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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АТФ – аденозин-5-фосфорная кислота
АДФ – аденозин-5-дифосфорная кислота
АМФ – аденозин-5-монофосфорная кислота
АФГ – альдегидфенилгидразоны
ГИ – геморрагический инсульт
ГПР – глутатионпероксидаза
ДК – диеновые конъюгаты
ИИ – ишемический инсульт
КФГ – кетонфенилгидразоны
МДА – малоновый альдегид
ОМБ – окислительная модификация белка
ОНМК – острое нарушение мозгового кровообращения
ПОЛ – перекисное окисление липидов
СРО – свободнорадикальное окисление
СОД – супероксиддисмутаза
ТК – триенкетоны
УРПИ – условная реакция пассивного избегания
ЦНС – центральная нервная система










ВВЕДЕНИЕ

Актуальность проблемы. Отмеченный в последние годы рост распространенности сосудистых заболеваний обусловил увеличение частоты острых нарушений мозгового кровообращения. Согласно международным эпидемиологическим исследованиям в мире от инсульта ежегодно умирают 4,7 млн. человек. В большинстве стран инсульт занимает 3-е место в структуре общей смертности населения, в России второе, уступая лишь кардиоваскулярной патологии. Ранняя 30-дневная летальность после инсульта составила 35%, в течение года умирают примерно 50% больных. Инсульт является основной причиной инвалидизации населения. Лишь около 20% выживших больных возвращаются к прежней работе. Среди всех видов инсульта преобладают ишемические поражения мозга [1-3].
	В связи с этим концепция нейропротекции приобретает в последнее время все большее значение. Комплексные исследования в этой области направлены на разработку методов, предупреждающих повреждение и гибель нервных клеток, обусловленные гипоксией, ишемией, травмой, токсическими воздействиями, нейродегенеративными процессами [4-5]. Сейчас уже известна структура механизмов, приводящих к гибели нервных клеток. Этими механизмами являются эксайтотоксичность - повреждающее действие на нейроны повышенных концентраций возбуждающих аминокислот (глутамата, аспартата); ,,окислительный стресс” - повреждение мембран нейронов токсичными свободными кислородными радикалами и продуктами перекисного окисления липидов; дефицит нейротрофических факторов, способствующий апоптозу – программированной гибели клеток [5].
Перспективным направлением первичной нейропротекции при церебральной ишемии является коррекция дисбаланса возбуждающих и тормозных нейротрансмиттерных систем с помощью активации естественных тормозных процессов [6]. Естественным тормозным нейротрансмиттером в ЦНС является глицин [7]. Глицин повышает умственную работоспособность, снимает психо-эмоциональное напряжение, устраняет депрессивные состояния, нормализует сон. Он обладает также общеметаболическим эффектом, оказывает противосудорожное действие, связывает низкомолекулярные токсичные продукты, в больших количествах образующиеся при патологических процессах [8]. Глицин применяется при астенических состояниях и алкогольных энцефалопатиях [9-10]. Однако, в литературе отсутствуют сведения относительно его эффективности в условиях острых нарушений мозгового кровообращения и возможности создания на его основе комбинаций с нейропротективной активностью, что и определяет актуальность таких исследований.
Связь работы с научными программами, планами, темами: Диссертационная работа выполнена как фрагмент плановой научно-исследовательской работы кафедр фармакологии и фармацевтической химии Запорожского государственного медицинского университета: «Целенаправленный поиск биологически активных веществ в ряду пяти - и шестичленных азагетероциклов и создание на их основе лекарственных препаратов (№ гос. регистр. 0102 U 002863; шифр IH 15.00.02.01.) и научно-исследовательской работы кафедры фармакологии «Изучение механизмов нейропротективной активности и ее взаимосвязи с параметрами молекулярного строения в ряду производных N та S- замещенных азогетероциклов у опытах in vitro и в условиях моделирования ишемических поражений головного мозга» (№ гос. регистр. 0107U005112, шифр ІН 14.03.05.04).
Цель исследования. На основе экспериментальных данных установить терапевтическую эффективность и особенности нейропротективного действия глицина и его комбинации с солями магния и γ-аминомасляной кислотой в условиях церебральной ишемии
Задачи исследования:
1. Изучить нейропротективную активность глицина в опытах in vitro и in vivo (гипоксический тест, амнезии навыка, ишемии).
2. Теоретически обосновать и в опытах in vitro изучить влияние комбинации глицина и магния на толерантность нейронов к глутаматной эксайтотоксичности.
3. Установить действие комбинации глицина, магния и ГАМК на степень неврологических (по шкале McGrow) и когнитивных нарушений (по тесту УРПИ), возникающих на фоне моделирования церебральной ишемии.
4. Исследовать влияние комбинации глицина, магния и ГАМК на состояние антиоксидантной системы (активность СОД, каталазы, ГПР, содержание маркеров ОМБ, уровень ДК, ТК, МДА) и энергетического метаболизма (пируват, малат, лактат, АТФ, АДФ, АМФ) при моделировании ишемии головного мозга.
5. Оценить влияние глицина, магния и ГАМК на морфофункциональное состояние нейронов, глиальных клеток сенсомоторной зоны фронтальной коры головного мозга в условиях ишемии.
Объект исследования. Ишемическое поражение головного мозга.
Предмет исследования. Нейропротективная активность глицина и его комбинации с ионами магния и ГАМК.
Методы исследования. Фармакологические, биохимические, гистоморфометрические, статистические, математические.
Научная новизна полученных результатов. Впервые установлена нейропротективная активность комбинации глицина с хлоридом магния и γ-аминомасляной кислотой под рабочим названием «Магнелонг» при внутрибрюшинном введении животным с церебральной ишемией.  Показано, что нейропротективный эффект «Магнелонга» обусловлен суммарным действием глицина, магния и ГАМК и направлен на снижение гибели нейронов при глутаматной эксайтотоксичности in vitro и в условиях церебральной ишемии. Выявлена способность «Магнелонга» повышать окислительную продукцию энергии за счет активации шунта Робертса и дикарбонового участка цикла Кребса, снижать окислительную модификацию белков, активировать супероксиддисмутазу, глутатионпероксидазу и каталазу. Установлено, что эта комбинация тормозит развитие неврологического и когнитивного дефицита.
Практическая значимость полученных результатов. Экспериментально обоснована целесообразность использования комбинации глицина с хлоридом магния и ГАМК (рабочее название «Магнелонг») в условиях церебральной ишемии. 
Результаты исследований внедрены в учебную и научную работу кафедры фармакологии Запорожского государственного медицинского университета, кафедры фармакологии, клинической фармакологии и технологии лекарственных средств Днепропетровской государственной медицинской академии, кафедры клинической фармакологии Национального фармацевтического университета, кафедры фармакологии Крымского государственного медицинского университета им.С.И.Георгиевского.
Личный вклад соискателя. Работа выполнена на базе Центральной научно-исследовательской лаборатории Запорожского государственного медицинского университета (начальник ЦНИЛ – д.мед.н., профессор Абрамов А.В.) и на кафедре фармакологии (заведующий – д.биол.н., профессор Беленичев И.Ф.). Диссертантом самостоятельно проведен патентно-информационный поиск, определены цели и задачи исследования, освоены и воспроизведены модели острого нарушения мозгового кровообращения. Самостоятельно выполнены исследования нейрофармакологического профиля глицина в условиях in vitro, гипоксического теста, теста УРПИ, экспериментальной церебральной ишемии. Диссертант самостоятельно провел биохимические исследования по изучению показателей оксидативного стресса и энергетического метаболизма головного мозга в условиях ишемического поражения, а также все гистоморфометрические исследования, проведена статистическая оброботка полученных данных, обобщены и проанализированы результаты исследований, сформулированы выводы.
Апробация работы. Фрагменты диссертационной работы докладывались на Международной научно-практической конференции ,,Биологическое окисление в норме и патологии” (г. Тернополь, 2006), научно – практической конференции студентов и молодых ученых ,,Теоретические и практические аспекты современной медицины” (г.Симферополь, 2006), научно – практической конференции с международным участием ,,Актуальные вопросы фармакологии” (г.Винница, 2007), на ІІІ Национальном съезде фармакологов Украины ,,Фармакологія 2006 – крок у майбутнє” (г.Одесса, 2006), на ІІІ съезде фармакологов России ,,Фармакология – практическому здравоохранению” (г. Москва, 2007), на ІІ Международном моложежном медицинском конгрессе ,,Санкт-Петербургские научные чтения” (г. Санкт-Петербург, 2007).
Публикации. По материалам диссертации опубликовано 15 работ, из них 7 статей и 8 тезисов в материалах научно – практических конференций и съездов разных уровней.


ВЫВОДЫ

В результате опытов in vitro и in vivo показано нейропротективное действие комбинации глицина, магния хлорида, ГАМК, экспериментально обоснована целесообразность использования такой комбинации при церебральной ишемии.
1. В условиях in vitro глицин (100 мкмоль) способен снижать гибель нейронов на 10,4% (р<0,05) в условиях нейротоксических концентраций глутамата и N-метил-D-аспартата. При моделировании экспериментальной ишемии глицин (200 мг/кг) снижает проявления неврологического (на 10,8 балов) и когнитивного (на 42,8%) дефицита.
2. Внесение в нейрональную суспензию глицина с ионами магния в условиях токсических концентраций глутамата предупреждает гибель нейронов на 27%, что свидетельствует о развитии толерантности нейронов, снижении гиперактивации NMDA-рецепторов и предупреждении глутаматной эксайтотоксичности.
3. Комбинация глицина с магнием хлоридом и ГАМК (рабочее название «Магнелонг») снижает гибель крыс на 60%, снижает проявления неврологического дефицита на 11 балов по шкале P.McGrow, снижает развитие когнитивных нарушений (на 66%) у крыс с церебральной ишемией (р<0,05).
4. Введение «Магнелонга» животным с экспериментальной ишемией головного мозга вызывало повышение активности СОД (138%), каталазы (70%), ГПР (68,%), снижению маркерных продуктов оксидативного стресса (МДА на 52%, АФГ на 76%, КФГ на 75%), увеличивало продукцию АТФ на 165 % за счет окисления в цикле Кребса (повышение малата на 154%) и активации компенсаторного шунта Робертса (повышение ГАМК на 241,%, активности СДГ на 132%, ГДК на 25%). Достоверность отличий (р<0,05) по сравнению с группой контроля)
5. Магнелог нормализирует морфофункциональные показатели нейронов сенсомоторной зоны коры: повышает плотность нейронов (на 28%), площадь нейронов (25%), увеличивает содержание РНК (на 74%), снижает количество апоптических и деструктивно измененных нейронов (на 67%) у крыс с острым нарушением мозгового кровообращения ( р <0,05).
6. По силе нейропротективного действия «Магнелонг» достоверно (р<0,05) превосходит препарат-сравнения – пирацетам по таким показателям, как снижение неврологического дефицита (на 2,2 бала), увеличение содержания АТФ (на 115%), РНК (на 33,1%), снижение количества апоптических и деструктивно измененных нейронов (на 62,6%).
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