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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ
АОС – антиоксидантна система

АМФ – аденозинмонофосфат

цАМФ – циклічний аденозинмонофосфат

АДФ – аденозиндифосфат

АТФ – аденозинтрифосфат

в/оч – внутрішньоочеревинно

ВРА – вертикальна рухова активність

ГРА – горизонтальна рухова активність

ГАМК – гамма-аміномасляна кислота

ГПМК – гостре порушення мозкового кровообігу
ГК – гіпокінезія
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота

МДА – малоновий діальдегід
МЦР – мікроциркуляторне русло
НАДН – нікотинамідаденіндинуклеотид
РНК – рибонуклеїнова кислота
ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота

Вступ

Актуальність теми. Нестримний прогрес  в діяльності людини останніх десятиліть ставить перед сучасною наукою проблему підтримання належного рівня розумової та фізичної працездатності, особливо в екстремальних умовах (гіпоксія, гіпо- та гіпертермія, гіподинамія тощо) [2, 3, 10, 20, 31, 39,50,202,229]. Для вирішення поставленої задачі сьогодні використовуються різноманітні фармакологічні засоби, які здатні підвищувати фізичну та розумову працездатність людини [11, 13, 16,25,50, 88,202,212].

З цією метою широко використовують препарати рослинного та тваринного походження (женьшеню, елеутерококу, золотого корінця, пантів плямистого оленя та ін.), яким притаманні адаптогенні властивості [2,52,82,169, 170,212]. Однак, їх стимулюючий вплив на фізичну працездатність людини проявляється лише через кілька тижнів після початку вживання[41,58, 65,192].Тому в екстремальних ситуаціях, коли потрібно швидко відновити сили організму, тривалість настання та величина ефекту адаптогенів недостатня [2, 16, 31, 226]. Більш перспективним напрямком для вирішення поставленого завдання –підвищення працездатності людини, є застосування  актопротекторів – засобів з невиснажуючим типом дії, які призначенні підтримувати високу рухову активність організму в екстремальних умовах та підвищувати фізичну і розумову працездатність. Вони запобігають розвитку втоми, покращують працездатність в ускладнених умовах, скорочують період реабілітації після перенесених травм, виснажень організму тощо [33, 43,45, 46,49,57, 68,85, 136,209].
Відзначимо, що перелік препаратів групи актопротекторів на сьогоднішній день обмежений  практично одним бемітилом [5,82], який в Україні не зареєстрований, а застосовується на фармацевтичному ринку Росії під торговою назвою «Метапрот». Останній, проявляє цілу низку різноманітних фармакологічних ефектів: психостимулюючий, відновлюваний,  економізуючий, анксіолітичний, стреспротективний та адаптаційний ефекти [43-48] та входить до переліку засобів спортивної та космічної медицини. Своє практичне застосування бемітил знаходить для захисту організму і підвищення працездатності в гірських і пустинних зонах Афганістану, в Антарктиді, в районі Чорнобильської аварії [140,153, 154].


 Окрім спроможності підвищувати працездатність, бемітилу притаманні також антимутагенна, імуностимулююча і антиоксидантна активності, протигіпоксичний, нейротрофічний ефект та здатність покращувати пам’ять, стабілізувати та прискорювати репаративні процеси [15, 25, 46, 47, 59, 122, 142,153,]. 


Однак низка побічних ефектів (головний біль, диспепсичні розлади, гастралгії, гіперемія обличчя, тощо), які притаманні бемітилу, перешкоджають його широкому застосуванню [82,208]. До того ж, останнім часом одним з пріоритетних напрямків сучасної фармакології є усунення основного недоліку актопротекторів, що використовуються в клінічній практиці, - зміни структури поведінки людини і тварин в звичайних умовах і після фізичного навантаження [48, 122, 141,146].


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


В цьому плані нашу увагу привернули нові похідні 1,2,4-хіназоло-хіназоліну та його конденсованих аналогів, синтезовані на кафедрі фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету під керівництвом професора С. І. Коваленко, фармакологічні властивості яких (антистресорна, церебропротекторна, протигіпоксична [4,14,80,126,130,132], добре співставляються з патогенезом екстремальних станів. 


Інтерес до похідних хіназоліну та його конденсованих аналогів зумовлений тим, що їх здатність інгібувати утворення активних форм кисню, збільшувати активність антиоксидантних ферментів, позитивно впливати на окисну продукцію енергії, обумовлює потужні антиоксидантний, антиамнестичний, церебропротективний ефекти [14,80, 126]. Наявність у похідних хіназоліну ноотропної, антиоксидантної дії, а також здатність підвищувати фізичну працездатність [4, 126,132],  як і у бемітилу,  дає підставу сподіватись на можливу актопротекторну активність у похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну, що і стало теоретичним підгрунтям для проведення даного дослідження.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами та темами.

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

Мета та завдання дослідження. 
Мета дослідження :

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

Завдання дослідження:

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

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

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

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

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

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

Предмет дослідження: актопротекторні властивості нових похідних хіназоліну.
Методи дослідження:  в своїй основі базувались на комплексному підході з використанням фармакологічних, патофізіологічних, біохімічних, морфологічних, та статистичних методів.


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

Практична цінність дослідження. 
Результати проведеного дослідження значно розширили та поглибили наші знання  про фармакодинаміку  похідних хіназоліну та його конденсованих аналогів. Встановлено залежність «структура-дія» та «доза-ефект» для нових похідних хіназоліну. Результати поглибленого вивчення фармакологічних властивостей найбільш активної сполуки можуть лягти в основу її клінічної апробації в якості актопротектора та створенні нового фармакологічного препарату із зазначеними властивостями. Отриманні данні впроваджені у навчальний процес кафедр фармакології медичних вузів ІІІ та IV рівнів акредитації.
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Автор самостійно провів патентний пошук та проаналізував наукову літературу за темою дисертації. Вивчено та застосовано лабораторні моделі патологічних станів, та відповідно їм проведено заплановані експериментальні дослідження. Самостійно відібрані та освоєні методики статистичної обробки результатів досліджень, які потім оформлені у вигляді таблиць з поясненнями, зроблені та апробовані висновки з результатів досліджень, згідно рекомендацій оформлено дисертаційну роботу та список літератури. Забір та виготовлення матеріалу для гістологічного дослідження виконано на базі Вінницького обласного патолого-анатомічного бюро лікарні ім. М.І. Пирогова.
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РОЗДІЛ 1

ШЛЯХИ ФАРМАКОЛОГІЧНОЇ КОРЕКЦІЇ ФІЗИЧНОЇ ТА РОЗУМОВОЇПРАЦЕЗДАТНОСТІ

(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)


Зростаючі потреби сучасної людини підтримувати високу фізичну та розумову працездатність за різноманітних умов (при різних температурах зовнішнього середовища, гіпоксії, гіподинамії тощо), в тому числі потреби військової та спортивної медицини, спонукають до пошуку ефективних та безпечних засобів для корекції втомита підтримання належного рівня працездатності людини [2,8, 22, 31, 34,52,76,82,89, 109,202].

Такий пошук ведеться людством вже давно. Перші засоби,що стимулюють фізичну працездатність, використовували для підвищення виносливості при тривалих походах древні воїни,  мисливці та пастухи. Одними із найдавніших природніх стимуляторів працездатності являються китайський лимонник, рододендрон, листя чаю та зерна кави, а також коріння різноманітних рослин, зокрема жень-шеню [31,54, 62, 63,133,172]. В місцях, де рослинних ресурсів було недостатньо, зокрема на півночі, використовували засоби тваринного походження, наприклад панти плямистого оленя (пантокрин). Наведені засоби сучасною фармакологічною наукою об’єднанні в групу класичних адаптогенів, про них, як про окремий клас сполук, мова піде нижче[16, 63,82,117, 119, 133,139,183].

Минуле століття з його швидкими темпами розвитку, змаганнями у військовій сфері та медицині, дало новий поштовх для цілеспрямованої розробки стимуляторів працездатності. Так, була створена ціла низка препаратів, які підсилюють фізичну та розумову працездатність. Одним з перших  таких препаратів був амфетамін (фенамін). Під час вивчення властивостей  даної сполуки було встановлено його стимулюючий (але виснажуючий) вплив на працездатність, як розумову так і фізичну [8, 82, 141, 167]. Саме виснаження енергетичних запасів організму перешкодило його широкому  практичному застосуванню.


Саме тому протягом останніх років зусилля вчених направлені на спроби зрозуміти, які причини призводять до розвитку втоми, для винайдення ефективних та безпечних її коректорів. За даними дослідників [2, 9,160,162] відповідь лежить в площині метаболічних порушень  на рівні мітохондріального окиснювального фосфорилювання, як одного із основних механізмів енергопродукції. Адже в процесі еволюції у вищих організмів сформувались наступні процеси накопичення та витрат енергії: 1) накопичення енергетичних запасів клітин за рахунок вуглеводів,  жирів, білків.При цьому вуглеводи забезпечують 60%, жири – 25%, білки – 15% потреб енергії для виконання роботи. 2) Витрати енергії в результаті виконання фізичної роботи (причому швидкість зменшення запасів енергії залежить від інтенсивності навантажень) [9,19,98,118,167].


При порушенні рівноваги між накопиченням та витратами енергетичних запасів у бік зменшення витрат, у всіх органах та системах організму проявляються стереотипні, неспецифічні, еволюційно вигідні механізми перебудови метаболізму, а саме: зниження активності окисного фосфорилювання та гальмування біосинтезу метаболітів пластичного обміну [22, 24,41, 42,167]. В подальшому, якщо дисбаланс прогресує, порушуються  вуглеводний обмін (активізуються гліколіз, глікогеноліз, збільшується продукція лактату), синтез макроергічних сполук та показники оксидантно-прооксидантної рівноваги тощо[9].  Особливо небезпечним є дисбаланс енергетичних запасів (в основному глюкози та АТФ) для життєво важливих органів (запасів глюкози в мозку вистачає лише на 5 хв) [19]. Якщо рівновага не  буде відновлена, клінічно відмічається швидке зниження працездатності, розвиток хронічної втомлюваності та психоемоційного «вигорання» [16,22,34,48, 118].

Проблема відновлення втраченої рівноваги між накопиченням і витратами енергії, а також  фізичної та психічної реабілітації після перевтоми привертає все більш пильну увагу науковців [49, 178,195, 224]. Вважається, що відновлення працездатності означає виведення її на достресовий рівень, в той час, як суперкомпенсація являє собою підвищення працездатності на більш високий рівень [10,50,174, 188]. За даними [145] досягти відновлення та підвищення можливостей людського організму в екстремальних та звичайних умовах, а також створити стан суперкомпенсації, можливо кількома шляхами :

1. Методологічний шлях – удосконалення планування робочого та тренувального процесу.

2. Психологічні методики, направлені на відновлення нервової рівноваги та стійкості психіки, мають величезне значення у процесі підтримання можливостей організму на належному рівні та запобігають розвитку “синдрому вигорання”.
3. Моделювання екстремальних ситуацій – планомірне створення екстремальних ситуацій та станів з метою тренування організму та набуття «слідів» адаптації. Під терміном адаптація прийнято вважати процес пристосування організму до змінених умов зовнішнього середовища. Українські вчені неодноразово формулювали та втілювали в життя наукові тези щодо тренувань організму в умовах, схожих до екстремальних (наприклад, тренування спортсменів перед Олімпіадою в Мехіко у 1968 р., на  висоті 2278 м над рівнем моря, у відповідних умовах [20,58,117].
4. Застосування біоактивних природніх та синтетичних фармакологічних препаратів.


Якщо перші два шляхи підвищення працездатності здебільшого впливають на психоемоційні властивості людського організму та на вдосконалення організації виробничих процесів, то третій шлях уже безпосередньо впливає на формування "структурного сліду" – вибіркового росту функціональної потужності системи, відповідальної за адаптацію організму до несприятливих чинників та надмірних навантажень [202].  


Але формування структурного сліду таким чином відбувається лише при тривалих тренуваннях, а при відсутності чи нерегулярних тренуваннях -  різко зменшується вираженність тренувального ефекту, і поступово наступає процес дезадаптації. Тому, на думку фахівців [68,209], використання фармакологічних  засобів для корекції фізичної працездатності являється найбільш ефективним шляхом корекції метаболічних порушень в організмі, які виникають в результаті фізичних перевантажень. 


На сьогоднішній день накопичилось чимало препаратів, здатних, в тій чи іншій мірі, підвищувати фізичну працездатність. Спробами узагальнити та класифікувати такі засоби займались багато вчених. Серед них і Р.Д. Сейфулла [117], який розподілив препарати, що підвищують працездатність, на наступні групи:

1. При емоційному стресі:

1.1. Транквілізатори (мепробамат, феназепам, сибазон, нітразепам);

1.2. Транквілізатори денної дії (мебікар, гідазепан);

1.3. Гіпноседативні засоби (феназепам, оксібутират натрію);

2. При гострій втомі:

2.1. Психостимулятори  (кофеїн,сиднокарб,  китайський лимонник,  бромантан,  центедрин);

2.2. Тонізуючі засоби (пантокрин, елеутерокок, сапарал);

3. При діяльності в екстремальних умовах: 

3.1.  Актопротектори  (стимулюючі  і  відновлюючі  розумову  та  фізичну  працездатність) - похідні  тіобензимидазола  (бемитіл,  етомерзол),  етилімідазолдикарбонової  кислоти  (етимізол, етиразол), триазиноіндола (тримін), ізотіобарбітурової кислоти (ізотиобарбамін);

3.2. Низькомолекулярні пептиди, фрагменти та аналоги ендорфінів (даларгін); 

3.3. Ноотропи (пірацетам, ацефен);

3.4. Антигіпоксанти (мітофен, фенібут, оксібутират натрію, альга ювентус, альга войма);

3.5. Антиоксиданти (токоферол, дібунол, емоксипін);

3.6. Адаптогени (жень-шень, аралія, левзея, альга прима);

3.7. Гормони (дексаметазон);

3.8. Субстрати енергетичної дії (глютамінова й аспарагінова кислоти, гліцерофосфат кальцію, панангін);

3.9. Вітаміни (С, А, РР, Е, рутін, групи В);

3.10. Біологічно активні добавки (біолан, альга марид,  альга ювентус).

Одним із прикладів сучасної та зручної класифікації засобів, що стимулюють працездатність організму, на наш погляд, є класифікація Н.Н. Самойлова (2002):

1. Стимулятори «мобілізуючого типу».

2. Стимулятори «економізуючого типу».

3. Адаптогени.

4. Антигіпоксанти.

5. Актопротектори.

До першої групи, стимуляторів «мобілізуючого типу», належать препарати хімічного та природнього походження, які “мобілізують” (посилюють) витрати енергетичних ресурсів організму. До них відносять:

1) Фенамін та його аналоги (первитин, перидрол та ін.)

2) Похідні сидноніміну (сиднокарб, сиднофени та ін.)

3) Загальностимулюючі засоби – кофеїн, стрихнін, секуринін, та ін.

4) Інгібітори моноаміноксидази (ніаламід)

Засоби даної групи досить швидко усувають прояви втоми та відновлюють працездатність, стимулюючи ЦНС, тимчасово знижуючи потребу у сні. Властивості препаратів «мобілізуючого типу» можна охарактеризувати на прикладі фенаміну[142], який являється першим синтезованим (1887р.) структурним аналогом адреналіну і норадреналіну, отже володіє здатністю стимулювати адренергічні рецептори ЦНС. Його дія проявляється в підвищенні фізичної працездатності та зниженні  втоми, покращенні настрою, зниженні відчуття голоду та спраги. Слід зазначити, що  дія фенаміну направлена на стимуляцію витривалості під час виконання роботи, а не на швидкість її виконання[34,82,142, 170].  
Однак гарний стимулюючий ефект фенаміну на фізичну працездатність не нівелює його багатьох  побічних ефектів: підвищення артеріального тиску, гіпертонічний криз, тахікардія, порушення ритму, виснаженння енергетичних резервів організму, розвиток залежності тощо. У зв’язку з цим на даний час препарат не застосовується  [82], за  винятком:  входить до складу військових аптечок у вигляді монопрепарату (спецпідрозділи США) та у складі комбінованого препарату афін (розширена аптечка танкових бригад АИ-2, Росія), як штатний антидот при отруєні ФОС [38].

Інші представники групи  засобів «мобілізуючого типу», такі як алкалоїди зерен кави та листя чаю використовуються людством вже давно. Головним їх представником є кофеїн (1,3,7-триметилксантин) -  стимулятор центральної нервової системи (ЦНС). Механізм його дії пов’язаний із підсиленням процесів збудження в корі головного мозку, з блокадою центральних та периферійних аденозинових рецепторів, інгібуванням ферменту фосфодіестерази в ЦНС, серці, гладком’язових органах, жировій тканині, скелетних м’язах, що призводить до накопичення цАМФ, а також стабілізації передачі імпульсу в дофамін- та норадренергічних синапсах. Така стимулююча дія кофеїну призводить до підвищення розумової та фізичної працездатності, зменшення втоми та сонливості[65, 142].
Великі дози, у яких проявляється стимулюючий ефект кофеїну, щоправда, можуть призводити до виснаження нервових клітин, зниження настрою, порушення засинання, концентрації уваги, роздратованість. Крім того дозування кофеїну повинне враховувати індивідуальні особливості типу нервової діяльності[82,182,208].
У  представників групи інгібіторів моноамінооксидази - ніаламіду, бефолу - тимолептична дія поєднується із стимулюючою на фізичну працездатність. Зазначені ефекти реалізуються через інгібування моноаміноксидази, що проявляється, перш за все, антидепресивним ефектом, та зумовлює їх основний напрямок застосування сьогодні – різноманітні депресивні стани [82,142, 180]. 

Зважаючи на недоліки  стимуляторів «мобілізуючого» типу (мала терапевтична широта, недостатня тривалість дії, виснаження енергетичних запасів, надмірна психостимуляція) вони не можуть використовуватись для тривалого підвищення розумової та фізичної працездатності [208, 213], а тому їх використання можливе лише в епізодичних випадках. Також слід зазначити, що, враховуючи серйозні побічні ефекти, більшість препаратів були віднесенні до переліку допінгових засобів, та заборонені до використання у спортивній медицині [1,8,30, 111, 114, 117, 136, 139, 142].

Більш “фізіологічними” фармакологічними засобами, здатними підвищувати працездатність, можна вважати препарати «економізуючого типу». Дані сполуки об’єднані властивістю відновлювати та підвищувати фізичну працездатність за рахунок перебудови  процесів обміну речовин організму на більш економне використання та утворення енергії. Перелік препаратів даної групи досить різноманітний: психоенергізатори, ноотропи, енергодаючі субстрати, АТФ, креатинфосфат, фосфорильовані амінокислоти, пептидні біорегулятори, білкові препарати, субстрати циклу трикарбонових кислот, панангін, рибоксин, вітаміни тощо [116,162,176,174]. 

Психоенергізатори (ацефен, панклар, тонібрал, актовегін) знайшли своє застосування в спортивній медицині для підвищення фізичної працездатності та психологічної стійкості переважно в підготовчому періоді, а також в геріатричній та психоневрологічній практиці[8, 135]. Широта застосування даних препаратів обумовлена безпечним діапазоном терапевтичних доз, низькою токсичністю, антиоксидантними та протигіпоксичний властивостями, а також здатністю сприятливо впливати на біоенергетичні процеси організму через прискорення утилізації субстратів ліпідної природи [54, 76,108,194,208,228].

Дещо подібними властивостями володіють ноотропи -  препарати, що позитивно впливають на вищі інтегративні функції мозку, а саме пам’ять, мотивацію, концентрацію на завданні, увагу [11, 28, 74,82,179].
 На сьогодні активно використовуються  препарати пірацетам, аміналон, фенібут, енцефабол, натрію оксибутират, нейробутал та ін. [74,82,120,141]. Серед головних механізмів дії ноотропів виділяють: 1) вплив на біосинтетичні процеси в мозку, тобто стимуляція процесів утворення та відновлення білкових структур у різних відділах ЦНС; 2) зміни енергетичних процесів в мозку, тобто покращення під їх впливом процесів енергозабезпечення, тканинного дихання, накопичення макроергічних сполук; 3) вплив на нейромедіаторні процеси в мозку, тобто нормалізація балансу нейромедіаторів, порушеного при різних негативних впливах; 4) покращення мозкового кровотоку, шляхом реалізації захисної дії на судинну стінку, гальмування реакції тромбоутворення, зменшення в’язкості крові та ін. [179]. Завдяки зазначеним механізмам ноотропи можуть застосовуватись не лише при когнітивно-мнестичних розладах, лікуванні наслідків інсультів, а і у спорті для попередження негативних наслідків стресу, покращення адаптації та стійкості організму до підвищених навантажень [11,28, 114, 148, 209].

Однак, недостатня швидкість настання та ефективність дії даних засобів і побічні ефекти (інсомнія, нудота, судоми та ін.) роблять дані препарати недостатньо ефективними коректорами фізичної працездатності [74,144].

Для стимуляції фізичної працездатності можуть використовуватись  сполуки, які самі є джерелом енергії для клітина, зокрема, АТФ. У реакціях, що протікають в клітині, дана сполука бере участь у вигляді Mg2+АТФ комплексу. Таке поєднання є головним донором енергії, яка негайно використовується, а не запасається організмом. Це обумовлено тим, що  запасів АТФ у м’язах вистачає лише на 0,5 с роботи, тому при м’язовій роботі використовується енергія АТФ, яка синтезується безпосередньо під час роботи з використанням інших високоергічних фосфатів (фосфагенів) [144,208]. 

Перспективним є напрямок стимуляції працездатності за рахунок введення додаткових субстратів окислення в циклі Кребса. З такою метою можуть використовуватись амінокислоти, наприклад, глутамінова кислота, або аспарагінова кислота, що входить до складу панангіну. Останній, складаючись з калію та магнію аспарагінату, за рахунок підвищення вмісту йонів K+ та Mg2+  в клітинах, поповнює дефіцит аспарагінової кислоти, стимулює окисне фосфорилювання і утворення АТФ, покращує тонус скелетних мязів, володіє антиоксидантним ефектом і, в результаті, має здатність відтерміновувати настання  втоми, а також підвищувати розумову та фізичну діяльність [8,24,30,211,213]. 

Схожий вплив на фізичну активність при навантаженнях  у період відновлення має  янтарна кислота – прямий субстрат окислення в циклі трикарбонових кислот. Так, мексидол, одне з похідних янтарної ксилоти, в умовах гіпоксії при фізичному навантаженні проявляє антиоксидантну дію, зберігає та відновлює рівень аденілових нуклеотидів, нікотинамідних ферментів, креатинфосфату, активує анаеробний гліколіз, відновлює мітохондріальні окисно-відновні процеси, що допомагає в енергозабезпеченні  клітин та підтриманні фізичної працездатності [91,  96, 195, 210].

Підвищення працездатності можна досягти при використанні карнітину (γ-гідрокси-β-триметиламіно-масляної кислоти) – природної водорозчинної амінокислоти, що широко представлена у всіх тканинах, особливо у м’язах та міокарді. Карнітин приймає участь у біохімічних реакціях, що забезпечують початок та тривалість м’язової діяльності. Відомо, що у людей з відсутністю ферменту обміну карнітину, відмічається швидке настання втоми, навіть при невеликих навантаженнях  [26,76,188,191].
Одним із шляхів підсилення фізичної працездатності є вплив на анаболічні процеси. Такими властивостями володіють  препарати, що покращують процеси білкового синтезу при важкій роботі – нестероїдні та стероїдні анаболічні засоби. До нестероїдних речовин відносяться попередники піримідинових та пуринових основ, які є необхідним ланцюгом у біосинтезі мононуклеотидів. Для пуринових основ таким попередником є інозин (рибоксин), а для піримідинових — оротат калія[64, 68, 100, 104]. 

Важливим фактором при використанні даної групи препаратів є достатнє надходження в організм амінокислот, насамперед незамінних, оскільки вони є пластичним матеріалом для синтезу білка (метіонін, штарк-протеїн) [82,141, 145,208].

Посилення фізичних показників, покращення настрою та мотивації до виконання роботи спостерігається і при використанні анаболічних стероїдів (ретаболіл, неробол) [39, 104, 222]. Анаболічні стероїди за хімічною структурою та фармакологічною дією близькі до тестостерону – чоловічого статевого гормону, який посилює процеси синтезу нуклеїнових кислот, білка та ферментів в клітинах і, завдяки цьому, впливає практично на всі види обміну речовин в організмі[149,150].

В клінічній фармакології розрізняють два види впливу тестостерону на організм людини: андрогенний і анаболічний. Андрогенний ефект (маскулізація) проявляється  розвитком вторинних чоловічих статевих ознак (вузький таз, широкі плечі, чоловічі риси обличчя, менший жировий прошарок, волосяний покрив на обличчі, низький голос, типовий для чоловіків статевий потяг, агресивність у поведінці та ін.). Анаболічний ефект пов’язаний насамперед з посиленим ростом м’язової тканини і забезпечує підвищення фізичної витривалості, але для цього стероїдний засіб повинен «затримуватися» (депонуватись) в організмі[75,104,150].
Однак через велику кількість побічних ефектів (гірсутизм, маскулінізація, порушення менструального циклу у жінок, підвищення кількості сироваткових ферментів, прискорення закриття епіфізарних щілин, холестаз, гепатит, гіпоглікемія, відкладання солей у зв’язковому апараті, порушення в психо-емоційній сфері та ін.) застосування анаболічних стероїдів, як засобів для підвищення фізичної працездатності, невиправдане та небезпечне, адже початкова стимуляція білкового синтезу не компенсує розвиток побічних ефектів [18,40, 104,177].

Для базового забезпечення м’язової діяльності, особливо в умовах адаптації до інтенсивних навантажень або в період реабілітації, обов’язковим є застосування вітамінопрепаратів. Відомо, що застосування аскорбінової кислоти позитивно впливає на обмінні процеси в організмі при фізичних та психічних навантаженнях: збільшується кількість фосфорилази, покращується ресинтез глікогену в м’язах, при цьому відмічається більш економне витрачання енергетичних ресурсів. Відмічено, що при нестачі в їжі аскорбінової кислоти швидше розвивається м’язова втома [49,57, 82, 111]. 

Вітаміни групи В також здатні позитивно впливати на фізичну працездатність, проявляючи свою антигіпоксичну, антиоксидантну, кардіопротекторну активності тощо. Це обумовлено їх роллю як коферментів декарбоксилаз, трансаміназ, дезаміназ, креатинфосфокінази, К+,Na+-АТФази, цитохром-С-оксидази, сукцинатдегідрогенази, що стимулює альтерантивні шляхи метаболізму янтарної кислоти [147,208]. Описані приклади використання вітамінопрепаратів в спорті: вітамін В1 може підвищувати витривалість як при динамічній,  так і статичній роботі. Вітамін В15 (пангамат кальцію) підвищує стійкість організму до гіпоксії різної етіології, збільшує рівень макроергів в міокарді та скелетних м’язах. Позитивний вплив пангамату на фізичну витривалість при тривалому його введенні може бути зумовлений частково його здатністю постачати метильні групи, необхідні для синтезу холінфосфатидів. Збільшення вмісту останніх у мітохондріальних мембранах сприяє меншому набуханню і дезінтеграції мітохондрій при виконанні інтенсивної м’язової роботи [8,160,162, 163, 176, 232].

Із жиророзчинних вітамінів інтерес, як засіб для підвищення фізичної працездатності, представляє токоферол [64]. Встановлено, що він підвищує стійкість організму до гіпоксії і гіпероксії та сприятливо впливає на відновлення фізичних сил після навантажень [129]. В механізмі стимуляції працездатності вітаміном Е окрім антиоксидантної активності і здатності підвищувати утилізацію кисню, суттєву роль відіграють його електрон- і протонакцепторні властивості, які дозволяють нормалізувати співвідношення НАД/НАДН2, яке при гіпоксії чи довготривалій роботі різко знижується за рахунок підвищення відновлених форм [16,57].
Одним з факторів, що знижує фізичну працездатність, може виявитись порушення мікроциркуляції в органах, в першу чергу в скелетних м’язах, підвищення в’язкості крові у зв’язку з підвищенням гематокриту в результаті збільшення під час роботи концентрації формених елементів та значної втрати рідини із потом. У зв’язку з цим певну нішу серед стимуляторів фізичної працездатності займають засоби, які покращують реологічні властивості крові та периферійний кровообіг, а саме: трентал, компламін, нікотинова кислота та ін. [57].

Отже, група препаратів-стимуляторів фізичної працездатності “економізуючого” типу дії представлена широким спектром різноманітних фармакологічних засобів, які в різній мірі можуть підвищувати або допомагати підтримувати фізичну працездатність на належному рівні. Однак дія їх або не достатньо виражена або супроводжується низкою серйозних побічних ефектів[65,133, 141,211].
Наступною, та «найстаршою» групою засобів, що підвищують фізичну працездатність, являються адаптогени – препарати рослинного та тваринного походження, які мають відновлюючу, стимулюючу та загально-тонізуючу дію на організм [2,16, 65, 82, 117, 118, 183]. Їх терапевтична дія проявляється переважно на фоні втоми. Для адаптогенів характерна низька токсичність, достатня широта терапевтичної дії, відсутність негативної післядії та звикання при тривалому прийомі. Механізм стимулюючої дії адаптогенів на фізичну працездатність у здорових людей дослідники пояснюють їх стимулюючим впливом на нервову та гіпофіз-адреналову системи, підвищенням стійкості організму до гіпоксії, радіації, впливу різних температур, вони знижують відчуття втоми, забезпечують гарне самопочуття, а м’язова робота під їх дією протікає з більш економних витрачанням енергії [2,43-48, 135,141,211].
Дослідники [2,65,86] вказують на те, що підвищення інтенсивності м’язової роботи та біохімічні зміни в крові та тканинах після застосування адаптогенів, схожі зі змінами у тренованих людей та не мають негативного впливу на організм. 
Застосування даного класу сполук створює «передстартову» готовність до виконання надмірних фізичних та розумових навантажень. Встановлено [2], що при застосуванні адаптогенів активізується гліколіз та накопичуються субстракти окислення, що може бути основою «тренувального» ефекту адаптогенів, так як в подальшому дані субстракти використовуються при стресових навантаженях[30].

За даними [11] групу адаптогенів можна розподілити наступним чином:

1) Галенові препарати рослинного походження (настойки та рідкі екстракти): лимонника китайського, женьшеня, заманихи високої, родіоли рожевої, елеутерокока, левзеї, ехінацеї, сапаралу (сума амонійних солей тритерпенових глікозидів із коренів аралії високої).

2) Препарати тваринного походження: пантокрин (рідкий спиртовий екстракт із рогів марала і плямистого оленя); препарати із аквабіонтів (розповсюджені в морях, океанах, термальних водах[82,154].
Адаптогени володіють загально-тонізуючим впливом на організм.  Тому, наприклад, корінь женьшеню підвищує розумову та фізичну працездатність, зміцнює імунітет. Лимонник китайський володіє найбільш сильною стимуляцією процесів збудження в ЦНС, відновлює та стимулює працездатність. Родіолу рожеву призначають після перенесених тяжких травм, виснажливих операцій, тяжких інфекційних хвороб, при неврозах [2,221]. Левзея сафлоровидна проявляє виражені анаболічні властивості. Елеутерокок призначають як тонiзуючий засiб при фiзичнiй та розумовiй перевтомi, неврастенiях i психостенiях, артеріальній гіпотензії, функцiональному виснаженнi центральної нервової системи, яке супроводжується зниженням працездатностi, дратівливiстю i безсонням. Заманиха стимулює центральну нервову систему при астенічних станах, підвищує артеріальний тиск. Застосовується при артеріальній гіпотензії і астенодепресивному синдромі [68,82,209].

Ефективність адаптогенів значно підвищується при одночасному застосуванні із  вітамінами, енергізаторами, субстратами енергетичних та пластичних процесів, мікроелементами та іншими природними речовинами [68]. Прикладом цього є комбіновані адаптогенні засоби – кардекаім, фітоцеребролізин – F (Ginkgo Biloba та Polysciacis), леветон П, фітотон, полентар, елтон, фелентар, феполен, екдистен, які ефективніше стимулюють фізичну та розумову працездатність, ніж окремі їх субстанції [2,57,86,156, 209]. 

Однак недоліком адаптогенів є настання ефекту через тривалий час застосування, тому дана група препаратів має обмежене використання в якості ефективних стимуляторів фізичної працездатності. Адже підвищення та відновлення розумової і фізичної працездатності під їх впливом розвивається поступово, протягом кількох днів та тижнів, а  вираженність ефекту є недостатньою для підтримання належного рівня працездатності. Оманливим може бути швидкий розвиток активуючої дії спиртових настоянок (жень-шень, елеутерокок та інш.), тому що спирт, що міститься в них, імітує швидку активуючу дію [135].

Наступною великою групою препаратів, які здатні підвищувати фізичну працездатність являються антигіпоксанти.Адже гіпоксія являється універсальним патологічним процесом, що розвивається при різноманітних патологічних станах (порушенні зовнішнього дихання, кровообігу, ендотоксемії та інш.), в тому числі при надмірних фізичних навантаженях [20,175, 187, 225].  
Причинами розвитку гіпоксії являються зменшення надходження оксигену в клітини, що призводить до порушення функцій мітохондрій,  а саме системи окисного фосфорилювання. Передусім пригнічується активність НАД-залежних оксидаз циклу Кребса, що викликає прогресуючий дефіцит АТФ, настає недостатнє енергозабезпечення процесів, необхідних для фізичної роботи[16, 116,175, 205, 222, 228-230].
Антигіпоксанти розподіляють на засоби з прямою дією (безпосередньо впливають на перебіг енергетичних процесів у клітині) — амтізол, оліфен, кверцетин, триметазидин, ферменти та коферменти дихального ланцюга, похідні бурштинової кислоти, похідні ГАМК, вітаміни, антиоксиданти та непрямі антигіпоксанти — периферійні вазодилятатори, антагоністи кальція, бета-адреноблокатори. Слід відмітити, що за даними [208] в практиці спортивної підготовки частіше використовують убіхінон, цитохром С, оліфен, а також мексидол, цитофлавін, гіпоксен, реамберин [24,45, 52, 53]. Слід зазначити, що типові антигіпоксанти, як правило, не підвищують фізичну та розумову працездатність організму, а лише допомагають коригувати патологічні стани, викликані гіпоксією [45, 62-65, 75].

Зупинимось на розгляді яктону – похідного бурштинової кислоти, що на даний момент знаходиться на стадії вивчення механізмів та властивостей,в тому числі актопротекторних [153,193,208]. Яктон -  cукцінат моно- [(2-диметиламіно) етилового ефіру] бурштинової кислоти, представляє собою універсальний внутрішньоклітинний метаболіт, що бере участь в обмінних реакціях організму. Фізіологічна роль бурштинової кислоти полягає в тому, що вона може збільшувати енергозабезпеченість клітини. Фармакологічні ефекти бурштинової кислоти забезпечують антигіпоксичну дію препарату за рахунок впливу на транспорт медіаторних амінокислот і збільшення вмісту в мозку ГАМК через шунт Робертса [75, 104]. 
Протиішемічний ефект бурштинової кислоти обумовлений не тільки активацією сукцінатдегідрогеназного окислення, але і відновленням цитохромоксидази. При гострій гіпоксії мозку бурштинова кислота обмежує обсяг ішемічних ушкоджень, знижує рівень ПОЛ. Янтарна кислота здатна інтенсифікувати дифузію кисню в різні тканини і органи, стимулюючи клітинне дихання, забезпечуючи здатність інтенсифікувати утилізацію кисню тканинами на тлі відновлення NAD-залежного дихання. Експерименти показали здатність яктону покращувати фізичну працездатність [61,153, 157]. 

Всі вище згадані класи сполук в різний спосіб допомагають відновити та підтримувати працездатність організму. Також дані речовини полегшують адаптацію організму до несприятливих умов середовища (температурні, метео- зміни)[36,178]. 

В той же час розвиток стійкої адаптації організму розвивається через тривалий час, за умови постійного впливу несприятливих чинників, або надмірних навантажень. При формуванні даної форми адаптаційних змін спрацьовує закон Вейхерда, за яким організм не тільки відновлює енергетичну рівновагу, а й формує «фазу суперкомпенсації». За Усатова А.[136]багаторазова дія агресивних факторів та тривале підтримання «фази суперкомпенсації» формує «структурний слід». Такі біохімічні зміни базуються на прискоренні транскрипції РНК на структурних генах ДНК, під впливом накопичення метаболітів відбувається посилена активація процесу трансляції і, як наслідок, інтенсифікації синтезу білків, - в подальшому саме ці зміни призводять до переваги процесів анаболізму над катаболізмом [20,123].
Зважаючи на дані механізми розвитку втоми та відновлення організму, велися цілеспрямовані дослідження засобів, що підвищують працездатність та здатні формувати «структурний слід». Зокрема, на кафедрі фармакології Військово-медичної академії, проф.. В.М. Виноградовим (м. Ленінград) та його учнями (Ю.Г.Бобковим, А.В.Смирновим та інш.) були закладені  основні положення вчення про актопротектори – засоби з невиснажуючим типом дії, що мають властивості швидко відновлювати та підвищувати фізичну та розумову працездатність організму у звичайних, та ускладнених умовах[16, 31, 33, 37, 67, 70, 77, 86, 91, 96, 101, 109, 112, 114, 122, 147].

Згідно з даноюконцепцію до  актопротекторів  слід віднести речовини, які мають наступні властивості:

· Підвищують резистентність організму до гострого кисневого голодування;

· Знижують споживання оксигену ;

· Полегшують набуття нових навиків та консолідацію слідів пам’яті;

· Підвищують резистентність організму до дії екстремальних температур та фізичних навантажень;

· Підвищують розумову працездатність;

· Проявляють специфічну дію після першого введення  в організм.

Ю.Г.Бобковим (1984) був створений перелік показів до використання засобів, що підвищують  працездатність:

· астенічні стани після черепно-мозкових травм, інсультів, інтоксикацій, нейроінфекцій, після тривалого ліжкового режиму у хворих, що перенесли важкі захворювання, операції на опорно-руховому апараті;

· астенічні стани після перенесеного інфаркту міокарда та на етапі адаптації до навантажень при патологіях кардіо-респіраторного апарату;

· астено-депресивні стани після тривалого прийому транквілізаторів, нейролептиків та інших засобів з пригнічуючим впливом на центральну нервову систему;

· зниження м’язового тонусу та працездатності після гіпокінезії (побутової, професійної);

· зниження життєвого тонусу та дієздатності людей похилого віку;

· адаптація до нових умов праці, що потребують підвищеного фізичного навантаження;

· виконання будівельних, монтажних та інших робіт з високими затратами енергії в ускладнених умовах (високі та низькі температури, високогір’я тощо) та прискорення адаптації до таких умов;

· відновлення працездатності після виснажуючих фізичних навантажень (наприклад, в спортивній, військовій та космічній медицині).

В подальшому даний перелік змінювався та доповнювався, але головні принципи, розробленні В.М. Виноградовим та його учнями, залишилися незмінними. 

Враховуючи специфіку дії, актопротектори зайняли важливе місце серед препаратів, що використовуються в спортивній фармакології та військовій медицині (стресопротективні препарати для діагностики і корекції наслідків бойової психічної травми, лікування бойових стресових розладів), медицині катастроф, психіатричній практиці, а також здоровими людьми для активації сил організму [43-47, 77,209]. До допінгових засобів вони не належать і при правильному застосуванні здатні підвищити працездатність в 1,5-2 рази (не нижче, ніж глюкокортикоїдні гормони)[41]. Препарати цієї групи відповідають цілому ряду вимог – вони володіють мінімальної токсичністю, повністю виключена ймовірність виникнення стійкого звикання, що веде до можливості багаторазового їх застосування. На відміну від анаболічних стероїдів, актопротектори  не порушують гормональний фон людини,  функції печінки, жовчного міхура, підшлункової залози тощо [1,16,43-47, 67-70, 77]. 

Актопротектори розширюють функціональні можливості організму здорової людини, не завдаючи шкоди здоров’ю, значно підвищують працездатність, прискорюють процеси адаптації, стимулюють захисні сили організму, збільшують резистентність організму в ході пристосування до несприятливих факторів – спеки, холоду, спраги, голоду, інфекціям і т.п [14, 15, 16, 36]. 

Перевагами препаратів з групи актопротекторів над іншими психотропними засобами є: низька токсичність (величина їх ЛД50 перевищує 1,5-2 г при будь-якому способі введення, а діючі дози становлять 1/20 – 1/50 від ЛД50), відсутність розвитку психологічної та наркотичної залежності, безсоння, неспокою, надмірного психомоторного збудження, зменшення статевого потягу і потенції[14, 15, 36, 44]. 

Унікальність актопротекторний засобів полягає в тому, що вони діють не на системному, а на клітинному (тканинному) рівні. Саме клітинний рівень дії цих препаратів допускає можливість  пом’якшення впливу несприятливих факторів навколишнього середовища на будь-який орган [46]. 

Механізм дії  актопротекторів проявляється в нормалізації енергетичного обміну, стабілізації окисного фосфорилювання, гальмуванні перекисного і мікросомального окислення, захисті біологічних мембран. Однією з істотних особливостей актопротекторів є здатність зберігати фізичну працездатність в умовах екстремальних теплових та холодових навантажень [25,209]. 

Розмірковуючи над механізмом дії актопротекторів, слід згадати, що для підтримки високого рівня фізичної працездатності в організмі виникає безліч пристосувальних реакцій. В результаті однієї з них організм пристосовується одержувати якомога більше глюкози з мтеболітів та  продуктів життєдіяльності (амінокислот, піровиноградної кислоти, гліцерину, жирів і т.д.), тобто відбувається процес глюконеогенезу [126,219]. Чим краще людина пристосована до фізичних навантажень, тим сильніше у неї розвинений механізм глюконеогенезу. Під час використання актопротекторів новоутворення глюкози в організмі посилюється -  вибірково стимулюється глюконеогенез в печінці, нирках і кишечнику, органах з короткоживучими білками, які відіграють важливу роль в процесах адаптації [16,43-45,139, 209].  
Крім посилення глюконеогенезу, актопротектори підвищують проникність клітинних мембран для глюкози, що позитивно позначається на енергетичному потенціалі клітин, зменшують лактоацидоз, а також володіють антиоксидатними та антигіпоксичними властивостями. Зазначені властивості обумовлені здатністю актопротекторів (завдяки своїй структурній подібності до пуринових основ) стимулювати синтез РНК, а отже протеїнсинтез — насамперед білків-ферментів енергетичних процесів і антиоксидантного захисту [9,13, 16, 109].

Актопротектори, таким чином, підвищують енергозабезпечення організму в цілому, віддаляють настання втоми, підвищують витривалість і дозволяють виконати більший обсяг фізичної роботи [43,143,211].
На сьогоднішній день група актопротекторів представлена препаратами – похідними   2-меркаптобензімідазола (бемітил) та адамантана (бромантан). Слід відначити, що жоден з них на Україні не зареєстрований [82, 142].

Бемітил (бемактор, метапрот, 2-етілтіобензімідазола гідробромід моногідрат) — сполука,  близька за будовою до пуринових основ  нуклеїнових кислот – аденіну і гуаніну, що зумовлює особливості механізму дії. Препарат був впроваджений в медичну практику в 1983 р., та характеризується широким спектром показів до практичного застосування: при органічному враженні мозку (травматичного і інфекційного генезу з вираженими астенічними проявами), при хронічних неспецифічних захворюваннях дихальних шляхів (активує репаративні процеси в бронхіальному епітелії, посилює очисну функцію мукоциліарного апарату), астенічних станах у здорових осіб внаслідок перевтоми. Він також застосовується при ішемічній хворобі серця (чинить сприятливий вплив на метаболізм міокарда); для стабілізації та прискорення репаративних процесів (підвищує активність антиоксидантних ферментів супероксиддисмутази і каталази); інфекціях (гострий гепатит – швидше відновлюється маса печінки, зменшується вираженість і тривалість порушень її функції, черевний тиф), інтоксикації в післяопераційний період; неврозах (особливо неврастенії)[1, 13,26,59].
Бемітил має імуностимулюючу дію, прискорює процес одужання при різних захворюваннях, призводить до появи відчуття бадьорості, підвищення активності, розумової та фізичної працездатності, а також може використовуватись здоровими особами при перевтомі і для підвищення працездатності, особливо фізичної, в екстремальних умовах (гіпоксія, перегрівання і т. д.) [43-47] .
Однак наявність побічних ефектів у бемітилу (диспепсичні розлади, головний біль, гіперемія обличчя, надлишок психоактивуючої дії) обмежують його широке використання [13, 16, 82, 143, 144].
Інший представник групи актопротекторів – похідне аміноадамантану  бромантан – володіє стимулюючим та анксіолітичним ефектами, підвищує фізичну та психічну працездатність, затримує розвиток втоми, прискорює відновлення в звичайних та усладнених гіпоксією та гіпертермією умовах, покращує мнестичні процеси та координацію рухів, володіє імуномодулюючою та нейропсихоактивуючою дією. Остання властивість перешкодила застосуванню препарату в спорті та сприяла віднесенню бромантану до переліку допінгів [8, 37,74,87,211].
Слід відзначити, що існує ціла низка препаратів, які  поряд з іншими фармакологічними властивостями мають актопротекторну дією: метаболітні препарати (АТФ-лонг, мілдронат, триметазидин, мексидол, віта-мелатонін), вітаміни, адаптогени тощо [82, 144, 211]. Деякі з них вже нами описані, а на решті зупинимось нижче. 

Мілдронат, структурний аналог попередника карнітину, інгібує карнітинзалежне окислення жирних кислот. Дія полягає в стимуляції карнітиннезалежного кетогенезу на фоні інгібування карнітинзалежного шляху, що призводить до підвищення доступності ацетил-КоА та компенсаторного підсилення гліколізу при фізичному перевантаженні, що супроводжується посиленою мобілізацією ліпідів. Препарат також має адаптаційну, імуномодулюючу, антиоксидантну дію. Завдяки цьому при його використанні значно підсилюється стійкість організма до фізичних навантажень [8, 68, 111].
Триметазидин проявляє свої актопротекторні властивості також за рахунок пригнічння окислення жирних кислот, посилення окислення глюкози, антиоксидантним та антигіпоксичним властивостям [43, 211].
Стімол – комбінація L-цитруліну і малата, яка активізує механізм утворення енергії на клітинному рівні. Малат стимулює цикл Кребса, включаючись в процес неоглюкогенеза, знижує рівень лактату в крові і тканинах, запобігаючи розвитку молочнокислого ацидозу, і підвищує рівень АТФ. Це може бути корисним при лікуванні психічної, постінфекційної, післяопераційної астенії, астенії у осіб літнього віку, астенії ендокринного походження (при цукровому діабеті), астеновегетативного синдрому при вегетосудинної дистонії за гіпотонічним типом, сексуальної астенії і алкогольно-абстинентного синдрому, а також при лікуванні астенії після інтенсивних фізичних навантажень, у тому числі у спортсменів (для усунення м’язового болю і судом, зумовлених накопиченням лактату), і для відновлення організму після перевтоми. Стімол також використовується для симптоматичного лікування функціональної астенії, що супроводжується загальною слабкістю, емоційною лабільністю, хронічною втомою, низькою працездатністю, сонливістю[43, 82, 142].

Трекрезан – імуномодулюючий препарат з вираженими адаптогенними властивостями, зміцнює імунну систему організму, підвищує витривалість при фізичних та розумових навантаженнях, зменшує дію різних токсинів, підвищує стійкість організму до гіпоксії, низьких і високих температур і інших несприятливих чинників навколишнього середовища.  За даними досліджень [42] при дії низьких температур на організм людини трекрезан нормалізує показники фізичної та розумової працездатності  і може бути рекомендованим для використання у умовах холодного клімату[42, 43, 82].

Підсумовуючи представлені дані, зауважимо, що сьогодні ведеться активний пошук нових ефективних та безпечних речовин з актопротекторною активністю серед класів різних хімічних сполук, які б могли представляти акопротектори на вітчизняному ринку. Наприклад, синтезовано та дослідженно препарат яктон (Інституті органічної хімії НАН України ) – похідне бурштинової кислоти, експериментально встановлено актопротекторну активність похідних хіназоліну [4,14,123] та похідних адамантану [77].

На наш погляд, перспективними для дослідження на предмет наявності актопротекторної активності є нові похідні 1,2,4-триазино-хіназоліну та його конденсованих аналогів, у  яких в попередніх дослідженнях виявлено виразний протигіпоксичний та протиішемічний ефекти [80], а також спроможність підвищувати фізичну витривалість організму [112]. Оскільки відомо, що протигіпоксична дія доволі часто поєднується з актопротекторною [7, 77], це дає підстави сподіватися на наявність актопротекторної активності у похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну, що і стало підґрунтям для нашого дослідження.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проведено з 11 новими похідними 1,2,4-триазино-хіназоліну (лабораторні шифри приведенні в табл.2.2)  синтезованих на кафедрі фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету, під керівництвом проф. С.І. Коваленко. У якості референс-препарату використовувавалась субстанція 2-етилтіобензимідазола гідробромід(бемітил),  синтезована на експериментальному заводі Інституту органічної хімії НАН України, сертифікат відповідності оригінальному препарату бемітилу -  №94/194-1-10.  Досліджувані сполуки являють собою порошки з кольором від білого до жовтого, добре розчинні у воді. 

Усі експерименти проводили за принципами «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних або інших наукових цілей» (Страсбург, 1986) та методичних рекомендацій ДФЦ МОЗ України про «Доклінічні дослідження лікарських засобів» [127]. Щури утримувались у  віварії Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова, на стандартному водно-харчовому раціоні при вільному доступі до води та їжі за природної зміни дня і ночі. Розподіл тварин за дослідними групами наведено у табл. 2.1
Дослідження проводили в лабораторії кафедри фармакології ВНМУ ім. М.І. Пирогова, сертифікованої ДФЦ МОЗ України (посвідчення №000679 від 11.01.2008 р., посвідчення №023/13 від 05.03.2013 р.), лабораторії кафедри біологічної та загальної хімії. Виготовлення патанатомічних препаратів виконувалося на базі лабораторії Вінницького обласного патанатомічного бюро.Евтаназію тварин проводили шляхом цервікальної дислокації [127].

Робота виконана у рамках планової НДР кафедри фармакології ВНМУ ім. М.І. Пирогова за темою «Експериментальне дослідження нейро- та кардіопротекторних властивостей ациклічних, ароматичних та гетероциклічних сполук», № держреєстрації 0109U004812.

Таблиця 2.1
Розподіл білих лабораторних щурівобох статей за дослідними групами

	Групи тварин (щурів)
	Кількість

	Скринінг актопротекторної активності
	273

	Визначення ЕД50 сполуки-лідера
	28

	Визначення ЕД50 референс-препарату (бемітил)
	28

	Дослідження гострої токсичності сполуки МТ-279
	24

	Оцінка актопротекторних властивостей сполуки МТ-279 в ускладнених умовах:

	циркуляторної ішемії
	28

	гемічної гіпоксії
	21

	тривалої гіпокінезії
	28

	дослідження  морфологічної картини внутрішніх органів
	28

	Вивчення фармакодинаміки актопротекторної дії сполуки МТ-279:

	дослідження протигіпоксичних властивостей
	21

	дослідження змін біоенергетичних процесів
	56

	дослідження процесу відновлення фізичної працездатності
	105

	Всього
	640


Таблиця 2.2
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Принципова будова та фізико-хімічні властивості досліджуваних сполук
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	№ п\п
	Шифр сполуки
	Назва
	R (X+)
	Мол. маса
	Т.пл., (C
	Вихід, %
	Емпірична  формула

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	MT-278
	Натрієва  сіль 3-(3-метил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропанової кислоти
	CH3
	306,25
	>300
	95,4
	C14H11N4NaO3

	2
	МТ-279
	Натрієва сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]qхіназолін-6-іл)пропанової кислоти
	C6H5
	368,32
	>300
	96,2
	C19H13N4NaO3


Продовження табл. 2.2
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3
	МТ-280
	Натрієва сіль 3-(2-оксо-3-(тіофен-2-іл)-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]qхіназолін-6-іл)пропанової кислоти
	тіеніл-2
	374,35
	>300
	95,3
	C17H11N4NaO3S

	4
	МТ-282
	Натрієва сіль 2-((3-метил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	СН3
	324,29
	>300
	96,3
	C13H9N4NaO3S

	5
	МТ-306
	Натрієва сіль 2-((3-бензил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	СН2С6Н5
	400,39
	>300
	75,0
	C19H13N4NaO3S

	6
	МТ-307
	2-((2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	С6Н5
	386,36
	>300
	64,9
	C18H11N4NaO3S

	7
	МТ-308
	Натрієва сіль 2-((2-оксо-3-(4-метилфеніл)-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	4-СH3С6H4
	400,39
	>300
	52,1
	C19H13N4NaO3S


	Продовження табл. 2.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	8
	МТ-309
	Натрієва сіль 2-((3-(3,4-диметилфеніл)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	3,4-(CH3)2C6H3
	414,41
	>300
	46,2
	C20H15N4NaO3S

	9
	МТ-310
	Натрієва сіль 2-((3-(4-метоксифеніл)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)тіо)оцтової кислоти
	4-CH3OC6H4
	416,39
	>300
	97,9
	C19H13N4NaO4S

	10
	КО-80
	Натрієва сіль 2-(3-оксо-3,4-дигідро-2H-[1,2,4]триазино[4,3-c]хіназолін-4-іл)оцтової кислоти
	Na
	280,21
	292-294
	62,4
	C12H9N4NaO3

	11
	КО-81
	Моноетаноламонієва сіль 2-(3-оксо-3,4-дигідро-2H-[1,2,4]триазино[4,3-c]хіназолін-4-іл)оцтової кислоти
	H2N-(CH2)2-NH3
	319,32
	236-240
	91,3
	C14H17N5O4


Скринінг актопротекторної активності досліджуваних 11 нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну проведено на 273білих лабораторних щурах обох статей, масою 160-220 г за допомогою плавального тесту. Дана модель характеризується найбільшою інтенсивністю фізичного навантаження, яке ускладняється стресовою реакцією [156,162]. Тварини плавали з додатковим навантаженням (10% від маси тіла щура, що кріпилося до кореня хвоста) у басейні з нормотермічними(t води 24-26ºС), а також гіпо- (t води 10-12ºС) та гіпертермічними (t води 38-40ºС) умовами [28,72]. 
Визначали тривалість (хв) плавання щурів до повного виснаження, що визначалося зануренням тварин у воду, та відмовою від подальшого плавання. 
Особливості даної методики базуються на  тому, що додаткове навантаження змушує тварин виконувати фізичну роботу на межі своїх фізичних можливостей, що досягається завдяки підвищення активності з боку вищої нервової діяльності [156]  Досліджувані сполуки вводили в/оч, одноразово за 45 хв. до початку тестування, в дозі 5 мг/кг (доза взята емпірично). Контролем слугували щурі, яким за 45 хв. до проведення плавального тесту в/оч вводили еквіоб’ємно 0,9% розчин NaCl. Дослідження кожної сполуки вивчалась на групі із 7 тварин. Ефективність досліджуваних речовин в аналогічних умовах експерименту порівнювали з дією еталонного актопротектора бемітилу у дозі 25 мг/кг, яка за даними літератури [46] проявляє найбільш виразний актопротекторний ефект.

В подальшому для сполуки-лідера за плавальним тестом (МТ-279) та бемітилу, визначали ЕД50 - середньоефективну дозу, що сприяла зростанню часу плавання щурів на 50% відносно контрольної групи. Для цього в умовах плавальної проби додатково досліджувались ще по 4 дози вище зазначених похідних у плавальному тесті в таких самих умовах. ЕД50  розраховували графічно за методом Литчфілда-Уілкоксона [71,105]. В подальших дослідженнях використовували дозу, що дорівнювала ЕД50 даних сполук, за результатами плавального тесту.

Дослідження гострої токсичності сполуки МТ-279 проведено на 24білих лабораторних щурах обох статей, масою 160-220 г згідно методичних рекомендацій Державного фармакологічного центру МОЗ України [127]. Досліджувані речовини вводили одноразово в/оч у вигляді водних розчинів. Кожну дозу тестували на групі щурів із 5 особин. Спостереження велось протягом 14 днів. Показник ЛД50 та його довірчий інтервал розраховували з використанням методу пробіт-аналізу [71,105].Терапевтичний індекс (ТІ) розраховували шляхом відношенням показників ЛД50/ЕД50.

Дослідження фізичної витривалості в ускладнених умовах здійснювали на моделях циркуляторної ішемії, гострої гемічної гіпоксії та гіпокінезії.

Циркуляторну гіпоксію - гостре порушення мозкового кровотоку (ГПМК) у щурів моделювали під кетаміновим наркозом (20 мг/кг) шляхом однобічної оклюзії правої загальної сонної артерії до місця її біфуркації. Тварин було поділено на 4 групи по 7 особин в кожній: І – інтактні щурі, ІІ - контрольна група (ГПМК без фармакологічної корекції), ІІІ - група тварин – ГПМК + отримувала сполуку МТ-279 одноразово щоденно,в дозі 2,5 мг/кг,що становитьїї ЕД50 за плавальним тестом, ІV – група щурів – ГПМК + отримували бемітилодноразово щоденно,в дозі 33,0 мг/кг, що становила його ЕД50 за плавальним тестом. Динамічну витривалість тварин вивчали за показниками плавального тесту. Реєстрували тривалість (c) плавання до появи ознак повної втоми, що проявлялося відмовою від подальшого плавання та 10-ти секундним занурюванням тварини під воду. Статичну витривалість організму щурів оцінювали за тривалістю (с) утримування щурів на стрижні, що обертається зі швидкістю 15 об/хв [27, 28]. Дослідження проводили через 3 год після останнього введення речовин на 5 та 15 добу експерименту, що за даними літератури характеризуються найбільш виразними змінами в біоенергетичних показниках ішемізованого мозку [181,222].

Гостру гемічну гіпоксію моделювали на 21 білому лабораторному щурі обох статей. Тваринам, за 45 хв. до навантаження, одноразово (в/оч) вводили метгемоглобіноутворювач - натрію нітрит в дозі 20 мг/кг, (86(, який збільшує вміст метгемоглобіну у крові до 16-18%. Щурів було розподілено на 4 групи по 7 особин у кожній: І - інтактні тварини; ІІ – щурі з гострою гемічною гіпоксією без корекції (контрольна група); ІІІ та ІV – тварини з гемічною гіпоксією, яким за 45 хв. до тестування вводили відповідно сполуку МТ-279 та бемітил, таким же чином, як і при попередньому досліджені, в дозах що становили їх ЕД50 за плавальним тестом. Фізичну витривалість тварин з гострою гемічною гіпоксією на тлі превентивного введення МТ-279 та бемітилу оцінювали за показником плавальної проби, яку проводили аналогічно попередньому дослідженню. 

Для дослідження актопротекторних властивостей сполуки – лідера (МТ-279) в умовах гіпокінезії було відібрано 28 щурівобох статей. Імобілізаційний стрес (ІС) відтворювали шляхом утримання тварин протягом 15 діб (по 16 год/добу) в індивідуальних дерев’яних пеналах [127, 183]. Щурі було розподілено на 4 групи по 7 особин у кожній: І - інтактні тварини; ІІ – щурі з ІС без лікування (контрольна група); ІІІ – тварини з ІС, яким щоденно (з 1 по 15 день дослідження) в/оч вводили сполуку МТ-279 в дозі 2,5 мг/кг, що дорівнювало її ЕД50 за плавальним тестом; ІV – щурі з ІС, яким аналогічно в/оч вводили бемітил в дозі 33,0 мг/кг, що становилаїї ЕД50 за плавальним тестом. Дослідження проводили через 8 год. після останнього введення речовини. 

Ефективність терапії оцінювали за тривалістю плавального тесту (t H2O–24-26°C) та бігу тварин у третбані (швидкість руху бігової доріжки 42 м/хв.) у динаміці розвитку гіпокінезії на 7-му та 15-ту добу експерименту [86,184]. Статичну витривалість тварин вивчали у вище зазначені терміни за допомогою стрижня, що обертається зі швидкістю 15 об./хв - визначали час (с) утримання щурів на ньому. 

Емоційно-поведінкові реакції щурів в умовах гіпокінезії вивчали за методом «відкритого поля» [21]. Експериментальні дослідження були виконані на 28 щурах обох статей. Відтворення 15-ти денної гіпокінезії, розподіл тварин по групам та введення досліджуваних речовин проводили аналогічно попередньому дослідженню. 

Тварину поміщали у кут камери та спостерігали за її поведінкою протягом 3 хв. Камера представляє собою великий квадрат (100х100 см) зі стінками висотою 40 см, підлога, розділена на 25 (5х5) рівних квадратів. Протягом 3 хв. вивчалась горизонтальна рухова активність (ГРА) (число квадратів, які перетнула тварина чотирма кінцівками), вертикальна рухова активність (ВРА) (кількість вставань твариною на задні лапи, тобто число «стійок»), пошукова активність (число зазирань тварини у „нірки”), кількість стереотипних рухів (грумінг) та наявність актів дефекації (кількість болюсів). Слід зазначити, що ВРА відображає не тільки моторні, а і орієнтаційно-дослідницькі аспекти поведінки щура [21,32,127].

Зміни морфологічної картини внутрішніх органів щурів під дією найактивнішої за попередніми дослідженнями сполуки МТ-279 вивчали на 15-ту добу гіпокінезії. Для морфологічного дослідження були взяті печінка, серце, нирка, наднирникова залоза та фрагмент скелетного м’яза щурів. Органи фіксували в 10% нейтральному формаліні, промивали в проточній воді, проводили через батарею спиртів зростаючої міцності і заливали в парафін. Зрізи фарбували гематоксиліном і еозином, толуїдиновим синім та за методом Ван Гізон і вивчали в світловому мікроскопі. Фотографії виконані на мікроскопі OLIMPUS CX31 з штатним фотоапаратом. Коливання потужності освітлення від ¼ на х100 збільшенні до 2/3 на збільшенні х400, використовувався стандартний (комплектуючий при постачанні мікроскопа) фіолетовий світло-фільтр. Остання перевірка і стандартизація мікроскопа OLIMPUS CX31 та фототехніки відбулася 11.2011р. Дати виконання фотографій 17-21.01.2012р.

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

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

На 15-й день щурів тренували по 10 хв при швидкості бігової доріжки 42 м/хв. При цьому у першої половини щурів (n=7) кожної групи визначали тривалість бігу до відмови, тобто до повної втоми, коли тварини були не спроможні продовжувати біг на фоні електричного подразнення на старті [127]. Другу половину щурів після 10 хв. посиленого тренування у третбані піддавали біохімічним дослідженням метаболічних процесів в скелетних м'язах, крові та печінці. Тварин декапітували у холодовій камері (-2ºС). Печінку та скелетні м'язи задніх кінцівок заморожували в рідкому азоті.

Визначали вміст аденілових нуклеотидів (АТФ, АДФ, АМФ), глікогену, глюкози за методами, описаними в літературі [106].

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

Енергетичний заряд (ЕЗ) розраховували по формулі D.E. Atkinson (1968)
Енергетичний заряд =[image: image2.png]2ATO+ALS
2(AT® +AN1® +AM®)



  (2.1)
Концентрацію глікогену в тканинах м'язів та печінки визначали методом, описаним В.В. Меньшиковим(1987). Порошок замороженої тканини обробляли гарячою сумішшю етилового спирту із лугами. При наступному різкому охолодженні випадав осад глікогену, який відмивали від домішок та піддавали гідролізу з наступним визначенням вмісту глюкози. Вміст глікогену вираховували за кількістю глюкози.

Концентрацію глюкози визначали глюкозооксидним методом, з використанням набору «Глюкоза-Ф» (Філісіт діагностика, Україна). В сироватці крові визначали рівень лактату, пірувату, їх відношення, рівень ліпідів [84].

Метод кількісного вивчення лактату полягає в тому, що в присутності лактатдегідрогенази молочна кислота переходить в піровиноградну. При цьому зв'язування пірувату, який утворюється в ході реакції гідразингліцериновим буфером, сприяє повному окисленню лактату. Утворення відновної форми НАД, яка еквімолярна кількості відновленого лактату, реєструють спектрофотометричним методом при довжині хвилі 340 нм. Принцип методу визначення пірувату полягає в тому, що в присутності лактатдегідрогенази піруват відновлюється до лактату. Кількість використаного в реакції пірувату еквівалентна кількості НАДН, зменшення якого реєструвалося на спектрофотометрі при довжині хвилі 340 нм[84].

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

В гомогенатах печінки визначали вміст РНК та ДНК за [23]. Оптичну щільність (Е) всіх проб визначали на спектрометрі в УФ світлі при 270 та 290 нм в кюветах 1 см. Концентрацію (С) нуклеїнових кислот визначали за формулами:
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(2.2, 2.3)

Інтенсивність процесів ПОЛ оцінювали за вмістом малонового діальдегіду (МДА) [127].

Принцип методу визначення МДА полягає в тому, що при високій температурі в кислому середовищі останній реагує з 2-тіобарбітуровою кислотою, утворюючи зафарбований триметиновий комплекс з максимумом поглинання при довжині хвилі 540нм. Розрахунок вмісту даного продукту визначали використовуючи коефіцієнт молярної екстинції 1,56 ×105М-1 см-1.

Стан антиоксидантної системи (АОС) оцінювали за рівнем відновленого глутатіону, який визначали за методом [66].

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

Обробку цифрових даних проведених досліджень здійснювали методом варіаційної статистики за допомогою пакету Microsoft Excel та програми IBM SPSS Statistic 22, обчислювали середньоарифметичне значення М, середню арифметичну помилку m, t-критерій Стьюдента за нормального розподілу, непараметричний критерій W Уайта – за його відсутності, парний критерій Ť Вілкоксона – для визначення значущих змін у динаміці всередині групи, а також при порівнянні кількох груп – дисперсійний аналіз (ANOVA), вірогідними вважали зміни показників при p≤0,05[71, 105].

РОЗДІЛ 3

СКРИНІНГ РЕЧОВИН ЗАКТОПРОТЕКТОРНОЮ АКТИВНІСТЮ В РЯДУ НОВИХ ПОХІДНИХ 1,2,4-ТРИАЗИНО-ХІНАЗОЛІНУ В УМОВАХ НОРМО-, ГІПО- ТА ГІПЕРТЕРМІЇ

Одним із основних проявів дії потенційних та уже добре вивчених актопротекторів є підвищення розумової, а також фізичної працездатності в звичайних та ускладнених умовах [80,143, 145]. Тому для скринінгового дослідження нових сполук рекомендовано використовувати плавальний тест у басейні з температурою води – 24-26 0С. Вказана модель являється найбільш придатною для виконання даного тесту, а також дозволяє швидко виділити найбільш активні сполуки, та є адекватною до поставлених цілей дослідження [114,156,162]. 
Референс-препаратом обрано бемітил, який є еталонним актопротектором. За умовами досліду актопротекторну дію досліджували при одноразовому в/оч, за 40хв. до тестування, введенні 11 нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну в емпірично взятій дозі 5 мг/кг. Еталонний актопротектор бемітил застосовували таким же чином в ефективній актопротекторній дозі 25,0 мг/кг, запозичену з літератури [46]. 
Контролем слугувала група тварин, яким внутрішньоочеревинно вводили еквівалентний об’єм 0,9% розчину NaCl. За умовами досліду, тваринам кріпили до основи хвоста додаткове навантаження 10 % від маси тіла. Визначали час (хв) плавання щурів до появи ознак повної втоми, що проявлялась занурюванням та опусканням тварин на дно[27].
Результати проведених досліджень представленні в таблиці 3.1, з якої видно, що одноразове попереднє введення щурам нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну не однаково впливало на тривалість плавального тесту.

Таблиця 3.1

Вплив  похідних  1,2,4 – триазино-хіназоліну та бемітилу

на тривалість плавання у щурів у воді t=24-26 0C (М±m, n=7)

	Сполука
	Доза, мг/кг
	Тривалість плавання,

хв.
	Динаміка (у % відносно контролю)

	Контроль
	
	6,0±0,3
	-

	МТ-278
	5, 0
	7,3±0,2*#
	+21,7

	МТ-279
	5, 0
	25,8±3,4*#
	+330,3

	МТ-280
	5, 0
	5,5±0,5#
	-8,3

	МТ-282
	5, 0
	7,5±0,1*#
	+25,0

	МТ-306
	5, 0
	6,9±0,1#
	+15,0

	МТ-307
	5,0
	7,2±0,1*#
	+20,0

	МТ-308
	5,0
	6,9±0,2#
	+15,0

	МТ-309
	5,0
	3,2±0,2*#
	-53,3

	МТ-310
	5,0
	6,2±0,3#
	+3,3

	КО-80
	5,0
	7,5±0,1*#
	+25,0

	КО-81
	5,0
	5,3±0,3#
	-11,6

	Бемітил
	25,0
	8,5±0,4*
	+41,6


Примітка: * - р≤0,05 відносно тварин контрольної групи

                                # - р≤0,05 відносно бемітилу

Так, на тлі дії сполук з лабораторними шифрами МТ-278, МТ-279, МТ-282, МТ-307, КО-80, як і бемітилу, мало місце вірогідне збільшення тривалості плавання тварин в нормотермічних умовах, відповідно на 21,7%, 330,3%, 25,0%, 20,0%, 25,0% та 41,6%, відносно контрольної групи тварин (6,0±0,3). Це може бути ознакою наявності у вказаних речовин актопротекторного ефекту. Разом з цим сполуки з лабораторними шифрами  МТ-280, МТ-306, МТ-308, МТ-310 та КО-81виявились не ефективними в даних умовах експерименту, а під впливом сполуки МТ-309 мало місце вірогідне зменшення величини показника плавального тесту.

Таким чином новим похідним 1,2,4-триазино-хіназоліну з лабораторними шифрами МТ-278, МТ-279, МТ-282, МТ-307, КО-80 притаманна актопротекторна активність в нормотермічних умовах. Ця дія в найбільшій мірі проявлялась у сполуки МТ-279 в дозі 5 мг/кг, яка в заданих умовах експерименту переважала еталонний актопротектор бемітил у 8 разів за тривалістю плавання тварин.
 Оскільки актопротектори, це засоби, що підвищують фізичну та психічну витривалість як в звичайних, так і в ускладнених умовах [14,114], доцільно було дослідити ефективність нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну у  екстремальних умовах. Найчастішою причиною виникнення стресового стану організму являються зміни температурних умов, а саме гіпо- та гіпертермія [10,16, 137]. Дія наднизьких температур на організм людини може бути пов’язаною з роботою на Південному та Північному полюсах, при виконанні робіт у глибинах морів та океанів, роботі в гірській місцевості тощо. Такі екстремальні види робіт як металургія, гасіння пожеж, шахтові роботи, а також тимчасове перебування в спекотних кліматичних зонах і робота в незручних захисних костюмах створюють  інший негативний стресовий чинник – гіпертермію. Обидва температурні фактори негативно впливають на весь організм, особливо виснажуючи захисні та пристосувальні системи такі як імунна, гормональна, викликаючи тканинну гіпоксію та загальне виснаження організму [44, 95, 97].
З метою виявлення найбільш активних сполук серед похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну у умовах гіпо- та гіпертермії, було проведено плавальний тест у холодній (t H2O - 10-12 0C), та гарячій воді (t H2O – 38-40 0C). Досліджувані сполуки вводили одноразово в/оч в емпірично взятій дозі 5 мг/кг, бемітил дозі 25 мг/кг [46].  Результати наведенні в таблицях 3.2 та 3.3.

Із даних, представлених в табл. 3.2, видно, що середня тривалість плавального тесту щурів у воді t 10-12 0C у контрольної групи тварин становила 3,4±0,2 хв. У групи тварин, що отримувала референс-препарат (бемітил, 25,0 мг/кг в/оч) тривалість тесту  зросла в середньому на 23,5%  відносно контрольної групи. Сполуки МТ-279, МТ-306, МТ-307 достовірно збільшували час плавального тесту, відповідно на 85,3%, 114,7% та 105,9%. Тенденцію до підвищення фізичної витривалості тварин в даних умовах проявили сполуки з лабораторними шифрами МТ-278 та МТ-280, але їхні показники статистично не вірогідні відносно контролю.
Таблиця 3.2

Вплив  похідних  1,2,4 – триазино-хіназоліну та бемітилу

на тривалість плавання у щурів у воді t=10-12 0C (М±m, n=7)

	Сполука
	Доза, мг/кг
	Тривалість плавання,

хв
	Динаміка (у % відносно контролю)

	Контроль
	
	3,4±0,2
	-

	МТ-278
	5, 0
	4,1±0,3
	+20,6

	МТ-279
	5, 0
	6,3±0,5*#
	+85,3

	МТ-280
	5, 0
	5,5±1,2
	+61,8

	МТ-282
	5, 0
	3,8±0,02
	+11,8

	МТ-306
	5, 0
	7,3±1,0*#
	+114,7

	МТ-307
	5,0
	7,0±1,7*#
	+105,9

	МТ-308
	5,0
	3,8±1,3
	+11,8

	МТ-309
	5,0
	2,9±0,2
	-14,7

	МТ-310
	5,0
	3,7±1,1
	+10,1

	КО-80
	5,0
	3,6±0,1
	+8,9

	КО-81
	5,0
	3,3±0,5
	-2,9

	Бемітил
	25,0
	4,2±0,4
	+23,5


Примітка: * - р≤0,05 відносно тварин контрольної групи

 # - р≤0,05 відносно бемітилу

Решта похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну в даній дозі виявились неефективними. 
Таким чином, можна зробити заключення, що сполукам з лабораторними шифрами МТ-279, МТ-306, МТ-307 притаманні актопротекторні властивості в умовах гіпотермії. Слід зауважити, що сполука-лідер за попереднім дослідженням МТ-279 достовірно переважала бемітил у 3,6 рази за ефективністю.

Наступним екстремальним фактором, лімітуючим фізичну та психічну витривалість організму, обрано гіпертермію, так як даний стресовий чинник являється одним із найрозповсюдженіших факторів, що знижують працездатність, та модель плавального тесту у гарячій воді відповідає меті дослідження [126,197]. Результати дослідження представлені в табл. 3.3
Таблиця 3.3

Вплив  похідних  1,2,4 – триазино-хіназоліну та бемітилу

на тривалість плавання у щурів у воді t=38-39 0C (М±m, n=7)

	Сполука
	Доза, мг/кг
	Тривалість плавання,

хв.
	Динаміка (у % відносно контролю)

	Контроль
	
	5,9±0,2
	-

	МТ-278
	5, 0
	7,4±0,5*
	+25,4*

	МТ-279
	5, 0
	32,1±2,7* #
	+444,1*

	МТ-280
	5, 0
	5,3±0,8 #
	-10,2

	МТ-282
	5, 0
	7,5±0,6
	+27,1

	МТ-306
	5, 0
	6,5±1,1
	+10,2

	МТ-307
	5,0
	7,5±0,5*
	+27,1*

	МТ-308
	5,0
	8,1±0,2*
	+37,3*

	МТ-309
	5,0
	3,3±0,2* #
	-44,1*

	МТ-310
	5,0
	6,5±0,4
	+10,2

	КО-80
	5,0
	7,4±1,2
	+25,4


	КО-81
	5,0
	5,4±0,9 #
	-8,5

	бемітил
	25,0
	9,1±0,8*
	+54,2*


Примітка: * - р≤0,05 відносно тварин контрольної групи

                                # - р≤0,05 відносно бемітилу
Із даних представлених в табл. 3.3 видно що, час плавання контрольної групи, за умов гіпертермії (38-39 0C), становив в середньому 5,9±0,2 хв. Серед досліджуваних похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну в найбільшій мірі тривалість плавання достовірно зросла на тлі сполук з лабораторними шифрами МТ-278, МТ-279, МТ-307, МТ-308 та бемітилу, відповідно на 25,4%, 444,1%, 27,1%, 37,3%, та 54,2%. Сполуки МТ-282 та КО-80 проявляли лише тенденцію до збільшення фізичної витривалості.


Отже, досліджуваним похідним 1,2,4-триазино-хіназоліну з лабораторними шифрами МТ-278, МТ-279, МТ-307, МТ-308 притаманна властивість підвищувати фізичну витривалість організму в умовах гіпертермії. Ця дія в найбільшій мірі притаманна сполуці МТ-279, яка в дозі 5 мг/кг за ефективністю в заданих умовах експерименту в 8 разів переважала еталонний актопротектор бемітил (25,0 мг/кг).

Таким чином, за результатами проведеного плавального тесту у нормо- гіпо- та гіпертермічних умовах 11 нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну можна зробити висновок, що речовинам вказаного класу притаманна актопротекторна активність в дозі 5 мг/кг, при в/оч введені.

Найбільш ефективною виявилась сполука з лабораторним шифром МТ-279 (натрієва сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропанової кислоти), яка переважала еталонний актопротектор бемітил у плавальному тесті в умовах нормо-  гіпо-, та гіпертермії. Співставляючи результати проведеного дослідження з хімічною структурою речовин вказаного класу слід зазначити, що вираженість актопротекторного ефекту залежить від зміни замісника у третьому положенні, а саме введення фенільного залишку спричинило стрімке зростання фізичної працездатності щурів за плавальним тестом. Зміна замісника в третьому положенні спричиняє зменшення вираженості актопротекторних властивостей, в заданих умовах експерименту.

За результатами проведених досліджень сполуку МТ-279 можна вважати сполукою лідером, яка представляє інтерес для подальшого поглибленого вивчення її фармакологічних властивостей.

Для подальших досліджень, для сполуки МТ-279 (сполука-лідер), та бемітилу, визначали ЕД50 - середньоефективну дозу, що сприяла збільшенню часу плавання щурів   на 50% відносно контрольної групи. Для цього в воді t 24-26 0С, попередньо одноразово, вводили щурам сполуку-лідер в дозах 1,5; 2,5; 3,5; 4,5 мг/кг в/оч за 40хв. до початку дослідження.


Результати представлені у табл. 3.4, з якої видно, що середня тривалість плавання контрольної групи тварин у воді t 24-26 0С з додатковим навантаженням в 10 % від маси тіла становила 6,1±0,3 хв.
Таблиця3.4

Оцінка актопротекторної активності різних доз сполуки МТ-279, та бемітилу, за плавальним тестом у воді t 24-26ºС,  (М±m, n=7)
	Сполука
	Доза, мг/кг
	Тривалість плавання,

хв.
	Динаміка (у % відносно контролю)
	ЕД50, мг/кг

	Контроль
	
	6,1±0,3
	-
	2,5 (2,45÷2,55)

	МТ-279


	1,5
	6,3±0,13
	+3,27
	

	
	2,5
	9,9±0,2
	+62,3*
	

	
	3,5
	21,5±0,45
	+252,5*
	

	
	4,5
	38,8±1,4
	+436,1*
	

	Бемітил
	25
	7,1±0,2
	+16,4
	33,0

(32,0÷33,5)

	
	35
	9,3±0,5*
	+52,5*
	

	
	50
	13,8±0,47*
	+126,2*
	

	
	75
	11,3±0,7*
	+85,2*
	


Примітка: * - р≤0,05 відносно тварин контрольної групи

У групах тварин, які попередньо отримували сполуку МТ-279 у дозах 1,5; 2,5; 3,5; та 4,5 мг/кг підвищення показників фізичної працездатності становило відповідно 3,27%, 62,3%, 252,5%, та 436,1%, відносно контрольної групи тварин. За результатами проведеного дослідження встановлено, що ЕД50 сполуки МТ-279 становить  2,5 (2,45÷2,55) мг/кг. В подальших дослідженнях використовували саме цю дозу сполуки МТ-279.
В той же час в/оч введення щурам бемітилу в дозах 25, 35 та 50 мг/кг супроводжувалось збільшенням часу плавання щурів відповідно на 16,4%, 52,5% та 126,2 %,відносно контрольної групи тварин. Подальше збільшення дози бемітилу (75,0 мг/кг) не призводило до підвищення фізичних показників, а навпаки відмічалось поступове зниження тривалості плавання тварин, в порівнянні з показниками щурів, що отримували бемітил в дозі 50 мг/кг. За результатами даного дослідженнявстановлено, що ЕД50 бемітилу становить 33,0 (32,0÷33,5) мг/кг. В подальшому використовували саме цю дозу препарату.
Слід зазначити, що порівнюючи отримані показники ЕД50 досліджуваних речовин, сполука МТ-279 переважає еталонний актопротектор бемітил у 13 разів.

Ще одним важливим показником при дослідженні нових сполук являється їхня токсичність. Гостру токсичність вивчали при одноразовому внутрішньоочеревинному введені сполуки МТ-279 білим лабораторним щурам обох статей. Спостереження за станом тварин велось упродовж 14 днів. 
Зважування тварин, проведене на 3, 7 та 14 добу експерименту достовірних відмінностей у контрольній та дослідній групі не виявило, що вказує на відсутність у досліджуваної сполуки впливу на зміни ваги щурів. За результатами патоморфологічного дослідження ознак токсичного впливу на внутрішні органи щурів, вірогідних відмінностей масових коефіцієнтів досліджуваних органів не виявлено. В той же час картина гострого отруєння щурів при введені сполуки МТ-279 ( в дозі 755(718÷793) мг/кг) характеризувалась ознаками збудження ЦНС, на що вказували періодичні судоми та підвищення больової чутливості у відповідь на механічне подразнення хвоста. За результатами проведеного дослідження нами встановлено, що гостра токсичність сполуки МТ-279 становить 755(718÷793) мг/кг внутрішньоочеревинно.
Підсумовуючи дані гострої токсичності сполуки МТ-279, можна зазначити, що сполука МТ-279, згідно з класифікацією К.К. Сидоровa[127], за величиною показника ЛД50 можебути віднесена до IV класу малотоксичних речовин, оскільки її показник ЛД50 знаходяться у межах 101-1000 мг/кг при внутрішньоочеревинному введенні в організм щурів.
Терапевтичний індекс, а саме співвідношення ЛД50/ЕД50 розрахований для сполуки МТ-279 складає 302, що позитивно характеризує терапевтичну безпечність даної сполуки. За даним показником сполука МТ-279 вірогідно переважає еталонний актопротектор (терапевтичний індекс бемітилу при внутрішньоочеревинному введенні становить 20).
Узагальнюючи результати проведених досліджень, можна зробити висновок, що лідером серед досліджуваних нових похідних 1,2,4-триазино-хіназоліну є сполука МТ-279 (натрієва сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]qхіназолін-6-іл)пропанової кислоти), яка вірогідно переважає референс-препарат бемітил у 13 разів за показником ЕД50, має широку терапевтичну ефективність та відноситься до класу малотоксичних сполук. Саме вона і представляє інтерес для подальшого, більш детальногодослідження її актопротекторних властивостей та механізмів дії.

Результати проведених досліджень опубліковано у наступних працях:
1. Патент України №96186 МПК (2006.01) С07D 253/06, С07D 253/10,С07D 253/10,С07D 239/72. Солі (3-R-2-оксо-2Н-[1,2,4]-триазино[2,3-с]хіназолін-6-іл-сульфаніл)алкілкарбонових кислот, що проявляють протиішемічну, ноотропну, протисудомну та актопротекторну активність // Степанюк Г.І., Берест Г.Г., Маринич Л.І., Чорноіван Н.І., Пашинська О.С., Саєнко А.В., Бабій В.Ю., Воскобойнік О.Ю., Коваленко С.І., Белєнічев І.Ф., Синяк Р.C. (UA). - Заявл. 19.10. 2009; Опубл. 10.10. 2011. - Бюл. №19.
2. Саєнко А.В.  Скринінг актопротекторної активності серед похідних хіназоліну та його конденсованих аналогів./ Степанюк Г.І. Саєнко А.В., Шевчук О.К., Берест Г.Г., Коваленко С.І., Скорина Д.Ю. // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2010. - №4(17). – С. 60-63.
3. Саєнко А.В. Синтез та біологічна активність 6з-заміщених 3-R-2H-[1,2,4]триазино-[2,3-С] хіназолін-2-онів / Берест Г.Г., Скорина Д.Ю, Саєнко А.В., та ін. // Фармація України. Погляд у майбутнє: матеріали VIІ Національного з’їзду фармацевтів України, 15-17 вересня 2010 р. : тези допов. Харків, - 2010. – Т. 2. – С.16

РОЗДІЛ 4. ВПЛИВ  СПОЛУКИ МТ-279 НА ФІЗИЧНУ ВИТРИВАЛІСТЬ ЩУРІВ В УСКЛАДНЕНИХ УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТУ
В сучасному світі гіпоксія займає перше місце, серед патологічних чинників, що спричинюють функціонально-метаболічні порушення [19, 20, 175]. Недостатнє забезпечення киснем органів та тканин, що активно його використовують (мозок, м’язи, печінка тощо.) швидко знижують фізичну та розумову працездатність людини, призводять до швидкого розвитку втоми, та як наслідок, припинення виконання завдань.  

В той же час в світі реєструють зростання показників смертності та інвалідизації людей внаслідок судинних катастроф, отруєнь гіпоксантами та іншими засобами, а також недостатня ефективність сучасних антигіпоксантів зумовлюють інтерес до пошуку речовин, придатних для створення на їх основі нових лікарських засобів, що володіють здатність захищати організм в ускладнених умовах праці та швидко відновлювати працездатність після впливу патологічних чинників [3, 20, 24, 44, 54, 58, 80, 91,  99, 134, 184,222] . 
4.1 Вплив сполуки МТ-279 та бемітилу на фізичну витривалість щурів в умовах моделюванної гіпоксії 
4.1.1 Оцінка впливу сполуки МТ-279 на фізичну витривалість щурів в умовах гострої гемічної гіпоксії.

Так як актопротектори використовуються в основному в ускладнених умовах, наприклад при різноманітних видах гіпоксій, представляє інтерес дослідити вплив сполуки МТ-279 на фізичну працездатність щурів в умовах модельованої гіпоксії.

Однією з форм гіпоксії, з якою людина стикається під час життя є гемічна гіпоксія – зменшення вмісту оксигену в крові [222]. Причини гемічної гіпоксії найрізноманітніші, але найбільше значення мають генетичні захворювання (порушення амінокислотного складу глобулінів) та набуті порушення - утворення метгемоглобіну і карбоксигемоглобіну [68,189].

Для моделювання гемічної гіпоксії, при дослідженнях нових сполук, використовують натрій нітрит (NaNO2) в дозі 20 мг/кг [86]. Для оцінки актопротекторної дії похідного 1,2,4-триазино-хіназоліну, в ускладнених гіпоксією умовах досліджували фізичну витривалість тварин за тривалістю плавальної проби щурів у воді t=24-26 0С з попередньо модельованою гострою гемічною гіпоксією. Досліджувані сполуки вводили одноразово в/оч, за 40 хв. до початку тестування, у дозах, що дорівнювали їх ЕД50 за плавальним тестом.
Результати проведених досліджень наведено в табл. 4.1, з яких видно, що у контрольної групи щурів з гемічною гіпоксією, які отримали лише натрію нітрит, тривалість плавання вірогідно  зменшилась на 49,9% в порівнянні з інтактною групою щурів. В той же час профілактичне одноразове введення щурам сполуки МТ-279, як і бемітилу, в умовах гемічної гіпоксії, призводить до вірогідного збільшення фізичної витривалості тварин, що проявилось збільшенням часу плавання на 54,1% та 39,8% відповідно, відносно контрольної групи щурів. При цьому, сполука МТ-279 переважала еталонний актопротектор бемітил у 1,4 рази, в заданих умовах експерименту.

Таблиця4.1

Вплив  сполуки МТ-279 та бемітилу на тривалість плавального тесту у щурів, з штучно викликаною гемічною гіпоксією (М±m, n=7)

	Умови досліду
	Доза, мг/кг
	Тривалість плавання,

с.
	Динаміка, %

	Інтактні тварини
	-
	385±30,0
	-

	Гіпоксія без корекції (контроль)
	-
	192,7±14,7#
	-49,9 і

	МТ-279 + гіпоксія
	2,5
	297,0±15,0*
	+54,1 к

	Бемітил + гіпоксія
	33,0
	269,4±10,7*
	+39,8 к


Примітки:

1. * - р≤0,05 відносно контролю;

2. # - р≤0,05 відносно інтактних тварин;

3. і – динаміка відносно інтактних тварин;

4. к – динаміка відносно контролю.

Отже, за результатами проведеного дослідження можна зробити висновок, що сполука МТ-279, при одноразовому превентивному введені,  має тенденцію до підвищення фізичної працездатності щурів в даних умовах експерименту.

4.1.2 Оцінка впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на фізичну витривалість щурів в умовах гострого порушення мозкового кровотоку


Оклюзія судин головного мозку являється пусковим механізмом в патогенезі порушень метаболізму в нейронах, структурним та функціональним змінам тканин мозку. Як наслідок, виникають зміни багатьох патобіохімічних реакцій, що призводить до  неврологічних та психічних патологій[206,209]. 
За результатами проведенного дослідження видно, що наслідки ішемічно-гіпоксичного ураження головного мозку, викликаного однобічною оклюзією загальної сонної артерії, достовірно знижують тривалість плавання контрольних тварин (табл. 4.2). 
Так уже на 5-ту добу експерименту відмічалось зниження тривалості плавання щурів контрольної групи на 40,0%, відносно інтактної групи тварин (406,6±5,6). В подальшому тривалість плавання контрольної групи тварин дещо зросла, та на 15 добу становила -12,0%, відносно інтактної групи тварин в заданий термін дослідження. 
В той же час, курсове введення досліджуваних сполук щурам з ГПМК,  сприяло відновленню фізичної витривалості тварин, що було помітно уже на 5 добу експерименту. Так, під впливом сполуки МТ-279 (2,5 мг/кг), так само, як і бемітилу (33,0 мг/кг), відмічалося зростання показників плавального тесту відповідно на 73,4% та 63,9%, відносно нелікованих тварин. Описана динаміка фізичної витривалості тварин на 5-ту добу спостереження може бути свідченням найбільш виразних змін в метаболічних процесах ішемізованого мозку (критичний період експерименту), та поступовим розвитком  колатеральної мережі кровопостачання мозку [11, 226].
Вказані зміни показників плавального тесту на тлі досліджуваних речовин відмічали і на 15 добу експерименту: у групі тварин, що отримували сполуку МТ-279, приріст склав 73,2%, у групі що отримували бемітил – 44,7%, відносно контролю.
Таблиця 4.2

Вплив курсового введення сполуки МТ-279 та бемітилу на тривалість плавання щурів з циркуляторною гіпоксією на 5 та 15-ту добу експерименту (M±m, n=7)

	Умови досліду
	Доза, мг/кг
	5-а доба
	15-а доба

	
	
	Тривалість плавання, с
	Динаміка відносно контролю,
%
	Тривалість плавання, с
	Динаміка
відносно контролю,%

	Інтактні тварини
	-
	406,6±5,6
	-
	473,6±11,2
	-

	Гіпоксія без корекції (контроль)
	-
	244,0±6,1#
	-40,0 і
	416,0±17,8#
	-12,0 і

	Гіпоксія+

сполука 
МТ-279
	2,5
	423,2±13,1*
	+73,4 к
	720,7±15,3*ω
	+73,2 к

	Гіпоксія+

бемітил
	33,0
	400,0±5,5*
	+63,9к
	602,0±16,6*
	+44,7 к


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

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

3) ω- p≤ 0,05 відносно бемітилу

4) відсотки означають зміни показників відносно інтакту (і)  або    контрольних (к) тварин
Таким чином можна зробити заключення, що курсове введення сполуки МТ-279, як і бемітилу, сприяє більш швидкому відновленню фізичної працездатності щурів з ГПМК.При цьому сполука МТ-279 співтавлялась з бемітилом на 5 добу дослідження (р≥0,05), вірогідно переважаючи його на 15 добу (р≤0,05), в заданих умовах експерименту.
Подібну схожість результатів виявлено і при дослідженні впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на статичну витривалість тварин з ГПМК(табл. 4.3).

Таблиця 4.3

Вплив курсового введення сполуки МТ-279 та бемітилу на статичну витривалість щурів з циркуляторною гіпоксією на 5 та 15-ту добу експерименту (М±m, n=7)

	Умови

досліду
	Доза, мг/кг
	5-а доба
	15-а доба

	
	
	Тривалість утримання на стрижні, с
	Динаміка відносно контролю,

%
	Тривалість утримання на стрижні, с
	Динаміка відносно контролю,

%

	Інтактні тварини
	-
	176,1±6,5
	-
	170,5±9,2
	-

	Гіпоксія без корекції (контроль)
	-
	93,2±7,0#
	-47,1 і
	151,1±6,1
	-11,4 і

	Гіпоксія+

сполука МТ-279
	2,5
	211,6±12,5*ω
	+127,0 к
	250,3±9,3*ω
	+65,6 к

	Гіпоксія+

бемітил
	33,0
	162,1±9,3*
	+73,9 к
	215,4±8,5*
	+42,6 к


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

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

3) ω- p≤ 0,05 відносно бемітилу

4) відсотки означають зміни показників відносно інтакту (і)  або    контрольних (к) тварин
Так,  в контролі уже на 5 добу експерименту статична витривалість тварин з ГПМК знизилась в середньому на 47,1% відносно інтактної групи тварин (176,1±6,5).
В той же час під впливом сполуки МТ-279 та бемітилу даний показник вірогідно збільшився відповідно на 127% та 73,9% в середньому, відносно контрольних щурів. 
В подальшому, на 15-ту добу дослідження, показник статичної витривалості у контрольної групи тварин дещо зріс, що цілком узгоджується з даними літератури [13]. Стимулюючий вплив сполуки МТ-279, як і бемітилу, на статичну витривалість щурів зберігався і на 15-ту добу експерименту. При цьому тривалість утримання тварин з ГПМК на стрижні, що обертається, вірогідно зросла відповідно на 65,6% та 42,6% відносно контролю. 

Таким чином можна зробити заключення, що лікування тварин з модельованою ішемією мозку (однобічна перев’язка правої загальної сонної артерії) похідним 1,2,4-триазино-хіназоліну з лабораторним шифром МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч), як і еталонним актопротектором бемітилом (33,0 мг/кг, в/оч), сприяє збереженню фізичних показників тварин, більш швидкому відновленню, та меш вираженим ознакам гіпоксії мозку, що може бути розцінене як наявність актопротекторних властивостей у даної сполуки в зазначених умовах експерименту.За результатами проведеного дослідження слід зазначити, що сполука МТ-279 співставляється з еталонним актопротектором бемітилом.
4.2. Оцінка впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на фізичну витривалість та поведінкові реакції щурів в умовах гіпокінезії

Одним із провідних факторів захворюваності сучасного людства являється гіпокінезія[3, 79, 86, 183, 184]. Насамперед вимушений стан гіпокінезії обумовлений професійною діяльністю людини (оператори, льотчики, офісні працівники, водії тощо.), та тривалими захворюваннями, що змушують пацієнтів тривалий час знаходитись у ліжку [186,199].  
Тривала гіпокінезія призводить до різноманітних змін та морфофункціональних порушень в організмі – атрофія скелетно-м’язової системи, стаз крові та накопичення рідини в органах і системах, зменшення імунітету, тощо [3,79,131, 196, 197, 200].

Оскільки актопротектори, зокрема бемітил, застосовують для корекції порушень метаболізму при звичайних та екстремальних умовах, а також при ГК [48,211], важливим було дослідити вплив натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропанової кислоти (сполука МТ-279) в порівнянні з бемітилом на зміни фізичної виносливості щурів з моделюванною гіпокінезією.

4.2.1 Оцінка впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на фізичну витривалість щурів за плавальним тестомв умовах гіпокінезії
Результати проведеного дослідження показали (табл.4.4), що тривала гіпокінезія зумовлює прогресуюче зниження фізичної працездатності тварин, що було помітно вже на 7 добу експерименту. 
Так, тривалість плавального тесту контрольної групи щурів зменшилась у середньому на 56,1% відносно інтактної групи (321,0±11,0). Дана тенденція зберігалась і на 15 добу експерименту – тривалість плавального тесту у контрольній групі щурів вірогідно зменшилась на 69,7%, відносно інтакту (355,3±25,3). За даними літератури [13, 68, 204] дане зниження показників фізичної працездатності пов’язують з активацією ПОЛ та зниженням енергозапасів клітин і тканин.

Тривалість плавання тварин, що отримували сполуку МТ-279, як і бемітил, на фоні тривалої гіпокінезії вірогідно зросла уже на 7 добу експерименту на 108,2% та 70,5% відповідно, відносно контрольної групи. Аналогічна картина зберігалась і на 15 день експерименту: під впливом сполуки МТ-279 та бемітилу тривалість плавального тесту вірогідно збільшилась відносно контрольної групи на 64,2% та 24,2% відповідно.

Таблиця 4.4.

Вплив сполуки МТ-279 та бемітилу на тривалість плавального тесту тварин в умовах модельованої гіпокінезії (М±m, n=7)

	Умови досліду
	Доза, мг/кг
	7-а доба
	15-а доба

	
	
	Тривалість плавання, с.
	Динаміка, %
	Тривалість плавання, с.
	Динаміка,%

	Інтактні тварини
	-
	321,0±11,0
	-
	355,3±25,3
	-

	Гіпокінезія без корекції (контроль)
	-
	140,9±3,6#
	-56,1і
	107,7±4,9#
	-69,7 і

	Гіпокінезія +

сполука МТ-279
	2,5
	293,3±12,3*ω
	+108,2к
	176,8±3,9*ω
	+64,2к

	Гіпокінезія

+бемітил
	33,0
	240,3±17,0*
	+70,5к
	133,8±4,0*
	+24,2 к


Примітки:

1. * - р≤0,05 відносно контролю;

2. # - р≤0,05 відносно інтактних тварин;

3. ω - р≤0,05 відносно бемітилу

4. і – динаміка відносно інтактних тварин;

5. к – динаміка відносно контролю.

Таким чином, результати проведеного дослідження вказують на те, що сполука з лабораторним шифром МТ-279, як і еталонний актопротектор бемітил, проявляє виразну актопротекторну дію в умовах тривалої ГК, і за величиною вказаного ефекту вірогідно переважає бемітил.

4.2.2. Оцінка впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на фізичну витривалість щурів за результатами бігу  у третбанів умовах гіпокінезії

Для дослідження нового потенційного актопротектора важливим є визначення впливу на динамічні та статичні показники фізичної витривалості. Вивчення змін динамічної витривалості проводили за тестом бігу у третбані.  Використання даного методу дозволяє регулювати навантаження, та ефективно стимулювати тварин до бігу [201,204]. Результати дослідження наведені в табл. 4.5
Таблиця 4.5

Вплив сполуки МТ-279 та бемітилу на фізичну витривалість щурів за показниками тривалості бігу у третбані в умовах ГК (М±m, n=7)

	Умови досліду
	Доза,

мг/кг
	7-а доба
	15-а доба

	
	
	Тривалість бігу, с
	Динаміка,

%
	Тривалість бігу, с
	Динаміка,

%

	Інтактні тварини
	-
	475,4±18,4
	-
	501,0±11,5
	-

	Гіпокінезія без корекції (контроль)
	-
	346,3±16,5#
	-27,2 і
	317,0±8,4
	-36,7і

	Гіпокінезія +

сполука МТ-279
	2,5
	537,3±15,3* µ
	+55,2к
	533,9±8,7
	+68,4к

	Гіпокінезія + Бемітил
	33,0
	490,6±14,9*
	+41,7к
	506,4±11,2
	+59,7к


Примітки:

1. * - р≤0,05 відносно контролю;

2. # - р≤0,05 відносно інтактних тварин;
3. ω - р≤0,05 відносно бемітилу;
4. і – динаміка відносно інтактних тварин;

5. к – динаміка відносно контролю.

Як видно з даних, представлених у табл. 4.5, у контрольної групи гіпокінетичних щурів відмічено вірогідне зниження показників фізичної витривалості уже на 7 добу спостереження. Так, тривалість бігу групи щурів  без корекції зменшилась на 27,2% у порівнянні з інтактом. Дана тенденція зниження показника працездатності спостерігалась і на 15 добу, та склала -36,7%, в порівнянні з інтактною групою щурів.

В протилежність цьому, курсове введення  сполуки МТ-279, як і бемітилу, сприяло вірогідному збільшенню часу бігу щурів у третбані, в порівнянні з контрольною групою тварин. Так, уже на 7 добу експерименту тривалість бігу щурів, що отримували сполуку МТ-279, зросла на  55,2%, відносно контролю. У свою чергу в групі тварин, що отримували бемітил показник  збільшився на  41,7%, відносно контрольної групи тварин. 
Дана тенденція спостерігалась і на 15 добу експерименту: показники бігу у третбані, під впливом сполуки МТ-279 та бемітилу склали відповідно 68,4% та 59,7%, відносно контрольної групи. 

Таким чином, за результатами проведеного експерименту можна зробити заключення, що сполуці з лабораторним шифром МТ-279 притаманна здатність підвищувати динамічну витривалість (біг у третбані) щурів, за умов модельованої ГК.
При цьому сполука МТ-279, як і у попередньому дослідженні, за спроможністю підвищувати фізичну витривалість гіпокінетичних щурів практично співставлялась з еталонним актопротектором(р≥0,05).
4.2.3. Оцінка впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на статичну витривалість щурівв умовах гіпокінезії

Для дослідження статичної витривалості тварин використовували методику горизонтального стрижня, що обертається [27, 28]. Критерієм оцінки актопротекторного ефекту був час утримання щура (с) на стрижні. Досліди проводили на 7 та 15 добу експерименту. Результати представлені в табл. 4.6.
Таблиця 4.6

Вплив сполуки МТ-279 в порівнянні з бемітилом на статичну витривалість щурів в умовах гіпокінезії (M±m, n=7)

	Умови досліду
	Доза, мг/кг
	7-а доба
	15-а доба

	
	
	Час утримання на стрижні, с
	Динаміка, %
	Час утримання на стрижні, с
	Динаміка, %

	Інтактні тварини
	-
	123,3±12,2
	-
	119,0±2,8
	-

	Гіпокінезія без корекції (контроль)
	-
	22,5±2,1#
	-81,7і
	40,0±5,7#
	‑66,4і

	Гіпокінезія + сполука 
МТ-279
	2,5
	35,7±1,8*ω
	+58,7к
	75,6±2,3ω
	+89,0к

	Гіпокінезія + Бемітил
	33,0
	23,9±1,4
	+6,2к
	68,9±0,74*
	+72,3к


Примітки:

1. * - р≤0,05 відносно контролю;

2. # - р≤0,05 відносно інтактних тварин;

3. ω - р≤0,05 відносно бемітилу;
4. і – динаміка відносно інтактних тварин;

5. к – динаміка відносно контролю.
Результати дослідження  статичної витривалості цілком зберегли тенденції попередніх досліджень.  Так, у групі щурів без корекції, уже на 7 добу експерименту час утримання на стрижні вірогідно знизився на 81,7% у порівнянні з інтактною групою, на 15 добу тенденція зберігалась – відмічалось вірогідне зниження показників на 66,4%.

Введення тваринам в заданих умовах експерименту сполуки МТ-279, подібно до бемітилу супроводжувалось зростанням показника статичної витривалості щурів в обидва терміни спостереження. При цьому на тлі сполуки МТ-279 на 7 –му добу експерименту статична витривалість щурів вірогідно зросла на 58,7% проти 6,2% під дією еталонного актопротектора, відносно контролю. Порівнюючи ці показники, можна зазначити, що за спроможністю стимулювати статичну витривалість гіпокінетичних щурів в даний період експерименту сполука МТ-279 переважає бемітил в 9 разів. 

Позитивний вплив обох речовин спостерігався і на 15-ту добу експерименту. Так, на фоні щоденного введення сполуки МТ-279, як і бемітилу, статична витривалість щурів вірогідно підвищувалась відповідно на 89,0% та 72,3% відносно контрольної групи щурів.
На основі вище викладеного можна зробити висновок, що курсове (щоденне) введення в організм щурів сполуки МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч), як і бемітилу (33,0 мг/кг, в/оч) сприяє відновленню, як динамічної, так і статичної витривалості тварин в умовах 15-денної гіпокінезії. Це проявляється вірогідним зростанням часу тривалості плавання та бігу у третбані а також утримання щурів на стрижні, що обертається. За величиною зазначених показників сполука МТ-279 не тільки не поступалась, а подекуди (плавальний тест та статична витривалість) вірогідно переважала еталонний актопротектор. 

4.2.4. Характеристика емоційно-поведінкових реакцій щурів в тесті «відкрите поле»
Важливим недоліком, що обмежує широке клінічне застосування вже відомих актопротекторів (бемітилу, бромантану), є їх  надмірна психоактивуюча дія  [13,114,208]. Останній, як відомо з літератури [15], може проявляти різнонаправлений вплив на ЦНС: психостимулюючий, нейролептичний, антидепресивний, транквілізуючий, протисудомний, седативний та антистресорний.

В зв’язку з цим представляло інтерес дати порівняльну оцінку впливу сполуки МТ-279 та бемітилу на поведінкові реакції щурів в умовах тривалої ГК.

Дослідження впливу курсового 15-денного введення сполуки МТ-279 (в дозі 2,5 мг/кг в/оч) на поведінкову активність стресованих гіпокінезією щурів, проводили у «відкритому полі». Оцінювали за показниками горизонтальної (число квадратів, які перетнула тварина), вертикальної (число „стійок”), пошукової (число зазирань у „нірки”) активностей, кількості актів ґрумінгу та дефекації (кількість болюсів).Результати досліджень наведені в табл. 4.7.

Проведене дослідження показало, що тривала ГК у контрольної групи уже на 7-й день експерименту супроводжувалась зниженням рухової та дослідницької активності тварин. На це вказувало зниження кількості вертикальних та горизонтальних рухів щурів (відповідно на 34% та 48,5%) та зменшення кількості зазирань в нірки на 56% відносно інтактних тварин. Разом з тим у контрольних щурів в зазначений період експерименту мало місце наростання стресових реакцій, свідченням чого були збільшення кількості актів дефекації та грумінгу відповідно на 200% та 350% (див. табл. 4.7)

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

Отримані дані щодо впливу тривалої ГК у щурів на рухові та дослідницькі реакції цілком узгоджуються із літературними даними про стрес-опосередковану поведінку тварин у даних умовах експерименту [3, 10]. Збільшення грумінгу та підвищення частоти актів дефекацій у щурів, згідно з даними літератури [21] свідчить про зростання емоційної напруги у тварин або їх підвищену «емоційність».


Введення тваринам упродовж всього експерименту сполуки МТ-279, так само як і бемітилу, супроводжувалось, перш за все, збільшенням рухової активності щурів в умовах тривалої ГК. Це було помітно вже на 7 добу експерименту, коли кількість горизонтальних рухів збільшилась, відповідно, на 48,5% та 45,5%,  а вертикальна – відповідно, на 79,4% та 71% відносно контролю. 
Водночас в зазначені терміни експерименту під дією сполуки МТ-279, як і бемітилу, мало місце підвищення пошукової активності тварин відповідно на 79,5 та 76,0% відносно контрольної групи тварин. При цьому за ефективністю сполука МТ-279 практично співставлялась з еталонним актопротектором.Разом з цим під впливом МТ-279, подібно до бемітилу, спостерігалось зниження показників дефекації (відповідно на 70% та 12,1%) та  грумінгу (відповідно на 64% та 25%) відносно контрольної групи, що може бути ознакою зменшення проявів стресової реакції. При цьому за ефективністю сполука МТ-279 вірогідно переважала бемітил (р≤0,05). (див. табл. 4.7)
На 15 добу експерименту під впливом МТ-279, як і бемітилу, мало місце подальше зростання рухової та дослідницької активності тварин в умовах тривалої ГК порівняно з щурами контрольної групи.
При цьому за спроможністю посилювати рухову активність сполука МТ-279 співставлялась з бемітилом, поступаючись еталонному актопротектору в здатності підвищувати дослідницькі реакції в заданих умовах експерименту: кількість зазирань в нірки в даний термін дослідження зросла відносно контрольної групи тварин на 109,0% та 189,4% відповідно.
Таким чином, можна зробити висновок, що курсове одноразове введення щурам в умовах тривалої ГК сполуки МТ-279, так само як і бемітилу, викликає у щурів зростання кількості рухових (горизонтальна та вертикальна активності) та пошукових реакцій, що може бути підтвердженням наявності у досліджуваних речовин актопротекторного ефекту. Разом з тим на тлі дії сполуки МТ-279 подібно до бемітилу спостерігалось зниження емоційних розладів, (зменшення числа актів дефекацій та епізодів грумінгу), що можна розцінити як наявність антистресової дії. Слід зазначити, що за ефективністю сполука МТ-279 практично співставляється з еталонним актопротектором, перевершуючи його у значно меншій за величиною психоактивуючій  дії.

Таблиця 4.7

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

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

зазирань в нірки (3 хв)
	Кількість

дефекацій (3 хв)
	Грумінг

(3 хв)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	7 доба

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

	ГК  (контроль)
	4,7±0,36*

(-34%) і
	4,9±0,59*

(-48,5%)i
	11,14±1,1*

(-56%) і
	4,7±0,29*

(+200%) і
	5,14±026*

(+350%)i

	ГК + МТ-279  (2,5 мг/кг)
	7,0±0,62#

(+48,5%) к
	8,7±0,7#

(+79,4%) к
	20,0±0,62#

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

	ГК+бемітил   (33,0 мг/кг)
	6,9±0,67#

(+45,5%) к
	8,3±0,8#

(+71%) к
	19,6±1,45#

(+76%) к
	4,14±0,5#

(-12,1%) к
	3,9±0,34#

(-25%) к


	15 доба

	1
	2
	3
	4
	5
	6

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

	ГК (контроль)
	4,7±0,42*

(-63,7%)і
	3,6±0,3*

(-70,2%)і
	6,7±0,7*

(-65%) і
	5,14±0,34*

(+350%)і
	6,6±0,37*

(-318,2%)і

	ГК + МТ-279  (2,5 мг/кг)
	12,0±0,3#

(+154,5%)к
	9,3±0,29#

(+160%)к
	14,0±0,8#о
(+109%) к
	1,0±0,22#о
(-80,6%)к
	1,4±0,37#о
(-78,3%) к

	ГК + бемітил   (33,0 мг/кг)
	12,14±0,55#

(+158%)к
	10,6±0,75#

(+196%)к
	19,4±0,78#

(+189,4%)к
	2,3±0,29#

(-55,6%)к
	3,3±0,29#

(-50,0%) к


Продовження таблиці   4.7

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

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

3) о - p≤ 0,05 відносно бемітилу

4) відсотки в дужках означають зміни показників відносно інтакту (і)  або    контрольних (к) тварин

4.3 Оцінка фармакопрофілактичної ефективності сполуки МТ-279 за динамікою морфологічної картини м'язів та внутрішніх органів тварин (серце, печінка, нирки, наднирники) на тлі гіпокінезії

Відомо, що однією з передумов нормального функціонування організму являється активна рухова діяльність. Однак швидкий розвиток техніки, зміна умов праці та малорухливий спосіб життя призводять до значного зменшення фізичного навантаження на організм. Тривала гіпокінезія  призводить до значних порушень в організмі людини [220]. На тлі ГК спостерігається зменшення маси м’язів, перерозподіл циркулюючої крові та рідини в цілому, зниження енергообміну, зменшення навантаження на серце, зниження  роботи залоз внутрішньої секреції, виникає депресія функцій мітохондрій та аеробного метаболізму[22,161,176].Тому є важливим дослідити вплив сполуки МТ-279 зміни внутрішніх органів щурів, що і стало підставою для проведення даного дослідження.

2.3.1 Морфологічні зміни в печінці контрольних щурів, після 15-ти денної гіпокінезії
У щурів з модельованою гіпокінезією виявлялися зміни в печінкових часточках, які чітко візуалізувалися при забарвлені гематоксилін-еозином (Рис. 4.1). В цитоплазмі більшої частини гепатоцитів реєстрували балонну дистрофію – світлі вакуолі, які не мають забарвлення, навколо гіперхромного ядра. Дані зміни характерні для прогресуючого енергодефіциту на фоні гіпоксії [183, 184, 196, 206, 217, 222].
Наявність змінених вакуолізованих гепатоцитів особливо виражено навколо центральної вени, їхня кількість поступово збільшується. І зона класичної часточки: цитоплазма гепатоцитів бліда, їх мембрани мають не чіткі межі; наявні гепатоцити з темною цитоплазмою, ядра в таких клітинах неправильної форми, різко гіперхромні; 35-40% ядер великі еухромні з наявністю добре виражених поодиноких ядерець.
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Рис.4.1. Печінка щура на 15 день гіпокінезії (контроль): 1- розширені центральні вени, 2 – порушення структури будови часточки. Гематоксилін-еозин х100

В багатьох полях зору виявляли невеликі осередки некрозу гепатоцитів; наявні поодинокі периваскулярні ознаки росту фіброзної тканини; в судинах – стаз еритроцитів, в стінці вен помірний набряк, відшарування ендотелію не спостерігалось. 
В II зоні класичних часточок виявили гепатоцити з великими світлими вакуолями в цитоплазмі, кількість яких в середньому 3-4 і займають 65-75% об’єму цитоплазми. В судинах виражений стаз еритроцитів, в стінці помірний набряк, вогнищевий набряк ендотелію в поодиноких судинах, спостерігається незначний ріст параваскулярно фіброзної тканиин. 
В гепатоцитах III зони класичних часточок реєстрували найменш виражені зміни (рис. 4.2). Портальні тракти розширені, в параваскулярній сполучній тканині помірнапоодинока гістіоцитарно-лімфоцитарна інфільтрація.
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Рис. 4.2. Печінка щура на 15 день гіпокінезії (контроль). 1-Осередки некрозу гепатоцитів. 2-Синусойдні капіляри. Гематоксилін-еозин х200

Просвіти міжчасточкових вен розширені, повнокровні, окремі судини з вираженим стазом еритроцитів. Стінки артерій потовщені за рахунок набряку середнього шару та ендотелію. Просвіти центральних вен розширені, повнокровні, стази еритроцитів. Виявлено неоднорідність простору синусоїдальних капілярів: є ділянки як розширених повнокровних синусоїдних капілярів, так і звужених, з наявністю поодиноких еритроцитів в просвіті. Перисинусоїдальні простори розширені, із збільшеною кількістю зірчатих макрофагів та перисинусоїдольних лімфоцитів, поодинокі гістіоцити. 
Таким чином, можна підсумувати що дана гістологічна картина відповідає адаптаційним та патологічним змінам в структурі печінки. До змін вказуючих на адаптацію можна віднести розширення просвітів та повнокров’я в синусоїдних капілярах і центральних венах (рис. 4.3).
Також, до адаптаційних змін можна віднести збільшення кількості зірчатих макрофагів, поява гіпертрофованих гепатоцитів навколо ділянок некрозу, з наявністю гіперхромного ядра, та окремих гепатоцитів з ядром по декілька ядерець.
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Рис. 4.3. Печінка щура на 15 день гіпокінезії (контроль). 1-Осередки некрозу гепатоцитів. 2-Синусоїдні капіляри.3 – зірчасті макрофаги.  
Гематоксилін-еозин х400

До патологічних змін – зменшення розмірів, виражена  вакуольна (балонна)дистрофія гепатоцитів, вогнища некрозу, а також розростання фіброзної тканини в місцях некрозу гепатоцитів та периваскулярно.
4.3.2 Морфологічні зміни в печінці щурів при корекції 15-ти денної гіпокінезії сполукою МТ-279.
Гістоархітектонічна будова печінки подібна до інтактних тварин (рис. 4.4). Більшість гепатоцитів звичайної форми і розмірів, однак виявлені гіпертрофовані гепатоцити з просвітленими ядрами, які містять добре структуровані ядерця.
В цитоплазмі гепатоцитів, розташованих в II зоні класичних часточок виявляються дрібні вакуолі, які займають до 45-50% об’єму простору цитоплазми.Подекуди навколо центральних вен в І зоні класичних часточок виявляються гепатоцити з явищами гідропічної дистрофії цитоплазми, але їх чисельність зменшена порівняно з групою тварин без корекції.
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Рис. 4.4. Печінка щура на 15 день гіпокінезії при корекції МТ-279 (2,5 мг/кг). 1- Двоядерні гепатоцити. 2-Синусоїдні капіляри. Гематоксилін-еозин.
Центральні вени помірно повнокровні, стази еритроцитів зустрічаються в поодиноких судинах. Просвіти синусоїдні капілярів незначно розширені. Гепатоцити щільно прилягають до стінки синусоїдних капілярів. Чисельність зірчастих макрофагів склала 15-17 на 100 гепатоцитів (рис. 4.5). Портальні тракти по будові подібні до таких у інтактних тварин.
Чисельність 2-х ядерних гепатоцитів та гіпертрофованих гепатоцитів переважає таку кількість у порівняні з тваринами контрольної групи, та групи тварин, що отримували бемітил, і складає 15-20% на 100 полів зору.

Враховуючи аналіз морфологічної будови печінки щурів з штучною гіпокінезією можна відмітити, що сполука МТ-279 значно зменшує негативний вплив гіпокінезії на структуру печінки. Подібно до групи тварин, які отримували бемітил,  виявлено гіпертрофію гепатоцитів, збільшення кількості 2-ох ядерних гепатоцитів, наявність збільшеної кількості ядерець та гіперхромних ядер в гепатоцитах, що може свідчити про позитивний вплив сполуки МТ-279 на білковий синтез у клітинах печінки. Зміни, що проявлялись незначним розширенням просвіту судин, можна віднести до адаптаційних змін в умовах гіподинамічного стресу[10].
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Рис. 4.5. Печінка щура на 15 день гіпокінезії при корекції МТ-279 (2,5 мг/кг). 1- Двоядерні гепатоцити. 2-Синусоїдні капіляри. 3 – Вогнище регенерації. Гематоксилін-еозин х200

Таким чином, можна зробити заключення, що сполука МТ-279,  проявляє захисну дію на печінку в умовах ГК, про що свідчить покращення структурних компонентів, нормальна гемодинаміка, відсутність значних змін в просвітах судин та відсутність явищ стазу.
4.3.3Морфологічні зміни в печінці при корекції 15-ти денної гіпокінезії бемітилом
Зміни у печінці  в тварин, які отримували бемітил для корекції патологічних змін, викликаних ГК, були не виражені на відміну від щурів контрольної групи.
Як і в інтактних тварин, так і в тварин, що отримували бемітил (33,0 мг/кг, в/оч, одноразово щоденно) гепатоцити по формі та розміру абсолютно однакові (рис. 4.6).
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Рис. 4.6. Печінка щура на 15 день гіпокінезії при корекції бемітилом (33,0 мг/кг). 1- вогнища регенерації. 2-Просвіти центральних вен. Гематоксилін-еозин х100
Цитоплазма клітин дрібнозерниста, однорідного забарвлення, відмічаються поодинокі гіпертрофовані гепатоцити. В поодиноких гепатоцитах виявляли вакуолярну дистрофію цитоплазми, вакуолі займають 55-65% об’єму простору 
цитоплазми, як правило такі клітини розташовувались переважно в II зоні класичних часточок. Ядра округлої форми нормохромні з добре вираженими множинними ядерцями, наявність 2-х ядерних гепатоцитів невелика, їх відсоток складає 11-13% на 100 полів зору. 
Гепатоцити щільно прилягають до стінок синусоїдних капілярів, перисинусоїдальні просвіти не розширені. Центральні вени звичайного кровонаповнення, їх просвіти не розширені, стінки незмінені. Просвіти синусоїдальних капілярів однорідні, не розширені. Зірчасті макрофаги виявляються 2-4 на 100 гепатоцитів (рис. 4.7; 4.8).
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Рис. 4.7. Печінка щура на 15 день гіпокінезії при корекції бемітилом (33,0 мг/кг). 1- вогнища регенерації. 2-Центральні вени. 3 – двохядерні гепатоцити. Гематоксилін-еозин х200.
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Рис. 4.8. Печінка щура на 15 день гіпокінезії при корекції бемітилом (33,0 мг/кг). 1- вогнище регенерації. 2-Синусоїдні капіляри. 3 – двохядерні гепатоцити. Гематоксилін-еозин х400.

Таким чином, можна зробити висновок, що при застосуванні бемітилу для корекції 15-ти денної гіпокінезії виявлені в печінці зміни можна віднести до компенсаторно-адаптаційних, що цілком узгоджується з даними літератури [59]. На це вказувало незначне повнокров’я центральних вен і синусоїдних капілярів, стаз еритроцитів переважно в центрі просвіту артерії, гіпертрофія гепатоцитів, збільшення розмірів ядер в гепатоцитах, наявність ядер із збільшеною кількістю ядерець, а також збільшення кількості 2-х ядерних клітин та зірчастих макрофагів.
За результатами проведенного гістологічного дослідження печінки щурів, що перебували в умовах тривалої гіпокінезії видно, шо курсове застосування сполуки МТ-279 проявляє більш виражену захисну дію на паренхіму органу, мікроциркуляторне русло, запобігає явищам стазу та дистрофії в більшій мірі, ніж еталоний актопротектор.
4.3.4 Морфологічні зміни в міокарді щурів після 15-ти денної гіпокінезії.
При гістологічному дослідженні міокарда щурів, які знаходилися в умовах 15- денної гіпокінезії, виявили анізоморфію кардіоміоцитів: поряд з витонченими атрофованими кардіоміоцитами, також були вогнищево гіпертрофовані кардіоміоцити, ядра в них округлої форми, світлі з добре вираженими ядерцями. Інтерстиціальна строма розпушена, що підкреслює повздовжню посмугованість міокарда. Саркоплазма кардіоміоцитів забарвлена не однорідно, поперечна посмугованість виявляться не у всіх клітинах, ядра в більшій частині кардіоміоцитів видовженої та овальної форми, нормохромні, однак зустрічались кардіоміоцити з більш темними ядрами. Вогнищево виявили некротично-змінені кардіоміоцити, а також ділянки перескорочених кардіоміоцитів (рис. 4.9). 
В таких вогнищах виявили гіпертрофію фібробластів та колагенових волокон, а також помірну гістіоцитарно-лімфоцитарну інфільтрацію. В кровоносних судинах мікроциркуляторного русла міокарда також виявляли зміни, а саме просвіт артеріол був звужений, ендотеліальна вистелка не суцільна, місяцями значне відшарування ендотелію. В субендотеліальному шарі набряк, базальна мембрана із значним набряком. В середній оболонці артерій гладкі міоцити гіпертрофовані. Навколо артеріол інтерстицій зруйнований, набряклий.
Просвіти венул розширені, повнокровні, також виявлений стаз лейкоцитів, переважно лімфоцитарно-гранулоцитарного типу. Навколо венул був набряк інтерстицію та гістіоцитарно-лімфоцитарна інфільтрація.
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Рис 4.9. Міокард щура на 15 день гіпокінезії (контроль). 1 - Перескорочені кардіоміоцити. Часткова згладженість посмугованості в кардіоміоцитах. Гематоксилін-еозин х200

Просвіт капілярів неоднорідний, мали місце звужені та розширені ділянки. Ендотеліоцити в стінках капілярів не повністю закривають просвіт стінки. Базальна мембрана, місцями розпушена, наявні розриви. Також виявлялись діапедезні крововиливи навколо капілярів та набряк інтерстицію.

Таким чином, на тлі гіпокінезії без корекції (контрольна група тварин),  виявились деструктивні і дистрофічні зміни в кардіоміоцитах, що цілком узгоджується з даними інших дослідників [4]. Такі ж зміни ми спостерігали і в стінках кровоносних судин мікроциркуляторного (МЦР) русла, що призводило до порушення обміну речовин, підвищення діапедезу еритроцитів, лімфоцитів, гістіоцитів через стінку судин, що на гістологічній картині відображається у вигляді «заболоченості строми» міокарду.
4.3.5 Морфологічні зміни в міокарді при застосуванні сполуки МТ-279 на тлі гіпокінезії
При застосуванні сполуки МТ-279 для корекції патологічного впливу гіпокінезії на міокард не було виявлено суттєвих деструктивних змін в міокарді (рис.  4.10). М'язові волокна міокарду були збережені. Поперечна посмугованість в більшій частині кардіоміоцитів добре виражена. Проте виявлені клітини з гіперхромними ядрами, а також клітини в яких ядра були сферичної форми, гіпертрофовані, просвітлені, з добре вираженими ядерцями. Подекуди вогнищево виявляються кардіоміоцити, в саркоплазмі яких не виявляться поперечна посмугованість. Ядра в більшій частині кардіоміоцитів нормохромні, в них добре виражені ядерця. 
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Рис № 4.10. Міокард щура на 15 день гіпокінезії при корекції МТ-279 (2,5 мг/кг): 1- просвіти капілярів; 2 – вогнища регенеративного процесу. Гематоксилін-еозин х100

Кровоносні судини МЦР міокарду звичайного кровонаповнення. В артеріолах ендотеліальна вистилка суцільна, в середній оболонці артеріол ми відмітили незначну гіпертрофію гладких міоцитів. Просвіти венул рівномірно розширені. Ендотеліальна вистелка в стінці венул цілісна. Адгезія та діапедез еритроцитів, лімфоцитів, гістіоцитів через стінки венул значно менше виражений ніж у групі тварин без фармакологічної корекції гіпокінезії (рис. 4.11). Просвіти кровоносних капілярів не однорідні. Часто виявляються ділянки розширених та звужених капілярів. Однак, як і при дії бемітилу, на тлі МТ-279 ендотеліоцити в стінці капілярів утворюють суцільний шар і по структурі подібні до таких як і в інтактних тварин. Базальна мембрана однорідна не розпушена діапедезні крововиливи відсутні.
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Рис № 4.11. Міокард щура на 15 день гіпокінезії при корекції МТ-279 (2,5 мг/кг): 1- просвіти капілярів; 2 – вогнища регенеративного процесу; 3 – помірний набряк строми. Гематоксилін-еозин х200

Таким чином, можна зробити висновок, що введення щурам сполуки МТ-279,  на тлі гіпокінезії, в міокарді тварин позитивно впливаєна нормалізацію гемодинаміки, зменшуючи стаз, адгезію та діапедез еритроцитів, лімфоцитів, гістіоцитів через стінку судин, має ендотеліопротекторну дію, внаслідок чого зменшується набряк інтерстицію. Вказана сполука володіє кардіопротекторною дією, що підтверджено відсутністю деструктивних змін в кардіоміоцитах. Збільшення чисельності гіпертрофованих кардіоміоцитів на тлі сполуки МТ-279 на тлі гіпокінезії можна віднести до адаптаційних змін.
4.3.6 Морфологічні зміни в міокарді при корекції гіпокінезії бемітилом

При застосуванні бемітилу (33,0 мг/кг) для корекції впливу гіпокінезії на міокард щурів, не виявлялись ділянки некрозу кардіоміоцитів, волокна міокарду по структурі не відрізнялись від контрольних щурів (рис. 4.12). Однак треба відмітити, що виявлялися поодинокі клітини, які не мали поперечної посмугованості, а також клітини, які мали звивисті контури з ознаками перескорочення та слабо-еозинофільною цитоплазмою. 
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Рис № 4.12. Міокард щура на 15 день гіпокінезії (бемітил 33,0мг/кг): 1-розширені просвіти артеріол. 2 - зміна направлення та паралельності кардіоміоцитів; 3 – набряк строми. Гематоксилін- еозин х200

Вогнищево зустрічались ділянки гіпертрофованих кардіоміоцитів. Ядра таких кардіоміоцитів округлої форми, світлі, в них добре виявлялись ядерця, наявні поодинокі кардіоміоцити із збільшеною кількістю ядер. Наявні клітини із зменшеною кількістю ядер. Такі ділянки складались з 1-2-ох кардіоміоцитів і виявлялись значно менше ніж у групи тварин без корекції. В більшій частині кардіоміоцитів поперечна посмугованість збережена. 
Кровоносні судини МЦР міокарду звичайного кровонаповнення. Просвіти венул рівномірно розширені. Адгезія та діапедез лімфоцитів, гістіоцитів через стінки венул менш виражені, ніж в групі тварин без корекції. Просвіт кровоносних капілярів не рівномірний, ендотеліальна вистилка капілярів цілісна. Просвіти артеріол не звужені. Гіпертрофія гладких міоцитів в стінках артерій не виражена, на відміну від групи тварин без корекції. Інтерстицій навколо капілярів не змінений і містить поодинокі лімфоцити.
Таким чином, введення бемітилу (33,0 мг/кг) сприяє зниження  проявів деструктивних змін в міокарді в умовах 15-ти денної гіпокінезії. В судинах мікроциркуляторного русла нормалізується гемодинаміка. Значно зменшена адгезія та діапедез еритроцитів, лімфоцитів, гістіоцитів через стінку мікроциркуляторного русла може свідчити про ендотеліопротекторну дію бемітилу.

4.3.7 Морфологічні зміни в наднирниках щурів після 15-ти денної гіпокінезії

При мікроскопічному дослідженні наднирників контрольної групи  щурів, яких 15 діб утримували в тісних пеналах, виявились зміни в їх структурі в порівнянні з інтактними тваринами. Сполучнотканинна капсула була витончена, розпушена з ознаками набряку (рис. 4.13).

В клубочковій зоні загальна структура збережена. Клітини полігональної форми утворюють клубочки. Поряд з клітинами, які за будовою подібні до інтактних тварин виявлялись вогнища некротизованих, деструктивно змінених клітин, а також клітини з ознаками вакуолярної дистрофії. Такі вогнища були інфільтровані лейкоцитами переважно лімфоцитами, гістіоцитами з поодинокими гранулоцитами. Подекуди це призводило до порушення цитоархітектоніки, клітини в таких ділянках не утворювали клубочків. В деяких полях зору реєструвались гіпертрофовані ендокриноцити з великими світлими ядрами, цитоплазма в таких клітинах містила чисельні дрібні вакуолі. 
Однак в клубочковій зоні переважали клітини з ознаками вакуолярної дистрофії і темними ядрами.
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Рис. 4.13. Наднирник щура після 15-ти денної гіпокінезії (контроль). 1-Пучкова зона. 2-Клубочкова зона. 3-Капсула. Гематоксилін-еозин х100

Суданофобна зона, яка у інтактних щурів складалась малодиференційованих клітин полігональної форми з темною цитоплазмою у гіпокінетичних щурів практично не виявлялась.

Пучкова зона представлена тяжами гіпертрофованих ендокриноцитів. Більшість ендокриноцитів мали світлу цитоплазму, яка містила численні клітини в стані вакуолярної дистрофії. Ядра клітин округлої та овальної форми нормо- та гіперхромні, їх розміри були більшими за розміри інтактних тварин. Незначна кількість клітин некротизована. 

Клітини сітчастої зони мали полігональну форму, їх розміри дещо менші, ніж у клітин пучкової зони. Цитоплазма просвітлена, з чисельними дрібними вакуолями. Ядра нормо- та гіперхромні за розміром подібні до ядер у клітинах сітчастої зони у інтактних тварин. На межі між кірковою та мозковою речовиною в окремих полях зору виявляли мікрокістозні порожнини, які виникали після деструкції клітин. Кровоносні судини у всіх зонах кіркової речовини повнокровні. Стінки артеріол потовщені, ендотеліальна вистелка не суцільна, виявляються ділянки десквамації і регенерації ендотеліоцитів. В субендотеліальному шарі набряк. Гладкі міоцити в середній оболонці гіпертрофовані. Просвіти венул розширені в них виражена агрегація еритроцитів, а також підвищені адгезія та діапедез через стінку венул. Просвіти капілярів кіркової речовини наднирників розширені, в багатьох виявляються стаз еритроцитів. Ендотеліоцити в стінках капілярів не однорідні поряд з світлими подібними до інтактних тварин клітин в стінках капілярів зустрічались клітини з темною цитоплазмою і темними «пікнотичними» ядрами, а також ділянки десквамації ендотеліоцитів. Базальна мембрана в стінці капілярів не однорідна, місцями розширена. Навколо капілярів виявляли діапедезні крововиливи, набряк інтерстицію.

В мозковій речовині епінефроцити полігональної форми, їх цитоплазма темна, містить дрібні вакуолі (рис. 4.14). 
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Рис. 4.14. Наднирник щура після 15-денної гіпокінезії (контроль). 1-Мозкова зона. 2-Клубочкова зона. 3-Капсула. Гематоксилін-еозин х400

Норепінефроцити менших розмірів, з темною цитоплазмою, в якій виявлялися чисельні дрібні вакуолі. Інтерстицій в мозковій речовині набряклий. Просвіти кровоносних капілярів мозкової речовини значно розширені повнокровні. Навколо капілярів виявляли діапедезні крововиливи.

Таким чином, при тривалій гіпокінезії виявлено дистрофічні та некротичні зміни в ендокриноцитах клубочкової зони у контрольній групі тварин. Також відмічено гіпертрофію ендокриноцитів. Значно розширену пучкову зону в якій більша частина клітин знаходилась в стані вакуолярної дистрофії. Разом з цим виявлялись вогнища некрозу ендокриноцитів і гіпертрофовані ендокриноцити. Кровоносні судини мікроциркуляторного русла повнокровні, їх просвіти розширені. Ендотеліоцити в стінці судин не утворювали суцільного пласту.
Розширення просторів та повнокров’я кровоносних судин, а також гіпертрофію ендотеліоцитів клубочкової та пучкової зони наднирників  з гідно з даними літератури [168,190,206] відображають адаптаційні зміни в наднирнику на дію гіпокінезії. Вогнищевий некроз ендокриноцитів вказує на «виснаження» адаптаційних механізмів та необхідність корекції дії гіпокінезії на наднирники.

4.3.8 Морфологічні зміни в наднирниках при застосуванні сполуки МТ-279 для корекції гіпокінезії.

При застосуванні МТ-279для корекції дії гіпокінезії в наднирниках були відсутні значні деструктивні зміни в ендотеліоцитах стінки судин МЦР (рис. 4.15). 
Зміни в клубочкові зоні не відрізнялись від таких у тварин, які отримували бемітил. Клітини гіпертрофовані, ядра збільшені в розмірах, світлі з добре вираженими ядерцями. Цитоплазма просвітлена, утримує чисельні дрібні вакуолі.
Ендокриноцити пучкової зони гіпертрофовані призматичної форми. Цитоплазма в переважній частині клітин темна з чисельними дрібними вакуолями. Ядра гіпертрофовані більша частина їх світлі та нормохромні, з добре вираженими ядерцями. В сітчастій зоні переважна частина клітин зі світлою цитоплазмою і великими світлими ядрами (Рис. 4.16). 
Клітини з ацидофільною цитоплазмою і темними ядрами зустрічаються значно рідше ніж в групі тварин, у яких проводили корекцію бемітилом.
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Рис. 4.15. Наднирник щура після 15-ти денної гіпокінезії при корекції МТ-279 (2,5 мг/кг). 1-Клубочкова зона. 2-Пучкова зона. З-Капсула. Гематоксилін-еозин х100
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Рис. 4.16  Наднирник щура після 15-ти денної гіпокінезії при корекції МТ-279 (2,5 мг/кг). 1-Клубочкова зона. 2-Пучкова зона. З-Капсула Гематоксилін-еозин х200
Як і в попередній групі тварин, просвіти кровоносних судин МЦР помірно розширені, повнокровні, однак ендотеліальна вистелка цілісна. Відсутні ділянки десквамації ендотеліоцитів, набряк інтерстицію в периваскулярних просторах не виражений.

Зміни в мозковій речовині наднирників гіпокінетичних щурів на тлі МТ-279 (2,5 мг/кг) подібні до змін в групі тварин, яким вводили бемітил. Разом з цим відмічено гіпертрофію норепінефроцитів та епінефроцитів, збільшення розмірів ядер та наявність великої чисельності дрібних вакуолей в цитоплазмі. 
Просвіти кровоносних капілярів розширені, помірно повнокровні. Однак ендотеліоцити та базальна мембрана в їх стінці за будовою подібні до інтактних тварин.

Таким чином сполука МТ-279, подібно до бемітилу, зменшує деструктивні зміни в ендокриноцитах клубочкової та пучкової зони наднирників в умовах гіпокінезії. Призводить до гіпертрофії та гіперплазії ендокриноцитів клубочкової та пучкової зони, а також проявляє ендотеліопротекторну дію в умовах гіпокінезії.
4.3.9 Морфологічні зміни наднирників при гіпокінезії в умовах застосування бемітилу.

При мікроскопічному дослідженні наднирників встановлено, що їх загальний план будови подібний до інтактних тварин. Під капсулою чітко виявляться кіркова та мозкова речовина, між якими розташований тонкий прошарок фіброзної тканини. Однак, на відміну від інтактних тварин, в кірковій зоні виявляється гіпертрофія клубочкової та пучкової зони. Клітині клубочкової зони гіпертрофовані, їх цитоплазма світла, вакуолізована, ядра збільшені в розмірах, нормохромні. Вогнищево виявляться незначна кількість некротизованих ендокриноцитів (рис. 4.17). 

Однак, їх чисельність значно менша, ніж в групі тварин без корекції. Суданофобна зона не виявляється. Пучкова зона наднирників розширена. В ній розташовані великі кубічної та призматичної форми клітини, які утворюють радіально направлені тяжі орієнтовані перпендикулярно поверхні наднирників. Цитоплазма більшої частини клітин містить чисельні вакуолі. Ядра клітин світлі збільшені в розмірах з добре вираженими ядерцями. Між ендокриноцитами розташовані прошарки сполучної тканини із тонких волокон, які утримують кровоносні капіляри. Клітини сітчастої зони утворюють різнонаправлені тяжі, які анастамозують між собою. Зустрічаються клітини з світлою цитоплазмою та світлими ядрами, а також клітини з ацидофільною цитоплазмою та темними ядрами «дегенеруючі». В просторах між тяжами ендокриноцитів розташована сполучна тканини з кровоносними капілярами.
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Рис. 4.17. Наднирник щура після 15 денної гіпокінезії при корекції бемітилом (33 мг/кг). 1-Клубочкова зона. 2-Пучкова зона. 3-Капсула. Гематоксилін- еозин х200

Кровоносні судини мікроциркуляторного русла помірно повнокровні, просвіти венул та капілярів незначно розширені. Однак на відміну від тварин, яких утримували в умовах гіпокінезії без корекції, ендотеліальна вистелка в судинах суцільна. Ендотеліоцити по будові не відрізняються інтактних тварин. Адгезія та діапедез гістіоцитів, лімфоцитів через стінки вену значно менше виражений. Базальна мембрана в капілярах однорідно забарвлена, не розпушена, набряк інтерстицію не виражений, в периваскулярних просторах розташовані поодинокі лімфоцити. Мозкова речовина відмежована від кіркової тонким не суцільним прошарком фіброзної тканини. Мозкова речовина побудована з великих округлої та полігональної форми гіпертрофованих клітин. Цитоплазма епінефроцитів світла, утримує чисельні мілкі вакуолі і гіпертрофовані ядра з добре вираженими ядерцями (рис. 4.18). Цитоплазма норепінефроцитів темна в ній також виявляються чисельні дрібні вакуолі. Просвіти кровоносних капілярів в мозковій речовині наднирника розширені повнокровні. Однак, на відміну від контрольних тварин, ендотеліальна вистелка суцільна. Набряк інтерстицію в периваскулярних просторах не виражений. Діапедезні крововиливи відсутні.
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Рис. 4.18 Наднирник щура після 15-ти денної гіпокінезії при корекції бемітилом (33,0 мг/кг). 1-Сітчаста зона. 2-Мозкова речовина. 3-Капсула. Гематоксилін-еозин х400

4.3.10 Морфологічні зміни в нирках щурів після 15-ти денної гіпокінезії 

В контрольній групі тварин з модельованою гіпокінезією виявлено, що фіброзна капсула нирки витончена, під капсулою переповнені кров’ю вени (рис. 4.19). Морфологічна картина кіркової речовини не однорідна. Так, поряд з нирковими тільцями, які за розміром були подібні до інтактних щурів, виявляли ниркові гіпертрофовані тільця з просвітами капсули. Просвіти міжчасточкових кровоносних судин розширені, венули повнокровні. Просвіти виносних та приносних артеріол також розширені. Просвіти капілярів клубочків в більшій частині ниркових тілець розширені, повнокровні. Ендотеліоцити в стінках капілярів з потовщенням, набряком цитоплазми, ядра сферичної форми, пікнотичні. В ниркових тільцях гіперплазія та гіпертрофія мезангіоцитів. 
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Рис. 4.19. Ниркова паренхіма щура на 15-й день гіпокінезії (контроль): 1- Клубочки; 2-Кровоносні капіляри клубочка; 3 – Канальці; Гематоксилін-еозин х100

В юкстамедулярних ниркових тільцях зміни менше виражені, однак просвіти приносної та виносної артеріол, а також капілярів клубочків були розширеними.

В проксимальних канальцях просвіти звужені (рис. 4.20). Цитоплазма епітеліоцитів слабо базофільна, з ознаками вакуольної дистрофії. Базальна посмугованість та мікроворсинки в апікальній поверхні не виявлялись. Деякі клітини в стані колікваційного некрозу, ядра сферичної форми, світлі. Виявляли канальці, в яких просвіт заповнений злущеними епітеліоцитами з пікнотичними ядрами, а також з білковим вмістом. В інтерстиції, навколо ділянок зруйнованих проксимальних канальців, гіпертрофія та гіперплазія фібробластів та колагенових волокон, а також гістіо-лімфоцитарна інфільтрація. 
В дистальних канальцях, розташованих поблизу ниркових тілець, епітелій кубічний, цитоплазма світла, ядра сферичні пухирчасті, з наявністю ядерець. В низхідних та висхідних канальцях петлі Генля зміни менш виражені, ніж в інших відділах нефрона. Однак цитоплазма клітини була світлішою, ніж у інтактних тварин, що вказує на набряк.
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Рис. 4.20. Фрагмент нирки щура після 15-дневної гіпокінезії (контроль). 1- Клубочок з фрагментацією. 2-Дистальні канальні. З- Венула. 4 –Судинний клубочок. Гематоксилін-еозин х400
Просвіти перитубулярних кровоносних капілярів розширені повнокровні. Цитоплазма ендотеліоцитів в стінці капілярів просвітлена, ядра в деяких клітинах пікнотичні. Базальна мембрана не однорідна, місцями розпушена, з наявністю дефектів. Подекуди, навколо капілярів виявлялись діапедезні крововиливи.

Таким чином, при дії гіпокінезії без корекції в нирках виникають патологічні зміни в будові ниркових тілець і канальців нефронів. До патологічних змін можна віднести: крововиливи і порушення цілісності стінки кровоносних капілярів клубочків, які є важливою частиною фільтраційного бар’єру. Розширення просвіту, вокуольна дистрофія і некроз епітеліальної вистелки проксимальних і дистальних канальців. Розширення просвітів, повнокров’я, підвищення проникності для лімфоцитів, гістіоцитів, еритроцитів призводять до порушення гемато-тканинного бар’єру в перитубулярних кровоносних капілярах.

До компенсаторних змін можна віднести збільшення чисельності мезангіоцитів і розширення просвітів кровоносних капілярів. А також розширення клубочкового простору в ниркових тільцях.

4.3.11 Морфологічні зміни в нирках при корекції гіпокінезії МТ-279
Застосування сполуки МТ-279 для корекції патологічного впливу гіпокінезії на нирку призводило до зменшення патологічних змін в ниркових тільцях і канальцях нефронів (рис.4.21). Так, більшість ниркових тілець в кірковій речовині за будовою подібні до ниркових тілець інтактних тварин. Однак виявлялись гіпертрофовані ниркові тільця з незначно розширеними сечовими просторами. Просвіти клубочкових кровоносних капілярів однорідні, незначно розширені, помірно повнокровні. Ендотеліоцити в стінці капілярів утворювали суцільний пласт та  подібні до інтактних тварин. Базальна мембрана однорідна, будовою подібна до інтактних тварин. 
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Рис. 4.21. Нирка щура на 15-й день гіпокінезії при корекції сполукою МТ-279 (2,5 мг/кг). 1 - Клубочки. 2-Капіляри. 3 – Зона регенерації. Гематоксилін-еозин х100

Просвіти проксимальних канальців незначно розширені. Ендотеліальний пласт суцільний, базальна мембрана однорідна не розпушена.

Епітелій дистальних канальців без ознак дистрофії. Просвіти перитубулярних кровоносних капілярів незначно розширені, помірно повнокровні, але, на відміну від контрольної групи щурів, не відмічали діапедезні крововиливи. Ендотеліоцити щільно прилягають до базальної мембрани, по формі, структурі цитоплазми і ядер подібні до інтактних тварин (рис. 4.22). 
Значно зменшений діапедез формених елементів крові через стінки капілярів. Відсутній набряк інтерстицію в сполучній тканині. Навколо капілярів і перитубулярно розташовані поодинокі лімфоцити, гістіоцити.
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Рис. 4.22. Юкстрамедулярна зона нирки щура після 15-ти денної гіпокінезії та корекції МТ-279 (2,5 мг/кг). 1-Проксимальні канальні.2-Дистальні канальні. З-Кровоносні капіляри. 4 - Клубочок. Гематоксилін-еозин х400.

Таким чином, сполука МТ-279, на тлі гіпокінезії,  значно зменшує деструктивні зміни ендотеліоцитів в стінці кровоносних капілярів нирок, а також зменшує деструктивні зміни в нефроцитах стінок канальців нирок і може бути застосована для корекції патологічної дії гіпокінезії на нирку. 
4.3.12 Морфологічні зміни в нирках при корекції гіпокінезії бемітилом
Ниркові тільця нормальних розмірів. Просвіти клубочкових кровоносних капілярів незначно розширені, помірно повнокровні, ендотеліальна вистелка капілярів цілісна. 
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Ендотеліоцити за будовою не відрізнялись від інтактних. Мезангіоцити гіпертрофовані, однак їх чисельність менша, ніж у тварин, у яких викликали гіпокінезію без корекції. Базальна мембрана однорідна, по будові подібна до інтактних тварин, без дефектів (рис.4.23).

Рис.4.23. Мозкова речовина нирки щура на 15-й день гіпокінезії при корекції бемітилом (33,0 мг/кг). 1-Канальці. 2-Просвіт вени. 3 – Вогнища регенерації. Гематоксилін-еозин х100 

В проксимальних канальцях епітеліоцити складали суцільну вистелку, кубічної форми, їх цитоплазма слабо базофільна, ядра сферичні нормохромні з добре вираженими ядерцями. В більшій частині клітин виявляли базальну посмугованість. 

Однак, в поодиноких епітеліоцитах цитоплазма була вакуолізованою, а ядра пікнотичними (рис. 4.24). Поодинокі епітеліоцити, які розташовані в проксимальних канальцях вогнищево десквамовані. В дистальних канальцях структура збережена, епітеліоцити кубічної форми, однак подекуди виявляли епітеліоцити з просвітленою «набряклою» цитоплазмою і пікнотичними ядрами. Однак такі клітини виявлялись рідко. Просвіти перитубулярних кровоносних капілярів були розширеними помірно, повнокровними, ознак діапедезних крововиливів не виявляли.
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Рис. 4.24. Кіркова речовина нирки щура після 15-дневної гіпокінезії при корекції бемітилом (33,0 мг/кг). 1-Проксимальні канальні. 2-Дистальні канальні. 3- Кровоносні капіляри. 4 – Клубочок. Гематоксилін-еозин х400

Таким чином, можна зробити висновок, що сполука МТ-279, як і бемітил, значно зменшує деструктивні прояви и в нефроцитах стінок канальців нирок, ендотеліоцитів в стінці кровоносних капілярів нирок та значно зменшує прояви патологічних процесах в нирках щурів, порівнянно з контрольною групою тварин.
4.3.13 Морфологічні зміни в скелетній м'язовій тканині щурів при гіпокінезії
При гістологічному дослідження в скелетній м’язовій тканині виявлено деструктивні і атрофічні зміни в м’язових волокнах (рис. 4.25). Так структура м’язових волокон була не однорідною, на ряду з волокнами в яких була виявлена поперечна и повздовжня посмугованість виявлені волокна, в саркоплазмі яких була відсутня поперечна посмугованість. Також відмічено анізоморфію м’язових волокон. Поряд з м’язовими волокнами, які були подібні за будовою до інтактних тварин ми виявили витончені волокна, ядра в яких були гіперхромними. Спостерігаються гіпертрофовані волокна. Однак їх чисельність була значно меншою ніж гіпотрофованих волокон. Виявили також ділянки волокон з гомогенізованою саркоплазмою, а також волокна, саркоплазма яких  була вакуолізована. Окремі волокна були звивистими. Сполучнотканинні прошарки між м’язовими волокнами були розширені, містили фібробласти та гістіоцити, а також колагенові та еластинові волокна.

[image: image25.jpg]



Рис. 4.25. Поперечно-посмугована м’язова тканина щура на 15-й день гіпокінезії (контроль). 1-М’язове волокно. 2- Ендомізій. З- Гістіолімфоцитарна інфільтрація. Гематоксилін-еозин х400

Кровоносні судини МЦР нерівномірного кровонаповнення. Стінки артеріол потовщенні, просвіти звужені. Ендотеліальна вистелка не суцільна, виявляються ділянки десквамації і дегенерації ендотеліоцитів. В підендотеліальному шарі набряк. В середній оболонці судини гіпертрофія міоцитів. Просвіти венул розширені повнокровні. Подекуди в просвітах виявляються агрегати еритроцитів та тромбоцитів. Також відміченно адгезію та діапедез лімфоцитів, гістіоцитів через стінки венул. Просвіти капілярів неоднорідні, поряд із звуженими капілярами, наявні розширені капіляри. Ендотеліальна вистелка в капілярах не суцільна, базальна мембрана розпушена з дефектами. Навколо капілярів виявлені поодинокі крововиливи. Периваскулярна сполучна тканина розпушена, в багатьох полях зору виявляється гістіолімфоцитарна інфільтрація.

Таким чином, при гіпокінезії в скелетній м'язовій тканині контрольної групи тварин виявили атрофічні та деструктивні зміни в м'язових волокнах. Склероз ендомізію та перимізію. Зміни в судинах - повнокров’я, стаз та агрегація формених елементів крові в просвітах, підвищена проникність стінок судин для плазми і формених елементів крові.

4.3.14Морфологічні зміни в скелетних м'язах щурів при гіпокінезії в умовах застосування МТ-279

При застосуванні сполуки МТ-279 для корекції дії гіпокінезії в м’язових волокнах відсутні деструктивні зміни. М'язові волокна не однорідні (Рис. 4.26) Поряд з м’язовими волокнами, які мають структуру подібну до інтактних тварин, зустрічаються гіпотрофічні та гіпертрофічні волокна. Поперечна посмугованість в саркоплазмі більшої частини м’язових волокон добре виражена. Однак виявляються ділянки вакуолізованої саркоплазми. Деякі гіпотрофічні волокна звивисті. Однак більша частина волокон подібна за будовою до інтактних тварин. 
В той же час виявлялось зростання чисельності гіпертрофованих волокон, гіпертрофії та гіперплазії міосателітоцитів. Ядра в більшій частині м’язових волокон мають видовжену форму нормохромні, в них добре виражені ядерця. Стінки артеріол незначно потовщені за рахунок гіпертрофії гладких міоцитів в середній оболонці. Ендотеліоцити в стінці артеріол мають будову подібну до інтактних тварин. 
Просвіти венул незначно розширені. Ендотеліоцити в стінці венул по будові подібні до ендотеліоцитів інтактних тварин. Адгезія та діапедез формених елементів крові через стінки венул значно менш виражені ніж в групі тварин без лікування. Просвіти капілярів незначно розширені, однак ендотеліоцити утворюють суцільний шар, базальна мембрана однорідна не зруйнована. Діапедезні крововиливи відсутні.
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Рис. 4.26. Поперечно-посмугована м’язова тканина щура на 15-й день гіпокінезії та корекції МТ-279 (2,5 мг/кг). 1 - Гіпертрофоване м’язове волокно. 2 - Гіпотрофоване м’язове волокно. З –Просвіт капіляра. 4 - Перимізій. Гематоксилін- еозин х400

Таким чином, можна зробити заключення, що  сполука МТ-279 на тлі гіпокінезії зменшує деструктивні зміни в м’язових волокнах і ендотеліоцитах. Сприяє гіпертрофії м’язових волокон в умовах гіпокінезії, зменшує вираженість патологічних змін в стінках мікроциркуляторного русла та самих м’язових волокнах, що може бути проявом актопротекторних властивостей даної сполуки.
4.3.15 Морфологічні зміни в скелетних м'язах щурів при гіпокінезії в умовах застосування бемітилу

При гістологічному дослідженні скелетних м'язів у щурів, яким на тлі гіпокінезії вводили бемітил (33,0 мг/кг) встановлено, що більша частина м'язових волокон по структурі подібні до таких у інтактних тварин. В них добре виражена поперечна посмугованість, ядра мають видовжену форму, нормохромні в них добре виражені ядерця (рис. 4.27). 
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Рис. 4.27. Поперечно-посмугована м’язова тканина щура на 15-й день гіпокінезії та корекції бемітилом(33,0 мг/кг). 1 - Гіпертрофоване м’язове волокно. 2 - Гіпотрофоване м’язове волокно. З - Ендомізій. 4 - Перимізій. Гематоксилін- еозин х400
Однак ми також виявили поодинокі гіпотрофічні м'язові волокна з темними ядрами. Саркоплазма в таких волокнах була вакуолізована, поперечна посмугованість слабо виражена. Як правило, поряд були розташовані гіпертрофічні м'язові волокна з добре вираженою поперечною посмугованістю та великими, сферичної форми ядрами з просвітленим хроматином та добре вираженими ядерцями. Міосателітоцити гіпертрофовані. їх цитоплазма слабо базофільна. В ендомізії виявлялась незначна гістіо-лімфоцитарна інфільтрація, гіпертрофія і гіперплазія фібробластів та колагенових волокон. Перемізій незначно розширений. В сполучній тканині гіпертрофія та гіперплазія фібробластів та колагенових волокон.

Просвіти кровоносних судин виповнені форменими елементами та плазмою. В артеріолах ендотеліальна вистелка цілісна, відсутній набряк підендотеліального шару.В середній оболонці артеріол незначна гіпертрофія гладких міоцитів. Просвіт венул звичайного кровонаповнення, незначно розширений. Ендотеліоцити в стінці венул складають суцільний шар і по будові подібні до ендотеліоцитів інтактних тварин.
Адгезія та діапедез лімфоцитів, гістіоцитів через стінку венул значно менше виражені ніж групі тварин без корекції. Просвіти капілярів не однорідні, виявляли звужені і розширені ділянки, однак на відміну від групи тварин без корекції ендотеліальна вистилка цілісна базальна мембрана однорідна не розпушена, без дефектів. Діапедезних крововиливів навколо капілярів не виявили. В периваскулярних просторах розташовані поодинокі лімфоцити та макрофаги.

Таким чином, при застосуванні бемітилу (33,0 мг/кг) для корекції дії гіпокінезії на скелетні м'язи відсутні деструктивні зміни в м’язовий волокнах. А також деструктивні зміни в ендотеліоцитах стінки судин.
Оцінюючи результати проведеного дослідження, можна зазначити, що введення щурам на тлі ГК сполуки МТ-279 (2,5 мг/кг), так само, як і бемітилу (33,0 мг/кг), проявляє виражену актопротекторну дію на печінку, серце, нирки та наднирники, а також скелетні м’язи стресованих гіпокінезією щурів, що проявлялось оптимізацією адаптаційних змін в органах, в даних умовах експерименту.
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РОЗДІЛ 5. ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ АКТОПРОТЕКТОРНОЇ ДІЇ

СПОЛУКИ МТ-279

5.1. Вплив сполуки МТ-279 на метаболічні процеси в умовах фізичного навантаження щурів

Інтенсивне виконання фізичної чи операторської роботи, що перевищує адаптаційні можливості організму, призводять до метаболічних порушень, та як наслідок, суттєвого зниження працездатності [166,217].  Швидкість розвитку втоми та виснаження визначаються тренованістю організму та психічною мотивацією. При цьому порушуються  вуглеводний обмін (активізуються гліколіз, глікогеноліз, збільшується продукція лактату), синтез макроергічних сполук та показники оксидантно-прооксидантної рівноваги [9,160, 217, 232]. Для корекції метаболічних порушень нерідко використовують різні фармакологічні засоби, в тому числі і актопротектори – лікарські засоби з невиснажуючим типом дії [153, 154,211]. Нормалізуючий вплив останніх на перебіг метаболічних процесів на тлі значних фізичних навантажень розглядається як механізм їх актопротекторного ефекту. 

Відомо, що сприятлива дія еталонного актопротектора бемітилу на зазначені метаболічні зміни опосередкована і здійснюється за рахунок неспецифічного посилення протеїнсинтезу та активацією геному клітин [15, 16]. 
Особливе значення це має в органах зі швидко поновлювальними білками (печінка, нирки), так як є необхідною умовою для реалізації факторів довгострокової адаптації, як одного з головних шляхів оптимізації працездатності [44].

 Особливе значення для реалізації актопротекторної дії бемітилу має його стимулюючий вплив на ферменти глюконеогенезу та антиоксидантного захисту[48]. Адже потужність глюконеогенезу є одним з вирішальних факторів (якщо, не основним), від якого залежить тривалість фізичної активності [222]. При цьому доведено, що одним з лімітуючих факторів фізичної активності є надмірне неферментативне посилення вільнорадикального окислення в тканинах в умовах стресу (фізичного навантаження). Але, якщо антиоксидантна система організму не володіє достатнім потенціалом, то разом із зниженням працездатності, може виникнути стан дезадаптації, передхвороби та хвороби [9,10, 24,62,121]. На основі цього стає зрозумілим роль стимулюючого впливу препаратів з актопротекторною дією на метаболічні процеси в м'язових клітинах. 

Тому наступним етапом вивчення можливих патогенетичних механізмів актопротекторної дії було дослідження сполуки МТ-279 та бемітилу на стан показників біоенергетичного обміну в органах, які відіграють провідну роль в реалізації фізичної працездатності. 

Досліджувану речовину вводили тваринам щоденно протягом 15-ти діб тренувань бігом у третбані в/оч за 40 хв. до фізичного навантаження в дозах, що становили їх ЕД50 за попередніми дослідженнями.  Зміни біоенергетичних показників під впливом сполуки МТ-279 та бемітилу представлені в табл. 5.1, 5.2 та 5.3.
Із даних представлених у табл.5.1 видно, що щоденне навантаження інтактних щурів бігом протягом 15 днів експерименту викликало значні зрушення в метаболічних процесах, які спостерігались в скелетних м'язах контрольної групи тварин, що отримували лише ізотонічний розчин натрію хлориду. 

Так, в даній групі тварин мало місце достовірне зменшення у скелетних м'язах рівня АТФ (в середньому на 40%), при  підвищенні концентрації АДФ і АМФ щодо інтактних тварин, відповідно на 32% і 80,2%. Зазначені зміни аденілових нуклеотидів корелювали зі зниженням енергетичного заряду.
Аналіз вуглеводного резерву організму щурів, які піддавалися фізичному навантаженню, свідчить про зниження на 26,9% глікогену в працюючих скелетних м'язах, при відносному збереженні в них рівня глюкози, що може бути свідченням більш інтенсивного використання м'язами власного глікогену для збереження фізичної активності. 

Таблиця 5.1

Вплив сполуки МТ-279 та бемітилу на зміни метаболічних процесів в скелетних м'язах щурів в умовах щоденного тренування бігом у третбані (М±м, n=7)

	Показники
	Інтактні щурі
	Після фізичного навантаження

	
	
	Контроль
	МТ-279
	Бемітил

	АТФ

(мкмоль/г тк)
	3,88±0,28
	2,32±0,18*

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

	АДФ

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

	АМФ

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

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

	Глікоген 
(мг/г тк)
	22,8±1,8
	16,6±1,4*

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

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

	МДА

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

	ВГ

(мкмоль/г тк)
	1,54±0,13
	1,12±0,11*

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


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

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

3) цифри в дужках позначають динаміку показників відносно інтактною (і) або контрольної (к) групи дослідження.

Характеризуючи динаміку процесів ПОЛ і антиоксидантної системи в зазначених умовах експерименту, слід зазначити, що інтенсивна фізична діяльність, як і будь-який стресовий стан, супроводжувалося активацією ПОЛ і зниженням активності антиоксидантної захисту. На це вказувало збільшення в скелетних м'язах концентрації кінцевого продукту ПОЛ - МДА на 327,3% відносно інтакту. На цьому тлі рівень відновленого глутатіону в працюючих м'язах знижувався на 27,3% (р <0,05), щодо контролю. 

В той же час дані курсового 15-денного введення щурам сполуки МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч), як і бемітилу (33,0 мг/кг), на тлі дозованого фізичного навантаження свідчить про нормалізуючий вплив зазначених речовин на зміни метаболічних процесів. В першу чергу, під дією МТ-279 так само, як і бемітилу, спостерігалося істотне ослаблення дисбалансу в складі аденілнуклеотидів в скелетних м'язах тварин. На це вказувало підвищення вмісту АТФ (відповідно на 45% і 37,5%), при деякому зниженні концентрації АДФ і АМФ, що супроводжувалося зростанням величини енергетичного заряду. 

Порівняння змін біохімічних показників крові у щурів контрольної та інтактної груп виявило посилення такої ланки забезпечення працездатності як гліколіз (табл. 5.2). На це вказувало достовірне підвищення в крові контрольних щурів рівня лактату і пірувату (основних метаболітів даного процесу) на 418% і 46,6% відповідно. 
Разом з цим мало місце збільшення в 9 разів співвідношення лактат/піруват в групі контролю щодо групи інтактних щурів, що свідчить про активацію анаеробного шляху гліколізу, який виникає внаслідок нестачі кисню при інтенсивному фізичному навантаженні і неспроможності організму своєчасно утилізувати лактат [109].
Поряд із зазначеними змінами у щурів на тлі інтенсивних дозованих тренувань мало місце зростання рівня ліпідемії: кількість ліпідів в крові достовірно збільшувалась, відносно інтактних тварин, на 71,9%, що за умови збереження вуглеводного резерву може свідчити про ранню активізацію додаткового джерела енергії шляхом ß-окислення вільних жирних кислот [154]. 

Таблиця 5.2

Вплив сполуки МТ-279  та бемітилу на перебіг метаболічних процесів в крові щурів, в умовах щоденного тренування бігом у третбані (М±м, n=7)

	Показники
	Інтактні щурі
	Після фізичного навантаження

	
	
	Контроль
	МТ-279
	Бемітил

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

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

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

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

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

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

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

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


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

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

4) µ- р<0,05 відносно бемітилу;

3) цифри в дужках позначають динаміку показників відносно інтактною (і) або контрольної (к) групи дослідження.

Разом з цим на тлі дії МТ-279, як і бемітилу, у тренованих щурів мало місце зниження в крові концентрації молочної кислоти (відповідно на 65,75% і 54,2% щодо контролю) при одночасному зменшенні рівня пірувату, відносно контрольної групи щурів. Це супроводжувалося зниженням величини показника співвідношення Л/П, що, згідно з даними літератури [23,99] можна розцінити як властивість обох досліджуваних речовин активувати аеробні процеси і своєчасно утилізувати лактат. 

Поряд з цим встановлено, що МТ-279, подібно бемітилу, проявляло виражене гальмівний вплив на інтенсивність процесів ПОЛ, на що вказувало достовірне зниження в скелетних м'язах рівня МДА на 60,5% і 55% відповідно (див. табл. 5.1). 

Рівень відновленогоглутатіону при цьому виріс відповідно на 26,8% і 20,5%. Зазначені зміни показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, викликані МТ-279 і бемітилом, на тлі фізичних навантажень можна розцінити, як їх здатність блокувати активовані процеси ліпопероксидації, як одного з факторів, що лімітують фізичну активність [9,86,99]. 

Зміст загальних ліпідів в сироватці крові тварин, на фоні МТ-279, як і бемітилу, достовірно знизився щодо контролю на 24,6% і 25,6% відповідно, що може бути свідченням здатності досліджуваних речовин використовувати ще одне джерело енергії для забезпечення м'язової діяльності - активний ліполіз. Відомо [25,48], що в процесі фізичних тренувань відбувається деяка перебудова в енергозабезпеченні м'язів: на тлі зростання окислення вільних жирних кислот зменшується окислення вуглеводів. Тому виявлені нами зміни в енергетичному забезпеченні під впливом МТ-279, як і бемітилу, згідно з даними літератури [140] можуть бути розцінені, як властивість економізуватиме вуглеводні резерви, що відображає загальні принципи адаптації організму в умовах підвищених фізичних навантажень. 

Із даних, представлених у табл.5.3, видно що резерви глікогену в печінці, у щурів з фізичним навантаженням після тренування, мали тенденцію до збільшення відносно показника у інтактних тварин. Це можна розцінити, як формування адаптаційних метаболічних змін в процесі тренувань [157]. 

Оцінюючи протеїнсинтезуючу функцію печінки, як одного з механізмів формування адаптаційних змін, встановлено, що у контрольних пацюків на тлі тренування бігом мала місце тенденція  до підвищення вмісту ДНК і РНК в печінці. Це корелювало з певним збільшенням в органі рівня глікогену, що може бути свідченням формування адаптивних процесів в організмі у відповідь на інтенсивне фізичне навантаження. 

Таблиця 5.3

Вплив сполуки МТ-279  та бемітилу на перебіг метаболічних процесів в печінці щурів, в умовах щоденного тренування бігом у третбані (М±м, n=7)

	Показники
	Інтактні щурі
	Після фізичного навантаження

	
	
	Контроль
	МТ-279
	Бемітил

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

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

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

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

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

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


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

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

3) цифри в дужках позначають динаміку показників відносно інтактною (і) або контрольної (к) групи дослідження.

Інтенсифікація метаболічних процесів під впливом досліджуваних сполук сприяла досить значного, в порівнянні з інтактом і контролем, збереженню вуглеводного фонду глікогену в печінці та м'язах тварин (р<0,05). Вміст глюкози в скелетних м'язах тварин, які отримували МТ-279 і бемітил, був трохи вище, ніж в контролі. При цьому рівень глюкози в сироватці крові у щурів на тлі дії зазначених сполук, був дещо нижчим, ніж в контролі  і наближався до рівня інтактних тварин. За даними літератури [144], такі зміни в метаболічних процесах можуть бути ознакою підвищення ефективності тренувального процесу, для якого характерні зростання вуглеводних запасів в органах і посилення ефектів, властивих процесу адаптаційних змін. 

Також в ході дослідження встановлено, що курсове введення в організм щурів МТ-279, як і бемітилу, стимулює синтез РНК і ДНК. Під впливом зазначених речовин рівень РНК в печінці тренованих тварин достовірно збільшився відповідно на 30,3% і 35,1%, а ДНК відповідно на 28,0% та 20,5% відносно контролю. При цьому рівень обох показників протеїнсинтезу на тлі досліджуваних сполук достовірно перевершував показники інтактних тварин (див. табл.5.1). 

Отримані дані дозволяють припустити, що можливий механізм актопротекторний дії натрієвої солі 3- (2-оксо-3-феніл-2H- [1,2,4] триазин [2,3-c] хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполуки МТ-279), аналогічний еталонному актопротектору і полягає в посиленні синтезу білків-ферментів, які забезпечують позитивні метаболічні зрушення при інтенсивних фізичних навантаженнях. 
Перш за все, це стосується ослаблення дисбалансу аденілових нуклеотидів в скелетних м'язах, стабілізації в них процесів ПОЛ і посилення антиоксидантного захисту, економного витрачання енергетичних ресурсів за рахунок збільшення рівня глікогену в печінці і працюючих скелетних м'язах, активізації ліполізу і кращої утилізації лактату. 

Представлення результати досліджень свідчать, що позитивна перебудова метаболічних процесів в організмі щурів на тлі дії МТ-279, як і бемітилу, відбувалася за рахунок посилення аеробних процесів, активації ліполізу, антиоксидантного захисту та протеїнсинтезу.
 В кінцевому підсумку це сприяло поліпшенню енергозабезпечення скелетних м'язів, що привело до підвищення фізичної працездатності щурів під впливом зазначених сполук на 15-у добу тренувань (див. табл.5.4). В ході проведеного дослідження встановлено, що курсове 15-ти денне введення щурам МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч) так само, як і бемітилу (33,0 мг/кг), на тлі щоденних тренувань сприяло підвищенню фізичної витривалості тварин. Про це свідчило вірогідне зростання тривалості бігу щурів в третбані до втоми, в кінці експерименту відповідно на 97,8% і 64,1% відносно контролю.                                                                                              
Таблиця 5.4
Вплив МТ-279 та бемітилу на тривалість бігу щурів у третбані до повної втоми на 15 добу експерименту, М±m, n=7

	Умови досліду
	Тривалість бігу, хв.
	Динаміка відносно контролю, %

	Біг без корекції (контроль)
	18,4+2,4
	-

	МТ-279 + біг
	36,4+3,3*
	+97,8

	Бемітил+біг
	30,2+2,7
	+64,1


Примітка. * - р≤0,05, відносно контрольних тварин
Викликана МТ-279, як і бемітилом, нормалізація порушених метаболічних процесів, перш за все, в скелетних м'язах і печінці, сприяла підвищенню фізичної витривалості тварин. 
Порівнюючи величини показників приросту фізичної витривалості щурів в даному експерименті (див. табл. 5.4), можна відзначити, що з'єднання МТ-279 по ефективності є порівнянним з еталонним актопротектором, перевершуючи його в активності, оскільки викликало аналогічний ефект в 13 разів меншій дозі.

Таким чином, результати проведеного дослідження показали, що курсове введення в організм щурів натрієву  сіль 3-(3-метил-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл)пропанової кислоти (3,0 мг/кг, в/ш), як і бемітилу (31,0 мг/кг, в/о), на тлі щоденного тренування бігом, сприяє нормалізації порушених метаболічних процесів, перш за все, у скелетних м'язах та печінці, що супроводжується підвищенням фізичної витривалості тварин.

Механізм актопротекторної дії МТ-279, як і бемітилу, обумовлений посиленням синтезу РНК та ДНК на тлі одночасного послаблення дисбалансу аденілових нуклеотидів (підвищують рівень АТФ в скелетних м'язах). 

Разом з цим, введення в організм МТ-279, як і бемітилу, на фоні тривалих фізичних навантажень сприяє стабілізації процесів ПОЛ, на що вказує зниження рівня МДА та посилення антиоксидантного захисту організму шляхом вірогідного підвищення вмісту відновленого глутатіону. Зростання фізичної витривалості організму на тлі сполуки МТ-279, подібно до бемітилу, є доказом її спроможності збільшувати енергетичні ресурси за рахунок збільшення рівня глікогену в печінці та скелетних м'язах, кращої утилізації лактату та посиленням інтенсивності ліполізу, як можливого джерела енергії. Чільне місце при цьому посідає спроможність обох речовин стабілізувати процеси ПОЛ, на що вказує зниження рівня МДА та посилення антиоксидантного захисту організму. 

Адаптивні зміни метаболічних процесів, викликані дією сполуки МТ-279, як і бемітилу, сприяють мобілізації резервних можливостей організму в умовах підвищених фізичних тренувань, а їх позитивна динаміка на тлі обох речовин сприяє переходу організму на більш високий рівень функціонування без виснаження енергетичних ресурсів.
5.2. Вплив сполуки МТ-279 та бемітилу на процес відновлення фізичної працездатності щурів після субмаксимального навантаження

Фізична втома являє собою зниження працездатності внаслідок інтенсивної або тривалої роботи, яке виявляється в зниженні кількісних і якісних показників роботи і погіршенні координації робочих функцій[96, 97]. Фактори втоми різноманітні і пов’язані як з трудовою, так і позавиробничою діяльністю людини. Вирішальне значення, проте, має трудова діяльність, величина трудових навантажень і умови праці. Втома, яка розвивається під впливом трудової діяльності, характеризується як професійна, або виробнича, на відміну від загальної втоми, зумовленої життєдіяльністю людини. Слід також зазначити, що стомлення організму і величина втоми певною мірою залежать від таких індивідуальних особливостей людини, як фізичний розвиток, стан здоров’я, вік, інтерес до роботи і мотивація, вольові риси характеру, тип нервової системи.Швидкість розвитку стомлення визначає витривалість організму і характеризує психічне та фізичне здоров'я людини. Проте слід також зазначити, що даний процес може розвиватися не лише при тривалому виконанні виснажливих фізичних навантажень, але й при роботі помірної інтенсивності в ускладнених умовах (незвичний температурний режим, шум, гравітація) або на фоні різних захворювань.

Розрізняють фізичну і розумову втому. Якщо ознаки фізичної втоми досить швидко проявляються, то розумова і нервово-психічна праця може виконуватися досить довго, оскільки особливих зрушень у затраті енергії і роботі внутрішніх органів не спостерігається. Вона може виконуватися на фоні розвиненої втоми. Розумова праця не має чітких меж між напруженням організму під час роботи і переходом у фазу відновлення сил, оскільки сформована домінанта в корі головного мозку не руйнується після закінчення роботи, а зберігається деякий час.

Втома при розумовій і нервово-напруженій праці виявляється в зниженні концентрації уваги і зменшенні свідомого її регулювання, в погіршенні оперативної пам’яті і логічного мислення, сповільненні реакцій на подразники, треморі пальців і рук тощо. Численні дослідження свідчать, що нервове напруження впливає на серцево-судинну систему, збільшуючи артеріальний тиск і частоту пульсу, а також на терморегуляцію організму та емоційні стани працівника. Це зумовлено тим, що домінанти, які формуються при розумовій роботі, характеризуються великим нервовим напруженням та складною взаємодією процесів збудження і гальмування, в зв’язку з чим виникає небезпека функціонального виснаження клітин кори головного мозку.

Для попередження настання втоми, а також швидкої реабілітації після надмірних фізичних навантажень можна використовувати актопротектори. Їхні ефекти реалізуються через «невиснажуючий» тип дії, що надає можливості використовувати даний клас сполук у широкому спектрі фізичної та розумової втоми організму.

Досліджені нами актопротекторні властивості сполуки МТ-279 у звичайних та ускладнених умовах експерименту не в повній мірі відображають усі процеси відновлення організму після виконання надмірних фізичних навантажень «до відмови». Тому, для більш детального вивчення властивостей даної сполуки, представляло інтерес встановити її вплив на відновлення працездатності, після субмаксимального навантаження.
Дослідженнявідновлення фізичної працездатності виконано на 105 нелінійних білих щурах-самцях масою 170-220 г, яких утримували на стандартному водно-харчовому раціоні при вільному доступі до води та їжі за природної зміни дня і ночі. Відновлення фізичної працездатності щурів оцінювали на моделі повторного плавання у воді t 24-26 °С з додатковим 10% навантаженням. При первинному та повторному навантаженні реєстрували час (с) плавання щурів до появи ознак повної втоми. Досліджувану сполуку МТ-279 (2,5 мг/кг) та референс-препарат бемітил (33,0 мг/кг) вводили відповідним групам тварин одноразово внутрішньоочеревинно (в/оч) одразу після первинного субмаксимального (СН) навантаження плаванням. Щури контрольних груп отримували еквівалентну кількість ізотонічного розчину натрію хлориду. Отримані дані представлено в табл. 5.5
Проведене дослідження показало, що  у контрольній групі тварин уже через дві години після попереднього субмаксимального навантаження відмічалось зниження фізичної працездатності (табл. 5.5). На це вказувало вірогідне зменшення тривалості повторного плавання щурів на 60,8%. В наступних дослідженнях у різні терміни (4, 8, 24, 48 години) дана тенденція зберігалась, час плавання тварин зменшився відповідно на 56,1%, 49,8% та 35,2% та 25,0% відносно початкового рівня. За результатами проведеного дослідження можна зробити заключення, що зменшення тривалості часу плавання контрольної групи щурів після субмаксимального навантаження є наслідком виснаження енергетичних запасів, в першу чергу у скелетних м’язах. До того ж з літератури відомо, що максимальне фізичне навантаження характеризується швидким накопиченням молочної кислоти в м’язах, що разом з виснаженням енергетичних запасів призводить до швидкого зниження працездатності організму [184, 219, 221, 222].
Таблиця 5.5
Вплив сполуки МТ-279 в порівнянніз бемітилом на тривалість плавальної проби тварин після субмаксимального навантаження. (M ± m, n = 7)
	Умови досліду
	Контроль
	СН+МТ-279
	СН+бемітил

	Субмаксимальне плавання, с
	359,3±18,9
	316,4±10,0
	340,7±15,3

	Тривалість плавання після субмаксимального навантаження, с
	2 година
	140,7±11,5*

(-60,8%)
	735,0±22,5#
(+132,3%)
	706,6±13,0#
(+107,4%)

	
	4 година
	157,9±15,2*

(-56,1%)
	772,8±23,0#
(+144,2%)
	725,7±23,6#
(+113,0%)

	
	8 година
	180,3±12,1*

(-49,8%)
	740,7±23,5#
(+134,1%)
	702,9±13,8#
(+106,3%)

	
	24 година
	232,9±28,1*

(-35,2%)
	710,7±34,9#
(+124,6%)
	754,3±24,8#
(+121,4%)

	
	48 година
	269,4±11,5*

(-25,0%)
	700,0±24,7#
(+121,2%)
	698,4±14,2#
(+105,0%)


Примітки:  1) # - p≤ 0,05 відносно початкового показника.

2) * -  p≤ 0,05 відносно показника відповідної контрольної групи.

3) відсотки означають зміни показників відносно початкового показника при субмаксимальному навантаженні
В той же час, введення тваринам, із попереднім субмаксимальним фізичним навантаженням, сполуки МТ-279, як і бемітилу, супроводжувалось більш швидким відновленням фізичної витривалості щурів, в заданих умовах експерименту. 

Так, у групі тварин, що отримували сполуку МТ-279 мало місце значне зростання  фізичної витривалості щурів, про що свідчило вірогідне збільшення часу плавання  уже на 2 годину, після субмаксимального навантаження. В цей час приріст показника працездатності склав 132,3%, відносно початкового рівня. Такі результати приросту фізичної працездатності тварин, після субмаксимального навантаження,можна оцінити як здатність сполуки МТ-279 сприяти економізуванню енергетичних процесів та сприяти більш раціональному використанню макроергічних субстрактів. Дана тенденція відмічалась і в інші часові проміжки (4,8,24,48 години). Показники фізичної витривалості тварин зросли відповідно на 144,2%, 134,1%, 124,6% та 121,2%, відносно початкового рівня.

В той же час, у групі щурів, що отримували бемітил (33,0 мг/кг) уже на 2 годину, після субмаксимального навантаження, відмічалося збільшення показника плавального тесту на 107,4%, відносно початкового рівня. Дана тенденція зберігалась і в інші терміни спостереження: тривалість плавання становила відповідно 113,0%, 106,3%, 121,4%, 105,0%, відносно початкового рівня. 
Також слід відмітити що дана група тварин, за показниками плавального тесту, вірогідно переважала результати щурів контрольної групи відповідно уже на 2 годині виміру у 5  разів,  та 2,6 рази після 48 годин.

Таким чином, результати даного експерименту підтверджуютьпоступовість процесу відновлення фізичної працездатності. Разом з цим встановлено, що введення щурам натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти(2,5 мг/кг), як і бемітилу (33,0 мг/кг), після субмаксимального навантаження сприяє  більш швидкому відновленню фізичної працездатностітварин при повторному навантаженні у порівнянні з контрольними тваринами у відповідні періоди експерименту. 
Отримані результати, можуть бути свідченням здатності сполуки МТ-279, як і бемітилу, зменшувати терміни відновлення фізичної працездатності після субмаксимального навантаження. При цьому слід зазначити, що за ефективністю сполука МТ-279співставлялась з еталонним актопротектором на усіх інтервалах дослідження, за винятком 8 год спостереження, коли вона вірогідно переважала бемітил.
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РОЗДІЛ 6. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Нестримний прогрес  в діяльності людини останніх десятиліть ставить перед сучасною наукою проблему підтримання належного рівня розумової та фізичної працездатності, особливо у екстремальних умовах (гіпоксія, гіпо- та гіпертермія, гіподинамія тощо) [20, 50,84,107,203,231]. З цією метою сьогодні використовуються різноманітні фармакологічні засоби (актопротектори, адаптогени, стимулятори, антигіпоксанти, субстракти циклу Кребса та ін.), які здатні підвищувати фізичну та розумову працездатність людини [2,98,203, 207,212].


Для фармакологічної корекції вище згаданих патологічних станів досить часто використовують актопротектори -  засоби з невиснажуючим типом дії. Дана група препаратів успішно використовується у військовій, рятувальній та цивільній медицині [113, 135,151], а також для прискорення реабілітації після перенесених захворювань.


Арсенал сучасних актопротекторів, представлених в клініці, обмежений практично одним бемітилом до того ж низка побічних ефектів (головний біль, диспепсичні розлади, гастралгії, гіперемія обличчя, зміни структури поведінки людини і тварин в звичайних умовах і після фізичного навантаження тощо), які притаманні цьому лікарському засобу, перешкоджають його широкому застосуванню [81,142, 143, 151, 209]. Враховуючи наведенні дані, не підлягає сумніву потреба у пошуку  та розробці нових активних хімічних сполук з актопротекторними властивостями, на основі яких в подальшому можна створити більш ефективні та безпечні лікарські засоби із вказаною дією. 


В цьому плані, нашу увагу привернули нові похідні 1,2,4-триазино-хіназоліну, фармакологічні властивості яких (церебропротекторна та протигіпоксична [80], добре співставляється з патогенезом екстремальних станів, що і лягло в основу нашої роботи.


Нами досліджено 11 нових похідних 1,2,4-триазино хіназоліну з лабораторними шифрами МТ-278, МТ-279, МТ-280, МТ-282, МТ-306, МТ-307, МТ-308, МТ-309, МТ-310, КО-80, КО-81.

На етапі проведення скринінгових досліджень встановлено, що похідним 1,2,4-триазино-хіназоліну притаманні актопротекторні властивості. На це вказувала здатність даних речовин, як і препарату порівняння бемітилу, підвищувати тривалість плавального тесту у нормо-, гіпо- та гіпертермічних умовах. При цьому найбільше за величиною підвищення фізичної витривалості щурів мало місце на тлі дії сполуки МТ-279 в дозі 5 мг/кг внутрішньоочеревинно (в/оч), доза для скринінгу взята емпірично.
Під її впливом тривалість плавального тесту у нормо- (t 24-26 ºС), гіпо- (t 10-12 ºС) та гіпертермічних умовах (t 38-39 ºС) зросла відповідно на 330,3%, 85,3%,  та 444,1%. При цьому під дією бемітилу, взятому в оптимальній актопротекторній дозі 25 мг/кг в/оч [46] приріст фізичної витривалості в аналогічних умовах становив відповідно 41,6%, 23,5%, та 54,2%. Решта досліджуваних сполук в заданих умовах експерименту поступались за ефективністю МТ-279 та бемітилу. Це дало підставу вважати МТ-279 сполукою лідером за величиною актопротекторного ефекту. В подальшому встановлено, що актопротекторна дія сполуки МТ-279, як і бемітилу, є дозозалежною. На підставі отриманих даних плавального тесту щурів в умовах нормотермії (вода t 24-26ºС), графічним методом за Литчфілдом-Уілкоксоном [71,105] розраховано ЕД50 сполуки МТ-279 та бемітилу, які становили відповідно 2,5 мг/кг, в/оч та 33,0 мг/кг, в/оч.

Співставляючи ці показники видно, що  за величиною ЕД50 сполука МТ-279  в 13 разів переважає в активності еталонний актопротектор бемітил. Саме ці дози МТ-279 та бемітилу були використані в подальших експериментах.

Оскільки актопротектори головним чином використовуються в екстремальних умовах [81,113], на наступному етапі досліджень представляло інтерес дослідити величину актопротекторного ефекту сполуки МТ-279 в порівнянні з бемітилом у ускладнених умовах експерименту. В якості моделей дослідження обрано гемічну та циркуляторну гіпоксію, а також 15-денну гіпокінезію. Встановлено, що превентивне одноразове введення МТ-279 (2,5 мг/кг, в/оч), як і бемітилу (33,0 мг/кг, в/оч) щурам з гемічною гіпоксією,  сприяло підвищенню фізичної витривалості тварин. На це вказувало вірогідне зростання тривалості плавання щурів в заданих умовах експерименту відповідно на 54,1% та 39,8%, відносно контролю. Тобто сполука МТ-279, за ефективністю, співставлялась з еталонним актопротектором.
Актопротекторна дія сполуки МТ-279, як і бемітилу, в подальшому була відмічена і за результатами динамічної та  статичної витривалості тварин при їх курсовому, 15-добовому введенні в організм щурів, з моделлю ішемії головного мозку (оклюзія правобічної загальної сонної артерії). При цьому, за спроможністю відновлювати динамічну та витривалості щурів з ГПМК до рівня інтактних тварин сполука МТ-279 практично  співставлялась з  референс-препаратом бемітилом як на 5-ту так і  15-ту добу експерименту. 

Отримані результати щодо захисної дії сполуки МТ-279, як і бемітилу, в на тлі гіпоксії різного ґенезу, переконливо свідчить про наявність у вказаних речовин протигіпоксичних властивостей. Що стосується бемітилу, то отримані результати цілком узгоджується з даними літератури [13, 44,80].

Актопротекторна дія сполуки МТ-279, як і бемітилу, чітко проявлялась стресованих гіпокінезією щурів. На це вказувало вірогідне підвищення тривалості плавального тесту гіпокінетичних тварин уже на 7 добу експерименту на 108,2% та 70,5% відповідно.  Аналогічна картина зберігалась і на 15 день експерименту: під впливом сполуки МТ-279 та бемітилу тривалість плавального тесту вірогідно збільшилась на 64,2% та 24,2% відповідно, відносно контрольної групи щурів.

При цьому за ефективністю в обидва терміни дослідження МТ-279, не тільки не поступалась, а й вірогідно переважала бемітил.

Актопротекторний вплив сполуки МТ-279, як і бемітилу, на гіпокінетичних щурів чітко проявлявся зростанням фізичної витривалості у тредбані. При цьому за ефективністю МТ-279 співставлялась з еталонним препаратом, як на 7, так і на 15 добу експерименту. При цьому за здатністю відновлювати динамічну витривалість «гіпокінетичних» щурів сполука МТ-279 вірогідно переважала еталонний актопротектор за плавальним тестом, співставляючись з ним, за результатами бігу тварин у тредбані.

Отже отримані дані вказують на спроможність МТ279, як і бемітилу, відновлювати фізичну виносливість щурів в умовах 15-деної гіпокінезії. 

Оскільки тривала гіпокінезія являється стресовим фактором для тварин [3,10,24] на підставі отриманих даних можна вважати, що сполуці МТ-279 притаманна стреспротективна дія. Таке припущення узгоджується з даними літератури [11] про наявність у похідних хіназоліну і його конденсованих аналогів антистресової дії. 

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

Встановлено, що курсове щоденне введення стресованим гіпокінезією щурам сполуки МТ-279 так само, як і бемітилу, поліпшувало рухову активність, орієнтувально-дослідницьку поведінку тварин та зменшувало рівень емоційної напруги, порівняно з контролем. Так вже на 7 добу експерименту, кількість горизонтальних рухів зросла відповідно на 48,5% та 45,5%,   вертикальних стійок - відповідно на 79,4% та 71,0%. 
Водночас відмічалось підвищення пошукової активності тварин відповідно на 79,5 та 76,0%, відносно контролю. Дана тенденція зберігалась і на 15 добу експерименту, що можна розцінити як наявність у МТ-279, як і бемітилу, актопротекторної та антистресової дії в умовах тривалої ГК. При цьому за ефективністю сполука МТ-279 практично співставляється з еталонним актопротектором, перевершуючи його у значно меншій за величиною психоактивуючій  дії.

Разом з цим на 7 день експерименту під впливом МТ-279, подібно до бемітилу, спостерігалось зниження показника дефекації (відповідно на 70,0% та 12,1%) та  грумінгу (відповідно на 64,0% та 25,0%) відносно контрольної групи тварин, що може бути ознакою зменшення проявів стресової реакції на тлі досліджуваних речовин.
 Таким чином результати проведеного дослідження показали здатність натрієвої солі 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]qхіназолін-6-іл)пропанової кислоти (сполука МТ-279) підвищувати фізичну витривалість, як у нормо-, так і ускладнених умовах.  При цьому за величиною актопротекторного ефекту МТ-279 співставлялась, а подекуди переважала бемітил у заданих умовах експерименту.

Актопротекторний вплив сполуки МТ-279, як і бемітилу, на показники фізичної виносливості стресованих гіпокінезією щурів, співставляється із позитивною змінами морфологічної картини печінки, скелетних м`язів, наднирників, серця та нирок тварин. Результати морфологічного аналізу змін органів у гіпокінезованих щурів засвідчили, що сполука МТ-279, так само, як і бемітил, проявляє чітку протекторну дію на морфологічні структури досліджуваних органів, сприяючи активації ендотеліо-протекторної та білоксинтезуючої (гіпертрофовані клітини) функцій, що призводило до послаблення деструктивних та дегенеративних змін органів, та сприяло оптимізації адаптаційних процесів, що розвиваються у щурів на тлі 15-денної гіпокінезії. При цьому ефективність бемітилу в заданих умовах експерименту цілком узгоджується з даними інших дослідників [4,80].
В подальших дослідженнях встановлено, що механізми актопротекторного ефекту сполуки МТ-279, як і бемітилу, в певній мірі, обумовлені їх нормалізуючим впливом на перебіг біохімічних процесів в печінці, крові та скелетній мускулатурі. Показано, що в умовах тривалих фізичних навантажень щурів бігом у тредбані під дією МТ-279 так само, як і бемітилу, в організмі тварин спостерігалося підвищення вмісту АТФ (відповідно на 45% і 37,5%), при деякому зниженні концентрації АДФ і АМФ, що супроводжувалося зростанням величини енергетичного заряду, відносно контрольної групи тварин.
Разом з цим на тлі дії МТ-279, як і бемітилу, у тренованих щурів мало місце зниження в крові концентрації молочної кислоти (відповідно на 65,75% і 54,2% відносно контролю) при одночасному зменшенні рівня пірувату. Це супроводжувалося зниженням величини показника співвідношення лактат/піруват, що, згідно з даними літератури [25] можна розцінити як властивість обох досліджуваних речовин активувати аеробні процеси і своєчасно утилізувати лактат. При чому сполука МТ-279 дещо перевищувала бемітил за даними показниками.

Інтенсифікація метаболічних процесів під впливом досліджуваних сполук сприяла досить значному, в порівнянні з інтактом і контролем, збереженню вуглеводного фонду глікогену в печінці та м'язах тварин. Вміст глюкози в скелетних м'язах тварин, які отримували МТ-279 і бемітил, був дещо вищим, ніж у контролі. Це корелювало із певним зниженням відповідно контролю рівнем глюкози в сироватці крові у щурів на тлі дії зазначених сполук, при цьому величина показників глюкози  наближалась до рівня інтактних тварин. За даними літератури [145], такі зміни в метаболічних процесах можуть бути ознакою підвищення ефективності тренувального процесу, для якого характерні зростання вуглеводних запасів в органах і посилення ефектів, властивих процесу адаптаційних змін. 

Вміст загальних ліпідів в сироватці крові тварин, на фоні МТ-279, як і бемітилу, достовірно знизився щодо контролю на 24,6% і 25,6% відповідно, що може бути свідченням здатності досліджуваних речовин використовувати ще одне джерело енергії для забезпечення м'язової діяльності - активний ліполіз. 
Відомо [25], що в процесі фізичних тренувань відбувається деяка перебудова в енергозабезпеченні м'язів: на тлі зростання окислення вільних жирних кислот зменшується окислення вуглеводів. Тому виявлені нами зміни в енергетичному забезпеченні під впливом МТ-279, як і бемітилу, згідно з даними літератури [134] можуть бути розцінені, як властивість економізувати вуглеводні резерви, що відображає загальні принципи адаптації організму в умовах підвищених фізичних навантажень. 

Поряд з цим встановлено, що МТ-279, подібно до бемітилу, проявляла виражений гальмівний вплив на інтенсивність процесів ПОЛ, на що вказувало вірогідне зниження в скелетних м'язах рівня МДА на 60,5% і 55% відповідно. Рівень ВГ при цьому дещо виріс відповідно на 26,8% і 20,5%. Зазначені зміни показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу, викликані МТ-279 і бемітилом в організмі тренованих тварин, на тлі фізичних навантажень можна розцінити, як їх здатність блокувати активацію процесів ліпопероксидації, як одного з факторів, що лімітують фізичну активність [9,86]. 

Встановлено, що курсове введення в організм щурів МТ-279, як і бемітилу, стимулює синтез РНК і ДНК. Під впливом зазначених речовин рівень РНК в печінці тренованих тварин вірогідно збільшився відповідно на 30,3% і 35,1%, а ДНК відповідно на 28,0% та 20,5% відносно контролю. При цьому рівень обох показників протеїнсинтезу на тлі досліджуваних сполук вірогідно перевершував показники інтактних тварин. 

Таким чином, отримані дані дозволяють припустити, що можливий механізм актопротекторний дії сполуки МТ-279, аналогічний еталонному актопротектору і полягає в посиленні синтезу білків-ферментів, які забезпечують позитивні метаболічні зрушення при інтенсивних фізичних навантаженнях. Перш за все, це стосується ослаблення дисбалансу аденілових нуклеотидів в скелетних м'язах, стабілізації в них процесів ПОЛ і посилення антиоксидантного захисту, економного витрачання енергетичних ресурсів за рахунок збільшення рівня глікогену в печінці і працюючих скелетних м'язах, активізації ліполізу і кращої утилізації лактату. 

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

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

Отже, за результатами проведених досліджень можна зробити заключення, що натрієва сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполука МТ-279) володіє виразною актопротекторною дією, за величиною якої вона співставляється, а подекуди і переважає еталонний актопротектор бемітил як в звичайних, так і в ускладнених умовах експерименту (гіпо-, гіпертермія, гемічна та циркуляторна гіпоксія, гіпокінезія). 
Механізм зазначеної дії сполуки МТ-279 обумовлений наявністю у неї протигіпоксичного ефекту та пов’язаної з ним активації неспецифічного протеїнсинтезу, наслідком чого є покращення метаболічних процесів і усунення енергодефіциту у м'язах; а також нормалізацією порушених показників прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу.
Отримані результати дають підставу вважати натрієву сіль 3-(2-оксо-3-феніл-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хіназолін-6-іл) пропанової кислоти (сполука МТ-279) перспективною речовиною для подальшого поглибленого вивчення її фармакологічних властивостей на предмет її придатності  для створення нового вітчизняного актопротектора, конкурентоспроможного з бемітилом. Важливою перевагою сполуки МТ-279 перед бемітилом є те, що вона за актопротекторною активністю (величиною показника ЕД50) в 13 разів переважає еталонний актопротектор бемітил.

ВИСНОВКИ

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

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

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

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

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

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

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

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