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І.В. Данова
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Цукровий діабет (ЦД) – неухильно прогресуюче захворювання, що вражає переважно осіб працездатного віку і швидко призводить до розвитку системних ускладнень. ЦД посідає третє місце в статистиці смертності після серцево-судинних і онкологічних захворювань. Основною причиною інвалідизації і летальності при ЦД є мікро- і макросудинні ускладнення, що призводять до розвитку серцево-судинних та цереброваскулярних захворювань. 

При ЦД індукований гіперглікемією оксидативний стрес призводить до ендотеліальної дисфункції, активації тромбоцитів і моноцитів, проліферації гладком'язових волокон, в подальшому – до розвитку діабетичних ангіопатій, формуванню гіпоксії/ішемії та постгіпоксичних ускладнень (Sena C. M. et al., 2013, Жаринова В. Ю., 2015, Дедов И. И., 2017). Висока частка ускладнень ЦД зумовлена порушеннями тканинного метаболізму з масштабним ушкодженням мікрокапілярного русла органів, що призводить до формування мультиорганної патології, в тому числі неврологічних ускладнень ЦД: мікро- і макроангіопатії, енцефалопатій, дистальних невропатій, інсульту (Mills K. T, et al., 2016, Leung A. A. et al., 2017, Qaseem A. et al., 2017). Неврологічні ускладнення ЦД є потенційно небезпечними станами з досить тяжким клінічним перебігом, високим ризиком виникнення ускладнень та супутніх патологій, що характеризуються тривалою непрацездатністю та інвалідизацією хворих з ЦД, що можуть залишатися протягом багатьох років чи всього життя (Dall T. M. et al., 2010; Abbas R. F., et al., 2016; Ogurtsova K. et al., 2017). 

При ЦД дефіцит інсуліну призводить до порушень обміну вуглеводів, жирів і білків, провокує гіперглікемію, інсулінорезистентність і енергодефіцит, активацію синтезу активних форм кисню, вільних радикалів і продуктів перекісного окислення ліпідів, тобто формує патофізіологічну картину оксидативного стресу, що в подальшому веде до розвитку діабетичних ангіопатій, формуванню гіпоксії/ішемії та постгіпоксичних ускладнень (Belenichev I. F. et al., 2015, Sajja R. K. et al., 2016, Супрун Е. В. и соавт., 2018). Таким чином, головним завданням ефективної терапії та профілактики неврологічних ускладнень ЦД є блокування взаємообумовлених ланок патогенезу – судинних, метаболічних і феномена оксидативного стресу, у зв'язку з чим значна увага приділяється пошуку ефективних нейропротекторів з ендотеліопротективною дією (Хрипун И. А. и соавт., 2016, Derosa G. et al., 2016, Gozhenko A. I. et al., 2017).
При ЦД спостерігається пошкодження ендотелію, який відіграє важливу роль у підтримці тонусу судин і гемостазу, в розвитку ремоделювання і місцевого запалення (вироблення про- і протизапальних факторів). Порушення функції ендотелію і формування дисфункції ендотелію у хворих з інсулінорезистентністю призводить до дисбалансу вазоконстрикторів і вазодилататорів, що є однією з ланок патогенезу діабетичних ангіопатій (Monette J. S., 2016 Дунаевская С. С. и соавт., 2017, Guzik T. J. et al., 2017).
Важливе місце в патогенезі неврологічних ускладнень ЦД займають різноманітні ланки каскаду нейродеструкції, при якому розвивається «цитокіновий дисбаланс» – гіперпродукція прозапальних цитокінів (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8) та відносний дефіцит протизапальних цитокінів (IL-1rа, IL-10) та ростових факторів (BDNF, IGF-1, PDGF, IL-2) (Xu W. et al., 2015, Nath A. P. et al., 2017, Lee J. et al., 2017). Обговорюється роль цитокінів в формуванні при ЦД аутоімунного процесу та хронічного системного запалення, отже впливу на нейро-імуно-ендокринні механізми розвитку судинних ускладнень захворювання. Таким чином, важливе значення для розвитку постішемічного ланцюгу патофізіологічних змін тканин мозку при церебральній ішемії має формування цитокінового дисбалансу, а саме гіперпродукції прозапального ІЛ-1 та відносного дефіциту його природного інгібітора IL-1rа, а також IL-2. 
Актуальною тенденцією є включення в комплексну терапію ЦД не тільки гіпоглікемічних засобів, але і нейропротективних препаратів з ендотеліопротективною дією (Verheyen A. et al., 2014 Adeshara K. A. et al., 2016, Reyes J. J. et al., 2017). При цьому раціональна нейропротекція передбачає переривання патологічних каскадів, які визивають дисфункцію і загибель нейронів, на більш ранніх рівнях, тому одним із перспективних напрямків вторинної нейропротекції розглядають фармакологічну інтервенцію в нейродеструктивний каскад на рівні імунної системи, а саме регуляції дисбалансу цитокінів та модуляції їх про-/протизапальних ефектів.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана за планом затвердженої МОЗ України науково-дослідної роботи Національного фармацевтичного університету «Фармакологічне вивчення біологічно активних речовин та лікарських засобів» (номер держреєстрації 0114U000956). Дисертант є співвиконавцем даної теми.

Мета і задачі дослідження. Мета роботи – дослідження ендотеліопротективних ефектів цитокінових препаратів інтерлейкінового ряду, а саме – рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1) та інтерлейкіну-2 (ІЛ-2) для експериментального обґрунтування можливості використання їх в якості ефективних нейропротективних засобів з ендотеліотропною дією.

Для досягнення зазначеної мети були поставлені такі задачі:

1. Дослідити в експерименті ендотеліопротективні ефекти РАІЛ-1 та ІЛ-2 в порівнянні з референс-препаратами за відновленням показників функціональної активності ендотеліоцитів капілярів і ендотеліоцитів стінки судин головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом. 

2. Провести порівняння антиоксидантної активності РАІЛ-1, ІЛ-2 та референс-препаратів в умовах експериментального цукрового діабету за впливом на показники окислювальної модифікації білків, системи оксиду азоту та стан тіол-дисульфідної системи.

3. Проаналізувати вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 порівняно з референс-препаратами на показники енергетично-вуглеводного обміну та морфофункціональні показники нейронів сенсомоторної зони кори головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом.

4. Оцінити ефективність ендотеліотропної нейропротекції РАІЛ-1 та ІЛ-2 в порівнянні з референс-препаратами шляхом використання додаткових показників активності ендотеліоцитів капілярів і стінки судин головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом та визначити найбільш значимий з них.
5. Провести порівняльний системний аналіз ендотеліопротективної активності РАІЛ-1, ІЛ-2 та референс-препаратів при експериментальному цукровому діабеті.

Об’єкт дослідження: фармакотeрапія ендотеліальної дисфункції при цукровому діабеті.
Предмет дослідження: ендотеліопротективна дія рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 та ІЛ-2 порівняно з референс-препаратами тіоцетам, мексидол, мілдронат, кортексин при експериментальному цукровому діабеті.

Методи дослідження: фармакологічні, біохімічні, морфометричні, імуноферментні, гістоімунохімічні, математичної статистики і системного аналізу.

Наукова новизна отриманих результатів. В дисертаційній роботі вперше доведено, що Ронколейкін та РАІЛ мають ендотеліопротекторну дію і попереджають розвиток ендотеліальної дисфункції на моделі аллоксан-індукованого цукрового діабету та встановлено їх перевагу перед тіоцетамом, мексидолом, мілдронатом, кортексином. Більш активним за впливом на середній діаметр, площу, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку визнано РАІЛ-1, максимальний ефект на вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку виявив Ронколейкін. Вперше порівняльним аналізом активності тіоцетаму, мілдронату, мексидолу, кортексину, ронколейкіну та РАІЛ-1 встановлено, що максимальне блокування токсичних проявів нітрозилюючого та оксидативного стресів (вплив на активність eNOS, глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази, на рівні нейротоксичного НТЗ та відновлених форм глутатіону) відзначено у РАІЛ-1 та Ронколейкіну. Вперше порівняльним аналізом експериментальної терапії аллоксан-індукованого цукрового діабету щурів цитокіновими препаратами, антиоксидантами та нейропептидом доведено, що максимальний вплив на виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку мала максимальний ефект в групі ронколейкіну (нормалізація щільності нейронів) та РАІЛ-1 (стабілізація площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниження показників щільності апоптичних та деструктивно-змінених нейронів в складі клітин головного мозку). 
Вперше за допомогою системного аналізу доведено, що ендотеліопротекторна дія Ронколейкіну пов’язана із впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводний метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Вперше доведено, що ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 

Вперше показано, що серед оригінальних параметрів ендотеліальної дисфункції – індекс реактивності капілярів (ІРК), індекс реактивності судин головного мозку (ІРС), коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) та метаболічний коефіцієнт (МК) – максимальне значення усередненого показника системоутворення виявив індекс реактивності судин головного мозку, який характеризує потенційну здатність до стабілізації стану ендотелію судин головного мозку в умовах пошкоджуючої дії гіперглікемії та може використовуватися як ранній маркер ендотеліальної дисфункції в тканинах головного мозку при ЦД та як інтегральний показник адаптивних можливостей ендотелію.

Практичне значення отриманих результатів. Практична значущість роботи визначається тим, що вперше експериментально доведено та продемонстровано високий терапевтичний потенціал нового підходу до нейропротекції при діабетичній енцефалопатії з використанням таргетних препаратів – рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 та ронколейкіну, що відкриває широкі можливості для впровадження в медичну практику запропонованого способу, спрямованого на переривання цитокін-залежних механізмів ендотеліальної дисфункції в умовах церебральної ішемії при ЦД. 

Згідно з результатами отриманих досліджень спосіб цитокінової ендотелійпротективної нейропротекції з використанням інтерлейкінових препаратів може становити безсумнівний інтерес для практичного застосування з метою профілактики та лікування неврологічних ускладнень цукрового діабету. Разом з тим, виявлені механізми ендотелійпротективної дії інтерлейкінових препаратів можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, що надають спрямовану дію на ключові ланки ендотелій-залежної регуляції судинного тонусу при серцево-судинних та інших захворюваннях. 

Основні результати досліджень впроваджені в навчальний процес кафедр фармакології, клінічної фармакології та фармакоекономіки Дніпропетровської державної медичної академії, кафедри клінічної фармакології Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації НФаУ, кафедри фармакології та медичної рецептури Харківського державного медичного університету, кафедри фармакології та медичної рецептури Запорізького державного медичного університету, кафедри фармакології та медичної рецептури Київського державного медичного університету, а також науковий процес відділу Гострих захворювань судин Інституту загальної та невідкладної хірургії ім. проф. В.Т. Зайцева НАМН України (Харків).

Особистий внесок здобувача. Дисертація є особистою науковою працею автора. Дисертантом самостійно здійснений патентно-інформаційний пошук, аналіз наукової літератури з цієї тематики, визначені мета та завдання дослідження, освоєні та відтворені моделі цукрового діабету та фокальної ішемії головного мозку. Проаналізовано дані про сучасний стан досліджень та використання у клінічній практиці нових цитокінових препаратів. Дисертант самостійно провів біохімічні дослідження з вивчення показників нітрозилюючого стресу, антиоксидантної системи, енергетичного метаболізму головного мозку. Морфометричні, імуногістохімічні, імуноферментні методи та метод імуноблотингу були виконані при консультативній допомозі завідувача НМЛЦ Запорізького державного медичного університету проф. Абрамова А. В. Самостійно проведена статистична обробка отриманих даних, узагальнені і проаналізовані результати дослідження, сформульовані висновки. Особисто дисертант приймав участь у написанні та підготовці до друку наукових праць.

Апробація матеріалів дисертації. Основні положення та висновки дисертаційної роботи наукової роботи оприлюднені та обговорені на науково-практичних конференціях, конгресах різного рівня і з’їздах: міжнародній науково-практичній конференції «Сучасна медицина: актуальні проблеми, шляхи вирішення та перспективи розвитку» (Одеса, 2014), міжнародній науково-практичній конференції «Медична наука та практика: актуальні питання взаємодії» (Київ, 2014), міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні тенденції у медичних та фармацевтичних науках» (Київ, 2014), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Хронічні неінфекційні захворювання: заходи профілактики і боротьби з ускладненнями» (Харків, 2015), XXII Російському національному конгресі «Человек и лекарство» (Москва, 2015), XII міжнародній науковій конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання сучасної медицини» (Харків, 2015), міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій 81-річчю Курського державного Медичного університету та 50-річчю фармацевтичного факультету «Университетская наука: взгляд в будущее» (Курск, 2016), XXIIІ Російському національному конгресі «Человек и лекарство» (Москва, 2016), І науково-практичній інтернет-конференції з міжнародною участю «Фармацевтична наука та практика: проблеми, досягнення, перспективи розвитку» (Харків, 2016), VIII Національному з’їзду фармацевтів України «Фармація ХХІ століття: тенденції та перспективи» (Харків, 2016), четвертій науково-практичній конференції, присвяченій пам’яті проф., д.мед.наук Вікторова О.П. «Безпека та нормативно-правовий супровід лікарських засобів: від розробки до медичного застосування» (Київ, 2016), міжнародній науково-практичній конференції «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 2017), ІІ науково-практичній інтернет-конференції з міжнародною участю «Фармацевтична наука та практика: проблеми, досягнення, перспективи розвитку» (Харків, 2018).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 24 наукові роботи, із них 3 монографії (у співавторстві), 6 статей у фахових виданнях в галузі медицини, рекомендованих МОН України, 2 статті в іноземних журналах з напрямку дисертації, 12 тез доповідей на наукових конференціях та з’їздах.
Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на 206 сторінках комп’ютерного друку, складається із вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», 4 розділів власних досліджень, розділу «Аналіз та узагальнення отриманих результатів», висновків та списку використаних джерел, який включає 349 найменування, з них 177 – кирилицею, 172 – латиницею. Дисертація ілюстрована 20 таблицями та 13 рисунками. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали та методи дослідження. Експериментальна частина виконана на 462 білих безпородних щурах обох статей, масою 170-220 г. Тварин отримано з розплідника Інституту фармакології та токсикології НАМН України. Досліди проводили в центральній науково-дослідній лабораторії НФаУ та ЦНДЛ Запорізького державного медичного університету, сертифікованих Державним експертним центром (ДЕЦ) МОЗ України. Усі маніпуляції, які можуть завдати болю, проведені під етамінал-натрієвим наркозом. Досліди проводилися відповідно до вимог GLP, методичних рекомендацій ДЕЦ МОЗ України (Стефанов О. В., 2001( та комісії з біоетики НФаУ (протокол № 12 від 18.12.2016 р.). 

Для дослідження використовували рекомбінантний цитокіновий препарат інтерлейкінового ряду – РАІЛ-1 виробництва Санкт-Петербурзького Федерального державного унітарного підприємства «Державний науково-дослідний інститут особливо чистих біопрепаратів» Федерального медико-біологічного агентства (Санкт-Петербург, РФ) в формі розчину для ін’єкцій (1 мл – 50 мг) та рекомбінантний цитокіновий препарат інтерлейкіну-2 ронколейкін виробництва ЗАТ «Трудовий колектив Київського підприємства по виробництву бактерійних препаратів «Біофарма» (Україна). РАІЛ-1 дозою 7,5 мг/кг, ронколейкін дозою 0,01 мг/кг та препарати порівняння – тіоцетам виробництва ПАТ «Галичфарм» (Україна) дозою 500 мг/кг, мілдронат виробництва АТ «Гріндекс» (Латвія) дозою 250 мг/кг, мексидол виробництва ТОВ Медичний центр «Еллара» (РФ) дозою 100 мг/кг, кортексин виробництва ТОВ «Герофарм» (РФ) дозою 0,01 мл/кг вводили внутрішньом’язово один раз на добу. 

Ендотеліопротективну дію РАІЛ-1, ронколейкину та препаратів порівняння вивчали на експериментальній моделі, адекватній клінічним проявам ішемічних уражень тканини мозку при цукровому діабеті, яка служила контролем. Порівняння проводили також з інтактними тваринами. Експериментальний діабет моделювали за допомогою одноразового підшкірного введення водного розчину алоксану моногідрату (Sigma, США) дозою 150 мг/кг у вигляді 5 % розчину в ацетатному буфері (рН 4,5) (Чекман І. С., 2016). Розвиток ендотеліальної дисфункції та ендотеліопротективну активність РАІЛ-1 та ронколейкіну оцінювали по морфофункціональним характеристикам ендотеліоцитів капілярної мережі кори головного мозку і судинної стінки судин головного мозку щурів на 18 добу експериментальної гіперглікемії (Чекман І. С., 2016). Для ендотеліальних клітин судин визначали такі показники як щільність та площа ядра, середній діаметр ядра, концентрація РНК в ядрі (одиниці оптичної щільності, ООЩ), експресія фактору росту ендотелію судин (VEGF).

Активність NO-синтази визначали методом, в основі якого лежить стехіометричне окислення НАДФН в процесі реакції утворення NO із L-аргініну (Чекман І. С., 2016). Для вивчення активності тіол-дисульфідної системи визначали рівні відновлених та окислених тіолів та глутатіону, активність глутатіонпероксидази (ГПР) та глутатіонредуктази (ГР) (Чекман І. С., 2016). Рівень нітротирозину визначали за допомогою ELISA-набору Nitrotyrоsine-твердо-фазового ензимно-зв'язаного імуносорбентного набору за принципом «сендвічу» (Чекман І. С., 2016). Концентрацію метіоніну, цистеїну визначали методом тонкошарової хроматографії з наступною спектрофотометрією елюату (Чекман І. С., 2016).
Для оцінки енергетичних ресурсів у тканині головного мозку визначався вміст аденілових нуклеотидів; спрямованість та інтенсивність гліколізу оцінювали за рівнем лактату та пірувату; окислення в циклі Кребса визначали за вмістом малату (Lundblad R. L., 2010; Чекман І. С., 2016). Для більш детальної оцінки процесів енергетичного обміну розраховували додаткові показники енергозабезпечення – індекс фосфорилювання (ІФ), термодинамічний контроль дихання (ТКД) (Мецлер Д., 1980). Для оцінки інтенсивності вільно-радикального окиснення в тканинах мозку визначали маркери окислювальної модифікації білків (ОМБ) – альдегидфенілгідразони (АФГ) та карбоксилфенілгідразони (КФГ) за реакцією взаємодії окислених амінокислотних залишків із 2,4-динітрофенілгідразином (2,4-ДНФГ) (Чекман І. С., 2016).
Для вивчення морфології нейронів на ротаційному мікротомі виготовляли зрізи CA-1 зони гіпокампу товщиною 5 мікрон (Пирс Э., 1962). Зрізи гіпокампу депарафінували і фарбували для визначення нуклеїнових кислот галоціанін-хромовими квасцями за Ейнарсоном. Морфометричні дослідження проводили на мікроскопі Axioskop (Ziess, Німеччина), збільшення х40. Зображення нейронів в області зони СА-1 гіпокампу одержували на мікроскопі за допомогою високочутливої відеокамери COHU-4922 (COCHU Inc., США) та вводили в комп’ютерну програмно-апаратну систему цифрового аналізу зображення VIDAS, розроблену професором А. В. Абрамовим (2005). Аналіз зображень проводили в напівавтоматичному режимі. Визначали наступні показники: щільність нейронів (кількість клітин на 1 мм2 площі зрізу кори мозку); площу нейронів (мкм2); концентрацію РНК в нейронах (одиниці оптичної щільності – ООЩ); індекс відношення кількості нейронів, що вижили, до кількості апоптичних та деструктивно-змінених нейронів (Kolesnik Y. M., 2005).
Системний аналіз ендотеліотропної ефективності РАІЛ-1 та Ронколейкіну проведений за допомогою методу кореляційних структур (Зосимов А. М., 2000) та кластерного методу (Гублер Е. В., 1978). Статистичну обробку результатів здійснювали методами математичної статистики із застосуванням пакетів прикладних програм «Біостатистика для Windows, версія 4.03», «Microsoft Excel 2002» ліцензійної «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoft Inc.) (Славин М. Б., 1989). Різницю між показниками вважали статистично вірогідною при р<0,05. Порівняльний аналіз в групах проводили за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA. 
Результати досліджень та їх обговорення. Вивчення ендотеліопротекторних властивостей РАІЛ-1 та ІЛ-2 в умовах експериментального цукрового діабету. Розвиток ендотеліальної дисфункції та ендотеліопротективну активність РАІЛ-1 та ІЛ-2 оцінювали по морфофункціональним характеристикам ендотеліоцитів капілярної мережі кори головного мозку і судинної стінки судин головного мозку щурів на 18-ту добу експериментальної гіперглікемії – визначали такі показники як щільність та площа ядра, середній діаметр ядра, концентрація РНК в ядрі (одиниці оптичної щільності, ООЩ), експресія фактору росту ендотелію судин (VEGF).

Вивчення судинного компонента кори головного мозку, представленого капілярною мережею, свідчить, що розвиток експериментальної гіперглікемії супроводжувався порушенням функціональної активності ендотелію – спостерігалось значне зниження площі ядер (18%), діаметру ядер (31%) та щільності ядер ендотеліоцитів капілярів (21%) на одиницю площі зрізу кори головного мозку в порівнянні з інтактними тваринами, відображає процес прогресуючої ішемізації кори мозку. Відзначено падіння концентрації РНК в ядрах ендотеліоцитів капілярів на 27% в порівнянні з інтактними тваринами.
Курсове введення Ронколейкіну тваринам з ЦД призводить до підвищення щільності ядер ендотеліоцитів судинної стінки судин головного мозку на 43%, достовірного підвищення пулу РНК і практично повного відновлення щільності ендотеліоцитів. Аналогічною була дія РАІЛ-1, який збільшив практично рівнозначно такі показники ендотеліоцитів стінки судин мозку як щільність ядер і діаметр ядер (на 62% і 64% відповідно) та підвищив концентрацію РНК в 3 рази в порівнянні з нелікованими тваринами.
Вивчення стінки судин судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій (далі по тексту: судин головного мозку) показало, що щільність ядер ендотеліоцитів тут на порядок перевищує аналогічний показник капілярної мережі кори головного мозку – моделювання АЕЦД на 18-ту добу експерименту спостерігається зниження щільності ядер ендотеліоцитів на 50% на одиницю площі стінки судин, зменшення концентрації РНК на 38% у порівнянні з інтактними тваринами, що свідчить про пошкодження судин м'язового типу внаслідок гіперглікемії та невідворотний вплив на функціональний стан мікроциркуляторного русла мозку і формування ендотеліальної дисфункції. Максимальний вплив на щільність ядер ендотеліоцитів стінки судин та їх площу, діаметр ядер та вміст в них РНК відзначено у РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину. 

Для більш детальної характеристики процесів реваскуляризації було вивчено ступінь зв'язування VEGF ендотеліоцитів капілярів та стінки судин головного мозку щурів з ЦД (рис. 1). Встановлено, що на 18-ту добу експериментальної гіперглікемії спостерігалося достовірне зменшення зв'язування VEGF з судинним ендотелієм капілярної мережі кори на 41% та ендотелієм судин мозку на 50%. Курсове введення досліджених препаратів тваринам з ЦД призвело до підвищення щільності ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку, підвищення пулу РНК і активації трансляційної активності клітин відносно VEGF на 18-ту добу дослідження. 
Аналіз кореляційних показників дозволяє зробити висновок, що в умовах експериментального ЦД всі досліджені препарати різною мірою впливали на відновлення функціонального стану мікроциркуляторного русла головного мозку експериментальних тварин. За силою ендотеліопротективної дії, а саме нормалізацією параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів, РАІЛ-1 та ІЛ-2 вірогідно перевершили референс-препарати.
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Рис.1. Концентрація VEGF ендотеліоцитів капілярів (VEGF кап) та VEGF ендотеліоцитів стінки судин головного мозку (VEGF суд) у головному мозку щурів з ЦД. На рис. 1-2: Інтактні – група інтактних тварин; К (ЦД) – цукровий діабет; ЦД+Т – цукровий діабет+Тіоцетам; ЦД+М – цукровий діабет+Мілдронат; ЦД+Мк – цукровий діабет+Мексидол; ЦД+Кр – цукровий діабет+Кортексин; ЦД+Р – цукровий діабет+Ронколейкін; ЦД+РАІЛ – цукровий діабет+РАІЛ-1. Статистично достовірні відмінності (р<0,05) відносно інтактних тварин позначено знаками «*», відносно тварин контрольної групи позначено знаком «К», відносно тварин групи Тіоцетаму позначено знаком «Т», відносно тварин групи Мілдронат позначено знаком «М», відносно тварин групи Мексидолу позначено знаком «Мк», відносно тварин групи Кортексину позначено знаком «Кр», відносно тварин групи Ронколейкіну позначено знаком «Р», відносно тварин групи РАІЛ позначено знаком «Ра». 

Статистичний аналіз показав, що серед цитокінових препаратів, антиоксидантів та нейропептиду найбільш вираженою ендотеліопротектівною дією володіють РАІЛ-1 (підвищення середнього діаметру та щільності ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку відповідно на 61% та 63%, підвищення пулу РНК ендотеліоцитів капілярів і активації трансляційної активності клітин відносно VEGF відповідно на 85% та 304%) та Ронколейкін (підвищення площі ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку, підвищення пулу РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку на 22-33% і 66% відповідно).
Поглиблений аналіз стану окремих ланок ЕД при постішемічних порушеннях в тканинах головного мозку щурів з ЦД провели шляхом вивчення додаткових параметрів ендотеліальної дисфункції, а саме запропонованих оригінальних  коефіцієнтів: індексу реактивності капілярів (ІРК), індексу реактивності судин головного мозку (ІРС) та коефіцієнту ендотеліальної чутливості (КЕЧ). Доведено, що у експериментальних щурів ІРК був підвищений на 39%, ІРС – на 70% від інтактних значень, а КЕЧ був нижче показників інтактних тварин на 18%, що свідчить про значні зміни співвідношення показників ендотелію капілярів та судин головного мозку щурів на тлі експериментальної гіперглікемії.
Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на показники активності вільно-радикального пошкодження та системи оксиду азоту в умовах експериментального цукрового діабету. Для визначення особливостей ендотеліопротективної дії Ронколейкіну та РАІЛ-1 шляхом впливу на активність нітрозилюючого та окислювального стресів при цукровому діабеті було проаналізовано значення ранніх та пізніх маркерів ОМБ – альдегідфенілгідразонів (АФГ) та кетонфенілгідразонів (КФГ), які утворюються в умовах оксидативного та нітрозилюючого стресів, а також нітротирозину (НТЗ) в якості маркеру оксидантного стресу. 
Так, аналізуючи отримані дані, можна зробити висновок, що при розвитку експериментальної  гіперглікемії спостерігалося різке підвищення рівнів ранніх і пізніх показників окисного стресу (АФГ, КФГ відповідно в 2,3 та 2,2 разів) на тлі приросту основного маркера окисної деструкції білків – НТЗ (в 6 разів від рівня інтактних тварин). Порівняння результатів експериментальної терапії цитокіновими препаратами, антиоксидантами та нейропептидом на рівні АФГ як раннього маркеру ОМБ в головному мозку щурів з ЦД свідчить, що максимальний стабілізуючий вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Мексидолу та Ронколейкіну, на рівні КФГ як пізнього маркеру ОМБ більш активно вплинули РАІЛ-1, Кортексин та Ронколейкін. Більш ефективна корекція рівнів нейротоксичного НТЗ встановлена в групах РАІЛ-1 (зниження на 78% (р<0,01)), Ронколейкіну (зниження до 181% від рівня інтакту) та Мексидолу (на 68-70% (р<0,01)).
Для аналізу впливу цитокінового дисбалансу – гіперпродукції прозапального ІЛ-1, відносного дефіциту його рецепторного антагоніста та ростового фактору ІЛ-2 – на розвиток та активність нітрозилюючого стресу при церебральній ішемії була проаналізована динаміка показників системи оксиду азоту в тканини мозку щурів з алоксан-індукованим цукровим діабетом, а саме визначали активність/експресію ендотеліальної та індицибельної ізоформ NO-синтази (eNOS та iNOS) і проаналізували показник співвідношення активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз. Як свідчать результати експерименту, паралельно зі зміною стану антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, реєструвалась зміна характеру експресії вивчених ізоформ NO-синтази, а саме зменшення активності eNOS (на 70% відносно інтакту). Виявлене нами посилення експресії індуцибельної NOS (на 440% по відношенню до інтактної групи) пов'язано з повторною гіперпродукцією АФК при ішемії, яка пов'язана зі зміщенням ТДС, виснаженням ендогенних запасів відновлених тіолів, гіперпродукцією NO і його токсичних дериватів. Показник співвідношення активності eNOS/іNOS в групі контролю був на 90% нижчим за інтактних тварин, що відображає різке зростання експресії індуцибельної NO-синтази при стійкій гіперглікемії (рис. 2).
Курсове призначення досліджуваних препаратів призводило до зменшення експресії iNOS. Найбільша активність в цьому сенсі виявив РАІЛ-1, який зменшує експресію iNOS на 67%, Кортексин та Ронколейкін. Важливо відзначити, що призначення РАІЛ-1 та Ронколейкіну призводило до максимального паралельного підвищення експресії eNOS (відповідно на 181 та 128% відносно експериментальних тварин).
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Рис. 2. Показник співвідношення активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз (eNOS/іNOS) у головному мозку щурів з ЦД. 

Введення Кортексину та РАІЛ-1 тваринам з експериментальним ЦД мало максимальний вплив на показник співвідношення eNOS/іNOS – він підвищився практично в 8 та 9 разів відповідно (до 66 та 75% від показників інтакту). Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник eNOS/іNOS в головному мозку щурів перевищує такий у Тіоцетама та Мілдроната в 3 та 3,7 рази відповідно (р<0,001), Мексидолу – на 176% (р<0,01).
Для розширення уявлень про NO-обумовлені механізми нейродеструкції при ЦД особливу увагу звернули на стан системи транспорту NO (за вмістом тіолвміщуючих амінокислот цистеїну і метіоніну) та ознаки порушень метаболізму NO в тканинах головного мозку щурів (за рівнем гомоцистеїну). Дані експерименту продемонстрували стабільне зниженням вмісту цистеїну та метіоніну при ЦД (відповідно на 64% та 60% відносно показників інтактних тварин) та накопичення гомоцистеїну, рівні якого виросли в 5 разів. Застосування Ронколейкіну та Мексидолу на моделі ЦД призвело до істотного відновлення обміну тіолвміщуючих амінокислот в мозковій тканини, а саме рівнозначного підвищення рівнів цистеїну і метіоніну відповідно на 92-93 та 104-108% (р<0,01). Більш ефективна корекція рівнів цитотоксичного гомоцистеіну встановлена в групах РАІЛ-1 (зниження вмісту гомоцистеїну відносно контрольних показників на 75% (р<0,01)), Кортексину та Ронколейкіну (зниження рівня гомоцистеіну до 121-122% від рівня інтактних тварин (р<0,01)). Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник вмісту гомоцистеїну в головному мозку щурів перевищує такий у Мілдроната та Тіоцетама на 63 та 57% відповідно (р<0,001), Мексидолу – на 43% (р<0,01). 
Крім того, реєструвалося істотне накопичення окисленої форми глутатіону (підвищення на 370% відносно інтактних тварин) паралельно з падінням концентрації його відновленої форми (на 88%), що пов'язано, на нашу думку, зі зривом клітинних резервно-адаптаційних пристосувальних реакцій. В експерименті на тлі інтенсифікації процесів ВРО реєструвалося також падіння активності ферментів ТДС – ГР і ГПР (більш ніж на 40 і 50%). Паралельно зі зміною активності ферментів, реєструвалися патобіохімічні зміни глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи за рахунок зменшення її відновлених інтермедіатів (значне падіння концентрації відновленого глутатіону, цистеїну, метіоніну) на тлі підвищення вмісту окислених SS-груп, окисленого глутатіону і гомоцистеїну (в середньому на 80%). Зсув тіол-дисульфідної рівноваги в бік окислених тіолів призводив до гальмування активності метаболічних циклів метіоніну і цистеїну, що виражалося зменшенням їх вмісту в середньому на 70% по відношенню до контрольної групи тварин.
Порівняльний аналіз впливу експериментальної терапії Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 на систему глутатіону та тіолів на моделі ЦД свідчить, що рівні відновлених форм глутатіону та тіолів максимально відновились в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, максимальне блокування утворення окислених форм глутатіону та тіолів відзначено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. Експериментальна терапія Ронколейкіном у щурів з ЦД сприяла більш значущому впливу на тіол-дисульфідну рівновагу – відновлюється стан ферментів ТДС, активність ГР та ГПР підвищується майже в 3 рази (р<0,001) відносно контрольних показників. На фоні введення РАІЛ-1 відзначено максимальне відновлення активності ГР та ГПР – їх показники збільшились відповідно в 3,9 та 4,1 рази і практично досягає інтактних показників Це достовірно перевищило вплив Мілдронату в 3,4 рази та у Тіоцетама в 3 рази (р<0,001). Відзначено позитивний вплив досліджуваних препаратів на стан антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, що проявлялося відновленням кількості відновленого глутатіону, цистеїну, і зменшенням кількості окислених дериватів тиол-дисульфідної системи – гомоцистеїну, окисленого глутатіону, а також НТЗ. Більш ефективна корекція рівнів нейротоксичного НТЗ встановлена в групах РАІЛ-1 (зниження на 78% (р<0,01)), Ронколейкіну (зниження до 181% від рівня інтакту) та Мексидолу (на 68-70% (р<0,01)). 

Вивчення нейропротекторних властивостей РАІЛ-1 та ІЛ-2 в умовах експериментального цукрового діабету. В ході проведених експериментальних досліджень встановлено, що ішемія головного мозку супроводжувалася вираженими порушеннями енергетичного метаболізму в головному мозку, а саме дисбалансом аденілових нуклеотидів – різким зменшенням концентрації АТФ, АДФ і збільшенням вмісту АМФ, а також зниженням додаткових параметрів енергозабезпечення –ІФ (на 47% (р<0,01)) та ТдКД. Слід зазначити, що дані патобіохімічні зміни протікали на тлі розвитку оксидативного і нітрозуючого стресів, а також були наслідком зміни функціональних властивостей ендотелію капілярів та судин.

Позитивна модуляція енергетичного метаболізму досліджуваними препаратами, підтверджувалася нормалізацією основних та додаткових параметрів енергозабезпеченості клітини тканин мозку щурів на тлі експериментального ЦД – призвела до збільшення рівня АТФ та АДФ на тлі зниження рівня АМФ. Доведено, що максимальний вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, більш ефективна корекція рівнів АМФ встановлена в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. Так, їх курсове призначення призводило до корекції дисбалансу співвідношення окремих макроергічних фосфатів та значного збільшення індексу фосфорилювання та ТКД.
Результати проведених нами досліджень підтверджують розвиток некомпенсованого ацидозу в умовах постішемічного ушкодження тканин мозку ацидозу – відзначено підвищення лактату в 2,8 разів (р<0,001) на тлі практично рівнозначного зниження пірувату (на 62%), ізоцитрату (на 65%) та малату (на 66%). Порівняльний аналіз впливу цитокінових препаратів, антиоксидантів та нейропептиду на формування лактат-ацидозу як складової частини комплексу патобіохімічних зрушень у розвитку ендотеліальної дисфункції в умовах церебральної ішемії свідчить, що стабілізація показників вуглеводного обміну під дією досліджуваних препаратів підтверджена достовірним підвищенням кількості пірувату і малата на тлі паралельного зниження концентрації молочної кислоти, обмежуючи тим самим, розвиток лактат-ацидозу. 

Отримані результати свідчать, що розвиток ЦД супроводжувався зміною основних характеристик нейронів сенсорно-моторної зони в тканинах головного мозку щурів – зниженням показників щільності нейронів та площин їх тіл, а також вмісту РНК на тлі збільшення частки апоптотичних клітин в головному мозку щурів з аллоксан-індуковним ЦД. Доведено, що в умовах експериментальної гіперглікемії максимальна нормалізація щільності нейронів та площі їх тіл відзначена в групі Ронколейкіну, РАІЛ-1 та Мексидолу, стабілізацію процесів апоптозу та зниження частки апоптотичних клітин – в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну. Більш активними за впливом на білковий синтез визнано РАІЛ-1, Ронколейкін та Тіоцетам. Максимальне підвищення показнику МК відзначено в групі Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1, що відображає їх стабілізуючий вплив на співвідношення білкового синтезу та енергетичного забезпечення в нейронах і ендотеліоцитах капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією. 
Системний аналіз ендотеліопротекторної активності РАІЛ-1 та ІЛ-2 в умовах моделювання цукрового діабету. Проведене аналітичне дослідження виявило особливості впливу досліджених препаратів на окремі показники гомеостазу організму щурів з постішемічним пошкодженням мозку при цукровому діабеті. Але проаналізовані достовірні відмінності досліджених показників не демонструють ступінь цих відмінностей. Для вирішення цього питання був використаний кластерний метод та нормований t-критерій (Генкин А. А., Гублер Е. В., 1964). При аналізі ступеня відмінності показників у інтактних щурів у перший кластер з дуже вираженими відмінностями (t>60,0) увійшли 16 показників – 3, що характеризують капілярний ендотелій (ПяЕ, ДяЕ, ЩяЕ), аналогічні параметри судинного ендотелію та концентрація в ньому РНК та VEGF, 3 показники морфофункціонального стану клітин головного мозку (щільність нейронів, площа їх тіл, вміст РНК), 2 показники енергозабезпечення (АДФ, АТФ) і лактат, рівень цистеїну та оригінальний параметр ІРС. Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції, доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку інтактних щурів були індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=82,18) та коефіцієнт ендотеліальної чутливості (t=38,0). Аналіз середньоарифметичних групових значень t-критерію показників свідчить, що домінуючими показниками функціонального стану тканин мозку інтактних щурів є показники стану судин (t=132,8) і капілярів головного мозку (t=110,42).
Системний аналіз оригінальних параметрів ендотеліальної дисфункції – індекс реактивності капілярів (ІРК), індекс реактивності судин головного мозку (ІРС), коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) та метаболічний коефіцієнт (МК) – свідчить, що максимальне значення усередненого показника системоутворення виявив індекс реактивності судин головного мозку ІРС, який характеризує потенційну здатність до стабілізації стану ендотелію судин головного мозку в умовах пошкоджуючої дії гіперглікемії. Як системоутворюючі показники всі запропоновані коефіцієнти перевищують за значимістю стандартний показник співвідношення eNOS/іNOS та можуть використовуватися як ранні маркери ендотеліальної дисфункції в тканинах головного мозку при ЦД та як інтегральні показники адаптивних можливостей ендотелію.
Вперше за допомогою системного аналізу доведено, що ендотеліопротекторна дія Ронколейкіну пов’язана із впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично- вуглеводний метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Вперше доведено, що ендотеліопротективна дія РАІЛ-1 здійснюється шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 

Таким чином, РАІЛ-1 та Ронколейкін найбільш виразно серед інших досліджуваних препаратів сприяли нормалізації активності різних ізоформ NOS, забезпечували ефективність мітохондріального окисного фосфорилювання, відновлення синтезу АТФ і блокування розвитку лактат-ацидозу, відновлювали активність ферментів антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, що в свою чергу, посилювало інактивацію ними АФК і додатково сприяло стабілізації окислювальних та апоптичних процесів клітин головного мозку. 

ВИСНОВКИ

В роботі вперше наведено нове експериментальне вирішення актуальної задачі сучасної фармакології, спрямованої на підвищення ефективності патогенетичної фармакотерапії ендотеліальної дисфункції та неврологічних ускладнень цукрового діабету шляхом використання рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1) та інтерлейкіну-2 (Ронколейкін) як ефективного нейропротективного засобу з ендотеліотропним механізмом дії.
1. Вперше доведено, що курсове введення щурам з цукровим діабетом РАІЛ-1 дозою 7,5 мг/кг та Ронколейкіну дозою 0,01 мг/кг активно стабілізувало функціональну активність ендотелію шляхом підвищення щільності та середнього діаметру ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори (відносно контрольних показників відповідно на 26-40 та 19-20 %, р<0,05) і судинної стінки судин головного мозку (відносно контрольних показників відповідно на 61-63 та 45-25 %, р<0,05), зростання пулу в них РНК (відносно контрольних показників відповідно на 61-68 та 40-161 %, р<0,01). При цьому підвищується активація трансляційної активності клітин відносно VEGF (відносно контрольних показників відповідно на 85-304 та 45-230 %, р<0,01) та попереждається формування ендотеліальної дисфункції, тобто РАІЛ-1 і Ронколейкін проявляють протекторну дію на ендотеліоцити капілярів і судин головного мозку. Ендотеліопротекторний ефект РАІЛ-1 визнано більш активним за впливом на середній діаметр, площу, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку, максимальний вплив на площу ядер та вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку виявив Ронколейкін.

2. Визначено відмінності антиоксидантної дії досліджуваних препаратів по стабілізації активності системи оксиду та оксидативного стресу, відновленню тіол-дисульфідної рівноваги. Найбільше зниження активності іNOS виявлено в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну (відносно контрольних показників відповідно на 67, 58 та 43 %) на тлі зростання активності ендотеліальної NO-синтази. Максимальний стабілізуючий вплив на рівні альдегидфенілгідразонів як раннього маркеру ОМБ в головному мозку щурів з ЦД відзначено в групі РАІЛ-1, Мексидолу та Ронколейкіну (відносно контрольних показників відповідно на 52, 48 та 46 %, р<0,05), на рівні карбоксилфенілгідразонів як пізнього маркеру ОМБ більш активно вплинули РАІЛ-1, Кортексин та Ронколейкін. Рівні відновлених форм глутатіону та тіолів та активність глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази максимально відновились в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, максимальне зниження окислених форм глутатіону та тіолів і рівнів нейротоксичного НТЗ (відносно контрольних показників відповідно на 78, 70 та 70 %) відзначено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. 

3. Під впливом РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину в умовах експериментального цукрового діабету у щурів відзначено максимальну стабілізацію енергозабезпечення тканин мозку за вірогідним підвищенням рівня АТФ (відносно рівнів контрольної групи відповідно на 197, 137 та 114%, р<0,001) та відновлення балансу показників вуглеводного обміну (пірувату, малату, лактату), що блокує розвиток лактат-ацидозу. Більш ефективне зниження рівнів АМФ встановлено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу (відносно рівнів контрольної групи відповідно на 53, 44 та 42%, р<0,01). Максимальна нормалізація щільності нейронів та площі їх тіл відзначена в групі Ронколейкіну, РАІЛ-1 та Мексидолу, стабілізація процесів апоптозу та зниження частки апоптичних клітин – в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну (відносно рівнів контрольної групи відповідно на 72, 61 та 55%, р<0,01). Більш активними за відновленням білкового синтезу в нейронах визнано РАІЛ-1, Ронколейкін та Тіоцетам (відносно рівнів контрольної групи відповідно на 69, 22 та 21%, р<0,01).
4. Системний аналіз дозволив встановити достеменні кореляційні зв’язки поміж відповідних показників ендотеліальної дисфункції, окислювально-відновної рівноваги, метаболічних показників та морфофункціонального стану головного мозку експериментальних тварин, лікованих досліджуваними препаратами в умовах цукрового діабету. Аналіз додаткових параметрів ендотеліальної дисфункції, а саме запропонованих оригінальних  коефіцієнтів – індекс реактивності капілярів (ІРК), індекс реактивності судин головного мозку (ІРС), коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) та метаболічний коефіцієнт (МК) – виявив максимальну значимість індексу реактивності судин головного мозку, що дозволяє використовувати його як ранній маркер ендотеліальної дисфункції в тканинах головного мозку при ЦД та як інтегральний показник адаптивних можливостей ендотелію.
5. За силою ендотеліопротективної дії, а саме нормалізацією параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів, РАІЛ-1 та ІЛ-2 вірогідно перевершили референс-препарати. Механізм ендотеліопротекторної дії Ронколейкіну, ймовірно, пов'язаний  зі впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводний метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється, ймовірно, шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 
6. Отримані результати обґрунтовують доцільність подальшого фармакологічного дослідження РАІЛ-1 та ІЛ-2 як перспективних нейропротективних препаратів вторинної церебропротекції ендотеліотропної дії. 
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АНОТАЦІЯ

Терещенко С. В. Ендотеліотропні властивості цитокінових препаратів інтерлейкінового ряду за умов експериментального цукрового діабету. – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 «Фармакологія». – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України», Київ, 2018.
Дисертація присвячена вирішенню задачі підвищення ефективності лікування ендотеліальної дисфункції та неврологічних ускладнень цукрового діабету. Вперше доведено, що рецепторний антагоніст інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1) та інтерлейкін-2 (ІЛ-2), мають ендотеліопротективну дію і попереджають розвиток ендотеліальної дисфункції на моделі аллоксан-індукованого цукрового діабету та встановлено їх перевагу перед тіоцетамом, мексидолом, мілдронатом, кортексином. Вперше порівняльним аналізом активності Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 встановлено, що максимальне блокування токсичних проявів нітрозилюючого та оксидативного стресів (вплив на активність іNOS, глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази, на рівні нейротоксичного НТЗ та відновлених форм глутатіону) відзначено у РАІЛ-1 та Ронколейкіну. Максимальний вплив на виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку відзначено в групі Ронколейкіну (нормалізація щільності нейронів) та РАІЛ-1 (стабілізація площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниження показників щільності апоптичних та деструктивно-змінених нейронів в складі клітин головного мозку).

Ключові слова: ендотелій, ендотеліальна дисфункції, рецепторный антагоніст інтерлейкіну-1, інтерлейкін-2, цукровий діабет, церебропротекція. 
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Tereshchenko S. V. Endotelioactive properties of cytokine preparations of interleukin series in a model of experimental diabetes mellitus. – Manuscript.
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The thesis is devoted to solution of the problem of increasing the efficacy of treatment of endothelial dysfunction and neurological complications of diabetes mellitus. 
This work represents performed study of endothelioprotective effects of cytokine medications of the interleukin series, namely, the receptor antagonist of interleukin-1 (RAIL-1) and interleukin-2 (IL-2) for experimental substantiation of the possibility of their use as effective neuroprotective agents with endotheliotropic action. Comparative medications were antioxidant drugs Tiocetam (nootropics/antihypoxant), Mexidol (nootropics/membrane stabilizer) and Mildronate (anti-ischemic energy-supplying medication), as well as neuropeptide nootropic Cortexin (with tissue-specific action).

For completeness of representations of metabolic disorders occurring in the brain tissues of animals with experimental hyperglycemia on the model of alloxan-induced experimental diabetes mellitus (AEDM), the dynamics of parameters of the endothelium, the activity of free radical damage (the state of the oxidated protein modification, the nitric oxide system and thiol-disulfide system), changes in the carbohydrate-energy state of the brain cells and the morphofunctional characteristics of the neurons of the sensomotor zone and comparably the influence on these options RAIL-1, IL-2 and the comparator agent.

It has been shown for the first time that RAIL-1 and IL-2 have endothelioprotective effects and prevent the development of endothelial dysfunction on the model of alloxan-induced diabetes mellitus and their advantage over tiocetam, mexidol, mildronate, and cortexin. The active effect on the average diameter, area, nucleus density and concentration of VEGF endothelial cells of the cortex capillaries and brain vessels walls was recognized as RAIL-1, the maximum effect on the content of CRI of endothelial cells in the brain vessels walls was revealed by Roncoleukin.
In the course of our experimental studies, it was found that cerebral ischemia was accompanied by severe violations of energy metabolism in the brain (the imbalance of adenyl nucleotides - a sharp decrease in the concentration of ATP, ADP, and an increase in the content of AMF) and the development of uncompensated acidosis. Positive modulation of carbohydrate-energy metabolism by the investigational medications was confirmed by the normalization of the main and additional parameters of energy supply of cells of brain tissues of rats against the background of experimental DM - led to an increase in the level of ATP and ADF against the background of decreasing the level of AMF and a significant increase in the number of pyruvate and malate against the background of parallel decline of lactic acid concentration. It was proved that the maximum effect was observed in the group RAIL-1, Roncoleukin and Cortexin.

For the first time, a comparative analysis of the activity of Tiocetam, Mildronate, Mexidolid, Cortexin, Roncoleukin, and RAIL-1 found that the maximum blocking of toxic manifestations of nitrosating and oxidative stresses (influence on the activity of iNOS, glutathione reductase and glutathione peroxidase, on the level of neurotoxic NTS and recovered forms of glutathione) was noted in RAIL -1 and Roncoleukin. For the first time, a comparative analysis of experimental therapy of alloxan-induced diabetes mellitus with cytokine medications, antioxidants and neuropeptides has shown that the maximum effect on the hydrocarbon-energy state (for the restoration of the ratio of ATP and AMF, levels of pyruvate, malate, lactate) and the severity of the negative changes in the functional state of the brain cells had the maximum effect in the Roncoleukin group (normalization of the density of neurons) and RAIL-1 (stabilization of the area of neuronal bodies and the activity of the synthesis of RNA in them, decrease in the density of apoptotic and destructively-altered neurons in the brain cells)

Thus, on the basis of experimental studies, the high therapeutic potential of a new approach to neuroprotection in diabetic encephalopathy with the use of targeted medications, the interleukin-1 receptor antagonist (RAIL-1) and interleukin-2 (IL-2), which offers wide opportunities for introduction into the medical practice of the proposed method aimed at interrupting the cytokine-dependent mechanisms of endothelial dysfunction in conditions of cerebral ischemia in diabetes mellitus.

For the first time, it has been proven with the help of system analysis that the endothelioprotective effect of Roncoleukin is related to the influence on the degree of binding of VEGF to the endothelium of brain vessels and the capillary network, the activation of enzymes of TDS (mainly GR) and NO-synthase, which leads to stabilization of the levels of reduced thiols and glutathione against the background of lowering the levels of oxidative intermediates TDS, normalizes the energy-carbohydrate metabolism and processes of apoptosis, blocks the manifestations of neurotoxicity. It has been shown for the first time that the endothelial prophylactic effect of RAIL-1 is achieved by stabilizing the content of RNA and systemic expression of VEGF in endothelial cells, levels of renewed thiols and glutathione by activating the TDS enzymes (predominantly GPR) and the activity of inducible NO-synthase, which results in lower levels of oxidized TDS intermediates and markers of neurotoxicity (NTS, Gcis), normalization of energy-carbohydrate metabolism and processes of apoptosis.

For the first time, it has been shown that among the original parameters of endothelial dysfunction, the capillary reactivity index (CRI), the index of brain vascular reactivity (IVR), the endothelial sensitivity coefficient (ESC), and the metabolic rate (MR), the maximum value of the averaged index of system formation has been found in the index of reactivity of the vessels of the brain, which characterizes the potential ability to stabilize the state of the endothelium of brain vessels in conditions of the damaging effect of hyperglycemia and can be used as an early endothelial marker of endothelial dysfunction in brain tissue with DM and as an integral indicator of adaptive capacity of endothelium.
Key words: endothelium, endothelial dysfunction, interleukin-1 receptor antagonist, interleukin-2, diabetes mellitus, cerebroprotection.
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Терещенко С. В. Эндотелиотропные свойства цитокиновых препаратов интерлейкинового ряда в условиях экспериментального сахарного диабета. – Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 «Фармакология». – ГУ «Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины», Киев, 2018.
Диссертация посвящена решению задачи повышения эффективности лечения эндотелиальной дисфункции и неврологических осложнений сахарного диабета. Впервые доказано, что цитокиновые препараты рецепторный антагонист интерлейкина-1 (РАИЛ-1) и интерлейкин-2 (ИЛ-2), имеют эндотелиопротективное действие и предупреждают развитие эндотелиальной дисфункции на модели аллоксан-индуцированного СД и установлено их преимущество перед антиоксидантами тиоцетамом, мексидолом, милдронатом и нейропептидом кортексином. Впервые сравнительным анализом активности антиоксидантов, нейропептида и цитокиновых препаратов установлено, что максимальное блокирование токсических проявлений нитрозирующего и оксидантного стрессов (влияние на активность iNOS, глутатионредуктазы и глутатионпероксидазы, на уровни нейротоксического нитротирозина и восстановленных форм глутатиона) отмечено у РАИЛ-1 и Ронколейкина. Максимальное влияние на выраженность негативных изменений функционального состояния клеток головного мозга отмечено в группе Ронколейкина (нормализация плотности нейронов) и РАИЛ-1 (стабилизация площади тел нейронов и активности синтеза РНК в них, снижение показателей плотности апоптотических и деструктивно-измененных нейронов в составе клеток головного мозга).
Ключевые слова: эндотелий, эндотелиальная дисфункции, рецепторный антагонист интерлейкина-1, интерлейкин-2, сахарный диабет, церебропротекция.
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СКОРОЧЕНЬ ТА ТЕРМІНІВ

АФГ – альдегидфенілгідразони; 

АФК – активні форми кисню;

ГП – глутатіонпероксидаза; 

ІЛ – інтерлейкін(и);

КФГ – карбоксилфенілгідразони; 

ОМБ – окислювальна модифікація білків;

РАІЛ-1– рецепторний антагоніст інтерлейкіну-1; 

IL(s) – інтерлейкін(и); 

NO – оксид азоту;

NOS – синтаза оксиду азоту.
