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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

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 [Мищенко Т. С., 2013; Кузнецова С. М., 2012; Зозуля Ю.П., 2014]. 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 [Zhang C., Zhao X., Wang C. et al. 2015; Erdur H., Scheitz J.F, Ebinger M. et al. 2015]. 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 [Скворцова В. И., 2012; Xu T., Li W., 2014]. 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. [Зозуля Ю. П., 2014; Трошин В. Д., 2006; Волошин В.П., 2007].

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 [Зозуля А.І., 2013; Ходаківський О.А., 2009; Ярош О.К., 2012; Aidar F.J., 2014].
Відомо, що головним в терапії цереброваскулярних розладів є відновлення гемоперфузії та нейропротекція [AHA/ASA, 2008; Davalos A. Castillo J., 2012]. 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 [Машковский М.Д., 2011; Штриголь С.Ю. та співав., 2014; Бєленічев І.Ф., 2014]. 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 [Павлов С.В., 2008; Ходаківський О.А., 2009; Альчук О.І., 2011].
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: дослідити церебропротекторні 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. В роботі 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.
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведено патентно-інформаційний пошук та узагальнення даних наукової літератури з обраної проблеми. Разом із науковим керівником обрано тему дисертаційної роботи, сформульовано мету та задачі, обрано методи дослідження. Автором відпрацьовані моделі та методи досліджень, проведені експериментальні дослідження, статистичну обробку та систематизацію результатів. Під контролем наукового керівника сформульовано висновки, та підготовлені публікації за матеріалами дисертації. Оформлення дисертаційної роботи та автореферату зроблені дисертантом самостійно. Робота виконана на кафедрі фармакології Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова. Біохімічні дослідження ефективності найбільш активної сполуки в умовах підгострого експерименту виконано за консультативної допомоги професора кафедри біохімії та загальної хімії М.Б. Луцюка, морфологічні - за консультативної допомоги доц. кафедри гістології А.П. Короля, дослідження фрагментації ДНК проведено на базі науково-дослідної лабораторії функціональної морфології та генетики розвитку Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова за допомоги старш. наук. співробітника, к. мед. н. І.Л. Черешнюка та д. мед. н., доцента кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова О.А. Ходаківського, за що автор роботи щиро їм вдячна. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи оприлюднені на: І науковій конференції молодих вчених з міжнародною участю (Вінниця, 2010), VII Національному з’їзді фармацевтів України (Харків, 2010), VI Українській науково-практичній конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченій 90-річчю проф. О.О. Столярчука «Клінічна та експериментальна фармакологія метаболічних коректорів, органопротекція, доказова медицина» (Вінниця, 2010), Всеукраїнська науково-практична конференція з міжнародною участю «Церебральна недостатність: морфогенез, нейропротекція та інтенсивна терапія» (Запоріжжя, 2010 р.), науково-практичній конференції «Актуальні питання фармакології», присвяченій 75-річчю кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова (Вінниця, 2013), Всеросійській науково-практичній конференції з міжнародною участю «90 років відділу нейрофармакології ім. С.В. Анічкова» (Санкт-Петергбург, 2013).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 11 наукових робіт, з них 3 статті у фахових наукових виданнях, рекомендованих МОН України, 2 статті в закордонних періодичних наукових виданнях, 7 тез доповідей у матеріалах конференцій та з’їздів, отримано 1 патент України на винахід.
Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота обсягом 180 сторінок машинописного тексту складається зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», п’яти розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків та бібліографічний покажчик включає 341 джерело, (163 кирилицею та 178 латиницею). Дисертація ілюстрована 30 рисунками та 18 таблицями.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи досліджень. Експериментальна частина виконана на 654 статевозрілих 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, 15 білих мишах. Всі тварини утримувались у віварії Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова 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. Всі експериментальні процедури та оперативні втручання здійснювали відповідно до «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах», ухвалених Першим національним конгресом з біоетики (Київ, 2001) та узгоджених з положеннями «Європейської конвенції із захисту хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). Дотримання етичних норм підтверджено комісією з біоетики Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова (висновок №2 від 4.02.2014).
В дослідженні використано шістнадцять оригінальних похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-они, синтезовані на кафедрі фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом проф. Коваленко С.І. В якості препаратів порівняння використовували ампульні розчини мексидолу 5% («НВК» Фармасофт, Росія), вінпоцетину 5% (Борщагівський ХФЗ, Україна), пірацетам 20% (Дарниця, Україна). Гостру токсичність досліджуваних сполук вивчали за методом Т.В. Пастушенко (1985) при внутрішньоочеревинному введенні.

Скринінг церебропротекторної активності проведено на моделі ГПМК у ненаркотизованих щурів шляхом двобічної незворотної оклюзії загальних сонних артерій (СА), за методикою [Бєленічев І. Ф., 2002], при одноразовому внутрішньоочеревинному (в/о) профілактичному введенні речовин за 1 год до моделювання патологічного стану взяті в дозі 10 мг/кг. В якості референс-препаратів вибрано мексидол 100 мг/кг в/о в терапевтино ефективній дозі, запозиченій з літератури [Ходаківський О.А., Степанюк Г.І., 2009], вінпоцетин 5 мг/кг в/о [Степанюк Г.І. Дякова О.В., 2002] та пірацетам 100 мг/кг в/о [Денисюк О.М., Степанюк Г.І., 2012]. Величину церебропротекторної дії визначали за динамікою (%) показника летальності щурів з ГПМК відносно нелікованих тварин (контроль), які отримували таким же чином еквіоб’ємну кількість 0,9% NaCl.
Антигіпоксичну активність досліджуваних речовин (10 мг/кг) вивчали на моделях гострої гіпоксії замкнутого простору і гострої асфіксії (Лук’янчук В.Д., 2002( порівняно з мексидолом (100,0 мг/кг) при введенні їх в/о одноразово за 1 год до відтворення патологічного стану. Ступінь вираженості антигіпоксичного ефекту на першій моделі оцінювали за динамікою (%) показника тривалості життя тварин до другого агонального вдоху та розраховуючи коефіцієнт антигіпоксичного захисту (Кз): Кз = Тд/Тк, де Тд – середня тривалість періоду життя тварин до другого агонального вдиху в дослідній групі; Тк – тривалість періоду життя тварин до другого агонального вдиху в контрольній групі (Лук’янчук В.Д., 2002(. Антигіпоксичну дію в умовах гострої асфіксії оцінювали за динамікою (%) показника тривалості біоелектричної активності серця (БЕАС) відносно контролю (Дякова О. В., Степанюк Г.І., 2002(.
Вплив похідних хіназоліну на кровопостачання головного мозку досліджували як у інтактних щурів, так і в котів з ГПМК за рівнем об’ємної швидкості мозкового кровотоку (ОШМК) у загальній сонній артерії з використанням флоуметра Тrаnsоnіk Аnіmаl Rеsеагh Flооwmеtегs Т-106 Sегіеs (USA). Артеріальний тиск (АТ) у стегновій артерії тварин визначали за допомогою датчика Ргеssuге Тгаnsduсег на даному пристрої. Ефективність сполук оцінювали за динамікою (%) ОШМК та АТ відносно фонових показників, прийнятих за 100 %, а також порівняно з контролем та референс-препаратом вінпоцетином, який вводили внутрішньовенно (в/в) в дозі 5,0 мг/кг. Ступінь насичення киснем крові (SaO2) вимірювали пульсоксиметром UTASOXI Pulse Oximeter 200, Україна. Вивчаємі сполуки та вінпоцетин вводили після визначення фонових показників.

Ступінь нейродеструктивних змін в головному мозку котів з ГПМК оцінювали за показником активності нейрон-специфічної енолази (NSE) – специфічного маркера пошкодження нейронів головного мозку [Chou S.H. 2014].

Динаміку неврологічного дефіциту при ГПМК (двобічна оклюзія загальних сонних артерій) характеризували за шкалою stroke-index по С. Р. McGrow (1977); орієнтувально-дослідницьку поведінку – в тесті «відкритого поля» [Буреш Я., Бурешова О., 1991]. Наявність антиамнестичного ефекту досліджували в тесті умовного рефлексу пасивного уникання (УРПУ) при дії електричного струму [Буреш Я., Бурешова О., 1991].
Стан вуглеводно-енергетичного обміну в ішемізованому мозку (однобічна оклюзія лівої загальної сонної артерії) визначали за вмістом АТФ, АДФ, АМФ, лактату, пірувату, креатинфосфату (КФ), глікогену та глюкози [Прохорова М. И., 1982]. Інтенсивність вільнорадикального окиснення (ВРО) у тканинах мозку характеризували за початковими та вторинними продуктами цього процесу – дієнові кон’югати (ДК) [Коган В. С., 1986] та малоновий диальдегід (МДА) [Андреева Л. И., 1988]. Стан антиоксидантної системи характеризували за активністю супероксиддисмутази (СОД) [Чевари С. и соавт., 1988] та каталази [Королюк М. А. и соавт., 1988]. 

Вплив досліджуваних речовин на стан кислотоно-лужної рівноваги (КЛР) та рівень Са2+ в крові з яремної вени на боці ураження проводили на монгольських піщанках після однобічної перев’язки загальної сонної артерії через 20 хв. після виходу тварин з наркозу. Дослідження показників КЛР проводили протягом 15 хв з моменту пункції на апараті мікро-Аступ фірми (“Radiometer”, (Данія). Ефективність лікування оцінювали за динамікою показників рН крові, парціального тиску вуглекислого газу (рСО2), АВ (істинного бікарбонату), ВВ (суми всіх буферних систем крові), SB (стандартного бікарбонату), ВЕ (дефіциту буферних основ) та рівня Са2+в сироватці крові.
Дослідження морфологічної структури ішемізованого мозку (модель ішемії-реперфузії у монгольських піщанок) проводили за допомогою гістологічних методів з використанням світлової мікроскопїї [Пирс Е., 1962],. показник фрагментації ДНК - методом протокової цитометрії. Суспензії ядер отримували шляхом додавання до тканини спеціального розчину для дослідження ядерної ДНК СуStain DNA фірми Partec (Німеччина) відповідно до протоколу–інструкції виробника. 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. З кожного зразка ядерної суспензії проводився аналіз 10 тис. подій.

Обробку цифрових даних виконували за допомогою стандартних пакетів статистичного аналізу Microsoft Exel 2000 та Original (one-way ANOVA Test) з обчисленням середньої величини М, середньої арифметичної помилки m, критерію вірогідності t. Розходження між порівнюваними показниками визнавали достовірними, якщо значення імовірності було більше, або дорівнювало 95% (р≤0,05).
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
В ході скринінгового дослідження встановлено, що похідним хіназоліну притаманна церебропротекторна активність. Це проявлялось як і у препаратів порівняння мексидолу і пірацетаму зменшенням показника летальності тварин у критичний період експерименту – 12 год. В найбільшій мірі церебропротекторна дія на ішемізований головний мозок проявилася у сполук з лабораторним шифром МТ-279 та МТ-282 в дозі 10 мг/кг в/о. Так, на тлі введення 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 рази. При цьому за величиною захисного ефекту в заданих умовах експерименту МТ-279 та МТ-282 співставлялись з мексидолом, перевершуючи ефективність пірацетаму (р<0,05), церебропротекторна дія останнього була статистично невірогідною відносно контролю протягом всього експерименту, що узгоджується з даними літератури про низьку ефективність пірацетаму при ГПМК [Скворцова В.И., 2004, Шеремета Р.О., 2008].
Похідним 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів притаманна також протигіпоксична активність, що проявилось збільшенням тривалості життя щурів в умовах гіпоксії замкнутого простору та тривалість БЕАС в порівнянні з тваринами контрольної групи. При цьому, на моделі гіпоксії замкнутого простору та гострої асфіксії найбільш ефективною була сполука МТ-279, яка в дозі 10 мг/кг в/о співставлялась з мексидолом 100 мг/кг в/о: на моделі гострої асфіксії під її впливом тривалість БЕАС зросла відповідно на 51,5% та 53,9%, а на моделі гіпоксії замкнутого простору вірогідно перевершувала референс-препарат – тривалість життя тварин зросла відповідно на 100% (Кз 2,0) та 66% (Кз1,83). В даних дослідженнях сполука МТ-282 в дозі 10 мг/кг в/о за ефективністю поступалась МТ-279.

Таким чином, результати досліджень показали що серед похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів найбільш ефективними за величиною протиішемічного та протигіпоксичного ефектів є МТ-279 та МТ-282 в дозі 10 мг/кг в/о. Дані речовини представляли інтерес для подальшого дослідження їх церебропротекторних властивостей.
Обов’язковим етапом при дослідженні сполук, які в майбутньому будуть застосовуватися в якості церебропротекторних засобів є вивчення їх впливу на об'ємну швидкість мозкового кровотоку та показники артеріального тиску, що і стало підґрунтям для проведення подальших досліджень [Ощепкова В.Н., 2006]. Нами встановлено, що введення в організм інтактних щурів МТ-279 (10 мг/кг в/в)так само, як і вінпоцетину сприяло наростаючому збільшенню показника ОШМК, починаючи вже з 5 хв. спостереження, як відносно початкового показника, так і відносно тварин контрольної групи (отримували 0,9% розчин NaCl). Це може бути ознакою стимулюючого впливу МТ-279 на кровопостачання головного мозку (рис. 1). 

В даному дослідженні МТ-282 дещо поступалась за величиною стимулюючого впливу на кровопостачання головного мозку МТ-279 та вінпоцетину. Разом з цим встановлено, що під впливом МТ-279 АТ протягом всього досліду практично не змінювався відносно фонового показника, що є одним із ключових моментів при вивченні сполук з церебропротекторними властивостями, адже прогресуюче зниження АТ призводить до збільшення площі пошкодження ішемізованого головного мозку [Стефанов О.В., 2001, Хабриев Р.У., 2005]. В протилежність цьому під впливом вінпоцетину відмічалось подальше (максимально на 13%) зниження АТ (р<0,05) у всі терміни дослідження порівняно з контролем. Відсутність підвищення АТ вказує на тлі МТ-279 на те, що стимулюючий вплив на швидкість мозкового кровотоку, як і референс-препарату, не пов’язаний з підвищенням рівня АТ, а є результатом їх судинорозширювальної дії.
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Рис. 1. Динаміка ОШМК на тлі в/в введення сполук МТ-279 (10 мг/кг), МТ-282 (10 мг/кг)та вінпоцетину (5 мг/кг ) у наркотизованих щурів 
Примітки:

*- p< 0,05 відносно початкового показника( 
º - p< 0,05 відносно 0,9% NaCl (2 мл/кг в/в)( 

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

На наступному етапі досліджено МТ-279 в порівнянні з вінпоцетином на центральну та церебральну гемодинаміку та перебіг нейродекструктивних процесів у тварин з ГПМК. 
Встановлено, що лікувальне трьохразове введення МТ-279 (10 мг/кг в/в) з восьмигодинним інтервалом наркотизованим котам з ГПМК (однобічна оклюзія загальної сонної артерії) так само, як і вінпоцетину (5 мг/кг в/в), протидіяло зниженню показників ОШМК, SaO2, ЦВТ, та рівню АТ, які на кінець досліду були вірогідно меншими від фонових всього лише на 18,9%, 1,21%, 17,8% та 4,78%. Так, показник ОШМК на 24 год спостереження під впливом МТ-279 був 2,2 більшим відносно тварин контрольної групи і на 1,7 рази більшим, ніж у тварин, лікованих вінпоцетином. Лікувальне введення МТ-279 так само, як і вінпоцетину, сприяло зменшенню рівнів SaO2,  ЦВТ та рівня АТ відносно контрольних тварин, хоча вони і залишались нижчим відносно початкових даних (рис. 2).
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Рис. 2. Динаміка (%) рівнів ОШМК, АТ та SaO2 у котів з ГПМК на тлі введення сполуки МТ-279 (10 мг/кг в/в) та вінпоцетину (5 мг/кг в/в )
Примітки:

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

2. # - р<0,05 відносно контролю;
3. *- р<0,05 відносно вінпоцетину
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, що корелює з динамікою рівнів АТ, SaO2 та ЦВТ. Водночас, на тлі введення МТ-279 так само, як і вінпоцетину, спостерігалось менш інтенсивне зростання рівня NSE- маркера нейрональної деструкції [Ratilal B. O., 2014, Kim B. J., 2014], відносно початкового рівня відповідно у 6,6 та 6,0 рази. Це може бути свідченням наявності у них цитопротекторної дії, оскільки покращуючи кровопостачання ішемізованого головного мозку МТ-279, як і вінпоцетин, згідно з точкою зору [Zaheer S., 2013], зменшують ступінь деструктивних змін в нейронах, тим самим, послаблюють вогнище некрозу.
На наступному етапі дослідження доведено, що курсове 14-денне лікувальне введення МТ-279, як і мексидолу, зменшувало показник летальності тварин з двобічною оклюзією загальних сонних артерій на 30% та 50% відповідно проти 70% у контролі, що може бути свідченням наявності у них церебропротекторної дії. Підтвердженням цього було також зниження на тлі курсового введення МТ-279, як і мексидолу, показників неврологічного дефіциту за шкалою C.P. Mc Grow: на 14 день ГПМК вони становили відповідно 2,0 та 3,14 балів. При цьому в кінці експерименту величина показників C.P. Mc Grow МТ-279 вірогідно переважала референс-препарат в 1,6 рази, співставляючись з ним на 4-ту добу дослідження.
Поряд зі зменшенням показників неврологічного дефіциту мало місце також відновлення орієнтувально-дослідницької поведінки щурів у тесті «відкрите поле» на тлі введення досліджуваних речовин відмічали вірогідне (більш, ніж в двічі) збільшення рухової та дослідницької активності порівняно з нелікованими щурами (р<0,05).
На тлі курсового введення щурам з ГПМК МТ-279 (10 мг/кг в/о) як і мексидолу (100 мг/кг в/о) спостерігалося покращення мнестичних функцій тварин. Про це свідчило збільшення тривалості латентного періоду до заходу щурів до темного відсіку камери в умовах УРПУ – як показника формування пам’яті на больове подразнення (табл. 1).
Таблиця 1

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 сонної артерії 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) 
Підтвердженням формування у щурів пам’яті на больове подразнення на тлі МТ-279 та мексидолу слугував також показник кількості навчених тварин, який становив 80% та 60% проти 30% у контрольних тварин. За кількістю навчених тварин сполука МТ-279 вірогідно переважала референс-препарат (р<0,05). Всі перераховані ефекти похідного хіназоліну можна вважати позитивними, оскільки хворі, що перенесли ГПМК страждають не тільки від рухових розладів, але й від когнітивно-мнестичних порушень [Мищенко Т.C., 2013, Вінничук С.М., 2014].
Подальше вивчення церебропротекторної дії МТ-279 показало, що її захисна дія на ішемізований головний мозок, як і під впливом мексилоду, обумовлена їх спроможністю усувати енергодефіцит та ознаки метаболічного ацидозу в ішемізованому головному мозку, що чітко проявилось вже на 5 добу експерименту – період максимальних порушень метаболічних процесів [Черній В.І., 2013, Вінничук С.М., 2014] На 15 добу після моделювання цереброваскулярної патології показники метаболічних процесів на тлі лікування як МТ-279, так і мексидолом, наближалися до показників інтактних тварин, що є свідченням відновлювального періоду. При цьому за ефективністю МТ-279 практично співставлялася з референс-препаратом (табл. 2).
Таблиця 2
Вплив курсового введення сполуки МТ-279 (10 мг/кг, в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на біоенергетичний метаболізм в ішемізованому мозку щурів (M±m)
	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 тк
	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 тк
	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 тк
	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 тк
	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 тк
	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 тк
	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 тк
	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 тк
	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;

Разом з цим( під 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 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. При цьому за ефективністю МТ-279 практично співставлялась з референс-препаратом.
Водночас, на тлі курсового введення щурам з ГПМК МТ-279, як і мексидолу, спостерігалось пригнічення процесів перекисного оксилення ліпідів. На це вказувала нормалізація показників прооксидантно - антиоксидантної рівноваги в ішемізованій півкулі головного мозку. Так, на 5 добу експерименту на тлі дії 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 при одночасному відновленні активності ферментів антиоксидантного захисту: СОД та каталази. (табл. 3). При цьому( за спроможністю нормалізувати порушені показники прооксидантно(антиоксидантної рівноваги в критичний період ГПМК сполука МТ(279 практично співставляється з референс(препаратом.

На 15 добу експерименту під дією сполуки МТ(279( подібно до мексидолу( спостерігалась подальша нормалізація показників окислювального метаболізму в ішемізованій півкулі щурів. 

Таблиця 3

Вплив курсового введення сполуки МТ(279 (10 мг/кг в/о) та мексидолу (100 мг/кг в/о) на динаміку показників оксидантно-антиоксидантного гомеостазу 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
Повного відновлення рівнів МДА та активності СОД в кінці експерименту під дією обох речовин не відмічено. 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). 

Оскільки при ГПМК має місце розвиток метаболічного ацидозу та глутамат-кальцієвої ексайтотоксичності [Brennan-Minnella A. M., 2014, Fan Y.Y., 2014], представляло інтерес дослідити вплив сполуки МТ-279 на стан кислотно-лужної рівноваги та рівень Са2+ в крові в умовах експериментального ішемічного інсульту. Нами встановлено, що 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 та 7,17, 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 рівня буферних основ 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 (рис. 3). Слід зазначити, що під впливом сполуки МТ-279 дефіцит буферних основ (ВЕ) був достовірно меншим, ніж під впливом мексилоду (р≤0,05). Зазначені зміни показників КЛР, викликані МТ-279 та мексидолом у крові гербел з ГПМК, на нашу думку, можна розцінити як нормалізацію цими речовинами метаболічних процесів в ішемізованій півкулі та послаблення явищ ацидозу. 
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Рис. 3 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)
Примітки: 1. * - р<0,05 відносно псевдооперованих тварин;
2. # - р<0,05 відносно контролю;

Поруч з цим встановлено, що на тлі дії МТ-279 (10 мг/кг), як і мексидолу (100 мг/кг), у гербел з ГПМК спостерігалась нормалізація рівня Са2+ в венозній крові, яка відтікала від ішемізованої півкулі перешкоджало розвитку гіпокальціємії, що може бути ознакою спроможності вказаних сполук усуват явища глутамат-кальцієвої ексайтотоксичності. Зазначена динаміка рівня Са2+ в крові може бути свідченням спроможності обох речовин усувати явища глутамат-кальцієвої ексайтотоксичності.
Сприятливий вплив МТ-279, як і мексидолу, на метаболічні процеси при ГПМК корелював з позитивною динамікою змін морфологічної картини в ішемізованому головному мозку. Під дією обох речовин відбувалось зменшення дистрофічних та деструктивних процесів, в корі переважали нормохромні нейроцити, нейропіль мав гомогенний характер, не спостерігалося ділянок клітинних розріджень, поруч з цим відмічалося посилення макрофагальної реакції, збільшення кількості астроцитів, що є свідченням активації регенераторно-гіперпластичних процесів. Однак під впливом обох речовин не досягнуто повного відновлення цитоархітектоніки кори головного мозку.
Оскільки, згідно з даними літератури [Nataraj J., 2014; Павлов С.В., Беленічев І.Ф., 2014, Ходаківський О.А., 2013] загибель клітин, в тому числі і ішемізованих, може бути шляхом апоптозу, або некрозу. Представляло інтерес дослідити вплив МТ-279 в порівнянні з месидолом на процеси нейроапоптозу в ішемізованому головному мозку. Встановлено, що курсове лікувальне введення гербелам з ГПМК МТ-279 так само, як і мексидолу, чинить позитивну модулюючую дію на процеси нейроапоптозу. Про це свідчило суттєве зменшення відносно контрольної групи тварин явищ фрагментації ДНК в ядрах нейронів лобних часток кори головного мозку монгольських піщанок з експериментальним інсультом. Спроможність обох речовин зменшувати відсоток нейронів, ДНК яких піддається фрагментації, може бути одним із механізмів їх церебропротекторної дії.
Таблиця 4

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=7)

	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) * – р<0,05 відносно псевдооперованих гербел, 
2) #– р<0,05 відносно тварин контрольної групи.

Таким чином, проведене дослідження показало, що похідні 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-2-онів є перспективним класом хімічних сполук для пошуку серед них речовин з церебропротекторною дією. В найбільшій мірі ця властивість притаманна натрієвій солі 3-(2-оксо-3-феніл-2Н-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (МТ-279), яка за ступенем захисної дії на ішемізований мозок прирівнювалась, а подекуди і переважала референс-препарати мексидол, пірацетам та вінпоцетин на моделях одно- та двобічної оклюзії ЗСА у тварин та на моделі ішемії-реперфузії. Механізм церебропротекторної дії МТ-279 обумовлений її спроможністю стимулювати кровопостачання ішемізованого головного мозку, усувати ознаки енергодефіциту, лактат-ацидозу, нормалізувати КЛР, збільшувати рівень Са2+, нормалізувати прооксидантно-антиоксидантний гомеостаз та зменшувати показники фрагментації ДНК. Сполука МТ-279 представляє інтерес для подальшого вивчення її фармакологічних властивостей та безпечності на предмет створення на її основі нового церебропротекторного 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-заміщених 3R-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% і 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) ліпше, 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 збільшенням 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 речовинами сприяє 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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АНОТАЦІЯ

Маринич Л.І. Церебропротекторні властивості нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-С]хіназолін-2-онів (експериментальне дослідження). – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України», Київ, 2015.

Дисертаційна робота присвячена вивченню нейропротективних властивостей серед нових похідних 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-С]хіназолін-2-онів в умовах експериментального моделювання гострого порушення мозкового кровообігу.
Введення сполуки МТ-279 (10 мг/кг) щурам з ГПМК (двобічна незворотня оклюзія загальних сонних артерій) попереджало летальність тварин в критичний період експерименту. Сполука МТ-279 практично співставлялась з референс-препаратом мексидолом (100 мг/кг) і перевершувала пірацетам (100 мг/кг).
14-денне лікування щурів з ГПМК (двобічна оклюзія загальних сонних артерій) МТ-279 (10 мг/кг), так само як і мексидолом (100,0 мг/кг), зменшує показник летальності тварин порівняно з контролем, усуває неврологічні та когнітивно-мнестичні розлади, послаблює прояви енергодефіциту, нормалізує показники оксидантно-антиоксидантної рівноваги в ішемізованій ділянці мозку. Зазначені зміни метаболічних процесів корелюють з позитивною динамікою морфологічної картини, що проявляється зменшенням ознак дистрофічних та деструктивних процесів в ішемізованому головному мозку, а також попереджує процеси нейроапоптозу в ушкодженому ішемією мозку. Церебропротекторний ефект МТ-279 пов’язаний також із стимулюючим впливом на мозковий кровотік. 
Лікувальний ефект сполуки МТ-279 при ГПМК обумовлений відновленням мозкового кровотоку, усуненням енергодефіциту, порушень оксидантно-антиоксидантної рівноваги, наявністю антиапотпотичного та антигіпоксичного ефектів.

Ключові слова: гостре порушення мозкового кровотоку, церебропротекторний ефект, похідні 6-заміщених 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-С]хіназолін-2-онів, МТ-279, мексидол.
АННОТАЦИЯ
Маринич Л.И. Церебропротекторные свойства новых производных 6-замещенных 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-с]хиназолин-2-онов (экспериментальное  исследование). – Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – ГУ «Институт фармакологи и токсикологи НАМН Украины», Киев, 2015.
Диссертация посвящена актуальной проблеме экспериментальной фармакологии – поиску веществ, обладающих церебропротективным действием, для создания на их основе нового лекарственного препарата для лечения ишемического инсульта. На модели острого нарушения мозгового кровообращения (двусторонняя перевязка общих сонных артерий) у крыс установлено, что новые производные 6-замещенных 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-с]хиназолин-2-онов являются носителями церебопротекторной активности, что проявилось снижением показателя летальности экспериментальных животных при профилактическом введении в организм изучаемых веществ (10 мг/кг). На двух моделях гипоксии было доказано, что изучаемым производным присуща противогипоксическая активность. По результатам скрининговых исследований предпочтение отдано соединению с лабораторным шифром МТ-279, которое по величине церебропротекторного и антигипоксического эффектов превосходило пирацетам (100 мг/кг), и сопоставлялось с мексидолом (100,0 мг/кг).

В работе было показано, что лечение (14 дней) крыс с острым нарушением мозгового кровообращения (перевязка общих сонных артерий) МТ-279 (10 мг/кг), подобно мексидолу (100,0 мг/кг), приводило к уменьшению показателей летальности животных по сравнению с контролем, уменьшению выраженности неврологического дефицита и когнитивно-мнестических расстройств. Все это сопровождалось ослаблением признаков энергодефицита в ишемизированном мозге, проявилось восстановлением уровня адениловых нуклеотидов, креатинфосфата, энергетического заряда и глюкозы, уменьшением признаков лактатат ацидоза. В конце курса лечения показатели энергетического метаболизма практически достигали величины интактных животных.

Вместе с этим на фоне лечения МТ-279, как и мексидолом, имело место угнетение процессов перекисного окисления липидов, на что указывало снижение содержания диеновых конъюгатов и малонового диальдегида на фоне активации ферментов антиоксидантной защиты (супероксиддисмутазы и каталазы) в ишемизированном мозге. При этом полного восстановления уровней диеновых конъюгатов и малонового диальдегида на фоне терапии не отмечено. Положительные изменения метаболических процессов нашли подтверждение в динамике морфологической картины в ишемизированном головном мозге, что проявлялось уменьшением выраженности признаков дистрофических и деструктивных процессов, в то же время, соединение МТ-279, как и мексидол, предупреждали развитие процессов нейроапоптоза в ишемизированном мозге. Установлено, что соединению МТ-279 также присуще стимулирующее действие на мозговой кровоток. 

Лечебное действие МТ-279 при експериментальном остром нарушении церебрального кровотока обусловлено восстановлением мозкового кровотока, ликвидацией энергетического дефицита, нарушений оксидантно-антиоксидантного равновесия, наличием антигипоксического эффекта, предупреждении процесов  нейроапоптоза.
Ключевые слова: острое нарушение мозгового кровотока, церебропротекторный эффект, призводные 6-замещенных 3R-2H-[1,2,4]триазино[2,3-с]хиназолин-2-онов, МТ-279, мексидол.

ANNOTATION
Marynych L. I. Cerebrum protective properties of new derivatives of 6-substituted 3R-2H- [1,2,4] triazine [2,3-c] quinazolin-2-on (experimental study). – Мanuscript.
Thesis for a PhD degree, specialty 14.03.05 – pharmacology. – State Institution “Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine”, Kyiv, 2015.

The thesis is devoted to studying the neuron protective properties of new derivatives of 6-substituted 3R-2H- [1,2,4] triazine [2,3-c] quinazolin-2-on in terms of acute cerebrovascular accidents experimental modeling.

MT-279 compound (10 mg/kg) injection into rats with acute cerebrovascular accident (nonreversible bilateral occlusion of the common carotid artery) prevented the mortality of animals during the critical period of the experiment. Practically the Compound MT-279 results can be compared to mexidol drug (100 mg/kg) and are superior to piracetam (100 mg/kg).

14 days treatment of rats with acute cerebrovascular accident (bilateral occlusion of the common carotid artery) using MT-279 (10 mg/kg), as well as mexydol (100.0 mg/kg) reduces mortality rate comparing with control animals, eliminates neurological and cognitive mental disorders, weakens energy shortage manifestations, normalizes oxidant-antioxidant balance rates in the ischemic area of the brain. These metabolic changes correlate with positive dynamics of general morphological picture that is shown in decreasing signs of degenerative and destructive processes in the ischemic brain and prevents the neuron apoptosis processes in the ischemia damaged brain. Cerebrum protective effect of MT-279 is also related to the stimulating effect on cerebral blood flow. 
Therapeutic effect of the compound MT-279 in acute cerebrovascular accident treatment is shown in the cerebral blood flow restoration, energy shortage and violations of oxidant-antioxidant balance elimination, the anti-apoptotic and anti-hypoxic effects presence.

Key words: acute cerebral blood flow dysfunction , cerebrum protective effect, 6-substituted derivatives of 3R-2H- [1,2,4] triazine [2,3-c] quinazolin-2-on, MT-279, meksidol.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	АДФ
	- аденозиндифосфат

	АМФ
	- аденозинмонофосфат

	АТ
	- артеріальний тиск 

	АТФ
	- аденозинтрифосфат

	БЕАС
	- біоелектрична активність серця

	ВРО
	- вільно-радикальне окиснення

	в/о
	- внутрішньочеревинно

	ГПМК
	- гостре порушення мозкового кровотоку

	ДК
	- 
іє нові кон’югати

	ЗСА
	- загальна сонна артерія

	Кз
	- коефіцієнт захисту

	КФ
	- креатинфосфат

	МДА
	- малоновий діальдегід

	ОШМК
	- об’ємна швидкість мозкового кровотоку

	СОД
	- супероксиддисмутаза

	УРПУ
	- умовна реакція пасивного уникання

	ЦВТ
	- центральний венозний тиск

	АВ
	- істинний бікарбонат

	ВВ
	- сума основ буферних систем

	ВЕ
	- дефіцит буферних основ

	SB
	- стандартний бікарбонат

	NSE
	-нейронспецифічна енолаза

	SaO2
	- сатурація кисню капілярної крові
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