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СПИСОК СКОРОЧЕНЬ

	АДФ
	- аденозиндифосфорна кислота

	АМФ
	- аденозинмонофосфорна кислота

	АТ
	- артеріальний тиск

	АТФ
	- аденозинтрифосфорна кислота

	АФК
	- активні форми кисню

	БЕАС
	- біоелектрична активність серця

	в/в
	- внутрішньовенно

	в/м
	- внутрішньом’язево

	в/о
	- внутрішьоочеревинно

	ВРО
	- вільнорадикальне окислення

	ГПМК
	- гостре порушення мозкового кровотоку

	ГТ
	- гостра тромбоемболія

	ДК
	- дієнові кон’югати 

	ДНК
	- дезоксирібонуклеїнова кислота

	ЕЕГ 
	- електроенцефалограма

	ЕЗ
	- енергетичний заряд

	ЕКГ
	- електрокардіограма

	КФ
	- креатинфосфат

	ЛД100
	- доза, що викликає загибель 100% тварин, взятих в дослід

	ЛД50
	- середньосмертельна доза

	МДА
	- малоновий диальдегід

	НХ
	- нафтохінони

	п/ш
	- підшкірно

	ПОЛ
	- перекисне окислення ліпідів

	РНК
	- рибонуклеїнова кислота

	СОД
	- супероксиддисмутаза

	ЦНС
	- центральна нервова система




ВСТУП

Актуальність теми.
Гострі порушення мозкового кровотоку (ГПМК) посідають друге місце після ішемічної хвороби серця в структурі причин раптової смерті серед усіх серцево-судинних захворювань. Сьогодні ГПМК стали однією із найважливіших медико-соціальних проблем, що зумовлено високим рівнем інвалідності та летальності з тенденцією до помолодшання контингенту постраждалих [119, 152, 192, 276]. За даними [306], лише 10-20% хворих після інсульту відновлюють працездатність.
Проблема ішемічних інсультів актуальна і в Україні, оскільки близько 175 тис. населення щороку страждає від інсульту, а смертність при цьому у 2,5-3 рази вища, ніж у США та країнах Європи [144].
В нашій країні інсульт посідає 2-е місце серед причин смерті, при цьому смертність серед чоловіків в 1,5 рази, а серед жінок – майже в 2 рази вища, ніж в Росії [174]. Протягом 1 року після інсульту помирає кожний другий хворий, а серед тих пацієнтів, що вижили, до 80% залишаються інвалідами [66].
В Україні проживає більше 1 млн. людей, які перенесли інсульт, причому 80% із них інваліди. Результатом цього є величезні економічні втрати [219].
В спектрі патологічних станів, обумовлених ГПМК, домінуюча роль належить ішемічним ушкодженням клітин мозку. За даними різних авторів [32, 239, 305], на їх долю приходиться від 74% до 85% всіх мозкових інсультів. Суттєве переважання частоти ішемічних інсультів над геморагічними сьогодні має тенденцію до зростання [142, 243, 287].
 Успішний розвиток та впровадження в практичну медицину новітніх технологій заклали основу формування принципово нових концепцій патогенезу ГПМК та, відповідно, нових підходів до їх запобігання та лікування.  Визнано,  що  головним  у  терапії цереброваскулярних розладів є
відновлення гемоперфузії та нейропротекція [10, 62, 162, 192, 302].
Враховуючи динамічний характер та потенційну зворотність церебральної ішемії, доведено, що одним із найперспективніших методів захисту головного мозку від ішемії та пов’язаної з нею гіпоксії є відновлення кровопостачання мозку за допомогою вазоактивних лікарських засобів в поєднанні з препаратами, які спроможні нормалізувати метаболічні процеси та реологічні властивості крові [66, 83, 162, 199, 203]. В теперішній час для корекції порушень мозкового кровообігу існує великий арсенал лікарських засобів з церебропротекторною дією. Зокрема, це церебральні вазоактивні препарати зі спазмолітичним ефектом (серміон, еуфілін, кавінтон, цинаризин), фібринолітики (актилізе, стрептоліаза), антикоагулянти (гепарин, фраксипарин), дезагреганти (кислота ацетилсаліцилова, клопідогрель (плавикс), тиклопидин (тиклід), діпірідамол), ноотропні засоби (пірацетам, енцефабол, аміналон), антигіпоксанти (гліцин, карнозин, емоксипін), антагоністи іонів Са2+ (німодіпін та ін.), препарати з антиоксидантними властивостями (вітамін Е, селенметіон, мексидол) [36, 42, 55, 66, 82, 96, 121, 128, 132, 162, 174, 175, 286]. Разом з цим сучасні лікувальні засоби, які використовуються в терапії ГПМК, не завжди задовольняють вимоги клініцистів через недостатню ефективність та наявність побічних ефектів (артеріальна гіпотензія, розлади з боку ЦНС та ШКТ у вазоактивних препаратів та антагоністів Са2+; геморагії у фібринолітиків, антикоагулянтів та дезагрегантів; практично всі церебропротекторні засоби викликають алергічні реакції), які обмежують їх застосування [91, 92, 135, 156, 198].
Наведені дані вказують на те, що однією з пріоритетних задач сучасної фармакології є пошук високоактивних та безпечних речовин з церебропротекторною дією, придатних для створення нових лікарських засобів для ефективної фармакотерапії ішемічного інсульту. Інтенсивний пошук таких речовин сьогодні ведеться серед різних класів природних та хімічних сполук [21, 25, 114, 129, 155, 181, 198, 211, 216].
На нашу думку, перспективним класом хімічних речовин, придатних для створення нових церебропротекторів, є амінокислотовмісні похідні 1,4-нафтохінону (НХ), серед яких в лабораторії кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова (ВНМУ) ще раніше виявлено сполуки з проти ішемічним, протигіпоксичним ефектами та активуючим впливом на біоенергетичні процеси в ішемізованому мозку тварин [227]. В літературі достатньо детально описані ефекти одного із нафтохінонів - вітаміну К3 (менадіону або 2-метил-1,4-нафтохінону), якому притаманна достатньо виразні протигіпоксичні властивості. Експериментально доведена захисна дія при гіпоксичних станах амінобензохінонів [110]. Наведені дані стали підґрунтям для проведення даного дослідження, для якого взято нові амінокислотовмісні похідні 1,4-нафтохінону, синтезовані на кафедрі технології біологічно активних сполук, фармації та біотехнології у Національному університеті „Львівська політехніка” під керівництвом проф. В.П. Новикова.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана в рамках Держбюджетної НДР кафедри фармакології ВНМУ по темі „Експериментальне дослідження кардіо- та нейропротекторих властивостей похідних адамантану, 1,4-нафтохінону та 5-оксибензофурану” (№ держреєстрації 0106V005611).
Мета роботи – на основі експериментальних досліджень протиішемічного та антигіпоксичного ефектів нових амінокислотовмісних 1,4-нафтохінону виявити сполуку з найбільш виразними церебропротекторними властивостями та встановити механізм її дії.
Завдання дослідження:
1. Дослідити гостру токсичність похідних 1,4-НХ при одноразовому внутрішньоочеревинному введенні білим мишам.
2. Провести скрінінг протиішемічної та антигіпоксичної властивостей нових 
амінокислотовмісних  похідних 1,4-НХ, і на підставі аналізу „структура-
дія” виявити найбільш активну сполуку, придатну для поглибленого вивчення.
3. Оцінити фармакопрофілактичну ефективність найбільш активної сполуки в умовах ГПМК.
4. Охарактеризувати лікувальну дію найбільш активної сполуки в умовах хронічного експерименту на моделі однобічної оклюзії загальної сонної артерії у щурів.
5. Дослідити деякі механізми церебропротекторної дії відібраної сполуки.
Об’єкт дослідження. Патологічні процеси, що виникають на тлі гострих та хронічних порушень мозкового кровотоку в експерименті.
Предмет дослідження. Церебропротекторні властивості нових амінокислотовмісних похідних 1,4-нафтохінону.
Методи дослідження. Дослідження церебропротекторної дії похідних 1,4-нафтохінону базувались на комплексному підході з використанням фармакологічних, патофізіологічних, біохімічних, морфологічних та статистичних методів.
Наукова новизна отриманих результатів. В роботі вперше теоретично обґрунтовано та експериментально доведено наявність церебропротекторної дії у нових амінокислотовмісних похідних 1,4-НХ, встановлено залежність даного ефекту від хімічної структури сполук.
Досліджувані сполуки при профілактичному введенні в організм зменшують показник летальності щурів з ГПМК, збільшують тривалість життя тварин. При цьому калієва сіль 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону (сполука 17) за величиною захисної дії в умовах ГПМК співставляється, а подекуди і переважає вінпоцетин (кавінтон). Лікувальна  дія сполуки 17 при ГПМК супроводжується нормалізуючим впливом на біоенергетичні процеси та оксидантно-антиоксидантний гомеостаз, що корелює з позитивною динамікою морфологічної картини ішемізованого мозку. Механізм церебропротекторного ефекту сполуки 17 обумовлений наявністю стимулюючої дії на мозковий кровотік, здатністю усувати в ішемізованому мозку енергодефіцит, нормалізувати оксидантно-антиоксидантну рівновагу та покращувати реологічні властивості крові.
Практична цінність отриманих результатів. Розширено та поглиблено уявлення щодо фармакологічних властивостей амінокислотовмісних похідних 1,4-НХ. Виявлена залежність „структура - дія” похідних 1,4-НХ дасть можливість хімікам-синтетикам вести цілеспрямований синтез нових речовин з церебропротекторним ефектом. Калієва сіль 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону представляє інтерес для поглибленого вивчення на предмет створення на її основі нового церебропротектора.
Результати проведеного дослідження впроваджено в педагогічний процес кафедр фармакології та патологічної фізіології Вінницького національного медичного   університету   ім.  М.І. Пирогова,   Луганського,   Буковинського, Тернопільського та Івано-Франківського медичних університетів.
Особистий внесок дисертанта. Автором особисто проведено патентно-інформаційний пошук за темою роботи. Опрацьовані моделі порушень мозкового кровотоку, самостійно виконано всі експериментальні дослідження, проведена статистична обробка отриманих даних, які оформлено у вигляді таблиць, проаналізовано результати досліджень. Біохімічні дослідження ефективності калієвої солі 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону в умовах хронічної ішемії мозку виконано при консультативній допомозі проф. М.Б. Луцюка (кафедра біоорганічної хімії ВНМУ); морфологічні - при консультативній допомозі зав. кафедри медичної біології проф. Р.П. Піскун, за що автор роботи  щиро їм вдячний.
 Апробація матеріалів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи оприлюднені на ІV Українській науково-практичній конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології (Вінниця, 2004), на ХІ університетській науково-практичній конференції молодих вчених та фахівців (Вінниця, 2005), на науково-практичній конференції з міжнародною участю „Морфологічний стан тканин і органів у нормі та при моделюванні патологічних процесів” (Тернопіль, 2006), на ІІІ Національному з’їзді фармакологів України (Одеса, 2006).
Публікації. По темі дисертації опубліковано 8 наукових робіт у фахових журналах, рекомендованих ВАК України, та 4 тези. Отримано деклараційний патент України на винахід.
Об’єм та структура дисертації. Дисертація викладена на 150 сторінках машинописного тексту і складається зі вступу, огляду літератури, розділу „Матеріали та методи дослідження”, 4 розділів особистих досліджень, розділу обговорення результатів проведеного дослідження, висновків та списку літературних джерел, який містить 309 посилань, з яких 231 вітчизняних та 78 зарубіжних найменувань. Робота ілюстрована 17 рисунками та 15 таблицями.




ВИСНОВКИ

В дисертації наведено теоретичне узагальнення і нове експериментальне вирішення наукової здачі, спрямованої на підвищення ефективності фармакотерапії порушень мозкового кровотоку шляхом застосування калієвої солі 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону.
1. Серед 11 нових амінокислотовмісних похідних 1,4-нафтохінону найбільшу  церебропротекторну та протигіпоксичну активності мають сполуки, які містять в структурі α-аланін (сполука 17) або гліцин (сполука 20): ці речовини при превентивному введенні в організм в дозах, що становлять 1% від їх ЛД50, так само, як і кавінтон (5 мг/кг) повністю запобігають летальності ненаркотизованих щурв з ГПМК в критичний період (1 год) експерименту. За величиною тривалості біоелектричної активності серця у щурів з гострою асфіксією сполука 17 (3,5 мг/кг) вірогідно переважає емоксипін (10 мг/кг) в 2,5 рази. 
2. Сполука 17 (калієва сіль 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону, 1,75-7,0 мг/кг в/о) при попередньому одноразовому введенні в організм, як і кавінтон (2,5-10,0 мг/кг в/о), викликає дозозалежну захисну дію на ненаркотизованих щурів з двобічною перевязкою сонних артерій, що проявляється зменшенням показника летальності та збільшенням тривалості життя тварин різних вікових груп. За величиною зазначеного ефекту похідне 1,4-нафтохінону в оптимальній дозі (3,5 мг/кг) вірогідно переважає кавінтон (5 мг/кг) в дослідах на старих щурах: на 12 год експерименту показник летальності тварин становив відповідно 50% і 80% проти 100% в контролі.
3. Курсове (14 днів) лікування щурів з ГПМК (однобічна перевязка сонної 
артерії) за допомогою щоденного 1 раз на добу ведення сполуки 17 (4 мг/кг в/о), як і кавінтону (5 мг/кг в/о) вірогідно послаблює прояви енергодефіциту в ішемізованому мозку тварин, починаючи з 5-ої доби спостереження: вміст АТФ становив, відповідно, 1,96±0,13 та 1,88±0,13 проти 1,52±0,14 мкМ/г тканини у нелікованих тварин, а концентрація креатинфосфату – відповідно 2,01±0,14 та 2,12±0,11 проти 1,42±0,12 мкМ/г тканини в контролі. При цьому обидві речовини вірогідно знижують концентрацію молочної кислоти (на 23% та 26% відповідно) та збільшують рівень глюкози (на 55% та 22% відповідно) тканинах мозку. Зазначена динаміка зберігалась і на 15 добу експерименту.
4. Калієва сіль 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону (4 мг/кг), подібно до кавінтону (5 мг/кг), при курсовому введенні щурам з ГПМК проявляє антиоксидантні властивості, про що свідчить зниження на 5 добу експерименту  рівня ДК, відповідно, на 33% (р<0,05) та 15,8% (р>0,05), та МДА, відповідно, на 21,4% (р<0,05) і 16,3% (р>0,05), при одночасному підвищенні активності СОД, відповідно, на 67,8% і 41,2% (р<0,05), і каталази, відповідно, на 81% (р<0,05) і 30,5% (р>0,05) відносно нелікованих тварин. Зазначена динаміка зберігалась і на 15 добу експерименту.
5. Курсове (14 днів) введення щурам з ГПМК сполуки 17 (4 мг/кг) в такій же мірі, як і кавінтону (5 мг/кг), сприяє відновленню цитоархітектоніки сенсомоторної кори головного мозку, зменшенню ознак дистрофічних та деструктивних змін в ішемізованому мозку.
6. Калієва сіль 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону (4 мг/кг, внутрішньовенно) викликає зростання (максимально на 60%) рівня об’ємної швидкості мозкового кровотоку у наркотизованих котів, що свідчить про наявність у неї вазодилятуючого ефекту.
7. 5-денне введення сполуки 17 (3,5 мг/кг внутрішньоочеревинно), як і кавінтону (5 мг/кг), усуває ознаки гіперкоагуляції крові у щурів з гострим порушенням мозкового кровотоку: вміст фібриногену в плазмі крові в кінці лікування зменшується відповідно на 21% та 30% (р≤0,05). Водночас спостерігається блокування активності тканинного тромбопластину.
8. Калієвій солі 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону притаманна дозозалежна антиконвульсивна дія на моделі кордіамінових і коразолових судом. При цьому за величиною показника ЕД50 (тривалість латентного періоду судом) сполука 17 переважає кавінтон, відповідно, в 1,7 та 3,8 рази, поступаючись за ефективністю карбамазепіну (62 мг/кг в/ш).
9. Лікувальний ефект калієвої солі 2-α-аланіно-3-хлор-1,4-нафтохінону при ГПМК може бути пов’язаний із наявністю стимулюючої дії на мозковий кровотік, спроможністю усувати енергодефіцит та порушення оксидантно-антиоксидантного гомеостазу, покращувати реологічні властивості крові.
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