаратів кверцетину (водорозчинної і ліпосомальної форм) в умовах таких патологічних станів, як ГПМК ішемічного ґенезу та гострого стресу.

1.  При одноразовому введенні білим мишам препаратів кверцетину (в дозі 5 мг/кг у перерахунку на кверцетин) та ліпіну для оцінки нейротропних властивостей на скринінгових моделях було отримано наступні результати:  кверцетин та корвітин проявили наявність анальгетичної активності; в умовах моделювання коразолових судом препарат корвітин виявив більше за всі інші препарати протисудомні властивості, подовжуючи тривалість життя тварин на 32,4 % (р<0,05); препарати при одноразовому введенні не потенціюють гіпноседативного ефекту барбітуратів; препарати кверцетину та ліпін проявляють виражену антигіпоксичну активність, підвищуючи стійкість організму до дефіциту кисню в умовах експериментальної гіпоксії у порівнянні з контрольною групою тварин. 
2.  Препарати кверцетину та ліпіну (на фоні чотириденного профілактичного введення) в умовах моделювання ГІС запобігають зміненню показників поведінкових реакцій, емоційної активності експериментальних тварин, проявам когнітивного дефіциту. Корвітин продемонстрував високу антиоксиданту активність в умовах моделювання ГІС за показниками активації антирадикальних ферментів, а також пригнічення процесів ліпопероксидації та окисної модифікації білку в усіх структурах головного мозку (особливо виражений ефект був у стовбурі). По силі нейропротекторного ефекту при моделюванні ГІС препарати кверцетину можна розташувати наступним чином: корвітин>ліпофлавон>кверцетин>ліпін.

3.  В умовах сформованої  експериментальної гострої ішемії головного мозку у білих щурів застосування препаратів кверцетину та ліпіну запобігало загибелі тварин, істотно знижувало розвиток неврологічного дефіциту (ліпофлавон на 68,17 % вірогідно зменшував прояви неврологічного дефіциту відносно контрольної групи, а корвітин та ліпін – на 62 % та 45 % відповідно); під впливом препаратів відновлюються показники поведінкових реакцій, а також відмічається позитивний вплив на пам’ять та когнітивні процеси. По цим параметрам ліпофлавон перевершує дію корвітину та ліпіну.  

4.  Лікувальне застосування на протязі 4 діб препаратів кверцетину та ліпіну в умовах ГПМК нормалізує біоенергетичні процеси у тканинах головного мозку. Найбільшу активність проявляє ліпофлавон: відбувається збільшення рівня АТФ та АДФ на 80 % та 109,5 %, відповідно, на фоні зниження вмісту АМФ на 40,5% (р<0,05); спостерігається достовірне зменшення рівню лактату на 40,3%, що зменшує загрозу розвитку лактат-ацидозу. 

5.  Під впливом ліпофлавону в більшому ступені ніж у інших препаратів, знижується активність вільно-радикальних процесів (зменшення вмісту ДК та МДА на 41,13 % та 38,74 % (р<0,05)) і реактивується антиоксидантна система ензимів (вірогідне підвищення активності СОД у 3,9 та каталази у 2,5 рази). Відбувається пригнічення процесів окисної деструкції білку - вірогідне зменшення кількості нейротоксичних продуктів АФГ та КФГ на 40,5 % та 57,3 % (р<0,05), відповідно.  

6.  Порівняльний аналіз нейропротекторної активності препаратів кверцетину  за показниками структурних порушень у сенсомоторній зоні фронтальної кори мозку, виявив перевагу ліпосомальної форми кверцетину. Характер його протекторної дії в умовах ГПМК виражається у значному збільшенні кількості нейронів, а також вмісту в них РНК, зменшенні кількості апоптичних та деструктивно змінених нейронів, а також підвищенні індексу співвідношення виживших нейронів до числа апоптичних. По силі нейропротекторного ефекту при ГПМК препарати, що досліджувалися, можна розташувати наступним чином: ліпофлавон >корвітин > ліпін.

7.  Механізм церебропротекторної дії препаратів кверцетину та ліпіну в умовах гострого імобілізаційного стресу та гострого порушення мозкового кровотоку, ймовірно, обумовлений їх здатністю підвищувати активність антиоксидантних ферментів, позитивно впливати на енергетичні процеси, сприяючи виживанню нейронів та збереженню когнітивних функцій головного мозку.
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