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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Нестримний прогрес  в діяльності людини останніх десятиліть ставить перед сучасною наукою проблему підтримання належного рівня розумової та фізичної працездатності, особливо в екстремальних умовах (гіпоксія, гіпо- та гіпертермія, гіподинамія тощо) [Булатова М. М. и др., 2008; Єрін Ю. С., 2014; Иванова Т. Г. и др., 2014; Mehta R. K., 2013; Zhang P. et all, 2014]. З цією метою сьогодні використовуються різноманітні фармакологічні засоби, які здатні підвищувати фізичну та розумову працездатність людини [Беленичев И. Ф. та ін., 2010; Назаров О. О., 2011; Иванова Т. Г. и др., 2014; Mehta R. K., 2013; Perez-Olmos I. et all, 2014].

Для цього широко використовують препарати рослинного та тваринного походження (женьшеню, елеутерококу, золотого корінця, пантів плямистого оленя та ін.), яким притаманні адаптогенні властивості [Карамуллин М. А. и др., 2006; Машковский М.Д., 2012; Choi J. et all, 2013; Clark V. P., 2014; Perez-Olmos I. et all, 2014]. Однак, їх стимулюючий вплив на фізичну працездатність людини проявляється лише через кілька тижнів після початку вживання [Кричковская Л. В. и др., 2001; Жилюк В. И. та ін., 2013; Козирєв А. В. та ін., 2014; Latham N. K. et all, 2014]. Тому в екстремальних ситуаціях, коли потрібно швидко відновити сили організму, тривалість настання та величина ефекту адаптогенів недостатня [Бобков Ю.Г. и др., 1984; Азизов А.П., 1998;  Гулевский А. К. и др., 2006; Yance D. R., 2013]. 
Більш перспективним напрямком для вирішення поставленого завдання – підвищення працездатності людини, є застосування  актопротекторів – засобів з невиснажуючим типом дії, які призначенні підтримувати високу рухову активність організму в екстремальних умовах та підвищувати фізичну і розумову працездатність. Вони запобігають розвитку втоми, покращують працездатність в ускладнених умовах, скорочують період реабілітації після перенесених травм, виснажень організму тощо [Зарубина И. В. и др., 2002; Денисова Т. Д., 2004; Зарубина И. В. и др., 2004; Зарубина И. В. и др., 2007; Кулененков С. В., 2007; Зенін О. К. та ін., 2014; Кишкан І. Г., 2014; Миздренко О. М., 2014; Усатова А. І., 2014; Panossian A.G., 2013].

Відзначимо, що перелік препаратів групи актопротекторів на сьогоднішній день обмежений  практично одним бемітилом [Андрейчин М.А. та ін., 2005; Машковський М.Д., 2012], який в Україні не зареєстрований, а застосовується на фармацевтичному ринку Росії під торговою назвою «Метапрот». Останній, проявляє цілу низку різноманітних фармакологічних ефектів: психостимулюючий, відновлюваний,  економізуючий, анксіолітичний, стреспротективний та адаптаційний [Зеленская К. Л. и др., 2001; Зарубина И. В. и др., 2002; Зарубина И. В. и др., 2005] та входить до переліку засобів спортивної та космічної медицини. Своє практичне застосування бемітил знаходить для захисту організму і підвищення працездатності в гірських і пустинних зонах Афганістану, в Антарктиді, в районі Чорнобильської аварії [Якубовский М. М., 1997; Фролов М. Ю. и др., 2003; Яковлева І. Ю., 2006;].


 Окрім спроможності підвищувати працездатність, бемітилу притаманні також антимутагенна, імуностимулююча і антиоксидантна активності, протигіпоксичний, нейротрофічний ефект та здатність покращувати пам’ять, стабілізувати та прискорювати репаративні процеси [Бобков Ю.Г. и др., 1993; Соловьев М. В. и др., 2002; Зарубина И. В. и др, 2005; Козьмичева М. Н. и др., 2005; Гамма Т. В. и др., 2006; Яковлева І. Ю., 2006; Харкевич Д. А., 2009]. 

    
Однак низка побічних ефектів (головний біль, диспепсичні розлади, гастралгії, гіперемія обличчя, тощо), які притаманні бемітилу, перешкоджають його широкому застосуванню [Oliynyk S. et all, 2008; Машковский М.Д., 2012]. До того ж, останнім часом одним з пріоритетних напрямків сучасної фармакології є усунення основного недоліку актопротекторів, що використовуються в клінічній практиці, - зміни структури поведінки людини і тварин в звичайних умовах і після фізичного навантаження [Зеленская К. Л. и др., 2001; Соловьев М. В. и др., 2002; Футорний С. М., 2009; Чемерис І. О., 2014].


Враховуючи наведенні дані, не підлягає сумніву потреба у пошуку  та розробці нових активних хімічних сполук з актопротекторними властивостями, на основі яких в подальшому можна створити більш ефективні та безпечні лікарські засоби із вказаною дією. 


В цьому плані нашу увагу привернули нові похідні 1,2,4-хіназоло-хіназоліну та його конденсованих аналогів, фармакологічні властивості яких (антистресорна, протиішемічна церебропротекторна, протигіпоксична [Бєленічев І.Ф. та ін., 2001; Стратиенко E. H., 2005; Степанюк Г. І. та ін., 2009; Альчук О. І., 2011; Тозюк О. Ю. та ін., 2012; Маринич Л. И. и др., 2013;], добре співставляються з патогенезом екстремальних станів. 

Інтерес до похідних хіназоліну та його конденсованих аналогів зумовлений також тим, що вони здатні інгібувати утворення активних форм кисню, збільшувати активність антиоксидантних ферментів, позитивно впливати на окисну продукцію енергії, обумовлює потужні антиоксидантний, антиамнестичний, церебропротективний ефекти [Бєленічев І.Ф. та ін., 2001; Степанюк Г. І. та ін., 2009;  Маринич Л. И. и др., 2013]. Наявність у похідних хіназоліну ноотропної, антиоксидантної дії, а також здатність підвищувати фізичну працездатність [Степанюк Г. І. та ін., 2009; Альчук О. І., 2011; Тозюк О. Ю. та ін., 2012],  як і у бемітилу,  дає підставу сподіватись на можливу актопротекторну активність у похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну, що і стало теоретичним підґрунтям для проведення даного дослідження.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами та темами.

Дисертаційна робота виконана в рамках НДР кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова за темою «Експериментальне дослідження нейро- та кардіопротекторних властивостей ациклічних, ароматичних та гетероциклічних сполук» (№ держреєстрації 0109U004812). Дисертант є співвиконавцем даної теми.

Мета та завдання дослідження. 

Мета дослідження: в ряду нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну виявити наявність та охарактеризувати величину актопротекторного ефекту в нормальних та ускладнених умовах експерименту, встановити сполуку-лідера та оцінити її перспективність для створення нового лікарського засобу, конкурентоспроможного з бемітилом.

Завдання дослідження:

1. Провести скринінг актопротекторної активності в ряду нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну на щурах в умовах нормо-, гіпо- та гіпертермії та встановити залежність “структура-дія”, виявити сполуку-лідера. 

2. Оцінити вплив сполуки-лідера на фізичну витривалість щурів в умовах гіпоксичних станів.

3. Дослідити актопротекторну дію сполуки-лідера на щурів в умовах тривалої гіпокінезії за показниками плавального тесту, бігу у третбані та статичної витривалості, а також пошуково-емоційних реакцій.

4. Охарактеризувати вплив сполуки-лідера на організм гіпокінетичних щурів за показниками морфологічної картини скелетних м’язів та внутрішніх органів.

5. Дослідити  механізми актопротекторної дії сполуки-лідера: вплив на метаболічні процеси в м’язах, крові та печінці щурів (рівень глюкози, АТФ, пірувату, лактату, загального білка, глікогену та на оксидантно-антиоксидантний гомеостаз)  в умовах тривалого фізичного навантаження.

Об’єкти дослідження: фізична витривалість тварин в нормальних та ускладнених умовах експерименту.

Предмет дослідження: актопротекторні властивості нових похідних хіназоліну.

Методи дослідження:  в своїй основі базувались на комплексному підході з використанням фармакологічних, патофізіологічних, біохімічних, морфологічних, та статистичних методів.


Наукова новизна досліджень. 

В роботі вперше  теоретично обґрунтовано та експериментально доведено наявність актопротекторної та протигіпоксичної активностей у похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну на моделях фізичної витривалості та гіпоксії у щурів, виявлено сполуку-лідера (сполука МТ-279) конкурентоспроможну з бемітилом.   За результатами досліджень у нормальних та ускладнених умовах доведено її перевагу над еталонним актопротектором.  Вперше показано, що  механізм актопротекторної активності сполуки МТ-279 базується на спроможності сполуки стимулювати неспецифічний протеїнсинтез, попередженню патологічних змін в прооксидантно-антиоксидантній системі, покращенню енергозабезпечення м’язів а також раціональному використанні енергетичних запасів клітин.

Практична цінність дослідження. 

Результати проведеного дослідження значно розширили та поглибили наші знання  про фармакодинаміку  похідних хіназоліну та його конденсованих аналогів. Встановлено залежність «структура-дія» та «доза-ефект» для нових похідних хіназоліну. Результати поглибленого вивчення фармакологічних властивостей найбільш активної сполуки можуть лягти в основу її клінічної апробації в якості актопротектора та створенні нового фармакологічного препарату із зазначеними властивостями. Отриманні данні впроваджені у навчальний процес кафедр фармакології Національного медичного університету імені О.О. Богомольця, Буковинського  державного медичного університету,  ДЗ "Дніпропетровська медична академія", Одеського національного медичного університету, Івано-Франківського національного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету імені І. Я. Горбачевського.


Особистий внесок дисертанта. 

Автор самостійно провів патентний пошук та проаналізував наукову літературу за темою дисертації. Вивчено та застосовано лабораторні моделі патологічних станів, та відповідно їм проведено заплановані експериментальні дослідження. Самостійно відібрані та освоєні методики статистичної обробки результатів досліджень, які потім оформлені у вигляді таблиць з обговореннями, разом з науковим керівником написано висновки з результатів досліджень, згідно рекомендацій оформлено дисертаційну роботу та список літератури. 


Апробація матеріалів дисертації.

Основні положення дисертаційної роботи доповідались на: VІ міжнародній науковій конференції студентів та молодих вчених «Сьогодення та майбутнє медицини» (Вінниця, 2009); підсумковій науково-практичній конференції «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 2009); VІІ національному з’їзді фармацевтів України «Фармація України. Погляд у майбутнє» (Харків, 2010); VІ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченої 90-річчю проф. О.О. Столярчука «Клінічна та експериментальна фармакологія метаболічних коректорів, органопротекція, доказова медицина» (Вінниця, 2010); науковому форумі, присв. 170-річчю кафедри фармакології та клін. фармакології НМУ ім. О.О. Богомольця (Київ, 2011), ІХ міжнародній медико-фармацевтичній конференції студентів і молодих вчених (Чернівці, 2012), щорічний звіт аспірантів та пошукачів кафедри фармакології ВНМУ імені М.І. Пирогова (Вінниця, 2012-2015).
Публікації. Матеріали дисертації відображені у 12 наукових роботах, з них 5 статей надруковані у фахових журналах, перелік яких затверджений МОН України, 1 – у закордонному профільному науковому журналі «Curierul medical» (журнал заснований МОЗ Республіки Молдова, ISSN 1857-0666), 1 патент України на корисну модель (№96186), 6 тез доповідей. У наукових роботах, опублікованих у співавторстві, дисертантом наведені результати власних експериментальних досліджень, особистого аналізу та узагальнення отриманих даних.

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота написана українською мовою, викладена на 156 сторінках машинописного тексту. Робота складається з вступу, огляду літератури, розділу з матеріалами та методами, 3 розділами власних досліджень, висновків та списку використаної літератури (155 джерел кирилицею, 75 латиницею). Дисертація містить 18 таблиць, ілюстрована 27 рисунками.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи дослідження. Експериментальні дослідження проведені на 640 лабораторних білих щурах обох статей масою 160-220 г, яких утримували у віварії ВНМУ імені М.І. Пирогова на стандартному водно-харчовому раціоні при вільному доступі води та їжі.

Досліди проводились з урахуванням вимог належної лабораторної практики (GLP) згідно з Методичними рекомендаціями ДФЦ МОЗУ (Стефанов О.В., 2001) та відповідно до вимог комісії з біоетики ВНМУ імені М.І. Пирогова (протокол № 10 від 10 травня 2012 року). Евтаназію тварин проводили шляхом дислокації шийних хребців.

Дослідження проведено з 11 новими похідними 1,2,4-триазино-хіназоліну синтезованих на кафедрі біоорганічної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом проф. С.І. Коваленко. 
У якості референс-препарату використовувався 2-етилтіобензимідазолу гідробромід,  синтезований на експериментальному заводі Інституту органічної хімії НАН України (сертифікат відповідності оригінальному препарату бемітилу -  №94/194-1-10).

Скринінг актопротекторної активності досліджуваних 11 нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну проведено на 273 білих лабораторних щурах обох статей, масою 160-220 г за допомогою плавального тесту. Дана модель характеризується найбільшою інтенсивністю фізичного навантаження, яке ускладняється стресовою реакцією [Abelaira H. M., 2013; Bogdanova O.V., 2014]. Тварини плавали з додатковим навантаженням (10% від маси тіла щура, що кріпилося до кореня хвоста) у басейні з з нормотермічними (t=води 24-26ºС), а також гіпо- (t=води 10-12ºС) та гіпертермічними (t=води 38-40ºС) умовами [Головенко М.Я., 2002; Левина М.Н. и др., 2006]. 

Визначали тривалість (хв) плавання щурів до повного виснаження, що визначалося зануренням тварин у воду, та відмовою від подальшого плавання. 

Особливості даної методики базуються на  тому, що додаткове навантаження змушує тварин виконувати фізичну роботу на межі своїх фізичних можливостей, що досягається завдяки підвищення активності з боку вищої нервової діяльності [Abelaira H. M. Et all, 2013].  Досліджувані сполуки вводили в/оч, одноразово за 45 хв до початку тестування, в дозі 5 мг/кг (доза взята емпірично). Контролем слугували щурі, яким за 45 хв до проведення плавального тесту в/оч вводили еквіоб’ємну кількість 0,9% розчин NaCl. Дослідження кожної сполуки вивчалась на групі із 7 тварин. Ефективність досліджуваних речовин в аналогічних умовах експерименту порівнювали з дією еталонного актопротектора бемітилу у дозі 25 мг/кг, яка за даними літератури [Зарубина И.В. и др., 2005] проявляє найбільш виразний актопротекторний ефект.

В подальшому для сполуки-лідера за плавальним тестом (МТ-279) та бемітилу, визначали ЕД50 -  середньоефективну дозу, що сприяла зростанню часу плавання щурів на 50% відносно контрольної групи. Для цього в умовах плавальної проби додатково досліджувались ще по 4 дози вище зазначених похідних у плавальному тесті в таких самих умовах. ЕД50  розраховували графічно за методом Литчфілда-Уілкоксона [Лапач С.Н. и др., 2002]. В подальших дослідженнях використовували дозу, що дорівнювала ЕД50 даних сполук, за результатами плавального тесту. 

Дослідження гострої токсичності сполуки МТ-279 проведено на 24 білих лабораторних щурах обох статей, масою 160-190 г згідно методичних рекомендацій Державного фармакологічного центру МОЗ України [Стефанов О.В., 2001]. Досліджувані речовини вводили одноразово в/оч у вигляді водних розчинів. Кожну дозу тестували на групі щурів із 5 особин. Спостереження велось протягом 14 днів. Показник ЛД50 та його довірчий інтервал розраховували з використанням методу пробіт-аналізу [Лапач С.Н. и др., 2002; Прозоровский В.Б., 2007]. Терапевтичний індекс (ТІ) розраховували як відношенням показників ЛД50/ЕД50.Дослідження фізичної витривалості в ускладнених умовах здійснювали на моделях циркуляторної ішемії, гострої гемічної гіпоксії та гіпокінезії.

Циркуляторну гіпоксію - гостре порушення мозкового кровотоку (ГПМК) у щурів моделювали під кетаміновим наркозом (20 мг/кг) шляхом однобічної оклюзії правої загальної сонної артерії до місця її біфуркації. Тварин було поділено на 4 групи по 7 особин в кожній: І – інтактні щурі, ІІ - контрольна група (ГПМК без фармакологічної корекції), ІІІ - група тварин – ГПМК + отримувала сполуку МТ-279 в дозі 2,5 мг/кг, що становить її ЕД50 за плавальним тестом, ІV – група щурів – ГПМК + отримували бемітил  в дозі 33,0 мг/кг, що становила його ЕД50 за плавальним тестом. Динамічну витривалість тварин вивчали за показниками плавального тесту. Реєстрували тривалість (c) плавання до появи ознак повної втоми, що проявлялося відмовою від подальшого плавання та 10-ти секундним занурюванням тварини під воду. Статичну витривалість організму щурів оцінювали за тривалістю (с) утримування щурів на стрижні, що обертається зі швидкістю 15 об/хв [Гацура В. В., 1974; Головенко М. Я., 2002]. Дослідження проводили через 3 год після останнього введення речовин на 5 та 15 добу експерименту, що за даними літератури характеризуються найбільш виразними змінами в біоенергетичних показниках ішемізованого мозку [Haque Z. et all, 2013; Tsai I.L. et all, 2013]. Гостру гемічну гіпоксію моделювали на 21 білому лабораторному щурі обох статей. Тваринам, за 45 хв до навантаження, одноразово (в/оч) вводили метгемоглобіноутворювач - натрію нітрит в дозі 20 мг/кг, (Міщенко О.Я., 2008(, який збільшує вміст метгемоглобіну у крові до 16-18%. Щурів було розподіллено на 4 групи по 7 особин у кожній: І - інтактні тварини; ІІ – щурі з гострою гемічною гіпоксією без корекції (контрольна група); ІІІ та ІV – тварини з гемічною гіпоксією, яким за 45 хв до тестування вводили відповідно сполуку МТ-279 та бемітил, таким же чином, як і при попередньому досліджені, в дозах, що становили їх ЕД50 за плавальним тестом. Фізичну витривалість тварин з гострою гемічною гіпоксією на тлі превентивного введення МТ-279 та бемітилу оцінювали за показником плавальної проби, яку проводили аналогічно попередньому дослідженню. Дослідження актопротекторних властивостей сполуки – лідера (МТ-279) в умовах гіпокінезії проведено на 28 щурах обох статей. Імобілізаційний стрес (ІС) відтворювали шляхом утримання тварин протягом 15 діб (по 16 год/добу) в індивідуальних дерев’яних пеналах [Стефанов O. B., 2001; Hamtage F. et all, 2012]. Щурі було розподіллено на 4 групи по 7 особин у кожній: І - інтактні тварини; ІІ – щурі з ІС без лікування (контрольна група); ІІІ – тварини з ІС, яким щоденно (з 1 по 15 день дослідження) в/оч вводили сполуку МТ-279 в дозі 2,5 мг/кг, що дорівнювало її ЕД50 за плавальним тестом; ІV – щурі з ІС, яким аналогічно в/оч вводили бемітил в дозі 33,0 мг/кг, що становила її ЕД50 за плавальним тестом. Дослідження проводили через 8 год. після останнього введення речовини. 

Ефективність терапії оцінювали за тривалістю плавального тесту (t H2O–24-26°C) та бігу тварин у третбані (швидкість руху бігової доріжки 42 м/хв) у динаміці розвитку гіпокінезії на 7-му та 15-ту добу експерименту [Міщенко О.Я., 2008; Habastián R. et all, 2012]. Статичну витривалість тварин вивчали у вище зазначені терміни за допомогою стрижня, що обертається зі швидкістю 15 об./хв - визначали час (с) утримання щурів на ньому [Гацура В. В., 1974]. 

Емоційно-поведінкові реакції щурів в умовах гіпокінезії (ГК) вивчали за методом «відкритого поля» [Буреш Я. и др., 1991]. Експериментальні дослідження були виконані на 28 щурах обох статей. Відтворення 15-ти денної гіпокінезії, розподіл тварин по групам та введення досліджуваних речовин проводили аналогічно попередньому дослідженню. Тварину поміщали у кут камери та спостерігали за її поведінкою протягом 3 хв Камера представляє собою великий квадрат (100х100 см) зі стінками висотою 40 см, підлога, розділена на 25 (5х5) рівних квадратів. Протягом 3 хв вивчалась горизонтальна рухова активність (ГРА) (число квадратів, які перетнула тварина чотирма кінцівками), вертикальна рухова активність (ВРА) (кількість «стійок»), пошукова активність (число зазирань тварини у „нірки”), кількість стереотипних рухів (грумінг) та наявність актів дефекації (кількість болюсів). Слід зазначити, що ВРА відображає не тільки моторні, а і орієнтаційно-дослідницькі аспекти поведінки щура [Буреш Я. и др., 1991; Дев'яткіна Т. О. та ін., 2001; Стефанов O.B., 2001].

Зміни морфологічної картини внутрішніх органів щурів під дією сполуки-лідера МТ-279 вивчали на 15-ту добу гіпокінезії. Для морфологічного дослідження були взяті печінка, серце, нирка, наднирникова залоза та фрагмент скелетного м’яза щурів. Органи фіксували в 10% нейтральному формаліні, промивали в проточній воді, проводили через батарею спиртів зростаючої міцності і заливали в парафін. Зрізи фарбували гематоксиліном і еозином, толуїдиновим синім та за методом Ван Гізон і вивчали в світловому мікроскопі. 

Зміни біохімічних показників на тлі сполуки МТ-279 та бемітилу вивчали на 56 нелінійних щурах-самцях масою 180-210 г, розділених на 4-х групи  по 14 тварин у кожній. В 1-шу групу входили інтактні щурі; в 2-гу – контрольні щурі, які щоденно отримували ізотонічний розчин натрію хлориду в/о; щурі 3-ої та 4-ої групи отримували щоденно на протязі 15 днів відповідно сполуку МТ-279 (2,5  мг/кг, в/оч) та бемітил (33,0 мг/кг, в/оч). Всі речовини вводили тваринам за 45 хв до навантаження.

Протягом 14 днів щурів 2-ої, 3-ої, та 4-ої груп тренували бігом по 10 хв у третбані (швидкість руху бігової доріжки становила 30 м/хв, кут нахилу - 10º).

На 15-й день щурів тренували по 10 хв при швидкості бігової доріжки 42 м/хв, при цьому у половини щурів (n=7) кожної групи визначали тривалість бігу до відмови, тобто до повної втоми, коли тварини були не спроможні продовжувати біг на фоні електричного подразнення на старті [Стефанов O.B., 2001]. Другу половину щурів після 10 хв посиленого тренування у третбані піддавали біохімічним дослідженням метаболічних процесів в скелетних м'язах, крові та печінці. Тварин декапітували у холодовій камері (-2ºС). Печінку та скелетні м'язи задніх кінцівок заморожували в рідкому азоті.

Вміст аденілових нуклеотидів (АТФ, АДФ, АМФ), глікогену, глюкози за методами, описаними в літературі [Прохорова М. И., 1982].

Аденозинтрифосфорна кислота (АТФ) в присутності гексокінази фосфорилює глюкозу, при цьому глюкозо-6-фосфат, який утворився, в свою чергу, є субстратом для глюкозо-6-фосфатдегідрогеназної реакції. Кількість АТФ еквімолярна кількості НАДФН, який визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм.

Енергетичний заряд (ЕЗ) розраховували по формулі D.E. Atkinson (1968)

Енергетичний заряд =     [image: image2.png]2AT®+ALD
2(AT® +A/l® +AM®)



 
Концентрацію глікогену в тканинах м'язів та печінки визначали методом, описаним В.В. Меньшиковим (1987). Порошок замороженої тканини обробляли гарячою сумішшю етилового спирту із лугами. При наступному різкому охолодженні випадав осад глікогену, який відмивали від домішок та піддавали гідролізу з наступним визначенням вмісту глюкози. Вміст глікогену вираховували за кількістю глюкози.

Концентрацію глюкози визначали глюкозооксидним методом, з використанням набору «Глюкоза-Ф» (Філісіт діагностика, Україна). В сироватці крові визначали рівень лактату, пірувату, їх відношення, рівень ліпідів [Меньшиков В. В., 1987].

Метод кількісного вивчення лактату полягає в тому, що в присутності лактатдегідрогенази молочна кислота переходить в піровиноградну. При цьому зв'язування пірувату, який утворюється в ході реакції гідразингліцериновим буфером, сприяє повному окисленню лактату. Утворення відновної форми НАД, яка еквімолярна кількості відновленого лактату, реєструють спектрофотометричним методом при довжині хвилі 340 нм. Принцип методу визначення пірувату полягає в тому, що в присутності лактатдегідрогенази піруват відновлюється до лактату. Кількість використаного в реакції пірувату еквівалентна кількості НАДН, зменшення якого реєструвалося на спектрофотометрі при довжині хвилі 340 нм [Прохоров М. И., 1982].

Вміст ліпідів у крові визначали за допомогою наборів фірми «Лахема» (HDL CHOLESTEROL DIRECT LIQUVID (HDL CHOL D L)). 

В гомогенатах печінки визначали вміст РНК та ДНК [Воронина Л.М. и др., 1996]. Оптичну щільність (Е) всіх проб визначали на спектрометрі в УФ світлі при 270 та 290 нм в кюветах товщиною 1 см. Концентрацію (С) нуклеїнових кислот визначали за формулами:
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Інтенсивність процесів ПОЛ оцінювали за вмістом малонового діальдегіду (МДА). Принцип методу визначення МДА полягає в тому, що при високій температурі в кислому середовищі останній реагує з 2-тіобарбітуровою кислотою, утворюючи зафарбований триметиновий комплекс з максимумом поглинання при довжині хвилі 540 нм. Розрахунок вмісту даного продукту визначали, використовуючи коефіцієнт молярної екстинції 1,56 ×105М-1 см-1.

Стан антиоксидантної системи (АОС) оцінювали за рівнем відновленого глутатіону, який визначали за методом [Круглікова Г. О. та ін., 1976].

Дослідження пливу дослідних сполук на  відновлення фізичної працездатності щурів проводили на моделі повторного плавання у воді t 24-26 °С з додатковим 10% навантаженням. Щурів було розподілено на 15 груп по 7 особин у кожній: 1-5 групи – контрольні групи щурів, які здійснювали повторне плавання відповідно через 2, 4, 8, 24 та 48 год відпочинку після первинного субмаксимального навантаження плаванням; 6-10 групи – щури, яких примушували повторно плавати в аналогічні періоди експерименту на тлі введення сполуки МТ-279; 11-15 групи – щури, яких повторно плавали в аналогічні періоди експерименту на тлі введення бемітилу. Дане дослідження дає змогу оцінити відновлення працездатності щурів у різні проміжки часу. Сполуку МТ-279 (2,5 мг/кг) та бемітил (33,0 мг/кг) вводили відповідним групам тваринам одноразово в/оч, одразу після первинного субмаксимального навантаження плаванням. Щури контрольних груп отримували еквівалентну кількість ізотонічного розчину натрію хлориду. При первинному та повторному навантаженні реєстрували час (с) плавання щурів до появи ознак повної втоми.

Обробку цифрових даних проведених досліджень здійснювали методом варіаційної статистики за допомогою пакету Microsoft Excel та програми IBM SPSS Statistic 22, обчислювали середньоарифметичне значення М, середню арифметичну помилку m, t-критерій Стьюдента за нормального розподілу, непараметричний критерій W Уайта – за його відсутності, парний критерій Ť Вілкоксона – для визначення значущих змін у динаміці всередині групи, а також при порівнянні кількох груп – дисперсійний аналіз (ANOVA), вірогідними вважали зміни показників при p≤0,05 [Лапач С. Н. и др., 2002; Прозоровский В. Б. 2007].

Результати дослідження та їх обговорення. 
На етапі проведення скринінгових досліджень встановлено, що похідним 1,2,4-триазино-хіназоліну притаманні актопротекторні властивості. На це вказувала здатність даних речовин, як і препарату порівняння бемітилу, підвищувати тривалість плавального тесту у нормо-, гіпо- та гіпертермічних умовах. При цьому найбільше за величиною підвищення фізичної витривалості щурів мало місце на тлі дії сполуки МТ-279 (5 мг/кг, в/оч). Під її впливом тривалість плавального тесту у нормо- (t=24-26 ºС), гіпо- (t=10-12 ºС) та гіпертермічних умовах (t=38-39 ºС) зросла відповідно на 330,3%, 85,3%,  та 444,1%. При цьому під дією бемітилу, взятому в оптимальній актопротекторній дозі 25 мг/кг в/оч [Зарубина И.В. и др., 2005] приріст фізичної витривалості в аналогічних умовах становив відповідно 41,6%, 23,5%, та 54,2%. 
Решта досліджуваних сполук в заданих умовах експерименту поступались за ефективністю МТ-279 та бемітилу. Це дало підставу вважати МТ-279 сполукою лідером за величиною актопротекторного ефекту. В подальшому встановлено, що актопротекторна дія сполуки МТ-279, як і бемітилу, є дозозалежною. На підставі отриманих даних плавального тесту щурів в умовах нормотермії (вода t 24-26ºС), графічним методом за Литчфілдом-Уілкоксоном (Лапач С.Н., 2002) розраховано ЕД50 сполуки МТ-279 та бемітилу, які становили відповідно 2,5 мг/кг, в/оч та 33,0 мг/кг, в/оч.

Співставляючи ці показники видно, що  за величиною ЕД50 сполука МТ-279  в 13 разів переважає в активності еталонний актопротектор бемітил. Саме ці дози МТ-279 та бемітилу були використані в подальших експериментах.
Оскільки актопротектори головним чином використовуються в екстремальних умовах (Самойлов Н.Н. и др., 2002; Машковський М.Д., 2012), на наступному етапі досліджень представляло інтерес дослідити величину актопротекторного ефекту сполуки МТ-279 в порівнянні з бемітилом у ускладнених умовах експерименту. 
В якості моделей дослідження обрано гемічну та циркуляторну гіпоксію, а також 15-денну гіпокінезію. Встановлено, що превентивне одноразове введення МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч), як і бемітилу (33,0 мг/кг, в/оч) щурам з гемічною гіпоксією,  сприяло підвищенню фізичної витривалості тварин (рис.1). 
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Рис. 1. Вплив  МТ-279 (2,5 мг/кг) та бемітилу (33,0 мг/кг) на тривалість плавального тесту у щурів з моделлю гемічної гіпоксії

Примітки:  1) * - р≤0,05 відносно тварин контрольної групи;  

 2) # - р≤0,05 відносно інтактних тварин; 
 3) - цифри на графіках позначають динаміку показників відносно інтактної (#) або контрольної (*) групи дослідження.
На це вказувало вірогідне зростання тривалості плавання щурів в заданих умовах експерименту відповідно на 54,1% та 39,8%, відносно контролю. Тобто сполука МТ-279, за ефективністю співставлялась з еталонним актопротектором.

Актопротекторна дія сполуки МТ-279, як і бемітилу, в подальшому була відмічена і за результатами динамічної (рис. 2) та  статичної (рис. 3) витривалості тварин при їх курсовому (15-добовому) введенні в організм щурів, з моделлю ішемії головного мозку (оклюзія правобічної загальної сонної артерії). При цьому, за спроможністю відновлювати динамічну та витривалості щурів з ГПМК до рівня інтактних тварин сполука МТ-279 практично  співставлялась з  референс-препаратом як на 5-ту так і  15-ту добу експерименту.
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Рис. 2. Вплив  МТ-279 (2,5 мг/кг) та бемітилу (33,0 мг/кг) на тривалість плавального тесту у щурів з моделлю циркуляторної гіпоксії
Примітки:  див. Рис. 1
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Рис. 3. Вплив  МТ-279 (2,5 мг/кг) та бемітилу (33,0 мг/кг) на статичну витривалість щурів з моделлю циркуляторної гіпоксії

Примітки:  див. Рис. 1
Отримані результати щодо захисної дії сполуки МТ-279, як і бемітилу,  на тлі гіпоксії різного ґенезу, переконливо свідчить про наявність у вказаних речовин протигіпоксичних властивостей. 

Актопротекторна дія сполуки МТ-279, як і бемітилу, чітко проявлялась також у стресованих гіпокінезією щурів. На це вказувало вірогідне підвищення тривалості «гіпокінетичних» тварин плавального тесту уже на 7 добу експерименту на 108,2% та 70,5% відповідно.  
Аналогічна картина зберігалась і на 15 день експерименту: під впливом сполуки МТ-279 та бемітилу тривалість плавального тесту тварин вірогідно збільшилась на 64,2% та 24,2% відповідно, відносно контрольної групи щурів. При цьому за ефективністю в обидва терміни дослідження МТ-279, не тільки не поступалась, а й вірогідно переважала бемітил (р<0,05).
Актопротекторний вплив сполуки МТ-279, як і бемітилу на «гіпокінетичних» щурів чітко проявлявся зростанням фізичної витривалості у третбані. При цьому за ефективністю МТ-279 співставлялась з еталонним препаратом, як на 7, так і на 15-ту добу експерименту. В той же час, за здатністю відновлювати динамічну витривалість «гіпокінетичних» щурів сполука МТ-279 вірогідно переважала еталонний актопротектор за плавальним тестом, співставляючись з ним, за результатами бігу тварин у третбані.

Отже отримані дані вказують на спроможність МТ-279, як і бемітилу, відновлювати фізичну виносливість щурів в умовах 15-деної гіпокінезії. 

Оскільки тривала гіпокінезія являється стресовим фактором для тварин (Ткаченко А. В. и др., 2006) на підставі отриманих даних можна вважати, що сполуці МТ-279 притаманна стреспротективна дія. Таке припущення узгоджується з даними літератури (Павлова В.И. и др., 2014) про наявність у похідних хіназоліну антистресової дії. 

Захисна дія МТ-279, як і бемітилу, на стресованих ГК тварин знайшла підтвердження при дослідженні їх впливу на показники рухової активності та на показники емоційно-поведінкових реакцій «гіпокінетичних» тварин у «відкритому полі» (табл.1).

Проведене дослідження показало, що тривала ГК у контрольної групи уже на 7-й день експерименту супроводжувалась зниженням рухової та дослідницької активності тварин.
На це вказувало зниження кількості вертикальних та горизонтальних рухів щурів (відповідно на 34% та 48,5%) та зменшення кількості зазирань в нірки на 56% відносно інтактних тварин. Разом з тим у контрольних щурів в зазначений період експерименту мало місце наростання стресових реакцій, свідченням чого були збільшення кількості актів дефекації та грумінгу відповідно на 200% та 350% (див. табл. 1)

В подальшому, на 15 день дослідження, у контрольних щурів ГК ще в більшій мірі, ніж на 7-й день експерименту, пригнічувала всі поведінкові характеристики тварин. На це вказувало подальше зменшення горизонтальної, вертикальної та дослідницької активностей. Кількість дефекацій та грумінгу в цей період експерименту істотно не змінилась відносно попереднього терміну досліджень. 

Таблиця 1

Вплив курсового введення МТ-279 (2,5 мг/кг в/oч) та бемітилу (33,0 мг/кг в/оч) на орієнтувально-дослідницьку поведінку щурів в умовах тривалої гіпокінезії,
 M±m, n=7 

	Групи

тварин
	Кількість горизонтальних рухів (3 хв)
	Кількість вертикальних рухів  (3 хв)
	Кількість

зазирань в нірки (3 хв)
	Кількість

дефекацій (3 хв)
	Грумінг

(3 хв)

	7 доба

	Інтактні тварини
	7,14±0,74
	9,4±0,37
	25,14±1,56
	1,6±0,3
	1,14±0,14

	ГК  (контроль)
	4,7±0,36*

(-34%) і
	4,9±0,59*

(-48,5%)i
	11,14±1,1*

(-56%) і
	4,7±0,29*

(+200%) і
	5,14±026*

(+350%)i

	ГК + 

МТ-279  
	7,0±0,62#

(+48,5%) к
	8,7±0,7#

(+79,4%) к
	20,0±0,62#

(+79,5%) к
	1,4±0,2#о
(-70%) к
	1,9±0,34#о
(-64%) к

	ГК + бемітил   
	6,9±0,67#

(+45,5%) к
	8,3±0,8#

(+71%) к
	19,6±1,45#

(+76%) к
	4,14±0,5#

(-12,1%) к
	3,9±0,34#

(-25%) к

	15 доба

	Інтактні тварини
	13,0±0,76
	12,0±0,5
	19,14±1,5
	1,14±0,26
	1,57±0,3

	ГК (контроль)
	4,7±0,42*

(-63,7%)і
	3,6±0,3*

(-70,2%)і
	6,7±0,7*

(-65%) і
	5,14±0,34*

(+350%)і
	6,6±0,37*

(-318,2%)і

	ГК + 

МТ-279  
	12,0±0,3#

(+154,5%)к
	9,3±0,29#

(+160%)к
	14,0±0,8#о
(+109%) к
	1,0±0,22#о 

(-80,6%)к
	1,4±0,37#о
(-78,3%) к

	ГК + бемітил   
	12,14±0,55#

(+158%)к
	10,6±0,75#

(+196%)к
	19,4±0,78#

(+189,4%)к
	2,3±0,29#

(-55,6%)к
	3,3±0,29#

(-50,0%) к


Примітки: 1) * - p≤ 0,05 відносно інтактних тварин.

2) # -  p≤ 0,05 відносно контрольної групи тварин.

3) о - p≤ 0,05 відносно бемітилу

4) цифри в дужках позначають динаміку показників відносно інтактної

 (і) або контрольної (к) групи дослідження.
Отримані дані щодо впливу тривалої ГК у щурів на рухові та дослідницькі реакції цілком узгоджуються із літературними даними про стрес-опосередковану поведінку тварин у даних умовах експерименту [Акопян В.П., 2006; Барабой В. А., 2006]. Збільшення грумінгу та підвищення частоти актів дефекацій у щурів, згідно з даними літератури [Буреш Я. и др, 1991] свідчить про зростання емоційної напруги у тварин або їх підвищену «емоційність».

В той же час ведення тваринам упродовж всього експерименту сполуки МТ-279, так само як і бемітилу, супроводжувалось, перш за все, збільшенням рухової активності щурів в умовах тривалої ГК. Це було помітно вже на 7 добу експерименту, коли кількість горизонтальних рухів збільшилась, відповідно, на 48,5% та 45,5%,  а вертикальна – відповідно, на 79,4% та 71% відносно контролю. 

Водночас в зазначені терміни експерименту під дією сполуки МТ-279, як і бемітилу, мало місце підвищення пошукової активності тварин відповідно на 79,5% та 76,0% відносно контрольної групи тварин. При цьому за ефективністю сполука МТ-279 практично співставлялась з еталонним актопротектором. Разом з цим під впливом МТ-279, подібно до бемітилу, спостерігалось зниження кількості актів дефекації (відповідно на 70% та 12,1%) та  грумінгу (відповідно на 64% та 25%) відносно контрольної групи, що згідно з даними літератури [Буреш Я. и др, 1991] може бути ознакою зменшення проявів стресової реакції. 
При цьому за ефективністю, на 7-му добу дослідження, сполука МТ-279 вірогідно переважала бемітил. (див. табл. 1) 

На 15 добу експерименту під впливом МТ-279, як і бемітилу, мало місце подальше зростання рухової та дослідницької активності тварин в умовах тривалої ГК порівняно з щурами контрольної групи.

При цьому за спроможністю посилювати рухову активність сполука МТ-279 співставлялась з бемітилом, поступаючись еталонному актопротектору в здатності підвищувати дослідницькі реакції в заданих умовах експерименту: кількість зазирань в нірки в даний термін дослідження зросла відносно контрольної групи тварин на 109,0% та 189,4% відповідно.

Актопротекторний вплив сполуки МТ-279, як і бемітилу, на показники фізичної виносливості стресованих гіпокінезією щурів, співставляється із позитивною змінами морфологічної картини печінки, скелетних м`язів, наднирників, серця та нирок тварин. Результати морфологічного аналізу змін органів у «гіпокінетичних» щурів засвідчили, що сполука МТ-279, так само, як і бемітил, проявляє чітку протекторну дію на морфологічні структури досліджуваних органів, сприяючи активації ендотеліо-протекторної та білоксинтезуючої (гіпертрофовані клітини) функцій, що призводило до послаблення деструктивних та дегенеративних змін органів, та сприяло оптимізації адаптаційних процесів, що розвиваються у щурів на тлі 15-денної гіпокінезії. При цьому ефективність бемітилу в заданих умовах експерименту цілком узгоджується з даними інших дослідників [Альчук О.І., 2011; Тозюк О.Ю. та ін., 2013] 
В подальших дослідженнях встановлено, що механізми актопротекторного ефекту сполуки МТ-279, як і бемітилу, в певній мірі, обумовлені їх нормалізуючим впливом на перебіг біохімічних процесів в печінці, крові та скелетній мускулатурі. 
Показано, що в умовах тривалих фізичних навантажень щурів бігом у третбані під дією МТ-279 так само, як і бемітилу, в протилежність тваринам контрольної групи,  спостерігалось підвищення вмісту АТФ (відповідно на 45% і 37,5%, р>0,05), при деякому зниженні концентрації АДФ і АМФ, що сприяло зростанню величини енергетичного заряду, відносно контролю (табл. 2).
Таблиця 2
Вплив МТ-279 (2,5 мг/кг в/о) та бемітилу (33,0 мг/кг) на перебіг метаболічних процесів в скелетних м'язах та печінці щурів в умовах щоденного тренування бігом у третбані, M±m, n=7  

	Показники
	Інтактні щурі
	Після фізичного навантаження

	
	
	Контроль
	МТ-279
	Бемітил

	Гомогенат м’язів

	АТФ

(мкмоль/г тк)
	3,88±0,28
	2,32±0,18*

(-40%)і
	3,36±0,22# (+45%)к
	3,19±0,21# (+37,5%)к

	АДФ

(мкмоль/г тк)
	0,736±0,062
	0,971±0,082* (+32%)і
	0,789±0,06#
(-18,7) к
	0,798±0,06#
(-17,8%)к

	АМФ

(мкмоль/г тк)
	0,182±0,016
	0,328±0,022* (+80,2%)і
	0,198±0,012# (-39,6%)к
	0,196±0,018#
(-40,2%)к

	Енергетичний заряд
	0,885
	0,775
	0,864
	0,858

	Глікоген

(мг/г тк)
	22,8±1,8
	16,6±1,4*

(-26,9%)і
	20,2±1,7# (+21,8%)к
	19,7±1,6 (+18,7%)к

	Глюкоза (мкмоль/г тк)
	4,46±0,32
	5,06±0,34 (+12,9%)і
	5,97±0,42* (+18%)к
	5,89±0,46* (+16,4%)к

	МДА

(ммоль/г тк)
	13,2±1,12
	56,4±4,4* (+327,3%)і
	22,3±1,8*#
(-60,5%)к
	25,4±2,1*#
(-55%)к

	ВГ

(мкмоль/г тк)
	1,54±0,13
	1,12±0,11*

(-27,3%)і
	1,42±0,12
(+26,8%)к
	1,35±0,12 (+20,5%)к

	Гомогенат печінки

	РНК
	14,7±0,9
	16,8±1,2
	21,9±1,2*#
	22,7±1,5*#

	(мкг/г тк)
	
	(+14,3%)і
	(+30,3%)к
	(+35,1%)к

	ДНК
	67,6±4,1
	75,2±5,1
	96,3±6,2*#
	90,6±4,8*#

	(мкг/г тк)
	
	(+11,2%)і
	(+28,0%)к
	(+20,5%)к

	Глікоген
	52,3±3,4
	59,2±3,7
	72,9±4,1*#
	79,4±5,8*#

	(мг/г кг)
	
	(+13,2%)і
	(+23,1%)к
	(+17,2%)к


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

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

3) цифри в дужках позначають динаміку показників відносно інтактною (і) або контрольної (к) групи дослідження.
Водночас встановлено, що МТ-279, подібно бемітилу, проявляло виражений гальмівний вплив на інтенсивність процесів ПОЛ, на що вказувало вірогідне зниження в скелетних м'язах вмісту МДА відповідно на 60,5% і 55%, відносно контролю. 
Рівень відновленого глутатіону при цьому мав тенденцію до зростання відповідно на 26,8% і 20,5% відносно контролю (р>0,05) (див. табл.2). Зазначені зміни показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, викликані МТ-279 і бемітилом, на тлі фізичних навантажень можна розцінити, як їх здатність блокувати активовані процеси ліпопероксидації, як одного з факторів, що лімітують фізичну витривалості організму [Міщенко О.Я., 2002]. 

Також в ході дослідження встановлено, що курсове введення в організм щурів МТ-279, як і бемітилу, стимулює синтез РНК і ДНК. Під впливом зазначених речовин рівень РНК в печінці тренованих тварин достовірно збільшився відповідно на 30,3% і 35,1%, а ДНК відповідно на 28,0% та 20,5% відносно контролю (див. табл. 2). 

Разом з цим на тлі дії МТ-279, як і бемітилу, у тренованих щурів мало місце вірогідне зниження в крові концентрації молочної кислоти (відповідно на 65,7% і 54,2% щодо контролю) при одночасному зменшенні рівня пірувату(див. табл. 3). Це супроводжувалося зниженням величини показника співвідношення лактат/піруват, що, згідно з даними літератури [Вороніна Л.М., 1996] можна розцінити як властивість обох досліджуваних речовин активувати аеробні процеси і своєчасно утилізувати лактат. 

Таблиця 3
Вплив МТ-279 (2,5 мг/кг в/о) та бемітилу (33,0 мг/кг) на перебіг метаболічних процесів в крові щурів в умовах щоденного тренування бігом у третбані,

 М±m, n=7

	Показники
	Інтактні щурі
	Після фізичного навантаження

	
	
	Контроль
	МТ-279
	Бемітил

	Лактат (ммоль/л)
	1,83±0,12
	7,65±0,58* (+418%)і
	2,62±0,17*#
(-65,7%)к
	3,50±0,23*#
(-54,2%)к

	Піруват
	0,427±0,03
	0,626±0,05*
	0,457±0,03#
	0,484±0,03#

	(ммоль/л)
	
	(+46,6%)і
	(-27%)к
	(-22,7%)к

	Лактат/Піруват
	4,28
	12,22
	5,73
	7,23

	Глюкоза
	4,68±0,38
	6,32±0,69
	5,19±0,32
	5,29±0,41

	(ммоль/л)
	
	(+35%)і
	(-17,9%)к
	(-16,3%)к

	Ліпіди
	2,41±0,18
	4,14±0,28*
	3,12±0,22#
	3,08±0,27#

	(г/л)
	
	(+71,9%)і
	(-24,6%)к
	(-25,6%)к


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

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

3) цифри в дужках позначають динаміку показників відносно інтактною (і) або контрольної (к) групи дослідження.
Поряд із зазначеними змінами у щурів контрольної групи на тлі інтенсивних дозованих тренувань мало місце зростання рівня ліпідемії: кількість ліпідів в крові достовірно збільшувалась, відносно інтактних тварин, на 71,9%, що за умови збереження вуглеводного резерву може свідчити про ранню активізацію додаткового джерела енергії шляхом ß-окислення вільних жирних кислот [Adam-Vizi V. et all, 2006]. 

Вміст загальних ліпідів в сироватці крові тварин на фоні МТ-279, як і бемітилу, достовірно знизився щодо контролю на 24,6% і 25,6% відповідно (у контрольних тварин мало місце зростання цього показника на 71,9%). Такі зміни, можуть бути свідченням здатності досліджуваних речовин використовувати ще одне джерело енергії для забезпечення м'язової діяльності - активний ліполіз. Відомо [Воронина Л.М. и др., 1996, Зарубина И.В. и др., 2002], що в процесі фізичних тренувань відбувається деяка перебудова в енергозабезпеченні м'язів: на тлі зростання окислення вільних жирних кислот зменшується окислення вуглеводів. Тому виявлені нами зміни в енергетичному забезпеченні під впливом МТ-279, як і бемітилу, згідно з даними літератури [Бобков Ю.Г. и др., 1993] можуть бути розцінені, як властивість економізувати вуглеводні резерви, що відображає загальні принципи адаптації організму в умовах підвищених фізичних навантажень. Слід зазначити, що статистично вірогідної різниці між біохімічними показниками в  групах тварин, які отримували сполуку МТ-279 та бемітил (див. таб. 2 та 3), не встановлено (р>0,05).
Таким чином, отримані дані дозволяють припустити, що можливий механізм актопротекторний дії сполуки МТ-279, аналогічний еталонному актопротектору і полягає в посиленні протеїн-синтезу (зростання рівня РНК) та синтезу білків-ферментів, які забезпечують позитивні метаболічні зрушення при інтенсивних фізичних навантаженнях. Перш за все, це стосується ослаблення дисбалансу аденілових нуклеотидів в скелетних м'язах, стабілізації в них процесів ПОЛ і посилення антиоксидантного захисту, економного витрачання енергетичних ресурсів за рахунок збільшення рівня глікогену в печінці і працюючих скелетних м'язах, активізації ліполізу і кращої утилізації лактату. 

Водночас результати досліджень свідчать, що позитивна перебудова метаболічних процесів в організмі щурів на тлі дії МТ-279, як і бемітилу, відбувалася за рахунок посилення аеробних процесів, активації ліполізу, антиоксидантного захисту та протеїнсинтезу.

Властивість швидко відновлювати фізичну працездатність під впливом сполуки МТ-279, як і бемітилу,  знайшла підтвердження і при дослідженні витривалості щурів після субмаксимального навантаження. Так, під впливом сполуки МТ-279 уже на 2 год приріст показника працездатності склав 132,3%, в подальшому (4, 8, 24 та 48 год) дана тенденція залишилася, а показники фізичної витривалості зросли відповідно на 144,2%; 134,1%; 124,6% та 121,2%, відносно початкового рівня. При цьому слід зазначити, що за ефективністю сполука МТ-279 співставлялась з еталонним актопротектором на усіх інтервалах дослідження, за винятком 8 год спостереження, коли вона вірогідно переважала бемітил. Таким чином встановлено, що досліджувана сполука МТ-279, як і бемітил, сприяє більш швидкому відновленню показників фізичної працездатності тварин, у заданих умовах експерименту.

Отже, за результатами проведених досліджень можна зробити заключення, що похідним 1,2,4-триазино-хіназоліну, як і бемітилу, притаманна виражена актопротекторна дія, яка в найбільшій мірі проявилась під впливом натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполука МТ-279). При цьому, за спроможністю підвищувати фізичну витривалість організму вказана сполука співставлялась, а в більшості досліджень переважала еталонний актопротектор як в звичайних, так і в ускладнених умовах експерименту. 

Отримані результати дають підставу вважати натрієву сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполука МТ-279) перспективною речовиною для подальшого поглибленого вивчення її фармакологічних властивостей та безпечності, на предмет її придатності  для створення нового вітчизняного актопротектора, конкурентоспроможного з бемітилом

ВИСНОВКИ

В дисертації обґрунтовано теоретично та доведено експериментально доцільність використання похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну для підвищення фізичної витривалості організму у звичайних та ускладнених умовах, а також прискорення процесів відновлення працездатності.

1. Похідні 1,2,4-триазино-хіназоліну є носіями актопротекторної активності, величина якої залежить від замісника в 3-му положенні структури сполуки. Найбільший за величиною актопротекторний ефект притаманний натрієвій солі 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]qхіназолін-6-іл)пропанової кислоти (сполука МТ-279), на тлі якої (1,5-10,0 мг/кг в/оч), як і бемітилу (25-75 мг/кг в/оч), має місце дозозалежне зростання фізичної витривалості тварин за показником плавального тесту в нормотермічних умовах. ЕД50 становить відповідно 2,5 (2,45÷2,55) та  33,0 (32,0÷33,5) мг/кг.

2. Превентивне одноразове введення щурам в умовах гемічної гіпоксії МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч), як і бемітилу (33,0 мг/кг, в/оч), сприяє вірогідному зростанню фізичної витривалості тварин (плавальний тест) відповідно на  54,1% та 39,8%, відносно контролю. 

3. Курсове 15-денне введення щурам з модельованою циркуляторною гіпоксією мозку МТ-279, як і бемітилу, сприяє вірогідному зростанню статичної (відповідно на 127,0% та 73,9%) та динамічної (плавальний тест – 73,4% та 63,9% відповідно) витривалості тварин.

4. Курсове 15-денне  введення стресованим гіпокінезією щурам сполуки МТ-279, (2,5 мг/кг в/оч) так само, як і бемітилу (33,0 мг/кг в/оч), стимулювало  підвищення фізичної працездатності (плавальний тест, біг у третбані, утримування на стрижні, що обертається), а також поліпшувало рухову  (на 7 добу спостережень кількість горизонтальних рухів зросла відповідно на 48,5% та 45,5%,  вертикальних рухів ​​- відповідно на 79,4% та 71,0%), орієнтувально-дослідницьку (кількість зазирань у нірки збільшилась відповідно на 79,5% та 76,0% відповідно) та знижувало рівень емоціональної напруги (кількість дефекацій зменшувалась відповідно на 70% та 12,1%, грумінгу – відповідно на 64% та 25%) відносно контролю.

5. На тлі курсового 15-денного введення гіпокінетичним щурам МТ-279, як і бемітилу, за даними морфологічного дослідження мало місце послаблення ознак дистрофічних змін, порушень гемодинаміки та посилення регенеративних процесів в скелетних м’язах, серці, печінці, нирках та наднирниках.

6. Одноразове введення щурам МТ-279, після первинного субмаксимального навантаження сприяє значному зростанню тривалості плавання тварин при повторному навантаженні (на 2 год приріст показника працездатності склав 132,3%, в подальшому (на 4, 8, 24 та 48 год) дана тенденція зберігалась, а показники фізичної витривалості зросли відповідно на 144,2%, 134,1%, 124,6% та 121,2%, відносно початкового рівня, у відповідні періоди експерименту).

7. Механізм актопротекторної дії сполуки МТ-279 пов’язаний з наявністю у неї протигіпоксичного (протиішемічного) ефекту, спроможністю стимулювати неспецифічний протеїнсинтез (РНК) в печінці, посилювати енергозабезпечення працюючих м′язів (вміст АТФ вірогідно збільшився на 45,0%), попереджати негативні зміни у прооксидантно-антиоксидантному гомеостазі (рівень МДА у м’язах вірогідно зменшився на 60,5%, вміст відновленого глутатіону зріс на 26,8% відносно контролю).
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АНОТАЦІЯ

Саєнко А.В. Актопротекторні властивості нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну (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.

Встановлено, що при внутрішньоочеревинному введенні в організм щурів нового похідного 1,2,4-триазино-хіназоліну -  натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]qхіназолін-6-іл)пропанової кислоти (сполука МТ-279, 5 мг/кг), так само як і бемітилу (25,0 мг/кг), мало місце підвищення фізичної витривалості організму (плавальний тест), що свідчило про наявність у цих речовин актопротекторної активності. Актопротекторний ефект сполуки МТ-279 чітко проявився як в звичайних, так і в ускладнених умовах експерименту (гіпо- та гіпертермія, гемічна та циркуляторна гіпоксії, гіпокінезія). При цьому за величиною вказаної дії сполука МТ-279 співставлялась, а подекуди і переважала еталонний актопротектор бемітил. 

Курсове 15-денне введення сполуки МТ-279 (2,5 мг/кг, в/о), як і бемітилу (33,0 мг/кг, в/о), гіпокінезованим щурам сприяло послабленню деструктивних і оптимізації адаптаційних процесів у скелетних м’язах та внутрішніх органах тварин.
Механізми актопротекторної дії сполуки МТ-279 пов’язаний з її протигіпоксичною (протиішемічною) активністю, спроможністю стимулювати неспецифічний протеїнсинтез (РНК) в печінці, енергозабезпечення працюючих м′язів (зростання кількості АТФ та енергетичного заряду), попередженням негативних змін у прооксидантно-антиоксидантній системі (зниження рівня МДА, збільшенням ВГ).

Ключові слова: актопротекторна дія, похідні 1,2,4-триазино-хіназоліну, бемітил.
АННОТАЦИЯ

Саенко А.В. Актопротекторные свойства новых производных 1,2,4-триазино-хиназолина (экспериментальное исследование). - Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05. - Фармакология. - ГУ «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины», Киев, 2015.

Работа посвящена поиску веществ с актопротекторной активностью в ряду новых производных 1,2,4-триазино-хиназолина. На моделях разных экстремальных состояний (гипо- и гипертермия, гемическая и циркуляторная гипоксии, гипокинезия) на крысах установлено, что исследуемым производным 1,2,4-триазино-хиназолина присуща способность повышать физическую работоспособность (актопротекторное действие), которое в наибольшей степени проявилось у соединения с лабораторным шифром МТ-279 (натриевая соль 3-(2-оксо-3-фенил-2Н-[1,2,4]триазин[2,3-c]хиназолин-6-ил) пропановой кислоты). 

Под ее влиянием продолжительность плавательного теста в нормо- (t=24-26 °С), гипо- (t=10-12 °С) и гипертермических условиях (t=38-39 °С) выросла соответственно на 330,3%, 85,3%, и 444,1%. Остальные исследуемых соединений в заданных условиях эксперимента уступали по эффективности МТ-279 и бемитилу. Это дало основание считать МТ-279 соединением лидером по величине актопротекторного эффекта. 

В дальнейших исследованиях установлено, что превентивное однократное введение МТ-279 (2,5 мг/кг, внутрибрюшинно), как и бемитила (33,0 мг/кг) крысам с гемической гипоксией, способствовало повышению физической выносливости животных. На это указывало достоверный рост продолжительности плавания крыс в заданных условиях эксперимента соответственно на 54,1% и 39,8%, относительно контроля. То есть соединение МТ-279, по эффективности, сопоставлялось с эталонным актопротектором.

Актопротекторное действие соединения МТ-279, как и бемитила, в дальнейшем было отмечено и по результатам динамической и статической выносливости животных при их курсовом, 15-суточном введении в организм крыс, с моделью ишемии головного мозга (окклюзия правосторонней общей сонной артерии). 

При этом, по способности восстанавливать динамическую и выносливости крыс до уровня интактных животных соединение МТ-279 практически сопоставлялось с референс-препаратом бемитилом как на 5-е, так и 15-е сутки эксперимента.

Актопротекторное действие соединения МТ-279, как и бемитила, четко проявлялась у «гипокинетических» крыс. На это указывало достоверное повышение продолжительности плавательного теста уже на 7 сутки эксперимента на 108,2% и 70,5% соответственно. Аналогичная картина сохранялась и на 15 день эксперимента: под влиянием соединения МТ-279 и бемитила продолжительность плавательного теста крыс достоверно увеличилась на 64,2% и 24,2% соответственно, относительно контрольной группы животных.

Также отмечено влияние соединения МТ-279, как и бемитила, на «гипокинетических» крыс, что отчетливо проявлялось ростом физической выносливости бега в тредбане. При этом по эффективности МТ-279 сопоставлялась с эталонным препаратом, как на 7, так и на 15 сутки эксперимента. В тоже время по возможности восстанавливать динамическую выносливость крыс соединение МТ-279 достоверно преобладало над эталонным актопротектором за плавательным тестом, сопоставляясь с ним, по результатам бега животных в тредбане.

Установлено, что курсовое, введение стрессированным гипокинезией крысам соединения МТ-279 так же, как и бемитила, улучшало двигательную активность, ориентировочно-исследовательское поведение животных и уменьшало уровень эмоционального напряжения, по сравнению с контролем. Так уже на 7 сутки эксперимента, количество горизонтальных движений возросло соответственно на 49,0% и 46,8%, вертикальных стоек - соответственно на 77,5% и 70,0%. В то же время отмечалось повышение поисковой активности животных соответственно на 79,5% и 76,0%, относительно контроля. Данная тенденция сохранялась и на 15 сутки эксперимента. 
При этом по эффективности соединение МТ-279 практически сопоставимо с эталонным актопротектором, превосходя его в значительно меньшей по величине психоактивирующему действию.

Вместе с этим на 7 день эксперимента под влиянием МТ-279, подобно бемитилу, наблюдалось снижение показателя дефекации (соответственно на 70,0% и 12,0%) и груминга (соответственно на 63,0% и 24,0%) относительно контрольной группы животных, может быть признаком уменьшения проявлений стрессовой реакции на фоне исследуемых веществ. Механизмы актопротекторного действия соединения МТ-279 связаны с ее противогипоксической (противоишемической) активностью, способностью стимулировать неспецифический протеинсинтез (РНК) в печени, энергообеспечения работающих мышц (рост количества АТФ и энергетического заряда), предупреждением негативных изменений в прооксидантно - антиоксидантные системы (снижение уровня МДА, увеличением ВГ).

Ключевые слова: актопротекторное действие, производные 1,2,4-триазина-хиназолина, бемитил.
ANNOTATION

A.V. Saenko. Actoprotective properties of the new derivatives of 1,2,4-triazine-quinazolin (experimental study). – Manuscript.
Dissertation for the scientific degree of the Candidate of Medical Sciences in the specialty 14.03.05 – Pharmacology. – SI "Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine", Kyiv, 2015.
It was established that intra-abdominal administration of the new derivative of 1,2,4-triazine-quinazolin of sodium salt of 3-(2-oxo-3-phenyl-2H-[1,2,4] triazine [2,3-c] quinazolin-6-yl) propanoic acid (MT-279 compound, 5 mg/kg) as well as Bemithylum (25,0 mg/kg) to rats led to increase of their physical endurance (according to the swimming test data) that proved the actoprotective activity of these substances. The actoprotective effect of MT-279 compound evidently manifested itself both under ordinary and complicated conditions of the experiment (hypo- and hyperthermia, hemic and circulatory hypoxias, hypokinesia). And in terms of the stated effect MT-279 compound equaled and sometimes exceeded the reference actoprotector Bemithylum. 
The 15-day course administration of МТ-279 compound (2,5 mg/kg, i/p), as well as Bemithylum (33,0 mg/kg, i/p), to the rats under hypokinesia led to weakening of the destructive processes and optimization of the adaptive processes in skeletal muscles and internal organs of the animals. 

The mechanism of the actoprotective effect of МТ-279 compound is connected with its antihypoxic (anti-ischemic) activity, ability to stimulate the non-specific protein synthesis (RNA, DNA) in the liver, energy supply of the working muscles (increase of the amount of ATP and energy), prevention of negative changes in the prooxidant-antioxidant system (decrease of MDA level, increase of the reduced glutathione).

Key words: actoprotective effect, derivatives of 1,2,4-triazine-quinazolin, Bemithylum.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

АДФ - аденозиндифосфорна кислота

АМФ - аденозинмонофосфорна кислота

АОС – антиоксидантна система

АОС – антиоксидантна система

АТФ - аденозинтрифосфорна кислота

в/оч - внутрішньоочеревинно

ВТ – відновлений глутатіон

ГК – гіпокінезія

ГПМК – гостре порушення мозкового кровотоку

ЕД50 – середньоефективна доза

ЕЗ – енергетичний заряд

ІС – імобілізаційний стрес

ЛД50 – напівлетальна доза 

мг/кг – міліграм/кілограм

МДА – малоновий діальдегід

НАДФН – 

об/хв – обертів/хвилину

ПОЛ – перекисне окислення ліпідів
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