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АНОТАЦІЯ

Кабачна І. В. Нейропротекція наркоз-індукованих порушень головного мозку похідними сірко- та азотумісних гетероциклів. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.
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Мільйони пацієнтів щорічно звертаються до хірургів та піддаються впливу загальних анестетиків (ЗА) під час проведення діагностичних процедур і хірургічних втручань. Раніше вважалося, що ефекти анестезії швидко виникають і так само швидко зникають, тому після видалення анестетиків з організму головний мозок повертається до передопераційного стану і пацієнт пробуджується, отже негативні ефекти ЗА на центральну нервову систему (ЦНС) в віддаленому постнаркозному періоді відсутні. Однак в останні роки з накопиченням даних епідеміологічних і експериментальних досліджень впливу ЗА на головний мозок, стало очевидним, що центральні анестетики крім основної анальгезуючої та гіпногенної дії викликають перманентні ішемічно/гіпоксичні нейрональні і неврологічні зміни та ряд побічних нейротоксичних ефектів шляхом запуску запрограмованої загибелі нейронів – апоптозу. Показано, що на частоту і тяжкість побічного впливу наркозу на ЦНС впливають доза анестетиків і тривалість загальної анестезії. Найбільш ранньою маніфестацією нейронального ушкодження, обумовленого ЗА, є порушення вищих коркових функцій, в першу чергу, пам'яті і когнітивних процесів, та розвиток післяопераційної когнітивної дисфункції (ПОКД, postoperative cognitive dysfunction). Найбільш уразливими до дії загальних анестетиків є функція уваги, короткострокова пам'ять, швидкість психомоторних і когнітивних реакцій. Разом з тим в літературі лише деякі роботи присвячені застосуванню нейропротективних препаратів для профілактики і лікування нейрокогнітивних розладів в післяопераційному періоді. 
Профілактична нейропротективна терапія, поряд з вибором адекватного варіанту анестезії, своєчасної корекцією порушень гемодинаміки, газообміну і гомеостазу, набуває найважливіше значення для запобігання ушкоджень нейронів або усунення когнітивної дисфункції, яка вже виникла в ранньому післяопераційному періоді, коли ці зміни ще є потенційно зворотними. Впливаючи на церебральний метаболізм, вона попереджає або перериває патологічні каскади, що викликають дисфункцію або загибель нейронів. Для отримання максимального протективного ефекту з метою профілактики та лікування ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі під час ЗА, необхідно домогтися переривання патогенетичного постгіпоксичного каскаду на більш ранніх етапах, в тому числі на етапі активації некрозо/апоптотичних процесів в зонах ішемічно/гіпоксичних пошкоджень тканин.

З метою поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань перспективним напрямком також може бути розширення асортименту засобів первинної та вторинної нейропротекції шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією, що діють як аналептики на ті ж структури, які остаточно пригнічені самим центральним анестетиком або його активними метаболітами. У зв'язку з цим обґрунтованим і перспективним є пошук серед похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) універсальних, нешкідливих нейропротекторів з аналептичною дією, які здатні швидко і ефективно прискорювати реанімацію життєвоважливих функцій організму, загальну детоксикацію, переривати наркоз, вирішувати одразу широкий спектр медико-соціальних проблем невідкладних станів.
Порівняльний фармакологічний аналіз АП дозволив встановити, що усі вони мають гетероциклічну структуру та схожі ділянки, де вони поєднуються з сіркою чи азотом. Отже, першим етапом нашої роботи став аналіз структур відомих аналептиків для встановлення молекулярних фрагментів (дескрипторів), які відповідають за прояв речовинами аналептичного ефекту (АЕ) для наступного цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією.

Виходячи з результатів проведеного PASS-аналізу було проаналізовано 68 доступних для цілеспрямованого синтезу речовин з похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів, в структурі яких в різних комбінаціях представлені обрані нами «аналептичні» дескриптори. PASS-прогнозування передбачає теоретичну ймовірність прояву ефектів, але не їх величину, яка може залежати від фізико-хімічних (розчинність, реакційну здатність, стійкість субстанції до температури, світла) та біохімічних (токсичність, біодоступність, широту терапевтичної дії, сумісність з іншими ліками, ступінь і швидкість метаболізму субстанції, активність і токсичність метаболітів, наявність побічних ефектів) факторів.

З урахуванням цих аспектів на підставі PASS-прогнозування, думки синтетиків, фізико-хіміків і практики попередніх фармакологічних досліджень для первинного фармакологічного скринінгу потенційних нейропротекторів-аналептиків були відібрані 3 речовини, похідні сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів з умовною назвою гетерозид-21, гетерозид-31 і гетерозид-321.

Наступною метою наших досліджень стала розробка стандартизованих методик фармакологічного скринінгу для оригінальних речовин з АЕ, тому що на даний момент (за даними літератури) вони не задовольняють практичні потреби. Тому нами був проведений комплекс досліджень згідно сформульованого нами логічно обгрунтованого алгоритму, який включав перевірку АЕ на адекватних (за механізмом і симптомами), відтворюваних і доступних моделях патологічних станів; об'єктивний і відтворений показник величини АЕ на прикладах класичних аналептиків і оригінальних субстанцій; вибір оптимальних доз наркозних препаратів та ефективних, універсальних та доступних препарати порівняння (класичні аналептики) вітчизняного виробництва, а також оптимального часу, дози і шляху введення досліджуваних речовин.
Перевірку адекватності запропонованих стандартизованих моделей наркозу з використанням різних за механізмом дії загальних анестетиків та вивчення аналептичної дії гетерозидів в порівнянні з класичними аналептиками – кетаміном, пропофолом та тіопенталом натрію. Аналіз отриманих результатів дозволив теоретично обґрунтувати, експериментально підтвердити і запропонувати в практику такі параметри як оптимальні дози наркозних препаратів (кетамін 150 мг/кг; пропофол 120 мг/кг; тіопентал натрію 70 мг/кг) і сульфокамфокаїну 20 мг/кг як препарату порівняння; оптимальний час введення аналептиків на піку наркозу (для кетамінового – 15 хвилина; пропофолового – 25 хвилина; тіопенталового – 25 хвилина), а також методику визначення піку наркозу.

З метою розробки ефективних засобів профілактики та лікування постнаркозних ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку було проведення досліджень з кількісної (статистично-достовірної) оцінки рівня пробуджуючого ефекту та порівняння в однакових умовах різних оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в якості нейропротекторів з аналептичною дією. Для цього вивчали аналептичні властивості гетерозидів шляхом визначення ефективної пробуджуючої дози гетерозидів на трьох моделях наркозу. Суттєва різниця кількісних характеристик динаміки ЧДР/хв., ТН та АЕ, отриманих під час відтворення моделей наркозу з кетаміном, пропофолом та тіопенталом, а також комплексу поведінкових реакцій тварин із відповідних груп контролю, гетерозидів та СКК пояснюються остаточною післянаркозною інтоксикацією і підкреслює виразні переваги гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 над класичним аналептиком СКК.

Для розширення асортименту засобів первинної та вторинної нейропротекції шляхом модуляції процесів нейроапоптозу, одним з напрямків роботи було порівняння нейропротективної активності гетерозидів та референс-препаратів цереброкуріну та ноопепту в умовах експериментальних наркозів кетаміном та пропофолом за впливом на вміст в тканинах головного мозку щурів проапоптотичного білку c-Fos та антиапоптотичного bcl-2-білку.
Аналіз отриманих результатів дозволяє зробити висновок, що на моделях кетамінового та пропофолового наркозів у щурів відтворено нейродеструктивні зміни тканини мозку внаслідок ішемічного постнаркозного ушкодження, які супроводжувались активізацією процесів апоптозу (зростанням кількості c-fos-позитивних клітин, зниженням вмісту bcl-2-білку) та мали відмінності на цих експериментальних моделях.
В нашому експерименті встановлено, що виразність процесів апоптозу під дією досліджених анестетиків має відмінності – вміст c-fos-позитивних клітин на 28% нижчий, а вміст bcl-2-позитивних клітин на 15% вищий на моделі пропофолового наркозу в порівнянні з кетаміном. Ефективність експериментальної нейропротективної терапії гетерозидом, цереброкурином та ноопептом також має відмінності на цих моделях. Доведено, що на експресію генів раннього реагування c-fos, який має проапоптотичні властивості (за зниженням щільності c-fos-позитивних клітин) – більш рівнозначно впливав гетерозид, а на експресію антиапоптотичного білку bcl-2 (за підвищенням концентрації bcl-2 білку) – цереброкурин.

Загальна анестезія може бути причиною виникнення в післяопераційному періоді ушкоджень ЦНС, серед яких особливе місце займає післяопераційна когнітивна дисфункція, а саме порушення функції уваги, короткострокової пам'яті, швидкості психомоторних і когнітивних реакцій. Тому нами було оцінено нейропротективну дію гетерозиду, цереброкурину та ноопепту, а саме корекцію ними когнітивно-мнестичних і поведінкових порушень після кетамінової анестезії.
Наступним етапом даної роботи було вивчення нейропротективних та аналептичних властивостей гетерозидів в умовах гострої алкогольної інтоксикації, яке стало частиною дослідження нешкідливості цих сполук. Визначення LD50 гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 проводилося на білих нелінійних мишах експрес-методом Т.В. Пастушенко в діапазоні доз від 1000 до 5000 мг/кг. Результати дослідів за класифікацією Hodge та Sterner дозволили віднести досліджені гетерозиди до ІV класу мало токсичних речовин. Вивченням на моделі гострої алкогольної інтоксикації доведено, що гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 проявляли аналептичний/антинаркотичний ефект в 1,64-2,71 раз більш ефективно ніж класичний аналептик СКК в дозах в 10-20 разів більших.
Ключові слова: загальна анестезія, анестетики, гетерозиди, аналептичний ефект, інтраопераційна церебропротекція, післяопераційна когнітивна дисфункція. 
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Millions of patients turn to surgeons and are exposed to General anaesthetics (GА) during diagnostic procedures and surgical interventions. Previously it was thought that the effects of the anesthesia quickly arise and just as quickly disappear, so after removal of the anesthetics from the body the brain is returned to the preoperative state and the patient is awakened, and therefore, negative effects on the Central nervous system (CNS) in a remote post anesthesia period are not available. However, in recent years with the accumulation of data from epidemiological and experimental studies of the effect on the brain, it became obvious that the Central anesthetics in addition to the main analgesic and henoheno actions cause permanent ischemia/hypoxic neuronal and neurological change and a number of neurotoxic side effects by triggering programmed neuronal death – apoptosis. It is shown that the frequency and severity of side effects of anesthesia on the Central nervous system can affect the dose of anesthetics and duration of General anesthesia. The earliest manifestation of neuronal damage, determined BY, is a disturbance of higher cortical functions in the first place, memory and cognitive processes, and the development of postoperative cognitive dysfunction (postoperative cognitive dysfunction postoperative cognitive dysfunction). The most vulnerable to the effects of General anesthetics is a function of attention, short-term memory, speed of psychomotor and cognitive reactions. However, in the literature only a few works are devoted to the application of neuroprotective drugs for the prevention and treatment of neurocognitive disorders in the postoperative period. 

Prophylactic neuroprotective therapy, along with appropriate anesthesia option, timely correction of hemodynamic, gas exchange and homeostasis, is essential in order to prevent damage of neurons or eliminate cognitive dysfunction that has already occurred in the early postoperative period, when these changes are still potentially reversible. Affecting cerebral metabolism, it prevents or interrupts the pathologic cascades that cause the dysfunction or death of neurons. To obtain the maximum protective effect with the purpose of prevention and treatment of ischemia/hypoxic damage of brain tissue, including the time necessary to achieve postheparin interrupt the pathogenetic cascade in the earlier stages, including the stage of activation of necrose/apoptotic processes in zones of ischemia/hypoxic damage of tissues.

With the aim of improving anesthetic safety during surgical interventions, a promising direction could also be an expansion of the range of primary and secondary neuroprotect by purposeful synthesis of potential neuroprotectors with analeptics effect, act as a analeptic on the same structure, which finally suppressed the Central anesthetic or its active metabolites. In this regard, reasonable and promising is to search among the derivatives of sulfur – and nutrigenomic heterocycles (heterosis) universal, harmless neuroprotectors with analeptics action that can quickly and effectively accelerate the resuscitation of the vital functions of the body, the total detox, stop anesthesia, to solve a wide range of medical and social problems of emergency.

Comparative pharmacological analysis of AP has allowed to establish that they all have heterocycle structure and similar areas, where they are combined with sulfur or nitrogen. So, the first step of our work was the analysis of the structures of known analeptics to establish molecular fragments (descriptors), which are responsible for the manifestation of substances analitichnogo effect (AE) for the next targeted the synthesis of potential neuroprotectors with analeptics action.

Based on the results of the conducted PASS-analysis was analyzed 68 available for targeted synthesis of substances derived from sulfur - ad nutrigenomic heterocycles, the structure of which in different combinations are the chosen us "analeptic" descriptors. PASS-prediction provides a theoretical probability of effects, but not their size, which may depend on physico-chemical (solubility, reactivity, stability of the substance up to temperature, light) and biochemical (toxicity, bioavailability, breadth of therapeutic action, compatibility with other medications, the extent and rate of metabolism of the substance, the activity and toxicity of metabolites, the presence of side effects) factors.

Taking into account these aspects on the basis of PASS prediction, the views of synthetics, physico-chemists and the practice of the preliminary pharmacological studies for the primary pharmacological screening of potential neuroprotectors-analeptics were selected 3 substances derived Circo – and nutrigenomic heterocycles with the provisional name of heterosides-21, heterosides-31 and heterosides-321.

The next goal of our research was the development of standardized pharmacological screening techniques for the original substances with AE, because at the moment (according to the literature) they do not meet practical needs.  Therefore, we conducted a complex of studies in accordance with the logically based algorithm formulated by us, which included verification of AE on adequate (by mechanism and symptoms), reproducible and accessible models of pathological states;  objective and reproducible indicator of the value of AE on the examples of classical analeptics and original substances; selection of optimal doses of anesthetic drugs and effective, universal and affordable comparisons (classical analeptics) of domestic production, as well as optimal time, dose and route of administration of the substances studied.

 The adequacy test of the proposed standardized anesthetic models using various mechanisms of action of general anesthetics and the study of the analeptic action of heterosis in comparison with classical analeptics – ketamine, propofol and sodium thiopental.  The analysis of the results allowed to theoretically substantiate, experimentally confirm and suggest in practice such parameters as optimal doses of anesthetic drugs (ketamine 150 mg/kg; propofol 120 mg/kg; sodium thiopental 70 mg/kg) and sulfocamacocain 20 mg/kg as a comparison preparation;  the optimal time of administration of analeptics at the peak of anesthesia (for ketamine - 15 minutes; propofol - 25 minutes; thiopental - 25 minutes), as well as a method for determining the peak of anesthesia.

 In order to develop effective means of prophylaxis and treatment of post-hereditary ischemic / hypoxic damages of brain tissues, it was necessary to carry out quantitative (statistically reliable) evaluation of the level of the stimulating effect and to compare in the same conditions different original derivatives of serum and nitrogen-containing heterocycles (heterozids) as neuroprotectors from  analeptic action. For this purpose, the analeptic properties of heterozoids were studied by determining the effective accelerating dose of heterozoids on three models of anesthesia. The significant difference between the quantitative characteristics of the dynamics of CDDmin, TN and AE obtained during the reproduction of anesthetic models with ketamine, propofol and thiopental, as well as the complex of behavioral reactions of animals from the respective control groups, heterozids and CCM, is explained by the final post-narcotic intoxication and emphasizes the expressive advantages of heterozoid  -21, heterozidine-31, heterozidine-321 over the classical anaerobic CCK.

To expand the range of primary and secondary neuroprotection through modulation of neuroapoptotic processes, one of the directions of work was to compare the neuroprotective activity of heterozyds and reference drugs of cerebrocurin and noopepte in the conditions of experimental anesthesia with ketamine and propofol following the influence on the content of the brain tissue of rat proapoptotic protein c-Fos  and anti-apoptotic bcl-2 protein.

Analysis of the results suggests that neuronal dysfunctional changes in brain tissue due to ischemic post-nasal injury, which were accompanied by activation of apoptosis processes (increase in the number of c-fos-positive cells, lowering of bcl-2 protein content) were reproduced on the models of rat ketamine and propofol anesthesia in rats, and  had differences on these experimental models.

Our experiment found that the severity of the processes of apoptosis under the influence of the investigated anesthetics has differences: the content of c-fos-positive cells is 28% lower and the content of bcl-2-positive cells is 15% higher than the model of propofol anesthesia compared with ketamine. The efficacy of experimental neuroprotective therapy with heterozidom, cerebrocurin and noopepte also has differences in these models.  It has been proved that expression of the early response genes of c-fos, which has proapoptotic properties (by decreasing the density of c-fos-positive cells), more than equally affects heteroside and the expression of the anti-apoptotic protein bcl-2 (with increasing bcl-2 protein concentration)  - cerebro Cure

 General anesthesia can be the cause of the occurrence in the postoperative period of damage to the central nervous system, among which a special place is postoperative cognitive dysfunction, namely, disruption of attention function, short-term memory, the speed of psychomotor and cognitive responses.  Therefore, we assessed the neuroprotective effect of heterozoid, cerebrocurene and noophept, namely, the correction of cognitive-mnestic and behavioral disorders after the ketamine anesthesia.

The next stage of this work was the study of neuroprotective and analeptic properties of heterozoids in acute alcohol intoxication, which became part of the study of the harmlessness of these compounds.  Determination of LD50 heterozidine-21, heterozid-31, heterozidine-321 was performed on white nonlinear mice by T.V. Pastushko in the range of doses from 1000 to 5000 mg / kg.  The results of the Hodge and Sterner classifications allowed the studied heterozoids to be classified in the fourth grade of low toxic substances.  The study on the model of acute alcohol intoxication has proved that heterozid-21, heterozid-31, heterozid-321 exhibited analeptic / anti-drug effect in 1.64-2.71 times more efficiently than the classical anaerobic CCK in doses 10-20 times larger.

Key words: general anesthesia, anesthetics, heterosis, analeptic effect, intraoperative cerebroprotection, postoperative cognitive dysfunction.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, 

ОДИНИЦЬ, СКОРОЧЕНЬ ТА ТЕРМІНІВ

АЕ – аналептичний ефект;

АОА – антиоксидантна активність;

АФК – активні форми кисню;

ВРО – вільнорадикальне окиснення;

ГПМК – гострі порушення мозкового кровообігу; 

ГП – глутатіонпероксидаза; 

ЗА – загальна анестезія;

ІМ – інфаркт міокарда;

МП – мітохондріальна пора; 

ОМБ – окислювальна модифікація білків;

ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів; 

ПОДК – післяопераційна когнітивна дисфункція;

ЦВХ – цереброваскулярні хвороби; 

ЦД – цукровий діабет;
ЦНС – центральна нервова система;

NK-kF – ядерний транскрипційний фактор κB;

NO – оксид азоту;

NOS – синтаза оксиду азоту; 

TNF(s) – фактор(и) некрозу пухлин.

ВСТУП

Актуальність теми. Актуальною проблемою сучасної медицини є зростаюча поширеність анестезіологічних ускладнень під час і після наркозу, а саме патології ЦНС після оперативних втручань під загальною анестезією (ЗА) [46,77,123,250]. Така пильна увага до неї пов'язана з високою частотою анестезіологічних ускладнень [ ], відсутністю можливості вирішення питання їх профілактики, банальністю їх причин і величезною пошкоджуючою здатністю, збільшенням (в західних країнах) числа і розмірів судових позовів за анестезіологічні помилки.

В останні 10 років з накопиченням даних епідеміологічних і експериментальних досліджень впливу ЗА на головний мозок, стало очевидним, що центральні анестетики крім основної анальгезуючої та гіпногенної дії викликають перманентні нейрональні і неврологічні зміни та ряд побічних нейротоксичних ефектів шляхом запуску запрограмованої загибелі нейронів – апоптозу. Найбільш ранньою маніфестацією нейронального ушкодження, обумовленого ЗА, є порушення вищих коркових функцій, в першу чергу, пам'яті і когнітивних процесів, та розвиток післяопераційної когнітивної дисфункції (ПОКД, postoperative cognitive dysfunction). Показано, що на частоту і тяжкість побічного впливу наркозу на ЦНС впливають доза анестетиків і тривалість загальної анестезії [127,169,225].
Важливе місце в патогенезі неврологічних ускладнень центрального генезу в постнаркозному періоді займають різноманітні ланки каскаду ішемічно/гіпоксичного ураження тканин головного мозку, які пов’язані між собою та детерміновані в часі. Для отримання максимального протективного ефекту для профілактики та лікування ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі під час ЗА, необхідно домогтися переривання патогенетичного постгіпоксичного каскаду на більш ранніх етапах, в тому числі на етапі формування тіол-дисульфідного та енергетичного дисбалансу, активації некрозо/апоптотичних процесів в зонах ішемічно/гіпоксичних пошкоджень тканин [134,246,254]. 

З метою поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань перспективним напрямком може бути розширення асортименту засобів первинної та вторинної нейропротекції шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією, що діють як аналептики на ті ж структури, які остаточно пригнічені самим центральним анестетиком або його активними метаболітами. У зв'язку з цим обґрунтованим і перспективним є пошук серед похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) універсальних, нешкідливих нейропротекторів з аналептичною дією, які здатні швидко і ефективно прискорювати реанімацію життєвоважливих функцій організму, загальну детоксикацію, переривати наркоз, вирішувати одразу широкий спектр медико-соціальних проблем невідкладних станів.
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 завдання дослідження. Мета роботи – на підставі експериментальних досліджень обґрунтувати доцільність застосування оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в якості ефективних нейропротективних засобів з аналептичною дією для фармакокорекції структурно-функціональних порушень головного мозку в умовах експериментальних наркозів та алкогольної інтоксикації.

Для досягнення зазначеної мети були поставлені такі завдання:
1. Провести дескрипторно-фармакологічний аналіз та PASS-прогнозування структур класичних аналептиків для встановлення дескрипторів аналептичного ефекту, розробити та експериментально апробувати теоретично-практичний алгоритм цілеспрямованого пошуку, синтезу та скринінгу оригінальних нейропротекторів з аналептичною дією.
2. Дослідити в експерименті аналептичні та антигіпоксичні ефекти похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в порівнянні з референс-препаратами в умовах експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом та тіопенталом натрію.
3. Вивчити патобіохімічні зміни у гомогенаті головного мозку щурів при застосуванні компонентів нейроанестезії в умовах експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом та тіопенталом натрію та встановити особливості їх нейропротективної здатності.

4. Провести порівняння нейропротективної активності гетерозидів та референс-препаратів в умовах експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом та тіопенталом натрію за впливом на показники системи оксиду азоту, стан тіол-дисульфідної системи та морфофункціональні показники нейронів сенсомоторної зони кори головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом.

5. Оцінити нешкідливість оригінальних гетерозидів та ефективність їх антинаркотичної дії на моделі гострої алкогольної інтоксикації.

Об’єкт дослідження: фармакотерапія метаболічної та ішемічної нейродеструкції, обумовленої дією наркозних препаратів та етанолу.

Предмет дослідження: нейропротективна дія оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) порівняно з референс-препаратами при експериментальних наркозах та гострій алкогольній інтоксикації.

Методи дослідження: фармакологічні (моделювання експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом, тіопенталом натрію та гострої алкогольної інтоксикації у щурів та мишей), біохімічні, імуноферментні, гістоморфометричні, статистичні.

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше доведено, що оригінальні похідні сірко- та нітрогенвмісні гетероцикли (гетерозиди) мають нейропротективну дію з аналептичним ефектом і попереджають розвиток когнітивно-мнестичної дисфункції на моделі експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом, тіопенталом натрію та встановлено їх перевагу перед сульфокамфокаїном та пірацетамом. 
Вперше створено теоретичні основи та експериментально-методологічну базу для цілеспрямованого пошуку оригінальних препаратів з аналептичною дією: розроблено теоретично-практичний алгоритм цілеспрямованого пошуку, синтезу, скринінгу оригінальних нейропротекторів з аналептичною дією, згідно якому на підставі дескрипторно-фармакологічного аналізу та PASS-прогнозування структур класичних аналептиків і 68 віртуальних структур визначено дескриптори-носії аналептичної дії; дана оцінка можливостей і недоліків програми PASS, а також перспективи її застосування для прогнозування аналептичної активності. Вперше теоретично обґрунтовані, експериментально підтверджені і запропоновані в практику такі параметри як оптимальні дози наркозних препаратів, оптимальний час введення аналептиків на піку наркозу та методика визначення піку наркозу.
Вперше встановлено, що застосування оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозиди) привело до дозозалежного скорочення тривалості наркозу, відновлення активності дихального центру та поведінкових реакцій тварин на різних моделях наркозів, стабілізує метаболізм постнаркозної кетамінової, пропофолової, тіопенталової та алкогольної інтоксикації та попереджає розвиток нейродегенеративних ускладнень в пост наркозному періоді. 

Вперше на моделі експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом, тіопенталом натрію досліджено характер впливу препаратів для нейроанестезії на перебіг енергоструктурних процесів у тканині головного мозку, після застосування нейроанестезії визначено нейропатологічний дефіцит та встановлено, що використання оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісні гетероцикли (гетерозиди) сприяє його мінімізації. Встановлено зв'язок їх нейроопротективної здатності зі співвідношенням про- та антиоксидантного потенціалів тканин головного мозку, а також роль цих потенціалів в інтенсивності процесів нейродеструкції після застосування кетаміну, пропофолу та натрій оксибутирату.
Вперше встановлено, що кетамінова, пропофолова та тіопенталова анестезії призводить до порушень неврологічного статусу експериментальних тварин  на 2 добу, а також в більш віддалені  терміни (10 доба) призводить до погіршення когнітивно-мнестичних функцій. Вперше порівняльним аналізом експериментальної нейропротекторної терапії наркотизованих кетаміном, пропофолом та натрій оксибутиратом щурів оригінальними похідними сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозиди) доведено, що максимальний вплив на виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку мав гетерозид-321  (нормалізація щільності нейронів) та гетерозиду-31 (стабілізація площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниження показників щільності апоптотичних та деструктивно-змінених нейронів в складі клітин головного мозку).

Практичне значення отриманих результатів. Практична значущість роботи визначається тим, що вперше експериментально доведено та продемонстровано високий терапевтичний потенціал нового підходу до нейропротекції при неврологічних ускладнень загальної анестезії та наркоз-індукованих нейродегенеративних уражень з використанням таргетних ефективних нейропротективних засобів з аналептичною дією – оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозиди), що відкриває широкі можливості для впровадження в медичну практику запропонованого способу, спрямованого на переривання апоптоз-залежних механізмів нейродегенерації в умовах наркозної та алкогольної інтоксикації. 

Згідно з результатами отриманих досліджень спосіб анестезіологічної нейропротекції з використанням оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозиди) може становити безсумнівний інтерес для практичного застосування з метою профілактики та лікування неврологічних ускладнень загальної анестезії. Разом з тим, виявлені механізми нейропротективної дії похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозиди) можуть сприяти створенню нового покоління ефективних лікарських препаратів, що надають спрямовану дію на ключові ланки нейродегенеративних змін в терапії постнаркозних ускладнень та критичних станів. 

Основні результати досліджень впроваджені в навчальний процес кафедр кафедри клінічної фармакології Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації НФаУ, кафедри фармакології та медичної рецептури Запорізького державного медичного університету, кафедри фармакології та токсикології Харківської державної зооветеринарної академії, а також науковий процес Харківського наукового центру військової екології, КЗ охорони здоров’я Харківського обласного бюро судово-медичної експертизи, ДУ Інститут неврології, психіатрії та наркології НАМН України (Харків) та Державного наукового центру лікарських засобів і медичної продукції (Харків).

Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно здійснений патентно-інформаційний пошук, аналіз наукової літератури з цієї тематики, визначені мета та завдання дослідження, освоєно та відтворено моделі цукрового діабету. Проаналізовано дані про сучасний стан досліджень та використання у клінічній практиці нових нейропротективних та аналептичних засобів. Дисертант самостійно провів біохімічні дослідження з вивчення показників нітрозилюючого стресу, антиоксидантної системи, енергетичного метаболізму головного мозку. Морфометричні, імуногістохімічні, імуноферментні методи та метод імуноблотінгу 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 роботи. Основні положення наукової роботи оприлюднені та обговорені на науково-практичних конференціях, конгресах різного рівня і з’їздах: міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Topical issues of new drugs development» (Харків, 2016), VIII Національному з’їзду фармацевтів України «Фармація ХХІ століття: тенденції та перспективи» (Харків, 2016), республіканській науково-практичній конференції «Актуальные вопросы образования, науки и производства в фармации» (Тошкент, 2016), XII Міжнародній (XXI Всеросійської) Пироговській науковій медичній конференції студентів і молодих вчених (Москва, 2017), міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Topical issues of new drugs development» (Харків, 2017), ХІІ науково-практичній конференції молодих вчених і студентів «Роль молодежи в развитии медицинской науки» ТДМУ ім. Абуалі ібні Сіно з міжнародною участю присвяченій «Року молоді» (Душанбе, 2017), VІ міжвузівській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальные проблемы экспериментальной и клинической биохимии» (Харків, 2017), міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Topical issues of new drugs development» (Харків, 2018).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 25 наукових роботи, із них 6 статей у фахових виданнях в галузі медицини, рекомендованих МОН України, 3 статті в іноземних журналах з напрямку дисертації, 4 патенти, 4 інформаційні листи при нововведення в системі охорони здоров’я, 8 тез доповідей на наукових конференціях та з’їздах.
Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота написана українською мовою, викладена на 201 сторінці комп’ютерного друку, складається зі 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 239 найменування, з них 66 – кирилицею, 173 – латиницею. Дисертація ілюстрована 20 таблицями та 13 рисунками. 

РОЗДІЛ 1
СУЧАСНІ НАПРЯМКИ ФАРМАКОЛОГІЧНОЇ КОРЕКЦІЇ ПОСТНАРКОЗНИХ НЕВРОЛОГІЧНИХ УСКЛАДНЕНЬ ТА ПЕРСПЕКТИВИ ЗАСТОСУВАННЯ НЕЙРОПРОТЕКТОРІВ 

З АНАЛЕПТИЧНОЮ ДІЄЮ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
Щороку в світі мільйони пацієнтів різного віку піддаються впливу загальної анестезії (ЗА) при діагностичних процедурах і хірургічних втручаннях. Реакція організму на наркоз, операційну травму являє собою універсальну комплексну відповідь біологічної системи на стресовий вплив. Зміни в усіх життєво важливих органах і системах, що викликаються гетерогенним класом хімічних сполук, реалізуються через множинні механізми, які повністю не вивчені [9,17,69,230]. 

Цільовий орган для дії центральних анестетиків – головний мозок. Протягом багатьох років вважалося, що ефекти анестезії виникають швидко і так само швидко зникають і головний мозок повертається до передопераційного стану, як тільки анестетик видаляється з організму і пацієнт пробуджується, тобто центральні анестетики повністю елімінуються з організму і не залишають негативних ефектів на центральну нервову систему (ЦНС) в віддаленому постнаркозному періоді [115,176,201]. Однак в останні 10 років, у міру накопичення в світовій практиці клінічного досвіду, даних епідеміологічних і експериментальних досліджень впливу ЗА на головний мозок, стало очевидним, що центральні анестетики викликають перманентні нейрональні і неврологічні зміни, найбільш виражені в мозку, який розвивається або старіє. Найбільш ранньою маніфестацією нейронального ушкодження, обумовленого ЗА, є порушення вищих коркових функцій, в першу чергу, пам'яті і когнітивних процесів [81,130]. Стало очевидним, що ЗА, крім основної анальгезуючої та гіпногенної дії, може викликати і ряд побічних нейротоксичних ефектів шляхом запуску запрограмованої загибелі нейронів – апоптозу [ 5,182].
Неврологічним анестезіологічним ускладненням присвячені безліч публікацій і деякі анонімні опитування лікарів-анестезіологів та лікарів інтенсивної терапії [73]. Однак більшість анестезіологів не хочуть обговорювати подробиці виникаючих ускладнень, тим більше визнавати факт припускання помилок своїх або колег. Звідси 90-95% помилок взагалі ховаються і реєструються тільки ті, які призводять до тяжких наслідків: важкої довго і погано коригуємої гіпотонії, зупинки кровообігу, важкої гіпоксемії і постгіпоксичної енцефалопатії, гострої ниркової недостатності, поліорганної недостатності та ін. [3,39,70].

Проблема патології ЦНС після оперативних втручань під ЗА є однією з актуальних в неврології та анестезіології. Така пильна увага до неї пов'язана, перш за все, з високою частотою анестезіологічних ускладнень [68,84,212], відсутністю можливості вирішення питання їх профілактики, банальністю їх причин і величезною пошкоджуючою здатністю, збільшенням (в західних країнах) числа і розмірів судових позовів за анестезіологічні помилки [61,192].
З розвитком мікрохірургічної техніки розширилися можливості проведення складних реконструктивно-відновлювальних операцій, в тому числі кардіологічних, на периферичній нервовій системі та дистальних відділах опорно-рухового апарату, що призводить до збільшення тривалості анестезіологічної допомоги. З метою зниження ймовірності та тяжкості анестезіологічних ускладнень під час і після наркозу розробляються варіанти ЗА при мікрохірургічних операціях, а також вдосконалюються методики провідникової анестезії. Однак на сьогоднішній день проблема негативного впливу ЗА на функціональний стан ЦНС не викликає гідного резонансу у клінічних неврологів, а в переважній більшості випадків цікавить анестезіологів і фармакологів [18,102].
Протягом останніх 10-15 років відзначається пожвавлення інтересу до вивчення функціонального стану ЦНС після операцій в умовах ЗА [190,198], з'явилися роботи, які свідчать про розвиток метаболічних змін на нейрональному рівні, порушення процесів синаптичної передачі, зміни біоелектричної активності головного мозку, порушення мікроциркуляції і тканинної гіпоксії. З'явилися публікації, які свідчать про пошкодження функціонального стану ЦНС (зокрема, когнітивних функцій) після різних видів ЗА. До них, зокрема, відносяться: зниження пізнавальних здібностей, порушення моторних функцій, уваги, погіршення пам'яті, виникнення психотичних реакцій. Показано, що на частоту і тяжкість побічного впливу наркозу на ЦНС впливають доза анестетиків і тривалість ЗА [63,106,190231]. Однак неврологами не враховується несприятливий вплив центральних анестетиків на ЦНС у пацієнтів молодого віку після тривалих оперативних втручань в загальнохірургічній і, особливо, в мікрохірургічній практиці, оскільки подібні маніпуляції не супроводжуються значною крововтратою, змінами периферичної та центральної гемодинаміки, які б загрожували життю хворого, і тому помилково оцінюються як «неускладнені» оперативні втручання.

Внаслідок цього пацієнти після виписки зі стаціонару, як правило, спостерігаються у хірургів і випадають зі сфери динамічного диспансерного неврологічного спостереження, проте в подальшому у цієї групи хворих, за рахунок патологічних змін функціонального стану ЦНС в післяопераційному періоді, зростає ризик розвитку відстрочених енцефалопатій, порушуються процеси трудової та соціально-побутової адаптації. Але зниження шкідливої дії загального знеболювання на ЦНС повинно стати неодмінною умовою його високої якості, що має особливу значущість для пацієнтів молодого працездатного віку [2,6,209].
Єдиний шлях профілактики патології ЦНС після оперативних втручань в умовах тривалої ЗА – своєчасна діагностика і патогенетично обґрунтована терапія, спрямована на адеквану корекцію післянаркозних неврологічних ускладнень [173,208].
1.1. Сучасний стан проблеми неврологічних ускладнень загальної анестезії

Неухильне піднесення інтересу до проблеми неврологічних ускладнень після оперативних втручань під ЗА обумовлене розширенням обсягу мікрохірургічної і пластичної хірургії зі збільшенням тривалості ЗА до 5-7 год і більше. Результатом цього є пропорційне збільшення числа спостережень ураження ЦНС в післяопераційному періоді в найрізноманітніших клінічних формах.

На думку більшості авторів, клінічні прояви церебральної дисфункції після дії загальних анестетиків зберігаються протягом деякого періоду часу (від декількох годин до декількох днів післяопераційного періоду). При цьому зазначено, що збільшення тривалості ЗА призводить до збільшення тривалості і вираженості церебральної дисфункції в постнаркозному періоді [62,199,210]. Зміст навіть мінімальних концентрацій анестетиків в ЦНС чинить негативний вплив на функціонування складних комплексів і асоціацій нейронів. Однак високоорганізовані (найбільш складні) вищі коркові функції головного мозку вкрай складно оцінити і виміряти, тому можна тільки припускати, що їх порушення можуть викликати мінімальні концентрації загальних (центральних) анестетиків. У зв'язку з цим дисфункція вищої нервової діяльності, яка клінічно проявляється в постнаркозному періоді, розглядається неврологами і анестезіологами швидше як «невідворотній наслідок анестезії», а не як її ускладнення, так як ці «звичайні» побічні ефекти ЗА «не можуть бути попереджені» на сучасному рівні розвитку анестезіологічної практики [61,192,223]. Найчастіше увагу клініцистів привертають більш серйозні неврологічні ускладнення ЗА, починаючи від сплутаності свідомості, марення до психомоторного збудження, галюцинацій, делірію і судомного синдрому, але при цьому, як правило, ігнорується наявність постнаркозної когнітивної дисфункції (ПОКД) [60,100].
Таким чином, на частоту і тяжкість побічного впливу наркозу на ЦНС впливає доза анестетиків і тривалість ЗА. Більшість наукових публікацій у вітчизняній, зарубіжній медичній літературі і наші спостереження свідчать про пропорційне збільшенні ризику ураження ЦНС при подовженні тривалості ЗА більш 3,5-4 ч. Показано, що зміна гемодинамічного профілю при тривалій анестезії спостерігається після 3-ої години анестезії та досягає максимальних значень до 5-6-ї години анестезіологічної допомоги [64,80,200].

1.1.1. Постнаркозні зміни функціонального стану ЦНС. У розвитку патологічних змін функціонального стану ЦНС в постопераційному періоді беруть участь багато факторів ЗА, в тому числі метаболічні, гемореологічні, гіпоксичні, токсичні, що призводять до пошкодження стінок церебральних судин на рівні мікроциркулярного русла, порушення обміну внутрішньоклітинного кальцію, роз'єднання асоціативних і межнейрональних зв'язків на рівні різних структур головного мозку [4,229,233].
Частота народження порушень функціонального стану ЦНС після операцій в умовах ЗА, за даними різних авторів, вельми варіабельна – від 2% до 15-55% і більше. Механізм дії загальних анестетиків реалізується на рівні центральних структур, переважно ретикулярної формації головного мозку, гальмування якої призводить до зниження висхідного активирующего впливу на кору головного мозку, останнє посилюється при глибокій наркотичній депресії ЦНС під час тривалої ЗА.

Внаслідок многофакторності периопераційних неврологічних ускладнень ЗА в останні роки відзначається тенденція до мультидисциплінарного підходу до вирішення даної проблеми з залученням фахівців різних спеціальностей, включаючи, не тільки анестезіологів, а й неврологів, клінічних нейрофізіологів, патофізіологів, медичних психологів. Це дозволить на основі статистичної оцінки накопичених даних провести аналіз факторів ризику ускладнень ЗА, в тому числі неврологічних, і намітити шляхи їх первинної та вторинної профілактики.

Кожен препарат, який втручається в процеси ендогенної репарації, може принести більше шкоди, ніж користі в залежності від дози і часу його введення. Поряд з індукованої експресією генів, що призводять до відновлення IEGs, також індукуються гени, які викликають програмовану загибель клітини – апоптоз [204]. Нейрони, які зазнали процесу некрозу, неминуче гинуть від порушення інтеграції мембрани. На противагу цьому нейрони, які гинуть від апоптозу, зморщуються при збереженні інтактних мембран і функціонують доти, поки їх ДНК не буде зруйнована ендонуклеаза, які спеціально будуть синтезовані в них для цієї мети.

Апоптоз як програмований процес клітинної загибелі знищує приблизно половину всіх нейронів, що утворилися в період нейрогенезу, зберігаючи при цьому тільки нейрони, що мають важливі функціональні зв'язки з іншими нейронами. Основний процес нейронального некрозу має місце в період загибелі клітин навіть протягом кількох наступних днів після реперфузионного ішемічного ушкодження. Отже, корекція активності процесу апоптозу має розглядатися як нейропротекторная стратегія.

Зміни КОС під дією різних анестетиків відбуваються в різних напрямках. Анестезія та супутні їй функціональні зміни симпатоадреналової, кінінової та інших систем організму змінюють споживання і, головне, потребу в кисні різних органів і тканин, в тому числі головного мозку. Більшість ферментативних систем є надзвичайно чутливими до найменших зрушень КОС [10]. Цим зрушенням можна пояснити несподівані на перший погляд ускладнення анестезії при введенні невеликих доз анестетиків і міорелаксантів, тяжкий перебіг післяопераційного періоду після, здавалося б, неускладненого оперативного втручання. Найчастішим порушенням КОС є метаболічний ацидоз, переважною причиною якого вважають розлади мікроциркуляції і пов'язані з цим порушення тканинного метаболізму. М.І. Кузин і співавт. відзначали, що порушення мікроциркуляції неминуче виникають навіть при неускладнених оперативних втручаннях в умовах ЗА [16,183186].
В умовах метаболічного ацидозу порушується синтез оксигемоглобина, і до наявної преиопераційної гіпоксії приєднується гемічна форма гіпоксії. Підвищення проникності судинної стінки через гіпоксію та ацидоз збільшує реологічні розлади мікроциркуляції, що призводить до подальшого порушення функцій ЦНС [32]. Але перервати це порочне коло в більшості випадків становить серйозну проблему. В найближчому постнаркозному періоді умови для метаболічних зрушень зберігаються, так як тонус симпатоадреналової системи залишається високим, а захисно-пристосувальні механізми – недостатньо активними. Описана динаміка показників нагадує таку при експериментальному моделюванні ішемічного інсульту і його стадій, а саме – синдром «ішемії-реперфузії». Можна припустити, що під час операції під загальним знеболенням відбувається транзиторна ішемія мозку і тому у хворих внаслідок порушень регіонарної і системної гемодинаміки розвивається тканинна гіпоксія, яка є одним з факторів виникнення нейродегенеративних порушень тканин головного мозку [85,185,237].
1.1.2. Постнаркозні молекулярні механізми ушкодження нейронів. Пошкодження нейронів, що виникає при дії великої кількості екзогенних і ендогенних факторів, в тому числі ксенобіотиків, до числа яких відносяться і наркозні засоби, реалізується за рахунок ряду механізмів, що включають в себе порушення іонного гомеостазу клітин, зміну активності клітинних сигнальних рецептор-активуючих систем, зміну експресії генів, ініціацію і прогресію запрограмованої (апоптоз) і патологічної (некроз) клітинної загибелі [162,168,187].
Узагальнюючи доступні експериментальні дані про розвиток наркоз-індукованого нейронального апоптозу, в даний час можна виділити відділи головного мозку, які уражаються найбільш часто: медіальне септальне ядро, діагональна ніжка Брока, ростральне каудальне ядро, бліда куля, амігдалоідні ядра (базолатеральне, медіальне, кортикальне), таламичні ядра, гіпокамп, цінгулярна кора, II та IV шари неокортекса (лобової, тім'яної, скроневої і потиличної долі), гіпоталамус (передній, вентромедіальний, дорсомедіальний), маммілярний комплекс [116,175,206,219]. При порушенні діяльності мозкових центрів в умовах тривалих оперативних втручань під ЗА і викликаної цим фактором гіпоксії порушується аналізаторная і інтегративна діяльність головного мозку.

Механізми цитотоксичної дії анестетиків щодо нейронів або гліальних клітин вивчені недостатньо [182,189,205,234]. Анестетики мають здатність взаємодіяти з білковими молекулами нервових клітин (іонними каналами, ферментами), що зумовлює їх можливість діяти, при певних умовах, як протеотоксичні агенти.

Серед іонних каналів мішенями дії анестетиків є іонні канали, пов'язані з глутаматними рецепторами (інгібуються), потенціал-керовані натрієві, калієві і кальцієві канали (блокування), кальцієві канали, регульовані ріанодіновими рецепторами (активуються або ингибируются). Наслідком впливу анестетиків, яке опосередковане зміною активності цих іонних каналів, може бути порушення електрозбудливості клітин і внутрішньоклітинного гомеостазу кальцію (зміна концентрації або характеру осциляцій цитоплазматического кальцію, порушення ступеня наповнення внутрішньоклітинних кальцієвих депо), що може про- та антіапоптогенний ефект [142,159].
З урахуванням даних про ключову роль змін синаптичної передачі в розвитку апоптозу нейронів, важливим компонентом дії анестетиків може бути зміна чутливості клітин до дії ендогенних та екзогенних індукторів запрограмованої клітинної загибелі, причому, ймовірно, цей ефект може суттєво змінюватися в міру збільшення тривалості анестезії [123,167,217].
Розуміння молекулярних механізмів пошкодження нейронів, в тому числі процесів апоптозу і некрозу, дозволяє розширити існуючі методи фармакологічної протекції клітин нервової системи. Так, до числа модуляторів апоптозу, що мають перспективи широкого клінічного застосування, відносяться антиоксиданти (N-ацетилцистеїн, ідебенон, флупіртін, альфа-ліпоєва кислота, танакан і ін.), агоністи рецепторів дофаміна (ропінірол, праміпексол), нестероїдні протизапальні засоби, що інгібують циклооксигеназу-2 (мелоксикам), різні цитокіни, фактори росту, пептидергічний препарат церебролізин, інгібітори протеаз.  Використання цих препаратів при різних типах неврологічних порушень, що супроводжуються нейродегенеративних процесами, є перспективним напрямком сучасної клінічної медицини [203,211,214].
1.2. Нейрофізіологічні механізми наркозної дії загальних анестетиків, їх вплив на ЦНС 
Індукція і підтримання ЗА забезпечується препаратами, які надають на організм три види ефектів: власне анестезія; амнезія, ейфорія, гіпнотичний стан, збудження, гіперрефлексія (малі дози); седативний ефект, міорелаксація (високі дози). Ці ефекти властиві всім препаратам для ЗА, але ступінь їх вираженості варіює [41,91].
Введення тіопенталу в клінічну практику в 1934 р. стало відправною точкою для сучасної внутрішньовенної анестезії. Однак, тіопентал та інші барбітурати не є ідеальними внутрішньовенними анестетиками, в першу чергу тому, що володіють переважно снодійною дією. Ідеальний внутрішньовенний анестетик повинен забезпечувати сон, амнезію, знеболювання, розслаблення м'язів і не володіти пригнічуючим впливом на дихальну і серцево-судинну системи. Оскільки жоден препарат не є ідеальним, багато нові внутрішньовенні анестетики часто використовуються спільно для досягнення кількох або всіх бажаних ефектів [122,216].
Проведений аналіз медичної літератури останніх років дозволяє з упевненістю говорити про несприятливий вплив ЗА на функціональний стан ЦНС, в тому числі про розвиток метаболічних і функціональних змін на нейрональному рівні за рахунок порушень мікроциркуляції і тканинної гіпоксії, а також безпосереднього нейротоксичного впливу препаратів для ЗА, що зберігаються в постопераційному періоді [90]. Характер цих змін залежить від тривалості ЗА, вираженості і тривалості викликаних нею функціональних, метаболічних, нейрональних змін, гіпоксії, а також від індивідуальної гіпоксичної стійкості організму і пластичності ЦНС.

Тому необхідно проаналізувати фізіологічні аспекти впливу окремих компонентів ЗА на церебральну гемодинаміку та біоелектричну активність головного мозку, порівняти їх фармакологічні характеристики [132]. Найбільш часто використовуваними внутрішньовенними анестетиками з різними механізмами дії є пропофол (алкілфенол), представлений у вигляді ліпідної емульсії, тіопентал натрію (барбітурат) та кетамін (похідне фенциклидину).
1.2.1. Пропофол – препарат з групи алкилфенолов, що виявляють гіпнотичні властивості у жівотних. Пропофол є найбільш часто використовуваних в даний час внутрішньовенним анестетиком [193-195]. Результатом робіт початку 70-х рр.  минулого століття на заміщених дериватів фенолу з гіпнотичними властивостями стала розробка 2,6-діізопропофолу. Перше клінічне дослідження, проведене Kay і Rolly і опубліковане в 1977 р, підтвердило ефект пропофолу як препарату для індукції в анестезію. Пропофол не розчинний у воді і спочатку готувався з кремофором (Cremophor EL, BASF AG.). Унаслідок анафілактоїдних реакцій, асоційованих з кремофором в ранній хімічній формулі пропофолу, препарат був перетворений в емульсію. Пропофол використовується для індукції, підтримки анестезії і для седації в умовах операційної та поза нею [89].
Метаболізм. Пропофол швидко метаболізується в печінці шляхом кон'югації з глюкуронідом і сульфатируванням до утворення водорозчинних сполук, які виводяться нирками. Менше 1% пропофолу виводиться з сечею в незміненому вигляді і тільки 2% виводяться з калом. Вважається, що метаболіти пропофолу неактивні. Оскільки метаболізм пропофолу перевищує швидкість печінкового кровотоку, передбачається позапечінковий метаболізм або зовнішня елімінація.

Фармакокінетика пропофолу описується як модель з двох або трьох камер. Після болюсної ін'єкції рівень загального змісту пропофолу в крові швидко знижується як результат перерозподілу і елімінації. Час напіввиведення пропофолу при початковому розподілі становить 2-8 хв. Оскільки для відновлення свідомості після анестезії або седації пропофолом необхідно зниження концентрації препарату, як правило, менш ніж на 50%, пробудження після використання пропофолу швидке навіть після тривалої інфузії. Кліренс пропофолу надзвичайно високий – від 1,5 до 2,2 л/хв, що перевищує печінковий кровотік і вказує на позапечінковий метаболізм.

Фармакологія. Вплив на ЦНС. Гіпнотичну дію пропофолу в основному опосередковано підвищенням ГАМК-індукованого струму хлоридів через його зв'язування з β-субодиницею рецепторів ГАМК. Результат широкого інгібування пропофолом N-метил-D-аспартату (NMDA) рецепторів глутамату за допомогою модуляції струму в натрієвих каналах також може проявлятися впливом на ЦНС [33,197]. Дослідження показали, що пропофол має пряме гальмівну дію на нейрони спинного мозга. Гіпнотичний ефект пропофолу є оборотним, і він підпорядковується кореляції, яку демонструють і інші загальні анестетики між потужністю анестетика і коефіцієнтом розподілу октанол/вода.

На відміну від барбітуратів пропофол не володіє аналгетичним ефектом. Два значущих непрямих ефекту пропофолу – це антиеметична дія і відчуття гарного самопочуття у пацієнтів. Пропофол підвищує концентрацію дофаміну в центрі задоволення. Протиблювотну дію пропофолу можно пояснити зниженням рівня серотоніну, що виділяється в area postrema, ймовірно, шляхом впливу на ГАМК-рецептори. 

Пропофол зменшує внутрішньочерепний тиск (ВЧД) у пацієнтів з нормальним або збільшеним ВЧД. Однак зниження ВЧД (від 30% до 50%) було пов'язано зі значним зниженням церебрального перфузійного тиску.

Нейропротекторна дія пропофолу залишається дискутабельною [220]. Застосування пропофолу з швидким зниженням ЕЕГ-активності супроводжується значно кращим неврологічним результатом і меншим пошкодженням тканини мозку при моделі неповної ішемії у щурів у порівнянні з фентанілом [93,184].
Вплив на ДС. Апное настає після індукційної дози пропофолу, частота і тривалість апное залежать від дози, швидкості ін'єкції і попередньої премедикації. Індукційна доза пропофолу в 25-30% випадків призводить до апное. Разом з тим тривалість апное при використанні пропофолу може тривати більше 30 с. Розповсюдженість тривалого апное (більше 30 с) збільшується при комбінації з опіатами, використаними в якості премедикації або безпосередньо перед індукцією. Частота апное при використанні пропофолу вище, ніж при застосуванні інших внутрішньовенних анестетіків. 

Майже в кожному клінічному дослідженні пропофолу відзначається, що препарат викликає депресію дихання [108]. Проведення інфузії пропофолу (100 мкг×кг-1×-мін-1) призводить до зниження дихального об'єму на 40% і збільшення частоти дихання – на 20%, з непередбачуваними змінами хвилинної вентіляції. Пропофол (при швидкості 50-120 мкг×кг-1×-мін-1) також пригнічує респіраторну відповідь на гіпоксію, імовірно за рахунок прямої дії на хеморецептори каротидних тіл. Пропофол викликає розширення бронхів у пацієнтів з хронічними обструктивними захворюваннями легенів. Пропофол послаблює дію блукаючого нерва (при низьких концентраціях) і метахолін-індукованого бронхоспазму (при високих концентраціях) і, ймовірно, має пряму дію на мускаринові рецептори. Пропофол знижує рівень гіпоксичної легеневої вазоконстрикції [155].
Вплив на ССС. Відомим ефектом пропофолу є зниження АТ під час вступного наркозу [104,109]. Незалежно від наявності серцево-судинних захворювань індукційна доза 2-2,5 мг/кг викликає зниження систолічного АТ на 25-40%. Подібні зміни відбуваються і з середнім і діастолічним АТ. У ретроспективному огляді 2406 пацієнтів Reich і співавт. у 9% пацієнтів виявили важку гіпотензію тривалістю 0-10 хв після індукції в наркоз. Інфузія пропофолу супроводжується значним зниженням міокардиального кровотоку і споживання кисню міокардом. Кардіопротективний ефект пропофолу в порівнянні з інгаляційними анестетиками у пацієнтів в кардіохірургії або з виключенням кровообігу залишається спірним. У двох великих дослідженнях, які порівнюють анестезію пропофолом або севофлураном у кардіохірургічних пацієнтів, було показано, що післяопераційний рівень тропоніну був нижче і гемодинаміка була більш стабільною у пацієнтів, які отримували севофлуран.

Інші ефекти. Пропофол, подібно тіопенталу, не посилює нервово-м'язову блокаду, викликану миорелаксантами.
Застосування: індукція і підтримки анестезії: седація.
Побічні ефекти. Найбільш поширеним побічним ефектом під час вступного наркозу є гіпотонія, яка доповнюється супутнім застосуванням опіоідов. І навпаки, при ларингоскопії та інтубації трахеї зміни в середньому артеріальному тиску, частотою серцевих скорочень і системному судинному опорі менш значущі при використанні пропофолу в порівнянні з тіопенталом [95,111].
1.2.2. Барбітурати. Тіопентал натрію. Тіопентал був введений клінічну практику Waters і Lundy і став популярним через швидкий початок і коротку тривалість дії, без збуджуючих ефектів, властивих гексобарбіталу [165]. Барбітурати є гіпнотиками, похідними барбітурової кислоти (2,4,6-триоксо-гексагідропиримидин), з гіпнотично неактивним пиримидиновим ядром. Існують дві групи барбітуратів – з включенням в положенні 2 кисню (оксибарбітурати) або сірки (тіобарбітурати). Через кето-енольну таутомеризацію кисень або сірка в цьому положенні перетворюються в активні енольні форми, що забезпечує утворення водорозчинних солей барбітуратів в лужних розчинах. 
Фармакокінетика барбітуратів була описана в фізіологічній та камерній моделях. Фізіологічні моделі барбітуратів описують швидкий розподіл препарату в центральному об'ємі крові з наступним швидким розподілом препарату в малооб'ємних тканинах з доброю перфузією (наприклад, в головному мозку) з повільним перерозподілом препарату в тканини з слабкою перфузією (м'язи), які припиняють дію індукційної дози.

Фармакологія. Було проведено значну кількість досліджень для оцінки механізму дії барбітуратів на ЦНС – їх дію на рецептори ГАМК, рецептори NMDA. Селективність дії барбітуратів на ЦНС поділяють на дві основні категорії: підвищення синаптичної активності пригнічуючих нейротрансмітерів і блокада синаптичної дії збуджуючих нейротрансмітерів. При низьких концентраціях, барбітурати підсилюють дію ГАМК, зменшуючи швидкість дисоціації ГАМК з його рецептором і збільшуючи тривалість ГАМК-активованого струму хлоридів через відкриті іонні канали. Це посилення дії ГАМК пояснює седативні ефекти барбітуратів. При більш високих концентраціях барбітурати безпосередньо активують хлоридні канали без зв'язування ГАМК, діючи як агоністи. ГАМК-міметичний ефект при більш високих концентраціях може бути відповідальним за так звану барбітурову анестезію. Барбітурати також інгібують синаптичну передачу збуджуючих нейромедіаторів, таких як глутамат і ацетілхолін. Можливість барбітуратів блокувати передачу збудження в ЦНС є специфічною для синаптичних іонних каналів. Також тіопентал може надавати ГАМК-незалежні ефекти, впливаючи на глутамінергічну NMDA-сістему.
Дія на ЦНС. Барбітурати, так само як і депресанти ЦНС, мають потужний вплив на мозковий метаболізм. Дозозалежна депресія споживання кисню головним мозком (CMRO2) викликає прогресивне пригнічення ЕЕГ, зниження швидкості споживання АТФ і захищає від неповної церебральної ішемії. Вплив барбітуратів на мозковий метаболізм досягає максимуму при 50% депресії функції головного мозку, при якому зниження рівня кисню визначається як зменшення CMRO2, вивільняючи всю енергію метаболізму для підтримки інтеграції клітин. Зі зменшенням CMRO2 відзначається паралельне зниження церебральної перфузії, яке виражається в зменшенні мозкового кровотоку і внутрішньочерепного тиску (ВЧД). З обмеженням CMRO2 зростає опір судин головного мозку і знижується церебральний кровоток.

Застосування. Тіопентал є відмінним препаратом, який слід використовувати для індукції в анестезію. Швидкий початок дії (15-30 с) і гладка індукція роблять використання тіопенталу чудовим серед більшості інших доступних анестетиків. Швидкий ефект, навіть після одноразового введення для індукції, також є причиною широкого використання тіопенталу в цій ситуації. Тіопентал не володіє болезаспокійливими властивостями, і він повинен бути доповнений введенням аналгетиків для усунення рефлекторних реакцій на больові стимули під час анестезії та хірургічних втручань.  Тіопентал може застосовуватися для підтримки ЗА, оскільки введення повторних доз надійно пригнічує свідомість і підтримує амнезію.

Побічні ефекти. Деякі побічні ефекти барбітуратів виникають непередбачено, з різною частотою, в той час як побічні ефекти з боку серцево-судинної і дихальної систем залежні від дози.

ССС. Пригнічуюча дія барбітуратів на ССС є результатом центральних і периферичних (прямий судинний і серцевий) ефектів [121]. Гемодинамічні зміни, викликані барбітуратами, були вивчені у здорових осіб і у пацієнтів із захворюваннями сердца. Первинним серцево-судинним ефектом індукції барбітуратами є периферична вазодилатація, що призводить до зменшення запалення венозної сістеми. Іншим ефектом є зниження скорочувальної здатності міокарда, що пов'язано зі зменшенням доступності кальцію для міофібрил. Також відзначається збільшення частоти серцевих скорочень.
ДС. Барбітурати викликають дозозалежне центральне пригнічення дихання. Також часто розвиваються транзиторні апное після призначення барбітуратів для індукції. Доказом центральної депресії є кореляція між придушенням ЕЕГ і хвилинної вентиляцією. З посиленням седативного ефекту зменшується хвилинна вентиляція. Пацієнти з хронічними захворюваннями легенів є більш чутливими до пригнічення дихання при застосуванні тіопенталу. Апное відбувається під час індукції в анестезію тіопенталом, по менш ніж в 20% випадків, але тривалість апное коротка, приблизно 25 с. Звичайний вентиляційний патерн при індукції тіопенталом описаний як «подвійне апное». Початкова зупинка дихання відбувається під час введення препарату, триває кілька секунд і змінюється декількома вдихами достатнього дихального обсягу, за якими наступає тривалий період апное. Під час вступного наркозу тіопенталом повинна бути допоміжна або контрольована вентиляція для забезпечення адекватного дихання.
1.2.3. Кeтамін (фенциклидіни). Фенциклидин був першим препаратом цього класу, який використовувався для анестезії, але мав неприйнятні побічні ефекти. Кетамін (кеталар) був синтезований в 1962 р. Stevens і вперше був використаний на людях в 1965 р. Corssen і Domino. Кетамін був випущений для клінічного використання в 1970 р. і до сих пір використовується в різних клінічних ситуаціях [7].
Кетамін відрізняється від більшості інших препаратів, які використовуються для анестезії, наявністю вираженого знеболюючого ефекту. Він, як правило, не пригнічує серцево-судинну і дихальну сістеми, але володіє несприятливими психологічними ефектами, виявленими також у інших фенциклидинів. Кетамін складається з двох стереоізомерів: S(+) і R(-). S(+) є більш потужним і пов'язаний з меншою кількістю побічних ефектів. Інтерес до кетаміну збільшився останнім часом через його впливу на стан гіпералгезії і толерантності до опіатів, використання при хронічних больових синдромах, потенційної нейропротекторної дії, зростання популярності тотальної внутрішньовенної анестезії, а також наявності (в деяких країнах) S(+)-кетаміну [221].
Meтаболізм. Кетамін метаболізується в печінці системою ферментів.  Основний шлях включає N-диметилювання з утворенням норкетаміна (метаболіт I), який потім піддається гідроксилюванню до гідроксиноркетаміну. Ці продукти кон'югуються з водорозчинними похідними глюкуроніду і виділяються з сечою. Активність головних метаболітів кетаміну вивчена недостатньо, але норкетамін значно менше (на 20-30%) активний, ніж вихідна сполука.

Фармакологія. Вплив на ЦНС. Кетамін викликає дозозалежне пригнічення свідомості і аналгезію [222]. Стан наркозу отримав назву диссоціативної анестезії, тому що пацієнти, які отримують кетамін впадають в каталепсію, на відміну від інших препаратів, анестезія яких нагадує нормальний сон. Анестезовані кетаміном пацієнти є добре знеболеними, але їх очі відкриті і багато рефлексів збережено. Рогівковий, кашльовий і ковтальний рефлекси можуть зберігатися, але їх не можна вважати захисними. З пацієнтами немає контакту під час операції або анестезії, але амнезія кетаміном не настільки очевидна, як з бензодіазепінами. Так як кетамін має низьку молекулярну вагу, рКа близько фізіологічного рН, а також порівняно високу жиророзчинність, то він швидко перетинає гематоенцефалічний бар'єр і починає діяти через 30-60 секунд після введення. Максимальний ефект спостерігається приблизно через 1 хв. Тривалість кетамінової анестезії після одноразового внутрішньовенного введення в анестетичній дозі (2 мг/кг) становить 10-15 хв., а повна орієнтація в просторі і часі настає в межах 15-30 хв.

Кетамін забезпечує адекватне післяопераційне знеболювання. Рівень у плазмі крові, при якому підвищуються больові пороги, становить 0,1 мкг/мл і вище. Це означає тривалий період післяопераційного знеболювання після кетамінового наркозу, а субанестетичні дози мають аналгетичний ефект.  Було показано, що кетамін пригнічує центральну ноцицептивную гіперсенситізацію. Кетамін також знижує толерантність після призначення опіатів [171].
Основною точкою докладання кетаміну в ЦНС, ймовірно, є таламонеокортикальна висхідна система [152]. Препарат вибірково пригнічує функцію нейронів в ділянках кори (особливо асоціативних зон) і таламус, одночасно стимулюючи частини лімбічної системи, включаючи гіпокамп. Цей процес створює так звану функціональну дезорганізацію неспецифічних шляхів середнього мозку і області таламуса. Також є докази того, що кетамін пригнічує передачу імпульсів в медіальній формації головного мозку, що важливо для передачі афективно-емоційних компонентів ноцицепції від спинного мозку до вищих центрів головного мозку [110,126]. Існують докази того, що кетамін займає опіатні рецептори в головному і спинному мозку, і ця властивість може пояснити його аналгетичні ефекти. S(+)-енантіомер показав m-рецептор-опіоїдну активність, що вважається частиною його знеболюючих властивостей. Взаємодія NMDA-рецепторів може опосередковувати загальні ефекти анестезії і аналгетичні властивості кетаміна. Знеболюючий ефект кетаміну на рівні спинного мозку постулюється як інгібування задніх рогів в широкому динамічному діапазоні нейрональної актівності.
Кетамін збільшує мозковий метаболізм, церебральний кровотік і ВЧД. Через свій збудливий ефект на ЦНС кетамін збільшує CMRO2. Спостерігається збільшення церебрального кровотоку, яке виявляється більш високим, ніж передбачено збільшенням CMRO2 [152].
В експериментах на тваринах при неповній церебральній ішемії і реперфузії кетамін знижує некроз і покращує неврологічні показники. Дослідженнями останніх років було виявлено, що S(+)-кетамін може впливати на експресію апоптоз-регулюючих білків в мозку щурів через 4 години після церебральної ішемії/реперфузії. Нейропротекцію спостерігали після введення кетаміну, який може включати механізми анти-апоптозу на додаток до скорочення клітинної смерті за типом некрозу.

Кетамін (як і інші фенциклідини) викликає небажані психологічні реакції, які відбуваються під час відновлення свідомості після анестезії кетаміном і визначаються як реакції пробудження. Загальні ознаки цих реакцій, які розрізняються за ступенем тяжкості і проявів, включають яскраві сновидіння, відчуття виходу з тілесної оболонки (почуття плаваючого тіла) і ілюзії (неправильна інтерпретація реального, зовнішнього чуттєвого досвіду). Ці сновидіння та ілюзії часто бувають пов'язані з хвилюванням, сплутаністю свідомості, ейфорією і страхом. Вони розвиваються в першу годину відновлення свідомості і зазвичай зникають в межах від одного до декількох годин.

Вплив на СД. Кетамін має мінімальний вплив на центральний респіраторний драйв, про що свідчить збережений відповідь на діоксид углерод. Можливо тимчасове (від 1 до 3 хв) зменшення хвилинної вентиляції після болюсного введення індукційної дози кетаміну (2 мг/кг внутрішньовенно). Незвично великі дози можуть призвести до апное, але це рідкісна ситуація.

Вплив на ССС. Кетамін володіє унікальними гемодинамічними ефектами: стимулює ССС, що, як правило, пов'язується з підвищенням АТ, ЧСС і серцевого викиду.

Застосування. Фармакологічні властивості кетаміну, особливо викликання небажаних реакцій під час пробудження, обмежили його використання в рутинній практиці. Проте кетамін займає важливу нішу в практичній анестезіології, коли його унікальна сімпатоміметична активність і можливість бронходилатації показані під час вступного наркозу. Він використовується для премедикації, седації, індукції і підтримання ЗА. Побічні ефекти і протипоказання. Загальні психологічні реакції при пробудженні. Протипоказання до кетаміну пов'язані зі специфічною дією препарату і захворюваннями пацієнта. Пацієнти з підвищеним ВЧД і пошкодженням головного мозку на спонтанному диханні не повинні отримувати кетамін, оскільки це може збільшити ВЧД і, як повідомлялося, викликати апное. Кетамін (як антагоніст NMDA-рецепторів) посилює апоптоз в головному мозку новонароджених тварин, і клінічні наслідки цього невідомі. Консервант кетаміну – хлорбутанол – є нейротоксичним, тому ця форма кетаміну протипоказана для субарахноїдального або епідурального введення.
1.3. Види неврологічних ускладнень загальної анестезії
Незважаючи на те, що анестезіологія в даний час є дисципліною з низькою периопераційною летальністю, причини смерті і важких ускладнень під час анестезії залишаються ті ж, що і 40 років тому [164,172]. Основними напрямками в рішенні цих проблем більшістю дослідників вважається розробка актуальних стандартів лікування, так як з більшості існуючих лише невелика їх кількість направлено саме на забезпечення безпеки хворого [75,154,161].
1.3.1. Структура постнаркозних дисфункцій ЦНС. На думку К.М. Лебединського та співавт. (2002), сучасна багатокомпонентна анестезія, виконана на хорошому технічному рівні, так чи інакше, захищає хворого від операційного стресу – захищає настільки, що в ідеалі передбачає повну відсутність адаптаційних зрушень базових фізіологічних параметрів [31]; такий стан автоматично змінює колишні акценти – замість хірургічної агресії вирішальним потенційним фактором пошкодження стає агресія анестезіологічна, яка пов'язана з цілеспрямованим фармакологічним втручанням в гомеостаз та її побічними ефектами відносно стану ЦНС і формування постнаркозних неврологічних ускладнень (табл. 1.1).
Аналізуючи багаторічний досвід практичної та науково-дослідної роботи А.Л. Костюченко та П.К. Дьяченко (1998) прийшли до висновку, що одним з основних недоліків різних програм внутрішньовенного наркозу, що відокремлюють їх від «ідеального наркотичного засобу» по В. Davis (1975) є постнаркозна енцефалопатія з депресією свідомості [43,107], яка визначається трьома групами факторів:

• залишковою дією компонентів анестезії і, перш за все, анестетиків, а також продуктів їх біотрансформації, активних щодо ЦНС (в їх ефектах визначальне значення має доза наркотизуючого препарату, функціональний стан органів, що беруть участь в їх біотрансформації, органів виділення);

 • рівнем антиноцицептивного захисту мозкових структур, який досягається під час операції, неспроможність якого призводить до надмірного збудження і виснаження енергетичного балансу нейронів кори головного мозку і підкіркових утворень, які забезпечують достатній рівень свідомості;
 • шкідливою дією гіпоксії як загальної (гіпоксемія, гостра анемія, гіпоціркуляція), так і локальної (падіння мозкового кровотоку, його перерозподіл) внаслідок набряку мозку та підвищення ВЧД.

Слід підкреслити, що різні неврологічні розлади, аж до фатальних, займають одне з лідируючих місць в статистиці анестезіологічних ускладнень [37,86,98,153]. Незважаючи на суперечливі результати, отримані різними авторами, зміни післяопераційного когнітивного статусу спостерігаються часто, особливо у пацієнтів похилого та старечого віку [58,72,78,99]. Одним з найбільш поширених клінічних синдромів післяопераційної енцефалопатії є післяопераційна когнітивна дисфункція (ПОКД, postoperative cognitive dysfunction) [127,129,169,225].
Післяопераційна когнітивна дисфункція – когнітивний розлад, що розвивається в ранньому і зберігається в пізньому постнаркозному періоді, клінічно виявляється у вигляді порушень пам'яті, труднощів зосередження (концентрації) уваги і порушень інших вищих кіркових функцій (мислення, мовлення тощо), який підтверджений даними нейропсихологічного тестування (у вигляді зниження показників тестування в постнаркозному періоді не менш ніж на 10% від доопераційного рівня) та тягне за собою проблеми навчання, зниження показників розумової працездатності та настрою (депресію) [118,137,226]. У разі появи і збереження когнітивних порушень протягом 7 днів післяопераційного періоду використовують термін ранньої ПОКД, при збереженні когнітивних розладів протягом більше 7 днів (наприклад, 3 місяці, 1 рік і більше) діагностують стійку ПОКД [47,131].

Таблиця 1.1
Неврологічні ускладнення загальної анестезії
	
	Патологічний стан
	Частота виявлення

	1. 
	Післяопераційні психопатологічні та психотичні реакції, в т.ч. посттравматичний стресовий розлад після перенесеного феномена пробудження під час загальної анестезії [66,156]
	1/500 випадків 

	2. 
	Післяопераційний делірій [49,119,125.178]
	5-15%

	3. 
	Судомний синдром
	1/150

	4. 
	Післяопераційна когнітивна дисфункція (ПОКД) [42,46]
	50-70%

	5. 
	Диссомнічні розлади (порушення циклу сон-неспання)
	до 1%

	6. 
	Тремор, координаторні порушення [174]
	до 1%

	7. 
	Хореоатетоз
	до 1%

	8. 
	Післяопераційна гостра сенсоневральна туговухість
	до 1%

	9. 
	Післяопераційний інсульт [117]
	0,02-2,9%

	10. 
	Спастична параплегія
	до 1%

	11. 
	Часткова дегенерація спинного мозку (у вегетаріанців)
	до 1%

	12. 
	Опістотонус
	до 1%

	13. 
	Злоякісна гіпертермія
	1/15 000 випадків (діти), 1/50 000 випадків (дорослі)

	14. 
	Смерть на тлі глибокого пригнічення структур висхідній ретикулярної формації стовбура  головного мозку [36]
	до 1%


На відміну від післяопераційного делірію, який носить гострий транзиторний характер і характеризується обов'язковим флуктуруючим розладом свідомості і когнітивних функцій, ПОКД розвивається при збереженій свідомості протягом 1-го тижня після втручання або відстрочено (через більш 3 міс), маніфестуючи у вигляді стійкого порушення когнітивних функцій, що має тенденцію до прогресування [50,136,163].  
Поширеність ПОКД варіює від 7% через 1 тиждень – 3 міс після малих операцій до 41 і 17% через 1 тиждень і 3 міс відповідно при великих втручаннях [11,97]. При кардіохірургічних операціях ПОКД розвивається значно частіше: від 81% до кінця 1-го тижня до 39% на 3-й місяць після втручання [277,79,87,94,105]. Крім ступеня самої операційної агресії, незалежними факторами ризику ПОКД є також вік пацієнта (частота ПОКД значно вище у осіб старше 65 років), вихідний когнітивний статус (наявність помірних когнітивних порушень або деменції), супутні соматичні захворювання, цереброваскулярні події в анамнезі, вид анестезіологічної допомоги  і, нарешті, низький рівень освіти пацієнта [103,128,158,238]. З огляду на дані сучасних досягнень в області нейрохімії і нейрофармакології препаратів для ЗА, а також особливостей патофізіології ЦНС як в периопераційному, так і у віддаленому постнаркозному періоді, більшість зарубіжних авторів відносять ПОКД до препарат-специфічного негативного ефекту ЗА [10,71,92].
1.3.2. Біохімічні і молекулярні механізми впливу наркозних преператів на формування наркоз-індукованих неврологічних ускладнень. Загальні анестетики можуть взаємодіяти з багатьма клітинними білками, але найбільш актуальним для електрозбудливості клітин є взаємодія з іонними каналами, рецепторами і ферментами – компонентами клітинних сигнальних каскадних шляхів [140]. Анестетики зв'язуються інтрамолекулярними та інтермолекулярними сайтами білків, здатні проникати у внутрішньобілкові «порожнини», що формуються в гідрофобних ділянках молекули білка [76,96]. 
Встановлено, що до числа білків, що зв'язують загальні анестетики, відносяться мітохондріальні білки (цитохром с-оксидаза, NADH-убіхінон-оксидоредуктаза, АТФ-синтаза, VDAC), цитоплазматичні білки (HSP60, рибосомальний білок L12), білки цитоскелету, мембранні білки [67,133,135,166,202,239].

В даний час вважається визнаним факт, що саме взаємодія загальних анестетиків з ліганд-керованими іонними каналами лежить в основі їх фармакодинамічних ефектів в ЦНС. Так, загальний анестетик може інтрамолекулярно вбудовуватись в субодиницю іонного каналу, змінювати стабільність і міжмолекулярні взаємодії таким чином, що проникність іонного каналу та, відповідно, електрозбудливість клітини, буде змінюватися [138,149,179]. 

Внутрішньовенні і інгаляційні анестетики викликають збільшення частоти відкриття ГАМК- і гліцинового іонних каналів, скорочують інтервали між їх відкриттям, збільшують тривалість кожного акту відкриття каналу. Наслідком цих подій є як модуляція електрозбудливості (що саме і необхідно для досягнення клінічного ефекту), так і нейротоксичність загальних анестетиків. 
Клітинно-молекулярні механізми дії загальних анестетиків дозволяють пояснити розвиток токсичних ефектів цих препаратів, що проявляються у вигляді постнаркозних когнітивних дисфункцій [113,120,141].
Механізми нейротоксичности загальних анестетиків:

 • порушення сінаптогенезу;

 • індукція нейродегенерації, в тому числі за рахунок ініціації і прогресії клітинної загибелі;

 • потенціювання цитотоксичності інших факторів.

Таким чином, розуміння клітинно-молекулярних механізмів дії загальних анестетиків важливо для оптимізації існуючих та розробки нових схем ЗА, створення препаратів з мінімальним токсичним ефектом, підбору найбільш ефективних засобів, що здатні захищати ЦНС від шкідливої дії загальних анестетиків на когнитивні функції, а також для пояснення фундаментальних процесів регуляції електрозбудливості клітин ЦНС в нормі і при патології [112,134,151].
1.4. Лікування неврологічних ускладнень загальної анестезії

Аналіз сучасної медичної літратури дозволив виділити кілька загальних підходів у фармакологічному вирішенні проблеми неврологічних ускладнень ЗА, вибір яких визначається механізмом і точкою докладання дії центрального анестетика [8,34,45,48,228].
1.4.1. Використання антидотів-психостимуляторів, що діють як аналептики на ті ж структури, які остаточно пригнічені самим центральним анестетиком або його активними метаболітами:

 • коразол;

 • бемегрид і його аналоги (агіпнон, централептін) для прискорення пробудження після барбітуратного наркозу зазвичай вводять внутрішньовенно в дозі 50 мг (10 мл 0,5% розчину), але антинаркотичний ефект проявляється тільки тоді, коли початкові ознаки пробудження вже в наявності.

Застосування коразола і бемегрида обмежене через побічне зниження порога судомної готовності і загрози розвитку епілептичних припадків в постнаркозному періоді.

1.4.2. Прискорення відновлення активності блокованих відділів мозку за рахунок оптимізації його проміжного, особливо енергетичного обміну та репарації білків:

 • амтізол використовується для купірування постнаркозної депресії свідомості кетаміном; при операціях тривалістю 2,5-3 год, коли для анестезії використовують великі дози кетаміну (до 2000 мг), амтізол застосовують в дозі 5-7 мг/кг маси тіла хворого відразу після доставки його в палату; 

 • пірацетам (ноотропіл, луцетам) – застосовується як антинаркотик кетаміну та інших центральних анестетиків, при важких випадках тривалого новокаїнового наркозу, а також при передозуванні етанолу; покращує метаболізм мозку за рахунок підвищення утилізації глюкози і концентрації КФ в мозковій тканині, надає мембранстабілізуючий ефект по відношенню до нейронів за рахунок підвищення синтезу АТФ;
• реамберин має антигіпоксичну дію, зменшує продукцію вільних радикалів, відновлює енергетичний потенціал клітини; протипоказаний при гіперчутливості, ЧМТ з набряком головного мозку; але даних про його застосування при неврологічних ускладненнях ЗА не знайдено;

 • альфа-ліпоєва кислота (берлітіон, Тіогамма) пов'язує ушкоджуючі радикали і оксиданти, пригнічує утворення радикалів в так званих неферментних реакціях глікирування, індукує синтез антиоксидантних ферментів, попереджає активацію ядерного фактора транскрипції, а також індукує і стабілізує ендогенний інгібітор фактора NFkB – IkB-a, володіє антиапоптотичною дію, зменшує окислювальний стрес;

 • EGb 761 (танакан) покращує метаболічні процеси в мітохондріях за рахунок свого сприятливого впливу на III і IV стадіях клітинного дихання, запобігання вільнорадикального окислення мітохондріальної ДНК, стимулювання репаративних процесів ядерного ДНК, володіє антиапоптотичною дію, зменшує патогенний вплив вільних радикалів, ексайтотоксинів, ішемії, а також регулюючої діяльність цитохром-С-оксидази; застосування препарату в ранньому постнаркозному періоді обмежене відсутністю форм для парентерального введення.

1.4.3. Прискорення метаболізму анестетика або виведення неактивних продуктів біотрансформації з організму:

• унітіол має властивість вступати в реакцію з недоокисленим продуктами, утворювати нетоксичні комплекси і виводити їх з сечею, сприяє відновленню функцій ферментативних систем, зокрема, в нейрональних структурах; проте відсутні переконливі дані про зниження вираженості клінічних проявів післяопераційних ускладнень ЗА;

• альфа-ліпоєва кислота (берлітіон, Тіогамма) є універсальним антиоксидантом, підтримує дію інших антиоксидантів (глутатіону, вітамінів С та Е), за своїми антиоксидантними властивостями значно перевершує інші тіолові препарати, наприклад, унітіол.

1.4.4. Підвищення активності нейронів за рахунок зміни їх мембранних характеристик, властивостей синапсів, периферичних рецепторів:

• церебролізин – препарат нейротрофичної дії, що стимулює систему нейротрансмітерів і нейромодуляторів, пептідергічний модулятор з високо специфічною дією на мозок; знижує шкідливу дію вільних радикалів, а також викид нейротоксичних речовин – глутамату і аспартату; підвищує функціональну взаємодію нейронів і гліальних структур, підвищує виживаність нейронів ЦНС в умовах гіпоксії та інших патологічних процесів;
• альфа-ліпоєва кислота (берлітіон, Тіогамма) нормалізує аксональний транспорт; відновлює мембрану нервової клітини, нормалізує ліпідний обмін, покращує енергетичний баланс і сприяє синтезу АТФ; відновлює провідність по нервових волокнах, надає модулюючу дію на систему оксиду азоту; будучи коензимом мітохондріального комплексу ферментів, альфа-ліпоєва кислота нормалізує порушений обмін речовин в нервовій системі, протидіє енергетичним втратам в нервових клітинах, зменшує інтенсивність болю і парестезій, захищає тканини від дії вільних радикалів, діє на патогенез нейронального ушкодження;
 • танакан (EGb 761) надає мембраностабілізуючий ефект, зменшує індукцію апоптозу нейронів під впливом окисного стресу і ксенобіотиків (загальних анестетиків), має здатність дезактивувати вільні радикали.

В сучасній медичній практиці немає єдиного уявлення про найбільш адекватну терапію найбільш частих неврологічних ускладнень ЗА в постнаркозному періоді – постнаркозної когнітивної дисфункції.  В різний час для цих цілей використовувалися різні препарати: церебральні вазодилататори, стимулятори оксигенації, психостимулятори, антіастенічні препарати та ін. Відсутність специфічної фармакотерапії неврологічних ускладнень ЗА в постнаркозному періоді пов'язано з тим, що основна увага лікарів і дослідників була направлена на лікування більш виражених ускладнень периопераційного періоду [51,52,65].
Передбачається, що ноотропні, нейротрофічні та антихолінестеразні препарати здатні поліпшити когнітивні функції і сповільнити прогресування порушень. Однак, для підтвердження ефективності таких препаратів необхідний тривалий період спостереження (кілька місяців або років) [35,44,53-56,150].

Таким чином, для поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань перспективним напрямком може бути розширення асортименту препаратів шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією [59,82,177,196].
1.5. Характеристика сучасних АП та перспективи пошуку нових нейропротекторів з аналептичною дією
Аналептичні препарати (АП) у терапевтичних дозах підвищують пригнічену активність дихального та судиннорухового центрів довгастого мозку (аналептичний ефект), а при наркозі виявляють «пробуджуючий» ефект [232]. Під поняттям «пробуджуючий ефект» розуміють здатність речовини після введення швидко активувати дихання, збагачувати кров киснем, знімати гіпоксію та прискорювати детоксикацію наркозного препарату, тим самим прискорюючи пробудження пацієнта від наркозу.

1.5.1. Сфера застосування АП. До призначення АП у сучасній медицині вдаються на етапі надання невідкладної допомоги, наприклад, при асфіксії новонароджених дітей [235], станах тяжкої гіпоксії, шоці, гіпотензивних станах центрального генезу (колапсі), коматозних станах при цукровому діабеті; при утопленні або опіках; порушенні серцевої діяльності; при передозуванні наркотичних речовин, снодійних, отруєнні алкоголем, хімічними або лікарськими засобами, що пригнічують функції ЦНС (барбітурати та ін.) [235]. Також показаннями для призначення АП можуть бути пригнічення дихання, що не потребує використання О2 або механічної вентиляції легень (синдром апное уві сні, синдром гіповентиляції), або коли через інші причини не вдається використати кисень (погана переносимість хворим киснетерапії, відсутність кисневого обладнання). Привабливими сторонами фармакологічної корекції гіпоксемії та інших ургентних станів аналептиками є простота та зручність схем невідкладної терапії, а також їх економічна доступність [20-26,143-148].
Ще у минулому сторіччі автори (Wax P.M. та інші) зауважили у своїх роботах наскільки важлива група АП у медицині невідкладних станів, але у тої же час підкреслили, що використовуючи аналептичну стратегію того часу, потрібно буде ще не менш 20 років, перш ніж цей метод буде універсально адаптований і побічні ефекти АП будуть максимально знижені, а їх ефективність дозволить цій фармакологічній групі залишитися на лідируючих позиціях в ургентній терапії [13,88].
З того моменту минуло вже не одне десятиріччя і прогрес не стоїть на місці: фармакологія розвивається, технології створення нових ліків випереджають сподівання та з роками тільки вдосконалюються, а смертність від передозування барбітуратами знизилася до цифри меншої за 1% переважно за рахунок вдосконалення реанімаційної техніки. 
1.5.1. Сучасні аналептичні препарати (становище на світовому ринку), їх фармакологічні характеристики. Результатами аналізу фармакологічного ринку встановлено, що за останні 50 років арсенал АП не поповнювався і налічує 11 препаратів: (бемегрид, етимізол, сульфокамфокаїн, нікетамід, кофеїн, камфора, стрихнін, коразол, лобелін, цитізин, пікротоксин, вуглекислий газ та амміак) [1,9,12]. Серед них в Україні в реальній лікарській практиці застосовують тільки 6 АП – сульфокамфокаїн, кофеїн, нікетамид, камфора, вуглекислота та аміак, які у силу своїх особливостей та недоліків не можуть задовольнити потреб сучасної реаніматології [1,9]. У РФ серед АП перевагу віддають бемегриду, бо інші аналептичні засоби мають меншу активність та більшу токсичність [11]. Світовий фармринок представляє до уваги ще декілька аналептичних засобів – альмітрін, метилфенідат, модафініл та ін.
Порівняльний фармакологічний аналіз АП дозволив встановити наступні їх подібності:

1. Аналептики мають однаковий механізм дії – вплив на дихальний та судинноруховий центри довгастого мозку. Різницю становить лише чи тип цієї дії:
· Прямий вплив (бемегрид, етимізол, кофеїн);
· Рефлекторний (цитізин, лобелін, камфора);
· Змішаний типу (сульфокамфокаїн, вуглекислота, нікетамід).
При цьому аналептики прямої дії стимулюють дихальний та судинноруховий центри за рахунок зниження порогу їх збудливості. Рефлекторна дія АП виражається у впливі на ДЦ та пов’язана з Н-холінорецепторами каротидного синусу, а змішаний тип дії АП зумовлений одночасним прямим та рефлекторним впливом на обидва центри довгастого мозку.

2. При порівнянні усіх структурних формул відомих АП між собою виявлявлено, що усі вони мають гетероциклічну структуру та схожі ділянки, де вони поєднуються з сіркою чи азотом (мал.1). 
Отже, на нашу думку, саме наявність сірки чи азоту в ароматичному гетероциклічному кільці надає цим речовинам аналептичні властивості. Наше припущення було підтверджено результатами PASS аналізу. 

Окрім аналептичних властивостей (вплив на дихальний та судинноруховий центри продовгастого мозку) аналептики проявляють ще й антидотні властивості (конкурентно зв’язуються з рецепторами мозку та нівелюють дію отруючої речовини (бемегрид, кофеїн)) [1-3]. Цей факт є дуже актуальним, враховуючи статистику по всьому світу отруєнь взагалі та зокрема алкоголем та його сурогатами (1 смерть з 25 припадає на зловживання алкоголем). 
Класичні реанімаційні заходи при будь-яких отруєннях зводиться до швидкого зменшення концентрації отруйної речовини (ОР) в організмі. Це може реалізовуватися кількома шляхами: промиванням шлунка; активацією блювотного і дихального рефлексів; хімічною реакцією перетворення ОР в менш токсичну структуру, фізичної або хімічної адсорбції ОР на поверхні сорбенту; стимуляцією видільних систем (кишківника, нирок, шкіри); метаболічної деструкції ОР за рахунок активації ферментних систем печінки або поєднанням згаданих варіантів.
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Рис. 1. Структурні формули АП

Однак, всі перераховані вище заходи невідкладної допомоги вимагають для реанімації досить багато часу, що в кризовій ситуації не завжди прийнятно, тоді як аналептики швидко і якісно вирішують це питання та дозволяють ефективно (екстемпоральними АП) провести захист і дезінтоксикацію самих уразливих органів – головного мозку, серця, легень, що ще раз підкреслює важливість розробки нових АП. 

Ще один не менш важливий аспект застосування АП – це ускладнення наркозу, а саме ріст летальності під час наркозу або неможливість довго пробудити пацієнта після нього. Останнім але не менш важливим за попередні приклади застосування АП є стихійні лиха, війни, техногенні катастрофи, які супроводжуються «травматичною» епідемією. При цьому різко зростає роль ургентної хірургії, ефективність якої визначається не тільки кваліфікацією хірургів, але й наявністю екстемпоральних АП, які є принципово необхідними під час операцій та реабілітаційних заходів, особливо в умовах військово-польової медицини.
У польових умовах при наданні медичної допомоги важливу роль відіграє тривалість операції, яка в значній мірі залежить не стільки від швидкості хірургічних маніпуляцій, скільки від тривалості наркозу, що дуже індивідуально і варіює в діапазоні від 30 хвилин до декількох годин. При обмеженості хірургічного та реабілітаційного персоналу швидке пробудження від наркозу є одним з факторів, який визначає ефективність та об’єм рятувальних заходів. Як зазначалося вище саме АП мають усі переваги для надання невідкладної допомоги цих умовах, що з врахуванням їх легкої портативності робить їх препаратами першого ряду для надання невідкладної допомоги як польовими лікарями, так і рятівниками під час надання ургентної допомоги.

Таким чином, глибокий аналіз патогенетичних механізмів розвитку невідкладних станів (передозування наркозу, асфіксія, гіпоксія, шок, колапс, отруєння хімічними сполуками або ліками, що пригнічують функції ЦНС) свідчить, що серед препаратів ургентної терапії нейропротектори з аналептичною дією мають першорядну важливість, бо вони охоплюють майже усі сфери ургентної терапії мирного и військового часу, медицини катастроф (в умовах відсутності доступу до апарату штучної вентіляції легень для надання першої допомоги) а також для доклінічного вивчення ліків в експериментальній фармакології. 
1.5.3. Причини кризи пошуку нових нейропротекторів з аналептичною дією. Як свідчить аналіз літератури, за 100-річну історію ургентної терапії асортимент АП був та залишаеться малим – не більше двух десятків, з яких тільки 10 застосовуються в сучасній фармакотерапії та експериментальній фармакології (камфора, етимізол, бемегрид, сульфокамфокаїн, кордіамін, кофеїн, вуглекислий газ, стрихнін, коразол, аміак), а в Україні зовсім 6, які з’явилися ще у ХХ ст. Крім того, за увесь час з самого початку застосування АП їх кількість була значно більшою, ніж сучасна, але сьогодні багато аналептичних засобів вже відійшли у історію, серед останніх – цитізин, лобеліну гідрохлорид, коразол, секуриніну нітрат, стрихніну нитрат та ін.
Першою і основною проблемою, яка призвела до цього, є значний ризик від обмеженості широти терапевтичної дії АП (перехід від аналептичної дії до судомної та від збуджуючого ефекту до різкого пригнічення може різнитися лише у декількох міліграмах речовини), небажані їх побічні ефекти та достатньо висока токсичність, які різко обмежують коло їх застосування [8,9,11]. Крім того, ризик повторного застосування деяких АП (доксапрам, коразол) значно перевищує їх користь, викликаючи деструктивні зміни в корі головного мозку [8,9,11].
З іншої сторони, розробку нових АП гальмує певна відсутність теоретичної бази та методичних рекомендацій для їх доклінічного вивчення, відсутність стандартизованих методик оцінки їх ефективності та матеріалів щодо теоретичних основ їх створення. Наявність цих факторів не дозволяє кількісно (статистично-достовірно) оцінити рівень активності АП, механізм їх дії (саме долю аналептичної дії), що в свою чергу унеможливлює їх використання в дослідницькій практиці на етапі первинного фармакологічного відбору.

Таким чином, відсутність у рекомендаціях з доклінічного вивчення перспективних фармакологічних речовин з різними фармакологічними активностями [9,11] (дозо-термінових шляхів застосування досліджуємих речовин і препаратів порівняння) загального дослідницького стандарту алгоритму скринінгу аналептичної ефективності унеможливлює і не дозволяє:
1. кількісно (статистично-достовірно) оцінити як рівень пробуджуючого ефекту в цілому, так долю аналептичної дії; 
2. порівняти в однакових умовах і визначити перспективність та пріоритети подальшого вивчення субстанцій з аналептичною дією; 
3. створити теоретичні основи цілеспрямованого пошуку АП;
4. оптимізувати наукові досліди перспективних АП шляхом суттєвого прискорення і зменшення витрат.
Проведений нами аналіз аналептичного сектору сучасної клінічної медицини на світовому ринку дозволив встановити існування певної кризи АП, яка призводить до таких наслідків:
· стримує розвиток галузі керуємої анестезіології та реаніматології; 
· створює значні проблеми для розвитку фармакології та медицини, а саме для розширення актуальної групи АП, яка налічує обмежену кількість препаратів для застосування в медичній практиці України [16];

Тому створення оригінальних безпечних, універсальних, нешкідливих нейропротекторів з аналептичною дією, які здатні швидко і ефективно прискорювати реанімацію життево важливих функцій організму, загальну детоксикацію, переривати наркоз, вирішувати одразу широкий спектр медико-соціальних проблем невідкладних станів, залишається актуальною проблемою хіміків, фармакологів та клініцистів як сьогодні так і у найближче десятиріччя [16], а розробка стандартизованих моделей їх фармакологічного скринінгу являється важливим кроком її вирішення [6,7,8].

Аналізуючи відомості, що є в літературі, можливо зробити висновок, що проблема лікування хворих з неврологічними ускладненнями ЗА зберігає свою актуальність. Постанестезіологічні нейро-когнитивні порушення в цілому та зокрема післяопераційна когнітивна дисфункція (ПОКД) як прояв наркоз-індукованих нейродегенеративних ускладнень є потенційно небезпечними станами з досить тяжким клінічним перебігом, високим ризиком виникнення ускладнень та супутніх патологій. Це зумовлено високими показниками розповсюдженості цих станів, які характеризуються тривалою непрацездатністю, значною інвалідизацією хворих з погіршенням їх загального стану [38,46,185].

Важливе місце в патогенезі неврологічних ускладнень центрального генезу в постнаркозному періоді займають різноманітні ланки каскаду ішемічно/гіпоксичного ураження тканин головного мозку, які пов’язані між собою та детерміновані в часі. З метою поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань перспективним напрямком може бути розширення асортименту препаратів шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією. Для отримання максимального протективного ефекту для профілактики та лікування ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі під час ЗА, необхідно домогтися переривання патогенетичного постгіпоксичного каскаду на більш ранніх етапах, в тому числі на етапі формування тіол-дисульфідного та енергетичного дисбалансу, активації некрозо/апоптотичних процесів в зонах ішемічно/гіпоксичних пошкоджень тканин [134,216,224]. 

Однак у доступній літературі немає загального дослідницького стандарту алгоритму скринінгу ефективних нейропротекторів-аналептиків, відсутні дані про роль похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в комплексі патогенетичного ланцюга порушень функціонування мозку в період ЗА. Дані літератури про характер ефектів загальних анестетиків при ішемічно/гіпоксичних ушкодженнях тканин головного мозку дуже суперечливі. 

Тому актуальним представляється розробка стандартизованих моделей та алгоритму фармакологічного скринінгу нейропротекторів-аналептиків, а також пошук, розробка та створення оригінальних безпечних, універсальних, нешкідливих нейропротекторів з аналептичною дією серед похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів, які здатні швидко і ефективно прискорювати реанімацію життєвоважливих функцій організму, загальну детоксикацію, переривати наркоз, вирішувати одразу широкий спектр медико-соціальних проблем невідкладних станів.
РОЗДІЛ 2

матеріали та методи дослідження

2.1. Характеристика досліджуваних препаратів 

Матеріалом дослідження служили оригінальні похідні сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів гетерозиди (2 R, 5-(1,3-тіазоліл) амід етилендикарбонової кислоти натрієва сіль), які були синтезовані та стандартизовані на кафедрі фізичної та колоїдної хімії Національного фармацевтичного університету (лабораторний зразок) під керівництвом доктора фарм. наук, професора, завідуючого кафедри фізичної та колоїдної хімії В. І. Кабачного відповідно до вимог Державної Фармакопеї України (ДФУ) та Європейської Фармакопеї.
2.2. Характеристика препаратів порівняння 

У дослідженні були використані наступні препарати порівняння:

Сульфокамфокаїн (СКК) – аналептик комбінованої дії, який стимулює дихальний та судинорухливий центри довгастого мозку («Сульфокамфокаїн-Дарниця» Дарниця, Україна, розчин для ін’єкцій 100 мг/мл, амп. 2 мл), який використовували внутрішньочеревинно у дозі 20 мг/кг – на моделях кетамінового, тіопенталового, пропофолового наркозів, моделі гострої алкогольної інтоксикації, моделях гіпобаричної, гіперкапнічної, гемічної гіпоксій. Сульфокамфокаїн був обраний як класичний комбінований аналептик – аналог за досліджуваним видом фармакологічної дії. 

Нікетамід («Кордіамін-Дарниця», Дарниця, Україна – розчин для ін’єкцій 250 мг/мл, амп. 2 мл), використовували внутрішньочеревинно у дозі 63 мг/кг – на моделі кетамінового наркозу. Нікетамід був обраний як класичний аналептик змішаного типу дії.

Пірацетам – антигіпоксичний засіб (Дарниця, Україна), який призначається при гіпоксії центральної нервової системи (ЦНС) [16,64]. Доза пирацетама 200 мг / кг була встановлена експериментально [64].

Ці препарати були обрані в якості препаратів порівняння як аналоги за досліджуваним видом фармакологічної дії (традиційні аналептики або антигіпоксант).

2.3. Методика відтворення експериментальних моделей
Досліди проводили в центральній науково-дослідній лабораторії Національного фармацевтичного університету, сертифікованій ГФЦ МОЗ України (посвідчення № 058/15 від 08.12.2015 р., чинне до 07.12.2019 р.) та центральній науково-дослідній лабораторії Запорізького державного медичного університету, сертифікованій ГФЦ МОЗ України.

Експериментальна частина виконана на 485 білих безпородних щурах обох статей, масою 170-220 г. Тварини отримано з розплідника Інституту фармакології і токсикології АМН України. Тривалість карантину (періоду акліматизації) для всіх тварин складала 14 днів. Протягом карантину проводили щоденний огляд кожної тварини (поведінка та загальний стан), двічі на день тварин спостерігали в клітках (захворюваність та смертність). Перед початком дослідження тварини, які відповідали критеріям включення до експерименту, були розподілені на групи. Тварини, які не відповідали критеріям, були вилучені з дослідження протягом карантину. Клітки з тваринами були розташовані в окремих кімнатах. Світловий режим: 12 год – світло, 12 год – темрява. Температура повітря підтримувалася у межах 19-25°С, відносна вологість – 50-70% (реєструвались щоденно). Було встановлено режим провітрювання (15 об'ємів приміщення за годину). Тварини знаходилися у клітках (400 х 320 х 160 мм) по 6 голів у кожній. Раціон харчування – фуражне зерно, хліб, овочі (буряк, морква).

Усі експериментальні процедури здійснювали відповідно до «Положення про використання тварин у біомедичних дослідженнях», національних «Спільних етичних принципів експериментів на тваринах» (Україна, 2001), Методичних рекомендацій ДФЦ МОЗ України «Доклинические исследования лекарських средств» (О.В. Стефанов, 2005), Статуту Української асоціації з біоетики та норм GLP (1992), вимог Європейської конвенції із захисту хребетних тварин (Страсбург, 1986), Директиви Європейського Союзу 2010/10/63 EU про захист тварин, що використовуються для наукових цілей [64], що засвідчено висновком комісії НФаУ з біоетики (протокол № 2 від 17.02.2016 р.). 

Із урахуванням хронофармакологічного чинника всі досліди з виявлення ефектів проводили синхронно з відповідним контролем. Дослідження повторно проводили під час усіх чотирьох сезонів року та фіксували дані для подальшого аналізу.
2.3.1. Аналептична (пробуджуюча) дія речовин вивчена на самцях білих нелінійних мишей масою 26-30 г. на моделях кетамінового, тіопенталового та пропофолового наркозу для оцінки різниці у нейротрансмітерних механізмах дії цих препаратів та пояснення можливого механізму дії досліджуваних субстанцій похідних сірко- та азот вмісних гетероциклів (гетерозидів). Кожну мишу після введення наркозного препарату вміщували в окремий пластиковий циліндричний бокс діаметром 20 см та висотою 35 см. Безперервне спостерігання за станом тварин та фіксація часу усіх станів, що відбувалися з ними, проводилися протягом всього періоду експерименту, коли тварини знаходилися у наркозі та деякий час (в залежності від стану після наркозної адаптації тварині) протягом 60 хв (на моделях кетамінового наркозу) або 180-240 хв. (на моделях тіопенталового та пропофолового наркозу) та після повного пробудження (прийняття положення чотирьох лапах). 

У якості наркозних засобів, що пригнічують дихальний і судиноруховий центри головного мозку, використовували такі препарати вітчизняного виробництва:

· кетамін (Кетамін-ЗН, Здоров’я народу, Україна) у дозі 150 мг/кг [8, 11, 12, 16, 17];

· пропофол (PROPOFOL-NOVO ТОВ фірма «Новофарм-Біоситез», Україна) у дозі 120 мг/кг; 
· тіопентал натрію (Здоров’я народу, Україна) в оптимальній дозі 70 мг/кг.
Оцінку аналептичної дії проводили за протоколом по наступним показникам: час прийняття бокового положення, тривалість наркозу (різниця між часом пробудження та часом прийняття бокового положення) та частота дихання, що вимірювалася багато разів (з моменту прийняття бокового положення (БП) до моменту повного пробудження тварини (прийняття положення на чотирьох лапах)) під час кожного з видів наркозу. 
Оригінальні досліджувані субстанції (гетерозиди) вводили мишам одноразово внутрішньоочеревинно інсуліновим шприцем у дозах 1-7,5 мг/кг у вигляді водних розчинів з розрахунку 0,1 мл на 10 г маси тіла, ін’єкції виконували на піку наркозу (через 15-30 хв. після прийняття тваринами БП) на моделях кетамінового, тіопенталового та пропофолового видів наркозу. У моделях експерименту, коли вивчалося профілактична дія гетерозидів, вони вводилися за 15 хвилин до введення наркозного препарату.

Досліди було виконано на 1121 білих рандомбредних (нелінійних) мишах чоловічої статі масою 18-32 г та 66 білих рандомбредних щурах-самцях масою 175-245 г. 
Модель кетамінового наркозу (КетН). Оцінку антинаркозного (пробуджуючого) ефекту гетерозиду-321 проводили на самцях білих нелінійних мишей масою 20-30 г в порівнянні з класичними аналептиками комбінованої дії – СКК і кордіамін (нікетамід)[16]. Тварин розділили на 10 груп (n=5-23). Спочатку всім тваринам внутрішньочеревинно вводили кетамін (Кетамін-ДТ, Здоров'я народу, Україна) в дозі 150 мг/кг. Перша група була контролем. Досліджувані речовини і препарати порівняння вводили внутрішньоочеревинно на 15-й хвилині після входження тварин у третю фазу наркозу (знерухомлене бічне становище з рівномірним уповільненим диханням) [64]. Групи 2-6 отримували гетерозид-321 в дозах 1, 2, 2,5; 3,5; 7,5 мг/кг, групи 7-9 – СКК в дозах 70, 35 і 20 мг/кг, 10-а група – нікетамід в дозі 63 мг/г [16].

Ефективність досліджуваних речовин оцінювали за тривалістю наркозу (ТН). Вплив на дихальний центр визначали за частотою дихальних рухів в хвилину (ЧДР/хв) в різних фазах наркозного сну до і після введення препаратів, які пробуджували тварин. Контролем служили показники ТН і ЧДР/хв першої групи. Частоту дихальних рухів (ЧДР) заміряли в інтервалі 60 секунд відразу після прийняття мишами БП (ЧДР1), на 7-ій (ЧДР2) та 14-ій (ЧДР3) хвилинах наркозу, на 15-ій хвилині (ЧДР4) відразу після введення гетерозидів-321 або СКК, а також в період пробудження тварин на 20-ій (ЧДР5), 25-ій (ЧДР6) і 30-ій (ЧДР7) хвилинах. Останній вимір (ЧДР8) здійснювався безпосередньо після пробудження миші (прийняття положення на чотирьох лапах). З цього моменту оцінювали психомоторний стан тварин (дезорієнтація в просторі або цілеспрямованість руху), рівень їх адаптації після наркозу (загальмованість або гіперактивність, потяг до їжі та води), фізіологічні реакції (гіперсалівація, сечовиділення, дефекація) та інші поведінкові реакції [64]. 
Модель пропофолового наркозу (ПроН). Оптимальні дози пропофолу (120 мг/кг), СКК (20 мг/кг), гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 (2 мг/кг) були встановлені експериментально шляхом титрування доз [64]. Під час дослідження тварин розділили на 4 групи по 6 мишей і кожній. Їм всім внутрішньоочеревинно вводили пропофол. Перша група була контрольною та отримувала тільки ПН. Досліджувані речовини і препарати порівняння також вводилися внутрішньочеревинно після входження тварин у третю фазу наркозу (знерухомлене бічне положення з рівномірним уповільненим диханням) на піку наркозного сну (30-40 хвилина). Друга та третя групи отримували гетерозид-21 та гетерозид-31, четверта група – СКК [16]. Ефективність дії досліджуваних речовин оцінювали за показниками ТН та ЧДР/хв. у різних фазах наркозу до та після введення пробуджуючих препаратів. Показники ТН і ЧДР/хв. у мишей 1-ї групи вважали контрольними, а дослідні групи порівнювали з ними [11,12,13].

Модель тіопенталового наркозу (ТіоПН). При вивченні пробуджуючої дії досліджуваних речовин тварин розділили на 5 груп (n=6). Спочатку всім внутрибрюшинно вводили тіопентал натрію [64]. Перша група була контрольною і отримувала лише ТПН. Досліджувані речовини і препарати порівняння вводилися внутрішньоочеревинно на піку наркозного сну (30-40 хвилина). Друга та третя групи отримували гетерозид-21 та гетерозид-31, четверта група – СКК, п'ята – пірацетам. Аналептична ефективність оцінювалася по скороченню тривалості наркозу (ТН).

2.3.2. Детоксикуюча дія гетерозидів вивчена на моделі гострої алкогольної інтоксикації на білих нелінійних мишах масою 20-30 г в порівняні з СКК [5,6]. Досліди проводили на трьох групах мишей, кожна з яких отримувала внутрішньоочеревно 12,5% розчин етанолу в дозі 5,5 г/кг [64]. На 15-й хвилині після прийняття БП (в момент максимальної глибини наркозу, коли тварини не реагували на подразники) другій групі внутрішньоочеревно водили гетерозид-321 (2 мг/кг), третій – внутрішньоочеревно СКК (20 мг/кг).

Критерієм ефективності детоксикуючої дії гетерозидів визначена тривалість наркозу (ТН). Вплив на дихальний центр оцінювалася за частотою дихальних рухів в хвилину (ЧДР/хв) в різних фазах наркозу до і після введення гетерозидів та СКК. ТН і ЧДР/хв першої групи мишей служили контролем. ЧДР враховувалася за вказаною вище методикою, останній вимір (ЧДР8) здійснювали після прийняття положення на чотирьох лапах (повного пробудження). Детоксикуючий ефект гетерозиду-321 та СКК оцінювали за різницею часу між пробудженням і прийняттям БП [64], а також за динамікою ЧДД/хв (ЧД4-ЧД8) в порівнянні з групою контролю.

2.3.4.1. Нейропротективна активність (вплив на активність процесів апоптозу) гетерозидів.
Дослідження проведено на 90 білих безпородних щурах віком 6 місяців масою 220-290 г. Кетамінову та пропофолову анестезії проводили шляхом введення 100 мг/кг відповідно кетаміну/пропофолу внутрішньочеревинно. По виходу тварин з наркозу їм одноразово вводили препарати в таких дозах: гетерозид – внутрішньочеревинно 2 мг/кг, цереброкурин – внутрішньочеревинно 0,2 мг/кг, ноопепт – інтраназально 10 мк/кг. Тварини були розподілені на 9 груп по десять тварин в кожній. Перша група – інтактні тварини (контроль), друга та третя – тварини з експериментальним наркозом кетаміном/пропофолом (контрольна патологія – КП), четверта та п’ята – тварини з наркозом, яким вводили гетерозид (група КП+Гетерозид); з шостої по дев’яту – тварини з наркозом, яким вводили Цереброкурин (група КП+Цереброкурин) або Ноопепт (група КП+Ноопепт). Інтактна група отримувала одноразово внутрішньочеревинно фізіологічний розчин 1 мл на 100 г ваги, а контрольна група після введення кетаміну/пропофолу одноразово – внутрішньочеревинно фізіологічний розчин в аналогічному дозуванні. 

2.3.4.2. Нейропротективна активність (за мнестично-поведінковими змінами) гетерозидів  оцінювали на 50 щурах лінії Wistar віком 6 місяців масою 220-290 грам. Тварини містилися в стандартних умовах віварію (12-годинний світловий цикл, температура 220С). Для проведення справжніх експериментів тварин піддавали харчової депривації, особливості якої описані нижче. З метою приручення щурів перед початком експерименту тримали в руках по 2-3 хв. протягом 5 днів, що полегшувало наступні експериментальні дослідження.

Кетамінову анестезію проводили шляхом введення 100 мг/кг кетаміну внутрішньоочеревно. По виходу тварин з наркозу їм одноразово вводили препарати в таких дозах: ноопепт – інтраназально -10 мк / кг, церебрекурін – внутрибрюшинно – 0,2 мг / кг, пірацетам – внутрішньочеревне – 250 мг / кг. Інтактна група отримувала одноразово внутрішньоочеревно фізіологічний розчин 1 мл на 100 г ваги, а контрольна група після введення кетаміну одноразово – внутрішньоочеревно фізіологічний розчин в аналогічному дозуванні. На другу добу після анестезії проводили оцінку рухової і пошукової активності за допомогою методики «Відкрите поле» і починали навчати тварин в лабіринті протягом 10 днів.

2.3.4.2.1. Визначення рухової і пошукової активності. Визначення рухової і пошукової активності проводилося за допомогою методики «Відкрите поле» з використанням арени власного виробництва з розмірами 80х80х35см, як зазначено раніше [64]. Тварину розміщували по середині однієї зі сторін мордою до стінки, після чого їй протягом 8 хвилин дозволяли вільно переміщатися по арені. Оцінювали загальну пройдену відстань (см), загальну рухову активність (см2/с), структуру активності (висока, низька активність, відсутність активності, %), кількість замирань і входжень в центр, відстань, пройдену біля стінки (см) і в центральній області арени (див, %), вертикальну пошукову активність (кількість стійок на задніх лапах біля стінки і в центрі), кількість подій короткого і довгого грумінгу, кількість актів дефекації і урінаціі.

2.3.4.2.2. Оцінка референтної і робочої пам'яті. Щурів піддавали харчовій депривації, як описано раніше [64]. Їжа була доступна щодня протягом 1 години. Тварин доводили до 85% початкової маси шляхом обмеження харчової дієти з вільним доступом до води. Дослідження пам'яті проводили за допомогою радіального лабіринту LE760 (AgnTho's, Sweden), як зазначено раніше. Восьмипроменевий радіальний лабіринт складається з восьмикутної платформи (довжина сторони 22 см), від якої відходять пронумеровані від 1 до 8 радіальні промені-доріжки довжиною 70 см і шириною 10 см з заглибленнями для годівниць на кінці (діаметр 2см, глибина 1,5 см). Кожна доріжка може бути закрита за допомогою механізму гільйотини незалежно одна від одної. Вся установка розташовувалася на висоті 70см від підлоги. Дослідження проводилося в повній тиші.

Починаючи з першого дня тварини містилися в центральний майданчик лабіринту з 4-ма закритими променями і 4-ма відкритими променями, в годівницях яких розміщувалося 200 мг харчових гранул. Комбінація відкритих і закритих променів була індивідуальною і постійної для кожної тварини. Протягом наступних 10-ти днів тварина навчалося знаходженню їжі, використовуючи зовнішні візуальні орієнтири. Навчання проводилося протягом 10 хвилин або до знаходження твариною всіх чотирьох джерел їжі. Експеримент повторювали щодня дворазово з кожною твариною. Після експерименту тварина отримувала денний раціон їжі. На 10-й день тварина містилася в радіальний лабіринт з вісьмома відкритими променями-доріжками, в 4-х з яких розміщувалася їжа згідно звичної для тварини схемою. Ми оцінювали референтну пам'ять (загальне довгострокове уявлення про структуру лабіринту і розташуванні їжі, яке сформувалося у тварини в процесі навчання) і кількість помилок референтної пам'яті (перші відвідини раніше закритого променя, в якому тварина ніколи не знаходила їжу), а також робочу пам'ять (короткострокове уявлення твариною про розташування їжі в конкретному досвіді) і кількість помилок робочої пам'яті (повторне відвідування променя, в якому тварина раніше вже знаходила або не знаходила їжу). Крім того, ми оцінювали пройдену відстань і загальну рухову активність.

2.3.4.2.3. Отримання і обробка даних. Дослідження проводилися на базі відділу експериментальної патофізіології та функціональної морфології Навчального медико-лабораторного центру Запорізького державного медичного університету. Експерименти проводилися в добре освітленій кімнаті в повній тиші. При проведенні експериментів виключали вплив зовнішніх і внутрішніх візуальних, нюхових і слухових стимулів. Оцінка поведінки тварин проводилася лаборантом, що не був обізнаним про приналежність тварини до конкретної експериментальної групи. Знаходження і запис зображення проводили за допомогою кольорової відеокамери SSC-DC378P (Sony, Japan). Аналіз відеофайлу проводили за допомогою програмного забезпечення Smartv 3.0 (Harvard Apparatus, USA). Статистична обробка результатів проводилася за допомогою MicrosoftExcel 2016 з пакетом статистичної обробки AtteStat 12. Для оцінки достовірності відмінностей в досліджуваних групах використовувався критерій Краскела-Уолліса з posthoc-поправкой Данна. Вірогідним вважалися відмінності при p<0,05 [15,31].
2.4. Лабораторні методи дослідження в експерименті.

Активність ферменту NO-синтази визначали за допомогою методики, запропонованої і впровадженої в практичне застосування рядом авторів [163]. Оптичну щільність вимірюють відразу, а потім через 4 хвилини при довжині хвилі 340 нм. 

Для проведення гістоімунохімічних досліджень головний мозок тварин розміщали у фіксатор Буена (18 годин) і після стандартної гістологічної проводки тканину укладали в парапласт. На ротаційному мікротоми виготовлялися 15-мікронні зрізи гіпоталамусу, які депарафінувались за стандартною методикою. Для виявлення експресії c-fos в СА1 зоні гіпокампу використовували імуногістохімічний метод непрямої імунофлюоресценції. Спершу на зрізи наносили первинні антитіла до білка c-fos (Sigma Chemical, USA), інкубували при +400ºС 24 години і після інкубації зрізи тричі промивали 0,1 М фосфатним буфером. Потім на зразки наносили вторинні антитіла (флюоресцент коньюгований козячий IgG) (Sigma Chemical, USA), інкубували при кімнатній температурі 60 хвилин і після інкубації зрізи промивали 0,1 М фосфатним буфером. Fos-імунопозитивні нейрони CA1 зони гіпокампу досліджували на флюоресцентному мікроскопі Axioskop (Ziess, Germany) – зображення, одержані на мікроскопі, за допомогою високочутливої відеокамери COHU-4922 (COCHU Inc., США) вводили в комп'ютерну програмно-апаратну систему цифрового аналізу зображення VIDAS.
Концентрацію bcl-2 в цитоплазматичній фракції головного мозку визначали методом Вестерн-блот аналізу [163]. Білки розділяли в 10% поліакриламідному гелі. Поділ білкових фракцій проводили шляхом електрофорезу – для ущільнення гелю при напрузі 100 V, коли проби досягали межі розділу гелів при напрузі 200 V і до того часу, поки проби не досягнуть закінчення гелю. Білки з гелю переносили на нітроцелюлозну мембрану при напрузі 100 V і силі струму 0,35 А протягом 1 години. Після перенесення мембрану поміщали в блокуючий буфер, що містив 1% розчин бичачого сироваткового альбуміну (Sigma, USA, кат. №А2153) на 20 годин. Відмиту на шейкері протягом 5 хвилин в розчині 0,1 фосфатного буферу мембрану поміщали в розчин первинних антитіл проти bcl-2 (1:500) (Santa Cruz Biotechnology), інкубували 2 години при кімнатній температурі та відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в 0,1 фосфатному буфері. Після цього мебрану поміщали в розчин вторинних антитіл (1:1000), (біотинильований анти-мишачий IgG, Sigma, USA, кат. №051М4885), інкубували 2 години та відмивали на шейкері 4 рази по 5 хвилин в розчині 0,1 фосфатного буфера. Поміщали мембрану в розчин ExtrAvidin-пероксидази (Sigma, USA, кат. №051М4885) в 1% розчині бичачого сироваткового альбуміну (1:1000), інкубували 1 годину і промивали. Для візуалізації мембрану обробляли розчином AEK: 1 таблетка 3-аміно-9-етилкарбазолу (Sigma, USA, кат. № а6926), розчинена в 2,5 мл ДМФА, що містить 47,5 мл 0,05 М ацетатного буфера, рН 5,0, 25мкл 30% Н2О2. Мембрану інкубували в субстратній суміші 5-10 хвилин. Червоний нерозчинний преципітат характеризує комплекс антиген-антитіло в блоті. Мембрану промивали в дистильованої воді кілька разів. Висушували смужки між листами фільтрувального паперу під потоком холодного повітря. Детекцию bcl-2 здійснювали за допомогою денситометрії в програмі Adobe Photoshop. 
2.5. Статистична обробка результатів

Статистичну обробку отриманих даних проводили із застосуванням пакету прикладних програм «Microsoft Excel» і «STATISTICA® for Windows 6.0» (№AXXR12D833214FAN5). Тестування параметрів розподілу проводили за допомогою тестів Лілліфора (Lilliefor) або Шапіро-Уілкса (Shapiro-Wilks). Для кожної досліджуваної ознаки визначали показники середнього арифметичного (М) і стандартної похибки репрезентативності середнього арифметичного (m). При перевірці статистичних гіпотез нульову гіпотезу відкидали за рівня статистичної значущості (р) нижче 0,05. Для оцінки розбіжностей вибіркових сукупностей були використані t-тест Стьюдента (Student) для парних та t-тест для залежних вибірок [15,31]. При порівнянні дискретних змінних використовували критерій (2 за Пірсоном (Pearson) та за методом МакНемара (McNemar) [15,31,32]. Порівняльний аналіз в групах проводили за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA [31]. Системний аналіз ефективності досліджуваних препаратів проведений за допомогою методу кореляційних структур та кластерного методу [18]. Для цього системно проаналізовано достовірно значимі кореляційні зв’язки (р<0,05) між основними параметрами, які вивчались в нашому дослідженні.
Таким чином, методи дослідження та статистичного аналізу дозволяли виявити репрезентативність груп, що аналізувались, а також комплексно та достовірно оцінити характер постнаркозних ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку та ефективність периопераційної нейропротекції оригінальними похідними сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в якості нейропротекторів з аналептичною дією. 

РОЗДІЛ 3
ТЕОРЕТИЧНО-ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА РОЗРОБКА ОСНОВ ЦІЛЕСПРЯМОВАНОГО ПОШУКУ ТА СТАНДАРТИЗОВАНИХ МЕТОДИК 
ВІДБОРУ НЕЙРОПРОТЕКТОРІВ З АНАЛЕПТИЧНОЮ ДІЄЮ
Вирішення актуальної для хіміків, фармакологів та клініцистів задачи створення нових ефективних та безпечних нейропротекторів-аналептиків для вирішення широкого спектру медико-соціальних проблем невідкладних станів стримує відсутність у рекомендаціях з доклінічного вивчення перспективних фармакологічних речовин загального дослідницького стандарту алгоритму скринінгу препаратів з аналептичною активністю. Також однією з основних проблем розширення асортименту нейропротекторів з аналептичною дією є відсутність теоретичних основ їх спрямованого пошуку. 
З метою поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією першим етапом нашої роботи став аналіз структур відомих аналептиків для встановлення молекулярних фрагментів (дескрипторів), які відповідають за прояв речовинами аналептичного ефекту (АЕ).
3.1. Теоретичне прогнозування аналептичних ефектів

3.1.1. Дескрипторно-фармакологічний аналіз класичних аналептиків

Незначна кількість препаратів цієї групи істотно обмежувала масив відповідних дескрипторів, однак націлювали на найбільш важливі елементи, відповідальні за прояв АЕ. Аналізу було піддано 12 класичних аналептиків, структури яких представлені в табл. 3.1.

Таблиця 3.1
Структурні формули класичних аналептиків
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3.1 Коразол
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3.2 Лобелін
	[image: image89.emf]N


O


O


H




N

O

O

H


[image: image16.png]



3.3 Стрихнін
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3.4 Цитізин
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3.5 Ехінопсін
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3.6 Нікетамід
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3.7 Бемегрід
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3.8 Етімізол
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3.9 Кофеїн
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3.10 Камфора
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3.11 Сульфокамфокаїн
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3.12 Модафеніл


При проведенні аналізу табл. 3.1 звертає на себе увагу той факт, що для кожного з наведених препаратів характерна наявність хімічних реакційних центрів:
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їх дублювання і поєднання у вигляді амідних, діалкіламідних, імідних, діімідних фрагментів в аліциклічних, гетероциклічних, гетероароматических структурах або конденсованих системах.
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Найбільш виражено це встановлено на прикладі кофеїну і етимізолу:
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Наявність четвертинноамонієвих, сульфонових і сульфоксидних комбінацій тільки у сульфокамфокаїну та модафенілу не дозволяла оцінити їх значимість і ставило питання про їх дескрипторну значимість у прояві АЕ.

У пошуках відповідей на поставлені питання виникла необхідність комп'ютерного аналізу відомого масиву структурно-фармакологічної інформації з використанням програми Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS).

3.1.2. PASS-прогностичні характеристики класичних аналептиків

Оскільки програма PASS в стандартному режимі не наводить дескриптори, що відповідають за прояв фармакологічних ефектів, проведення відповідних досліджень дозволило оцінити з одного боку доцільність обраних нами потенційних «аналептичних» фармакофорів, а з іншого – об'єктивність обраної вибірки дескрипторів для адекватного прогнозування віртуальних структур з АЕ за допомогою програми PASS (табл. 3.2). 

Результати, представлені в табл. 3.2, свідчать про те, що:

· дескриптори класичних аналептиків обрані нами адекватно, в базі даних програми PASS вони враховані і прогнозують ймовірність наявності АЕ від 53 до 97%, а ймовірність його відсутності від 0,1 до 1,8 %;

· PASS-аналіз дозволяє прогнозувати наявність не тільки загального аналептичного ефекту (ЗАЕ), а й імовірність кардіоваскулярного (КВ) або респіраторного (РП) механізмів його реалізації (табл. 3.2 – 3.3).

· PASS-прогнозування можливо використовувати для виявлення інших перспективних фармакологічних ефектів, що мають спільні з АЕ біохімічні механізми, з метою їх цілеспрямованого пошуку.

3.1.3. PASS-прогностичні ефекти ЦНС для віртуальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів

При побудові віртуальних структур особлива увага приділялася чергуванню і дублювання карбоксильних СООН, карбонільних =С=О, карбамідних -С(О)-NHR, карбімідних -С(О)-NH-С(О)-дескрипторів в комбінаціях з сірко- та нітрогенвмісними аліциклічними ароматичними і конденсованими системами, які присутні в структурі найбільш ефективних і застосовуваних класичних аналептиків (бемегрид, нікетамід, етимізол, кофеїн і сульфокамфокаїн).

Виходячи з вищевикладеного PASS-аналізу було проаналізовано 68 доступних для цілеспрямованого синтезу речовин з похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів, в структурі яких в різних комбінаціях представлені наведені вище дескриптори (табл. 3.3).

Слід зазначити, що отримані прогнози малу відносну перспективність, оскільки максимальний рівень ймовірності АЕ по всім структурним 

Таблиця 3.2
PASS-прогностичні характеристики класичних аналептиків
	№ п/п
	Сполука 
	Дескриптори
	Аналептичний ефект (АЕ)
	Вірогідність наявності ефекту
	Вірогідність відсутності ефекту
	Супутні 

ефекти
	Вірогідність наявності ефекту
	Вірогідність відсутності ефекту

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	3.1
	Коразол
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	ОАЕ
	0,754
	0,007
	Антигіпоксичний
	0,251
	0,205

	
	
	
	РП
	0,833
	0,007
	Ноотропний
	0,409
	0,207

	
	
	
	КВ
	0,973
	0,001
	Нейротропний
	0,420
	0,079

	3.2
	Лобелін
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	ОАЕ
	0,928
	0,003
	Антигіпоксичний
	0,451
	0,054

	
	
	
	РП
	0,964
	0,003
	Ноотропний
	0,512
	0,123

	
	
	
	КВ
	0,243
	0,078
	Нейротропний
	0,327
	0,177

	3.3
	Стрихнін
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	ОАЕ
	0,821
	0,005
	Антигіпоксичний
	0,247
	0,209

	
	
	
	РП
	0,600
	0,023
	Ноотропний
	-
	-

	
	
	
	КВ
	0,822
	0,004
	Нейротропний
	0,323
	0,182

	3.4
	Цитізин
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	ОАЕ
	0,754
	0,007
	Антигіпоксичний
	0,258
	0,197

	
	
	
	РП
	0,834
	0,006
	Ноотропний
	0,044
	0,058

	
	
	
	КВ
	0,316
	0,051
	Нейротропний
	0,407
	0,088

	3.5
	Ехінопсін
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	ОАЕ
	-
	-
	Антигіпоксичний
	0,625
	0,015

	
	
	
	РП
	0,267
	0,125
	Ноотропний
	0,470
	0,156

	
	
	
	КВ
	-
	-
	Нейротропний
	0,463
	0,056

	3.6
	Нікетамід
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	ОАЕ
	0,663
	0,013
	Антигіпоксичний
	0,487
	0,041

	
	
	
	РП
	0,746
	0,012
	Ноотропний
	0,689
	0,044

	
	
	
	КВ
	0,934
	0.003
	Нейротропний
	0,486
	0,067

	3.7
	Бемегрід
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	ОАЕ
	0,801
	0,005
	Антигіпоксичний
	0,484
	0,042

	
	
	
	РП
	0,829
	0,007
	Ноотропний
	0,352
	0,268

	
	
	
	КВ
	0,964
	0,002
	Нейротропний
	0,578
	0.017


Подовження таблиці 3.2
	1
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	3.8
	Етімізол
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	ОАЕ
	0,875
	0,004
	Антигіпоксичний
	0,256
	0,200

	
	
	
	РП
	0,943
	0,004
	Ноотропний
	0,857
	0,009

	
	
	
	КВ
	0,343
	0,045
	Нейротропний
	0,269
	0,232

	
	
	
	РП
	-
	-
	Ноотропний
	0,920
	0,005

	
	
	
	КВ
	-
	-
	Нейротропний
	0,547
	0,025

	3.9
	Кофеїн
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	ОАЕ
	0,873
	0,004
	Антигіпоксичний
	0,252
	0,203

	
	
	
	РП
	0,931
	0,004
	Ноотропний
	0,690
	0,044

	
	
	
	КВ
	-
	-
	Нейротропний
	0,402
	0,091

	3.10
	Камфора
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	ОАЕ
	0,873
	0,004
	Антигіпоксичний
	0,265
	0,191

	
	
	
	РП
	0.935
	0,004
	Ноотропний
	0,400
	0,216

	
	
	
	КВ
	0,977
	0,004
	Нейротропний
	0.498
	0,041

	3.11
	Сульфокамфокаїн
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	ОАЕ
	0,754
	0,008
	Антигіпоксичний
	0,272
	0,183

	
	
	
	РП
	0,535
	0,031
	Ноотропний
	-
	-

	
	
	
	КВ
	0,639
	0,011
	Нейротропний
	0,360
	0,124

	3.12
	Модафеніл
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	ОАЕ
	-
	-
	Антигіпоксичний
	0,240
	0,217

	
	
	
	РП
	-
	-
	Ноотропний
	0,920
	0,005

	
	
	
	КВ
	-
	-
	Нейротропний
	0,547
	0,025


кластерам не перевищував 46,5-49% (ст. 3.20 в табл. 3.3), при цьому ймовірність його відсутності становила лише 4%.

Також було встановлено, що:

· ймовірність проявів АЕ у базової структури (ст. 3.13) становила 38%;

· амідування вільної карбоксильної групи знижувало позитивний прогноз на 8% (ст. 3.14);

· істотну роль відіграє просторова конфігурація дублювання -С(О)-NH-дескриптора і спосіб її реалізації. У разі блокування обертання подвійним зв'язком цис-ізомери (ст. 3.15, 3.17) поступаються АЕ базовій рухомій конфігурації на 18% (ст. 3.13), в той час як транс-ізомери (ст. 3.16, 3.18) визначено на 8,4-9,5% більш перспективними;

·  максимальна 70% активність прогнозувалася для структури з просторовим цис-блокуванням дублету -NHС(О)-дескрипторів ароматичних феніленових фрагментів (ст. 3.19, 3.20), що на 5-10% перевершувало ймовірність активності аліциклічних аналогів (ст. 3.21, 3.22).

Дещо несподіваною виявилася роль амідних заступників R1 в базовій структурі (ст. 3.12 – 3.13). Заміна фенільного фрагменту (ст. 3.13 – 3.23) на тіазольний (ст. 3.23 – 3.31), тіадіазольний (3.32 – 3.41) та бензтіазольний (ст. 3.42 – 3.51) прогнозувало повну втрату активності для всіх структурних варіантів кластера 3.13 – 3.51.

Як зазначалося раніше, циклоімідний дескриптор -С(О)-NR1-С(О)- та його циклолактамний елемент -С(О)-NR1- були присутніми в структурі найбільш ефективних з аналептиків, що застосовуються у сучасній медичній практиці (бемегрид, нікетамід, етимізол, кофеїн і сульфокамфокаїн ).

Повною мірою це було підтверджено в кластері похідних пірролідону і пірролідіндіону (ст. 3.52 – 3.55), прогнозована ймовірність АЕ яких досягла 70% у циклогексен-конденсованої структури 3.55 при ймовірній відсутності ефекту 0,7%. Однак, раніше згадана тенденція повної втрати АЕ дескриптором -С(О)-NR1-С(О)- при введенні в положення R1 гетероциклічних варіацій (ст. 3.56 – 3.58) зберігалася і для цього кластера структур.

У науковій літературі останніх 10 років модафеніл позиціонується як потужний аналептик. Негативний для нього PASS-прогноз АЕ (табл. 3.2) можна пояснити лише відсутністю відповідних дескрипторів в базі програми PASS-аналізу. Повною мірою це можна віднести і до похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (табл. 3.3), для яких було встановлено негативний прогноз аналептичного та антигіпоксичного ефектів, але в експерименті зареєстровано їх значну активність.

На жаль, PASS-прогнозування передбачає теоретичну ймовірність прояву ефектів, але не їх величину, яка може залежати від багатьох факторів. До фізико-хімічних факторів можна віднести розчинність, реакційну здатність, стійкість субстанції до температури, світла. До біохімічних – токсичність, біодоступність, широту терапевтичної дії, сумісність з іншими ліками, ступінь і швидкість метаболізму субстанції, активність і токсичність метаболітів, наявність побічних ефектів і т.п.

З урахуванням вищевикладеного, на підставі PASS-прогнозування, думки синтетиків, фізико-хіміків і практики попередніх фармакологічних досліджень для первинного фармакологічного скринінгу потенційних нейропротекторів-аналептиків були відібрані 3 речовини, похідні сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів з умовною назвою гетерозид-21, гетерозид-31 і гетерозид-321.
3.2. Алгоритм розробки стандартизованих моделей фармакологічного скринінгу нейропротекторів-аналептиків
Важливим етапом в системі спрямованого пошуку є наявність стандартизованих методик фармакологічного скринінгу. За даними літератури, на даний момент стандартизовані методики фармакологічного скринінгу для оригінальних речовин з АЕ відсутні, отже розробка таких методик стала наступною метою наших досліджень.

Істотними недоліками класичних аналептиків є вузький діапазон терапевтичної дії (у всіх аналептиків, крім кофеїну), що обумовлює ризики активних проявів побічних ефектів та істотно обмежує застосування цих препаратів в ургентної практиці і медицині катастроф. Це пов'язано з тим, що механізм розвитку наркозної або загальної інтоксикації різний у всіх токсикантів і аналептиків. У зв'язку з цим пошук універсальних, нетоксичних аналептиків широкого спектру дії набуває особливої актуальності і вимагає створення адекватних моделей для їх відбору.

Для вирішення цього завдання був проведений комплекс досліджень згідно сформульованого нами логічно обгрунтованого алгоритму.

3.2.1. Загальні вимоги до розроблюваних моделей відбору нейропротекторів-аналептиків
Пропоновані методики повинні були обґрунтовувати і забезпечувати:

· перевірку АЕ на адекватних (за механізмом і симптомами), відтворюваних і доступних моделях патологічних станів;

· об'єктивний і відтворений показник величини АЕ на прикладах класичних аналептиків і оригінальних субстанцій;

· оптимальні дози наркозних препаратів;

· найбільш ефективні, універсальні та доступні препарати порівняння (класичні аналептики) вітчизняного виробництва, які широко застосовуються в медичній практиці;

· оптимальні час, дози і шлях введення досліджуваних речовин;

· відсутність летальності (100% виживаність тварин).
3.2.2. Алгоритм обґрунтування критеріїв оптимальності режимів експериментальних досліджень

3.2.2.1. Крітерій адекватності моделі патологічного стану. За існуючою класифікацією аналептики це препарати, які здатні активувати дихальний і судиноруховий центри головного мозку, що перебуває в стані різкого пригнічення. По механізму дії наркозні засоби призначені для регульованого пригнічення функцій ЦНС. Розглядаючи наркозний сон як результат загального пригнічення ЦНС, для адекватного моделювання ургентних патологічних станів були обрані офіційні наркозні препарати пропофол, кетамін та тіопентал натрію, що пригнічують активність ЦНС в цілому та ДЦ і СРЦ зокрема.

Виходячи з того, що тривалість і глибина наркозного сну залежить від дози наркозного препарату, елімінація та метаболізм якого призводить до природного пробудження, першим етапом алгоритму було визначення критерію оптимальності доз наркозних засобів, часу і способу введення досліджуваних речовин (класичних аналептиків і перспективних нейропротекторів-аналептиків).
3.2.2.2. Критерій оптимальності способу введення досліджуваних речовин. Практика ургентних станів в більшості випадків взагалі виключає пероральний, ректальний шлях застосування аналептичних препаратів через критичний стан пацієнта (найчастіше без свідомості) і значної тривалості часу настання терапевтичного ефекту. У цих випадках єдиним шляхом, який гарантує надійність цільової доставки, біологічну доступність і максимальну швидкість дії лікарського препарату, є його парентеральне введення. Отже, досліджувані субстанції повинні бути переважно розчинними, а оптимальним шляхом їх введення (враховуючи складність роботи з дрібними лабораторними тваринами і вищевикладені факти) – внутрішньочеревинні ін'єкції.

3.2.2.3. Критерій оптимальності дози наркозних препаратів. Широкий діапазон доз наркозних препаратів, що застосовуються фармакологами і ветеринарами в лабораторній практиці, безліч суперечливих результатів і висновків, що мають місце в науковій літературі можна було пояснити різними причинами, враховуючи також існуючу різницю ефективності препаратів, які вироблені різними фірмами. Це ускладнювало використання доз, представлених в наявних джерелах літератури відносно використаних моделей, і вимагало проведення експериментальних досліджень для препаратів конкретно визначених виробників.

Оптимальною дозою наркозних препаратів в наших дослідженнях була визначена доза, що гарантовано забезпечує необхідну для планованих спостережень тривалість наркозу і 100% виживання тварин в експерименті. Це дозволяло провести необхідні спостереження за динамікою фізіологічних процесів, поведінковими реакціями та дати статистично достовірне порівняння АЕ досліджуваних речовин і забезпечити відтворюваність даної методики.
3.2.2.4. Критерій ефективності АЕ. Процес природного пробудження від наркозу може забезпечуватися різними механізмами – активацією оксигенації, метаболізму, елімінації токсиканту або їх сукупністю. Механізми дії класичних аналептиків також різноманітні, але мають головну мету – прискорене пробудження пацієнта, відновлення функціональної активності ЦНС. Таким чином, аналептичний ефект поєднує два доволі незалежні фактори – здатність впливати на ДЦ та СРЦ та здатність прискорювати пробудження (скорочувати тривалість наркозу).

Для уникнення термінологічної плутанини в подальших дослідженнях під аналептичним ефектом ми враховували здатність речовин впливати на ДЦ і СРЦ довгастого мозку, під пробуджуючим ефектом – здатність скорочувати тривалість наркозу. Отже, в подальшому критерієм АЕ потенційних нейропротекторів-аналептиків ми визначали скорочення тривалості наркозу незалежно від механізму його реалізації. 

3.2.2.5. Критерії вибору препарату порівняння. Згідно розробленого нами алгоритму розробки стандартизованої моделі цілеспрямованого пошуку нейропротекторів з аналептичною дією препарат порівняння повинен був відповідати наступним критеріям:

· бути широко застосовуваним в анестезіологічній практиці аналептиком з максимальною широтою терапевтичної дії та з мінімальними побічними ефектами і токсичними ефектами;

· містити в своїй структурі дескриптори, аналогічні дескрипторам досліджуваних речовин, що дозволить передбачати однакові або близькі механізми реалізації АЕ та адекватність їх порівняння відносно різних параметрів наркоз-індукованих неврологічних розладів;

· для пошуку універсальних нейропротекторів-аналептиків володіти комплексом механізмів проявів АЕ і забезпечувати найвищий в порівнянні з класичними аналогами рівень активності на моделях з різними токсикантами (наркозними препаратами);

· проявляти статистично вірогідний АЕ в умовах визначених експериментальних моделей наркозу.

3.2.2.6. Критерій оптимальності часу введення аналептиків. Тривалість і глибина наркозу залежить від природи, механізмів дії і доз наркозних препаратів, фізіологічний метаболізм яких призводить до природного пробудження. З огляду на різноманіття зазначених чинників та їх залежність від зовнішніх впливів ми припустили, що питання визначення оптимального часу введення аналептиків є не менш важливим, ніж вибір дози наркозного препарату. Згідно даних літератури, було доведено, що цей показник не може бути формальним і однаковим для всіх моделей. З огляду на те, що критерієм АЕ була прийнята тривалість наркозного сну, пробуджуючий (аналептичний) ефект ми оцінювати саме на піку наркозу (ПН), тобто в момент максимального пригнічення СРЦ і ДЦ довгастого мозку конкретним наркозним препаратом в конкретних умовах. На нашу думку, це дозволило виключити непередбачувану варіабельність впливів зовнішніх факторів на об'єктивність показника АЕ. 
У зв'язку з цим виникла необхідність у визначенні критерію ПН.

3.2.2.7. Критерій піку наркозу. В нашому дослідженні ми припустили, що індикатором рівня глибини наркозу та водночас наркозної інтоксикації повинна бути активність ДЦ ЦНС, а її критерієм – частота дихальних рухів (ЧДР). В цьому випадку ПН можна було позиціонувати як час мінімуму на діаграмі динаміки ЧДР під впливом оптимальної дози наркозного препарату.

Для кількісної оцінки ПН динаміку ЧДР відстежували з інтервалами в 5-10 хвилин від прийняття тваринами бокового положення (БП) до прийняття ними положення на чотирьох лапах.

3.3. Визначення аналептичної дії гетерозидів на розроблених стандартизованих моделях наркозу

На наступному етапі пошуку потенційних нейропротекторів-аналептиків після визначення основних критеріїв, режимів та алгоритму проведення експериментальних досліджень нами було проведено перевірку адекватності запропонованих стандартизованих моделей наркозу з використанням різних за механізмом дії загальних анестетиків та вивчення аналептичної дії гетерозидів в порівнянні з класичними аналептиками – кетаміном, пропофолом та тіопенталом натрію.
3.3.1. Визначення аналептичної дії гетерозидів на розробленій стандартизованій моделі кетамінового наркозу 

3.3.3.1. Доцільність створення моделі кетамінового наркозу (КетН). Відмінною рисою КетН є його короткочасність, що робить його затребуваним, незамінним та необхідним в екстреній хірургії та в випадках, що пов'язані з травматичним шоком і крововтратою в умовах військових дій, техногенних та природних катастроф. В той же час потрібно враховувати, що пробудження після КетН характеризується психомоторним збудженням, тривалою дезорієнтацією і амнезією. Повне відновлення орієнтації пацієнта в особистості, місці і часі відбувається іноді через 60-90 хвилин, а побічні нейрокогнитивні ефекти можуть зберігатися до 24 год, що створює серйозні проблеми на етапах евакуації.

Іншою відмінною рисою КетН є специфічний механізм його розвитку, пов'язаний з мінімальним пригніченням кровообігу і дихання. Таким чином, розробка моделі КетН для спрямованого пошуку аналептиків, що прискорюють реабілітацію в екстремальних станах була актуальною в практичному і теоретичному відношенні.

3.3.3.2. Встановлення оптимальної дози кетаміну. У джерелах літератури відзначається, що активність кетаміну і величина його дози для внутрішньочеревинного введення варіюють залежно від виробника препарату, виду тварин, пори року та інших чинників. Виходячи з цього, для створення стандартизованої моделі (моделі, що відтворюється) була експериментально встановлена оптимальна доза кетаміну-ЗН (Здоров'я народу, Україна) (табл. 3.4).

Таблиця 3.4

Вплив дози кетаміну на тривалість наркозного сну
	Доза кетаміну
	Тривалість наркозного сну
	Кількість мишей

	
	
	в групі
	заснуло
	не заснуло
	загинуло

	200 мг/кг
	69 хв 46 сек 
4185,5 (3140;5231)
	6
	6
	0
	4

	150 мг/кг
	36 хв 07 сек 
2167,5 (2075;2280)
	6
	6
	0
	0

	100 мг/кг
	10 хв 13 сек 
613 (542;684)
	6
	2
	4
	0

	р
	0,0305
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контрольної патології за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
3. n – кількість мишей в групі.

При введенні 200 мг/кг кетаміну внутрішньочеревинно всі тварини заснули, однак 66,7% з них не прокинулося. У дозі 100 мг/кг – заснуло тільки 33,4% мишей, інші були явно загальмовані, але бічне положення не брали. Доза кетаміну в 150 мг/кг забезпечувала наркозний сон тривалістю 33 хв 37 сек, необхідний для оцінки динаміки ЧДР, поведінкових реакцій при 100% виживання мишей (табл. 3.4), тобто відповідала критеріям оптимальності (розділ 3.2.2.).

3.3.3.3. Визначення ПН і оптимального часу введення аналептиків. Дослідження проводили на групі тварин, яка одержувала тільки кетамін. Вплив на ДЦ визначали по частоті дихальних рухів в хвилину (ЧДР/хв) в різних фазах наркозного сну. ЧДР замірялась в інтервалі 60 секунд відразу після прийняття мишами бокового положення (ЧДР 1) і кожні 5 хв до повного пробудження. Останній вимір (ЧДР 8) проводили безпосередньо після пробудження миші (прийняття положення на чотирьох лапах) (табл. 3.5). 

Таблиця 3.5

Вплив кетаміну на частоту дихальних рухів мишей (n = 6)
	Визначення ЧДР
	Контрольна група

(Кетамін 150 мг/кг)
	Визначення ЧДР
	Контрольна група

(Кетамін 150 мг/кг)

	ЧДР1
	90 (90;100)
	ЧДР 5
	72 (64;84)

	ЧДР 2
	64 (58;82)
	ЧДР 6
	82 (80;90)

	ЧДР 3
	62 (54;78)
	ЧДР 7
	84 (72;96)

	ЧДР 4
	62 (60;64)
	ЧДР 8
	100 (98;102)


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контрольної патології за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
2. n – кількість мишей в групі.

ПН для мишей досягався на 15 хвилині, що відповідає мінімуму на діаграмі динаміки ЧДР (рис. 3.1).
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Рисунок 3.1. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на моделі кетамінового наркозу

Таким чином, в ході проведених досліджень було підтверджено, що оптимальна глибина і тривалість наркозу досягалася при введенні кетаміну в дозі 150 мг/кг, а пік наркозу наступав на 15-ій хвилині після прийняття мишами БП.

3.3.3.4. Вибір препарату порівняння та його оптимальної дози. Як препарат порівняння був обраний широко аналептик, що широко застосовується в сучасній медичній практиці, сульфокамфокаїн (СКК), механізм аналептичної дії якого в рівній мірі реалізується за рахунок респіраторного і кардіоваскулярного ефектів, а конденсована структура включає класичний (=С=О) і перспективний сірковмісний ([image: image61.wmf]S

O

H

)     дескриптори.                               


Оскільки в доступній для нас літературі була відсутня інформація про ефективну дозі СКК для мишей, її розраховували екстраполяційним методом по Риболовлєву Ю.Р.. Виходячи з середньої терапевтичної дози для людей в перерахунку на тварин вона склала 70 мг/кг. Експериментально вивчалися дози в 70 мг/кг, 35 мг/кг і 20 мг/кг. Результати досліджень (табл. 3.6) показали, що високі дози СКК (70 і 35 мг/кг) надавали парадоксальний вплив на тварин і продовжували їх наркозний сон, відповідно, на 71% і 43%. У дозі 10 мг / кг СКК статистично достовірного АЕ не показав. Доза СКК 20 мг/кг, що вводиться на піку наркозу (рис. 3.1) прискорювала пробудження тварин на 13% в порівнянні з контролем і була нами визнана оптимальною (умовно терапевтичної) для проведення подальших досліджень.


Нікетамід (кордіамін) – широко застосовуваний аналептик, який виявляє малу токсичність, тому був обраний нами як другий референс препарат. Його умовно терапевтична доза – 63 мг/кг. Перевірка АЕ нікетаміду в аналогічних умовах показала, що він скорочує тривалість наркозу лише на 7%, що на 12% нижче ефективності СКК, тому в подальших дослідженнях цей препарат не використовували (табл. 3.6).


Все вище викладене підтверджувало відповідність моделі вимогам і критеріям об'єктивності для цілеспрямованого відбору аналептиків (розділ 3.2), що дозволило оригінальність моделі захистити патентом і рекомендувати її для експериментальних доклінічних досліджень.
Таблиця.3.6

Пробуджуючий ефект класичних аналептиків, що вводили внутрибрюшинно на піку кетамінового наркозу
	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики наркозного сну 
	Пробуджуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи кетаміну
	

	Кетамін (n=23)
	150
	33 хв 37 сек

(2017,96 ± 110,25)
	100%
	0

	Кетамін +
Сульфокамфокаїн (n=8)
	70
	48  хв 19 сек 
(2899,25 ± 422,30)*
	143,67%
	– 43,67

	Кетамін +
Сульфокамфокаїн (n=9)
	35
	57 хв 22 сек 
(3442,22 ± 197,84)
	170,57%
	– 70,57

	Кетамін +
Сульфокамфокаїн (n=6)
	20
	29 хв 28 сек 
(1767,66 ± 51,74)*
	87%
	13

	Кетамін +
Сульфокамфокаїн (n=6)
	10
	33 хв 37 сек

(1998,0 ± 107,13)
	99%
	1

	Кетамін +
Кордіамін (n=6)
	63
	31 хв 16 сек 
(1876,33 ± 21,57)
	92,98%
	7,02

	р
	
	0,1747
	0,0000
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
3.3.2. Визначення аналептичної дії гетерозидів на розробленій стандартизованій моделі пропофолового наркозу

3.3.2.1. Доцільність відпрацювання моделі пропофолового наркозу (ПроН). Пропофол – короткодіючий наркозний препарат, призначений для внутрішньовенного введення. Широко застосовується в медицині, ветеринарії і експериментальної фармакології. Вихід з пропофолового наркозу швидший, характеризується меншою кількістю симптомів постнаркозної інтоксикації у порівнянні з кетаміном і тіопенталом натрію. У разі передозування, індивідуальної непереносимості або лікарської несумісності неодноразово призводив до смерті від зупинки серця або дихання. Численність наукової інформації про механізм його дії і метаболізації представляла інтерес для інтерпретації механізмів АЕ при розробці універсальних аналептиків.

Таким чином, модель ПроН для спрямованого пошуку аналептиків, що прискорюють постнаркозну реабілітацію була актуальною в практичному і теоретичному відношенні.

3.3.2.2. Встановлення оптимальної дози пропофолу. У науковій літературі наведено різні дози пропофолу для мишей. З огляду на різницю ефективності препаратів, вироблених різними фірмами, в експерименті використовували пропофол фірми «Здоров'я народу», Україна (табл. 3.7).

Таблиця 3.7

Вплив дози пропофолу на тривалість наркозного сну

	Доза пропофолу
	Тривалість 
наркозного сну
	Кількість мишей

	
	
	в групі
	заснули
	не заснули
	загинули

	100 мг/кг
	57 хв 47 сек 
3467 (2987;4532)
	6
	3
	0
	0

	120 мг/кг
	97 хв 10 сек

5830 (4260;6360)
	6
	6
	0
	0

	150 мг/кг
	181 хв 22 сек 
10882 (10746;11018)
	6
	6
	0
	4

	р
	0,0346
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контрольної патології за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
3. n – кількість мишей в групі.

При введенні пропофолу в дозі 100 мг/кг внутрішньочеревинно з усіх тварин заснуло тільки 50%, решта були явно загальмовані (напівлежачи здійснювали кругові рухи по периметру клітини), але бічне положення так і не прийняли. У дозі 150 мг/кг препарату заснули всі миші в групі, 66,6% з яких після наркозу не прокинулись. Доза пропофолу 120 мг/кг, забезпечувала наркозний сон тривалістю 92 хв 25 сек, достатній для проведення наукових спостережень, 100% пробудження і виживаність мишей в експерименті (табл. 3.7), тобто відповідала критеріям оптимальності (розділ 3.2.2.).

3.3.2.3. Встановлення піку ПН і оптимального часу введення аналептиків. ПН для пропофолового наркозу визначали по зміні динаміки Токсичну дія на ДЦ оцінювали по ЧДР/хв аналогічно моделі КетН (табл. 3.8). 
Таблиця 3.8.

Вплив пропофолу на частоту дихальних рухів (ЧДР) мишей (n = 6).

	Визначення ЧДР
	Контрольна група (Пропофол 120 мг/кг)
	Визначення ЧДР
	Контрольна група (Пропофол 120 мг/кг)

	ЧДР1
	81 (75,5 ; 83,5)
	ЧДР 5
	62 (58 ; 65)

	ЧДР 2
	74,5 (69;77)
	ЧДР 6
	72 (70 ; 73)

	ЧДР 3
	66,5 (63; 71)
	ЧДР 7
	76 (75 ; 76)

	ЧДР 4
	60,5 (60; 86,5 )
	ЧДР 8
	78 (77 ; 78)

	-
	-
	ЧДР 9
	78 (76 ; 80)


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контрольної патології за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
2. n – кількість мишей в групі.

ПН для мишей досягався на 25 хвилині, що відповідає мінімуму на діаграмі динаміки ЧДР (рис 3.2).
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Рисунок 3.2. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на моделі пропофолового наркозу

Згідно малюнку 3.2. оптимальний час введення аналептиків доводиться на 25 хвилину від прийняття мишами бокового положення, що відповідає піку пропофолового наркозу і прийнятим критерієм оптимальності (розділ 3.2.2.).

3.3.2.4. Вибір препарату порівняння, підтвердження його оптимальної дози і часу введення. Як препарат порівняння був обраний комбінований аналептик СКК, обґрунтування і оптимальна доза якого описані в розділі 3.2.3.3. (табл. 3.2). Оскільки для будь-якої стандартизованої методики час введення аналептика є найважливішим індивідуальним показником, його підтверджували експериментально в оптимальній дозі на ПН.

Таблиця 3.9.

Пробуджуючий ефект сульфокамфокаїну (СКК) 
на моделі пропофолового наркозу

	Групи
	Час настання БП
	Характеристики наркозного сну 
	Пробуд-жуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи пропофолу
	

	Пропофол
(n=6)
	9 хв 06 сек 

546,7±89,7
	92 хв 25 сек 
(5545,00±541,12)
	100%
	0

	Пропофол + 
ССК 20 мг/кг (на піку наркозу) (n=5)
	5 хв 40 сек 

339,4±29,0
	51  хв 58 сек 
(3118,6±756,83*)
	56,23%
	43,77

	Пропофол +   

ССК 20 мг/кг (на 45-й хв після прийняття БП) (n=5)
	7 хв 32 сек 

339,4±29,0
	118 хв 43 сек 

(7123  ±)
	128%
	–28%

	ССК 20 мг/кг (за 15 хв до наркоза) + Пропофол (n=6)
	12 хв 50 сек 

770,3±41,4
	32 хв 25 сек 
(1945,0±327,05*)
	35,08% 
	64,9

	р
	0,4345
	0,0011
	
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контрольної патології за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
3. n – кількість мишей в групі.

Це наочно демонструють проведені нами дослідження АЕ СКК на моделі ПроН (табл 3.9). При введенні СКК за 15 хв до введення пропофолу миші довше не засипали (подовження часу настання БП) і прокидалися раніше, (менше, ніж через 30 хв), що було недостатньо для оцінки динаміки наркозного сну і поведінкових реакцій. При введенні аналептика пізніше ПН (45 хв від прийняття БП) спостерігався парадоксальний ефект – наркозний сон продовжується на 28% (118 хв 43 сек) по відношенню до контролю (92 хв 25 сек). Введення умовно терапевтичної (оптимальної) дози СКК (20 мг/кг) на ПН (25-я хвилина) максимально прискорювало пробудження тварин на 56,2% (51 хв 58 сек), в порівнянні з контролем (92 хв 25 сек). (табл. 3.9).

Таким чином, в ході проведених досліджень було встановлено, що оптимальна глибина і тривалість ПроН (92 хв 25 сек) досягалася при введенні 120 мг/кг, а пік наркозу наступав на 25-й хвилині після прийняття мишами бокового положення. У цих умовах СКК виявляв відтворений, статистично достовірний АЕ, який відповідає критеріям об'єктивності (розділ 3.2.2.). Оригінальність і новизна моделі пропофолового наркозу була захищена патентомі рекомендована для цілеспрямованого скринінгу аналептиків.
3.3.3. Визначення аналептичної дії гетерозидів на розробленій стандартизованій моделі тіопенталового наркозу (ТПН)

3.3.3.1. Доцільність створення моделі тіопенталового наркозу (ТПН). Тіопентал натрію (Thiopentalum-natrium) – засіб для неінгаляційного наркозу ультракороткої дії (10-30 хвилин). У великих дозах він надає ГАМК-стимулюючу дію; знижує інтенсивність метаболічних процесів ЦНС (споживання мозком глюкози та кисню); пригнічує дихальний центр; проявляє кардіодепресивну дію; знижує печінковий кровотік і швидкість клубочкової фільтрації. Метаболізується в печінці. Пробудження характеризується ретроградною амнезією. Антагоністом тіопентал-натрію (ТП) є бемегрид. Модель ТПН представлялася цікавою для перевірки універсальності оригінальних аналептиків і встановлення механізму їх дії. Модель ТПН розробляли відповідно до алгоритму та критеріями, викладеними в розділі 3.2.2.
3.3.3.2. Визначення оптимальної дози тіопенталу натрію. У зв'язку з тим, що в науковій літературі представлений широкий діапазон застосовуваних дозувань ТП, при розробці стандартизованої моделі пошук його оптимальної дози проводився на препараті виробництва заводу «Здоров'я народу», Україна в діапазоні 45-90 мг/кг (табл. 3.10).

Таблиця.3.10
Вплив дози тіопенталу натрію на тривалість наркозного сну

	Група мишей
	Тривалість наркозного сну
	Кількість мишей

	
	
	Кількість в групі
	заснуло
	не заснуло
	загинуло

	45 мг/кг тіопенталу натрію
	69 хв 46 сек 
4186(4186; 4186)
	6
	1
	5
	0

	70 мг/кг тіопенталу натрію
	84 хв 41 сек   
5081 (4949;5290)
	6
	6
	0
	0

	90 мг/кг тіопенталу натрію
	10 хв 01 сек 
601 (601;601)
	6
	6
	0
	6

	р
	0,0714
	
	
	
	


Примітка: 
р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA.
При введенні ТП в дозі 45 мг/кг, з експериментальної групи заснуло тільки 16,6% тварин (всі живі), у дозі 90 мг/кг внутрішньочеревинно – заснуло 100% мишей, однак і летальність в групі склала 100%. Доза 70 мг/кг забезпечувала 100% виживаність тварин в експерименті, наркозний сон тривалістю 84 хв 41 сек, що дозволяє реально відстежити динаміку ЧДР і встановити пік наркозно інтоксикації. Отже, зазначена доза відповідала всім критеріям оптимальності (розділ 3.2.2.).

Різниця хімічної структури наркозних препаратів передбачає різні механізми впливу на ЦНС, а отже тривалість і глибину наркозного сну, кількість побічних ефектів, тривалість і величину постнаркозної інтоксикації, що передбачає і зумовлює відмінності в часі досягнення ПН. У зв'язку з цим для забезпечення відтворюваності кожної моделі було потрібно експериментальне встановлення цього найважливішою для стандартизації характеристики.

3.3.3.3. Встановлення піку ТПН і оптимального часу введення аналептиків. З метою економії часу і тварин експеримент проводився одночасно з вивченням тривалості наркозного сну на мишах отримували ТП. Токсичну дія на ДЦ оцінювали по ЧДР/хв аналогічно моделі КетН (табл. 3.11.). ПН відповідав мінімуму на кривій динаміки ЧДР і припадав на 25-у хвилину від прийняття мишами БП (табл. 3.11, рис. 3.3). 
Таблиця 3.11
Вплив тіопенталу натрію (ТП) та сульфокамфокаїну (СКК)
на частоту дихальних рухів мишей

	Визначення ЧДР
	ТП / 

ТП+СКК
	р
	Визначення ЧДР
	ТП
	ТП+СКК
	р

	ЧДР1
	78,6 ± 6,2

(n=24)
	0,5375
	ЧДР 5
	56,2 ± 6,24 (n=6)
	85,3 ±6,4 * (n=6)
	0,0000

	ЧДР 2
	70,2 ± 8,3

(n=24)
	0,2950
	ЧДР 6
	60,2 ± 6,0 (n=6)
	80,8 ±3,4 * (n=4)
	0,0000

	ЧДР 3
	65,3 ± 6,4

(n=24)
	0,4079
	ЧДР 7
	66,6 ± 12,6 (n=6)
	(n=0)
	0,1342

	ЧДР 4
	61,0 ± 6,0

(n=24)
	0,0720
	ЧДР 8
	67,8 ± 8,2 (n=6)
	(n=0)
	0,2631

	-
	-
	-
	ЧДР 9
	70,2 ± 10,3 (n=6)
	(n=0)
	-


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок групи Гетерозід-21  та групи Гетерозід-31 з групою сульфокамфокаїну за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
3. n – кількість мишей в групі.
Визначившись з ПН (25-я хвилина) і оптимальним часом введення аналептиків (рис. 3.3), перейшли до етапу вибору препарату порівняння.
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Рисунок 3.3. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на моделі тіопенталового наркозу

3.3.3.4. Вибір препарату порівняння, підтвердження його оптимальної дози і часу введення. Препаратом порівняння був обраний комбінований аналептик СКК, тому що він відповідав усім вимогам і критеріям розділу 3.2.3.3. (табл. 3.2) і виявляв відтворений АЕ при розробці раніше описаних моделей. 
Оптимальність дози, часу і способу застосування СКК підтверджувалися експериментально при його введенні на піку тіопенталового наркозу в дозі 20 мг/кг (табл. 3.12).

Табл. 3.12
Пробуджуючий ефект сульфокамфокаїну 
на моделі тіопенталового наркозу

	Групи
	Характеристики наркозного сну
	Пробуд-

жуючий ефект
	р

	
	Тривалість
	% від групи тіопенталу натрію
	
	

	Тіопентал натрію
	84 хв 41 сек

5081(4949;5290)
	100%
	0 %
	–

	Тіопентал натрію + Сульфокамфокаїн
	57 хв 12 сек

3432 (2765; 3810)*
	67,5%
	32,5%
	0,0022


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контрольної патології за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
3. n – кількість мишей в групі.

Таким чином, оптимальна доза ТП становила 70 мг/кг, що забезпечувало наркоз тривалістю 84 хв 41 сек, реальну можливість оцінити динаміку ЧДР, встановити ПН і статистично вірогідно підтвердити оптимальність СКК як препарат порівняння (рис. 3.4).
 Виходячи з наведених результатів модель тіопенталового наркозу відповідала всім вимогам і критеріям розділу 3.2.2. Новизна і оригінальність моделі були захищені патентом і рекомендовані в практику цілеспрямованого скринінгу аналептиків.
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Рисунок 3.4. Вплив СКК на динаміку частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на моделі тіопенталового наркозу
Висновки:

1. На підставі дескрипторно-фармакологічного аналізу та PASS-прогнозування структур класичних аналептиків, а саме: визначено дескриптори-носії АЕ (табл. 3.1 – 3.3) і підтверджена їх ефективність – 
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проведено PASS-аналіз 68 віртуальних структур, що містять класичні дескриптори АЕ; дана оцінка можливостей і недоліків програми PASS, а також перспективи її застосування для прогнозування АЕ; відібрано 3 найбільш перспективні структури для цілеспрямованого синтезу оригінальних нейропротекторів-аналептиків.

2. Розроблено алгоритм проведення експериментів і сформульовані основні вимоги та критерії оптимальності до методик відбору препаратів з аналептичною активністю. У процесі експериментальних досліджень по створенню алгоритму цілеспрямованого скринінгу аналептиків теоретично обґрунтовані, експериментально підтверджені і запропоновані в практику такі параметри як оптимальні дози наркозних препаратів (кетамін 150 мг/кг; пропофол 120 мг/кг; тіопентал натрію 70 мг/кг) і сульфокамфокаїну 20 мг/кг як препарату порівняння; оптимальний час введення аналептиків на піку наркозу (для кетамінового – 15 хвилина; пропофолового – 25 хвилина; тіопенталового – 25 хвилина), а також методика визначення піку наркозу.
3. Розроблено, апробовано та запропоновано до застосування в доклінічних дослідженнях 4 стандартизовані, відтворювані моделі оцінки рівня АЕ класичних і оригінальних аналептиків, новизна яких захищена 4-ма патентами, а практична значущість підтверджена 4-ма інформаційними листами.
4. Створено теоретичні основи та експериментально-методологічну базу для цілеспрямованого пошуку оригінальних препаратів з аналептичною дією.
РОЗДІЛ 4

ВИВЧЕННЯ АНАЛЕПТИЧНОЇ ТА АНТИГІПОКСИЧНОЇ ДІЇ ГЕТЕРОЗИДІВ В УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ НАРКОЗІВ
Важливим аспектом використання аналептиків в практичній медицині є значний ризик від обмеженості широти терапевтичної дії цих препаратів, небажані їх побічні ефекти та достатньо висока токсичність. 

Наступним етапом роботи з розробки ефективних засобів профілактики та лікування ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі під час наркозу, було проведення досліджень з кількісної (статистично-достовірної) оцінки рівня пробуджуючого ефекту та порівняння в однакових умовах різних оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в якості нейропротекторів з аналептичною дією.

4.1. Вивчення аналептичних властивостей гетерозидів в умовах експериментальних наркозів
4.1.1. Скринінг доз гетерозиду-21 та гетерозиду-321 на наявність аналептичних ефектів на моделі кетамінового наркозу. Визначення ефективних доз гетерозидів проводили у відповідності до алгоритму.

4.1.1.1. Визначення ефективної пробуджуючої дози гетерозиду-21 та гетерозиду-321 моделі кетамінового наркозу. Особливості розвитку (тривалість, пік наркозу, ЧДР) КетН (розділ 3.2.3.1) і невизначеність механізму АЕ гетерозидів не виключали можливості відмінності їх ефективних доз на різних моделях наркозу. У зв'язку з цим і з урахуванням попередніх досліджень (розділ 4.1.1) скринінг доз гетерозиду-321 був доцільний, але обмежувався інтервалом 1-7,5 мг/кг, тому що у попередніх дослідженнях було встановлено, що гетерозиди виявляють активність у малих дозах (таблиця 4.1).

Гетерозиди вводили у вигляді водних розчинів внутрішньочеревинно через 15 хвилин після настання тваринами бокового положення, тобто на піку наркозу (ПН). Пробуджуючий ефект (ПрЕ) речовин оцінювали по скороченню тривалості наркозу (ТН) у порівнянні з СКК (табл.4.1). 
Таблиця 4.1

Дозозалежність пробуджуючого ефекту гетерозиду-21 та гетерозиду-321 на моделі кетамінового наркозу

	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики наркозного сну 
	Пробуд-жуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи кетаміну
	

	Кетамін (n=23)
	150
	33 мин 37 сек 
(2017,96 ± 110,25)
	100%
	0

	Кетамін+
 Гетерозид-321 (n=7)
	7,5
	21 мин 28 сек 
(1288,00 ± 109,47*)
	63,82%
	36,2

	Кетамін+
 Гетерозид-321 (n=6)
	3,5
	26 мин 33 сек 
(1592,5 ± 251,67*)
	78,91%
	21,1

	Кетамін+
 Гетерозид-321 (n=6)
	2,5
	26 мин 44 сек 
(1603,83 ± 168,94)
	79,47%
	20,5

	Кетамін+
 Гетерозид-321 (n=22)
	2,0
	18 мин 45 сек 
(1124,86 ± 153,85*)
	55,74%
	44,3

	Кетамін+
 Гетерозид-321 (n=3)
	1,5
	18 мин 45 сек 
(1124,86 ± 153,85*)
	98%
	2

	Кетамін+

Гетерозид-321 (n=12)
	1,0
	29 хв 39 сек

(1779,33 ± 288,04)
	90%
	10

	Кетамін+
 Гетерозид-21 (n=6)
	2,0
	38 хв 00 сек

(2280,3± 234,47)
	113%
	- 13

	Кетамін+
 Гетерозид-21 (n=6)
	1,5
	34 хв 18 сек

(2058,3± 193,5)
	102%
	- 2

	Кетамін+ 

Гетерозид-21 (n=10)
	1,0
	29 хв 39 сек

(1779,33 ± 288,04)
	88,17%
	11,8

	Кетамин+ СКК (n=6)
	20
	29 мин 28 сек 
(1767,66 ± 51,74)*
	87%
	13

	р
	
	0,1747
	0,0000
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
Результати наведені в таблиці 4.1 свідчать про те, що гетерозид-21 в дозі 1 мг/кг скорочував наркоз лише на 11,8%; в дозі 1,5 мг/кг показав відсутність активності (2%), а в дозі 2 мг/кг взагалі подовжував його у порівнянні з контролем на 13%. В цих же умовах гетерозид-321 у дозі 7,5 мг/кг скорочував наркоз на 36,2%, у дозі 3,5 мг/кг – н а 21,1%, у дозі 2,5 мг/кг – на 20,5%, у дозі 2 мг/кг – на 44,3%, у дозі 1,5 мг/кг – на 2%, а у дозі 1мг/кг – лише на 10%.

Таким чином, для гетерозиду-321 на моделі КетН доза 2 мг/кг являлась оптимальною і забезпечувала максимальне вірогідне (р<0,05) зниження ТН з 33 хв 37 сек (100%) в контролі до 18 хв 45 сек (55,74%) на відміну від СКК, який в дозі 20 мг/кг, знижував ТН всього на 13%. Отже, гетерозид-321 в концентрації в 10 разів меншій, ніж у препарату порівняння СКК, проявляв активність в 3,4 рази вище останнього.

Дози гетерозидів, що забезпечували ПрЕ на моделі КетН, на межі або за межею набагато нижче статистичної вірогідності (табл.4.1) в подальших дослідженнях не використовували (гетерозид-321 у дозі 1 та 1,5 мг/кг; гетерозид-21 у дозі 1,5 та 2 мг/кг).

Динаміка ТН в залежності від дози гетерозиду-321 та СКК представлена на рисунку 4.1. З рисунку видно, що залежність ПрЕ гетерозиду-321 від дози має синусоїдальний характер, а згідно з даними табл. 4.1 та 3.6 СКК проявляє ПрЕ лише у найменшій дозі 20 мг/кг, у той час як дози 35 та 70 мг/кг дали взагалі парадоксальний ефект подовження ТН замість скорочення.
4.1.1.2. Динаміка ЧДР мишей під впливом гетерозиду-21 та СКК на моделі кетамінового наркозу. Вивчення динаміки ЧДР тварин під впливом досліджуваних речовин передбачало експериментальне підтвердження: відтворюваності піку наркозу; оптимальності часу введення аналептиків; адекватності моделі КетН для спостереження поведінкових реакцій і встановлення механізму АЕ.

Результати спостережень (табл. 4.2, рис. 4.1) свідчать, що після введення кетаміну ЧДР1 – ЧДР3 знижуються відповідно з 104, 98 до 86, досягаючи мінімуму в 61 ДР/хв. (ЧДР4) в контрольній групі на 15-ій хвилині наркозу. Введення гетерозидів-21 і СКК різко (в 2,1 і 2 рази) (ЧДР4), а потім поступово (ЧДР5 – на 72,2% і 84,7%; ЧДР6 – на 49,4% і 61,4%; ЧДР7 – на 59% і 60,3%; ЧДР8 – на 24,8% і 31,7% відповідно) збільшує активність ДЦ по відношенню до групи контролю.

[image: image101.emf]50,

60,

70,

80,

90,

100,

110,

120,

130,

БП 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

ЧДР од/хв

час заміру, хв

сульфокамфокаїн

Гетерозид-321

етанол

[image: image102.emf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

етанол сульфокамфокаїнгетерозид-31 гетерозид-21 гетерозид-321

100%

80,5

18,2

86

47

0

19,5 81,8

32

53

Триавалість 

наркозу, %

тривалість наркозу пробуджуючий ефект


[image: image76.emf]0

50

100

150

200

100

64

79 79,5

44

88

143

171

87

92

0

36

21 20,5

56

12

0

0

13

8

тривалість наркозу пробуджуючий ефект

 Рисунок 4.1. Дозозалежність пробуджуючого ефекту гетерозиду-321 та сульфокамфокаїну (СКК) на моделі кетамінового наркозу. Примітки: * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса; ** – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою СКК 35 за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса.

Гетерозид-21 та СКК збільшують ЧДР по відношенню до контролю відповідно у 1,7 та 1,8 раз (ЧДР5); у 1,5 та 1,8 раз (ЧДР6); у 1,5 та 1,6 разів на ЧДР7 та в 1,2 та 1,3 рази при замірі ЧДР8. Отримані результати збігаються з класичними уявленнями про механізми дії кетаміну, який пригнічує ЦНС і класичного аналептика – СКК. Це експериментально підтверджує адекватність і відтворюваність моделі КетН, відповідність її параметрів критеріям об'єктивності та оптимальності, викладеними в розділі 3.2.2.
Таблиця 4.2

Вплив гетерозиду-21 на частоту дихальних рухів (ЧДР) мишей 

на моделі кетамінового наркозу (n=6)
	    Групи

  ЧДР
	Час, 

хв
	Контроль

(Кетамін

150 мг/кг)
	Кетамін

150 мг/кг + Гетерозид-21 

1,0 мг/кг
	Кетамін

150 мг/кг + Сульфокамфокаїн

20,0 мг/кг
	р

	ЧДР1
	5
	104 (90;128)
	–

	ЧДР2
	7
	98 (80;108)
	–

	ЧДР3
	14
	86 (82;98)
	–

	ЧДР4
	15
	61 (60;62)
	128 (118;141)*
	125 (114;141)*/**
	0,004

	ЧДР5
	20
	72 (64;82)
	124 (120;128)*
	133 (125;142)*
	0,002

	ЧДР6
	25
	83 (80;90)
	124 (122;134)*
	134 (121;140)*
	0,050

	ЧДР7
	30
	78 (72;96)
	124 (124;136)*
	125 (125;139)*
	0,047

	ЧДР8
	Пробуд-ження
	101(92;102)
	126 (124;142)*
	133 (129;139)*
	0,005


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;

2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Манна Уітні;

3. **– рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з гетерозиду-21 за допомогою критерію Манна Уітні;

4. n – кількість мишей в групі;

5.    – час введення досліджуваних речовин (СКК та гетерозиду-21).

Звертає на себе увагу той факт, що відразу після введення гетерозиду-21 (табл. 4.5) вже протягом 1-ої хвилини ЧДР4 достовірно збільшується в 2,1 рази в порівнянні з контрольною групою. При цьому максимум (133) ЧДР/хв. в групі препарату порівняння досягається тільки через 6 хвилин (ЧДР5), що свідчить про 6-ти кратну перевагу гетерозиду-21 за швидкістю стимуляції ДЦ і дозволяє віднести останній до можливих перспективних аналептиків. Зіставлення показників ЧДР8 різних груп між собою свідчить про те, що контрольна група (ЧДР/хв.=101) навіть після повного пробудження так і не досягла рівня результатів групи гетерозиду-21 (ЧДР/хв.=126), що пробудилася вже на 18 хв. 45 сек. та групи СКК – (ЧДР/хв.=133) – на 29 хв. 28 сек. Це підтверджує наявність виразної кетамінової інтоксикації ЦНС в цілому і ДЦ зокрема (табл. 4.3).
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Рисунок 4.2. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей при введенні гетерозиду-21 та сульфокамфокаїну (СКК) на тлі кетамінового наркозу.

Таким чином, відтворюваність експерименту повністю відповідала вимогам та критеріям розділу 3.2.2. 

4.1.2. Дослідження аналептичних ефектів гетерозидів на моделі пропофолового наркозу 

Досліди АЕ речовин проводили виходячи з доцільності моделі пропофолового наркозу (розділ 3.2.4.1.). у відповідності до розробленної методики (розділ 3.2.4). 

4.1.2.1. Визначення пробуджуючого ефекту гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 на моделі пропофолового наркозу. Враховуючи результати попередніх досліджень (табл.3.7) пропофол використовували в дозі 120 мг/кг; гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 вводили у вигляді водних розчинів внутрішньочеревинно в дозах 2 мг/кг, а СКК відповідно 20 мг/кг на піку наркозу (через 25 хвилин після настання тваринами БП). Пробуджуючий ефект (ПрЕ) речовин оцінювали по скороченню ТН у порівнянні з СКК (табл.4.3).
Таблиця 4.3

Пробуджуючий ефект досліджуваних речовин 

на моделі пропофолового наркозу (n=6)

	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики наркозного сну 
	Пробуджуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи пропофолу
	

	Пропофол (n=6)
	120
	74 хв 55 сек

(4494,5 ± 191,9)
	100%
	0

	Пропофол +

Гетерозид-21 
	2
	55 хв 15 сек

(3315,2 ± 238,6)*
	73,8 %
	26,2

	Пропофол +

Гетерозид-31
	2
	56 хв 20 сек

(3380,1 ± 182,7)*
	75,2 %
	24,7

	Пропофол +

Гетерозид-321
	2
	38 мин 19 сек 
(2299,00 ± 638,78)*
	51,2%
	49,8

	Пропофол +

Сульфокамфокаїн
	20
	47 хв 57 сек

(2876,5 ± 6,1)*
	64 %
	36

	р
	
	0,00006
	
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
Результати аналізу ПрЕ, наведені в таблиці 4.3, свідчать, що всі гетерозиди виявили виражену пробуджуючу дію. Пробуджуючі ефекти гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 статистично вірогідно становили, відповідно 26,2%, 24,7% та 49,8%, в той час як СКК прискорював пробудження тварин на 36%.

4.1.2.2. Динаміка ЧДР мишей під впливом гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 на моделі пропофолового наркозу. Для визначення пробуджуючої дії гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 на динаміку зміни ЧДР тварин під їх дією вивчали паралельно з СКК – аналептиком, який одночасно впливає на дихальний та судиноруховий центри довгастого мозку (табл.4.4).

Таблиця 4.4

Динаміка частоти дихальних рухів (ЧДР) мишей 

під впливом гетерозиду-21 та гетерозиду-321 моделі пропофолового наркозу

	   Група

ЧДР
	Час,

хв
	Контроль (пропо-

фол)

(n=6)
	Пропофол+ гетерозид-21 (n=6)
	Пропофол 

+ 

гетерозид-31 (n=6)
	Пропофол+

гетерозид-231 (n=6)
	Пропофол

+

СКК (n=6)
	р

	ЧДР1
	БП
	81 (75,5;83,5) (n=30)
	0,401

	ЧДР 2
	10
	74,5 (69;77) (n=30)
	0,779

	ЧДР 3
	20
	66,5 (63;71) (n=30)
	0,351

	ЧДР 4
	30
	60,5 (60;86,5) (n=30)
	0,215

	ЧДР 5
	40
	62 (58;65)

(n=6)
	74,5 (73м75) */** (n=6)
	75,5 (75;77) */** (n=6)
	84,2 (81;93) (n=3)
	85 (83;89) * (n=6)
	0,0002

	ЧДР 6
	50
	72 (70;73)

(n=6)
	77 (76,5;77,5) */** (n=4)
	80,5 (79;81) */** (n=6)
	79,8 (74;83)

(n=1)*
	93 (82;95) * (n=3)
	0,004

	ЧДР 7
	60
	76 (75;76)

(n=6)
	83,5 (82;85) (n=2)
	82 (78;83) * (n=3)
	(n=0)*
	80 (80;80) * (n=2)
	0,023

	ЧДР 8
	70
	78 (77;78)

(n=5)
	(n=0)*
	75,5 (76;79) (n=2)
	(n=0)*
	(n=0)*
	1,000

	ЧДР 9
	80
	78 (76 ; 80)

(n=2)
	(n=0)*
	(n=0)*
	(n=0)*
	(n=0)*
	1,000


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;

2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Крускал-Уоліса;
3. **– рівень статистичної значущості при порівнянні групи гетерозид-21, гетерозид-31 та гетерозид-321 з групою сульфокамфокаїну за допомогою критерію Крускал-Уоліса;

4. n – кількість мишей в групі;

5. (n=0) – усі миші з групи прокинулися.

Порівняння результатів ЧДР в різних фазах пропофолового наркозу з ТН (табл.4.4) показало, що після введення пропофолу ЧДР1 – ЧДР4 знижується відповідно з 81; 74,5; 66,5 до 60,5, досягаючи мінімуму (ПН) в контрольній групі на 30-ій хвилині наркозу. 

Одразу після введення гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 та СКК, на протязі 10 хв. відзначалося істотне збільшення ЧДР5 по відношенню до групи контролю відповідно на 20,2%, 21,8%, 35,8% та и 37,1%. ЧДР6 збільшувався у такому ж порядку розташування груп на 6,9%, 11,8%, 10,8% та 29,2%. Останні миші у групі гетрозиду-321 прокинулися у цей період часу. ЧДР7 заміряли тільки для гетерозиду-21, гетерозиду-31 та СКК, які збільшували ЧДР7 відповідно на 9,8%, 7,9% та 5,2% відносно групи контролю. Після чого група гетерозиду-21 повністю прокинулася від наркозу. ЧДР8 вимірювався тільки для групи гетерозиду-31 та складав на 3,2% менше за групу контролю, процентний еквівалент для групи гетерозиду-21 та СКК вже був відсутній, бо усі миші з групи до цього часу вже прокинулися. ЧДР9 вимірювався тільки в групі контролю, оскільки миші усіх інших груп до цього часу вже прокинулися.
Звертає на себе увагу той факт, що після введення гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 вже протягом 10 хвилин ЧДР5 вірогідно (p<0,05) збільшується в порівнянні з контрольною групою, досягаючи максимуму (ЧДР/хв.=85) в групі СКК, що свідчить про перевагу СКК та гетерозиду-321 на 37% та 35,8%, відповідно за швидкістю стимуляції ДЦ перед обома гетерозидами. Візуально це дуже гарно видно на рисунку 4.5. Подальша синхронна стабілізація ЧДР під впливом СКК і гетерозиду-21, гетерозиду-31 відбувалася вже на 50-й хвилині (ЧДР6), що відповідало стартовому рівню ЧДР1, після чого відбувалось повільне пробудження тварин. Всі миші з групи, що отримувала гетерозид-321, повністю прокинулись протягом 10 хвилин після введення препарату (38 хв 10 сек), що свідчить про явну перевагу у швидкості його дії у порівнянні з СКК та обома іншими гетерозидами.

Зіставлення показників ЧДР7, ЧДР8 та ЧДР9 свідчить про те, що контрольна група (ЧДР/хв.=78) навіть після повного пробудження (ЧДР/хв.=74 хв 55 сек) так і не досягла стартового рівня ЧДР1 (ЧДР/хв.=81). Це підтверджує наявність пропофолової інтоксикації ЦНС в цілому і ДЦ зокрема (рис. 4.3) і пояснює поведінкові реакції тварин (дезорієнтованість, загальмованість, відсутність цікавості до їжі та води, пригніченість фізіологічних реакцій). 
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Рисунок 4.3. Днаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей під дією гетерозиду-21, гетерозиду-31 на моделі пропофолового наркозу

Таким чином, отримані результати експериментально підтверджують відтворюваність обраної моделі досліджень, і відповідність вимогам і критеріям розділу 3.2.2.

4.1.3. Дослідження аналептичних ефектів гетерозидів на моделі тіопенталового наркозу 

Досліди АЕ речовин проводили виходячи з доцільності та відповідно до запропонованої моделі тіопенталового наркозу (розділ 3.2.4.).

4.3.1. Визначення пробуджуючого ефекту гетерозидів на моделі тіопенталового наркозу. Як і у попередніх експериментах, досліджувані речовини вводили внутрішньоочеревинно у вигляді водних розчинів на піку наркозу (через 25 хвилин після настання тваринами БП): гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 – в дозі 2 мг/кг, СКК – у дозі 20 мг/кг, пірацетам у дозі 200 мг/кг. Пробуджуючий ефект речовин оцінювали по скороченню ТН у порівнянні з СКК.

В ході проведених досліджень (табл.4.5) встановлено, що максимальний ПрЕ (42,8%) виявив гетерозид-321. Гетерозид-21, гетерозид-31 також виявили виражену пробуджуючу дію, але їх активність дещо поступалася йому і відповідно становила 26,8% та 24,4%. Традиційний аналептик СКК в цих умовах вірогідно прискорював пробудження тварин на 35%, та лише на 7,8% поступився гетерозиду-321. Пірацетам на цій моделі наркозу виявив пародоксальний ефект – збільшив ТН на 29,3% у порівнянні з контролем.

Таблиця 4.5 

Пробуджуючий ефект досліджуваних речовин 

на моделі тіопенталового наркозу (ТПН) (n=6)

	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики наркозного сну 
	Пробуджуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи ТПН
	

	ТПН
	42
	85 хв 20 сек

(5120,2±79,9)
	100%
	0

	ТПН +

гетерозид-21

	2
	62 хв 26 сек 

(3745,8±253,3*)
	73,2%
	26,8

	ТПН +

гетерозид-31


	2
	64 хв 29 сек 

(3868,8±158,5*)
	75,6%
	24,4

	ТПН +

гетерозид-321


	2
	48 хв 46 сек 

(2926,2±457,0*)
	57,2%
	42,8

	ТПН + 

пірацетам
	200
	110 хв 21 сек

(6621±534,4)
	129,3%
	-29,3%

	ТПН + сульфокамфокаїн
	20
	55 хв 29 сек 

(3328,8 ±224,3*)
	65%
	35

	р
	
	0,00001
	
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
Таким чином, обидва гетерозид-21 та гетерозид-31 в концентрації в 10 разів меншій за СКК за активністю статистично не значуще поступалися йому відповідно лише на 8,2% та 10,6%, а гетерозид-321 навпаки був на 8% активнішим за СКК, що свідчить про перспективність похідних сірко- та азот вмісних гетероциклів для пошуку оригінальних аналептиків.
4.1.3.2. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей під дією гетерозидів та СКК на моделі тіопенталового наркозу. Для визначення механізму пробуджуючої дії гетерозидів динаміку зміни ЧДР тварин під їх дією вивчали паралельно з СКК.

Порівняння результатів ЧДР в різних фазах ТПН з ТН (табл. 4.6) показало, що після введення ТПН ЧДР1 – ЧДР4 знижується відповідно з 80; 72,5; 64,5, досягаючи мінімуму до 60,5 (піку наркозу) в контрольній групі на 30-ій хвилині наркозу. Після введення гетерозиду-21, гетерозиду-31, СКК та пірацетаму, на протязі 10 хв. відзначалося істотне збільшення ЧДР5 (p<0,05) по відношенню до групи контролю на 7,7%, 7,7%, 45,3% та 17% відповідно такому ж розташуванню речовин. Потім показники ЧДР розподілились у наступній послідовності: для гетерозиду-21, гетерозиду-31, СКК та пірацетаму: ЧДР6 вірогідно (p<0,05) збільшувався – на 36,9%, 29,4% , 34,4% та 21,8% відповідно більше контролю; ЧДР7 – у групі обох гетерозидів збільшував ЧДР на 17,6% та 19,1% більше за контрольний, у групі пірацетаму відповідно на 20%, процентний еквівалент для групи СКК вже був відсутній, бо усі миші з групи до цього часу вже прокинулися; ЧДР8 вимірювався тільки для груп обох гетерозиду-21, гетерозиду-31 та в обох випадках складав на 15,6% більше за групу контролю, а для пірацетаму на 20% більше контрольного. ЧДР9 для групи пірацетаму складав на 12,2% більше за контроль, інші групи мишей всже прокинулися та замір ЧДР вже не проводився для них. ЧДР10 – ЧДР12 вимірювався тільки в групі пірацетаму, оскільки інші групи до цього часу вже прокинулися. Наглядно уся ця динаміка показників ЧДР1– ЧДР12 відображена на мал. 4.4.

Таблиця 4.6

Вплив досліджуваних речовин на частоту дихальних рухів (ЧДР) мишей на моделі тіопенталового наркозу (ТПН)

	    Групи

ЧДД
	Час,

хв
	ТПН
	ТПН +

Гетерозид–21
	ТПН +

Гетерозид–31
	ТПН  +

Сульфокамфокаїн
	ТПН

+ пірацетам
	р

	ЧДР 1
	БП
	80 (72;82)    (n=30)
	0,703

	ЧДР 2
	10
	72,5 (65;75)  (n=30)
	0,555

	ЧДР 3
	20
	64,5 (61;69)   (n=30)
	0,424

	ЧДР 4
	30
	60,5 (58;64)   (n=30)
	0,088

	ЧДР 5
	40
	58,5(50;60) (n=6)
	63(62;65) (n=6)
	63 (62;65) (n=6)
	85 (80;91)*/**/# (n=6)
	68,5 (67;69)*/##  (n=6)
	0,0003

	ЧДР 6
	50
	59,5(55;64) (n=6)
	81,5(81;83) (n=6)*
	77(72;83)* (n=6)
	80 (78;83,5)* (n=4)
	72,5 (72;73)*/#/ ##(n=6)
	0,001

	ЧДР 7
	60
	65,5(61;70) (n=6)
	77(76;78)  (n=3)
	78(76,5;80,5) (n=4)
	(n=0)
	79(76;79) (n=6)
	1,000

	ЧДР 8
	70
	67,5(66;74) (n=6)
	78(78;78) (n=1)
	78(74;82) (n=2)
	(n=0)
	81(79;83)*(n=5)
	1,000

	ЧДР 9
	80
	73,5(58;78) (n=6)
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)
	82,5(80,5;84)*(n=4)
	1,000

	ЧДР 10
	90
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)
	82(81;82) (n=3)
	1,000

	ЧДР 11
	100
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)
	81(81;81) (n=2)
	1,000

	ЧДР 12
	110
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)
	(n=0)*
	78(78;78) (n=1)
	1,0000


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;

2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Манна Уітні;

3. **– рівень статистичної значущості при порівнянні досліджуваних груп з групою гетерозиду-31 за допомогою критерію Манна Уітні;

4. #– рівень статистичної значущості при порівнянні досліджуваних груп з групою гетерозиду-21 за допомогою критерію Манна Уітні;

5. ##– рівень статистичної значущості при порівнянні к досліджуваних груп з сульфокамфокаїном за допомогою критерію Манна Уітні;

6. n – кількість мишей в групі;

7. (n=0) – усі миші з групи прокинулися

Отримані результати логічно збігаються з класичними уявленнями про механізми дії ТПН та класичного аналептика СКК, що експериментально підтверджує відповідність обраної моделі досліджень вимогам і критеріям викладеним у розділі (3.2.2). По впливу на ДЦ він не поступався активності гетерозидів і пірацетаму, тобто виявляв себе як можливий аналептик (мал. 4.7), а за фактом істотно пролонгував наркоз і був антагоністом пробуджуючого ефекту.

.
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Рисунок 4.4. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на моделі тіопенталового наркозу.

Результати проведеного експерименту підтверджують адекватність запропонованої нами моделі тіопенталового наркозу, що дозволяє об'єктивно (якісно та кількісно) оцінювати АЕ оригінальних речовин і класичних аналептиків, активацію ДЦ під їх впливом.

4.1.4. Порівняльна характеристика поведінкових реакцій мишей на тлі введення гетерозидів на різних моделях наркозу.

Після проведення досліджень АЕ гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 на трьох видах наркозу ми звернули увагу на те, що, не зважаючи на абсолютно різні механізми дії наркозних препаратів, в усіх випадках спостерігались абсолютно однакові поведінкові реакції. 

Поведінкові реакції тварин були адекватні кількісним характеристикам ТН і ЧДР/хв. Групи, що отримували схожі за хімічною структурою гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 (ЧДР8) характеризувалися нормальною координацією рухів (швидким переміщенням по прямій лінії без падінь), активним вживанням води та їжі та посиленим діурезом вже через 30-60 хв після повного пробудження. У післянаркозний період миші цих груп взагалі не впадали у сплячку, що свідчить про наявні детоксикуючі властивості цих субстанцій, що, вірогідніше за усе, дозволяють прискоряти метаболізм наркозних препаратів різних за своєю природою.

Миші з груп, яким вводили СКК, після повного пробудження переміщувалися повільніше з частими падіннями, переважно по периметру клітини, без особливої цікавості до їжі або води, сечовипускання було рідким або взагалі відсутнім протягом першої години після пробудження, після чого вони зовсім впадали у сплячку (тривалістю близько 1-єї години). 

Миші контрольної групи після повного пробудження (ЧДР8) були візуально набагато більш загальмовані та дезорієнтовані у порівнянні з вищезазначеними групами (часто завмирали або дуже повільно переміщалися, падали з одного боку на інший, здійснювали кругові рухи, у них повністю був відсутня цікавість до води і їжі). Протягом 30 хв після повного пробудження (прийняття положення на 4х лапах) всі миші з групи впадали в післянаркозний сон, тривалістю більше 1-2 годин, що повністю збігається з класичним симптомокомплексом постнаркозної кетамінової, пропофолової, тіопенталової чи алкогольної інтоксикації як людей так тварин у ветеринарії та свідчить про явні переваги геторозидів над препаратом порівняння у швидкості метаболізму наркозної або отруючої речовини.

Суттєва різниця кількісних характеристик динаміки ЧДР/хв., ТН та АЕ, отриманих під час відтворення моделей наркозу з кетаміном, пропофолом та тіопенталом, а також комплексу поведінкових реакцій тварин із відповідних груп контролю, гетерозидів та СКК пояснюються остаточною післянаркозною інтоксикацією і підкреслює виразні переваги гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 над класичним аналептиком СКК.

Таким чином, кількісні характеристики експерименту (ТН, АЕ, ЧДР) досліджуємих речовин логічно пояснили поведінкові реакції тварин після пробудження на усіх трьох моделях наркозу.
4.2. Вивчення антигіпоксичних властивостей гетерозидів в умовах експериментальних наркозів
Виходячи з того, що кінцевою метою застосування аналептиків і антигіпоксантів є системна оксигенація ішемізованих органів і тканин, уявлялося цікавим дослідити і співставити аналептичні та антигіпоксичні властивості досліджуваних речовин в порівнянні з класичними аналептиками та антигіпоксантами для аналізу спільності механізмів реалізації цих ефектів.

Для експериментальної перевірки цієї гіпотези гетерозиди та СКК були випробувані на трьох класичних моделях оцінки антигіпоксичних властивостей в порівнянні з Пірацетамом, який вважається класичним антигіпоксантом. Критерієм антигіпоксичної активності в умовах класичних моделей була тривалість життя мишей. Препаратом порівняння був обраний пірацетам 200 мг/кг виробника Дарниця, Україна. Досліджувані речовини вводили в оптимальних дозах внутрішньоочеревинно: гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 по 2 мг/кг, пірацетам – в дозі 200 мг/кг, СКК – 20 мг/кг за 15 хвилин до початку експерименту.

4.2.1. Вивчення антигіпоксичних властивостей гетерозидів в умовах нормобаричної гіперкапнічної гіпоксії 
Дослідження, проводилися на моделі нормобаричної гіперкапнічної гіпоксії (НБГГ) відповідно до класичної методики. Результати наведені в таблиці 4.10 показали, що ТЖ мишей під дією СКК продовжувалася на 35,5%, під впливом гетерозидів-21, -31 - відповідно на 32,3% і 33,2%. У групі пірацетаму цей показник лише на 13,2% перевищував рівень контролю.

Таблиця 4.7

Антигіпоксичні властивості гетерозидів на моделі нормобаричної гіперкапнічної гіпоксії (НБГГ) у мишей
	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики тривалості життя (ТЖ)
	р

	
	
	ТЖ, сек  
	% від групи  контролю
	

	Інтактний контроль (n=9)
	-
	24 хв 09 сек (1449,2±37,9)
	100%
	

	НБГГ+Гетерозид-21 (n=10)
	1
	31 хв 58 сек (1917,6±119,6)*
	132,3%
	0,002

	НБГГ+Гетерозид-31 (n=10)
	2
	32 хв 11 сек (1930,9±110,6)*
	133,2%
	0,002

	НБГГ+Сульфокамфокаїн (n=9)
	20
	32 хв 44 сек (1964,0±65,4)*
	135,5%
	0,002

	НБГГ+Пірацетам (n=9)
	200
	27 хв 21сек (1641±57,8)**
	113,2%
	0,032


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперсного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою гетерозиду-21 за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
4. n – кількість мишей в групі.
Зіставлення аналептичної та антігіпоксичної активності досліджуваних речовин (табл.4.1-4.7) засвідчувало про симбатність величин цих ефектів. Це підтверджувало висловлене нами припущення про близькість або єдність механізмів їх реалізації, але не давало відповіді про його сутність.

Для обговорення конкретних механізмів реалізації АГ ефекту досліджуваних речовин оптимально відповідала розроблена нами модель тіопенталового наркозу, що дозволяє адекватно оцінити їх вплив на ДЦ і ЦНС в різних фазах наркозного сну. З метою виключення помилки експерименту і підтвердження відтворюваності моделі дослідження розділу 4.5.2. повторили. При цьому одночасно з оцінкою пробуджуючого дії фіксували зміни ЧДД тварин під впливом гетерозидів, СКК і пірацетаму.

Відтворюваність моделі виявилася абсолютною (табл. 4.7) і підтверджувала симбатну синхронізацію показників ЧДД в різних фазах наркозного сну, антигіпоксичну та аналептичну активності досліджуваних сполук на всіх трьох моделях наркозу. Однак аномалія пірацетаму (розділ 4.5.2) також адекватно відтворилася. Якщо активна ЧДР і оксигенація крові не синхронізувалися з пробуджуючим ефектом, як у випадку гетерозидів і СКК, то, ймовірно, якась особливість пірацетаму перешкоджала цьому. Теоретично, пролонгування наркозу могло бути пов'язано з блокуванням окислювальному метаболизации ТПН ферментами печінки.

4.2.2. Вивчення антигіпоксичних властивостей гетерозидів в умовах гіпобарічної гіпоксії (ГБГ). Дослідження проводили на моделі ГБГ відповідно до класичної методики. Критерієм антигіпоксичної активності була тривалість життя мишей. Препаратом порівняння служив класичний антигіпоксант пірацетам 200 мг/кг (виробник Дарниця, Україна). В ході проведених досліджень отримані наступні результати (таб. 4.8).

Таблиця 4.8

Антигіпоксичні властивості гетерозиду-321

на моделі гіпобаричної гіпоксії (ГБГ) у мишей
	Групи
	Характеристики тривалості життя (ТЖ)
	р

	
	ТЖ, сек  
	% від  контролю
	

	Інтактний контроль (n=9)
	5 хв 32 сек 331,7 (260;886)
	100%
	

	ГБГ+Гетерозид-321 (n=10)
	11 хв 05 сек 664,8 (662;1811)*
	200,4%
	0,014

	ГБГ+Сульфокамфокаїн (n=9)
	10 хв 02 сек 602,2 (260;1391)
	181,5%
	0,156


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперсного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
За результатами даного експерименту видно, що обидва досліджувані речовини проявили виражені антигіпоксичні властивості, продовжуючи життя мишей на 81,5% в групі СКК і на 200,4% в групі гетерозиду-321. При цьому СКК поступався гетерозиду-321 всього на 19,1%, що не складає достовірної статистичної різниці, а значить, найімовірніше, СКК активує ті ж антигіпоксичні процеси, що і гетерозид-321, але в меншій мірі.

Модель ГБГ на відміну від моделі НБГГ забезпечує нехай і низький, але постійний прилив кисню, що дозволяє реалізувати респіраторний (аеробний) механізм АЕ, властивий як СКК, так і гетерозидів. Це пояснює істотну різницю величини антигіпоксичних ефектів СКК на моделі НБГГ (33,2%) і на моделі ГБГ (81,5%).
4.2.3. Вивчення антигіпоксичних властивостей гетерозидів в умовах гемічної гіпоксії. При моделюванні гемічної гіпоксії (ГМГ) критерієм антигіпоксичної активності є тривалість життя тварин, яка в першу чергу залежить від дози, що вводиться нітриту натрію. Це вимагало підбору його оптимальної дози.

4.2.3.1. Скринінг оптимальної дози NaNO2. В експерименті вивчалися декілька доз NaNO2 (табл. 4.9).
Таблиця 4.9

Виживаність мишей на моделі гемічної гіпоксії (ГМГ) (n=8)
	Групи
	Дози NaNO2

	
	300

мг/кг
	200

мг/кг
	175

мг/кг
	150

мг/кг
	100

мг/кг
	50

мг/кг

	Контроль NaNO2
	0/8
	0/6
	0/8
	3/6
	6/6
	6/6

	ГМГ+Гетерозид-321
	0/8
	0/6
	5/8
	5/6
	6/6
	6/6

	ГМГ+Сульфокамфокаїн
	0/8
	0/6
	3/8
	3/6
	6/6
	6/6


Примітки:

1. в чисельнику вказана кількість тварин, що вижили в експерименті, в знаменнику – загальна кількість тварин в експерименті;
2. n – кількість мишей в групі.
Дози NaNO2 300 та 200 мг/кг виключали природну виживаність тварин та приводили до загибелі настільки швидко, що судити про антигіпоксичні ефекти не було можливості. Доза 175 мг/кг забезпечувала 100% летальність у групі контролю, але не забезпечувала 100% виживаність мишей у групах СКК та гетерозиду-321, а також забезпечувала достатній інтервал часу їх життя для оцінки антигіпоксичного ефекту досліджуваних речовин (таб.4.9). Дози NaNO2 у 150, 100 та 50 мг/кг не забезпечували гибелі тварин, тому не дозволяли судити про вплив досліджуємих субстанцій на ТЖ.
4.2.3.2. Вивчення антигіпоксичних властивостей гетерозиду-321 і СКК на моделі гемічної гіпоксії. Дослідження проводили на моделі гемічної гіпоксії (ГМГ).відповідно до класичної методики. Критерієм антигіпоксичної активності була тривалість життя мишей. Препаратом порівняння служив класичний антигіпоксант пірацетам 200 мг/кг виробник Дарниця, Україна. В ході проведених досліджень отримані наступні результати (таб. 4.10).
Таблиця 4.10

Антигіпоксичні властивості гетерозиду-321

на моделі гемічної гіпоксії (ГМГ) мишей

	Групи
	Характеристики тривалості життя (ТЖ)
	р

	
	ТЖ, сек  
	% від контролю
	

	Контроль (ГМГ) 175 мг/кг NaNO2 (n=9)
	5 хв 32 сек 331,7 (260;886)
	100%
	

	ГМГ+Гетерозид-321 (n=10)
	11 хв 05 сек 664,8 (662;1811)*
	200,4%
	0,013

	ГМГ+Сульфокамфокаїн (n=9)
	10 хв 02 сек 602,2 (260;1391)
	181,5%
	0,164


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперсного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
В умовах гемичної гіпоксії гетерозид-321 та СКК виявили антигіпоксичні властивості та подовжили життя мишей відповідно на 25 і 13,8% по відношенню до контролю.

На відміну від умов вільної нормобаричної оксигенації, механізм моделі ГМГ передбачає жорстке блокування гемоглобіну, надходження кисню в кров і можливість респіраторної (аналептичної) компенсації гіпоксії, в той же час короткочасність експерименту виключала можливість метаболічної інактивації токсикантів. У цих умовах антигіпоксичний ефект міг реалізуватися тільки шляхом активації киснезалежного гликогенолізу, що було адекватно як тривалості експерименту, так і виразності антигіпоксичної дії досліджуваних речовин.

Отримані результати збігаються з класичними уявленнями про механізми дії ТПН, яка пригнічувала ЦНС в цілому і ДЦ особливо; аналептика СКК; клінічною симптоматикою і практикою застосування пірацетаму. Це підтверджує адекватність рекомендованих моделей дослідження, які дозволяють якісно та кількісно оцінювати вплив досліджуваних речовин на ДЦ ЦНС, поведінкові реакції і здатність до метаболічної детоксикації ксенобіотиків.
РОЗДІЛ 5

ВИВЧЕННЯ НЕЙРОПРОТЕКТОРНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ   ГЕТЕРОЗИДІВ В УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ НАРКОЗІВ
В останні роки з накопиченням даних епідеміологічних і експериментальних досліджень впливу ЗА на головний мозок, стало очевидним, що центральні анестетики крім основної анальгезуючої та гіпногенної дії викликають перманентні ішемічно/гіпоксичні нейрональні і неврологічні зміни та ряд побічних нейротоксичних ефектів шляхом запуску запрограмованої загибелі нейронів – апоптозу. Показано, що на частоту і тяжкість побічного впливу наркозу на ЦНС впливають доза анестетиків і тривалість загальної анестезії. Найбільш ранньою маніфестацією нейронального ушкодження, обумовленого ЗА, є порушення вищих коркових функцій, в першу чергу, пам'яті і когнітивних процесів, та розвиток післяопераційної когнітивної дисфункції (ПОКД, postoperative cognitive dysfunction). Найбільш уразливими до дії загальних анестетиків є функція уваги, короткострокова пам'ять, швидкість психомоторних і когнітивних реакцій. Разом з тим в літературі лише деякі роботи присвячені застосуванню нейропротективних препаратів для профілактики і лікування нейрокогнітивних розладів в післяопераційному періоді. 
Профілактична нейропротективна терапія, поряд з вибором адекватного варіанту анестезії, своєчасної корекцією порушень гемодинаміки, газообміну і гомеостазу, набуває найважливіше значення для запобігання ушкоджень нейронів або усунення когнітивної дисфункції, яка вже виникла в ранньому післяопераційному періоді, коли ці зміни ще є потенційно зворотними. Впливаючи на церебральний метаболізм, вона попереджає або перериває патологічні каскади, що викликають дисфункцію або загибель нейронів. Для отримання максимального протективного ефекту з метою профілактики та лікування ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі під час ЗА, необхідно домогтися переривання патогенетичного постгіпоксичного каскаду на більш ранніх етапах, в тому числі на етапі активації некрозо/апоптотичних процесів в зонах ішемічно/гіпоксичних пошкоджень тканин.

З метою поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань перспективним напрямком також може бути розширення асортименту засобів первинної та вторинної нейропротекції шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією, що діють як аналептики на ті ж структури, які остаточно пригнічені самим центральним анестетиком або його активними метаболітами. У зв'язку з цим обґрунтованим і перспективним є пошук серед похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) універсальних, нешкідливих нейропротекторів з аналептичною дією, які здатні швидко і ефективно прискорювати реанімацію життєвоважливих функцій організму, загальну детоксикацію, переривати наркоз, вирішувати одразу широкий спектр медико-соціальних проблем невідкладних станів.
5.1. Визначення впливу нейроанестезії на модуляцію процесів нейроапоптозу
В даний час є загальновизнаним, що механізми загибелі нервової клітини при нейродегенеративних захворюваннях здійснюються переважно за механізмом апоптозу, а при гострих захворюваннях і ушкодженнях нервової системи – в основному по шляху некрозу. Отже, корекція активності процесу апоптозу має розглядатися як нейропротекторна стратегія. 

Виразність нейродеструктивних змін в ділянках мозку після ушкоджуючої дії наркозу має прямий вплив на активацію процесів вільно-радикального окиснення в клітинах мозку та процесів апоптозу, що може викликати необоротні пошкодження і загибель клітин органів і систем.Тому для аналізу особливостей динаміки прогресування постішемічних змін в постнаркозному періоді було потрібно вивчити активність NO-синтаз та процесів апоптозу в тканинах мозку та вплив на ці показники досліджуваних препаратів.
Для аналізу впливу наркозу на прояви нітрозилюючого стресу у гомогенаті тканини мозку експериментальних тварин визначали активність/експресію ендотеліальної, нейрональної та індицибельної ізоформ NO-синтази (eNOS, nNOS та iNOS). Результати дослідження підтверджують розвиток в тканини мозку в умовах експериментального наркозу кетаміном дисбалансу активності NO-синтаз (табл. 5.1). 
Таблиця 5.1
Вплив гетерозиду, цереброкурину та ноопепту на активність ендотеліальної NO-синтази (eNOS), індуцибельної NO-синтази та нейрональної (nNOS) (iNOS) в тканинах головного мозку в головному мозку щурів з наркозом кетаміном (М ± m) (n=10)
	Група тварин
	eNOS,мкмоль/г тканини
	iNOS,мкмоль/г
тканини
	nNOS,мкмоль/г
тканини

	Інтактні тварини 
	28,20±2,49
	28,54±1,16
	35,82±0,83

	Контроль – тварини з наркозом кетаміном
	25,78±0,60
	32,88±2,87*
	36,08±1,10

	Тварини з наркозом + Гетерозид
	28,50±1,02
	30,37±0,68
	35,74±0,80

	Тварини з наркозом + Цереброкурин
	27,64±0,93
	28,44±0,93К
	35,77±0,88

	Тварини з наркозом + Ноопепт
	27,01±0,60
	27,50±1,56К
	35,91±0,08


Примітки: 

1. * – достовірні (p<0,05) відмінності відносно інтактних тварин;

2. К – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи контролю;

3. Ц – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Цереброкурину;

4. Н – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ноопепту;

5. n – кількість тварин в групі.

Аналіз отриманих даних свідчить, що в гомогенаті головного мозку тварин контрольної групи відзначено зменшення активності eNOS на 10%, при цьому активність іNOS була збільшена відносно показників групи інтакту на 16% (р<0,05). На фоні введення препаратів порівняння цереброкурину та ноопепту спостерігається часткове відновлення співвідношення ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз, максимальне зростання активності ендотеліальної ізоформи (практично до значень інтакту) при одночасному зниженні на 14% активності іNOS відзначено на тлі введення гетерозиду. 
Також в дослідженні було порівняно нейропротективну активність гетерозидів та референс-препаратів цереброкуріну та ноопепту в умовах експериментальних наркозів кетаміном та пропофолом за впливом на вміст в тканинах головного мозку щурів проапоптотичного білку c-Fos та антиапоптотичного bcl-2-білку. Результати дослідження підтверджують активацію процесів апоптозу в тканини мозку в умовах експериментальної анестезії (табл. 5.2).
Таблиця 5.2
Вплив гетерозиду, цереброкурину та ноопепту на вміст с-fos-позитивних клітин та активність bcl-2-білку в головному мозку щурів з наркозом кетаміном та пропофолом (М ± m) (n=10)
	Група тварин
	Вміст c-fos позитивних клітин
	Концентрація bcl-2-білку 

(умовні одиниці)

	
	Кетамін
	Пропофол
	Кетамін
	Пропофол

	Інтактні тварини 
	12,5±2,1
	12,5±2,1
	45±2,5
	45±2,5

	Контроль – тварини з наркозом кетаміном/пропофолом
	124,6±5,0*
	90,3±2,1*
	23,5±1,4*
	27,1±2,0*

	Тварини з наркозом + Гетерозид
	77,5±3,3*КЦН
	64,9±3,2*КН
	35±2,4*КН
	47,6±3,7КН

	Тварини з наркозом + Цереброкурин
	101,1±5,2*К
	70,2±2,3*К
	40,2±2,4*КН
	45,3±2,6КН

	Тварини з наркозом + Ноопепт
	117,5±4,3*
	72,1±3,1*К
	24,4±2,7*
	36,3±1,6*К


Примітки: 

1. * – достовірні (p<0,05) відмінності відносно інтактних тварин;

2. К – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи контролю;

3. Ц – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Цереброкурину;

4. Н – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ноопепту;

5. n – кількість тварин в групі.

В СА1 зоні гіпокампу мозку щурів контрольної групи на моделі кетамінового наркозу відзначено зростання експресії c-fos (c-fos-позитивних клітин) практично в 10 разів (р<0,01), що відображає прогресуючу активацію апоптотичних процесів в ранньому постнаркозному періоді. В головному мозку після наркозу кетаміном щурів, які отримували гетерозид, відзначено зниженням вмісту c-fos-позитивних клітин вже в гострому постішемічному періоді на 38% відносно контрольної групи (р<0,05), що відображає стабілізацію апоптотичних процесів. При введенні експериментальним щурам цереброкурину та ноопепту також відзначено нормалізацію c-fos-позитивних клітин – зниження відповідно на 19 та 6% відносно контрольної групи в ранньому постнаркозному періоді. На моделі наркозу ноопептом динаміка с-Fos-позитивних клітин в головному мозку щурів є подібною до кетамінової анестезії – підвищення значень у тварин контрольної групи в 7 разів (р<0,01). Максимальний стабілізуючий вплив на рівні білка c-fos-позитивних клітин виявив гетерозид (зниження на 29%, р<0,05). В групах цереброкурину та ноопепту вміст c-fos-позитивних клітин виявлено достовірно нижчим відносно контрольних показників відповідно на 22-20%. 
В умовах експериментальних наркозів також виявлено зміни активності антиапоптотичного bcl-2-білку (табл. 5.2). В контрольній групі щурів з кетаміновим наркозом відмічено зниження рівнів білку bcl-2 відносно групи інтакту на 48%, що відображає переважання процесів некрозу нейронів в гострій стадії постнаркозних нейрональних змін. При введенні гетерозиду спостерігається поступова стабілізація активності bcl-2-білку – його вміст досяг 78% від рівня інтакту, що на 49% перевищує контрольні показники. Введення цереброкурину в постнаркозному періоді більш позитивно вплинуло на активність білку bcl-2, рівень якого був вищий за контрольні показники на 71% (р<0,01). В групі ноопепту відновлення рівня bcl-2-позитивних клітин в постнаркозному періоді не виявлено.

На моделі пропофолового наркозу відзначено значне зниження рівня білку bcl-2 відносно групи інтакту – на 40%, яке практично повністю корегується під дією гетерозиду та цереброкурину відповідно до 105 та 101% від рівня інтактних тварин. Введення експериментальним тваринам ноопепту також позитивно впливає на експресію bcl-2-білку – підвищує його на 34% відносно контрольних показників.

В нашому експерименті встановлено, що виразність процесів апоптозу під дією досліджених анестетиків має відмінності – вміст c-fos-позитивних клітин на 28% нижчий, а вміст bcl-2-позитивних клітин на 15% вищий на моделі пропофолового наркозу в порівнянні з кетаміном. Ефективність експериментальної нейропротективної терапії гетерозидом, цереброкурином та ноопептом також має відмінності на цих моделях. Доведено, що на експресію генів раннього реагування c-fos, який має проапоптотичні властивості (за зниженням щільності c-fos-позитивних клітин) – більш рівнозначно впливав гетерозид, а на експресію антиапоптотичного білку bcl-2 (за підвищенням концентрації bcl-2 білку) – цереброкурин.
Формування цереброваскулярних порушень та розвиток постішемічних змін в тканинах мозку при впливі наркозних препаратів має прямий вплив на активність процесів апоптозу та стан клітин мозку. Тому для аналізу впливу досліджених препаратів на динаміку прогресування постішемічних змін було потрібно вивчити зміни функціонального стану клітин мозку експериментальних тварин на моделях експериментального кетамінового наркозу. 

Для вивчення змін функціонального стану нейронів визначали наступні показники: щільність нейронів; площу нейронів; клітинний склад в області IV-V слоїв кори; концентрацію РНК в нейронах. Результати дослідження підтверджують, що формування цереброваскулярних порушень при ЦД супроводжується змінами функціонального стану нейронів у корі головного мозку щурів (табл. 5.3) – відзначено зниження показників щільності нейронів та площини їх тіл відповідно на 13,5% та 13% відносно інтактних показників (р<0,05), рівні РНК знизились відносно рівня інтактних тварин на 28% (р<0,01). Це підтверджує активність нейродегенеративних постішемічних процесів в тканинах головного мозку при експериментальному наркозі.

Застосування цереброкурину та ноопепту на моделі кетамінового наркозу практично не мало впливу на стан нейронів в зоні постішемічних змін, що підтверджено невиразною тенденцією до збільшення показника щільності та площі тіл нейронів головного мозку щурів з експериментальним наркозом в цих групах.
Таблица 5.3
Характеристика нейронів III-V слоїв кори головного мозку 

щурів з наркозом кетаміном (М ± m) (n=10)
	Група тварин
	Щільність нейронів, клітин/мм2
	Площа тіл нейронів, мкм2
	Вміст РНК в нейронах, ООщ

	Інтактні тварини 
	1259,00±27,96
	84,33±3,42
	9,52±0,34

	Контроль – тварини з наркозом кетаміном
	1089,20±19,27*
	73,36±3,07*
	6,85±0,37*

	Тварини з наркозом + Цереброкурин
	1180,00±9,32*К
	78,21±4,79*
	10,53±0,88К

	Тварини з наркозом + Ноопепт
	1104,00±19,14*
	78,28±3,87
	7,35±0,47*

	Тварини з наркозом + Гетерозид
	1201,90±7,84*КН
	83,03±3,77К
	9,76±1,17К


Примітки: 

1. * – достовірні (p<0,05) відмінності відносно інтактних тварин;

2. К – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи контролю;

3. Ц – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Цереброкурину;

4. Н – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ноопепту;

5. n – кількість тварин в групі.

Застосування цереброкурину та ноопепту на моделі кетамінового наркозу практично не мало впливу на стан нейронів в зоні постішемічних змін, що підтверджено невиразною тенденцією до збільшення показника щільності та площі тіл нейронів головного мозку щурів з експериментальним наркозом в цих групах. Введення гетерозиду експериментальним тваринам з наркозом сприяло нормалізації стану нейронів в зоні постішемічних змін – показники щільності нейронів та площи їх тіл збільшилися відповідно на 10% та 13%, тобто наблизились до рівней інтактних тварин. В групі цереброкурину та гетерозиду відзначено також позитивний вплив на білковий синтез – зростання показнику РНК на 54 та 42% (р<0,01) від рівней контрольних тварин. 

В умовах експериментального кетамінового наркозу в головному мозку щурів відмічено підвищення рівня апоптотичних клітин – показник частки апоптотичних клітин збільшився в 2,8 разів (р<0,001), що відображає поступову активізацію процесу апоптозу після розвитку постішемічних змін тканин головного мозку. Введення експериментальним тваринам з наркозом цереброкурину та ноопепту призвело до нормалізації апоптотичних процесів в нейронах головного мозку після ішемічного ушкодження – показник частки апоптотичних клітин знизився відносно контрольних показників відповідно на 56 та 34% (р<0,01), але при цьому на 67-149% (р<0,001) перевищував показники інтактних тварин. На фоні введення гетерозиду у тварин з експериментальним наркозом відмічено максимальну стабілізацію процесів апоптозу та зниження частки апоптотичних клітин на 65% відносно показників контрольної групи (р<0,001), яка досягла 133% від показників інтакту.
Таким чином, в подальшому спосіб інтраопераційної нейропротекції з використанням оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів гетерозидів може становити безсумнівний інтерес для практичного застосування з метою профілактики неврологічних ускладнень загальної анестезії. 
Поряд з аналітичним дослідженням за окремими параметрами гомеостазу щурів з експериментальною гіперглікемією та фокальної ішемією мозку був проведений системний аналіз ефективності досліджуваних препаратів за допомогою методу кореляційних структур (А. М. Зосимов, 1993). У додатку 3 представлені матриці інтеркореляцій показників стану тканин мозку інтактних, контрольних та експериментальних щурів. Отримані результати інтеграційних характеристик різних видів взаємодії показників гомеостазу свідчать про виражений системний ефект гетерозиду у тварин з наркозом, тобто збільшення кількості внутрішньосистемних і міжсистемних кореляцій має рівномірний характер. Таким чином, проведене гетерозидои лікування виявило достовірний позитивний ефект і щодо структурної організації функціональної системи організму тварин яка має компенсаторну спрямованість.

Але проаналізовані достовірні відмінності досліджених показників не демонструють ступінь цих відмінностей. Для вирішення цього питання був використаний нормований t-критерій. Використання середньоарифметичних групових значень t-критерію (цифрові дані наведені в додатку 3) дозволяє провести комплексну оцінку ступеня відхилення від нормативу окремих компонент показників стану тканин мозку при експериментальній гіперглікемії. Аналіз значень t-критерію параметрів нейрональної дисфункції доводить, що найбільш ефективним домінуючими показниками стану тканин мозку у щурів з наркозом на фоні введення гетерозиду були активність білку теплового шоку HSP70 (t=1369,8) щільність нейронів (t=142,4) та активність нейрональної NOS (t=135,7). За силою нейропротективної дії, а саме інгібуванням активності вільно-радикальних процесів та нормалізацією процесів апоптозу гетерозид вірогідно перевершив цереброкурин та ноопепт.
5.2. Визначення впливу нейроанестезії на когнітивно-мнестичні та поведінкові розлади після кетамінового наркозу
Загальна анестезія може бути причиною виникнення в післяопераційному періоді ушкоджень ЦНС, серед яких особливе місце займає післяопераційна когнітивна дисфункція, яка може розвинутися у хворих різних вікових груп і в випадках з необтяжених психоневрологічних анамнезом.
Найбільш уразливими до дії загальних анестетиків є функція уваги, короткострокова пам'ять, швидкість психомоторних і когнітивних реакцій. Разом з тим в літературі лише деякі роботи присвячені застосуванню нейропротектівних препаратів для профілактики і лікування нейрокогнітивних розладів в післяопераційному періоді.
Виходячи з вищевикладеного, метою цього дослідження було оцінити нейропротективну дію гетерозиду, цереброкурину та ноопепту, а саме корекцію ними когнітивно-мнестичних і поведінкових порушень після кетамінової анестезії.
При оцінці специфічних показників методики «відкрите поле» було виявлено, що кетамінова анестезія негативно впливала на поведінкові характеристики тварин (табл. 5.3). Введення кетаміну не приводило до достовірного підвищення пройденої відстані тваринами на 2 добу після анестезії, однак, в 8,97 раз збільшувало вільний відстань в абсолютних одиницях і в 11 разів у відсотках від загальної рухової активності. Також у тварин контрольної групи виявлено збільшення в 1,86 раз кількості замираний і в 1,5 разів збільшувало нерухомість тварин. Всі ці факти свідчать про формування тривожності і збудливості у тварин після кетаміновой анестезії. Введення кетаміну не впливало на кількість вільних стійок тварин, але приводило до збільшення в 2 рази стійок біля стінки. 
Також в 2 рази знижувалася кількість актів короткого грумінгу на тлі незмінної кількості тривалого грумінгу. Даний факт також свідчить про підвищену тривожність, збудливості, разражітельностью тварин зниженні почуття комфорту. У тварин контрольної групи відзначали підвищення в 2 рази високої активності, що свідчило про високу емоційності і збудливості тварин. Підвищення високої активності також може розцінюватися як зниження здатності до дослідницької та пошукової діяльності, так як щур робить надмірну кількість «зайвих» рухів і вимагає більше часу для засвоєння нової обстановки. 
При оцінці специфічних показників навчання в радіальному лабіринті було виявлено, що через 10 діб після кетаміновой анестезії у тварин спостерігалася когнітивна дисфункція. Загальна активність тварин цієї групи не мала достовірних відмінностей з групою контролю. При відтворенні результатів навчання тварин було встановлено, що на 10 добу після введення кетаміну збільшується в 3,25 разів кількість помилок робочої пам'яті в 1,5 раз – кількість помилок референтної пам'яті, що свідчило про порушення мнестичних у тварин після кетаміновой анестезії. Отримані нами дані лежать в руслі концепції післяопераційної когнітивної дисфункції. Кетамінова анестезія призводить до формування стійкого когнітивного дефіциту, а також психо-емоційних порушень – загальмованість, страх, тривожність, дезорієнтація, агресивність, разражітельностью. Застосування кетаміну у літніх людей може погіршувати олигомеризацію і депонування амілоїдного бета-протеїну і таким чином викликати довгострокові когнітивні ефекти. 

Одним з головних причин порушення когнітивних функцій після операції вважають нейротоксичну дію кетаміну, яка призводить до пригнічення глутаматної трансмісії, пригнічення синаптогенезу, виснаження енергетичного балансу синапсу і порушення механізмів зворотного захоплення нейротансміттеров, а також ініціювання механізмів циркуляторної ішемії. Введення відразу після виходу тварин з наркозу ноотропних препаратів – гетерозиду, ноопепту і цереброкурину по-різному впливало на поведінкові реакції, емоційний статус і когнітивно-мнестичні функції тварин. 
Введення тваринам після кетаміну Цереброкурину надавало сприятливу дію відносно емоційного статусу і поведінки тварин у відкритому полі після кетаміновой анестезії. Так, цереброкурін знижував тривожність і збудливість, про що свідчить достовірне зниження вільного простору, кількості замираний і стійок біля стінки. При цьому цереброкурін не впливав на комфортність тварин (грумінг, дефекація). Цереброкурін в 5 разів знижував нерухомість, що також можна розцінювати як анксиолітичний ефект препарату.
При цьому цереброкурін призводить підвищенню високої активності (в 1,8 разів у порівнянні з інтактом і в 1,67 разів у порівнянні з контролем) і зниження неактивності (в 2,3 рази в порівнянні з інтактом і в 1,7 разів в порівнянні з контролем), що може розцінюватися як зниження здатності до дослідницької активності і підвищення збудливості тварин. Цереброкурін значно (в 2,6 раз) знижував кількість помилок робочої пам'яті і кількості референтної пам'яті (в 1,5 раз) на 10 добу після кетаміновой анестезії.
Введення ноопепту тваринам після кетамінової анестезії призводило до зниження тривожності, страху і збудливості (зниження вільного простору в 2,3 рази, завмирань в 2,18 рази, стійок біля стінки в 1,6 раз і нерухомості в 3 рази в порівнянні з контролем). За цими показниками ноопепт достовірно перевершує як значення контрольної групи, так і значення пирацетама. 
При введенні гетерозиду відзначено збільшення вільної відстані в 10,37 в порівнянні з інтактною групою і в 1,16 разів у порівнянні контролем. Введення гетерозиду не знижувало кількість замираний (в 1.4 рази вище інтактного значення) і неактивності. Підвищеним залишається і кількість стійок біля стінки під дією гетерозиду (в 1,75 раз) в порівнянні з інтактом, а кількість актів короткого грумінгу залишається на рівні контролю (в 2 нижче інтакту), а також низьким (в 1,5 рази) залишається кількість дефекацій. Ці факти свідчать про те, що гетерозид знижує тривожність, страх і збудливість і стан некомфортності у тварин на 2 добу після кетамінової анестезії. Також гетерозид чинив позитивний вплив на показники когнітивно-мнестичних функцій, тому що на 10 добу після кетаміновой анестезії знижувалися помилки робочої і референтної пам'яті. 
Висновки:

1. На моделях кетамінового та пропофолового наркозів у щурів (100 мг/кг) відтворено постнаркозну активізацію проявів нітрозилюючого стресу як виразний дисбаланс активності NO-синтаз (зростання експресії індуцибельної NO-синтази та зменшення активності ендотеліальної NO-синтази), що супроводжувались негативними змінами функціонального стану клітин головного мозку (зниження показників щільності та площин тіл нейронів, вмісту в них РНК) та активізацією процесів апоптозу (збільшення частки апоптотичних клітин, зростання щільності c-fos-позитивних клітин та зниженням вмісту антиапоптотичного bcl-2-білку, більш виразні в умовах кетамінової анестезії).
2. Введення щурам на моделях кетамінового та пропофолового наркозів потенційних нейропротекторів інтраопераційного періоду – оригінального похідного сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів з аналептичною активністю гетерозиду, нейротрофічного церебропротектору цереброкуріну та ноотропу ноопепту – сприяло стабілізації активності системи оксиду (зростання активності ендотеліальної NO-синтази на тлі зниження активності іNOS), призвело до стабілізації площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниженню показників щільності апоптотично-змінених нейронів та c-fos-позитивних клітин та збільшення експресії bcl-2-білку в складі клітин головного мозку, отже, на цих моделях доведено наявність у гетерозиду, цереброкурину та ноопепту апоптозомодулюючої активності. На моделях кетамінового та пропофолового наркозів у щурів (100 мг/кг) апоптозомодулюючий ефект гетерозиду та цереброкурину були співвідносними, гетерозид визнано більш активнім за впливом на динаміку експресії c-fos (за зниженням щільності c-fos-позитивних клітин в умовах кетамінового та пропофолового наркозів) та вміст bcl-2-білку (на моделі кетамінового наркозу). 
3. Кетамінова анестезія призводить до підвищення тривожної поведінки тварин, збудливості (підвищення тривалості неактивності та кількості випадків завмирання, збільшення вільного простору, кількості стійок біля стінки, зниження грумінгу і дефекацій), а також погіршення дослідницької та пошукової активності на 2 добу, а також в більш віддалені терміни (10 доба) призводить до погіршення мнестичних функцій (збільшення кількості помилок референтної і робочої пам'яті).
4. Парентеральне введення цереброкурину та ноопепту тваринам після кетамінової анестезії достовірно знижувало показники тривожної поведінки тварин, а також надавало антиамнестичну ефект (достовірне зниження помилок робочої пам'яті), але не впливало на здатність тварин до навчання.  Введення гетерозиду тваринам після кетамінової анестезії достовірно знижувало показники тривожної поведінки і збудливості тварин (зниження кількості замираний і неактивності, вільного простору, стійок біля стінки), підвищувало дослідницьку активність, проявляло виражений антиамнестичний ефект (зниження помилок референтної і робочої пам'яті) і підвищувало здатність тварин до навчання (зниження високої і підвищення низької активності). За ступенем впливу на показники когнітивно-мнестичних функцій ЦНС гетерозид достовірно перевершує препарати порівняння пірацетам і ноопепт.
РОЗДІЛ 6
ВИВЧЕННЯ НЕШКІДЛИВОСТІ ГЕТЕРОЗИДІВ В УМОВАХ ГОСТРОЇ АЛКОГОЛЬНОЇ ІНТОКСИКАЦІЇ
Високий рівень алкоголізації населення та нейротоксичні пошкодження етанолом функцій головного мозку істотно впливають на соціальний статус та якість життя цієї категорії хворих, є причиною інвалідизації та ранньої смертності працездатного населення. Це пояснює важливість дослідження молекулярно-біохімічних уражень головного мозку при інтоксикації етанолом та визначає розробку нових підходів до нейропротекції актуальним дослідження цього напрямку. Тому наступним етапом даної роботи було вивчення нейропротективних та аналептичних властивостей гетерозидів в умовах гострої алкогольної інтоксикації, яке стало частиною дослідження нешкідливості цих сполук.
6.1. Визначення гострої токсичності гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 

6.1.1. Визначення LD50 гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321. Вивчення LD50 проводилося на білих нелінійних мишах експрес-методом Т.В. Пастушенко. Дослідження проводилися в діапазоні доз від 1000 до 5000 мг/кг. Результати дослідів наведені в таблиці 6.1. 
Таким чином, LD50 для гетерозиду-21 – 1465 мг/кг, для гетерозиду-31 – 1350 мг/кг, для гетерозиду-321 становила 1725 мг/кг, що за класифікацією Hodge та Sterner дозволило віднести їх до ІV класу мало токсичних речовин. 

6.1.2. Поведінкові реакції тварин під впливом токсичних доз гетерозидів. У процесі проведення експерименту поведінкові реакції тварин мали деякі особливості. Серед усього діапазону наведених доз у 80% мишей після одноразового введення гетерозидів спостерігалось тимчасове (на 15-30 хв) пригнічення рухливості, що минало на протязі першої години спостереження. 
Таблиця 6.1

Летальність мишей під дією гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321
	Доза, мг/кг
	Летальність мишей при введенні гетерозидів

	
	Гетерозид-21
	Гетерозид-31
	Гетерозид-321

	
	кількість тварин
	% тварин загиблих
	кількість тварин
	% тварин загиблих
	кількість тварин
	% тварин загиблих

	1000
	0/9
	0
	0/9
	0
	0/9
	0

	1260
	0/9
	0
	3/9
	33,3
	0/9
	0

	1350
	0/9
	0
	5/9
	55,6
	0/9
	0

	1440
	3/9
	33,3
	6/9
	66,6
	0/9
	0

	1465
	5/9
	55,6
	6/9
	66,6
	0/9
	0

	1490
	6/9
	66,6
	6/9
	66,6
	0/9
	0

	1580
	9/9
	100
	9/9
	100
	3/9
	33,3

	1725
	9/9
	100
	9/9
	100
	5/9
	55,6

	1870
	9/9
	100
	9/9
	100
	6/9
	66,6

	2000
	9/9
	100
	9/9
	100
	9/9
	100

	5000
	9/9
	100
	9/9
	100
	9/9
	100


Примітки:

1. в чисельнику вказана кількість тварин, що вижили в експерименті, в знаменнику – загальна кількість тварин в експерименті;
2. n – кількість мишей в групі.
Це могло бути пов'язано з перевантаженням об'ємом розчину субстанцій, що вводилися внутрішньочеревинно. У дозах гетерозидів менших 1500 мг/кг такі побічні ефекти з боку ЦНС як бокове положення (загальне пригнічення ЦНС), блефароптоз, гіперсалівація, діарея або корчі не відмічалося у жодної миші. У тварин які отримували дози гетерозидів більші 1500-2000 мг/кг за кілька секунд перед загибеллю відмічалися судоми, що свідчило про вплив субстанцій на ЦНС як і у випадках з класичними аналептиками. 


Якщо доза кожного з трьох гетерозидів не призводила до загибелі тварини одразу або у першу годину після введення, то протягом наступних 14 діб миші показували 100% виживання у всіх групах.                                                                                   

6.2. Вивчення особливостей моделі гострої алкогольної інтоксикації
6.2.1. Доцільність створення моделі гострої алкогольної інтоксикації. Актуальність розробки моделі гострої алкогольної інтоксикації (ГАІ) багатогранна і включає економічні, юридичні, теоретичні, прикладні та соціальні аспекти оскільки:

– етанол є стабільним, найбільш дешевим і доступним препаратом;

– роботи з етанолом не потребують ліцензування та особливих умов для установи, приміщень і наукового персоналу;

– прискорюється і спрощується можливість вивчення механізмів дії оригінальних аналептиків, тому що відома і всебічно описана фармакокінетика, фармакодинаміка, метаболізація і токсичний вплив етанолу і його метаболітів на органи і тканини; доступні прилади, реактиви і методики визначення етанолу і його метаболітів в біоматеріалах.

– наявність моделі ГАІ сприятиме прискоренню створення універсального аналептика (антидоту) при отруєннях алкогольними сурогат, що може врятувати здоров'я і життя багатьох людей.

Відпрацювання моделі ГАІ проводилася відповідно до алгоритму та критеріїв, викладених в розділі 3.2.2.

6.2.2. Оптимальна концентрація і доза розчину етанолу. Наркотизуюча доза етанолу для мишей знайшла відображення в науковій літературі і підтверджена нами в ході проведених досліджень. При цьому внутрішньоочеревинне введення 12,5% розчину етанолу в дозі 5,5 г/кг. забезпечувало наркозний сон тривалістю 103 хв 48 сек (табл. 6.2).
6.2.3. Встановлення піку наркотичного сну і оптимального часу введення аналептиків. Пік наркотичного сну визначався експериментально, одночасно з вивченням тривалості наркозного сну під впливом оптимальної дози етанолу. Гнітючу дію на ДЦ оцінювали по ЧДР/хв в різних фазах наркозного сну.
Таблиця 6.2

Аналептична дія СКК при введенні на піку наркотичного сну 
на моделі гострої алкогольної інтоксикації (ГАІ) (n=6)
	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики наркотичного сну 
	Пробуджуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи ТПН
	

	Етанол (ГАІ)
	12,5%  5,5
	103 хв 48 сек 
(6230,2±964,14)
	100%
	0

	ГАІ+СКК 70 мг/кг
	20
	131 хв 49 сек

(7909,56±679,98)*
	127%
	-27%

	ГАІ+СКК 35 мг/кг
	10
	114 хв 10 сек

(6850,8±899,98)
	96%
	4%

	Сульфокамфокаїн 
	5
	83 хв 36 сек 
(5016,7±1021,69)
	87% 
	13%

	р
	
	0,0450
	
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
60 секундні виміри ЧДР відразу після прийняття мишами БП (ЧДД1) з 10-ти хвилинними інтервалами до прийняття мишами положення на чотирьох лапах (ЧДД8) наведені в табл. 6.3.
Таблиця 6.3

Динаміка частоти дихальних рухів (ЧДР) мишей 

на моделі гострої алкогольної інтоксикації (ГАІ) (n=6)
	Визначення ЧДР
	ГАІ

(етанол 12,5% 5,5 г/кг)
	Визначення ЧДР
	ГАІ

(етанол 12,5% 5,5 г/кг)

	ЧДР1
	115 (108;120)
	ЧДР5
	95 (78;104)

	ЧДР2
	107 (100;118)
	ЧДР6
	96 (82;110)

	ЧДР3
	104 (94;110)
	ЧДР7
	107 (106;110)

	ЧДР4
	76 (66;90)
	ЧДР8
	(116;132)


Примітка: n – кількість мишей в групі.

Пік наркотичного сну відповідав мінімуму на кривій динаміки ЧДР і припадав на 25-у хвилину від прийняття мишами БП (рис. 6.1).
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Рисунок 6.1. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на Динаміка ЧДР для мишей на моделі гострої алкогольної інтоксикації

6.2.4. Вибір препарату порівняння, підтвердження його оптимальної дози і часу введення. Препаратом порівняння був обраний комбінований аналептик СКК, обґрунтування і оптимальна доза якого описані в розділі 3.2.3.3. Особливості механізму АП не виключає відмінності його ефективної дози на різних моделях наркозу. У зв'язку з цим та з урахуванням попередніх досліджень перевірка ефективної АНД СКК було доцільною. Підтвердження її АНД проводилося експериментально шляхом внутрішньочеревинного введення доз 70,35 і 20 мг/кг на піку ГАІ(рис. 6.2). 
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Рисунок 6.2. Пробуджуючий ефект СКК на моделі алкогольного наркозу
При цьому 20 мг/кг СКК зменшували тривалість наркотичного сну на 13% (83 хв 36 сек) в порівнянні з контрольною групою (103 хв 48 сек) і залишалися оптимальною дозою (табл. 6.2). 

При аналізі отриманий результатів звертає на себе той факт, что для СКК зі збільшенням дози АНД істотно знижується, а перевищення оптимальної дози СКК в 3,5 рази виробляти до парадоксальної реакції – наркозний сон продовжується на 27%. 
Таким чином, відпрацьована модель гострої алкогольної інтоксикації забезпечувала наркозний сон тривалістю 103 хв 48 сек, можливість контролю динаміки ЧДР і встановлення піку наркотичного сну, експериментально статистично достовірно підтверджувала АНД СКК в дозі 20 мг/кг і його актуальність як препарату порівняння.
6.3. Вплив гетерозидів на біохімічні (метаболічні) характеристики організму тварин

6.3.1. Вибір об'єкта та субстрату досліджень. Печінка бере участь в регуляції білкового, вуглеводного і ліпідного обмінів, забезпечує травлення і функції практично всіх систем організму. Саме на неї природою покладено функції детоксикації (метаболізм ксенобіотиків і ендотоксичного сполук, які постійно утворюються в організмі).

Загальновідомо, що етанол є природним метаболітом в базових біохімічних циклах «мітохондріального дихання», відповідальних за енергозабезпечення, тобто етанол може засвоюватися та метаболізуватися усіма органами і тканинами. При токсичних концентраціях в крові він може виділятися в незмінному вигляді в калі, сечі повітрі, що видихається. Науково доведено, що основний «удар» алкогольної інтоксикації доводиться по печінці, де відбувається метаболізм 95% введеного алкоголю. 
Відомо, що між тривалістю наркозного сну і швидкістю метаболізму алкоголю в печінці існує пряма залежність. В силу багатьох причин механізм розщеплення етанолу і його метаболітів печінкою описані в науковій літературі всебічно. На підставі вище викладеного та з урахуванням переваг лабораторного застосування етанолу в якості об'єкта досліджень була обрана печінка лабораторних щурів, а в якості субстрату як токсичний агент – етанол.

Метою досліджень було експериментальне підтвердження прискорення метаболічної деструкції і елімінації етанолу нейропротекторами-аналептиками, тобто присутність в механізмі їх нейропротекторної дії антидотного (антинаркотичного) компоненту за впливом на метаболічні процеси.

Вплив на метаболізм, деструкцію і елімінацію ксенобіотика визначали по зміні активності алкогольдегідрогенази і альдегіддегідрогенази в гомогенаті печінки, концентрації етанолу і ацетальдегіду сироватці крові; токсичний вплив на функцію печінки і нирок – за активністю АСТ і АЛТ і концентрації креатиніну в сироватці крові після введення досліджуваних речовин на моделі гострої алкогольної інтоксикації.

Для виключення впливу сезонних, добових і ін. чинників на показники експериментальних щурів увесь комплекс досліджень проводився послідовно на протязі 3-х годин до їх забою. 
Досліджувані речовини вводилися внутрішньоочеревинно: гетерозид-321 в дозі 2 мг/кг, СКК в дозі 20мг/кг. Забір крові для біохімічних досліджень робили після декапітації тварин, що прокинулися.
6.3.2. Вплив гетерозидів на біохімічні показники печінки і нирок на моделі гострої алкогольної інтоксикації. Критеріями ефективності детоксикаційної функції печінки, які візуально реєстрували при введенні досліджуваних субстанцій, була тривалість наркотичного сну і динаміка ЧДР (рис. 6.3). 
Результати досліджень представлені в таблиці 6.4. Наркотичний сон інтактних тварин наступав через 2 хв 50 сек і мав тривалість 132 хв 58 сек (табл. 6.4, рис. 6.3).
Таблиця 6.4

Вплив гетерозидів на біохімічні показники печінки і нирок на моделі гострої алкогольної інтоксикації (n=8)
	Показник
	Групи експерименту

	
	20% етанол
	Гетерозид-321
	СКК

	Тривалість наркотичного сну, сек
	132 хв 58 сек
(7978,8±655,3)
	68 хв 27 сек
(4107±414,5)*
	102 хв 06 сек
(6126,2±814,6)

	Активність алкогольдегідрогенази, мкг/мл
	1,5±0,088
	2,1±0,095*
	1,9±0,093*

	Вміст ацетальдегіду, мкг/мл
	10,5±0,9
	7,5±0,84
	6,3±0,82

	Активність АлАТ, мкг/мл
	0,22±0,011
	0,24±0,013
	0,22±0,012

	Активність АсАТ, мкг/мл
	0,16±0,008
	0,14±0,007
	0,15±0,007

	Вміст креатиніну
	0,58±0,027
	0,53±0,026
	0,52±0,024


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперсного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
Введення гетерозиду-321 та СКК на ПН (30 хвилина після прийняття тваринами БП) скорочувало тривалість наркотичного сну відповідно на 49%, і – 24% в порівнянні з контрольною групою тварин. 

Рисунок 6.3. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей на моделі гострої алкогольної інтоксикації.
При цьому динаміка ЧДР повністю відповідала описаним раніше інтервалах часу (розділ 4.2.2), а поведінка тварин після пробудження повторювала симптоматику, описану в розділі 4.2.3. Це підтвердило відтворюванність моделі ГАІ та реалізацію аналептичного/антидотного ефекту досліджуваних речовин. 
6.3.3. Вивчення фактора ферментативної метаболізації ксенобіотиків. Наведені результати свідчать, що введення тваринам гетерозиду-321 і СКК супроводжувалося збільшенням активності АДГ відповідно на 40 і 27%; АДДГ – відповідно на 35 і 20% в порівнянні з контролем. При цьому вміст алкоголю в крові відповідних груп було на 39 і 23% менше по відношенню до контролю. Зміст ацетальдегіду зменшилася в порівнянні з контролем на 40% у разі СКК і на 30% після введення гетерозидів-321.

Отримані результати дослідження логічно пояснюють тривалість наркотичного сну, динаміку ЧДД, поведінкові реакції тварин під впливом досліджуваних речовин на всіх моделі гострої алкогольної інтоксикації. Таким чином, здатність активувати ферментативну метаболізацію ксенобіотиків є важливим механізмом прояву антидотного (антинаркотичного) ефекту нейропротекторної дії гетерозидів.

Настільки виражена фармакологічна активність гетерозиду-321 і СКК не виключала можливість їх негативного впливу на організм. У зв'язку з цим виникало питання про можливі побічні ефекти гетерозидів.

6.4. Вивчення антинаркотичної дії досліджуваних речовин на моделі гострої алкогольної інтоксикації 
6.4.1. Скринінг гетерозидів на наявність антинаркотичної дії на моделі гострої алкогольної інтоксикації. Визначення терапевтичних доз гетерозидів за антинаркотичною дією (АНД) проводили у відповідності до моделі гострої алкогольної інтоксикації. Увага в дослідженнях АНД гетерозидів була спрямована на діапазон доз 1-20 мг/кг, що становить приблизно 1/500-1/1000 від їх LD50  і не перевищує ефективної дози (20 мг/кг ) препарату порівняння СКК. Гетерозиди вводили у вигляді водних розчинів внутрішньочеревинно на піку наркотичного сну. АНД речовин оцінювали по скороченню тривалості наркотичного сну у порівнянні з СКК (табл. 6.3). 
Таблиця 6.3

Пробуджуючий ефект досліджуваних речовин

на моделі гострої алкогольної інтоксикації (ГАІ) (n=6)

	Групи
	Доза,  мг/кг
	Характеристики наркотичного сну 
	Пробуджуючий ефект, %

	
	
	Тривалість 
	% від групи ТПН
	

	Етанол (ГАІ)
	12,5%  5,5
	103 хв 48 сек 

(6228,0 ± 964,14)
	100%
	0

	ГАІ+гетерозид-21
	20
	114 хв 10 сек

(6850,8 ± 964,14)
	110%
	–10

	ГАІ+гетерозид-21
	10
	107 хв 57 сек

(6477 ± 699,43)
	104 %
	· 

	ГАІ+гетерозид-21
	5
	84 хв 05 сек

(5045 ± 879,12)*
	81 %
	19

	ГАІ+гетерозид-21
	2
	79 хв 91 сек

(4795 ± 798,17)*
	77 %
	23

	ГАІ+гетерозид-21
	1
	70 хв 35 сек

(4235 ± 875,16)*
	68%
	32

	ГАІ+гетерозид-31
	5
	94 хв 27 сек

(5667,5 ± 786,52)
	91%
	9

	ГАІ+гетерозид-31
	2
	89 хв 16 сек

(5356,08 ± 884,64)
	86 %
	14

	ГАІ+гетерозид-31
	1
	84 хв 55 сек

(3862,6 ± 427,02) *
	81,8%
	18,2

	ГАІ+гетерозид-321
	5
	70 хв 35 сек

(4235 ± 868,78)
	68 %
	32

	ГАІ+гетерозид-321
	2
	48 хв 46 сек

(2926,2 ± 457,03*)
	47%
	53

	ГАІ+гетерозид-321
	1
	59 хв 09 сек

(3549,0 ± 954,88)
	57 %
	43

	ГАІ+СКК
	20
	83 хв 36 сек 

(5016,7 ±1021,69)
	80,5%
	19,5

	Р
	
	0,0450
	
	


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. * – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок досліджуваних груп з групою контролю за допомогою критерію Ньюмана-Кейлса;
3. n – кількість мишей в групі.
Пошук ефективних доз гетерозидів проводили аналогічно СКК (розділ 3.2.5.3) відштовхуючись від його оптимальної дози 20 мг/кг. Первинні дослідження проводили на гетерозиді-21. При його введенні в дозах 20, 10, 5, 2, 1 мг / кг АНД становила відповідно – 10, 4, 19, 23 та 32 % (табл.6.4). Тобто і в цьому випадку, як і з СКК спостерігалося парадоксальний ефект – зі збільшенням дози препарату тривалість наркотичного сну зростала. 
З огляду на близькість структур досліджуваних речовин, з метою економії часу і лабораторних тваринах неефективні дози для гетерозиду-31 та гетерозиду-321 (20, 10 мг/кг) не вивчались. В експериментах гетерозид-21 та гетерозид-31 виявляли найбільш виражену пробуджуючу дію у дозі 1 мг/кг, у той час як гетерозид-321 був активніший у дозі 2 мг/кг. При цьому гетерозид-21 скорочував тривалість наркотичного сну на 32%, гетерозид-31 – на 18,2%, гетерозид-321 – на 53%, в той час як СКК у дозі 20 мг/кг прискорював пробудження тварин лише на 19,5% (рис. 6.4).

Рисунок 6.4. Пробуджуючий ефект сульфокамфокаїну, гетерозиду-21, гетерозиду-31 та гетерозиду-321 на моделі гострої алкогольної інтоксикації.

Таким чином, гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 проявляли аналептичний/антинаркотичний ефект в 1,64-2,71 раз більш ефективно ніж класичний аналептик СКК в дозах в 10-20 разів більших.

6.4.2. Вивчення аналептичного ефекту гетерозиду-31 в умовах гострої алкогольної інтоксикації. Виходячи з того, що препарат порівняння (СКК) є класичним дихальним аналептиком (впливає на дихальний та судиноруховий центри довгастого мозку), було цікавим зіставити динаміку зміни ЧДР тварин під впливом досліджуваних речовин. З одного боку, збіг результатів впливу на ДЦ раніше описаних в літературі етанолу і СКК міг підтвердити адекватність обраної моделі алкогольного наркотичного сну  і оптимальність часового інтервалу введення пробуджуючих речовин (15-а хвилина), з іншого – зрозуміти можливий механізм АЕ гетерозидів.
Таблиця 6.4

Вплив гетерозиду-31 на частоту дихальних рухів (ЧДР) мишей 

на моделі гострої алкогольної інтоксикації (ГАІ) (n=6)
	Група
	Час, хв
	Контроль (ГАІ)

 (Етанол 12,5% 5,5 мг/кг)
	ГАІ+Гетерозид-31 

1 мг/кг
	ГАІ+Сульфокам-фокаїн 20 мг/кг
	р

	ЧДР1
	5
	115 (108;120)
	0,179

	ЧДР2
	7
	107 (100;118)
	0,024

	ЧДР3
	14
	104 (94;110)
	0,202

	ЧДР4
	15
	76 (66;90)
	120 (114;124)*
	105 (100;108)*/**
	0,002

	ЧДР5
	20
	95 (78;104)
	124 (122;124)
	125 (112;130)
	0,078

	ЧДР6
	25
	96 (82;110)
	120 (116;120)*
	121 (112;124)*
	0,015

	ЧДР7
	30
	107 (106;110)
	124 (118;126)*
	125 (116;136)
	0,023

	ЧДР8
	Пробуд-ження
	117 (116;132)
	123 (114;138)
	125 (116;136)
	0,786


Примітки:

1. р – рівень статистичної значущості при порівнянні вибірок за допомогою дісперстного аналізу ANOVA;
2. *– рівень статистичної значущості при порівнянні досліджуваних груп з групою контролю (ГЕІ) за допомогою критерію Крускала-Уолліса;

3. **– рівень статистичної значущості при порівнянні досліджуваної групи гетерозиду-31 з групою сульфокамфокаїну за допомогою критерію Крускала-Уолліса;
4. n – кількість мишей в групі;

5.    – час введення досліджуваних речовин (СКК та гетерозиду-21).
При співставленні результатів вимірювання ЧДР в різних фазах алкогольного наркотичного сну з ТН спостерігалися певні тенденції. Так, після введення етанолу ЧДР1, ЧДР2, ЧДР3 достовірно знижується відповідно з 115; 107 до 104 дихальних рухів в хвилину(p<0,05), досягаючи мінімуму (76) в контрольній групі на 15-ій хвилині наркотичного сну (рис. 6.5). 
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Рисунок 6.5. Динаміка частоти дихальних рухів за хвилину (ЧДР/хв) мишей під впливом гетерозиду-31 та СКК на моделі гострої алкогольної інтоксикації. 

Відразу (на кінчику голки) після введення гетерозиду-31 і СКК відзначалося істотне збільшення ЧДР4 по відношенню до групи контролю відповідно на 57,8 і 38,2%; ЧД5 – на 30,5 і 31,5%; ЧД6 – на 25 і 26%; ЧД7 – на 15,8 і 16,8%; ЧД8 – на 5,1 і 6,8%. Це збігається з класичними уявленнями про механізми дії етанолу як засобу, що пригнічує ЦНС в цілому і ТН зокрема, а також класичного аналептика – СКК, який збуджує ДЦ довгастого мозку та збільшує частоту та глибину дихальних рухів. Це експериментально підтверджує адекватність обраної моделі досліджень і підкреслює об'єктивність і оптимальність обраного часу введення досліджуємих субстанцій. 

Подальша синхронна стабілізація ЧДР під впливом СКК і гетерозиду-31 відбувалася вже на 20-й хвилині (ЧДР5), що може пояснюватися компенсаторними реакціями організму (для відтворення гомеостазу), після чого відбувається плавне підвищення ЧДР аж до повного пробудження тварин. Більш низьке значення ЧДР8 (117/хв) для контрольної групи мишей навіть при пробудженні (через 103 хв 48 сек) у порівнянні з групами СКК (125/хв на 83 хв 36 сек ) та гетерозиду-31 (123/хв. на 84 хв н 55 сек) підтверджує наявність стійкої алкогольної інтоксикації ЦНС в цілому і ДЦ зокрема у контрольній групі.

Звертає на себе увагу той факт, що відразу після введення гетерозиду-31 ЧДР 4 вже протягом 1-ї хвилини вірогідно збільшується в 1,6 рази в порівнянні з контрольною групою і на 20% в порівнянні з групою СКК (p<0,05). При цьому максимум ЧДР в групі препарату порівняння досягається тільки через 6 хвилин (ЧД5), що свідчить про 6-ти кратну перевагу гетерозиду-31 в швидкості стимуляції ДЦ і дозволяє віднести останній до перспективних респіраторних аналептиків.
Аналіз отриманих результатів підтверджує загальну тенденцію того, що незалежно від моделі наркозу (кетамін, пропофол, тіопентал натрію) та наркотичного впливу (етанол) для всіх досліджуваних речовин (СКК та гетерозид-21) зі збільшенням дози істотно знижуються аналептична/антинаркотична дії, а перевищення умовнотерапевтичної дози призводить до парадоксальної реакції – тривалість наркотичного сну подовжується. В цьому відношенні гетерозиди мали явну перевагу у дозі над СКК тому, що 100-кратне збільшення їх терапевтичної дози не пригнічує функції ЦНС, що особливо важливо в ургентних станах. Таким чином, гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 проявляли аналептичний/антинаркотичний ефект в 1,64-2,71 раз більш ефективно ніж класичний аналептик СКК в дозах в 10-20 разів більших.
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Мільйони пацієнтів щорічно звертаються до хірургів та піддаються впливу загальних анестетиків (ЗА) під час проведення діагностичних процедур і хірургічних втручань. Раніше вважалося, що ефекти анестезії швидко виникають і так само швидко зникають, тому після видалення анестетиків з організму головний мозок повертається до передопераційного стану і пацієнт пробуджується, отже негативні ефекти ЗА на центральну нервову систему (ЦНС) в віддаленому постнаркозному періоді відсутні. 

М. Gendelman (2000) в огляді наводить дані про те, що ЗА може бути причиною різних пошкоджень нервової системи в післяопераційному періоді. При цьому порушення функції ЦНС варіюють в залежності від типу анестезії, стану соматичного і неврологічного статусу пацієнта в передопераційному періоді, віку пацієнта і безлічі інших чинників. Внаслідок цього неможливо зробити висновок, що ЗА дає якийсь певний тип пошкодження ЦНС. Однак в більшості досліджень, присвячених цій проблемі, наводяться дані про загальне пригнічення функціонального стану ЦНС в післяопераційному періоді у вигляді зниження пам'яті, реактивності, уваги, появи координаторних порушень. Автором зазначено, що на когнітивні (пізнавальні) і психомоторні функції ЦНС надають несприятливий вплив фактично всі відомі анестетики.

Так в сучасній літературі є дані про негативний вплив на ЦНС навіть середньо терапевтичних доз анестетиків і наркотичних анальгетиків, в тому числі: морфіну, лідокаїну, фентанілу, амфетаміну, галотана, оксибутирату натрію, гексеналу, кетаміну, нембуталу, фторотану. В останні роки піднімається питання про шкідливий вплив на головний мозок гіпотензивної анестезії.

Більшість неврологічних ускладнень ЗА в післяопераційному періоді (виключаючи нейрохірургічні і кардіохірургічні операції) вважаються нормою при частоті до 0,04%. У літніх людей і пацієнтів, які страждають периферичної судинної недостатністю або мають в анамнезі цереброваскулярні захворювання, ризик розвитку неврологічних ускладнень набагато вище. У осіб молодого віку, а також у пацієнтів з необтяженим психоневрологічним і соматичним анамнезом, розвиток постнаркозної мозкової дисфункції, в переважній більшості випадків, пояснюється порушенням вентиляції легенів і розвитком гіпоксичних станів. Однак в будь-якому випадку клініцисту важливо вжити заходів щодо запобігання (попередження) і своєчасної корекції дисфункції центральної нервової діяльності в післяопераційному періоді.

Ступінь захисту організму від операційної травми за допомогою різних методів анестезії, так само як і критерії її адекватності, в даний час продовжують залишатися предметом дискусій. Відомо, що периопераційне тканинне пошкодження індукує цілий каскад патофізіологічних процесів, які впливают на всю ноцицептивную систему – від периферичних рецепторів до кіркових нейронів. Основними ланками цього ланцюга є: а) виділення алгогенов в зоні пошкодження (брадикінін, лейкотрієни, субстанція Р, простагландини та ін.) з сенситізацією периферичних ноцицепторов, б) потужна ушкоджуюча стимуляція ноцицептивних структур на різних рівнях ЦНС, в) сенситізація сегментарних і супрасегментарних структур ЦНС зі зміною їх функціональної активності.

Функціональний стан ЦНС хворого залежить, багато в чому, від функціонального стану адренореактівних систем. У передопераційному періоді, в умовах оперативного втручання і ЗА відбувається значна гормональна перебудова, що виражається в стимуляції гіпофізарно-адреналової системи та супроводжується масивним надходженням в кров катехоламінів, гормонів кори надниркових залоз (ГКС і мінералокортикоїдів), АДГ і СТГ. Це веде до підвищення катаболізму білків, жирів і вуглеводів, погіршення гемодинаміки з явною тенденцією до розладів мікроциркуляції і змін реологічних властивостей крові.

У зв'язку з підвищенням обміну і енергетичних витрат в умовах операції під ЗА потреба тканин в кисні зростає, а доставка його може різко скорочуватися через погіршення мікроциркуляції. Анестезія змінює КОС і тканинне дихання, а, отже, і загальне поглинання кисню організмом. Тому суть багатокомпонентної ЗА – це спроба знизити окислювально-відновні процеси та відкорегувати невідповідність між потребою в кисні та його наявним рівнем в крові.

Під час операцій в умовах ЗА різко зростає білковий катаболізм, що є результатом гіпофізарно-адреналової стимуляції: в крові збільшується кількість продуктів білкового катаболізму: сечовини, аміаку, амінокислот, сульфатів, внутрішньоклітинних іонів – K+-, Mg2+. Нормальний синтез білків є першою жертвою периопераційного ішемічного каскаду. Проте, ексайтотоксичні нейротрансмітери, такі як глутамат і посилюючий його кальцієвий викид, запускають продукцію негайних ранніх генів (IEGs), таких як c-fox і c-jun. Ці гени служать вторинними посередниками між ядерним апаратом і рибосомами, які ініціюють і регулюють транскрипцію і трансляцію генів, відповідальних за синтез білків регенерації.

Процеси післянаркозного відновлення вимагають координованої продукції стресових білків, подібних HSP, підвищеної експресії генів транспортерів глюкози GTI-3, фактора росту нервової тканини NGF, мозкового нейротропного фактору (BDNF) і нейротропіну-3 (NT-3). 

Найвищі рівні продукції цих репаративних факторів мають місце тоді, коли клітини страждають від пошкодження, але їх відновлення є принципово можливим. Коли ці ендогенні речовини продукуються до початку розвитку ішемії або зростають відразу після неї, вони є протективними, тому при обмеженні їх продукції ішемічне пошкодження посилюється.  Фармакологічні препарати, які можуть блокувати ексайтотоксичні процеси або є самі токсичними (подібно дізоколіпіну, кетаміну, фенциклидин), або можуть надавати різні ефекти як протективні агенти.

Розвиток неврологічних ускладнень і тяжкість стану пацієнтів під час впливу загальних анестетиків залежить від шкідливої дії ішемії, яке визначається глибиною і тривалістю зниження мозкового кровотоку. Тканинна гіпоксія зі зниженням дифузії кисню через порушення мікроциркуляції, зміни реології крові та судинної стінки призводить до порушення функції клітинних структур, у тому числі нейронів. При обмеженому надходженні поживних речовин і кисню їх дія здатна виявитися згубною для клітин зони пенумбри, що може привести до прогресування тяжкості ураження та розширення зони ішемії. 

Зниження надходження молекулярного кисню в нейрони стимулює утворення активних форм кисню (АФК), які ініціюють процеси вільно-радикального окиснення – активізації системи оксиду азоту (NO), перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) та окисної модифікації білка (ОМБ) – на тлі зниження активності антиоксидантної системи (АОС) [40,153,168,237]. У природних умовах як антиоксиданти діють супероксиддисмутаза, глутатіон, глутатіон-пероксидаза, каталаза, церулоплазмін, вітаміни A, Е, С, К, флавоноїди, кумарини. Різка активація окислювальних процесів при недостатній ефективності антиоксидантного захисту призводить до розвитку вільнорадикального стресу, що є одним з універсальних механізмів ушкодження тканин організму. В даний час вільнорадикальний стрес розглядають як універсальний механізм, що об'єднує основні біохімічні шляхи токсичного впливу гіперглікемії на судини. 

Для головного мозку розвиток вільнорадикального стресу становить потенційну небезпеку, тому що процеси окисного метаболізму в мозку надзвичайно інтенсивні, мозок містить величезну кількість ліпідів і аскорбату, що зумовлює можливу активацію ПОЛ. При цьому в мозку значно нижча, ніж в інших тканинах, активність ферментних антиоксидантів. Ці фактори підвищують ризик розвитку в головному мозку окисного стресу з утворенням АФК та нітрозуючого стресу з утворенням надлишкових рівней NO та його дериватів. Доведено, що при неважкій або короткочасній фокальній ішемії після первинного ураження окремих надчутливих до ішемії нейронів розвивається вторинне ушкодження як результат агресивного впливу на нейрони периінфарктної зони активованими ішемією клітин глії. Пошкоджуюча дія АФК пов’язана з блокадою SH-груп ферментів і їх інактивацією, гідроксилюванням основ ДНК і її фрагментацією, активацією реакцій ПОЛ мембран, прямою деструкцією нуклеїнових кислот і ОМБ. У ланцюзі реакцій окиснення ліпідів утворюються нестійкі гідропероксиди, їх розпад супроводжується утворенням високотоксичних вторинних і кінцевих продуктів ПОЛ. Вони ушкоджують мембрани та клітинні структури – утворюються зшивки біополімерів, набухання мітохондрій і роз’єднання окисного фосфорилювання, інактивація тіолових ферментів, які беруть участь у диханні і гліколізі, подальше руйнування ліпідної основи мембран. 

Доведено, що важливу в біологічному плані роль відіграють окислювально-відновні реакції, під час яких тіолові групи легко окислюються з утворенням, як правило, дисульфідних угруповань, і знову регенерують при їх відновлювальному розщепленні. На основі цих перетворень виникає зворотна тіол-дисульфідна система (ТДС), яка має велике значення для регуляції окислювально-відновної рівноваги в клітинах і тканинах організму. Інтермедіати ТДС володіють транспортними властивостями щодо оксиду азоту (NO), тим самим підвищуючи його біодоступність, крім того частина тіолів – глутатіон, цистенін, метіонін – здатні значно обмежувати цитотоксичність надлишкових рівней NO і його дериватів, збільшуючи шанс нейрону вижити при ішемії. 

Високі концентрації NO, які звичайно продукують iNOS та інші ізоформи в деяких ситуаціях, токсичні для клітин, ферментів, іонних каналів і генетичного апарату. Головний механізм токсичної дії NO при ішемії – його реакція з супероксидом з утворенням в клітинах-мішенях активних дериватів пероксинітриту (ONOO-), нітроксилу (NO-), нітрозонія (NO+) і діазоттриоксіду (N2O3), які є основними чинниками реалізації нітрозуючого стресу. Надлишок NO нітрозилює і тим самим інгібує ферменти дихального ланцюга мітохондрій та циклу Кребса, що веде до зниження синтезу ATP. Пошкодження ДНК активує ядерний фермент полі(АДФ-рибозо)полімеразу (PARP). Масивна активація PARP призводить до АДФ-рібозилювання і виснаження запасів НАД. У спробі ресинтезу НАД виснажується ATP. В умовах порушення генерації енергії в клітині, що викликаний дисфункцією мітохондрій, така втрата НАД і ATP призводить до загибелі клітин шляхом некрозу або апоптозу. 

Індукований пери операційним ушкодженням та анестезіологічним впливом оксидативний стрес спричиняє ендотеліальну дисфункцію, активацію тромбоцитів та моноцитів, проліферацію гладко-м’язових волокон, що призводить до розвитку діабетичних ангіопатій, формування ішемії/гіпоксії та постгіпоксичних ускладнень. При цьому доставка кіслороду до тканин знижується до рівня, недостатнього для підтримання метаболізму, структури та функції клітин. Зниження кровотоку обмежує доступ кисню до клітин, де він як субстрат термінального ферменту мітохондріального дихального ланцюга – цитохромоксидази – бере участь в реакціях аеробного утворення енергії. Дефіцит кисню веде до послідовних фазних змін активності мітохондріальних ферментних комплексів (МФК) та формування гіпоксичних змін у тканині мозку. 

Енергетичний дефіцит є основним механізмом загибелі нейронів в зоні ядра ішемії. Особливості енергетичних змін у тканині мозку залежать від ступеню зниження мозкового кровотоку. Дослідження підтверджують, що тривалість періоду гіпоксичного впливу визначає послідовність фазних змін активності мітохондріальних ферментних комплексів, придушення аеробного синтезу енергії, енергозалежних функцій і метаболізму клітин. Зниження вмісту ATФ у ішемізованої тканині мозку призводить до компенсаторної активації анаеробного гліколізу і посиленню утворення лактату та іонів водню, що зумовлює розвиток метаболічного ацидозу. Тканинний ацидоз грає важливу роль в переході від селективного нейронального некрозу до інфаркту мозку. Ацидоз пригнічує метаболічні реакції й іонний транспорт, при цьому пригальмовування кальцієвого струму направлено на енергетично ослаблену тканину і підсилює пошкоджуючу дію ацидозу. Порушення мозкового кровотоку, гіпоксії та енергетичного дефіциту ініціює розвиток каскаду постішемічних біохімічних змін: включення генів раннього реагування з вторинною експресією генів, що кодують цитокіни, молекули адгезії, інші прозапальні і трофічні фактори,а також гени апоптозу.

Відомо, що регуляція запрограмованої клітинної загибелі здійснюється білками-продуктами генів bcl-2. Основні представники сімейства білків, що кодуються цими генами, локалізовані в мітохондріальної мембрани, гладкому ЕПР, ядерній мембрані, тобто в тих компартментах клітини, де в силу особливостей метаболізму акумулюються продукти з прооксидантно активністю.  Експресія генів сімейства bcl-2, продукти яких мають як анти-, так і проапоптотичну активність, виявлена в нейронах і гліальних клітинах.  

Встановлено, що в процесі апоптозу нейронів активуються різні каспази, що призводить до протеолітичної деградації АМРА-рецепторів та попереджає гіперактивацію нейронів і розвиток внаслідок цього некрозу, менш вигідного з біологічної точки зору через високу ймовірність виникнення запальної реакції і залучення в патологічний процес значної кількості клітин. Інший аспект участі каспаз в пошкодженні нейронів полягає в ідентифікованій недавно активації цих ферментів (зокрема, каспаз-3) при розвитку ішемічного прекондиціонування нервових клітин. Припускають, що їх активність «стримується» кількома клітинними молекулами, в тому числі білками сімейства bcl-2, і також білками теплового шоку (HSP). Таким чином, контрольована активація каспаз необхідна для розвитку толерантності клітин до дії ушкоджуючих постгіпоксичних факторів під час дії наркозних перпаратів та після цього.

Встановлено, що запрограмована клітинна загибель багатьох клітин, в тому числі і нейронів, супроводжується окислювальним стресом, при цьому антиоксиданти мають протективний ефект, попереджають розвиток клітинної загибелі, а інгібування активності антиоксидантних клітинних систем призводить до апоптотичної дегенерації нейронів. Окислювальний стрес і активація каспаз вважають асоційованими зі збільшенням вивільнення глутамату і розвитком так званого «глутаматного удару». Підвищення продукції NO також сприяє прогресії апоптозу, що включає в себе нітрозильну модифікацію тирозинових залишків білків, вхід кальцію в клітину через NMDA-керовані іонні канали, пошкодження цитоскелету.  Інтенсивність окисного стресу також здатна впливати на вибір клітиною типу загибелі при дії факторів ішемії/гіпоксії.

В останні роки з накопиченням даних епідеміологічних і експериментальних досліджень впливу ЗА на головний мозок, стало очевидним, що центральні анестетики викликають перманентні ішемічно/гіпоксичні нейрональні і неврологічні зміни та ряд побічних нейротоксичних ефектів шляхом запуску запрограмованої загибелі нейронів – апоптозу. Показано, що на частоту і тяжкість побічного впливу наркозу на ЦНС впливають доза анестетиків і тривалість загальної анестезії. Найбільш ранньою маніфестацією нейронального ушкодження, обумовленого ЗА, є порушення вищих коркових функцій, в першу чергу, пам'яті і когнітивних процесів, та розвиток післяопераційної когнітивної дисфункції (ПОКД, postoperative cognitive dysfunction). 
Патогенез ПОКД. Дослідники сходяться на думці, що патогенетичні механізми негативної дії наркозу, що лежать в основі формування ПОКД, являють собою сукупність різних процесів, серед яких не можна виділити якийсь один ведучий. Наркоз викликає підвищення проникності мембран мітохондрій і їх дисфункцію, порушує кальцієвий гомеостаз в нейронах, пригнічує енергетичні процеси, що в підсумку запускає процеси апоптотической загибелі нейрона через активацію каспаз. Загальні анестетики впливають на центральну холинергическую передачу, пригнічуючи роботу останньої за допомогою зниження вивільнення ацетилхоліну і граючи тим самим важливу роль у формуванні когнітивного дефіциту. Вплив загальних анестетиків не обмежується тільки прямими нейротоксичними ефектами. У ряді робіт показано, що наркоз викликає апоптоз в Т-лімфоцитах людини, вносячи, ймовірно, негативний внесок в розвиток ПОКД через порушення роботи імунної системи.

Описані зміни мали однакову спрямованість у пацієнтів як при малих хірургічних втручаннях, так і при тривалих кардіологічних операціях в умовах штучного кровообігу. При зіставленні показників церебрального кровотоку, УРП та АОЗ в периопераційному періоді відзначено, що «перша хвиля» генерації АФК відповідала максимальній інтраопераційній гіпоперфузії мозку, друга – реперфузії через 1 добу після операції. Описана динаміка показників нагадувала таку при експериментальному моделюванні ішемічного інсульту і його стадій, а саме – синдром «ішемії-реперфузії».  Можна припустити, що під час операції під загальним знеболенням відбувається транзиторна ішемія мозку. Дисоціація між параметрами УРП і АОЗ через 1 добу після операції, активація специфічних маркерів церебрального пошкодження свідчать про запуск оксидантного та нітрозуючого стресів та апоптозу, що призводить до встановлених раніше іншими авторами пошкодження і загибелі нейронів, які, ймовірно, і обумовлюють в сукупності з іншими факторами когнітивний дефіцит після операції.

Єдиному фактору ризику ПОКД, яким є власне ЗА, приділено найменше уваги. Так, в ряді досліджень показано, що частота розвитку ПОКД однакова після операцій під загальним і епідуральної анестезією з седацией. Однак, з огляду на проведення седації пацієнтів під час епідуральної анестезії, порівняння в чистому вигляді загальної та епідуральної анестезії на когнітивну сферу некоректно. Щоб виключити вплив інших факторів на когнітивні функції, D.J. Culley et al. (2003) досліджували довгострокові ефекти двогодинний ЗА (1,2% ізофлурану/70% закису азоту/30% кисню) без операції (хірургічного втручання) і виявили негативний вплив ЗА на просторове навчання і пам'ять у молодих і літніх щурів. Після ЗА щури відпочивали протягом 24 годин, а потім щодня досліджувалися їх когнітивні функції в лабіринті протягом 4-8 тижнів. Найбільша зміна часу проходження лабіринту і збільшення числа помилок після ЗА було зареєстровано в групі літніх тварин (р<0,05). Оскільки наркотичні агенти протягом такого часу вивчення когнітивних функцій вже елімінувати з мозку випробовуваних, автори прийшли до висновку, що ЗА безпосередньо пошкоджує ЦНС, змінює нейрохімічні каскади медіаторів пам'яті, і що цей негативний фармакологічний слід триває значно довше, ніж передбачалося раніше. Таким чином, автори прийшли до висновку, що ЗА є одним з провідних факторів розвитку ПОКД.

Для дії загальних анестетиків на мозок людини характерно те, що вони мають численні мішені дії (різні відділи головного мозку, спинний мозок); дія визначається фізико-хімічними властивостями агента (наприклад, полярні сполуки діють більшою мірою на рецептори гальмівних нейромедіаторів); різні клінічні ефекти досягаються дією на різні мішені (наприклад, ефект іммобілізації і порушення когнітивних функцій – ПОКД). Наркозні препарати мають різний механізм дії – пропофол, тіопентал потенціюють ГАМК-ергічні механізми нейротрансмісії в ЦНС; кетамін пригнічує активацію NMDA-рецепторів; опіоїди стимулюють опіоїдні рецептори.

На субклітинному рівні основної «мішенню» дії загальних анестетиків є білки. Таким чином, ці агенти можна віднести до категорії протеотоксичних ксенобіотиків. Протеотоксичність має на увазі порушення конформації (аж до оборотної або незворотною денатурації) і функціональної активності білка в результаті дії екзогенних факторів.  

Пошкоджені білки, які характеризуються більш поверхневим розташуванням гідрофобних ділянок, підвищеною чутливістю до протеолізу і фосфориліруванню, а також тенденцією до агрегації і фрагментації, піддаються прискореному катаболізму в клітці і є джерелом вторинного пошкодження інших біомакромолекул в силу присутності модифікованих (найчастіше окислених) реакційноздатних груп у своїй структурі.

Акумуляція в клітці частково денатурованих білків, викликана дією продуктів вільно-радикальних реакцій і електрофільних інтермедіатів, здатна стати пусковим моментом у розвитку компенсаторних і адаптивних реакцій, спрямованих на репарацію клітинних структур або досягнення резистентності до пошкоджуючого агента.

В сучасній медичній практиці немає єдиного уявлення про найбільш адекватну терапію найбільш частих неврологічних ускладнень ЗА в постнаркозному періоді – постнаркозної когнітивної дисфункції.  В різний час для цих цілей використовувалися різні препарати: церебральні вазодилататори, стимулятори оксигенації, психостимулятори, антіастенічні препарати та ін. Відсутність специфічної фармакотерапії неврологічних ускладнень ЗА в постнаркозному періоді пов'язано з тим, що основна увага лікарів і дослідників була направлена на лікування більш виражених ускладнень периопераційного періоду. 
Таким чином, для поліпшення анестезіологічної безпеки під час оперативних втручань перспективним напрямком може бути розширення асортименту препаратів шляхом цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією. 

Найбільш часто аналептики використовують у світовій практиці в анестезіології та реаніматології як антагоністи наркозних препаратів, для надання ургентної допомоги під час затримки пробудження пацієнта після наркозу. Їх застосування спрямоване на зменшення побічних ефектів наркозу, пов'язаних з пригніченням ЦНС (прігничення дихання, брадікардія або зніження АТ, запаморочення, головний біль, сплутаність свідомості або ейфорія, дезорієнтованність або галлюцинації, сонливість, нудота, блювання та ін.) та небезпечними станами (зупинка серця, асфіксія). 
Але через те, що їх повторне введення або великі дози може порушувати активність моторних зон головного мозку,а сприяти виснаженню функції дихального центру (ДЦ) та викликати підвищену судомну активність, останнім часом цю групу стали використовувати з великою обережністю тільки у випадках гострої необхідності: при отруєнні речовинами, що пригнічують активність ЦНС та особливо життево важливі центри, для пробудження від наркозу.
Детальний механізм дії АП вивчений недостатньо. Але вже добре відомо, що препарати цієї групи: полегшують деполяризацію нейронів, підвищуючи проникність натрієвих та кальцієвих каналів, покращують міжнейронну передачі; збільшують лабільність нервових центрів і частоту розрядів післядії; вкорочують латентний період рефлексів; забезпечують сумацію підпорогових імпульсів, їх іррадіацію; стимулюють обмін речовин та проявляють антагонізм з гальмівними медіаторами ЦНС (бемегрид, коразол і пікротоксин послаблюють дію ГАМК, кофеїн – аденозину, стрихнін і секурінін – гліцину). Також аналептики роблять дихання частішим і поглиблюють подих, спонукаючи пригнічений ДЦ до збудження. Вони підвищують чутливість нейронів до вуглекислого газу, іонів водню, а також до рефлекторних стимулів з каротидних клубочків, хеморецепторів судин і больових закінчень шкіри.
Найбільш уразливими до дії загальних анестетиків є функція уваги, короткострокова пам'ять, швидкість психомоторних і когнітивних реакцій. Разом з тим в літературі лише деякі роботи присвячені застосуванню нейропротективних препаратів для профілактики і лікування нейрокогнітивних розладів в післяопераційному періоді. 

Застосування існуючих АП у клінічній реаніматології сьогодні гальмує велика кількість їх побічних ефектів. Тому найбільш поширеним місцем застосуванням АП залишається ветеринарія та медицина катастроф (під час природних катаклізмів або військових дій). 
Порівняльний фармакологічний аналіз АП дозволив встановити, що усі вони мають гетероциклічну структуру та схожі ділянки, де вони поєднуються з сіркою чи азотом. Отже, першим етапом нашої роботи став аналіз структур відомих аналептиків для встановлення молекулярних фрагментів (дескрипторів), які відповідають за прояв речовинами аналептичного ефекту (АЕ) для наступного цілеспрямованого синтезу потенційних нейропротекторів з аналептичною дією.

Аналізу за допомогою програми PASS було піддано 12 класичних аналептиків, що дозволило врахувати і прогнозувати у обраних нами потенційних «аналептичних» фармакофорів ймовірність наявності АЕ від 53 до 97%, а ймовірність його відсутності від 0,1 до 1,8 %, а також оцінити імовірність кардіоваскулярного або респіраторного механізмів його реалізації.
Виходячи з результатів проведеного PASS-аналізу було проаналізовано 68 доступних для цілеспрямованого синтезу речовин з похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів, в структурі яких в різних комбінаціях представлені обрані нами «аналептичні» дескриптори. PASS-прогнозування передбачає теоретичну ймовірність прояву ефектів, але не їх величину, яка може залежати від фізико-хімічних (розчинність, реакційну здатність, стійкість субстанції до температури, світла) та біохімічних (токсичність, біодоступність, широту терапевтичної дії, сумісність з іншими ліками, ступінь і швидкість метаболізму субстанції, активність і токсичність метаболітів, наявність побічних ефектів) факторів.

З урахуванням цих аспектів на підставі PASS-прогнозування, думки синтетиків, фізико-хіміків і практики попередніх фармакологічних досліджень для первинного фармакологічного скринінгу потенційних нейропротекторів-аналептиків були відібрані 3 речовини, похідні сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів з умовною назвою гетерозид-21, гетерозид-31 і гетерозид-321.

Наступною метою наших досліджень стала розробка стандартизованих методик фармакологічного скринінгу для оригінальних речовин з АЕ, тому що на даний момент (за даними літератури) вони не задовольняють практичні потреби. Тому нами був проведений комплекс досліджень згідно сформульованого нами логічно обгрунтованого алгоритму, який включав перевірку АЕ на адекватних (за механізмом і симптомами), відтворюваних і доступних моделях патологічних станів; об'єктивний і відтворений показник величини АЕ на прикладах класичних аналептиків і оригінальних субстанцій; вибір оптимальних доз наркозних препаратів та ефективних, універсальних та доступних препарати порівняння (класичні аналептики) вітчизняного виробництва, а також оптимального часу, дози і шляху введення досліджуваних речовин.
Враховуючи, що аналептичний ефект поєднує здатність впливати на ДЦ та СРЦ та здатність прискорювати пробудження (скорочувати тривалість наркозу), в подальших дослідженнях під аналептичним ефектом ми враховували здатність речовин впливати на ДЦ і СРЦ довгастого мозку, під пробуджуючим ефектом – здатність скорочувати тривалість наркозу. Отже, в подальшому критерієм АЕ потенційних нейропротекторів-аналептиків ми визначали скорочення тривалості наркозу незалежно від механізму його реалізації. 
Перевірку адекватності запропонованих стандартизованих моделей наркозу з використанням різних за механізмом дії загальних анестетиків та вивчення аналептичної дії гетерозидів в порівнянні з класичними аналептиками – кетаміном, пропофолом та тіопенталом натрію. Аналіз отриманих результатів дозволив теоретично обґрунтувати, експериментально підтвердити і запропонувати в практику такі параметри як оптимальні дози наркозних препаратів (кетамін 150 мг/кг; пропофол 120 мг/кг; тіопентал натрію 70 мг/кг) і сульфокамфокаїну 20 мг/кг як препарату порівняння; оптимальний час введення аналептиків на піку наркозу (для кетамінового – 15 хвилина; пропофолового – 25 хвилина; тіопенталового – 25 хвилина), а також методику визначення піку наркозу.

Наступним етапом роботи з розробки ефективних засобів профілактики та лікування постнаркозних ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку було проведення досліджень з кількісної (статистично-достовірної) оцінки рівня пробуджуючого ефекту та порівняння в однакових умовах різних оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в якості нейропротекторів з аналептичною дією. 

Для цього вивчали аналептичні властивості гетерозидів шляхом визначення ефективної пробуджуючої дози гетерозидів на трьох моделях наркозу. Суттєва різниця кількісних характеристик динаміки ЧДР/хв., ТН та АЕ, отриманих під час відтворення моделей наркозу з кетаміном, пропофолом та тіопенталом, а також комплексу поведінкових реакцій тварин із відповідних груп контролю, гетерозидів та СКК пояснюються остаточною післянаркозною інтоксикацією і підкреслює виразні переваги гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 над класичним аналептиком СКК.

Беручи до уваги, що кінцевою метою застосування аналептиків є також системна оксигенація ішемізованих під час наркозу органів і тканин, в подальшому ми дослідили і співставили аналептичні та антигіпоксичні властивості досліджуваних речовин в порівнянні з класичними аналептиками та антигіпоксантами для аналізу спільності механізмів реалізації цих ефектів.

Для експериментальної перевірки цієї гіпотези гетерозиди та СКК були випробувані на трьох класичних моделях оцінки антигіпоксичних властивостей в порівнянні з Пірацетамом в якості класичного антигіпоксанта. Критерієм антигіпоксичної активності в умовах класичних моделей була тривалість життя мишей на моделі гіпобаричної та гемічної гіпоксій.
Профілактична нейропротективна терапія, поряд з вибором адекватного варіанту анестезії, своєчасної корекцією порушень гемодинаміки, газообміну і гомеостазу, набуває найважливіше значення для запобігання ушкоджень нейронів або усунення когнітивної дисфункції, яка вже виникла в ранньому післяопераційному періоді, коли ці зміни ще є потенційно зворотними. Впливаючи на церебральний метаболізм, вона попереджає або перериває патологічні каскади, що викликають дисфункцію або загибель нейронів. Для отримання максимального протективного ефекту з метою профілактики та лікування ішемічно/гіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі під час ЗА, необхідно домогтися переривання патогенетичного постгіпоксичного каскаду на більш ранніх етапах, в тому числі на етапі активації некрозо/апоптотичних процесів в зонах ішемічно/гіпоксичних пошкоджень тканин.

З метою розширення асортименту засобів первинної та вторинної нейропротекції шляхом модуляції процесів нейроапоптозу, одним з напрямків роботи було порівняння нейропротективної активності гетерозидів та референс-препаратів цереброкуріну та ноопепту в умовах експериментальних наркозів кетаміном та пропофолом за впливом на вміст в тканинах головного мозку щурів проапоптотичного білку c-Fos та антиапоптотичного bcl-2-білку.
Аналіз отриманих результатів дозволяє зробити висновок, що на моделях кетамінового та пропофолового наркозів у щурів відтворено нейродеструктивні зміни тканини мозку внаслідок ішемічного постнаркозного ушкодження, які супроводжувались активізацією процесів апоптозу (зростанням кількості c-fos-позитивних клітин, зниженням вмісту bcl-2-білку) та мали відмінності на цих експериментальних моделях.
Для дії ЗА на мозок людини характерно те, що вони мають численні мішені дії (різні відділи головного мозку, спинний мозок); дія визначається фізико-хімічними властивостями агента; різні клінічні ефекти досягаються дією на різні мішені. Досліджені наркозні препарати мають різний механізм дії – пропофол потенціює ГАМК-ергічні механізми нейротрансмісії в ЦНС, а кетамін пригнічує активацію NMDA-рецепторів. 

Перші вказівки на те, що крім можливих позитивних ефектів кетамін як неконкурентний антагоніст фенилциклідинового (PCP) рецептора NMDA рецепторного комплексу може викликати патологічні зміни в ЦНС, з'явилися на основі спостережень, коли підшкірне введення PCP дорослим щурам викликало цитопатологічні зміни (вакуолізація цитоплазми нейронів) в цереброкортикальних нейронах. У цьому дослідженні вказані ефекти визначалися протягом 2 годин після застосування препарату, а морфологія нейронів відновлювалася до нормального стану, якщо застосовувалася тільки одноразова доза PCP. Також кетамін симулював ефект PCP при підшкірному призначенні в дозі 40 мг/кг, хоча більш низькі дози не викликали вакуолярної дегенерації нейронів. Анестезія кетаміном у вагітних щурів може збільшити частоту аутофагії і апоптозу в гіпокампі плода, і механізм може полягати в придушенні антиоксидантної активності і накопиченні АФК. Доведено що PCP-індукована рання експресія генів, в тому числі c-fos, може лежати в основі поведінкових і/або психотоміметичних ефектів PCP та може бути швидким і чутливим індикатором нелетальних ушкоджень нейронів. Ці дані було підтверджено у приматів: кетамін викликав велику загибель нейронів в корі головного мозку у плодів макак-резус, коли матерям протягом 24 годин призначався цей анестетик. Подальші експерименти показали, що навіть відносно помірна доза кетаміну (анестетична або субанестетична концентрації 40 і 10 мг/кг, відповідно) може запустити апоптоз в розвиненому головному мозку мишей, які розвиваються. Також доведено, що кетамін індукує виражену експресію c-Fos в задній поясній звивині і ретроспленіальному кортикальному шарі, при цьому кетамін-індукована експресія c-Fos опосередкована не тільки через NMDA-рецептори, але також через сигма-рецептори.Фізіологічний і кетамін-індукований апоптоз мають подібні паттерни розвитку, але характер ламінування і залежна від типу клітин вразливість до кетамін-індукованого апоптозу залежать від віку і активності. Отже, враховуючи необхідність подальших експериментів для пояснення впливу одноразової дози кетаміну на нейронні реакції, ці результати підтверджують, що навіть короткий апоптичний стимул може змінювати активність нейронів.
Дані про вплив кетаміну в клінічних дозах на структуру нервової тканини і когнітивні функції у пацієнтів різного віку дуже суперечливі. Результати, отримані у експериментальних тварин, вказують на дозо-залежний і залежний від тривалості впливу нейродегенеративний ефект кетаміну – когнітивна дисфункція зберігається тривалий час при використанні кетаміну в дозах, які істотно перевищують концентрацію препарату в крові людини в стані наркозу.
Відносно пропофолу також відсутні беззаперечні проспективні дослідження впливу преперату на нейрональную структуру і когнітивну функцію у щурів. Крім того, в сучасних дослідженнях отримано морфологічні докази потенційно шкідливих ефектів пропофолу на диференціювання нейронів та їх виживання – пропофол викликає доза-залежну втрату ГАМК-ергічних нейронів, що розвиваються, кори головного мозку новонароджених щурів, в тому числі в низьких, але клінічно значущих концентраціях (50 мкг/мл або більше). 

В нашому експерименті встановлено, що виразність процесів апоптозу під дією досліджених анестетиків має відмінності – вміст c-fos-позитивних клітин на 28% нижчий, а вміст bcl-2-позитивних клітин на 15% вищий на моделі пропофолового наркозу в порівнянні з кетаміном. Ефективність експериментальної нейропротективної терапії гетерозидом, цереброкурином та ноопептом також має відмінності на цих моделях. Доведено, що на експресію генів раннього реагування c-fos, який має проапоптотичні властивості (за зниженням щільності c-fos-позитивних клітин) – більш рівнозначно впливав гетерозид, а на експресію антиапоптотичного білку bcl-2 (за підвищенням концентрації bcl-2 білку) – цереброкурин.

Загальна анестезія може бути причиною виникнення в післяопераційному періоді ушкоджень ЦНС, серед яких особливе місце займає післяопераційна когнітивна дисфункція, а саме порушення функції уваги, короткострокової пам'яті, швидкості психомоторних і когнітивних реакцій. Тому нами було оцінено нейропротективну дію гетерозиду, цереброкурину та ноопепту, а саме корекцію ними когнітивно-мнестичних і поведінкових порушень після кетамінової анестезії.
Одним з головних причин порушення когнітивних функцій після операції вважають нейротоксичну дію кетаміну, яка призводить до пригнічення глутаматної трансмісії, пригнічення синаптогенезу, виснаження енергетичного балансу синапсу і порушення механізмів зворотного захоплення нейротансміттеров, а також ініціювання механізмів циркуляторної ішемії. Введення відразу після виходу тварин з наркозу ноотропних препаратів – гетерозиду, ноопепту і цереброкурину по-різному впливало на поведінкові реакції, емоційний статус і когнітивно-мнестичні функції тварин. 
Цереброкурін містить пептиди, що несуть в собі програму аналізу стану і будівництва ЦНС. Тому, кінцевий ефект Цереброкурину різниться внаслідок якісно іншої від інших нейропротекторів механізму дії. Захисні ефекти Цереброкурину на тканину мозку включають його оптимізують дію на енергетичний метаболізм мозку і гомеостаз кальцію, стимуляцію внутрішньоклітинного синтезу білка, уповільнення процесів глутамат-кальцієвого каскаду і окисної модифікації білка. Ефекти Цереброкурину, пов'язані з підвищенням пластичності нейронів, можуть спиратися в своїй дії не тільки на мембранну фракцію пептидів, а й на гетерогенную фракцію нейронспеціфічних ліпідів. 

Введення ноопепту справляло значну нейропротективну дію. Ноопепт не впливав на показники комфортності тварин. Ноопепт підвищував дослідницьку активність тварин, знижуючи високу (непродуктивну) активність і підвищуючи знижену (в 1,2 рази) активність. За впливом на показник низької активності ноопепт достовірно перевершував як показник контролю, так і показники пирацетама і Цереброкурину. Ноопепт в 6,5 разів знижував кількість помилок робочої пам'яті після кетамінової анестезії і за цим показником достовірно перевершував як показник контролю, так і показники пирацетама і Цереброкурину. Ноопепт при введенні також в 3 рази знижував кількість помилок референтної пам'яті. Ці факти свідчать про високий антиамнестичний ефект ноопепту після кетамінової анестезії. Ноопепт має антиоксидантну дію, зменшуючи окислювальну деструкцію білкових молекул, в т.ч. і білків пам'яті, а також знижує накопичення маркерів нітрозативного стресу, що перешкоджає загибелі нейронів. Нейропротективна дію ноопепту пов'язана і з придушення експресії прозапальних інтерлейкінів (IL-1в, IL-6, TNF-a), а також за рахунок нормалізації глутаматної і дофамінової трансмісії. Ноопепт при одноразовому і курсовому введенні покращує дослідницьку та пошукову активність активність.

Наступним етапом даної роботи було вивчення нейропротективних та аналептичних властивостей гетерозидів в умовах гострої алкогольної інтоксикації, яке стало частиною дослідження нешкідливості цих сполук.
Визначення LD50 гетерозиду-21, гетерозиду-31, гетерозиду-321 проводилося на білих нелінійних мишах експрес-методом Т.В. Пастушенко в діапазоні доз від 1000 до 5000 мг/кг. Результати дослідів за класифікацією Hodge та Sterner дозволили віднести досліджені гетерозиди до ІV класу мало токсичних речовин. Поведінкові реакції тварин під впливом токсичних доз гетерозидів у 80% мишей після одноразового введення гетерозидів мали деякі особливості – спостерігалось тимчасове (на 15-30 хв.) пригнічення рухливості, що минало на протязі першої години спостереження. У дозах гетерозидів менших 1500 мг/кг такі побічні ефекти з боку ЦНС як загальне пригнічення ЦНС (бокове положення (блефароптоз, гіперсалівація, діарея або корчі) не відмічалося у жодної миші.
Вивчення особливостей моделі гострої алкогольної інтоксикації включає на нашу думку економічні, юридичні, теоретичні, прикладні та соціальні аспекти (створення універсального аналептика (антидоту) при отруєннях алкогольними сурогат, що може врятувати здоров'я і життя багатьох людей), тому відповідно до розроблених нами раніше алгоритму та критеріїв така модель була також відпрацьована. Доведено, що гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 проявляли аналептичний/антинаркотичний ефект в 1,64-2,71 раз більш ефективно ніж класичний аналептик СКК в дозах в 10-20 разів більших.
Встановлена нами здатність гетерозидів впливати на процеси клітинної загибелі, є, на нашу думку одним з ключових моментів в їх нейропротективній дії. Широко відомо, що апоптична загибель нейронів є оптимальним, упорядкованим процесом припинення життєдіяльності деструктивно змінених нейронів, при якому стабілізуються клітинні мембрани, вміст клітин утилізується шляхом утворення апоптотичних тілець і їх фагоцитозу, без розвитку запальної реакції.

Таким чином, оригінальні похідні сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів – гетерозиди мають нейропротективну дію з аналептичним ефектом та найбільш виразно серед інших досліджуваних препаратів попереджають розвиток когнітивно-мнестичної дисфункції на моделі експериментальних наркозів кетаміном, пропофолом, тіопенталом натрію та встановлено їх перевагу перед сульфокамфокаїном та пірацетамом. Застосування гетерозидів привело до дозозалежного скорочення тривалості наркозу, відновлення активності дихального центру та поведінкових реакцій тварин на різних моделях наркозів, стабілізує метаболізм постнаркозної кетамінової, пропофолової, тіопенталової та алкогольної інтоксикації та попереджає розвиток нейродегенеративних ускладнень в постнаркозному періоді. У комплексі всі ці механізми протекторної дії гетерозидів дозволяли швидко і ефективно прискорювати реанімацію життєвоважливих функцій організму, загальну детоксикацію, переривати наркоз, вирішувати одразу широкий спектр медико-соціальних проблем постнаркозних ускладнень.
ВИСНОВКИ

В роботі вперше наведено теоретичне обґрунтування та нове експериментальне вирішення актуальної задачі сучасної фармакології, спрямованої на підвищення ефективності патогенетичної фармакотерапії неврологічних ускладнень загальної анестезії та наркоз-індукованих нейродегенеративних уражень шляхом використання оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) в якості ефективних нейропротективних засобів з аналептичною дією.
1. Вперше створено теоретичні основи та експериментально-методологічну базу для цілеспрямованого пошуку оригінальних препаратів з аналептичною дією: розроблено теоретично-практичний алгоритм цілеспрямованого пошуку, синтезу, скринінгу оригінальних нейропротекторів з аналептичною дією, згідно якому на підставі дескрипторно-фармакологічного аналізу та PASS-прогнозування структур класичних аналептиків і 68 віртуальних структур визначено дескриптори-носії аналептичної дії, відібрано 3 найбільш перспективні структури, проведено їх цілеспрямований синтез та експериментально доведено наявність у цих оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) аналептичної дії. Вперше теоретично обґрунтовані, експериментально підтверджені і запропоновані в практику такі параметри як оптимальні дози наркозних препаратів, оптимальний час введення аналептиків на піку наркозу та методика визначення піку наркозу.
2. Визначено дозозалежність та відмінності аналептичної дії досліджуваних препаратів по скороченню тривалості наркозу, динаміці частоти дихання та поведінкових реакцій тварин на різних моделях наркозів, доведено переваги геторозидів (21, 31, 321) по пробуджуючому ефекту у швидкості метаболізму постнаркозної кетамінової (відповідно 16,3; 23,4 та 44,3%), пропофолової (відповідно 26,2; 24,7 та 49,8%), тіопенталової (26,8; 24,4 та 42,8%) інтоксикації над препаратом порівняння. Під впливом гетерозидів доведено вірогідне відносно препарату порівняння подовження життя мишей на моделях нормобаричної гіперкапнічної (33,5%, р<0,05) гіпобарічної (200%, р<0,01) гемічної (25%, р<0,05) гіпоксій,що доводить наявність у них антигіпоксичних властивостей.
3. Вперше встановлено, що кетамінова, пропофолова та тіопенталова анестезії призводить до підвищення тривожної поведінки тварин, збудливості, також погіршення дослідницької та пошукової активності на 2 добу, а також в більш віддалені  терміни (10 доба) призводить до погіршення мнестичних функцій (збільшення кількості помилок референтної і робочої пам'яті). Введення тваринам після цих видів анестезії гетерозиду-321 в дозі 2 мг/кг достовірно знижувало показники тривожної поведінки і збудливості тварин (зниження кількості замираний і неактивності, вільного простору, стійок біля стінки), підвищувало дослідницьку активність, проявляло виражений антиамнестичний ефект (зниження помилок референтної і робочої пам'яті) і підвищувало здатність тварин до навчання (зниження високої і підвищення низької активності). За ступенем впливу на показники когнітивно-мнестичних функцій ЦНС гетерозид-321 достовірно перевершує ноопепт і цереброкурин.
4. Оригінальні похідні сірко- та азотумісних гетероциклів (гетерозиди) в умовах загальної анестезії вірогідно перевершили референс-препарати за такими показниками нейропротективної активності як щільність нейронів, рівень антиапоптотичого білка bcl2, активність генів раннього реагування c-fos, експресії HSP70. В основі механізму нейропротективної дії гетерозидів, ймовірно, лежить їх здатність гальмувати нейроапоптоз, яка реалізується за рахунок підвищення експресії bcl-2-білку в складі клітин головного мозку, стабілізації активності системи оксиду (зростання активності ендотеліальної NO-синтази на тлі зниження активності іNOS), що призводить до нормалізації площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них та нормалізації когнітивно-пластичних функцій ЦНС.
5. Вперше визначені параметри гострої токсичності гетерозидів (LD50 становить для гетерозиду-21 1465 мг/кг, для гетерозиду-31 – 1350 мг/кг, для гетерозиду-321 – 1725 мг/кг), що за класифікацією Hodge та Sterner дозволило віднести їх до ІV класу мало токсичних речовин. Доведено, що гетерозид-21, гетерозид-31, гетерозид-321 проявляли аналептичний/антинаркотичний ефект в 1,64-2,71 раз більш ефективно ніж класичний аналептик СКК в дозах в 10-20 разів більших. Введення мишам з алкогольною інтоксикацією на піку наркотичного сну гетерозиду-31 призводить до активації дихання (збільшення відносно групи контролю ЧДР4 на 57,8%, ЧДР5 на 30,5%, ЧДР6 на 25%, ЧДР7 на 15,8%, р<0,05) з 6-ти кратною перевагою в швидкості стимуляції дихального центру відносно препарату порівняння (р<0,01). Встановлено, що незалежно від моделі наркозу (кетамін, пропофол, тіопентал натрію) та наркотичного впливу (етанол) для всіх досліджуваних речовин (сульфокамфокаїн та гетерозид-31) зі збільшенням дози істотно знижуються аналептична/антинаркотична дії, а перевищення умовнотерапевтичної дози призводить до парадоксальної реакції – тривалість наркотичного сну подовжується.
6. Отримані результати обґрунтовують доцільність подальшого фармакологічного дослідження оригінальних похідних сірко- та нітрогенвмісних гетероциклів (гетерозидів) як перспективних нейропротективних препаратів з аналептичною дією для вторинної церебропротекції постнаркозних ускладнень. 
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Додаток 3. Таблиці допоміжних цифрових даних

Матриця інтеркореляцій показників стану тканин мозку інтактних щурів 
	 
	eNOS
	iNOS
	nNOS
	HSP 70
	c-fos 
	bcl-2
	ЩН
	ПлН
	РНК
	Апо

	eNOS
	1,000
	0,976*
	0,981*
	0,983*
	-0,108
	0,077
	-0,499
	0,015
	0,106
	-0,443

	iNOS
	 
	1,000
	0,961*
	0,962*
	-0,011
	0,029
	-0,530
	0,058
	0,115
	-0,491

	nNOS
	 
	 
	1,000
	0,987*
	-0,039
	0,006
	-0,472
	0,078
	0,086
	-0,393

	HSP 70
	 
	 
	 
	1,000
	-0,042
	0,012
	-0,484
	0,065
	0,082
	-0,393

	c-fos 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,084
	-0,281
	-0,077
	0,394
	0,390

	bcl-2
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,300
	-0,421
	0,552
	0,362

	ЩН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,003
	-0,311
	-0,097

	ПлН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,216
	-0,466

	РНК
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,001

	Апо
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000


Примітка. ЩН, ПлН, РНК – щільність нейронів, площа їх тіл, вміст в них РНК; Апо – показник частки апоптотичних клітин. Статистично вірогідні відмінності (р<0,05) позначено знаком «*». 

Матриця інтеркореляцій показників стану тканин мозку щурів з експериментальним наркозом кетаміном
	 
	eNOS
	iNOS
	nNOS
	HSP 70
	c-fos 
	bcl-2
	ЩН
	ПлН
	РНК
	Апо

	eNOS
	1,000
	0,991
	0,985
	0,996
	0,416
	0,242
	-0,216
	-0,505
	-0,203
	0,224

	iNOS
	 
	1,000
	0,988
	0,990
	0,389
	0,199
	-0,178
	-0,462
	-0,303
	0,291

	nNOS
	 
	 
	1,000
	0,979
	0,328
	0,272
	-0,233
	-0,433
	-0,328
	0,251

	HSP 70
	 
	 
	 
	1,000
	0,451
	0,190
	-0,210
	-0,484
	-0,211
	0,206

	c-fos 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,203
	-0,527
	-0,095
	-0,054
	-0,164

	bcl-2
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,000
	-0,172
	0,134
	-0,098

	ЩН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,091
	0,288
	0,208

	ПлН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,396
	-0,192

	РНК
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,338

	Апо
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000


Примітка. ЩН, ПлН, РНК – щільність нейронів, площа їх тіл, вміст в них РНК; Апо – показник частки апоптотичних клітин. Статистично вірогідні відмінності (р<0,05) позначено знаком «*». 

Матриця інтеркореляцій показників стану тканин мозку щурів з експериментальним наркозом кетаміном, які отримували Цереброкурин
	 
	eNOS
	iNOS
	nNOS
	HSP 70
	c-fos 
	bcl-2
	ЩН
	ПлН
	РНК
	Апо

	eNOS
	1,000
	0,986*
	0,983*
	0,990*
	0,569
	-0,240
	-0,237
	0,226
	-0,051
	0,327

	iNOS
	 
	1,000
	0,998*
	0,988*
	0,487
	-0,222
	-0,200
	0,144
	-0,079
	0,327

	nNOS
	 
	 
	1,000
	0,984*
	0,505
	-0,221
	-0,203
	0,120
	-0,071
	0,311

	HSP 70
	 
	 
	 
	1,000
	0,559
	-0,211
	-0,235
	0,183
	-0,062
	0,334

	c-fos 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,121
	-0,271
	0,374
	0,224
	-0,100

	bcl-2
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,147
	0,360
	-0,035
	-0,487

	ЩН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,016
	0,752*
	-0,503

	ПлН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,357
	-0,409

	РНК
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,711*

	Апо
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000


Примітка. ЩН, ПлН, РНК – щільність нейронів, площа їх тіл, вміст в них РНК; Апо – показник частки апоптотичних клітин. Статистично вірогідні відмінності (р<0,05) позначено знаком «*». 

Матриця інтеркореляцій показників стану тканин мозку щурів з експериментальним наркозом кетаміном, які отримували Ноопепт
	 
	eNOS
	iNOS
	nNOS
	HSP 70
	c-fos 
	bcl-2
	ЩН
	ПлН
	РНК
	Апо

	eNOS
	1,000
	0,985*
	0,981*
	0,923*
	-0,415
	0,663*
	-0,423
	-0,014
	-0,027
	-0,155

	iNOS
	 
	1,000
	0,978*
	0,953*
	-0,483
	0,607
	-0,526
	-0,003
	0,004
	-0,101

	nNOS
	 
	 
	1,000
	0,929*
	-0,431
	0,561
	-0,443
	-0,009
	-0,079
	-0,085

	HSP 70
	 
	 
	 
	1,000
	-0,526
	0,441
	-0,483
	0,024
	-0,061
	0,093

	c-fos 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,113
	0,150
	0,459
	0,142
	-0,041

	bcl-2
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,201
	0,243
	0,269
	-0,293

	ЩН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,008
	-0,619
	-0,073

	ПлН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,000
	0,404

	РНК
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,221

	Апо
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000


Примітка. ЩН, ПлН, РНК – щільність нейронів, площа їх тіл, вміст в них РНК; Апо – показник частки апоптотичних клітин. Статистично вірогідні відмінності (р<0,05) позначено знаком «*». 

Матриця інтеркореляцій показників стану тканин мозку щурів з експериментальним наркозом кетаміном, які отримували гетерозид
	 
	eNOS
	iNOS
	nNOS
	HSP 70
	c-fos 
	bcl-2
	ЩН
	ПлН
	РНК
	Апо

	eNOS
	1,000
	0,984*
	0,998*
	0,959*
	-0,410
	-0,088
	-0,050
	0,707*
	0,035
	-0,070

	iNOS
	 
	1,000
	0,984*
	0,978*
	-0,379
	-0,129
	-0,036
	0,639*
	-0,042
	0,044

	nNOS
	 
	 
	1,000
	0,961*
	-0,381
	-0,123
	-0,034
	0,688*
	0,066
	-0,082

	HSP 70
	 
	 
	 
	1,000
	-0,400
	-0,067
	0,079
	0,600
	-0,025
	0,069

	c-fos 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,304
	0,095
	-0,696*
	-0,065
	-0,295

	bcl-2
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,643*
	0,289
	0,178
	0,117

	ЩН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,031
	0,442
	-0,014

	ПлН
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	0,065
	0,065

	РНК
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000
	-0,580

	Апо
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1,000


Примітка. ЩН, ПлН, РНК – щільність нейронів, площа їх тіл, вміст в них РНК; Апо – показник частки апоптотичних клітин. Статистично вірогідні відмінності (р<0,05) позначено знаком «*». 

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку
інтактних щурів
	оказники
	t-критерій

	HSP 70
	1369,851

	Щільність нейронів
	142,412

	nNOS
	135,676

	РНК
	89,444

	Площа тіл нейронів
	78,007

	iNOS
	77,891

	bcl-2
	57,048

	eNOS
	35,879

	c-fos 
	18,634

	Частка апоптотичних клітин
	16,714


Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку 
щурів з експериментальним наркозом кетаміном 

	Показники
	t-критерій

	HSP 70
	1367,334

	Щільність нейронів
	178,699

	eNOS
	146,055

	nNOS
	103,705

	c-fos 
	79,263

	Площа тіл нейронів
	75,636

	Частка апоптотичних клітин
	59,332

	РНК
	57,779

	bcl-2
	51,833

	iNOS
	35,169


Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів 
з експериментальним наркозом кетаміном, які отримували Цереброкурин
	Показники
	t-критерій

	Щільність нейронів
	400,3132

	iNOS
	141,7250

	nNOS
	140,6143

	HSP 70
	99,1694

	eNOS
	88,7445

	c-fos 
	62,0532

	bcl-2
	54,1510

	Площа тіл нейронів
	51,6389

	РНК
	37,9888

	Частка апоптотичних клітин
	21,1507


Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів 
з експериментальним наркозом кетаміном, які отримували Ноопепт
	Показники
	t-критерій

	HSP 70
	817,8447

	Щільність нейронів
	182,3749

	nNOS
	128,5700

	iNOS
	96,3231

	eNOS
	94,4671

	c-fos 
	85,8735

	Площа тіл нейронів
	63,9874

	РНК
	49,2564

	Частка апоптотичних клітин
	32,3333

	bcl-2
	28,4071


Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів 
з експериментальним наркозом кетаміном, які отримували гетерозид
	Показники
	t-критерій

	nNOS
	1370,094

	HSP 70
	934,369

	Щільність нейронів
	484,916

	eNOS
	141,216

	c-fos 
	73,340

	Площа тіл нейронів
	69,584

	iNOS
	55,683

	bcl-2
	46,046

	РНК
	26,375

	Частка апоптотичних клітин
	20,846


Вплив гетерозиду, цереброкурину та ноопепту на орієнтовно-дослідницьку активність, навчання і пам'ять щурів після наркозу кетаміном (М ± m) (n=10)
	Показник

	Інтакт
	Контроль 
(кетаміновий наркоз)
	Кетаміновий наркоз +Цереброкурин
	Кетаміновий наркоз +Цереброкурин
	Кетаміновий наркоз 

+Ноопепт

	Радіальний лабіринт

	Загальна активність, см2/с
	24380,98±1242,43
	26867,58±1543,58
	24674,29±1477,601,2К
	44862,35±2686,54*,К
	34863,66±3082,05*

	Кількість помилок референтної пам'яті
	2
	3
	1*,К
	2 К
	1*,К

	Кількість помилок робочої пам'яті
	4±1
	13±11
	4±1 К, Ц, Н
	5±1 К
	2*,К,Ц

	Відкрите поле

	Кількість входжень в центр, од
	1
	2
	1±1
	1±1
	1

	Висока активність,%
	7,83±1,44
	14,83±2,07*
	12,01±0,87*,К,Ц,Н
	21,83±1,58*, К
	10,50±1,45К,Ц

	Низька активність,%
	61,71±7,08
	65,83±4,03
	63,84±2,03Н
	65,17±3,69
	78,30±1,59*,К,Ц

	Неактивність,%
	30,47±6,59
	22,34±4,37
	27,15±2,55К,Ц,Н
	13,00±4,64*
	11,20±0,67*,К

	Нерухомість, од
	284±35
	429±27*
	346,75±11,55*,К,Ц,Н
	85±21*,К,Н
	138±17*,К,Ц

	Пройдена відстань, см
	4161,82±290,78
	4202,03±779,10
	4081,79±190,58К,Ц
	3094,16±346,50
	3916,56±1124,48

	Відстань вільна, см
	59,37±26,31
	529,76±215,98*
	178,00±48,79*,К,Ц,Н
	323,64±88,71*
	226,10±33,44*,К,Н

	Завмирання, ед
	284±35
	529±27*
	305,70±17,60К,Ц,Н
	374±32К
	242±28К, Н

	Відстань вільна, %
	1,43±0,61
	11,30±2,67*
	4,91±1,11*,К,Ц,Н
	8,92±2,011
	7,06±1,20*,К,Н

	Показник

	Інтакт
	Контроль 
(кетаміновий наркоз)
	Кетаміновий наркоз +Цереброкурин
	Кетаміновий наркоз +Цереброкурин
	Кетаміновий наркоз 

+Ноопепт

	Відстань коло стінки, см
	4102,44±289,55
	3672,27±612,74
	3723,79±154,79Ц
	2770,53±281,43
	3690,16±1105,34

	Стійка коло стінки, од
	4±1
	8±11
	5±1 К
	6±1 К
	5±1

	Стійка вільна, од
	2
	2±1
	1
	1
	1±1

	Грумінг короткий,од
	2±1
	1
	1
	1±1
	1

	Грумінг довготривалий, од
	1
	1
	1
	1
	1

	Дефекація, ед
	3
	2
	2±1
	2
	1*,К

	Уринація, ед
	1±1
	1
	1
	1
	2


Примітки: 

1. * – достовірні (p<0,05) відмінності відносно інтактних тварин;  

2. К – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи контролю;

3. Ц – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Цереброкурину;

4. Н – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ноопепту;

5. n – кількість тварин в групі.
Додаток 4. Акти впровадження
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AKT BIIPOBAI’KEHHS

1. Hasea nponosuuii _nas_ BnpoBaxkenHs: QHAJICTITUYHA, HEWPOIPOTEKTUBHA
e(EKTUBHICT, Ta HEIIKiUIMBICT CyOCTaHIIil MOXiTHIX CIpKO- i HITPOreHOBMiCHHX
TeTEPOLIUKIIIB.

YcranoBa, ii aapeca, BUKOHaBUi: HauionanbHuii dapmaresrnunmit YHIBEpCHTET,
61002, m. XapkiB, By:n. [Tymkinceka, 53, 3100yBay Kabauna Ipuna Bonomumupissa.

2. Ixxepeaa indopmanii:

1) Kabayna 1.B., Jlporosos CM., KabGaunmii B.I., Ilanarmma H.IO.
LlinecnpsiMoBanuii momyk opuriHaibHUX CyOCTaHLii 3 aHaJIeNTHYHOM
aKTHBHICTIO Ha MOJIENi KeTaMiHOBOIo Hapko3y. @apmakonozis ma nikapceka
moxkcuxonoeis. 2017. Ne 4-5 (55). C. 27-32.

2) Kabachnyy V.I., Bozhkov Al, Kabachna 1V. Heteroside—321
hepatoregeneration activity in cases of hepatitis induced by local hyperthermia.
IOSR Journal of Pharmacy and Biological Sciences (I0SR-JPBS) (e-ISSN
2278-3008, p-ISSN: 2819-7676). 2017. Iss.3, Vol. 12. P. 51-5.

3) Kabachna 1.V., Kabachnyy V.I., Serdiukova Yu.Yu., Kabachnyy V.V. Study
of analeptic activity derivates of sulfur- and nitrogen containing Heterocycles
on the model of thiopental narcosis. Journal of Clinical Pharmacy. 2018.
Vol. 22 (2). P. 54-60.

4. [le i KOJH BNPOBAIKEHO: B HABYAILHHUIA npouec Kapenpy KIiHIYHOI BapMakoorii
INIKC® H®aV 3,, 77> _eczecl  2019p,

S. Pe3yabTar BnpoBapkeHHsi: OTpHMaHa iH(pOpMallis BHCBITIIOE HOBi acmeKTH y
PO3BHTKY MOCTIIIEMIYHOTO JIAHUIOTY NaTO(Mi3ioNOriYHMX 3MiH TKAHHHH MO3KY TpH
PI3HHX BHJAaX HapKo3y, BIepIle JOBOIHTH HEWPOIPOTEKTHBHY ~e()eKTUBHICTh Ta
HEILIKI/UTMBICTb CYOCTAHLLIH MOXiTHUX CipKo- i HITPOreHOBMICHHX M€TEPOLHMKIIIB, 1X BIUTMB Ha
0asHCHI MexaHI3MM HeMPOTIPOTEKII]i, NIOSICHIOE MEXAHI3MH IX 11ii Ta e(pEKTHBHICTS B eKCIIEpYMEHTATbHil
Teparii iHTpaonepauiiHuX HEBPONOriYHMX YCKJIaTHEHb.

6. 3ayBaxkeHHs Ta NPONO3MLIl: HE BHOCKIIHCS.

Ob6roBopeHo Ta 3aTBepmkeHO Ha 3acimaHHi kadenpu KiiHiuHOi papmakonorii [TIKCD
H®aV, nporokon Ne Z Bin wIL» Cl2zef 2019 p.

Binnosinaneuuii 3a BnpoBamkeHHs:

3aBifyBay Kadenpu KiIiHiuHOT apmakosorii

IncTuTy Ty MinBumenns kpanidikarii ceniamicris bapmarrii

Hanionanenoro ¢apmarieBruanoro yHiBepcutery MO3 Vkpainn,
A.papm.Hayk, mpogpecop RfLc22s O 4. Mimenko
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AKT BIPOBa/’KeHHSI \\:jf//
1.HaliMenyBaHHs pono3uuii 1jisi BnpoBamkeHHsi: «Crnoco6u Bigbopy
cyOcTaHLii Ui HiIECIPSIMOBAHOT'O MOIIYKY OPHTiHATBHUX (papMaKoJIOriuHO-
AKTUBHUX CIIOJIyK aHAJENTHYHOI JIii Ha MOJAEJSAX aJIKOT0JIBHOI0, KETAMIHOBOTO,
nponodoJ0BOro i TIONEHTaIOBOr0, HAPKO3iBY», IPU3HAYEHI] IS BIPOBAHKEHHS B
HayKOBO-ZIOCJIITHAX JJa00OpaTOpisX BUIIKNX MeIHIHHX ((apMarieBTUUHKX )

HaB4YaJIbHUX 3aKJIalIiB, HayKOBO-,HOCJ'IiI[HI/IX YCTaHOB.

2.YcranoBa, apropu: Hamionansauil hapMalieBTUYHMUN YHiBEpCHTET, Kadeapa
¢apmakonorii, Byn. ITymkinceka, 53 M. XapkiB, 61002, 1. ¢papm. Hayk, mpod.
Kab6aunuii B.1., 1. papm. Hayk, npod. dporoso3z C.M., Kabauna I.B.

3./xepeio inopmanii: [latertu Ne 121609; Ne 122200; Ne128351.
[adopmaniitni muctu MO3 Vkpaiau Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne
94-2018 «Cnocobu Binbopy cyOcTaHIIH IS HiIECHPIMOBAHOTO TIOIIYKY
OpHTiHAJIBHUX (PapMaKOJIOTIYHO-aKTUBHHX CIIOJIYK aHAJENTHYHOI il Ha MOJelsIX
aJIKOTOJIBHOT'0, KETaMiHOBOT'0, IIPONIO(OIOBOrO i TIOMEHTATIOBOI0, HAPKO3iB)»

4.]le BnipoBaa:keHo: Ha O6e3()iHAHCOBIH OCHOBI 3TiTHO TOTOBOPY CITiBIIpAIli
BUKOPHCTOBY€TBCS B HAYKOBHUX JIOCTIDKEHHSIX Ta B JJabopartopHiit npaktuii TOB
«XHIIBE» (M.XapkiB).

S.®@opma BNIpOBaIKEHHsA: HAYKOBI JOCITIKEHHS Ta Ja00OpaTOpHi JOCIiIH.
6. Tepmin BnpoBamxennsi: 2018-2019 p.

7. EdexTnBHICTE BpoBafzKeHHs: nateHTH Ne 121609; Ne 122200; Ne128351 Ta
iH(opmaniiHi tuct MO3 Ykpainu Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne 94-
2018 BHIpOBa/PKEHO B HAYKOBI JJOCIIIUKEHHS, Ta JOCHiAHULBKY npakTuky TOB

«XHILBE».

BinnoBiganbHHU# 32 BOPOBaIsKEeHHS

%/M% Mixam:cxa JILJL
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HayKOBO-JIOC/IITHAX J1ab0paToOpisX BUIUX MeIHYHUX ((papMalieBTHYHUX)

HaBYaJIbHUX 3aK.TIaI[iB, HayKOBO-,ZIOCJIiI[HI/IX YCTaHOB.

2.YcranoBa, aBTopu: Hanionansnuii papManeBTHYHUH yHIBEpcHUTET, Kadeapa
¢apmakosorii, Byn. ITymkinceka, 53 M. Xapkis, 61002, a. hapm. Hayk, npod.
Kab6aunwii B 1., 1. dapm. Hayk, mpod. [porosos C.M., KaGayna I.B.

3./Izxepedio indpopmanii: [Tatentu Ne 121609; Ne 122200; No128351.
Indopmaniiini muctu MO3 Vkpainu Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne
94-2018 «Cnocobu Binbopy cybcTaHLiil as LiecHpsIMOBAHOTO MOLIYKY
OpHUIiHAJIBHUX (hapMaKOJIOTiYHO-aKTUBHUX CIIOJIYK aHAJIEIITUYHOI il Ha MOJIENsX
aJIKOT0JIbHOT'0, KETaMiHOBOT0, TPOIO(OIOBOTO i TIONEHTAIOBOIO, HAPKO3iB»

4./le BipoBaa:keH0: Ha 6e3(iHaHCOBIN OCHOBI 3TiIHO JOrOBOPY CIIiBIIpalli
BHKOPUCTOBYETBCS B HAYKOBHUX JIOCIIDKEHHSX Ta B 1abopaTopHiit mpaktuni K303
XOBCME (M.XapkiB).

S.®@opma BNpOBa/’KeHHsI: HAayKOBI JOCIIKEHHS Ta JJabOpaToOpHi JOCIIi/H.
6. Tepmin BnpoBamxennsi: 2018-2019 p.

7. EpexTuBHicTh BipoBazkeHHs : mateHTH Ne 121609; Ne 122200; Ne128351 ta
indopmaniiini tuctu MO3 Ykpainu Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne 94-
2018 BrpoBa/KEHO B HAyKOBi JOCTIIKEHHS, Ta JOCTIAHUIBKY pakTuky K303
XOBCME.

BianoBizaabHui 32 BIPOBAIKeHHS
w Pri6anko JLI.
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1.HaiiMeHnyBaHHSI NPOMO3MLIT 1151 BNPOBA/IKEHHSI: « Crniocobu B11OOpY
cyOcTaHUii 1 IIIIIeCHpHMOBaHOFO MOIIYKY OpHUTiHATBHUX (APMAKOIOTi4HO-
AKTHBHUX CIIOYK aHAIENTUYHOT Ail Ha MOJIE/IAX TPONo(oI0Boro,
TIOMEHTAIOBOr0, HAPKO3iBY, MPU3HAYEH] /I BIIPOBA/KEHHS B HAYKOBO-
JOCTHUX 1a60paTopisX BUIMX MEANYHUX ((papMalleBTUUHIX) HABYATbHIX
3aKJj1a/liB, HAYKOBO-/10C/IIAHUX YCTAHOB.

2.Ycranosa, apropn: Hanionansnuii gpapmauesTndnuii yHiBepcuter, kapeapa
dapmaxosorii, Byt [Tymkinceka, 53 m. Xapkis, 61002, 1. dpapm. Hayk, npod.
KaGaunwuii B.1., 1. papm. nayk, npod. JIporosos C.M., Kabauna I.B.

3.Jlxepenio inopmanii: [Tatent Ne 121609; Ne 122200; Ne128351.
Iadopmaniiini muctn MO3 Yipainn Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne
94-2018 «Crioco6u Binbopy cyOcTaHIi Ul HIIECTIPSIMOBAHOTO MOLIYKY
OpHriHATBLHUX (apMaKOJIOridHO-aKTUBHHUX CIIOIYK aHaIeHTHYHOT JiT Ha MOJEIIAX
AJIKOTOJILHOTO, KETAMIHOBOT0, IIPONO(OIOBOTO i TIONEHTANIOBOr0, HAPKO3IB»

4.]le BnipoBaakeno: J[Y «[HCTHTYT HEBPOJIOTii, CUXiaTpii Ta HapKOJIOrii
HariosanpHOT akazeMii MeandHuX Hayk YKpaiHu» (M. Xapkis).

5.@opma BpoBaKeHHst: Ha Oe3diHaHCOBIi OCHOBI 3riIHO 10roBOPY criBrparti
BIPOBA/PKEHO B poboTY J1abopaTopii

6. Tepmin Bnposakenns: 2018-2019 p.

7. Edexrupnicts Buipoamkennst: indopmauiini nuctu MO3 Ypainu Ne 229-
2017, No 240-2017, Ne 93-2018, Ne 94- pnipoBakeno B J[Y «IHCTUTYT
HEBpOJIOTil, ricuxiaTpii Ta Hapkosorii HanionanpHoi akajgemil MeIMYHUX HayK
YkpaiHu»

BianosinajbHuil 32 BIPOBAUKEHHSI:

[os10BHMI HAYKOBHIA CMIBPOOITHHK,
J-p MeJ1. HayK, mpodecop Mimenko T.C.
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AKT BNIpOBA/I’KEHHS

1.HaiimenyBanHs npono3uuii 1asi BnpoBamkenHsi: «Criocobu Bindopy
cy6CTaHIii IS ieCTpAMOBAHOrO MOLIYKY OpUTiHANBHUX (papMaKoIOriyHO-
aKTUBHHUX CIIOJIYK aHAJIENTHYHOI [ii Ha MOJENAX aJKOr0JIbHOr0, KETaMiHOBOTO,
nponodoJI0BOro i TIOMEHTATIOBOro, HapKO3iB», IPU3HAYEHI IS BIPOBAKEHHS B
HAayKOBO-JIOCIi THUX JIAGOPATOPisiX BUIKX MeAMYHUX ((hapMaleBTUYHKX)
HaBUYAIBHUX 3aKJIa/liB, HAYKOBO-IOCHIJHUX YCTaHOB.

2.YcranoBa, apropu: HanionanpHuii GpapmaneBTHIHUN YHIBEPCUTET, Kadeapa
dapmaxosorii, Bys1. [Tymkinceka, 53 M. Xapkis, 61002, 1. papm. Hayk, npoo.
Ka6aunwuii B.1., 1. papm. Hayk, npod. Iporoso3 C.M., Kabauna I.B.

3.J:xepeso indopmauii: [Tatentn Ne 121609; Ne 122200; Ne128351.
Indopmaniitni mucta MO3 Vipaiau Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne
94-2018 «Cniocobu Binbopy cyOcTaHLil A LIIECIPAMOBAHOTO MOIIYKY
opHriHaNbHUX (apMaKoJIOri4HO-aKTUBHUX CIIONYK aHAJIENTHYHOI il Ha MOJEIISIX
aJIKOTOJIBHOTO, KETaMiHOBOTO, MPOIO(OIOBOTO i TIONEHTAI0OBOIr0, HAPKO31BY.

4.]le BnpoBaxkeno: JEPYKABHE IIIPUEMCTBO "JAEPYKABHUI HAYKOBUI
HEHTP JIIKAPCBKHX 3ACOBIB 1 MEJAYHOI MPOAYKIII" (JAIT « THLIJI3»)
(m.XapkiB).

5.Mopma BNpoBasKeHHs: Ha Ge3(iHaHCOBI OCHOBI 3TiJHO JOrOBOpPY CIIBIpALl
BUKOPHCTOBYETBCS B HAYKOBHUX JOCIIDKEHHSIX Ta B JTaOOPaTOPHil MpaKTHLII.

6. Tepmin BnpoBaxxennsi: 2018-2019 p.

7. EdexTuBnicts BupoBaxkenns: [latentu Ne 121609; Ne 122200; Ne128351.
Indopmaniitni muctu MO3 Vipainu Ne 229-2017, Ne 240-2017, Ne 93-2018, Ne
94-2018 BIPOBAKEHO B : HAYKOBI JOCIIIKEHHS, Ta NOCTIAHULBKY npakTuky JII1

«JTHLIJI3».

BinnoBiganbHuii 32 BIPOBa’KEeHH:
Jupextop JEPXKABHOI'O TIIATIPUEMCTBA

"JIEPYKABHUI HAYKOBUI LIEHTP
JIKAPCBKUX 3ACOBIB I MEJIMYHOI /y%
TTPOJTYKILII" (T «THLI3») Hikirtina H.C.
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_1609518655

_1609518653

_1609518650

_1609518651

_1605641856.xls
Диаграмма1

		БП		БП		БП		БП		БП

		10		10		10		10		10

		20		20		20		20		20

		30		30		30		30		30

		40		40		40		40		40

		50		50		50		50		50

		60		60		60		60		60

		70		70		70		70		70

		80		80		80		80		80

		90		90		90		90		90

		100		100		100		100		100

		110		110		110		110		110

		120		120		120		120		120



сульфокамфокаїн

Гетерозид-21

Гетерозид-31

пірацетам

тіопентал натрию

ТН, хв

ЧДР, од//хв

78.6

78.6

78.6

78.6

78.6

70.2

70.2

70.2

70.2

70.2

65.3

65.3

65.3

65.3

65.3

61

61

61

61

61

85.3

63.3

63.2

66.7

56.2

85.3

80.5

77.3

72.3

60.2

80.8

77

78.5

78.1

66.7

78

78

80.7

67.8

82.1

70.2

81.7

81

78.4



Sheet1

				БП		10		20		30		40		50		60		70		80		90		100		110		120

		сульфокамфокаїн		78.6		70.2		65.3		61		85.3		85.3		80.8

		Гетерозид-21		78.6		70.2		65.3		61		63.3		80.5		77		78

		Гетерозид-31		78.6		70.2		65.3		61		63.2		77.3		78.5		78

		пірацетам		78.6		70.2		65.3		61		66.7		72.3		78.1		80.7		82.1		81.7		81		78.4

		тіопентал натрию		78.6		70.2		65.3		61		56.2		60.2		66.7		67.8		70.2

		Гетерозид-321		78.6		70.2		65.3		61		103		104






_1609518649

_1605552998.xls
Диаграмма1

		БП		БП		БП		БП

		10		10		10		10

		20		20		20		20

		30		30		30		30

		40		40		40		40

		50		50		50		50

		60		60		60		60

		70		70		70		70

		80		80		80		80



сульфокамфокаїн

гетерозид-21

гетерозид-31

пропофол

Час, хв

ЧДР од/хв

81

81

81

81

74.5

74.5

74.5

74.5

66.5

66.5

66.5

66.5

60.5

60.5

60.5

60.5

85

74.5

75.5

62

93

77

80.5

72

80

83.5

82

76

75.5

78

78



Sheet1

				БП		10		20		30		40		50		60		70		80

		сульфокамфокаїн		81		74.5		66.5		60.5		85		93		80

		гетерозид-21		81		74.5		66.5		60.5		74.5		77		83.5

		гетерозид-31		81		74.5		66.5		60.5		75.5		80.5		82		75.5

		гетерозид-321		81		74.5		66.5		60.5		84.2		79.8

		пропофол		81		74.5		66.5		60.5		62		72		76		78		78





Лист1

		





Лист2

		






_1601325451

_1605286133.xls
Диаграмма1

		3 хв		3 хв		3 хв

		7 хв		7 хв		7 хв

		14 хв		14 хв		14 хв

		15 хв		15 хв		15 хв

		20 хв		20 хв		20 хв

		25 хв		25 хв		25 хв

		30 хв		30 хв		30 хв

		40 хв		40 хв		40 хв

		50 хв		50 хв		50 хв

		60 хв		60 хв		60 хв

		70 хв		70 хв		70 хв

		80 хв		80 хв		80 хв

		90 хв		90 хв		90 хв

		100 хв		100 хв		100 хв



етанол

гетерозид-31

сульфокамфокаїн

Час, хвилина

Частота дихальних рухів за хвилну

115

115

115

107

107

107

104

104

104

76

120

105

95

124

125

96

120

121

107

124

125

123

125

117



Sheet1

				3 хв		7 хв		14 хв		15 хв		20 хв		25 хв		30 хв		40 хв		50 хв		60 хв		70 хв		80 хв		90 хв		100 хв

		етанол		115		107		104		76		95		96		107														117

		гетерозид-31		115		107		104		120		124		120		124										123

		сульфокамфокаїн		115		107		104		105		125		121		125										125






_1605514995.xls
Диаграмма1

		кетамін		кетамін

		Гет 7,5 мг/кг		Гет 7,5 мг/кг

		Гет 3,5 мг/кг		Гет 3,5 мг/кг

		Гет 2,5 мг/кг		Гет 2,5 мг/кг

		Гет 2,0 мг/кг		Гет 2,0 мг/кг

		Гет 1,0 мг/кг		Гет 1,0 мг/кг

		СКК 70 мг/кг		СКК 70 мг/кг

		СКК 35 мг/кг		СКК 35 мг/кг

		СКК 20 мг/кг		СКК 20 мг/кг

		Нікетамід 63 мг/кг		Нікетамід 63 мг/кг



тривалість наркозу

пробуджуючий ефект

100

0

64

36

79

21

79.5

20.5

44

56

88

12

143

0

171

0

87

13

92

8



Sheet1

				кетамін		Гет 7,5 мг/кг		Гет 3,5 мг/кг		Гет 2,5 мг/кг		Гет 2,0 мг/кг				Гет 1,0 мг/кг		СКК 70 мг/кг		СКК 35 мг/кг		СКК 20 мг/кг		Нікетамід 63 мг/кг

		тривалість наркозу		100		64		79		79.5		44				88		143		171		87		92

		пробуджуючий ефект		0		36		21		20.5		56				12		0		0		13		8






_1602257721.xls
Диаграмма1

		ЧД1		ЧД1		ЧД1		ЧД1		ЧД1		ЧД1		ЧД1

		ЧД2		ЧД2		ЧД2		ЧД2		ЧД2		ЧД2		ЧД2

		ЧД3		ЧД3		ЧД3		ЧД3		ЧД3		ЧД3		ЧД3

		ЧД4		ЧД4		ЧД4		ЧД4		ЧД4		ЧД4		ЧД4

		ЧД5		ЧД5		ЧД5		ЧД5		ЧД5		ЧД5		ЧД5

		ЧД6		ЧД6		ЧД6		ЧД6		ЧД6		ЧД6		ЧД6

		107

		117



ЧД1

ЧД2

ЧД3

ЧД4

ЧД5

ЧД6

ЧД7

123

0

0

107

98

76

95

96



Лист1

				кетамин						Столбец3		Столбец4		Столбец5		Столбец6

		ЧД1		123

		ЧД2		107

		ЧД3		98

		ЧД4		76

		ЧД5		95

		ЧД6		96

		ЧД7		107

		ЧД8		117






_1601325446

_1601325450

