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І.В. Данова

загальна характеристика роботи
Актуальність проблеми. Епілепсія є найпоширенішим захворюванням нервової системи, відсоток якої у популяції становить 0,5 - 1 % [R.S. Fisher et al., 2011 A.; Wilne, 2015]. Епілепсія посідає третє місце за поширеністю серед хвороб нервової системи в Україні [С.О. Євтушенко, 2005] В Україні на кінець 2013 року кількість зареєстрованих хворих на епілепсію становила 0,25 % від загальної кількості населення і відповідала 246,4 на 100 тис. населення. За 13-річний період показник поширеності епілепсії збільшився з 235,1 до 246,4 на 100 тис. населення. Наголошуються значні (у 3-4 рази) коливання цих показників у різних регіонах країни. Особи працездатного віку становили 63,6 % зареєстрованих хворих [П.В. Волошин, Т.С. Міщенко, Є.В. Лекомцева; 2013, Л.І. Дьяченко, 2014].
Зазначені синаптичні механізми є фармакологічними мішенями для дії антиконвульсантів. При цьому протисудомна активність може бути пов'язана як з підвищенням гальмівних, так і зниженням збуджуючих синаптичних процесів. У кінцевому підсумку ефективність антиконвульсантів визначається збігом патогенетичної ланки розвитку судомного нападу з механізмом синаптичної дії протисудомного засобу, тобто за типом «ключ до замка» [C.F. Jackson, 2015; C.M. Korff, 2015].

Разом з тим, якість життя хворого на епілепсію пов'язана зі співвідношенням фармакологічного контролю судомних нападів, з одного боку, і розвитком побічних ефектів, властивих практично всім протисудомним засобам, з іншого боку. До цих ефектів належать порушення координації рухів, міорелаксація, зниження фізичної працездатності, зниження уваги, здатності до навчання, конформації і відтворення енграм пам'яті, гіпногенна дія [А.В. Зінченко, 2013; William Barr 2016; А.Є. Дубенко , 2013; В.Й. Мамчур, 2014].
Як відомо, гальмівні нейрофізіологічні процеси мозку опосередковані головним чином ГАМК-, гліцин- і серотонінергічними медіаторними системами, активуючі - пов'язані з функціонуванням глутамат- і холінергічної синаптичної передачі [E. Farina, A. Raglio, 2015; Опришко В.І., 2013; J. Bidwell et al., 2015].
Тому виправданим є вивчення протисудомної активності різних антиконвульсантів на моделях судомних станів, які індукуються селективними антагоністами гальмівних механізмів мозку (ГАМК, гліцин, серотонін) і агоністами збуджуючих систем (глутамат, АХ), а також їх впливу на фізичну працездатність і когнітивні функції мозку [K.B. Howell, 2016; E.C. Wirrell, 2015; А.А. Шандра, 2014; Н.Я. Головенко, 2013].

У той же час, епілептичні напади, які повторюються, супроводжуються стійкими порушеннями обміну речовин у головному мозку і значними дисгемічними порушеннями [Т.А. Літовченко, 2014; A. Capasso et al., 2008; И.Ф. Беленичев и соавт., 2009]. Локальна тканинна гіпоксія при судомах призводить до надмірного викиду глутамату, запуску ряду нейрохімічних реакцій з накопиченням надлишкової кількості вільних радикалів кисню, розвитку «оксидантного стресу», посиленню ексайтотоксичних ефектів, перезбудження і пошкодження глутаматних рецепторів [І.Ф. Бєленічев та співавт., 2002]. Тому доцільно вивчити патобіохімічні порушення в головному мозку при епілепсії.

Все це визначає наукову і практичну необхідність дослідження фармакологічних ефектів та побічних дій антиконвульсантів, що може бути теоретичною основою оптимізації фармакотерапії судомних станів та підвищення якості життя хворих з епілепсією.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана як фрагмент планової науково-дослідної роботи кафедри фармакології та клінічної фармакології ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» «Експериментально-теоретичне обґрунтування особливостей болезаспокійливої та нейропротекторної медикаментозної терапії в умовах моделюємої патології» (№ держреєстрації 0104U006269).
Мета і завдання дослідження. Теоретично обґрунтувати та експериментально визначити взаємозв'язок між ефективністю та безпечністю антиконвульсантів різної хімічної будови та різних механізмів протисудомної дії.
Згідно з метою дослідження були сформульовані такі задачі:
1. Провести порівняльний аналіз активності антиконвульсантів на різних моделях хемоіндукованих пароксизмів.
2. Дослідити порушення психічної працездатності тварин, що викликані цими препаратами (пам'ять, емоційно-рухова сфера).

3. Вивчити вплив дослідних препаратів на фізичну працездатність (координація рухів, міорелаксація, тривалість плавання з вантажем).

4. Визначити наявність гіпногенної дії препаратів досліджуваних груп (потенціювання і пролонгування дії снодійних).
5. Вивчити вплив антиконвульсантів з різним механізмом дії на патобіохімічні порушення в головному мозку в умовах еквівалентів епілепсії.
Об’єкт дослідження – нейрохімічний профіль фармакодинаміки та токсикодинаміки антиконвульсантів різних груп.
Предмет дослідження – молекулярно-біохімічні механізми виникнення побічних ефектів антиконвульсантів з різним механізмом дії.

Методи дослідження – фармакологічні, біохімічні, гістологічні, імуногістохімічні, біостатистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше встановлено, що коразоловий кіндлінг супроводжується зміщенням тіол-дисульфідної системи нейрона за рахунок зниження її відновлених інтермедіатів - значного зниження рівня цитозольного глутатіону і пригнічення активності глутатіонредуктази (ГР). Вперше показано, що антиконвульсанти, дія яких супроводжується підвищенням вмісту відновленого глутатіону та зниженням рівня маркера нітрозуючого стресу в головному мозку, проявляють менш виражені побічні ефекти по відношенню до когнітивних функцій ЦНС. Встановлена залежність між індексом нітротирозин/глутатіон відновлений при коразоловому кіндлінгу та впливом антиконвульсантів на когнітивні процеси — чим вищий індекс, тим більш негативний вплив чинять антиконвульсанти на когнітивні функції. Встановлено, що антиконвульсанти з переважною ГАМК-ергічною дією мають більш виражену антипароксизмальну активність, однак більш негативно впливають на когнітивні процеси (пам'ять, здатність до навчання, увагу). Антиконвульсанти з переважно глутаматергічною дією мають менш виражену антипароксизмальну активність, однак менший негативний вплив на когнітивні процеси. Збереженість когнітивних функцій при реалізації терапевтичного ефекту в глутаматергічних антиконвульсантів пояснюється виявленим в їх механізмі дії нейропротективним ефектом (підвищенням виживаності нейронів, підвищенням їх трансляційної активності та зниженням нейроапоптозу і підвищенням експресії bcl-2), а також позитивною модуляцією на стан тіол-дисульфідної системи, зниженням щільності nNOS- і iNOS-позитивних клітин у сенсомоторній зоні кори головного мозку після судомного нападу.

Наукова новизна підтверджена патентом України №74602 «N-(біцикло [2,2,1]гепт-5-ен-ендо-2-їлметил)-3-гідрокси-1,1-діоксотіалоніл-4-сульфоніламід, який виявляє аналгетичну та транквілізуючу дію»
Практичне значення отриманих результатів. Результати проведених досліджень є передумовою обґрунтування раціональних підходів до медикаментозної терапії епілепсії з урахуванням механізмів дії антиконвульсантів та їх побічних дій. Отримані результати є експериментальним обґрунтуванням використання в клінічній практиці коефіцієнта нітротирозин/відновлений глутатіон для прогнозу нейротоксичних побічних реакцій при призначенні антиконвульсантів та для раціонального підбору препаратів – модуляторів системи глутатіону, для корекції цих явищ і підвищення безпечності протиепілептичної терапії. Результати дисертаційної роботи впроваджено в навчальний процес кафедр фармакології Національного фармацевтичного університету, Запорізького державного медичного університету, Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, Національного медичного університету імені О.О. Богомольця.

Особистий внесок здобувача. Дисертація є особистою науковою працею автора. Внесок дисертанта в її виконання полягає у визначенні мети і задач роботи, проведенні експериментальних досліджень, наукового аналізу та інтерпретації отриманих результатів, формулюванні основних положень висновків дисертації. Автором особисто проведено патентно-інформаційний пошук, виконана статистична обробка даних, підготовка наукових праць до публікації, написання й оформлення дисертації та автореферату.
Проведення морфологічних досліджень зразків тканин мозку експериментальних тварин виконано за консультативною допомогою професора кафедри патологічної фізіології Запорізького державного медичного університету, д.м.н. А.В. Абрамова.
Апробація роботи. Основні положення дисертації викладені та обговорені на VII Національному з’їзді фармацевтів України (Харків, 2010), VI Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченій 90-річчю проф. О.О. Столярчука (Вінниця, 2010), науково-практичній конференції «Безпечність ліків і фактори ризику небажаних ефектів фармакотерапії» (Тернопіль 2010), на V Національному конгресі геронтологів і геріатрів України (Київ 2010), науковій конференції студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки» (Дніпропетровськ, 2010), VII Національному з’їзді фармацевтів України (Київ, 2011), IX науковій конференції студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки» (Дніпропетровськ, 2010), науково-практичній конференції студентів, молодих вчених, лікарів та викладачів (Суми, 2011), науково-практичній конференції «Сучасні аспекти неврології» (Івано-Франківськ, 2014), 10th World Congress on Controversies in Neurology (CONy) (Lisbon, Portugal, 2016).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 19 наукових робіт, в яких повною мірою відображено її зміст, у тому числі 6 статей, з них 5 - у наукових фахових журналах, рекомендованих МОН України, 1 - в закордонному, та 10 тез у матеріалах з’їздів, конгресів, науково-практичних конференцій та симпозіумів, 1 патент України, 2 інформаційні листи.
Обсяг та структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 153 сторінках машинописного тексту, складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів дослідження, трьох розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків та списку використаних джерел, що включає 244 роботи, з них іноземних – 189. Роботу проілюстровано 19 таблицями, 22 рисунками.

Основний зміст роботи
Матеріали та методи досліджень. Експериментальні дослідження виконані на 864 білих статевозрілих нелінійних щурах масою 180-220 г та 120 білих нелінійних мишах масою 18-25 г. Тварини різностатеві, утримувалися на стандартному раціоні у віварії ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України».

Усі досліди проводили відповідно до правил "Європейської конвенції захисту хребетних тварин, яких використовують з експериментальною та іншою науковою метою" (м. Страсбург, 1986). Дотримання етичних норм підтверджено комісією з біоетики ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України» (протокол №8 від 11.05.2016).

Об‘єктами фармакологічних досліджень були антиконвульсанти, які використовувались у середньоефективних дозах (згідно з літературними даними): вальпроат натрію 155 мг/кг для мишей та 150 мг/кг для щурів; карбамазепін 125 мг/кг для мишей, та 200 мг/кг для щурів; топірамат 304 мг/кг для мишей, 300 мг/кг для щурів; габапентин 100 мг/кг для мишей, 150 мг/кг для щурів; ламотриджин 30 мг/кг для мишей та 60 мг/кг для щурів [І.В. Марусов, 2001; О.Л. Бадалян, 2002; А.А. Джагацпанян, 2003; Л.О. Громов, 2004; О.О. Євтушенко, 2004; J.J. Luszczki, 2005; M. Almgren, 2008].

Протиепілептичні засоби вводили одноразово внутрішньоочеревинно (в/о) з 1% розчином твіну-80 («Servia») щурам та мишам. Для вивчення протисудомної активності антиконвульсанти вводили таким чином: вальпроат натрію за 15 хв., карбамазепін, ламотриджин - за 30 хв., габапентин - за 60 хв., топірамат - за 120 хвилин до тестування протисудомної активності. Моделювання судом для визначення протисудомної активності антиконвульсантів проводили на мишах за допомогою різних хемоконвульсантів [М.Я. Головенко, Л.О. Громов, 2003]: модель коразолових (пентилентетразолових) судом; модель бікукулінових судом (селективний до ГАМК); судоми, викликані введенням каїнової кислоти (антагоніст глутаматних рецепторів); ареколінові судоми (агоніст М-холінорецепторів); нікотинові судоми (агоніст Н-холінорецепторів).

Інтенсивність судомного нападу оцінювали за допомогою 6-бальної шкали [Г.Н. Крижановський, А.А. Шандра, Є.В. Нікушкін, 1982 р.]. Протисудомним впливом вважали захист тварин від розвитку клонічних, тонічних судом, летальності.
Для біохімічних та гістологічних досліджень в якості моделі хронічного судомного стану використовували модель коразолового кіндлінгу. Коразоловий кіндлінг є адекватною та найбільш використовуваною моделлю клінічного стану хворих на епілепсію [D. Kondziella, 2003]. Схема кіндлінгу передбачала шестиразове з інтервалом 48 годин в/о введення коразолу в дозі 40 мг/кг на 0,9% розчині натрію хлориду [Шандра A.A. и соавт., 2007].

Дослідження побічних дій антиконвульсантів проводили з використанням:
-методики "відкритого поля" [І.В. Ганнушкіна, А.В. Калуєв, 2000];
-методики дослідження потенціюючого впливу сполуки з використанням тесту з тіопенталом натрію (30 мг/кг, інтраперитонеально (і/п)) [Л.Н. Сернов, 2000]; 

-тесту "натягнутий дріт" [В.В. Гацура, 1974, Л.Н. Сернов, 2000]; 
-плавальної проби з вантажем для дослідження фізичної працездатності [В.В. Гацура, 1974];
-мнестичні процеси вивчали в тесті умовної реакції пасивного уникнення  
           (УРПУ) [Ю.С. Бородкін, Ю.В. Зайцев, 1986];          
Для біохімічних досліджень тканини головного мозку гомогенізувались на холоді, у сольовому ізотонічному середовищі (0,15М КСl) при температурі +4 оС. У подальшому при температурі  (+4оС) методом диференціального центрифугування на рефрижераторній центрифузі  Sigma 3-30k (Німеччина) виділяли мітохондріальну та цитозольну  фракції при 17000 g.Вміст сумарних SH-груп визначали спектрофотометрично по реакції з 5,5-дітіо-біс-7-нітробензойною кислотою [Чекман І.С., 2015]. Активність  ГР визначали за методикою в тесті з окисленим глутатіоном [Чекман І. С., 2015]. Відновлений та окиснений глутатіон визначали флюорометрично за реакцією з о-фталевим ангідридом [Чекман І.С., 2015]. Нітротирозин визначали твердофазним імуносорбентним сендвидж-методом  ELISA.

Морфометричні дослідження проводили на мікроскопі «Axioskop» (Ziess, Німеччина), збільшення х40. Зображення нейронів IV-V шарів кори одержані на мікроскопі за допомогою високочутливої відеокамери COHU-4922 (COCHU Inc., США) вводили в комп'ютерну програмно-апаратну систему цифрового аналізу зображення VIDAS [Abramov A. V., 2002]. Аналіз зображень проводили у напівавтоматичному режимі. Для виявлення експресії iNOS, nNOS та Всl-2 білка в нейронах IV-V шарів кори, використовували імуногістохімічний метод непрямої імунофлюоресценції [Kolesnik Y. M., 2002]. Результати підлягали статистичній обробці та представлені переважно у вигляді середнього арифметичного (М) та стандартної похибки середнього арифметичного (m) для певної вибірки (n). Вірогідність різниці середніх значень досліджуваних показників оцінювали з урахуванням характеру ознак, закону розподілу та рівності дисперсій за параметричними і непараметричними критеріями: за t-критерієм Ст‘юдента, критерієм Манна-Уітні - для кількісних ознак; за точним  критерієм Фішера та критерієм Хі-квадрат Пірсона з поправкою Йейтса - для якісних ознак [С.Н. Лапач, А.В. Чубенко, 2001].
Результати та їх обговорення. Порівняльний аналіз протисудомних властивостей антиконвульсантів різних фармакологічних груп. У результаті проведених експериментів було встановлено, що при судомах, викликаних коразолом, який є неконкурентним антагоністом ГАМКА-рецепторів, введення вальпроату натрію (155 мг/кг) суттєво зменшувало частоту клонічних судом - до 30% (χ2=10,77, p=0,001), та запобігало виникненню тонічних судом та летальних випадків. На другому місці за антипароксизмальною ативністю на тлі коразолових судом був карбамазепін (125 мг/кг), який суттєво (р<0,001) зменшив частоту тонічних судом до - 10%, летальність у 2,3 разу та середній бал судомного процесу на 25% ( p=0,001).
Ламотриджин, топірамат і габапентин не запобігали клонічним судомам і летальності (рис. 1).

Вальпроат натрію, на тлі дії бікукуліну, як конкурентного антагоніста ГАМК-рецепторів, не виявив жодної протисудомної активності. У ході досліджень було виявлено, що найбільшою протисудомною активністю характеризувались карбамазепін та габапентин, вони суттєво знижували (р<0,05) частоту клонічних судом, летальність та інтенсивність судом. Якщо механізм дії карбамазепіну достатньо відомий і полягає в посиленні ГАМК-ергічних процесів та взаємодії з центральними аденозиновими рецепторами, то механізм дії габапентину до останнього часу є недостатньо вивченим [A.G. Marson, 1996; R. Mohanraj, 2006]. Однак з літературних джерел відомо, що в організмі габапентин сприяє збільшенню синтезу ГАМК, а також пригніченню вивільнення нейротрансмітерів, які належать до моноамінової групи [H.E. [image: image2.emf]11,56
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Рис. 1 Ефективність протисудомної дії досліджуваних таблеток на моделі коразолових судом по відношенню до контролю

Примітки: *- p<0,05; ** - р<0,001 порівняно з групою контролю;

порівняння балів судомного стану у % відносно 100 % контролю 
Отже ці дані зумовлюють більш потужну антипароксизмальну активність карбамазепіну та габапентину.

Відомо, що механізм дії ламотриджину пов'язаний із впливом на потенціалзалежні натрієві канали пресинаптичної мембрани, що призводить до зменшення виділення в синаптичну щілину медіаторів, у першу чергу глутамату - збуджуючого нейротрансмітеру, який відіграє велику роль у формуванні епілептичних розрядів у головному мозку [M.J. Koepp, 2011; A.K. Srivastava, 2013].  Однак згідно з деякими літературними даними, ламотриджин має вплив і на вміст ГАМК нейромедіатора [M.E. Smith , 2006]. Нами виявлено, що на тлі бікукулінових судом введення ламотриджину достовірно знижує (р<0,05 за критерієм Манна-Уітні) бали судомного синдрому на 20%, однак ефективність габапентину та карбамазепіну набагато вища. Ці дані свідчать про те, що ГАМК-ергічний компонент механізму дії ламотриджину не має досить суттєвого значення.

Наші слідження показали, що досліджувані антиконвульсанти не виявили суттєвої протисудомної активності при ввведенні каїнової кислоти як блокатора рецепторів глутамату.

Також було встановлено, що найліпшою протисудомною дією та здатністю попереджувати холіноміметичні ефекти нікотину відзначився вальпроат натрію, який на 10% знижує частоту клонічних судом, на 75% частоту тонічних судом і летальність, на 25% - середній бал судомного синдрому (p<0,05).

Досліди також показали, що всі досліджувані антиконвульсанти не мають потужного впливу на холінергічні ефекти ареколіну. Усі досліджувані препарати не попереджали виникнення гіперсалівації та тремору, лише деякі мали здатність зменшувати тривалість тремору. Найбільше серед досліджуваних антиконвульсантів здатен скорочувати тривалість тремору (на 19,3%, p<0,05) ламотриджин.
Дослідження побічних ефектів антиконвульсантів. Другим етапом дослідження антиконвульсантів було визначення їх впливу на психічну, фізичну працездатність, нейротоксичність, адже згідно з літературними даними майже усі антиконвульсанти можуть викликати небажані побічні ефекти, які можуть негативно впливати на якість життя та соціальну адаптацію хворого, іноді більшою мірою, ніж саме захворювання [С.Н. Сивкова, Ф.М. Зайкова, К.Ю. Мухин, 2011].
У ході дослідження впливу антиконвульсантів на навчання в тесті УРПУ без амнезуючого фактора було показано, що внутрішньошлункове введення карбамазепіну достовірно зменшувало латентний період заходу в темний відсік при відтворенні навички порівняно з контролем, що свідчить про негативний вплив карбамазепіну на навчання тварин. Відсоток навчених тварин при введенні карбамазепіну до вироблення УРПУ становив лише 40%.
Достовірних відмінностей латентного часу заходження в темний відсік порівняно з контролем при відтворенні в групах тварин, яким вводили ламотриджин, топірамат і вальпроат натрію, виявлено не було. Однак слід зазначити, що у тварин, яким вводили топірамат, ламотриджин, габапентин і вальпроат натрію, латентний період заходу в темний відсік при відтворенні УРПУ значно зростав порівняно з цими ж показниками при навчанні (достовірні розбіжності р<0,001), що свідчить про збереження у щурів навички пасивного уникнення.

Дослідження впливу антиконвульсантів на консолідацію пам'ятного сліду не показало достовірно значущих змін латентного періоду заходу в темний відсік, однак відсоток навчених тварин при введенні карбамазепіну виявився найнижчим, ніж при введенні інших антиконвульсантів.

Спостереження показали, що найменший вплив на відтворення енграм пам'яті має ламотриджин, при його введенні відсоток тварин зі збереженим навиком становив 90%. Найбільший негативний вплив мав карбамазепін, який істотно зменшував кількість тварин зі збереженим навиком - 60%.
Згідно з отриманими даними, карамазепін має і найбільшу депримуючу дію на орієнтовно-дослідницьку діяльність щурів. Він зменшував горизонтальну та вертикальну рухову активність у тесті “відкрите поле” на 88,4% (p<0,05) та 89,7% (p<0,05) порівняно з контролем. Топірамат та вальпроат натрію теж виявляли значний депримуючий ефект на орієнтовно-дослідницьку діяльність, зменшуючи горизонтальну рухову активність на 65,61% (p<0,05) та 67,31% (p<0,05) відповідно. Найменший вплив на горизонтальну рухову активність мали ламотриджин та габапентин. Однак введення ламотриджину та габапентину мало досить негативний вплив на вертикальну рухову активність, знижуючи її показник порівняно з контролем на 72,41% (p<0,05). Ламотриджнин також найсильніше пригнічував норковий рефлекс, зменшуючи кількість заглядань у нірки на 82,1% (p<0,05) порівняно з контролем.

Показано також, що карбамазепін мав найпотужніший негативний вплив на координацію рухів щурів у ротород-тесті. Після його введення латентний час падіння у ротород-тесті порівняно з групою контролю зменшився на 65,28 % (р<0,05). Також суттєвою негативною дією на координацію рухів характеризується використання габапентину (150 мг/кг), показник середнього латентного часу при його застосуванні зменшився на 49,1 % (р<0,05). Достовірних відмінностей між контролем і групами введення препаратів ламотриджину (197,2±7,2) і топірамату (180,3±14,2) виявлено не було (p>0,05).
Таблиця 1
Зміни координації руху щурів при введенні антиконвульсантів у сек за даними ротород-тесту (n=6 у кожній групі порівняння)
	№ п/п
	Препарат, доза в мг/кг в/о
	Статистичні показники

	
	
	n
	M±m
	95% ДІ

	1
	Контроль
	6
	217,5±10,0
	191,8 ÷ 243,2

	2
	Карбамазепін, 200
	6
	75,5±6,3*
	59,2 ÷ 91,8

	3
	Ламотриджин, 60
	6
	197,2±7,2
	178,6 ÷ 215,7

	4
	Топірамат, 300
	6
	180,3±14,2
	143,9 ÷ 216,8

	5
	Габапентин, 150
	6
	110,8±9,4*
	86,6 ÷ 135,1

	6
	Вальпроат натрію, 150
	6
	183,2±6,1*
	167,4 ÷ 199,0


Примітка:  * – р<0,05 – порівняно з контрольною  групою за критерієм t Ст’юдента

Серед фармакологічних ефектів антиконвульсантів міорелаксуюча дія може стати досить вагомим фактором відміни протисудомного засобу через вагоме зниження фізичної працездатності. Наступним етапом експериментальних досліджень було встановлення міорелаксуючої дії антиконвульсантів у тесті “натягнутий дріт”. Показано, що при введенні щурам карбамазепіну (200 мг/кг) тривалість утримування на дроті зменшилась на 43,23% (р<0,05). Менш потужно, але досить суттєво на час утримування тварин на дроті впливав вальпроат натрію (150 мг/кг), знижуючи показник на 38,2 % (р<0,05) порівняно з контролем. Найменший вплив виявили ламотриджин (29,7±1,2) та габапентин (30,3±0,6) (p<0,05). 

У тесті плавання з вантажем спостереження показали, що в найбільшому ступені пригнічує фізичну працездатність мишей карбамазепін (125 мг/кг), який на 54,2 % зменшує середній час плавання порівняно з контролем (становить 138,5±8,8 сек (р<0,05)). Значно також впливають на фізичну працездатність топірамат та вальпроат натрію, зменшуючи фізичну працездатність на 34,2 % та 34,75 % відповідно.
Як вище зазначалось, антиконвульсанти можуть призводити і до розвитку снодійного ефекту, який теж може значно знизити якість життя хворого. Наші дослідження показали, що найсуттєвіше (p<0,001) збільшується тривалість сну при введенні карбамазепіну (200 мг/кг) - у 2,3 разу та топірамату (300 мг/кг) - у 2 рази. Час до початку сну при введенні вальпроат натрію (150 мг/кг) зменшується на 26,0 % (p<0,01), при введенні габапентину (150 мг/кг) - на 23,4 %(p<0,01). Додавання ламотриджину (60 мг/кг) та топірамату (300) мг/кг збільшує час очікування сну порівняно з контролем відповідно на 1,7 % та 11,6 % (p<0,01). Таким чином, ми бачимо, що найбільш гіпногенну дію чинить карбамазепін, меншою мірою - вальпроат натрію та топірамат.
Вплив антиконвульсантів на молекулярно-біохімічні показники в умовах коразолового кіндлінгу. Було встановлено, що моделювання хронічного судомного синдрому шляхом коразолового кіндлінгу викликало порушення тіол-дисульфідної рівноваги в тканинах головного мозку піддослідних тварин. Про це свідчить зниження вмісту загальних SH-груп на 32,9 % та рівня відновленої форми глутатіону (GSH) у 2,23 разу відносно показників інтактних тварин. Слід зазначити, що паралельно відмічалося накопичення окисненого глутатіону (GSSG) - його концентрація зросла в 1,7 разу та гальмування ключового ферменту обміну цього метаболіту на 43,4% порівняно з інтактними тваринами.
Найбільш виражений позитивний вплив на відновлення тіол-дисульфідної рівноваги спостерігався у групі тварин, яким вводили ламотриджин. Курсове призначення цього препарату попереджувало зниження рівня GSH на 48,1 % та загальної кількості SH-груп на 26,6 % відносно показників контрольної групи. Також ламотриджин викликав реактивування ГР, активність якої становила 13,5±0,68 мкмоль/(мг білка*хв.), тобто була вища на 64,6 % порівняно з контролем (табл. 2)

Введення топірамату сприяло підтримці на достатньо високому рівні активності ГР - 11,4 ± 0,71 мкмоль/(мг білка*хв.), що було вище на 39,0 % (p<0,05) показника контрольної групи.

Слід відзначити також позитивний вплив габапентину на стан системи глутатіону в тканинах головного мозку. Його використання призводило до незначного відновлення тіол-дисульфідної рівноваги, про що свідчить підвищення рівня загальних SH-груп на 7,3 %, відновленого глутатіону на 25,9 %, зниження його окисненої форми на 7,1 % при відміченому реактивуванні ГР на 6,1 %. Інші протисудомні препарати - вальпроат натрію та карбамазепін не чинили позитивного впливу на досліджувані показники. Спостереження показали, що призначення вальпроату натрію та карбамазепіну тваринам з КС викликає значне порушення антиоксидантних механізмів захисту та посилення прооксидантних ефектів у нейрональних клітинах. При моделюванні хронічного судомного синдрому нами було виявлено формування нітрозуючого стресу, і, як наслідок, накопичення його маркерних продуктів у головному мозку тварин у вигляді збільшення нітротирозину майже на 63% порівняно з інтактною групою тварин.
Таблиця 2
Вплив досліджуваних препаратів на показники тіол-дисульфідної системи головного мозку експериментальних тварин з коразоловими судомами (М±m, n=10 )
	Група тварин
	Доза

мг/кг

в/о
	SH-групи
мкмоль/г тканини
	ГР, мкмоль/(мг білка*хв.)
	Глутатіон відновлен.
мкмоль/г тканини
	Глутатіон окислен.
мкмоль/г тканини

	Інтактні
	
	57,3±2,8
	14,5±0,82
	4,73±0,23
	0,033±0,008

	Коразолові судоми (КС) (контроль)
	40
	38,4±1,62
	8,2±0,64
	2,12±0,11
	0,056±0,002

	КС+ топірамат
	40+300
	43,2±1,71*
	11,4±0,71*
	2,88±0,15*
	0,043±0,001*

	КС+ламотриджин
	40+60
	48,6±2,18*
	13,5±0,68*
	3,14±0,22*
	0,035±0,005*

	КС+ вальпроат натрію
	40+150
	40,4±1,38
	7,4±0,91
	1,93±0,75
	0,059±0,003

	КС+ габапентин
	40+150
	41,2±3,48
	8,7±0,77
	2,67±0,23*
	0,052±0,002

	КС+ карбамазепін
	40+200
	40,7±4,11
	7,3±0,64
	2,00±0,33
	0,057±0,002


Примітка: * - p<0,05 по відношенню до групи тварин з КС (контролю)
 У той же час, як зазначено вище, активність маркерів глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи знижувалася (глутатіон відновлений з 4,73 до 2,12 мкмоль / г тканини порівняно з інтактними тваринами). Подібний факт свідчить про активацію реакцій нітрозуючого стресу на тлі дефіциту відновлених еквівалентів глутатіону. Співвідношення оксиду азоту та тіол-дисульфідної системи є фактором, що визначає подальшу долю нейрона в умовах ішемічної нейродеструкції, трансмітерного аутокоідоза й інших екстремальних станах, а саме - тип його загибелі [І.Ф. Бєленічев, 2009]. В умовах ендогенної нейроінтоксикації вже на ранніх термінах розвивається нітрозуючий стрес, приводячи до нітрозування тіолів, змінюючи тіол-дисульфідну рівновагу, що призводить до розвитку нейроапоптозу. Так, у групі контролю індекс співвідношення нітротирозину / відновлений глутатіон збільшився в 6 разів порівняно з групою інтакту (рис. 2).

Профілактичне введення протягом 11 діб антиконвульсантів у різному ступені вираженості знижували вміст маркера нітротирозуючого стресу - нітротирозину.

Найбільш значне зниження нітротирозину спостерігалося при введенні ламотриджину (60 мг /кг) (на 58,9%). Топірамат і вальпроат натрію практично однаково знижували рівень нітротирозину. Найменший вплив на гальмування реакції нітрозуючого стресу в умовах коразолового кіндлінгу надавали габапентин (150 мг / кг) і карбамазепін (200 мг / кг) - показник нітротирозину становив 43,3 ± 3,4 нмоль / г і 48,7 ± 4,2 нмоль / г відповідно.
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Рис. 2 Індекс нейродеструкції досліджуваних антиконвульсантів при коразоловому кіндлінгу
Показано також, що висока активність топірамату і, особливо, ламотриджину по гальмуванню реакцій нітрозуючого стресу в умовах модельних судом пов'язана з підвищенням активності тіол-дисульфідної системи. Так, профілактичне введення ламотриджину і топірамату забезпечувало безпеку відновлених еквівалентів тіол-дисульфідної системи порівняно з нелікованими тваринами. Ламотриджин підвищував відновлений глутатіон до 3,14 мкмоль / г тканини (р <0,05), а топірамат до 2,88 мкмоль / г (р <0,05).
Введення вальпроату, карбамазепіну і габапентину не мало достовірного впливу на показники тіол-дисульфідної системи головного мозку щурів на тлі коразолових судом. Найбільш наочно нейропротективний ефект препарату продемонстрований при розрахунку коефіцієнта нітротирозину / відновлений глутатіон. Ламотриджин і топірамат знижували індекс нейродеструкції в 4 і 2 рази відповідно, на відміну від інших антиконвульсантів.
Вивчення механізмів апоптозу та морфометричних показників нейронів при моделюванні коразолових судом. Проведеними морфометричними дослідженнями показано, що коразолові судоми супроводжуються зниженням щільності нейронів сенсомоторної зони кори головного мозку, придушенням у них транскрипційних процесів (зниження рибонуклеїнової кислоти - РНК) і підвищенням щільності клітин з ознаками апоптозу на тлі вираженого дефіциту антиапоптичного білка bcl-2 (табл. 3). Так, встановлено, що хронічне введення коразолу призводить до зниження щільності нейронів з 1234 до 1087 клітин на мм2 - на 11,9 %.
У результаті впливу досліджуваних антиконвульсантів на складні молекулярно-біохімічні механізми нейродеструкції, запущені введенням коразолу, спостерігалося зниження загибелі нейронів сенсомоторної кори. Введення профілактичним курсом ламотриджину, топірамату, вальпроату натрію і габапентину призводило до достовірного підвищення щільності нейронів сенсомоторної кори (табл. 4). Лідером у цьому відношенні був ламотриджин, на другому місці - вальпроат натрію, за третє місце конкурували топірамат і габапентин. Карбамазепін чинив незначну дію відносно цього показника. Досліджувані антиконвульсанти не тільки знижували загибель нейронів, а й зберігали їх функціональну активність, про що свідчило підвищення під їх впливом рівня РНК у нейронах кори. 
Таблиця 3
Вплив досліджуваних препаратів на характеристику нейронів  IV-V шарів кори головного мозку експериментальних тварин з коразоловими судомами (М±m, n=10)
	Група тварин
	Доза

мг/кг, в/о
	Щільність нейронів, клітин/мм2
	Площа тіл нейронів, мкм2
	Вміст РНК в нейронах, ЕОП

	Інтактні
	
	1232±21
	70,8±0,52
	9,62±0,07

	Коразолові судоми (КС) (контроль)
	40
	1087±8
	68,5±0,31
	8,12±0,08

	КС + ламотриджин
	40+60
	1192±26*
	69,8±0,28*
	8,89±0,10*

	КС + вальпроат натрію
	40+150
	1176±13*
	68,1±0,44
	9,11±0,11*

	КС + топірамат
	40+300
	1161±9*
	68,4±0,53
	8,12±0,03

	КС + габапентин
	40+150
	1158±18*
	71,4±0,81*
	11,23±0,12 *

	КС + карбамазепін
	40+20
	1097±11
	68,1±0,37
	8,11±0,11


Примітка: * - p<0,05 по відношенню до групи тварин з КC (контролю)
На основі проведених досліджень отримані дані про ініціювання апотозу при коразоловому кіндлінгу й антиапоптичну дію антиконвульсантів. Введення профілактичним курсом антиконвульсантів призводило до зниження щільності апоптичних клітин і підвищення антиапоптичного білка bcl-2. Лідером антиапоптичної дії був ламотриджин, на другому місці – вальпроат натрію, за третє місце конкурували топірамат і габапентин. Варто відзначити, що ламотриджин перевершував вальпроат натрію по зниженню щільності апоптичних клітин, але поступався йому за ступенем підвищення щільності bcl-2-позитивних клітин.
Нейропротективна дія вальпроату натрію стосовно пригнічення нейроапоптозу узгоджується з виявленим нами підвищенням експресії антиапоптичного білка bcl-2. Нашими дослідженнями встановлено, що коразоловий кіндлінг призводить до підвищення щільності апоптично змінених нейронів сенсомотроної зони кори, яка корелює з депресією bcl-2. 
Нейропротективна дія топірамату при коразоловому кіндлінгу може бути пояснена його антиоксидантною активністю. Нами виявлено, що антиоксидантна дія топірамату реалізується підвищенням активності глутатіон-залежних антиоксидантних ферментів і підвищенням рівня відновлених тіолів. Подібний ефект топірамату не тільки обмежує шкідливу дію нітрозативного стресу на нейрони в умовах судомного нападу, але й нормалізує біодоступність NO. 

Таблиця 4
Вплив досліджуваних препаратів на показники апоптозу нейронів IV-V шарів кори головного мозку експериментальних тварин з коразоловими судомами (М±m, n=10)
	Групи тварин
	Доза

мг/кг,

в/о
	Щільність bcl-2- позитивних клітин
	Щільність апоптично  змінених клітин на 1 мм2

	Інтактні
	
	274,2±32,4
	74±3

	Коразолові судоми (КС) (контроль)
	40
	167,2±15,3
	127±10

	КС + ламотриджин
	40+60
	207,2±17,2*
	87±7*

	КС+вальпроат натрію
	40+150
	281,3±19,2*
	80±5*

	КС + топірамат
	40+300
	188,2±17,8*
	93±3*

	КС + габапентин
	40+150
	186±15,5*
	95±8*

	КС + карбамазепін
	40+200
	168,5±19,4
	121±11


Примітка: * - p<0,05 по відношенню до групи тварин з КП (контролю)
Ламотриджин у цих дослідженнях проявляє найбільш високу нейропротективну активність, пов'язану з перериванням швидких ініціальних механізмів глутаматної ексайтотоксичності. Результатами цих дослідів є дані, що демонструють 67 – 100 % виживаність клітин під дією ламотриджину. Нами вперше встановлено, що ламотриджин, можливо, за рахунок позитивної регуляції ацетилювання гістонів підвищує активність промотеру bcl-2 і вносить додатковий антиапоптичний ефект у нейропротективну дію при коразоловому кіндлінгу.

Висновки

У дисертаційному дослідженні вперше вирішується теоретичне та практичне завдання підвищення безпечності лікування епілепсії шляхом встановлення ролі відновленого глутатіону, нітротирозину, їх співвідношення в молекулярно-біохімічних механізмах нейропротекції та нейротоксичності антиконвульсантів різних груп. 

1. Антиконвульсанти з переважною ГАМК-ергічною дією мають більш виражену антипароксизмальну активність. Найбільшу протисудомну активність на моделі коразолових судом мали карбамазепін (зменшення частоти тонічних судом до 10%, летальності у 2,3 разу) та вальпроат натрію (зменшення частота клонічних судом до 30%), на моделі бікукулінових судом - габапентин (зниження частоти клонічних судом, летальності та інтенсивності судом відповідно на 70%, 66,7% та 47,5%). Найліпшою протисудомною дією та здатністю попереджувати холіноміметичні ефекти нікотину відзначився вальпроат натрію, який на 10% знижує частоту клонічних судом та на 75% частоту тонічних судом.
2. На підставі досліджень доведено, що антиконвульсанти з глутаматергічною дією мають менш виражені побічні ефекти у відношенні до когнітивних функцій (здатність до навчання, консолідацію пам'ятного сліду, відтворення енграм пам'яті), антиконвульсанти з ГАМК-ергічною дією - більш негативний вплив на процеси пам'яті, здатність до навчання. Найбільш негативний вплив на психічну працездатність чинив карбамазепін. Введення вказаного препарату призводило до зниження здатності до навчання в тесті УРПУ (40% навчених тварин), консолідація пам’ятного сліду зберігалася в 70%, а при відтворенні енграм пам’яті кількість тварин зі збереженими навиками становила 60%. 
3. Найбільш негативний вплив на фізичну працездатність та гіпногенну дію мали карбамазепін (зменшення латентного часу падіння в ротород-тесті порівняно з групою контролю на 65,28 % (р<0,05), зменшення тривалості втримування на дроті на 43,23 % (р<0,05), та плавання з вантажем на 54,2 % (р<0,05), викликає сон у 90 % тварин (p<0,05)), та вальпроат натрію (зменшення тривалості втримування на дроті на 38,2 % (р<0,05) , зменшення тривалості плавання з вантажем на 34,7 %, зменшується час до початку сну на 26,0 % (p<0,01)).
4. Епілептиформні судоми супроводжуються значною депривацією тіол-дисульфідної системи (зниження рівня відновленої форми глутатіону в 2,23 разу відносно показників інтактних тварин та зниження активності ГР на 43,44 %), активацією нітрозуючого стресу (підвищення нітротирозину в 2,7 разу), загибеллю нейронів сенсомоторної зони кори та активацією апоптозу, на тлі зниження антиапоптичного білка bcl-2 і пригніченням трансляційної активності нейронів, що призводить до пригнічення когнітивно-мнестичних функцій.
5. Встановлено, що в антиконвульсантів (переважно з домінуючим глутаматергічним механізмом дії), які проявляють додатковий нейропротективний ефект (знижують загибель нейронів сенсомоторної кори, підвищують у них концентрацію РНК, гальмують апоптоз, підвищують експресію bcl-2, нормалізують експресію nNOS та iNOS ), а також позитивно модулюють тіол-дисульфідну систему головного мозку та гальмують нітрозуючий стрес, найменш виражені негативні ефекти по відношенню до когнітивних функцій ЦНС.
6. Встановлена залежність індексу нітротирозин/глутатіон відновлений при дії антиконвульсантів на когнітивні процеси — чим вищий індекс (від 24,35 до 6,75), тим більш негативний вплив мають антиконвульсанти на когнітивні функції та менш виражений нейропротективний ефект.
7. Оцінка нейропротективної дії антиконвульсантів при коразоловому кіндлінгу дозволяє проранжувати їх таким чином за збільшенням ефективності: ламотриджин > вальпроат натрію > топірамат > габапентин > карбамазепін, а негативний вплив на когнітивні процеси ЦНС зменшується в ряду: карбамазепін > вальпроат натрію > габапентин > топірамат > ламотриджин.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для раціонального призначення терапії епілепсії та зменшення побічних ефектів антиконвульсантів необхідно враховувати співвідношення нітротирозину та тіол-дисульфідної системи. 
2. Для зниження побічних реакцій збоку когнітивно-мнестичних функцій ГАМК-ергічних антиконвульсантів необхідно додатково призначати лікарські засоби, які регулюють тіол-дисульфідну систему головного мозку (селеназа, глутоксим, гептрал, тіатріазолін).
СПИСОК НАУКОВИХ ПРАЦЬ, ОПУБЛІКОВАНИХ ЗА ТЕМОЮ ДИСЕРТАЦІЇ

1. Шастун Н.П. Вплив карбамазепіну та вальпроату натрію на поведінкові реакції у щурів / Шастун Н.П. // Запорізький медичний журнал. – 2013. – №5. – С. 64-66.

2. Шастун Н.П. Особливості впливу протиепілептичних препаратів на організм / Шастун Н.П., Опришко В.І. // Український медичний альманах. – 2012. – Т. 15, №2. – С. 206-209.

3. Шастун Н.П. Молекулярно-биохимические критерии прогноза и оценки безопасности проводимой противосудорожной терапии / Шастун Н.П., // Журнал клінічних та експериментальних медичних досліджень. - 2015. - Т. 3, № 4. - С. 535-542 

4. Шастун Н.П. Сравнительная оценка влияния антиконвульсантов различных групп на когнитивные процессы в норме, морфофункциональные характеристики нейронов сенсомоторной коры и нейроапоптоз в условиях коразолового киндлинга / Шастун Н.П., Опрышко В.И., С.В. Павлов, Н.В. Бухтиярова // Фармакология и лекарственная токсикология. – 2015. – №3(44). – С. 40-49. (Внесок дисертанта: пошук літературних даних, участь у проведенні експерименту, аналіз результатів, підготовлено матеріал до друку).
5. Шастун Н.П. Порівняльна оцінка впливу антиконвульсантів з ГАМК- та глутаматергічною дією на поведінкові реакції та локомоторну функцію у щурів в експерименті / Шастун Н.П., Опришко В.І. // Здобутки клінічної i експериментальної медицини. - 2015. - № 4. - С. 72-75.(Внесок дисертанта: пошук літературних даних, участь у проведенні експерименту, аналіз результатів, підготовлено матеріал до друку).
6. Shastun N.Comparison of influence of lamotrigine and other anticonvulsants on nitric oxide and thioldisulfide systems in conditions of metrazole kindling / Natalia P. Shastun, Valentina I. Opryshko , Nina V. Buchtiarova , Sergii V. Levich // Oxidants and Antioxidants in Medical – 2015. – Vol.4, Suppl. 2. – p. 79-84. (Внесок дисертанта: пошук літературних даних, участь у проведенні експерименту, аналіз результатів, підготовлено матеріал до друку).
7. Патент на корисну модель 74602 N-(біцикло[2,2,1]гепт-5-ен-ендо-2-їлметил)-3-гідрокси-1,1-діоксотіалоніл-4-сульфоніламід, який виявляє аналгетичну та транквілізуючу дію/ Зленко О.Т, Мамчур В.Й., Шастун Н.П., Заровна І.С., Дульнєв П.Г., Іванов А.В. 2012. – с.1-4.

8. Опришко В.І., Мамчур В.Ф., Шастун Н.П. Раціональне застосування антиконвульсантів в умовах еквівалентів епілепсії: Інформаційний лист про нововведення в сфері охорони здоров’я. – Київ: Укрмедпатентінформ – 2015. – № 64 – В. 4, Фармакологія.
9. Опришко В.І., Мамчур В.Ф., Шастун Н.П., Бухтіярова Н.В., Горбачова С.В. Раціональне та безпечне застосування препаратів протисудомної терапії з урахуванням вмісту відновлених інтермедіатів тіол-дисульфідної системи в умовах еквівалентів епілепсії: Інформаційний лист про нововведення в сфері охорони здоров’я. – Київ: Укрмедпатентінформ – 2015. – № 366 – В. 15, Фармакологія.

10.  Шастун Н.П. Комбіноване введення антиконвульсантів та церебропротекторів при підвищеній судомній готовності мозку/ Опришко В.І., Шастун Н.П., Іванов А.В // Матеріали VII Національного з’їзду фармацевтів України, 15-17 вересня 2010. – Харків. – 2010. – С. 103.

11.  Шастун Н.П. Нейрофізіологічний аналіз збудливості та внутрішньоцентральних взаємовідносин різних структур мозку при дії топірамату / Опришко В.І., Шастун Н.П., Іванов А.В // Матеріали VI Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології, присвяченої 90-річчю проф. О.О. Столярчука, 10-11 листопада 2010. – Вінниця. – 2010. – С. 317-318.

12.  Шастун Н.П. Побічні ефекти нових протиепілептичних препаратів / Опришко В.І., Шастун Н.П., Іванов А.В // Матеріали науково-практичної конференції «Безпечність ліків і фактори ризику небажаних ефектів фармакотерапії», 21-22  жовтня 2010. – Тернопіль. – 2010. – С. 15-16.

13.  Шастун Н.П. Влияние ноотропов на судорожную готовность мозга/ Опрышко В.И., Шастун Н.П., Иванов А.В // Тезисы доклада «V Національного конгресу геронтологів і геріатрів України», 12-14  жовтня 2010. – Київ. – 2010. – С. 244.

14.  Шастун Н.П. Нейрофізіологічний аналіз збудливості та внутрішньоцентральних взаємовідносин різних структур мозку при дії габапентину / Шастун Н.П., Іванов А.В, Куник А.В. // Матеріали X наукової конференції студентів та молодих учених «Новини і перспективи медичної науки». – Дніпропетровськ. – 2010. – С. 159-160.

15.  Шастун Н.П. Выраженность транквилизирующего и противосудорожного эффектов в ряду производных бензодиазепина/ Шастун Н.П., Гапонов А.А., Мистюкович А.М. // Матеріали IV Національного з’їзду фармакологів України, 10-12 жовтня 2011. – Київ. – 2011. – С. 128.

16.  Шастун Н.П. Дослідження впливу антиконвульсантів на емоційно-рухову активність у тесті “відкрите поле” / Шастун Н.П. // Матеріали VII Національного з’їзду фармацевтів України, 10-12 жовтня 2011. – Київ. – 2011. – С. 349-350.

17.  Шастун Н.П. Вплив антиконвульсантів на судомну дію коразолу / Шастун Н.П. // Матеріали науково-практичної конференції студентів, молодих вчених, лікарів та викладачів, 21-22 квітня 2011. – Суми. – 2011. – С. 63.

18.  Шастун Н.П.  Вплив антиконвульсантів на когнітивні функції хворих на епілепсію / Шастун Н.П. // Збірник тез науково-практичної конференції з міжнародно участю «Сучасні аспекти клінічної неврології, 13-14 березня 2014 року» – Івано-Франківськ. – 2014. – С. 75-76.

19.  Shastun N. Molekular and biochemical criteria of the safety evaluation during anticonvulsant therapy / Abstract book of  the 10th World Congress on Controversies in Neurology (CONy), 17–20 March 2016. –  Lisbon, Portugal. – 2016. – p.72
Анотація

Шастун Н.П. Аналіз механізмів співвідношення протисудомної активності та побічної дії антиконвульсантів різних груп – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. –ДУ «Інститут фармакології і токсикології НАМН України». – Київ, 2017.
Дисертаційна робота присвячена експериментальному вирішенню проблеми безпечності та ефективності протисудомної терапії. Встановлено співвідношення протисудомної активності антиконвульсантів (топірамат, карбамазепін, габапентин, вальпроат натрію, ламотриджин) з ГАМК- та глутаматергічною дією та їх побічних ефектів.

На підставі досліджень доведено, що антиконвульсанти з глутаматергічною дією мають менш виражені побічні ефекти по відношенню до когнітивних функцій, що на молекулярно – біохімічному рівні підтверджено підвищенням рівня відновлених еквівалентів тіол-дисульфідної системи, інгібуванням нітрозуючого стресу та антиапоптичною дією. Встановлена залежність індексу нітротирозин/глутутіон відновлений при коразоловому кіндлінгу та дії антиконвульсантів на когнітивні процеси — чим вищий індекс, тим більш негативний вплив мають антиконвульсанти на когнітивні функції.

Встановлені нейрогістоморфологічні аспекти дії антиконвульсантів з різним механізмом дії з використанням імуногістохімічних методик. Узагальнення результатів досліджень на білих щурах дозволило виявити найбільш ефективні та безпечні протисудомні засоби.
Ключові слова: протисудомні засоби, підвищена судомна готовність мозку, побічні ефекти.

Аннотация

Шастун Н.П. Анализ механизмов соотношения противосудорожной активности и побочных эффектов антиконвульсантов разных групп - Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 - фармакология. – ГУ «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины». - Киев, 2017.

Диссертация посвящена экспериментальному решению проблемы безопасности и эффективности противосудорожной терапии. Установлено соотношение противосудорожной активности и побочных эффектов антиконвульсантов (топирамат, карбамазепин, габапентин, вальпроат натрия, ламотриджин) с ГАМК- и глутаматэргическим действием.

Установлено, что антиконвульсанты с преимущественно ГАМК-эргическим действием имеют более выраженный противосудорожный эффект, но в то же время оказывают разное влияние на психическую и физическую работоспособность. Препараты с глутаматэргическим действием имеют менее выраженное противосудорожное действие, но обладают выраженным нейропротективным эффектом. 

Исследования побочных эффектов антиконвульсантов показали, что наиболее негативное влияние на психическую и физическую работоспособность имел карбамазепин, с преимущественно ГАМК-эргическим действием, который приводил к снижению обучаемости в тесте УРПИ, имел выраженное депримирующее действие на ориентировочно – исследовательскую деятельность и на координацию движений в ротород – тесте.

Исследование побочных эффектов ламотриджина, как блокатора освобождения глутамата, показало, что он имеет наименьшее негативное влияние на обучение, консолидацию памятного следа и на воспроизведение энграмм памяти. Введение указанного препарата показало и наименьшее влияние на горизонтальную двигательную активность.

На молекулярно-биохимическом уровне установлено, что это обусловлено влиянием антиконвульсантов на тиол-дисульфидную систему, нитрозирующий стресс и апоптоз. Было доказано, что эпилептиформные судороги сопровождаются значительной депривацией тиол-дисульфидной системы, активацией нитрозирующего стресса и угнетением когнитивно-мнестических функций.

Антиконвульсанты (ламотриджин, топирамат, вальпроат натрия), которые повышают уровень восстановленных эквивалентов тиол-дисульфидной системы и ингибируют нитрозирующий стресс, имеют менее выраженные побочные эффекты по отношению к когнитивным функциям.

При исследовании влияния антиконвульсантов с преимущественным ГАМК- и глутаматэргическим действием на физическую работоспособность и гипногенное действие, выявлены их разные свойства. Наибольшее негативное влияние на физическую работоспособность и гипногенное действие имели карбамазепин и топирамат, наименьшее – ламотриджин.

Соотношение оксида азота и тиол-дисульфидной системы является фактором, определяющим дальнейшую судьбу нейрона в условиях ишемической нейродеструкции, трансмиттера аутокоидоза и других экстремальных состояниях, а именно - тип его гибели (И.Ф.Беленичев). В условиях эндогенной нейроинтоксикации уже на ранних сроках развивается нитрозирующий стресс, приводя к нитрозированию тиолов, изменяя тиол-дисульфидное равновесие, которое приводит к нейроапоптозу. Установлена зависимость индекса нитротирозин/глутатион восстановленный при коразоловом киндлинге и действии антиконвульсантов на когнитивные процессы – чем выше индекс, тем более негативное влияние оказывают антиконвульсанты на когнитивные процессы. Ламотриджин и топирамат снижали индекс нейродеструкции в 4 и 2 раза соответственно, в отличие от других антиконвульсантов.

Проведенными морфометрическими исследованиями доказано, что коразоловые судороги сопровождаются снижением плотности нейронов сенсомоторной коры головного мозга, угнетением в них транскрипционных процессов (снижение РНК) и повышением плотности клеток с признаками апоптоза на фоне выраженного дефицита антиапоптического белка bcl-2. Гистоморфологические исследования показали, что профилактическое введение ламотриджина, топирамата, вальпроат натрия, габапентина, приводило к увеличению плотности нейронов сенсомоторной коры, к снижению плотности апоптических клеток и повышению антиапоптического белка bcl-2. Лидером антиапоптического действия был ламотриджин, на втором месте был вальпроат натрия.

Нашими исследованиями установлено, что коразоловый киндлинг приводит к повышению плотности апоптически измененных нейронов сенсомоторной коры, которая коррелирует с депрессией bcl-2.

Обобщение результатов исследований на белых крысах позволило выявить наиболее эффективные и безопасные противосудорожные средства.

Ключевые слова: противосудорожные средства, повышенная судорожная готовность мозга, побочные эффекты, коразоловый киндлинг, когнитивные процессы.
Summary

Shastun N.P. Analysis of the ratio of anticonvulsant activity and side effects of anticonvulsants of the different groups – The manuscript.
Dissertation for scientific degree of candidate of medical sciences on specialty of 14.03.05 – Pharmacology. – SI “The Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine”, Kyiv, 2017.

The thesis is devoted to the problem of pilot safety and efficacy of anticonvulsant therapy. Anticonvulsant activity of anticonvulsants (topiramate, carbamazepine, gabapentin, sodium valproate, lamotrigine) with GABA and glutamate-ergic action established and their impact on physical and mental performance of animals shown.

It was found in biochemical studies that anticonvulsants that increase level of restored equivalents of thiol-disulfide nitro-system and inhibit stress, have less severe side effects in relation to cognitive functions.

Neurological, histological and morphological action aspects of the anticonvulsants with different mechanisms of action based on the immune-histochemical techniques established. Generalization of studies on white rats revealed the most effective and safe anticonvulsant drugs.

Key words: anticonvulsants, increased convulsive readiness of the brain, side effects
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

NO – оксид азоту; 

ЦНС – центральна нервова система;

ГР – глутатіонредуктаза;

УРПУ – умовна реакція пасивного уникнення;

АХ – ацетилхолін;
GSH - відновлена форма глутатіону;

GSSG – окислена форма глутатіону;

КС – коразолові судоми;

РНК – рибонуклеїнова кислота;

і/п –інтраперітонеальне введення;

в/о – внутрішньоочеревинне введення;
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