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АНОТАЦІЯ

Терещенко С. В. Ендотеліотропні властивості цитокінових препаратів інтерлейкінового ряду за умов експериментального цукрового діабету. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 «Фармакологія». – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України», Київ, 2018.

Дисертація присвячена вирішенню задачі підвищення ефективності лікування ендотеліальної дисфункції та неврологічних ускладнень цукрового діабету. 
В роботі проведено дослідження ендотеліопротективних ефектів цитокінових препаратів інтерлейкінового ряду, а саме – рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1) та інтерлейкіну-2 (ІЛ-2) для експериментального обгрунтування можливості використання їх в якості ефективних нейропротективних засобів з ендотеліотропною дією. Препаратами порівняння стали антиоксидантні препарати Тіоцетам (ноотроп/антигіпоксант), Мексидол (ноотроп/мембраностабілізатор) та Мілдронат (протиішемічний енергозабезпечуючий препарат), а також нейропептидний ноотроп Кортексин (з тканиноспецифічною дією).
Для повноти уявлень про метаболічні порушення, що відбуваються в тканинах головного мозку тварин з експериментальною гіперглікемією на моделі аллоксан-індукованого експериментального цукрового діабету (АЕЦД), було вивчено динаміку параметрів ендотелію, активність процесів вільно-радикального ушкодження (стан окислюваної модифікації білків, системи оксиду азоту та тіол-дисульфідної системи), зміни вуглеводно-енергетичного стану клітин головного мозку та морфофункціональних характеристик нейронів сенсомоторної зони та порівняно вплив на ці параметри РАІЛ-1, ІЛ-2 і препаратів порівняння.

Аналіз результатів проведених досліджень свідчить, що при ЕД на фоні експериментальної гіперглікемії ендотеліопротективну активність виявили всі препарати, але за ступенем нормалізації параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів РАІЛ-1 та ІЛ-2 перевершили референт-препарати. Вплив всіх препаратів на досліджені ланки постішемічного нейродеструктивного пошкодження тканин мозку на моделі аллоксан-індукованого ЦД мав відмінності. Механізм цієї ендотеліопротективної нейропротекції є комплексним та складаються з багатьох компонентів, які було проаналізовано окремо за впливом на змінами функціональної активності ендотелію при формуванні каскаду нейродеструкції.

Роль цитокінів інтерлейкінового ряду в змінах функціональної активності ендотелію при формуванні нейродеструктивного каскаду постішемічного ушкодження не вивчена, тому в експерименті оцінку морфофункціонального стану ендотеліоцитів капілярів IV-V шарів кори і ендотеліоцитів стінки судин головного мозку (судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій) визначали за такими показниками як площа і середній діаметр ядра, щільність ядер ендотеліоцитів і концентрацію в них РНК, а також експресією VEGF на 18-ту добу моделювання АЕЦД. Отримані результати свідчать, що моделювання експериментальної гіперглікемії супроводжувалось порушенням функціональної активності ендотелію капілярної мережі – встановлено зниження діаметру ядер та щільності ядер ендотеліоцитів та падіння концентрації РНК в ядрах ендотеліоцитів капілярів. Зміни стану ендотеліоцитів стінки судин головного мозку були більш виразними. Також виявлено достовірне зменшення зв'язування VEGF з судинним ендотелієм капілярної мережі кори на 41% та ендотелієм судин мозку на 50%. Це відображає формування ендотеліальної дисфункції, яка призводить до закриття капілярів і зменшення щільності функціонуючих судин, тобто до процесу прогресуючої ішемізації кори мозку. Поглиблений аналіз стану окремих ланок ЕД при постішемічних порушеннях в тканинах головного мозку щурів з ЦД провели шляхом вивчення додаткових параметрів ендотеліальної дисфункції, а саме запропонованих оригінальних коефіцієнтів: індексу реактивності капілярів (ІРК), індексу реактивності судин головного мозку (ІРС) та коефіцієнту ендотеліальної чутливості (КЕЧ). Доведено, що у експериментальних щурів ІРК був підвищений на 39%, ІРС – на 70% від інтактних значень, а КЕЧ був нижче показників інтактних тварин на 18%, що свідчить про значні зміни співвідношення показників ендотелію капілярів та судин головного мозку щурів на тлі експериментальної гіперглікемії. 
Вперше доведено, що РАІЛ-1 та ІЛ-2 мають ендотеліопротективну дію і попереджають розвиток ендотеліальної дисфункції на моделі аллоксан-індукованого цукрового діабету та встановлено їх перевагу перед тіоцетамом, мексидолом, мілдронатом, кортексином. Більш активним за впливом на середній діаметр, площу, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку визнано РАІЛ-1, максимальний ефект на вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку виявив Ронколейкін.

Ключова роль в патогенезі ЕД, на думку більшості дослідників, належить внутрішньоклітинному оксидативному стресу, що підтвердили результати проведених досліджень – при розвитку екпериментальної гіперглікемії спостерігалося різке підвищення рівнів ранніх і пізніх показників окисного стресу (АФГ, КФГ) на тлі приросту основного маркера окисної деструкції білків – нітротирозину (НТЗ). Крім того, реєструвалося істотне накопичення окисленої форми глутатіону (підвищення на 370% відносно інтактних тварин) паралельно з падінням концентрації його відновленої форми (на 88%) та зниженням активності ферментів ТДС – ГР і ГПР (більш ніж на 40 і 50%). Паралельно зі зміною активності ферментів, реєстрували зсув тіол-дисульфідної рівноваги за рахунок зменшення її відновлених інтермедіатів (значне падіння концентрації відновленого глутатіону, цистеїну, метіоніну) на тлі підвищення вмісту окислених SS-груп, окисленого глутатіону і гомоцистеїну (в середньому на 80%). Паралельно зі зміною стану антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, реєструвались зміни характеру експресії вивчених ізоформ NO-синтази, а саме зменшення активності eNOS та посилення експресії індуцібельної NOS на тлі пригнічення глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи, що призводило до розвитку нітрозилюючого стресу зі збільшенням вмісту нітротирозину. Дані експерименту продемонстрували стабільне зниженням вмісту цистеіну та метіонину при ЦД (відповідно на 64% та 60% відносно показників інтактних тварин) та ознаки порушень метаболізму NO в тканинах головного мозку щурів (за накопичення гомоцистеіну, рівні якого виросли в 5 разів. 
В ході проведених нами експериментальних досліджень встановлено, що ішемія головного мозку супроводжувалася вираженими порушеннями енергетичного метаболізму в головному мозку (дисбалансом аденілових нуклеотидів – різким зменшенням концентрації АТФ, АДФ і збільшенням вмісту АМФ) та розвитком некомпенсованого ацидозу. Позитивна модуляція вуглеводно-енергетичного метаболізму досліджуваними препаратами, підтверджувалася нормалізацією основних та додаткових параметрів енергозабезпеченості клітини тканин мозку щурів на тлі експериментального ЦД – призвела до збільшення рівня АТФ та АДФ на тлі зниження рівня АМФ, а також достовірному підвищенню кількості пірувату і малата на тлі паралельного зниження концентрації молочної кислоти. Доведено, що максимальний вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину. 
Вперше порівняльним аналізом активності Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 встановлено, що максимальне блокування токсичних проявів нітрозилюючого та оксидантного стресів (вплив на активність іNOS, глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази, на рівні нейротоксичного НТЗ та відновлених форм глутатіону) відзначено у РАІЛ-1 та Ронколейкіну. Вперше порівняльним аналізом експериментальної терапії аллоксан-індукованого цукрового діабету щурів цитокіновими препаратами, антиоксидантами та нейропептидом доведено, що максимальний вплив на вуглеводно-енергетичний стан (за відновленням співвідношення АТФ та АМФ, рівней пірувату, малату, лактату) та виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку мала максимальний ефект в групі Ронколейкіну (нормалізація щільності нейронів) та РАІЛ-1 (стабілізація площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниження показників щільності апоптотичних та деструктивно-змінених нейронів в складі клітин головного мозку).

Таким чином, на основі експериментальних досліджень експериментально доведено та продемонстровано високий терапевтичний потенціал нового підходу до нейропротекції при діабетичній енцефалопатії з використанням таргетних препаратів – рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1) та інтерлейкіну-2 (ІЛ-2), що відкриває широкі можливості для впровадження в медичну практику запропонованого способу, спрямованого на переривання цитокін-залежних механізмів ендотеліальної дисфункції в умовах церебральної ішемії при цукровому діабеті. 
Вперше за допомогою системного аналізу доведено, що ендотеліопротекторна дія Ронколейкіну пов’язана зі впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводной метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Вперше доведено, що ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 

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

Ключові слова: ендотелій, ендотеліальна дисфункції, рецепторний антагоніст інтерлейкіну-1, інтерлейкін-2, цукровий діабет, церебропротекція. 
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Thesis for the degree of candidate of medical sciences in specialty 14.03.05 «Pharmacology». – State enterprise «Institute of Pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine», Kyiv, 2018.
The thesis is devoted to solution of the problem of increasing the efficacy of treatment of endothelial dysfunction and neurological complications of diabetes mellitus. 
This work represents performed study of endothelioprotective effects of cytokine medications of the interleukin series, namely, the receptor antagonist of interleukin-1 (RAIL-1) and interleukin-2 (IL-2) for experimental substantiation of the possibility of their use as effective neuroprotective agents with endotheliotropic action. 
Comparative medications were antioxidant drugs Tiocetam (nootropics/antihypoxant), Mexidol (nootropics/membrane stabilizer) and Mildronate (anti-ischemic energy-supplying medication), as well as neuropeptide nootropic Cortexin (with tissue-specific action).
For completeness of representations of metabolic disorders occurring in the brain tissues of animals with experimental hyperglycemia on the model of alloxan-induced experimental diabetes mellitus (AEDM), the dynamics of parameters of the endothelium, the activity of free radical damage (the state of the oxidated protein modification, the nitric oxide system and thiol-disulfide system), changes in the carbohydrate-energy state of the brain cells and the morphofunctional characteristics of the neurons of the sensomotor zone and comparably the influence on these options RAIL-1, IL-2 and the comparator agent.

The analysis of the results of the conducted researches testifies that at the ED on the background of experimental hyperglycemia, all medications were detected, but the degree of normalization of parameters of endothelium and inhibition of activity of free radical processes of RAIL-1 and IL-2 exceeded referent medications. The effect of all medications on the investigated links of postisemic neurodestructive brain tissue damage on the model of alloxan-induced diabetes had a difference. The mechanism of this endothelioprotective neuroprotection is complex and consists of many components that were analyzed separately for the effect on changes in the functional activity of the endothelium during the formation of the cascade of neurodestruction.

The role of cytokines in the interleukin series in changes in the functional activity of the endothelium during the formation of the neurodestructive post-ischemic injury cascade has not been studied; therefore, in the experiment, the evaluation of the morphofunctional state of endotheliocytes of capillaries IV-V of cortical layers and endothelial cells of the brain vessels wall (vascular brain membrane, vascular plexus of brain ventricles, and rami of the central cerebral and oocyte arteries) were determined by indicators such as the area and the average diameter of the nucleus, the density of endothelial cell nuclei and concentration of RNA in them, and so VEGF expression on the 18-th day of AEDM simulation. The obtained results indicate that modelling of experimental hyperglycemia was accompanied by a violation of the functional activity of the endothelium of the capillary network - the decrease in the diameter of the nuclei and the density of the nuclei of the endothelial cells and the decrease of RNA concentration in the nuclei of the endothelial cells of the capillaries was established. Changes in the state of endothelial cells of brain vessel walls were more pronounced. There was also a significant reduction in the binding of VEGF with the vascular endothelium of the capillary network of the measles by 41% and brain vessels endothelium by 50%. This reflects the formation of endothelial dysfunction, which leads to the closure of capillaries and a decrease in the density of functioning vessels, that is to the process of progressive ischemia of the cerebral cortex. 
An in-depth analysis of the status of individual ED units in post-traumatic disorders in the brain tissues of rats with diabetes was performed by studying additional parameters of endothelial dysfunction, namely the proposed original coefficients: the capillary reactivity index (CRI), the index of brain vascular reactivity (IVR), and the endothelial sensitivity coefficient (ESC). It has been shown that in experimental rats, CRI was elevated by 39%, IVR - by 70% from intact values, and ESC was lower than intact animals by 18%, indicating significant changes in the ratio of endothelium indices of capillaries and rat vessels to the experimental background hyperglycemia.

It has been shown for the first time that RAIL-1 and IL-2 have endothelioprotective effects and prevent the development of endothelial dysfunction on the model of alloxan-induced diabetes mellitus and their advantage over tiocetam, mexidol, mildronate, and cortexin. The active effect on the average diameter, area, nucleus density and concentration of VEGF endothelial cells of the cortex capillaries and brain vessels walls was recognized as RAIL-1, the maximum effect on the content of CRI of endothelial cells in the brain vessels walls was revealed by Roncoleukin.
According to most researchers, the key role in the pathogenesis of ED belongs to intracellular oxidative stress, which was confirmed by the results of the researches - with the development of experimental hyperglycemia, a sharp increase in the levels of early and late oxidative stress (AFG, CFG) was observed against the background of the growth of the main marker of oxidative destruction of proteins – nitrotyrosine (NTS). In addition, a significant accumulation of oxidized form of glutathione (an increase by 370% in relation to intact animals) was recorded in parallel with a decrease in the concentration of its recovered form (by 88%) and a decrease in the activity of enzymes TDS-GR and GPR (more than 40 and 50%). In parallel with the change in the activity of enzymes, the shift of thiol-disulfide balance was recorded by reducing its renewed intermediates (a significant decrease in the concentration of renewed glutathione, cysteine, and methionine) against the backdrop of an increase in the content of oxidized SS groups, oxidized glutathione and homocysteine (an average by 80%). 
Along with the change in the state of antioxidant and thiol-disulphide systems, changes in the character of the expression of the studied isoforms of the NO-synthase were recorded, namely the decrease in the eNOS activity and the enhancement of induction NOS expression against the inhibition of the glutathione linkage of the thiol-disulphide system, which led to the development of nitrosilizing stress with increasing content nitrotyrosine. Experiment data demonstrated a stable decrease in the content of cysteine and methionine in DM (64% and 60%, respectively, in relation to intact animals) and signs of NO metabolism in the brain tissue of rats (for the accumulation of homocysteine, the levels of which increased in 5 times).

In the course of our experimental studies, it was found that cerebral ischemia was accompanied by severe violations of energy metabolism in the brain (the imbalance of adenyl nucleotides – a sharp decrease in the concentration of ATP, ADP, and an increase in the content of AMF) and the development of uncompensated acidosis. Positive modulation of carbohydrate-energy metabolism by the investigational medications was confirmed by the normalization of the main and additional parameters of energy supply of cells of brain tissues of rats against the background of experimental DM – led to an increase in the level of ATP and ADF against the background of decreasing the level of AMF and a significant increase in the number of pyruvate and malate against the background of parallel decline of lactic acid concentration. It was proved that the maximum effect was observed in the group RAIL-1, Roncoleukin and Cortexin.

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

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

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

For the first time, it has been shown that among the original parameters of endothelial dysfunction, the capillary reactivity index (CRI), the index of brain vascular reactivity (IVR), the endothelial sensitivity coefficient (ESC), and the metabolic rate (MR), the maximum value of the averaged index of system formation has been found in the index of reactivity of the vessels of the brain, which characterizes the potential ability to stabilize the state of the endothelium of brain vessels in conditions of the damaging effect of hyperglycemia and can be used as an early endothelial marker of endothelial dysfunction in brain tissue with DM and as an integral indicator of adaptive capacity of endothelium.
Key words: endothelium, endothelial dysfunction, interleukin-1 receptor antagonist, interleukin-2, diabetes mellitus, cerebroprotection.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, 

ОДИНИЦЬ, СКОРОЧЕНЬ ТА ТЕРМІНІВ

АОА – антиоксидантна активність;

АОС – антиоксидантна система;

АФГ – альдегидфенілгідразони; 

АФК – активні форми кисню;

ВРО – вільнорадикальне окиснення;

ГПМК – гострі порушення мозкового кровообігу; 

ГП – глутатіонпероксидаза; 

ІЛ – інтерлейкін(и);
ІМ – інфаркт міокарда;

ІшІ – ішемічний інсульт; 

КФГ – карбоксилфенілгідразони; 

ЛПНЩ – ліпопротеїди низької щільності;
МДА – малоновий діальдегід;

МП – мітохондріальна пора; 

ОМБ – окислювальна модифікація білків;

ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів; 

РАІЛ-1– рецепторний антагоніст інтерлейкіну-1; 

СОД – супероксиддисмутаза;

ЦВХ – цереброваскулярні хвороби; 

ЦД – цукровий діабет;
ЦНС – центральна нервова система;

IL(s) – інтерлейкін(и); 

NK – натуральні кілери;

NK-kF – ядерний транскрипційний фактор κB;

NO – оксид азоту;

NOS – синтаза оксиду азоту; 

TNF(s) – фактор(и) некрозу пухлин.

ВСТУП

Актуальність теми. Цукровий діабет (ЦД) – неухильно прогресуюче захворювання, що вражає переважно осіб працездатного віку і швидко приводить до розвитку системних ускладнень. ЦД посідає третє місце в статистиці смертності після серцево-судинних і онкологічних захворювань. Основною причиною інвалідизації і летальності при ЦД є мікро- і макросудинні ускладнення, що призводять до розвитку серцево-судинних та цереброваскулярних захворювань. 
При ЦД індукований гіперглікемією оксидативний стрес призводить до ендотеліальної дисфункції, активації тромбоцитів і моноцитів, проліферації гладком'язових волокон, в подальшому – до розвитку діабетичних ангіопатій, формуванню гіпоксії/ішемії та постгіпоксичних ускладнень [2]. Висока частка ускладнень ЦД зумовлена порушеннями тканинного метаболізму з масштабним ушкодженням мікрокапілярного русла органів, що призводить до формування мультиорганної патології, в тому числі неврологічних ускладнень ЦД: мікро- і макроангіопатії, енцефалопатій, дистальних невропатій, інсульту [3]. Діабет асоціюється з підвищеним ризиком розвитку інфаркту міокарда та ішемічного інсульту і з їх менш успішним результатом. Неврологічні ускладнення ЦД в цілому та гострі порушення мозкового кровообігу (ГПМК) зокрема, є потенційно небезпечними станами з досить тяжким клінічним перебігом, високим ризиком виникнення ускладнень та супутніх патологій. Це зумовлено високими показниками розповсюдженості та летальності, значними змінами в стані хворих, що характеризуються тривалою непрацездатністю та інвалідизацією хворих з ЦД, що можуть залишатися протягом багатьох років чи всього життя [4]. 

При ЦД дефіцит інсуліну призводить до порушень обміну вуглеводів, жирів і білків, провокує гіперглікемію, інсулінорезистентність і енергодефіцит, активацію синтезу активних форм кисню (АФК), вільних радикалів і продуктів перекісного окислення ліпідів, тобто формує патофізіологічну картину оксидативного стресу [5]. Індукований гіперглікемією оксидативний стрес призводить до ендотеліальної дисфункції, активації тромбоцитів і моноцитів, проліферації гладком'язових волокон, в подальшому – до розвитку діабетичних ангіопатій, формуванню гіпоксії/ішемії та постгіпоксичних ускладнень [6]. Таким чином, головним завданням ефективної терапії та профілактики неврологічних ускладнень ЦД є блокування взаємообумовлених ланок патогенезу – судинних, метаболічних і феномена оксидативного стресу, у зв'язку з чим значна увага приділяється пошуку ефективних нейропротекторів та антигіпоксантів з ендотеліопротективною дією [7].

Доведено, що при ЦД спостерігається пошкодження внутрішнього шару судинної стінки – ендотелію. Ендотелій в нормі забезпечує трофічну і захисну функцію по відношенню до інших верств судинної стінки. Саме ендотелію належить головна роль у підтримці тонусу судин і гемостазу, в розвитку ремоделювання і місцевого запалення (вироблення про- і протизапальних факторів). Порушення функції ендотелію і формування дисфункції ендотелію у хворих з інсулінорезистентністю призводить до підвищення судинної реактивності. Дисбаланс вазоконстрикторів і вазодилататорів є одним з ланок патогенезу діабетичних ангіопатій, оскільки тригерні фактори включають процеси запалення зі зміною функції гладеньком'язового шару і надмірним утворенням прозапальних цитокінів.

Важливе місце в патогенезі неврологічних ускладнень ЦД займають різноманітні ланки каскаду нейродеструкції, пов’язані між собою та детерміновані в часі. В осередку гіпоксії/ішемії активуються клітини ендотелію, лейкоцити, макрофаги, які продукують цитокіни, в першу чергу інтерлейкіни (IL) [5]. Розвивається «цитокіновий каскад» – гіперпродукція прозапальних і відносний дефіцит протизапальних цитокінів і ростових факторів. В першу чергу підвищується продукція інтерлейкіну-1 (ІL-1), який є головним медіатором розвитку місцевої запальної реакції та госторофазової відповіді на рівні організму [6]. Встановлено тісний кореляційний зв’язок рівнів деяких прозапальних цитокінів (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8) з тяжкістю клінічних проявів і з активністю нейрогуморального фону пацієнтів з цереброваскулярними захворюваннями. При цьому відзначають відносний дефіцит протизапальних цитокінів (IL-1rа, IL-10) та ростових факторів (BDNF, IGF-1, PDGF, IL-2) [66]. Обговорюється роль цитокінів в формуванні при ЦД аутоімунного процесу та хронічного системного запалення, отже впливу на нейро-імуно-ендокринні механізми розвитку судинних ускладнень захворювання [249]. Таким чином, важливе значення для розвитку постішемічного ланцюгу патофізіологічних змін тканин мозку при церебральній ішемії має формування цитокінового дисбалансу, а саме гіперпродукції прозапального ІЛ-1 та відносного дефіциту його природного інгібітора IL-1rа, а також IL-2.

Актуальною тенденцією є включення в комплексну терапію ЦД не тільки гіпоглікемічних засобів, але і препаратів, що сприяють зменшенню активності вільно-радикальних процесів  та зниженню виразності гіпоксичних уражень тканин з відновленням порушених функцій ендотелію, тобто необхідно застосування нейропротективних препаратів з ендотеліопротекторною дією [156,181]. При цьому раціональна нейропротекція передбачає переривання патологічних каскадів, які визивають дисфункцію і загибель нейронів, на більш ранніх рівнях, тому одним із перспективних напрямків вторинної нейропротекції розглядають фармакологічну інтервенцію в нейродеструктивний каскад на рівні імунної системи, а саме регуляції дисбалансу цитокінів та модуляції їх про-/протизапальних ефектів [71,276].

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана за планом затвердженої МОЗ України науково-дослідної роботи Національного фармацевтичного університету «Фармакологічне вивчення біологічно активних речовин та лікарських засобів» (номер держреєстрації 0114U000956). Дисертант є співвиконавцем даної теми.
Мета і завдання дослідження. Мета роботи – дослідження ендотеліопротективних ефектів цитокінових препаратів інтерлейкінового ряду, а саме – рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1) та інтерлейкіну-2 (ІЛ-2) для експериментального обгрунтування можливості використання їх в якості ефективних нейропротективних засобів з ендотеліотропною дією.
Для досягнення зазначеної мети були поставлені такі завдання:
1. Дослідити в експерименті ендотеліопротективні ефекти РАІЛ-1 та ІЛ-2 в порівнянні з референс-препаратами за відновленням показників функціональної активності ендотеліоцитів капілярів і ендотеліоцитів стінки судин головного мозку тварин з експериментальним цукровим діабетом. 

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

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

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

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

Методи дослідження: фармакологічні (моделювання аллоксаніндукованого цукрового діабету у щурів), біохімічні (визначення активністі eNOS, iNOS, ГПР та ГР, вмісту рівнів АФГ, КФГ, відновлених та окислених тіолів та глутатіону, метіоніну, цистеїну, АТФ, АДФ, АМФ, лактату, пірувату, малату, ізоцитрату), імуноферментні (визначення вмісту гомоцистеїну, нітротирозину), гістоморфометричні (вивчення морфофункціонального стану ендотеліоцитів капілярів IV-V шарів кори і стінки судин, нейронів), статистичні (використано програму «STATISTICA® for Windows 6.0», параметричний критерій t-Стьюдента, непараметричний U-критерій Уітні-Манна).
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше доведено, що РАІЛ та Ронколейкін мають ендотеліопротективну дію і попереджають розвиток ендотеліальної дисфункції на моделі аллоксан-індукованого цукрового діабету та встановлено їх перевагу перед тіоцетамом, мексидолом, мілдронатом, кортексином. Більш активним за впливом на середній діаметр, площу, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку визнано РАІЛ-1, максимальний ефект на вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку виявив Ронколейкін.
Вперше порівняльним аналізом активності Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 встановлено, що максимальне блокування токсичних проявів нітрозилюючого та оксидантного стресів (вплив на активність іNOS, глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази, на рівні нейротоксичного НТЗ та відновлених форм глутатіону) відзначено у РАІЛ-1 та Ронколейкіну.
Вперше порівняльним аналізом експериментальної терапії аллоксан-індукованого цукрового діабету щурів цитокіновими препаратами, антиоксидантами та нейропептидом доведено, що максимальний вплив на виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку мала максимальний ефект в групі Ронколейкіну (нормалізація щільності нейронів) та РАІЛ-1 (стабілізація площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниження показників щільності апоптотичних та деструктивно-змінених нейронів в складі клітин головного мозку).

Вперше за допомогою системного аналізу доведено, що ендотеліопротекторна дія Ронколейкіну пов’язана зі впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводной метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Вперше доведено, що ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 

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

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

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

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

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

Апробація роботи. Основні положення наукової роботи оприлюднені та обговорені на науково-практичних конференціях, конгресах різного рівня і з’їздах: міжнародній науково-практичній конференції «Сучасна медицина: актуальні проблеми, шляхи вирішення та перспективи розвитку» (Одеса, 2014), міжнародній науково-практичній конференції «Медична наука та практика: актуальні питання взаємодії» (Київ, 2014), міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні тенденції у медичних та фармацевтичних науках» (Київ, 2014), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Хронічні неінфекційні захворювання: заходи профілактики і боротьби з ускладненнями» (Харків, 2015), XXII Російському національному конгресі «Человек и лекарство» (Москва, 2015), XII міжнародній науковій конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання сучасної медицини» (Харків, 2015), міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій 81-річчю Курського державного Медичного университету та 50-річчю фармацевтичного факультету «Университетская наука: взгляд в будущее» (Курск, 2016), XXIIІ Російському національному конгресі «Человек и лекарство» (Москва, 2016), І науково-практичній інтернет-конференції з міжнародною участю «Фармацевтична наука та практика: проблеми, досягнення, перспективи розвитку» (Харків, 2016), VIII Національному з’їзду фармацевтів України «Фармація ХХІ століття: тенденції та перспективи» (Харків, 2016), четвертій науково-практичній конференції, присвяченій пам’яті проф., д.мед.наук Вікторова О.П. «Безпека та нормативно-правовий супровід лікарських засобів: від розробки до медичного застосування» (Київ, 2016), міжнародній науково-практичній конференції «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 2017), ІІ науково-практичній інтернет-конференції з міжнародною участю «Фармацевтична наука та практика: проблеми, досягнення, перспективи розвитку» (Харків, 2018).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 24 наукові роботи, із них 3 монографії (у співавторстві), 6 статей у фахових виданнях в галузі медицини, рекомендованих МОН України, 2 статті в іноземних журналах з напрямку дисертації, 12 тез доповідей на наукових конференціях та з’їздах.
Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота написана українською мовою, викладена на 221 сторінці комп’ютерного друку, складається зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», 4 розділів власних досліджень, розділу «Аналіз та узагальнення отриманих результатів», висновків та списку використаних джерел, який включає 349 найменування, з них 177 – кирилицею, 172 – латиницею. Дисертація ілюстрована 20 таблицями та 13 рисунками. 

РОЗДІЛ 1. СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ПРО ФАРМАКОЛОГІЧНУ КОРЕКЦІЮ ЕНДОТЕЛІАЛЬНОЇ ДИСФУНКЦІЇ ПРИ ЦУКРОВОМУ ДІАБЕТІ ТА ПЕРСПЕКТИВИ ЗАСТОСУВАННЯ ЦИТОКІНОВИХ ПРЕПАРАТІВ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1.  Структура цереброваскулярних уражень при цукровому діабеті

Цукровий діабет (ЦД) – неухильно прогресуюче захворювання, що вражає переважно осіб працездатного віку, швидко призводить до інвалідизації та розвитку системних ускладнень [62,268]. Термін ЦД об'єднує метаболічні порушення різної етіології, які характеризуються наявністю хронічної гіперглікемії з наступним порушенням жирового, вуглеводного і білкового обмінів, що розвиваються в результаті дефектів секреції та/або дії інсуліну [216,234]. Клінічно виділяють 2 типи захворювання. ЦД 1-го типу (інсулінозалежний) – аутоімунне захворювання, що розвивається при спадковій схильності і характеризується ураження β-клітин підшлункової залози, які не перестають синтезувати інсулін. Більш складний патогенез у інсулінонезалежного ЦД 2-го типу, який є гетерогенним захворюванням та характеризується порушенням секреції інсуліну та/або чутливості до інсуліну рецепторів периферичних тканин (інсулінорезистентність) [71,79,241].

Цукровий діабет типу 2 (ЦД2) стоїть у першому ряду серед проблем медичної науки та охорони здоров'я – він входить в число 7 головних причин смертності населення в більшості країн світу займає серед безпосередніх причин смерті третє місце після серцево-судинних і онкологічних захворювань [1,28]. Поширеність ЦД2, на частку якого припадає до 95% всіх випадків ЦД, висока на всіх континентах, в різних вікових і расових популяціях [298]. З кожним роком кількість хворих збільшується на 6-7%, і на сьогоднішній день їх чисельність становить від 2 до 4% усього населення земної кулі. За останні 30 років за темпами приросту захворюваності ЦД випередив такі інфекційні захворювання, як туберкульоз і ВІЛ [164,268]. Це системне захворювання обміну речовин прийняло пандемічний характер поширення, що спонукало Організацію Об'єднаних Націй (ООН) в грудні 2006 р. прийняти резолюцію, що закликає «створювати національні програми з попередження, лікування та профілактики ЦД та його ускладнень і включати їх до складу державних програм з охорони здоров'я». За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я (ВООЗ), у 2000 р. в світі налічувалося близько 160 млн хворих на ЦД. Епідеміологи ВООЗ прогнозують, що до 2025 р. чисельність хворих на ЦД 2 подвоїться і перевищить 400 млн осіб [181,210]. В Україні за останні 10 років кількість хворих на цукровий діабет збільшилася більш ніж в 1,5 рази і становить близько 1 млн. чоловік, тому рішення проблем терапії ЦД поставлено на рівень державних завдань [12]. Важливо зазначити, що у останні десятиріччя відзначається підвищення ризику розвитку ЦД2 у підлітків і дітей [98,203,233]. Загальна смертність хворих ЦД в 2,3 рази вище смертності серед решти населення. Інвалідизація внаслідок ЦД становить 2,6 % в структурі загальної інвалідності [178,256]. Значними також є економічні затрати розвинутих країн на лікування хворих ЦД [12,290]. У більшості європейських країн ЦД поглинає до 10% коштів національних фондів охорони здоров'я [34,217]. Так, у Німеччині щорічні витрати, пов'язані з ЦД, становлять 12,44 млрд євро. 
Найнебезпечнішими наслідками глобальної епідемії ЦД є його системні судинні ускладнення [103,318]. Саме ці ускладнення, діабетичні мікро- і макроангіопатії, визначають тривалість життя хворого і його працездатність та є основною причиною інвалідизації та смертності хворих на ЦД [83]. Цукровий діабет є класичною моделлю поразки мікро- і макросудинного русла, що проявляється у широкомасштабному розвитку ускладнень цього захворювання: діабетичної ретинопатії у 80-90% хворих, діабетичної нефропатії у 35-40%, атеросклерозу магістральних судин (серця, мозку, нижніх кінцівок) у 70% хворих. Настільки масштабної поразки всього судинного русла не відбувається ні при одному іншому захворюванні (імунної чи іншої природи) [37,311]. При цьому головним фактором, що визначає якість життя пацієнта, є ступінь ураження нервової системи [13,74].
Діабетична нейропатія – комплекс патологічних змін з боку різних відділів та структур нервової системи, що розвивається в результаті метаболічних порушень, характерних для хворих на ЦД [40,340]. Доведено, що розвиток діабетичної нейропатії може попереджати клінічну маніфестацію основного захворювання, тобто ЦД [13]. При тривалості захворювання більше 5-7 років прояви діабетичної нейропатії виявляються практично у кожного пацієнта (навіть незважаючи на повноцінність гіпоглікемічної терапії). У зв'язку з цим деякі автори розглядають нейропатію не як ускладнення, а як неврологічні прояви ЦД [105,182].

Серед центральної діабетичної нейропатії особливу увагу заслуговує діабетична енцефалопатія (ДЕ). За даними літератури, частота цієї патології коливається від 2,5 до 78% [83,272]. Результати експериментальних досліджень і клінічні дані свідчать, що при ЦД спостерігаються зміни структури і функції різних відділів головного мозку. Основним проявом ДЕ є зниження когнітивних функцій. ЦД є одним з головних факторів ризику виникнення судинної деменції, яка зустрічається при даній патології в 8,9% випадків [235]. Клінічно значуща когнітивна дисфункція призводить до порушення трудової і соціальної адаптації і погіршення якості життя хворих на ЦД, особливо якщо вона досягає стадії деменції [244]. Когнітивні порушення знижують здатність хворих ЦД до адекватного контролю гіперглікемії і збільшують ризик розвитку типових ускладнень, що призводять до інвалідизації і загрожують життю пацієнта [273,305]. Хворі забувають вчасно зробити ін’єкцію інсуліну або прийняти цукрознижувальний препарат, не можуть розрахувати дозу інсуліну, втрачають контроль за харчуванням [84,146]. Саме тому у хворих на ЦД2 похилого віку наявність когнітивної дисфункції збільшує ризик смерті на 20% за 2 роки [200,230].
Ураження судин мікроциркуляторного русла при ЦД носить генералізований характер і виявляється у всіх органах і тканинах [339]. Судинна капілярна мережа найбільш розвинена в сірій та білій речовині ЦНС та в мієлінових оболонках периферичних нервів, тому метаболічні і судинні розлади при ЦД швидко ведуть до порушення нейронального і ендоневрального кровотоку, провокують розлади функціональної активності і структурно морфологічної цілісності ЦНС і периферичної нервової системи [11,169]. При цьому в 80% випадків смертності при ЦД обумовлено серцево-судинними захворюваннями (у першу чергу, інфарктом міокарда та мозковим інсультом), в той час як від самого ЦД (діабетичних ком) вмирають не більше 1% хворих. Внаслідок цього ряд західних кардіологів зараховують ЦД до серцево-судинних захворювань [262,311]. При ЦД частота розвитку серцево-судинної патології в 3-4 рази вище в порівнянні з особами без ЦД [207,271]. Відносний ризик розвитку інсульту в осіб з ЦД в 1,8-6 разів вище в порівнянні з особами без ЦД. У дослідженні MRFIT (Multiple Risk Factor Intervention Trial – вивчення значимості множинних факторів риску) ризик смерті від інсульту серед пацієнтів з ЦД був у 2,8 рази вище ніж у пацієнтів без ЦД, при цьому ризик смерті від ішемічного інсульту був вищий у 3,8 рази, від крововиливу внутрішньомозкового – в 1,5 рази [202,317]. 

Інсульт при ЦД2 розвивається в 2 рази частіше, ніж у популяції, протікає більш важко (формуються великі вогнища ураження, нерідко супроводжуються розладами свідомості, неврологічні симптоми зникають повільно), частіше призводить до інвалідизації, при цьому у хворих на ЦД відзначається велика частота повторних інсультів [74,349]. Ризик розвитку інсульту при ЦД2 у жінок в 4,3-5,8 рази, а у чоловіків в 3,7-4,1 рази вище, ніж у осіб без порушень вуглеводного обміну [268,289].

Таким чином, актуальною проблемою сучасної медицини є зростаюча поширеність цереброваскулярних уражень, особливо ішемічного інсульту, як прояв діабетичних макроангіопатій при ЦД, при цьому їх формування відбувається за короткий термін часу та супроводжується прогресуючою когнітивною дисфункцією, клінічний перебіг інсульту є більш тяжким та має тенденцію до рецидиву, рівні ранньої та відстроченої летальності перевищують такі у загальній популяції, інвалідності також [58,73,278,299]. Отже, необхідно розробляти ефективні методи лікування та заходи профілактики саме цереброваскулярних уражень ЦД, які дозволять знизити показники летальності, інвалідизації та економічні витрати на медико-соціальне забезпечення таких пацієнтів [82,101,217,294]. 

1.2. Механізми розвитку ендотеліальної дисфункції

Ендотеліальні клітини (ЕК) є єдиним видом клітин організму, які контактують безпосередньо з кров'ю. Сумарна маса ендотеліоцитів дорослої людини середньої ваги досягає 1,5-1,8 кг, що можна порівняти з масою печінки [33]. Ендотелій – це єдиний шар ЕК, що вистилають внутрішню поверхню судин і порожнин серця та створюють напівпроникний бар'єр між кров'ю і лімфою в судинах і навколишніми тканинами. Ендотелій складається з 1 до 6•1013 клітин, площа покриття яких понад 1000 м2. Ендотеліальні клітини різних судинних зон мають різну форму, різний набір рецепторів і поверхневих ліпополісахаридів. Неоднорідність клітин ендотелію сприяє різноманітності його функцій на різних ділянках судинної системи [175,301].

Було встановлено, що ендотелій - це не тільки одношаровий клітинний покрив, що виконує роль пасивного бар'єра між кров'ю і тканинами, але здатний регулювати систему гомеостазу в цілому шляхом регуляції швидкості кровотоку. У зв'язку з цим було висловлено припущення, що судинний ендотелій є досить великою і важливою ендокринної залозою в організмі [64].
Ендотелій в нормі забезпечує трофічну і захисну функцію по відношенню до інших верств судинної стінки. За допомогою різних пептидів та інших біологічно активних сполук ендотелій бере участь у підтримці нормальної мікроциркуляції на периферії, забезпечуючи швидкість просування крові по капілярах і попереджаючи можливість розвитку кровотечі в разі травматизації судинної стінки [95,151]. Але точне розуміння порушень функції ендотелію при патології може бути сформоване тільки після з'ясування механізмів функціонування ендотеліоцитів. 
Основна роль судинного ендотелію в організмі за даними вітчизняних і зарубіжних авторів полягає в наступному [33,46,57,183]:

1. Синтез вазоактивних сполук (оксид азоту, ендотеліальний гіперполяризуючий фактор релаксації, ендотелін, ангіотензин I (АI), ймовірно, ангіотензин II (АII), простациклін, тромбоксан).

2. Учасник системи гемостазу: фібринолітична активність (однаковий заряд на поверхні ендотеліоцитів і тромбоцитів забезпечує тромборезистентність поверхні судинної стінки), синтез простацикліну, оксиду азоту, тканинного активатора плазміногену, експресія тромбомодуліну, дезагрегантів, глікозаміногліканів, що перешкоджають агрегації тромбоцитів на поверхні ендотелію і формування тромбу.

3. Безпосередня роль в протіканні реакцій вродженого і адаптивного імунітету. Ендотеліоцити в ряді випадків виконують роль антігенпрезентуючих клітин і експресують на своїй поверхні антигени, що подаються для Т-лімфоцитів. Є роботи, які свідчать про синтетичну активність щодо інтерлейкіну-1.

4. Каталітична ферментативна активність, суть якої полягає в експресії на поверхні ендотеліоцитів ангіотензинперетворюючого ферменту (АПФ), що викликає конверсію АI в АII.

5. Стимуляція і супресія зростання гладком'язових клітин через секрецію ендотеліального фактора росту (VEGF) і гепаріноподібних інгібіторів росту.

6. Захист м'язового шару стінок судин від патологічної вазоконстрикції, зумовленої гіпоксією, перевантаженням об'ємом, атеросклеротичними змінами, процесами ПОЛ, дисліпопротеінемією, цитокінами, підвищенням глюкози крові та ін.

7. Медіаторну активність, що забезпечує зміни тонусу судинної стінки (таблиця 1).
Нормальний, здоровий ендотелій регулює тонус і структуру судин, а також має антикоагулянтну, антиагрегантну та фібринолітичну властивості. Контроль судинного тонусу здійснюється шляхом вивільнення ряду вазодилататорів і вазоконстрикторів. Основним вазодилятатором є NO, спочатку позначений як ендотеліальний фактор релаксації. До вазодилататорів відноситься простациклін і брадикінин. Простациклін взаємодіє з NO і пригнічує агрегацію тромбоцитів.
Таблиця 1
Біологічно активні сполуки, які регулюють тонус судинної стінки
	Ендотеліальні фактори, що регулюють 
судинний тонус
	Фактори ендотеліального походження, що потенціюють вазоконстрикцію

	вазоконстрикторні
	вазодилатуючі
	

	Простациклін Гіперполяризуючий фактор релаксації

Оксид азоту

Ендотеліальний натрійуретичний пептид
	Ендотелін-1

Ангіотензин II

Простагландин F2

Тромбоксан А2

Вільні радикали 

Вільні жирні кислоти
	Адгезивні молекули 

Судинний фактор проникності

Е-селектин

Р-селектин

Фактор Віллебранда 

Тромбомодулін

Цитокіни


Брадикінин стимулює вивільнення NO, простацикліну і ендотеліального фактора гіперполяризації, що підсилює судинорозширювальний ефект і сприяє пригніченню агрегації тромбоцитів. Брадикінин бере участь в фібринолізі, стимулюючи вироблення тканинного активатора плазміногену. До вазоконстрикторів, які продукує ендотелій, відносяться ендотелін (найпотужніший з відомих на сьогоднішній день) і ангіотензин II. Ангіотензин II виступає також в ролі прооксиданту, володіє протромбогенною і антифібринолітичною дією, потенціює експресію молекул адгезії, вироблення прозапальних і проатерогенних цитокінів. Ендотелін і ангіотензин II сприяють зростанню і проліферації гладком'язових клітин і формуванню бляшки [47,249].

При впливі на ендотелій різних факторів (механічних, інфекційних, обмінних, імунокомплексних і ін.) підвищується його проникність, ЕК набувають здатність до надлишкової продукції прокоагулянтів, факторів запалення, судинозвужувальних агентів, ростових факторів, молекул адгезії, рецепторів, що активують стан імунної системи. Таким чином відбувається формування дисфункції ендотелію [54,196]. Таким чином, ендотеліальна дисфункція (ЕД) – стан дисбалансу між факторами, що забезпечують в нормі оптимальне протягом всіх ендотелійзалежних процесів [2,9]. Наслідки ЕД стають симптомами серцево-судинних та інших захворювань [174,194].

Патогенетичні механізми розвитку ЕД є різноманітним поєднанням взаємопов'язаних процесів. Однак серед них є найбільш поширені, що грають ключову роль в її розвитку. Незважаючи на те що зміна NO-синтетичної активності ендотелію не є єдиним механізмом розвитку ЕД, роль цього з'єднання в порушеннях функціональної активності ендотеліоцитів незаперечна [16,213].
Відомо, що основним джерелом оксиду азоту в організмі є амінокислота L-аргініну. Механізм синтезу оксиду азоту полягає в каталітичній реакції, що протікає в присутності NO-синтази: L-аргінін + O2 → L-цитрулін + NO. Відомі три ізоформи NO-синтази: дві конститутівні (ендотеліальна і нейрональна), і одна індуцібельна. У зміні тонусу стінки судини значну роль відіграє іммобілізована на ендотелії NO-синтаза (eNOS) [17,37].
Наступним етапом стає реалізація біохімічних ефектів NO, що відбуваються при переході цього з'єднання в розташовані глибше міоцити стінок судин. На рівні гладком'язових клітин NO стимулює розчинну гуанілатциклазу, підвищуючи зміст 3,5-циклічного гуанозинмонофосфату, знижуючи концентрацію кальцію. Наслідком є релаксація гладких клітин і вазодилатація [191,220]. Біологічна роль вазодилатації полягає в захисті судинної стінки, гальмуванні процесу тромбоутворення і агрегації тромбоцитів, окисленні ліпопротеїдів низької щільності, експресії молекул адгезії, прилипанні моноцитів і тромбоцитів до стінки судини і т.п. [56,250].

Тому кінцевий ефект NO – антиагрегантний, протизгортуючий і вазодилататорний [86]. Вазопротекторні функції NO полягають в модуляції вивільнення вазоактивних медіаторів, блокуванні окислення ЛПНЩ, придушенні адгезії моноцитів і тромбоцитів до судинної стінки. Крім того, NO пригнічує експресію прозапальних генів судинної стінки, зокрема транскрипційного фактора NFkB [26,106].
Серед порушень метаболізму оксиду азоту можна виділити фактори, що ведуть до зниження його вироблення (знижене потрапляння L-аргініну, підвищена активність аргінази, інгібування і роз'єднання eNOS, пошкодження ендотеліоцитів і т.д.) і зменшення біодоступності (окислювальний стрес, гіперліпідемія, запалення) [85,327].
Процеси перекисного окислення ліпідів - причина продукції надлишкової кількості активних метаболітів кисню (супероксіданіон, гідроксильний радикал, гідроперекісний радикал, перекис водню). Присутність в плазмі крові таких реактогенних з'єднань може викликати ЕД, так як саме радикали кисню можуть долати антиоксидантну систему, піддаючи окислення і порушуючи функції макромолекул, таких як ДНК, білки, вуглеводи, ліпіди [266,287].

Активація процесів ПОЛ призводить до зниження ендотелійзалежної вазодилатації і підвищенню вазоконстрікторних змін, синтезу адгезивних молекул, стимулює міграцію імунокомпетентних клітин у вогнище запалення через судинну стінку, виділення прозапальних цитокінів, внутрішньосудинні тромботичні зміни, підвищення апоптотичної активності клітин і т.п. Таким чином, виділення активних радикалів кисню при активації процесів ПОЛ супроводжується розвитком ЕД [59,264].

Ці сполуки, особливо супероксид-аніон – О2, мають здатність зменшувати представництво eNOS, вступати у взаємодію з оксидом азоту, викликаючи формування пероксинітриту (ONOO-), що ушкоджує мембранні структури клітин і ДНК. Це призводить до розвитку мутацій, апоптозу і сприяє розвитку запалення [170,307].

Гіпоксія також є невід'ємною складовою ЕД. З огляду на той факт, що ендотеліоцити отримують енергію і кисень в основному з крові, патофізіологічні зміни в ендотелії при гіпоксії виявляються в меншій мірі, ніж в нейронах і кардіоміоцитах [104,157]. Гіпоксія призводить до змін функціональної активності ендотеліоцитів компенсаторного характеру. 
Запалення – основний механізм реалізації вродженого і адаптивного імунітету. ЕК судин відіграють важливу роль в ініціації, ампліфікації та вирішенні запальних реакцій. Хронічне запалення є причиною розвитку різних захворювань, таких як АС, ожиріння, ЦД та АГ. ЕК є важливим регулятором і головною мішенню запальних процесів [94,247]. Внаслідок експресії ряду хемокінів і молекул клітинної адгезії ендотелій контролює місце, ступінь і тривалість запального процесу, забезпечуючи захист і подальше відновлення тканини після інфекції або травми. З іншого боку, ЕК самі по собі є об'єктами запальних реакцій [208,257]. Запальна активація ЕК – одна з ключових патофізіологічних стадій при багатьох захворюваннях: інфекційних, аутоімунних і порушеннях обміну речовин, таких як ожиріння і ЦД [81,115].
Експресія цитокінів і молекул адгезії є ознакою запальної активації ендотелію. Ядерний фактор NF-κВ – головний регулятор запальних реакцій в ЕК, а також в інших типах клітин [313,342]. NF-κВ може бути активований різними агоністами, такими як глюкоза, ліпопротеїни дуже низької щільності (VLDL), ангіотензин II, порушення кровотоку. NF-κВ активує транскрипцію генів TNF-α, IL-1, IL-8, Е-селектину, VCAM-1 і ICAM-1 шляхом зв'язування з регуляторними ділянками цих генів-мішеней [198,310]. Каскад IKK/NF-κB є основним регуляторои і концентраторои сигналів для різних запальних стимулів, яким піддаються ЕК. Крім участі в контролі запалення, трансдукція сигналів цитокінів від рецепторів мембрани до NF-κB грає важливу роль в регуляції апоптозу ЕК [19,160].
Отже, саме ендотелію належить головна роль у підтримці тонусу судин (вазодилатація і вазоконстрикция) і гемостазу (синтез та інгібування факторів фібринолізу і агрегації тромбоцитів); в розвитку ремоделювання (синтез та інгібування факторів проліферації) і місцевого запалення (вироблення про- і протизапальних факторів) [224,276]. У стані спокою ЕК виробляють збалансовану кількість ендотеліальних факторів для підтримки стабільності внутрішньосудинного гомеостазу, однак при різних патологічних станах набувають здатність до надлишкової продукції прокоагулянтов, факторів запалення, судинозвужувальних агентів, ростових факторів, молекул адгезії, рецепторів, що активують стан імунної системи і т.п. Тому ендотелій розглядається як самостійна мішень терапевтичного впливу для корекції ендотеліальної дисфункції в патогенетичній терапії як серцево-судинних захворювань, так і цереброваскулярних уражень при цукровому діабеті [36,168,280].
1.3. Роль ендотеліальної дисфункції в формуванні цереброваскулярних уражень при цукровому діабеті

Цереброваскулярні ураження (церебральна ангіопатія) є частиною генералізованих судинних ускладнень, що спостерігаються при діабеті, і більш частий несприятливий результат у цих хворих може бути обумовлений системним характером судинного ураження і негативним впливом гіперглікемії на перебіг ішемічного процесу [251,312]. У виникненні церебральної ангіопатії найважливішу роль відіграє порушення місцевого гемостазу в судинах головного мозку. У нормі рідкий стан крові підтримується за рахунок динамічної рівноваги тромбоцитарної і плазмової ланок гемостазу і атромбогенної судинної стінки. Порушення хоча б одного з цих компонентів призводить до активації тромбоутворення. Передбачається, що при ЦД на першому етапі спостерігається пошкодження внутрішнього шару судинної стінки – ендотелію [173,218]. 

Розташування ендотелію на кордоні з потоком крові робить його вразливим до впливу різних чинників ризику розвитку судинних ускладнень, в тому числі до гіперглікемії [47,292]. Стан дисбалансу між медіаторами, що забезпечують в нормі оптимальне стан всіх ендотелійзалежних процесів, отримало назву дисфункції ендотелію або ендотеліальної дисфункції (ЕД). ЕД супроводжується порушенням коагуляції, зниженням фібринолізу, підвищенням вмісту фібриногену, зниженням експресії активатора тканинного плазміногену (t-PA), збільшенням інгібітору активатора плазміногену 1 типу (PAI-1), фактора Віллебранда, фактора VII і зниженням активності антикоагулянтів (протеїн С, антитромбін III) [163,293]. У ряді досліджень було встановлено їх асоціація з розвитком тромботичних судинних ускладнень при ЦД [155,223].
Найбільш ранніми подіями, що відбуваються в ендотелії судинної стінки, є взаємодії поліморфноядерних лейкоцитів, моноцитів і макрофагів з пошкодженим ендотеліальним шаром, що призводить до його активації [172,245]. Цей процес супроводжується значним збільшенням синтезу ендотеліальними клітинами фактора, що активує тромбоцити (PAF), і ініціює утворення адгезивних білків. Моноцити і макрофаги, які беруть участь в процесах адгезії, в подальшому здатні синтезувати і секретувати хемокіни, цитокіни і мітогени, зокрема, фактор росту тромбоцитів (PDGF) і VEGF [331,335]. Вони, в свою чергу, призводять до активізації міграції і зростання гладком'язових клітин і фібробластів, підтримці хронічного запалення в м'язової стінки судини і прогресуванню атеросклеротичного ураження [197,248]. Порушення функції ендотелію судинного русла супроводжується змінами в змісті ендотеліну, фактора Віллебранда, тканинного активатора плазміногену і оксиду азоту (NO). Поряд зі зниженням вазодилататорів відмічається вірогідне збільшення рівня вазоконстрикторов і прокоагулянтов, що веде до погіршення мікроциркуляції, ішемизації навколишніх тканин і їх прогресуючого пошкодження в умовах тривалої ішемії-гіпоксії [112,228]. Ендотеліальний NO бере участь в агрегації тромбоцитів і адгезії лейкоцитів і грає важливу роль в ауторегуляції мозкового кровотоку [221,334].
Ауторегуляція мозкового кровотоку характеризується здатністю мозкових судин зберігати відносно незмінною об'ємну швидкість мозкового кровотоку при зміні різниці між системним артеріальним і внутрічерепним тиском в широких межах (від 80 до 180 мм рт.ст. у нормотоників) [162,314] за допомогою зміни тонусу резистивних судин піально-капілярної системи. Завдяки цьому зберігається стабільність церебрального перфузійного тиску (ЦПТ). Процес хеморегуляціі полягає в здатності артеріол головного мозку реагувати на зміну концентрації СО2 в крові. У відповідь на зниження СО2 судини звужуються, у відповідь на збільшення концентрації СО2 – навпаки, розширюються. Вазодилатація веде до зниження цереброваскулярного опору (ЦВО) і, отже, до збільшення мозкового кровотоку. Такі реакції обумовлені здатністю ендотелію до виділення в умовах гіпоксії NO, який ініціює розслаблення, і є основою ендотелійзалежної вазодилатації [72,237].
При ЦД спостерігається порушення функції ендотелію і зниження продукції локального NO. Постійний вплив факторів ризику сприяє розвитку ендотеліальної дисфункції, змін структури судинної стінки, що має велике значення для розвитку церебральної ангіопатії у пацієнтів з ЦД [85,148]. До 70% ускладнень ЦД – результат ендотеліальної дисфункції, зумовленої порушеннями клітинного енергометаболізму судин мікрокапілярного рівня, в тому числі мікросудин, що живлять периферичні нерви (vasa nervorum) і самі судини (vasa vasorum) [4,33]. Частка ускладнень ЦД, обумовлених ізольованим ураженням ендотелію великих (магістральних) судин, становить не більше 30%, в більшості ж випадків судинне русло уражається на всіх рівнях [153,258]. Клінічної реалізацією цього патофізіологічного процесу стає розвиток діабетичних мікро- і макроангіопатій, що ведуть до розвитку патологічних процесів у багатьох органах [65,107]. Основна маса звернень хворих з ранніми, а іноді і з пізніми стадіями ЦД до лікарів пов'язана не з підвищенням рівня цукру крові як таким, а з уже сформованими в результаті метаболітно-ангіогенних впливів судинними та неврологічними ускладненнями. При цьому у кожного другого хворого з ускладненнями ЦД є незворотні патоморфологічні зміни в органах [118,154]. Так, гістологічні дослідження головного мозку в осіб, що страждали ЦД, виявляють патологічні зміни на рівні системи мікроциркуляції головного мозку: мікроатероми, ліпідні та гіалінові відкладення і потовщення базальної мембрани. Гістопатологічні зміни спостерігаються в основному в судинах з діаметром 40-200 мкм і в артеріолах з діаметром 300-500 мкм [156]. Судини більше 200 мкм в діаметрі відповідають за вазомоторні реакції головного мозку, і їх поразкою пояснюється зниження реактивності церебральних артерій на зовнішні стимули.
В даний час показано вплив на ендотеліальну функцію таких факторів, як рівень інсуліну, глюкози, артеріального тиску (АТ) і деяких інших [9,147,222]. Гіперглікемія грає важливу роль в розвитку мікро- та макросудинних цереброваскулярної патології. Наслідком хронічної гіперглікемії є такі гемодинамічні порушення як дилатація і гіперперфузія мікросудин головного мозку, підвищення внутрікапіллярного гідростатичного тиску, порушення авторегуляції капілярного кровотоку, тобто здатності зберігати кровотік стабільним при збільшенні гідравлічного тиску [269,315]. Мікроангіопатії при діабеті характеризується стовщенням базальної мембрани, проліферацією ендотелію та змінами кровотоку. Вважається, що стовщення базальної мембрани судин мікроциркуляторного русла може бути наслідком декількох причин – порушень вуглеводного обміну, перекисного окиснення ліпідів і надлишкового утворення високотоксичних гідроперекисів, вільних радикалів та активних форм кіслороду, які сприяють патологічним змінам, що відбуваються в судинній стінці [323,325]. Розширення судин і гіперперфузія тканини головного мозку супроводжується підвищенням внутрішньокапіллярного тиску, який впливає на ендотелій судин і базальну мембрану. Припускають, що висока концентрація глюкози в плазмі крові блокує адренорецептори судин, що призводить до втрати їх здатності скорочуватися у відповідь на вплив катехоламінів і інших вазоконстрикторов. Відповіддю на підвищення гідравлічного тиску є активний синтез ендотеліальними клітинами факторів релаксації судин (простациклін, ендотеліальний фактор релаксації), а також збільшення продукції колагену, фібронектину, прокоагулянтних білків, фактора Віллебранда; відбувається порушення фібринолітичного потенціалу, проліферації і міграції [113,209]. 

Пошкодження ендотелію веде до стимуляції синтезу факторів росту, цитокінів і вазоактивних агентів іншими клітинами [180,226]. Park J.V. і співавт. [296] встановили, що у пацієнтів з ЦД збільшена продукція ендотеліну-1 – потужного вазоконстриктора, зміст якого зростає в умовах гіперглікемії. Показано, що прискорення кровотоку, що спостерігається при маніфестації ЦД1, пов'язане з підвищенням вивільнення NO у відповідь на гіперглікемію [260]. У той же час, тривала гіперглікемія, стимулюючи поліоловий шлях обміну глюкози, призводить до виснаження змісту в ендотеліальних клітинах глутатіону і NADPH. Крім того, гіперглікемія сприяє збільшенню активності діацилгліцерину і протеїнкінази С, які, інгібуючи ендотеліальну NO-синтазу, також знижують утворення NO [205].
Хронічна гіперглікемія сприяє збільшенню кількості глікогемоглобіна і інших продуктів кінцевого глікозилювання [281] і, як відомо, є одним з найбільш важливих факторів у патогенезі судинних ускладнень діабету. Кінцеві продукти глікозилювання знижують доступність або «гасять» активність оксиду азоту і тому вони є ще одним додатковим фактоомр порушення функції ендотелію. Хронічна гіперглікемія – причина глікозилювання багатьох білків і субстратів в організмі, включаючи ЛПНЩ, які стають більш чутливими до впливу на них вільних радикалів, що утворюються в результаті окисного стресу, що спостерігається при ЦД. При вираженій гіперглікемії, в умовах гіперглікемічного кетоацидозу відзначається збільшення швидкості мозкового кровотоку [41]. Надлишок глюкози може надавати токсичну дію на нейрони внаслідок збільшення продуктів гліколізу, активації перекисного окислення ліпідів і процесів апоптозу [246]. Таким чином, гіперглікемія як фактор, що порушує функцію ендотелію, може призводити до зниження реактивності судин і, отже, до порушення ЦВО. Раніше проведені спостереження свідчать про те, що у хворих на діабет, на відміну від здорових людей, мозковий кровотік часто є нестабільним і знижується, але не пов'язаний з рівнем глюкози та інсуліну в крові на момент дослідження [243]. Дані ж інших експериментальних і клінічних досліджень показують зниження церебрального кровотоку і церебральної вазодилатації у відповідь на гіперглікемію [64]. Деякі автори описують збільшення мозкового кровотоку у пацієнтів з діабетом при поганому глікемічному контролі [152,344]. 

Згідно з результатами одного з досліджень, що включав пацієнтів від 12 до 21 року, не відзначено впливу гіперглікемії, тривалості захворювання і рівня загального холестерину на показники ЦВР [20]. Відзначено зниження реактивності судин на збільшення PCO2 у пацієнтів з рівнем глюкози крові більше 300 мг/дл. Отримані результати можуть свідчити про збільшення жорсткості стінки СМA вже на початкових етапах захворювання і бути раннім індикатором ендотеліальної дисфункції [90]. Поряд з гіперглікемією у хворих на ЦД можуть відзначатися епізоди гіпоглікемії. Гіпоглікемія, індукована гіперінсулінемією, може призводити до збільшення об'ємної швидкості мозкового кровотоку, що є захисним механізмом, однак такого ефекту не спостерігається при нормоглікемічних гіперінсулінеміях [88]. Доведено ушкоджуючий ефект гіпоглікемії на головний мозок і є вказівки на те, що виражена і/або тривала гіпоглікемія корелює з неврологічними ушкодженнями [116]. 

Інсулін в периферичної крові грає ключову роль в підтримці судинного тонусу і функції ендотелію за допомогою впливу на фоновий (базальний) рівень ендотеліального NO [21,267]. Інсулін надає захисний ефект на судини за рахунок активації фосфатидилінозитол-3-кінази в ендотеліальних клітинах і мікросудинах, що призводить до експресії гена ендотеліальної NO-синтази і вивільненню NO ендотеліальними клітинами та розширенню судин. Однак відомо, що дефіцит інсуліну і гіперглікемія є факторами, що підсилюють вироблення NO макрофагами мишей зі стрептозотоциновим діабетом [85]. Можливо, підвищення синтезу NO моноцитами є компенсаторним фізіологічним ефектом, так як макрофаги входять в клітинну кооперацію для його синтезу, і, мабуть, внесок моноцитів в сумарну продукцію NO важливий для регуляції судинного тонусу.

Інсулінорезистентність призводить до зниження інсулін-стимульованої продукції NO ендотеліальними і гладком'язовими клітинами [238]. Відомо, що надлишок інсуліну також може мати ушкоджувальний ефект на судинну стінку за допомогою стимуляції різних факторів росту мітогенактивованою протеїнкіназою, що веде до проліферації і міграції гладком'язових клітин, продукції ними активатора плазміногену-1 і посилення процесів судинного ремоделювання і атеросклерозу [44,282]. В даний час встановлено факт тісної асоціації інсулінорезистентності та ендотеліальної дисфункції, в тому числі синтезу NO, в той же час повністю розкрити причинно-наслідкові зв'язки між цими процесами поки не вдається [338].
Індекс маси тіла є важливим фактором, що впливає на судинну реактивність. Незважаючи на те, що причини і механізми цього явища до кінця не ясні, відомо, що у осіб з надмірною вагою та ожирінням судинна реактивність знижена [184,254]. Одним з можливих механізмів впливу жирової тканини на ендотеліальну дисфункцію є підвищення концентрації лептину, що приводить до зниження синтезу ендотеліального NO [51]. За даними деяких дослідників, є пряма залежність між дисциркуляторними церебральними розладами і окружністю талії (ОТ) у пацієнтів з ожирінням [61]. У міру накопичення вісцерального жиру і збільшення показників ОТ зростає вираженість неврологічних симптомів. Це свідчить про більш високий ризик розвитку неврологічних ускладнень у хворих на ЦД з ожирінням. 

На думку Abbas R. F. і співавт., зміна ЦВР відображає мікроангіопатичні зміни і є частиною генералізованої мікросудинної патології, викликаної діабетом [178]. Крім цього, зниження ЦВР асоціюється з ретіно- і нефропaтіями [63,187,279,310]. Kattoor A. J. і співавт. [264] виявили зв'язок між зниженням ЦВР і виникненням мікросудинних ускладнень у пацієнтів середнього віку з тривалістю ЦД1 більше 14 років. Nishio Y. і співавт. [288] встановили позитивну кореляцію між порушенням ауторегуляції мозкового і очного кровообігу у пацієнтів з ЦД1 і ЦД2 і проліферативною ретинопатію з тривалістю захворювання більше 10 років. Дослідження Dua A. і співавт. [227] свідчить про те, що наявність і ступінь ретинопатії можуть бути важливими факторами в прогнозуванні ішемічного інсульту у пацієнтів з діабетом. 

Розвиток неврологічних ускладнень і тяжкість стану пацієнтів з ЦД залежить від шкідливої дії ішемії, яке визначається глибиною і тривалістю зниження мозкового кровотоку [317]. Тканинна гіпоксія зі зниженням дифузії кисню через гіперглікемію, зміни реології крові та потовщення судинної стінки призводить до порушення функції клітинних структур, у тому числі нейронів [247]. Зниження надходження молекулярного кисню в нейрони стимулює утворення активних форм кисню (АФК), які ініціюють процеси вільно-радикального окиснення – активізації системи оксиду азоту (NO), перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) та окисної модифікації білка (ОМБ) – на тлі зниження активності антиоксидантної системи (АОС) [221,290,319]. Різка активація окислювальних процесів при недостатній ефективності антиоксидантного захисту призводить до розвитку вільнорадикального стресу, що є одним з універсальних механізмів ушкодження тканин організму [229,239]. В даний час вільнорадикальний стрес розглядають як універсальний механізм, що об'єднує основні біохімічні шляхи токсичного впливу гіперглікемії на судини [230,248]. 

Доведено, що важливу в біологічному плані роль відіграють окислювально-відновні реакції, під час яких тіолові групи легко окислюються з утворенням, як правило, дисульфідних угруповань, і знову регенерують при їх відновлювальному розщепленні. На основі цих перетворень виникає зворотна тіол-дисульфідна система (ТДС), яка має велике значення для регуляції окислювально-відновної рівноваги в клітинах і тканинах організму [271,285]. Інтермедіати ТДС володіють транспортними властивостями щодо оксиду азоту (NO), тим самим підвищуючи його біодоступність, крім того частина тіолів – глутатіон, цистенін, метіонін – здатні значно обмежувати цитотоксичність надлишкових рівней NO і його дериватів, збільшуючи шанс нейрону вижити при ішемії [186,282]. Індукований гіперглікемією оксидативний стрес спричиняє ендотеліальну дисфункцію, активацію тромбоцитів та моноцитів, проліферацію гладко-м’язових волокон, що призводить до розвитку діабетичних ангіопатій, формування ішемії/гіпоксії та постгіпоксичних ускладнень [316,328]. При цьому доставка кіслороду до тканин знижується до рівня, недостатнього для підтримання метаболізму, структури та функції клітин. Зниження кровотоку обмежує доступ кисню до клітин, де він як субстрат термінального ферменту мітохондріального дихального ланцюга – цитохромоксидази – бере участь в реакціях аеробного утворення енергії. Дефіцит кисню веде до послідовних фазних змін активності мітохондріальних ферментних комплексів (МФК) та формування гіпоксичних змін у тканині мозку [205,257]. 

В даний час формування ЕД та церебральна ангіопатія відноситься до числа найменш вивчених судинних ускладнень у хворих на ЦД. Тривалий вплив багатьох з вищеописаних негативних факторів веде до генералізації ураження ендотелію судин. У свою чергу, системний характер ураження судинного русла може дозволити використовувати параметри ендотеліальної дисфункції як маркери ушкодження церебрального басейну.

1.4. Біохімічні механізми дії сучасних препаратів, які впливають на ендотеліальну дисфункцію

Слід зазначити, що вивчення функціональних властивостей ендотелію і їх порушень починалося саме з серцево-судинної системи. Тому пошук препаратів з ендотеліопротективними властивостями проводили саме серед препаратів для лікування серцево-судинних захворювань.

Лікарські препарати, потенційно здатні впливати на функцію ендотелію, можна розділити на кілька основних класів:

- здатні заміщати природні протекторні ендотеліальні субстанції (стабільні аналоги PGI2, нітровазоділататори, r-tPA);

- інгібітори або антагоністи ендотеліальних констрікторних факторів (інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту (АПФ), антагоністи ангіотензин II рецепторів, інгібітори TxA2-синтетази та антагоністи ТxФ2-рецепторов, ендотеліна-1);

- препарати, що регулюють вироблення NO – основного модулятора всіх «позитивних» функцій ендотелію.

Даний клас препаратів можна розділити на попередники NO (препарати L-аргініна); модулятори активності ендотеліальної NOS, патогенетична роль якої в розвитку ЕД активно обговорюється в сучасній літературі, та препарати, що покращують периферичну функцію NO [31,275]. До цих препаратів можна віднести L-аргінін, інгібітори АПФ, антагоністи кальцію, бета-адреноблокатори останніх поколінь, гіполіпідемічні препарати, антиоксиданти, омега-3-ПНЖК і т.д.

Найбільш широко вивчено вплив на функцію ендотелію препаратів, що блокують РААС (інгібіторів АПФ і блокаторів рецепторів до ангіотензину II (АІІ)). Добре відомо, що участь АПФ в регуляції судинного тонусу реалізується через синтез потужного вазоконстриктора АТII, що виявляє вплив за допомогою стимуляції АТ1-рецепторів гладком'язових клітин судин. Крім того, АТII стимулює вивільнення ендотеліна-1 – одного з основних ендотеліальних вазоконстрикторів. Одночасно стимулюються процеси окислювального стресу, синтезуються чисельні фактори росту і мітогени (bFGF – фактор росту фібробластів, PDGF – тромбоцитарний фактор росту, TGF¬b1 – трансформуючий фактор росту бета та ін.), під дією яких змінюється структура судинної стінки. У зв'язку з цим блокада синтезу АII має виражену ендотеліопротекторну дію [119,333].

Інший механізм, більш пов'язаний власне з ЕД, пов'язаний з властивістю АПФ прискорювати деградацію брадикініну. Вторинними месенджерами брадикінину є NO, простагландини, простациклін, тканинний активатор плазміногену, ендотеліальний фактор гіперполяризації. Підвищення активності АПФ, розташованого на поверхні ендотеліальних клітин, каталізує розпад брадикініну з розвитком його відносного дефіциту. Відсутність адекватної стимуляції брадікінінових В2-рецепторів клітин ендотелію призводить до зниження синтезу ендотеліального фактора релаксації (ЕФР) – NO і підвищенню тонусу гладких м'язів судин [60,113].
Вагомий внесок у відновлення функції ендотелію при атеросклерозі вносять інгібітори ГМГ-редуктази – статини. Дослідження показали, що одним з найбільш істотних «неліпідних» ефектів цих препаратів є їх здатність покращувати функцію ендотелію. Ендотеліопротекторний ефект статинів обумовлений тим, що на поверхні ендотелію розташовані спеціалізовані рецептори до різних макромолекул, зокрема, до ЛПНЩ [72,328]. Показано, що при гіперхолестеринемії змінюється структура ендотелію: підвищується вміст холестерину (ХС) і співвідношення ХС/фосфоліпіди в мембрані ЕК, що призводить до порушення бар'єрної функції ендотелію і підвищення його проникності для ЛПНЩ. Результатом зазначених трансформацій є утворення атеросклеротичних бляшок. Відповідно, нормалізація ліпідного обміну під впливом терапії статинами перешкоджає в тому числі «ендотелій-залежному» механізму прогресування атеросклерозу [190,332,336]. 

Однак ендотеліопротективний механізм статинів пов'язаний не тільки з їх гіполіпідемічною дією. У 1997 р Laufs і співавт. показали, що статини можуть підвищувати активність ендотеліальної NO-сінтази в культурі ЕК людини шляхом стабілізації її мРНК [186,291]. Згодом встановили, що статини стимулюють експресію ендотеліальної NO-сінтази переважно завдяки впливу на посттранскрипційні механізми. Були виявлені і інші механізми дії статинів на активність ендотеліальної NO-сінтази. Kureishi і співавт. показали, що симвастатин може швидко активувати протеїн в ЕК, що в свою чергу призводить до фосфорилювання ендотеліальної NO-сінтази, в результаті чого підвищується її активність і стимулюється синтез NO. Іншим механізмом, завдяки якому статини можуть збільшувати продукцію NO, є їх здатність пригнічувати експресію кавеоліна-1, який знижує активність ендотеліальної NO-сінтази, зв'язуючись з цим ферментом. Результати експериментальних досліджень по вивченню ендотеліопротективних властивостей статинів отримали численні клінічні підтвердження в локальних і міжнародних дослідженнях, що дозволили вважати даний клас препаратів одним з основних ендотеліопротекторів [29,330,336]. 
Антагоністи кальцію (АК) дигідропіридинового ряду (ніфедипін, амлодипін, лацидипін, пранідіпін, фелодипін) в експерименті і в клінічних дослідженнях також сприяли поліпшенню ендотелійзалежної вазодилатації за рахунок збільшення рівня NO. Виявлено кілька механізмів посилення вивільнення NO на тлі лікування АК: підвищення концентрації цГМФ у ГМК, активності супероксиддисмутази в ендотеліальних клітинах, що блокувало руйнування NO. Крім того, АК надають ангіопротекторний ефект гальмуванням агрегації тромбоцитів, зменшенням адгезії моноцитів, інактивацією ендотеліну. АК також інгібують експресію молекул адгезії VCAM-1 і ICAM-1. У дослідженнях VHAS (верапаміл), PREVENT (амлодипін), INSIGHT (ніфедипін) та ELSA (лацидипин) результати оцінки товщини комплексу інтіма-медіа показали, що АК уповільнюють розвиток атеросклеротичного ураження сонних артерій у хворих на артеріальну гіпертензію [89,300].
Експериментальні дослідження селективних бета-адреноблокаторів целіпролол, бопіндолола і небівололу продемонстрували здатність цих препаратів коригувати ЕД при АГ. Імовірно стимуляція синтезу NO була опосередкована блокадою ендотеліальних 5HT1а серотонінових рецепторів [119,206]. З точки зору корекції ЕД, серед бета-адреноблокаторів найцікавіший небіволол – цей препарат підвищував релаксаційні властивості ендотелію, тоді як бета-адреноблокатори другого покоління (атенолол) не впливали на судинний тонус. Встановлено, що основою ангіопротекторних і антиатеросклеротичних властивостей цього препарату є його здатність стимулювати продукцію NO [176,337].

В кардіологічній практиці перспективною ланкою пошуку препаратів з ендотеліопротективними властивостями є група препаратів з метаболічною дією, серед яких такі загальновідомі, як триметазидин, тіотриазолін, L-карнитин, мілдронат, кверцетин, а в неврологічній – актовегін, мексидол, ноотропіл, інстенон, тіотриазолін, що мають найбільшу тропність до міокарду або нервової тканини [5,41,50,55,70,97,346]. Позитивними якостями метаболічних засобів є повна відсутність небажаних впливів на гемодинаміку, хороша переносимість у всіх вікових групах, спрямованість впливу на глибинні метаболічні механізми розвитку ішемії та кардіоцитопротекції [201,229,348]. В останні роки метаболічна терапія стала одним з напрямків у лікуванні коронарогенної серцевої недостатності, оскільки раціональне утворення та використання енергії є ключовим моментом у розвитку кардіальної патології, а засоби метаболічної спрямованості підвищують стійкість тканин до гіпоксії та наслідків реперфузії [236,322].
В ендокринологічній практиці було проведено вивчення впливу цукрознижувальних препаратів на ендотеліальну функцію. На жаль, результати цих досліджень довели, що не всі класи препаратів, що використовуються для лікування цукрового діабету володіють доведеними ендотеліопротекторними властивостями. 

Кращу доказову базу як ендотеліопротектор має метформин [102,215,259]. У субдослідженні UKPDS було відзначено, що монотерапія метформіном, на відміну від інсуліну і препаратів сульфонілсечовини, сприяла зниженню рівня макросудинної смертності. Цей ефект не був пов'язаний з гіпоглікемічними властивостями препарату і корелював зі зниженням рівня інгібітора тканинного активатора плазміногена-1 (ендотеліального фактора фібринолізу) [145,302]. Дані, отримані в експерименті, показали здатність метформіну активувати АМФ-активовану протеінкіназу (АМФПК), що є новою потенційною мішенню для відновлення функції ендотелію. Стимуляція метформином АМФПК призводить до активації eNOS і збільшення вироблення NO, підвищенню біодоступності останнього і зменшення продукції супероксиду ЕК [219,304].
На відміну від метформіну дані про ендотеліопротекторні властивості сульфонілсечовини не настільки однозначні. Так, існують дані про негативну дію препаратів даного класу на ендотелій, підвищення ризику розвитку серцевої недостатності і аритмій на тлі їх прийому. Результати експериментальних досліджень, які показали відсутність здатності до стимуляції глімепірідом та ситагліптином синтезу NO, in vitro підтвердили недостатню ендотеліпротекторну ефективність препаратів сульфонілсечовини. І, хоча дослідження UKPDS не підтвердило підвищення рівня смертності пацієнтів, які приймали препарати даного класу, в порівнянні з іншими, їх ефективність для профілактики судинних подій поступалася метформіну [78,329].
Клінічний ефект інсуліну також не пов'язаний з поліпшенням функціонального стану ендотелію. Це пояснюється тим, що ЕК секретують інсулінонезалежний тип рецепторів транспортерів глюкози. Разом з тим в експерименті показано, що вплив інсуліну на специфічні рецептори в коронарних артеріях стимулює активацію eNOS з подальшою продукцією NO, а також існують дані про зниження апоптозу ЕК умбілікальних вен на тлі прийому інсуліну, але ці дані поки не мають клінічного значення [186].
В останні роки все більшого значення в терапії цукрового діабету набувають агоністи рецепторів глюкагоноподібного пептиду-1 (ГПП-1) та ендотеліальні клітини-попередники [179,231]. Важливо, що ці препарати одночасно з високою антидіабетичною ефективністю володіють доведеним ендотеліопротекторним ефектом. Так, у експериментальних щурів постійна інфузія ГПП-1 покращувала ендотеліальну функцію і перешкоджала появі артеріальної гіпертензії, у собак з дилатаційною кардіоміопатією поліпшила цілий ряд важливих показників, включаючи скоротливу здатність міокарда і захоплення глюкози міокардіоцитами. Пілотні клінічні дослідження підтвердили наявність ендотеліопротекторних властивостей ГПП-1: 2-годинна інфузія ГПП-1 поліпшила ендотеліальну функцію у хворих зі стабільною стенокардією на фоні цукрового діабету 2-го типу (ЦД2) [284,285].
Таким чином, представлені дані показують, що ЕД відіграє важливу роль у розвитку та прогресуванні цереброваскулярних та інших ускладнень ЦД [38,64,321]. Це підтверджує важливість і необхідність оцінки функціонального стану ендотелію при діагностиці і виборі терапії як ЦД, так і практично всіх соціально значущих захворювань.


1.5. Участь інтерлейкінів в механізмах формування ендотеліальної дисфункції Перспективи ендотеліопротективної терапії з використанням цитокінових препаратів

Цитокіни є необхідними трансмітерами міжклітинної взаємодії в нормі і при патології шляхом формування ланцюгів комунікативних сигналів між клітинами імунної системи і клітинами інших органів і тканин [273]. Цитокіни є високопотентними (активними в пікомолярних концентраціях) білками, які мають широкий спектр біологічних ефектів. Вони забезпечують відповідну реакцію організму на впровадження чужорідних тіл, імунне ушкодження, а також запалення, репарацію і регенерацію, що дозволило розглядати їх як «мікроендокринну систему» [49,225]. Цитокіни взаємопов'язані і утворюють цілісну систему взаємодіючих елементів – цитокінову мережу (cytokine network). Утворення та вивільнення цитокінів відбувається в певний, зазвичай короткий, проміжок часу і жорстко регулюється. Цитокіни, які секретувалися або експресувалися, зв'язуються зі специфічними рецепторами на цитоплазматичній мембрані клітин-мішеней, викликаючи тим самим каскад реакцій, що веде до індукції, посилення або пригнічення активності ряду регульованих ними генів [110,204].

У цитокінів відсутня ферментативна або хімічна активність, вони діють опосередковано, змінюючи поведінку клітини-мішені за допомогою вторинних меседжерів. Дія цитокінів на клітини здійснюється аутокринно (на клітину, що здійснює синтез та секрецію цього цитокіну), паракринно (на клітини, розташовані поблизу клітини-продуцента, наприклад у вогнищі запалення або в лімфоїдному органі) і ендокринно-дистанційно (на клітини будь-яких органів і тканин після попадання цитокіну в циркуляцію крові). Також цитокіни мають дві спільних ознаки – один цитокін часто викликає секрецію клітиною-мішенню другого цитокіну (феномен цитокінового каскаду) і власні цитокіни клітини нерідко змінюють характер взаємодії інших цитокінів на ту ж саму клітину. Ця взаємодія може бути синергічною, додатковою, інгібуючою або навіть призводити до формування нового ефекту, невідомого ні для одного з окремо взятих цитокінів [109,326]. Цитокіни залучені в усі ланки гуморальної та клітинної імунної відповіді, поліфункціональні, для них характерне значне перекриття функцій, однак біологічна дія деяких цитокінів є оригінальною і не дублюється [49,242].

При ЦД формування діабетичних мікро- і макроангіопатій супроводжується активацією в зоні гіпоксії/ішемії клітин ендотелію, лейкоцитів, макрофагів, які продукують цитокіни, в першу чергу інтерлейкіни (IL). Розвивається «цитокіновий каскад», при якому в залежності від терміну часу від початку гіпоксії або реоксигенації розвиваються зміни співвідношення про- та протизапальних медіаторів, проліферація та апоптоз клітин, що визначає ступінь виразності запальної реакції, активності процесів вільно-радикального ушкодження, умови для негайної або відстроченої загибелі клітин в зоні зниженого кровопостачання [93,161]. Особливе значення серед механізмів постгіпоксичного пошкодження тканин має різкий підйом рівнів прозапальних цитокінів, першим з яких в зоні ішемії продукується IL-1. 

Інтерлейкін-1 (IL-1) бере участь практично у всіх етапах імунної відповіді – активує CD4 лімфоцити, впливає на диференціювання Т- і В-лімфоцитів та інших імунокомпетентних клітин [225,343]. До сімейства інтерлейкіну-1 відносять IL-1α, IL-1β, рецепторний антагоніст IL-1 (IL-1Ra), рецептори IL-1R і IL-18. Цитокіни IL-1α і IL-1β кодуються різними генами, але мають гомологію в амінокислотної послідовності в 26%, на рівні ДНК – на 45%, мають практично однаковий спектр активності і конкурентно зв’язуються з одними і тими ж специфічними рецепторами. Третій білок з подібною структурою – IL-1Ra має ту ж гомологію з IL-1α і IL-1β, здатний специфічно зв’язуватися з рецепторами IL-1 без прояву біологічної активності [24,326]. 

Інтерлейкін-2 (IL-2) є одним з найбільш важливих лімфокінів (розчинні медіатори, що продукуються лімфоцитами), вперше був знайдений в культуральній рідині лімфоцитів, стимульованих міогенами, за здатністю тривало підтримувати in vitro зростання Т-клітин, тому первинно був названий Т-клітинний ростовий фактор (TCGF). IL-2 має виражену здатність індукувати активність практично всіх клонів цитотоксичних клітин [75]. IL-2 індукує проліферацію В-лімфоцитів, активує цитотоксичні Т-лімфоцити, стимулює природні кілери і генерує лімфокінактивовані кілери (LAK) [177,295]. Також IL-2 підвищує цитолітичну функцію Т-кілерів і NK-клітин, збільшує продукцію цими клітинами перфоринів та IFN-γ, активує моноцити і макрофаги, які підвищують синтез і секрецію TNF-α, IL-1β, IL-6,8, G-CSF, GM-CSF. Також встановлено, що IL-2 стимулює синтез і секрецію цілого ряду інших лімфокінів: IL-4, IL-6, гамма-інтерферону, колоній-стимулюючих факторів (CSFs), факторів некрозу пухлин (TNFs) [96,263]. IL-2 є найважливішим медіатором імунітету (особливо клітинного) і бере участь у реалізації імунного захисту та протипухлинної резистентності [48], тому в клінічній практиці рекомбінантний IL-2 використовують як препарат з протипухлинною та імуномодулюючою активністю.
При ЦД IL-1 бере участь практично у всіх етапах імунної відповіді – активує цитотоксичні Т-лімфоцити і NK-клітини, впливає на диференціювання Т- і В-лімфоцитів та інших імунокомпетентних клітин, бере участь у регуляції продукції IL-2,4,6,8, гранулоціт-макрофаг колонієстимулюючого фактора (GM-CSF) та інших цитокінів [320,326]. При взаємодії IL-1 з рецепторами активуються ядерні фактори транскрипції AP-1 і NK-kF, що змінює поведінку клітин-мішеней і призводить до розвитку гострофазової клітинної відповіді, метаболічної дисфункції і експресії генів раннього реагування [43,225]. Продукція IL-1 є основним активуючим сигналом для індукції інших прозапальних цитокінів та стимуляції астроцитів до продукції потенційних токсичних речовин (NO, метаболіти арахідонової кислоти) [309]. Розвивається трофічна дизрегуляція, що призводить до біохімічної та функціональної дедифференціації нейронів і запуску патобіохімічних каскадів некрозу/апоптозу [252]. Продукція IL-1 знаходиться під контролем його природного інгібітору – рецепторного антагоніста IL-1 (IL-1ra) [182]. Встановлено, що в плазмі крові у хворих на ЦД збільшуються концентрації прозапальних факторів (IL-1β і FNOα) на тлі недостатності протизапальних (в тому числі IL-1ra) і трофічних. Тому співвідношення продукції ендогенних IL-1 та IL-1ra має вирішальне значення для розвитку запалення, включаючи тип імунної відповіді, за яким відбувається постішемічне ушкодження [185,286]. 

В умовах церебральної ішемії зростання рівней прозапальних цитокінів (в першу чергу IL-1) корелює з активністю індуцибельної NOS та, відповідно, накопиченням надлишкових кількостей NO і його дериватів, що відіграє багатогранну роль у формуванні постішемічного каскаду молекулярних та біохімічних змін, ранніх і віддалених нейрональних втрат і клінічного прогнозу в цілому [39,283].

Інтерлейкіни є ключовими факторами формування при ІшІ локальної запальної реакції і вторинного пошкодження мозкових тканин в зоні пенумбри – активації ендотелію з прогресуванням ендотеліальної дисфункції, індукції молекул міжклітинної адгезії, інтенсивної лейкоцитарної інфільтрації, що сприяє формуванню цитотоксичного набряку глії і нейронів та проникненню токсичних речовин із судинного русла в мозкову тканину [214,270]. В умовах дефіциту кисню при ІшІ енергетичний дефіцит, оксидантний та нітрозуючий стреси активують строкові регуляторні компенсаторні механізми, індукують експресію генів раннього реагування і ведуть до порушення функціонування нервової клітини та її смерті шляхом некрозу або апоптозу [159,195]. На ранніх стадіях ішемії мозку різні механізми ушкодження клітини, в тому числі надмірне підвищення рівня внутрішньоклітинного кальцію, включають неспецифічну реакцію геному нейрона, що викликає експресію генів раннього реагування [6,240]. У присутності нейротрофінів генна програма розгортається за антиапоптозним механізмом, спрямованим на виживання клітини. В умовах дефіциту нейротрофінів і порушення білкового синтезу активуються апоптозні гени, що реалізують суїцидну програму [193,277]. Таким чином, в організмі існує баланс між генетичними програмами виживання і смерті, регуляція якого здійснюється передусім системою трофічного забезпечення мозку [297,343]. 

При ЦД метаболічні та судинні розлади взаємно потенціюють патофізіологічні дії кожного і замикають порочне коло масштабного поліорганного ураження організму – поглиблюються процеси ураження судинної стінки і тканин з високим метаболізмом, що робить неминучим ранній розвиток неврологічних ускладнень [79,232]. Сучасною тенденцією є включення в комплексну терапію ЦД не тільки гіпоглікемічних засобів, але і препаратів, що сприяють зменшенню окислювального стресу та інсулінорезистентності, поліпшенню реологічних властивостей крові, зниженню гіпоксичних уражень тканин [27,32].

Поряд з базисною терапією ЦД з метою профілактики цереброваскулярних ускладнень необхідно застосування нейропротективних препаратів [150,303]. Основною точкою докладання нейропротекторів є так званий «ішемічний каскад», при якому динаміка розгортання молекулярних і біохімічних механізмів, що запускаються гострою ішемією мозку, має чітку послідовність включення їх певних часових межах [19,199]. Наслідки ішемії починають проявлятися на 2-3-й годині, досягають максимуму через 12-36 годин (оксидантний стрес і локальне запалення) та на 2-3-й добі (апоптоз), але зберігаються протягом декількох місяців і сприяють в віддаленому періоді прогресуванню процесів атерогенезу, ушкодження тканин головного мозку та формуванню цереброваскулярних порушень [7,211]. 

Первинна нейропротекція направлена на переривання швидких механізмів некрозу клітин (реакції глутамат-кальцієвого каскаду та вільно-радикального ушкодження), вторинна – на зменшення виразності «віддалених наслідків ішемії» (блокада прозапальніх цитокінів, молекул клітинної адгезії, гальмування ЕД та прооксидантних ферментів, посилення трофічного забезпечення, тимчасове блокування апоптозу) [76,286,343].

На думку багатьох дослідників, особливе місце в нейропротекції майбутнього має займати напрям, який передбачає регулювання активності системи оксиду азоту та безпосередньо тіол-дисульфідної системи. Це логічно підтверджується здатністю NO грати патогенетичну роль в нейродеструкції. Тому деякі інгібітори NOS (7-нітроіндазол, аміногуанідін) стали об'єктом вивчення як потенційні нейропротектори [52]. Зацікавленість фармакологів, патофізіологів і клініцистів викликають похідні тіольний антиоксидантів: N-ацетилцистеїн (N-АЦЦ), тіотриазолін (3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат-морфолин), метіонін. N-АЦЦ є "пасткою" ОNОО- і NО, а також знижує експресію генів, що відповідають за синтез NОS. Тіотриазолін гальмує продукцію АФК і активує антиоксидантну систему організму. У 2003 р. в Україні отриманий комбінований препараті Тіоцетам, який позитивно діє при вторинній нейропротекції у відновний період [192]. 

Важливими ланками розвитку постішемічних патологічних змін мозкових тканин при цереброваскулярних ушкодженнях є активація вільно-радикальних реакцій (ПОЛ та ОМБ) та системи оксиду азоту [99]. Але особливе значення серед механізмів вторинного пошкодження тканин мозку мають реакції локального запалення навколо зони «ядра» інфаркту, а саме різкий підйом рівнів прозапальних медіаторів – цитокінів [314,326]. Тому одним із перспективних напрямків вторинної нейропротекції розглядають фармакологічну інтервенцію в нейродеструктивний каскад на рівні імунної системи, а саме регуляції дисбалансу цитокінів та модуляції їх про-/протизапальних ефектів [127,212]. 

Аналізуючи відомості, що є в літературі, можливо зробити висновок, що проблема лікування хворих з цереброваскулярними ушкодженнями в цілому та зокрема гострі порушення мозкового кровообігу (ішемічний інсульт) як прояв діабетичних макроангіопатій та ЕД при цукровому діабеті, є потенційно небезпечними станами з досить тяжким клінічним перебігом, високим ризиком виникнення ускладнень та супутніх патологій. Це зумовлено високими показниками розповсюдженості та летальності, характеризуються тривалою непрацездатністю, стійкою інвалідизацією хворих з погіршенням їх загального стану [239,296].

Важливе місце в патогенезі цереброваскулярних ушкоджень при ЦД займають різноманітні ланки каскаду ішемічного ураження тканин головного мозку, які пов’язані між собою та детерміновані в часі. Для отримання максимального протективного ефекту для профілактики та лікування ішемічних ушкоджень тканин головного мозку, в тому числі при ЦД, необхідно домогтися переривання патогенетичного постгіпоксичного каскаду на більш ранніх етапах, в тому числі на етапі формування ЕД, тіол-дисульфідного та енергетичного дисбалансу в зонах ішемічно/гіпоксичних пошкоджень тканин [53,255,283]. Однак у доступній літературі немає даних про роль цитокінів та саме інтерлейкінів в комплексі формування ЕД та патогенетичного ланцюга порушень функціонування мозку при ЦД. Дані літератури про характер змін балансів цитокінів та їх ефектів при ішемічно/гіпоксичних ушкодженнях тканин головного мозку при ЦД дуже суперечливі. 
Існують відомості про вплив цитокінів інтерлейкінового ряду на окремі показники нейродеструктивних порушень при цереброваскулярних захворюваннях або при ЦД. Проте відомості про системні кореляційні співвідношення між виразністю ЕД, оксидативного та нітрозилюючого стресів, енергетичним забезпеченням клітин головного мозку та зміною морфологічних характеристик нейронів в залежності від впливу цитокінів інтерлейкінового ряду при ЦД відсутні. Тому актуальною представляється розробка комплексної терапії, спрямованої на багатофакторну корекцію ЕД, вільно-радикального ушкодження (особливо на стан тіол-дисульфідної системи та виразність нітрозилюючого стресу), енергетичного та вуглеводного дисбалансу та стабілізацію нейрональних втрат шляхом некрозу/апоптозу. Ми вважаємо за доцільне вивчити ефективність протизапального РАІЛ-1 та ІЛ-2 як засобів вторинної ендотеліоактивної церебропротекції в комплексній терапії неврологічних ускладнень при ЦД та церебральній ішемії.
РОЗДІЛ 2

матеріали та методи дослідження

2.1. Характеристика досліджуваних препаратів 
Матеріалом дослідження служили рекомбінантні цитокінові препарат інтерлейкінового ряду – рецепторний антагоніст інтерлейкіну-1 та інтерлейкін-2, антиоксидантні ноотропні препарати – Тіоцетам, Мексидол та Мілдронат, а також нейропептидний ноотроп Кортексин.

Рекомбінантний рецепторний антагоніст інтерлейкіну-1 (РАІЛ-1, IL-1RA) є вперше описаним, природно існуючим, рецепторним антагоністом ІЛ-1 (фармакотерапевтична група – інгібітори інтерлейкіну; код АТХ L04AC03 – інші імуностимулятори).
РАІЛ-1 відноситься до сімейства білків IL-1. Крім нього в сімейство також входять IL-1α і IL-1β. IL-1 – цитокін з широким діапазоном біологічних і фізіологічних ефектів. Він належить до групи прозапальних цитокінів, здатних стимулювати Т- і В- лімфоцити, посилювати клітинну проліферацію, ініціювати або супресувати експресію певних генів. В якості медіатора запалення здатний опосередковано впливати на розвиток острофазної відповіді. Біологічні ефекти IL-1β реалізуються після зв'язування зі специфічним мембранним рецептором IL-1RI. IL-1RА також може зв'язуватися з цим рецептором, блокуючи ефекти IL-1. Сам РАІЛ-1 після зв’язування рецептору не інтерналізується в клітину, перебуваючи в пов’язаному з рецептором стані. РАІЛ-1 продукується мононуклеарними фагоцитами слідом за ІЛ-1, обмежуючи дію цього прозапального білка, що відіграє важливу роль в патогенезі аутоімунних захворювань, таких як ревматоїдний артрит та васкуліт. Рівновага між продукцією і пригніченням синтезу білків сімейства IL-1 відіграє важливу роль у розвитку і перебігу запального процесу [185,225].
Рекомбінантний РАІЛ-1 є неглікозильованим аналогом природного білка, який вирізняється від нативної форми однієї амінокислотною послідовністю в N-термінальній частини. Він отримав міжнародну непатентовану назву «анакінра» і є діючим началом препарату «Ралейкін». Розроблена в ФДУП «ДержНДІ ОЧБ» технологія отримання РАІЛ-1 включає ряд етапів, основними з яких є культивування генно-інженерного штаму-продуцента РАІЛ-1, виділення із бактеріальної маси рекомбинантного білка РАІЛ-1 та очищення його від домішок бактеріальних білків, біологічна та імунологічна характеристика, аналіз біологічної активності білка в тест-системах, різні методи доказів гомології рекомбинантного та природного білків РАІЛ-1 людини. 
РАІЛ-1, отриманий в Санкт-Петербурзькому Федеральному державному унітарному підприємстві «Державний науково-дослідний інститут особливо чистих біопрепаратів» Федерального медико-біологічного агентства (Санкт-Петербург, РФ) являє собою ліофільно висушений білок рекомбинантного рецепторного антагоністу ІЛ-1 (РАІЛ-1) з сольовим наповнювачем. Препарат отриманий за допомогою генно-інженерних технологій. Білок продукується рекомбінантним штамом E. coli BL21, в який вставлена векторна плазмида pPRTGATG-hIL-1ra, що містить повнорозмірний ген рецепторного антагоністу ІЛ-1 людини. Генно-інженерна конструкція контролює продукцію мікробами E. coli даного рекомбинантного білка. Методами білкової хімії встановлена ідентичність отриманого рекомбинантного білка природному аналогу. Молекулярна маса отриманого рекомбінантного РАІЛ-1, що визначається методом електрофорезу в поліакриламідному гелі, становить 20 кД. Механізм дії препарат засновано на блокуванні ІЛ-1 шляхом конкурентного зв’язування зі специфічними рецепторами типів IL-1RI та IL-1RII. Закордонним аналогом РАІЛ-1 є препарат Анакінра (Kineret, Agmen Inc, CA, USA), який дозволений FDA до застосування при ревматоїдному артриті [277].
В дослідженні використовувався препарат «Ралейкін®» виробництва Санкт-Петербурзького Федерального державного унітарного підприємства «Державний науково-дослідний інститут особливо чистих біопрепаратів» Федерального медико-біологічного агентства (Санкт-Петербург, РФ)» (Російська Федерація, 197110, Санкт-Петербург, вул. Пудожська, 7) в лікарській формі розчину для ін’єкцій (1 мл розчину містить 50 мг рекомбінантного РАІЛ-1). 
Рекомбінантний препарат інтерлейкіну-2 (Ронколейкін) – структурний та функціональний аналог ендогенного інтерлейкіну-2 (фармакотерапевтична група – лікарські засоби, що стимулюють процеси імунітету; код АТХ L03АС01 – інтерлейкін. Препарат з протипухлинною та імуномодулюючою активністю) [30].

ІЛ-2 продукується субпопуляцією Т-лімфоцитів (Т-хелпери I) у відповідь на антигенну стимуляцію. Синтезований ІЛ-2 впливає на Т-лімфоцити, підсилюючи їх проліферацію та наступний синтез ІЛ-2. Біологічні ефекти ІЛ-2 опосередковуються його зв’язуванням зі специфічними рецепторами, що представлені на різних клітинних мішенях. ІЛ-2 спрямовано діє на ріст, диференціювання та активацію Т- та В-лімфоцитів, моноцитів, макрофагів, олігодендрогліальних клітин, епідермальних клітин Лангерганса. Від його присутності залежить розвиток цитолітичної активності натуральних кілерів та цитотоксичних Т-лімфоцитів. ІЛ-2 викликає утворення лімфокін-активованих кілерів та активує пухлинно-інфільтруючі клітини. 

Показання до призначення Ронколейкіну – імунокорекція при патологічних станах, що обумовлені чи супроводжуються вторинною імунною недостатністю: гнійно-запальні захворювання (сепсис різної етіології – посттравматичний, хірургічний, акушерсько-гінекологічний, опіковий, раневий та ін.., перитоніти, панкреатити, пієлонефрити, ендометрити та ін.); інфекційні захворювання (туберкульоз, хронічний гепатит С, хламідіоз, герпес, СНІД та ін.); онкологічні захворювання (нирковоклітинний рак, меланома, колатеральний рак та ін.); профілактика вторинного імунодефіциту, обумовленого проведенням променевої, медикаментозної терапії чи хірургічного лікування [48,75].
Ронколейкін містить відновлену форму рекомбинантного інтерлейкіну-2 (рІЛ-2) на відміну від альдеслейкіну, в якому рІЛ-2 представлений окисленою формою. Указані речовини відрізняються за активністю. Активність 1,1 мг рІЛ-2 альдеслейкіну відповідає 18 000 000 МО. При розчиненні активність окисленої форми рІЛ-2 не змінюється. 

В дослідженні використовувався Ронколейкін виробництва ЗАТ «Трудовий колектив Київського підприємства по виробництву бактерійних препаратів «Біофарма» (м. Київ, вул. М. Амосова, 9) в лікарській формі ліофілізату для приготування розчину для ін’єкцій (1 ампула1 мл містить рекомбинантного інтерлейкіну-2250000 МО). 
Тіоцетам (фармакотерапевтична група – психостимулювальні та ноотропні засоби; код АТХ N06В Х – інші психостимулятори та ноотропні препарати) – цереброактивних засобів, виявляє протиішемічні, антиоксидантні, мембраностабілізуючі та ноотропні властивості. Фармакологічний ефект препарату зумовлений взаємопотенціюючою дією тіотриазоліну та пірацетаму [30]. Препарат здатний прискорювати окиснення глюкози в реакціях аеробного та анаеробного окиснення, нормалізувати біоенергетичні процеси, підвищувати рівень АТФ, стабілізувати метаболізм у тканинах мозку. Препарат гальмує шляхи утворення активних форм кисню, реактивує антиоксидантну систему ферментів, особливо супероксиддисмутазу, гальмує вільнорадикальні процеси у тканинах мозку при ішемії, покращує реологічні властивості крові за рахунок активації фібринолітичної системи, стабілізує та зменшує відповідно зони некрозу та ішемії [66,194].
Показання до призначення: лікування ішемічного інсульту та його наслідків, таких як порушення мови, психічні та соматичні розлади, зниження активності, порушення емоційної сфери; лікування (у відновлювальному періоді) судинної, токсичної та травматичної енцефалопатії; усунення абстинентного синдрому при алкогольній інтоксикації, діабетична енцефалопатія. 

В дослідженні використовувався препарат виробництва ПAT «Галичфарм» (за участі НВО «Фарматрон», м. Запоріжжя) (Україна, 79024, м. Львів, вул. Опришківська, 6/8) в лікарській формі розчину для ін’єкцій (1 мл розчину містить пірацетаму 100 мг; тіотриазоліну 25 мг).
Мілдронат (фармакотерапевтична група – кардіологічні препарати, антиангінальний препарат, який підвищує стійкість міокарду до гіпоксії/ішемії; код АТХ С01Е В22 – інші кардіологічні препарати, Мельдоній) це синтетичний аналог γ-бутиробетаіну, відомий як інгібітор біосинтезу L-карнітину, його транспорту в тканини і його реабсорбції в нирках [30]. Таким чином, зниження концентрації L-карнітину є основним механізмом дії Мілдронату, і це зниження необхідно для запуску змін в енергетичному метаболізмі клітини. Так як L-карнітин є транспортером жирних кислот в мітохондрії, зниження його концентрації призводить до зменшення бета-окислення жирних кислот та стимулює таким чином споживання глюкози. Зниження концентрації L-карнітину тягне за собою включення адаптаційних механізмів, що призводять до посилення метаболізму глюкози в клітині, а також поліпшенню метаболічної пластичності і адаптивної відповіді на метаболічні порушення, викликані гіперглікемією і гіперліпідемією. Так як цей ефект Мілдронату пов'язаний з розвитком адаптаційних механізмів і зміною експресії генів, для його досягнення необхідно тривале лікування (не менше як 10-14 днів) [23,50].
Показання до призначення: у комплексній терапії таких захворювань як захворювання серця та судинної системи: стабільна стенокардія навантаження, хронічна серцева недостатність (NYHA I-IIІ функціональний клас), кардіоміопатія, функціональні порушення діяльності серця та судинної системи; гострі та хронічні ішемічні порушення мозкового кровообігу; знижена працездатність, фізичне та психоемоційне перенапруження; у період одужання після цереброваскулярних порушень, травм голови та енцефаліту.

В дослідженні використовувався препарат виробництва АТ «Гріндекс» (Латвія, LV-1057, Рига, Вул. Крустпілс, 53) в лікарській формі розчину для ін’єкцій (5 мл розчину (1 ампула) містять мельдонію 0,5 г).

Мексидол (фармакотерапевтична група – Засоби, що впливають на нервову систему, ноотропні засоби; код АТХ N07XX12 – інші препарати, які діють на нервову систему) – похідне оксипіридина та сукцинової (бурштинової) кислоти (етилметилгiдроксипiридину сукцинат), є інгібітором вільно-радикальних процесів, перекисного окислення ліпідів, він активує супероксиддисмутазу, впливає на фізико-хімічні властивості мембрани, підвищує в мембрані вміст полярних фракцій ліпідів (фосфотидиллсеріна і фосфотидилінозіта і ін.), зменшує співвідношення холестерол/фосфоліпіди, зменшує в'язкість ліпідного шару і збільшує плинність мембрани, активує енергосинтезуючі функції мітохондрій і покращує енергетичний обмін в клітині і, таким чином, захищає апарат клітин і структуру їх мембран [30,55,97].
Зміна функціональної активності біологічної мембрани, яку викликає мексидол, призводить до конформаційних змін білкових макромолекул синаптичних мембран, внаслідок чого Мексидол спричиняє модулюючий вплив на активність мембранопов'язаних ферментів, іонних каналів і рецепторних комплексів, зокрема, бензодіазепиновий, ГАМК, ацетілхоліновий, посилюючи їх здатність до зв'язування з лігандами, підвищуючи активність нейромедіаторів і активацію синаптичних процесів. Поряд з цим, Мексидол має виразну гіполіпідемічну дію, зменшує рівень загального холестерину і ліпопротеїдів низької щільності і збільшує ліпопротеїди високої щільності.
В дослідженні використовувався препарат виробництва ТОВ Медичний центр «Еллара» (Російська Федерація, 352212, Краснодарський край, Новокубанський район, с. Прогрес, вул. Мечникова, буд. 11) в лікарській формі розчину для ін’єкцій (1 мл розчину містить мексидолу (етилметилгідроксипіридину сукцинату) 50 мг).

Кортексин (фармакотерапевтична група – психостимулювальні та ноотропні засоби; код АТХ N07XX12 – інші препарати, які діють на нервову систему) містить комплекс низькомолекулярних водорозчинних поліпептидних фракцій з молекулярною масою не більше 10000 дальтон, виділених з кори головного мозку великої рогатої худоби або свиней, які не досягли 12-місячного віку. Проникає через гематоенцефалічний бар'єр безпосередньо до нервових клітин. Препарат має ноотропну, нейропротекторну, антиоксидантну і тканиноспецифічну дію [5,30]. 
Ноотропна дія – покращує вищі функції головного мозку, процеси навчання і пам'яті, концентрацію уваги, стійкість при різних стресових впливах. Нейропротекторна дія – захищає нейрони від ураження різними ендогенними нейротоксическими факторами (глутамат, іони кальцію, вільні радикали), зменшує токсичні ефекти психотропних речовин. Антиоксидантна дія – пригнічує перекисне окислення ліпідів в нейронах, підвищує виживаність нейронів в умовах оксидантного стресу і гіпоксії. Тканиноспецифічна дія – активізує метаболізм нейронів центральної і периферичної нервової системи, репаративні процеси, сприяє поліпшенню функцій кори головного мозку і загального тонусу нервової системи.

В дослідженні використовувався препарат виробництва ТОВ «Герофарм» (Російська Федерація, 142279, Московська обл., Серпухівський район, с. Оболенск, корпус 83, літ. ААН) в лікарській формі ліофілізату розчину для ін’єкцій (5 мл розчину (1 флакон містить 5 або 10 мг діючої речовини кортексiн®).

2.2. Методика відтворення експериментальної моделі ЦД

Досліди проводили в центральній науково-дослідній лабораторії Національного фармацевтичного університету, сертифікованій ГФЦ МОЗ України та центральній науково-дослідній лабораторії Запорізького державного медичного університету, сертифікованій ГФЦ МОЗ України.

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

Усі експериментальні процедури здійснювали відповідно до «Положення про використання тварин у біомедичних дослідженнях», Методичних рекомендацій ДФЦ МОЗ України (О.В. Стефанов, 2005), вимог Європейської конвенції із захисту хребетних тварин (Страсбург, 1986) та Статуту Української асоціації з біоетики та норм GLP (1992). 

Ендотеліотропну дію РАІЛ-1 та Ронколейкіну вивчали на експериментальній моделі, адекватній клінічним проявам ішемічних уражень тканини мозку при цукровому діабеті [165-167]. Експериментальний діабет моделювали за допомогою одноразового підшкірного введення водного розчину алоксану моногідрату (Sigma, США) в дозі 150 мг/кг у вигляді 5% розчину в ацетатному буфері, рН 4,5. Введення даної речовини здійснювали після попередньої 24-годинної депривації їжі, при збереженому доступі до води. З метою формування повного і стабільного діабету тварин тримали протягом 11 діб на стандартній дієті. Рівень глюкози крові визнали на 11-ту добу після введення алоксану за допомогою глюкометра Optium Omega (Abbot Diabetes Care Inc., США). Для наступних досліджень були використані тільки тварини з підвищеним рівнем глюкози (>11 ммоль/л). 

Інтактну групу складали тварини аналогічної статі та маси. РАІЛ-1 в дозі 7,5 мг/кг та Ронколейкін в дозі 0,01 мг/кг внутрішньом’язово один раз на добу, протягом всього терміну експерименту. Вибір ефективних церебропротективних доз препаратів обґрунтовано в попередніх дослідженнях [127]. Як референс-препарати  використовували тіоцетам, мексидол, мілдронат, кортексин – які вводили в ефективній дозі – тіоцетам 500 мг/кг, мексидол 100 мг/кг, мілдронат 250 мг/кг, кортексин 0,01 мл/кг внутрішньом’язово один раз на добу. Вибір ефективних доз препаратів порівняння обґрунтовано в дослідженнях по вивенню ії ендотеліопротективної активності [5,23,30,50,97,194]. Евтаназію тварин проводили шляхом декапітації під наркозом (тіопентал-натрій, 40 мг/кг) [167]. Матеріалом для біохімічних досліджень були фрагменти тканини головного мозку, що знаходяться в області середньо-мозкової артерії, які були гомогенізовані в рідкому азоті. Для біохімічних досліджень тканини лобної долі гомогенізували на холоді в сольовому ізотонічному середовищі (0,15 М KCl) при температурі +4ºС за допомогою скляного гомогенізатору (співвідношення тканини та сольового розчину 1:40). Після цього при температурі +15ºС методом диференційованого центрифугування (10 хвилин при 1500 g) виділяли цитозольну фракцію [60,97,167]. Безбілковий екстракт отримували додаванням точної навіски гомогенату тканини мозку в хлорну кислоту (0,6 М) з подальшою нейтралізацією 5,0 М калію карбонатом. 

2.3. Методики визначення ендотеліопротективної активності 

Визначення ендотеліопротективної активності проводили згідно методичним рекомендаціям з доклінічного вивчення специфічної активності ендотеліопротектівних препаратів [165]. Для морфометричних і гістоімунохімічних досліджень головний мозок фіксували в 10% рідині Буена (24 години) і за стандартною схемою заливали в парафінові блоки, з яких готували серійні фронтальні 5-мікронні гістологічні зрізи [261]. Для вивчення морфофункціонального стану ендотеліоцитів капілярів IV-V шарів кори і стінки судин судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій (далі по тексту: судин головного мозку) гістологічні зрізи депарафінували за стандартною методикою і фарбували галоціанін-хромовими квасцами по Ейнарсону для специфічного виявлення РНК. Для ендотеліальних клітин судин визначали наступні показники:

- площа ядра;

- середній діаметр ядра, враховуючи, що ядро ендотеліальної клітини судин в поперечному розмірі має форму сильно витягнутого еліпса, – мінімальний еліптичний діаметр;

- концентрацію РНК в ядрі (одиниці оптичної щільності, ООЩ), яку розраховували як логарифм відношення оптичної щільності ядра до оптичної щільності міжклітинної речовини;

- щільність ядер ендотеліоцитів як кількість клітин на 1мм2 площі зрізу кори мозку в області IV-V шарів кори і стінки судин судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій.
Визначення експресії васкулоендотеліального фактору росту (vascular endothelial growth factor, VEGF) проводили за методикою, в якій використовували первинні антитіла IgG1 миші до ендотеліального фактору росту пацюка/людини (клон CH-10), виробництва Chemicon (кат. № MAB1665). При цьому вираховували концентрацію VEGF в досліджуваній тканині (одиниці оптичної щільності, ОІФ), яку розраховували як логарифм відношення статистично значущою інтенсивності флюоресценції до флюоресценції міжклітинної речовини [165].

2.4. Методики визначення метаболізму оксиду азоту та вільно-радикального окислення
Продукцію та стан метаболізму оксиду азоту вивчали за активністю NO-синтази, концентрацію метіоніну, цистеїну, нітротирозину, гомоцистеїну. Активність ендотеліальної (eNOS) та індуцибельної (iNOS) ізоформ NO-синтаз визначали Вестен-блот аналізом [274]. Рівень нітротирозину визначали за допомогою ELISA-набору Nitrotyrоsine-твердо-фазового ензимно-зв'язаного імуносорбентного набору за принципом «сендвічу» [167,261]. Концентрацію метіоніну, цистеїну визначали методом тонкошарової хроматографії з наступною спектрофотометрією елюату [97,167]. Визначення концентрації гомоцистеїну здійснювали за допомогою імуноферментного методу [166]. 
Показники окислювальної модифікації білку в тканині мозку визначали методом B. Halliwell за взаємодією окиснених амінокислотних залишків з 2,4-дінітрофенілгідразоном (2,4-ДНФГ) та утворенню альдегидфенілгідразонів та карбоксилфенілгідразона, які мають спектр поглинання при 274 та 363 нм відповідно [248]. 
2.5. Методики визначення показників тіол-дісульфідної системи
Для вивчення активності тіол-дісульфідної системи визначали рівні відновлених та окислених тіолів та глутатіону, активність глутатіонпероксидази та глутатіонредуктази в гомогенаті головного мозку щурів з фокальною ішемією в ранньому та віддаленому постішемічних періодах [166].
Зміст сумарних SH-груп визначали спектрофотометрично за реакцією з 5,5-дітіобіс-7-нітробензойною кислотою [60,97,167]. Концентрацію глутатіону окисленого і відновленого визначали флюорометрично в реакції з о-фталевим ангідридом [60,97,167]. Активність ферментів тіол-дісульфідної системи – глутатіонпероксидази (ГПР) та глутатіонредуктази (ГР) визначали спектрофотометрично [60,97,167].
2.6. Методики визначення вуглеводно-енергетичного обміну

Стан вуглеводно-енергетичного обміну (гліколіз, окислення в циклі Кребса) визначали за рівнем макроергічних фосфатів (АТФ, АДФ, АМФ) та лактату, пірувату, малату, ізоцитрату [3,77,117]. Вміст аденілових нуклеотидів визначали методом тонкошарової хроматографії [167]. 

За методом Хохорста визначали кількість малату (за зменшенням кількості НАДН при 340 нм) та лактату (за збільшенням кількості НАДН при 340 нм) [46,167]. Вміст пірувату визначали методом Цоха-Ломпрехта за зменшенням кількості НАДН при 340 нм [46,167]. Визначення концентрації ізоцитрату в тканинах проводили за методом Зіберта [46,167].
2.7. Морфологічні методи дослідження

Морфологічні дослідження здійснювали у ЦНДЛ ЗГМУ (завідувач професор А.В.Абрамов). Забір матеріалу для гістологічного дослідження виконували після макроскопічного описання стану органів. Тканину головного мозку вносили на добу у фіксатор Буена і після стандартної гістологічної проводки тканину укладали у парафін [92,167]. Для вивчення морфології нейронів на ротаційному мікротомі виготовляли зрізи CA-1 зони гіпокампу товщиною 5 мікрон [92,167]. Зрізи гіпокампу депарафінували і фарбували для визначення нуклеїнових кислот галоціанін-хромовими квасцями за Ейнарсоном. Морфометричні дослідження проводили на мікроскопі Axioskop (Ziess, Німеччина), збільшення х40. Зображення нейронів в області зони СА-1 гіпокампу одержували на мікроскопі за допомогою високочутливої відеокамери COHU-4922 (COCHU Inc., США) та вводили у комп'ютерну програмно-апаратну систему цифрового аналізу зображення VIDAS, розроблену професором кафедри патофізіології, д.мед.н. А.В. Абрамовим. 

Аналіз зображень здійснювали у напівавтоматичному режимі. Дегенеруючими вважали нейрони, які мали ознаки каріопікнозу чи цитолізу. Програмно вимірювалася щільність розташування дегенеруючих і тих, що вижили нейронів, співвідношення кількості інтактних нейронів до помираючих (індекс нейродегенерації) і відношення щільності нейронів, які вижили, при використанні препарату до щільності інтактних нейронів у контрольній групі (індекс покращення виживання). 

Визначали наступні показники [167,266]:  

· щільність нейронів, апоптотичних та деструктивно-змінених нейронів (кількість клітин на 1 мм2 площі зрізу кори мозку);

· площу нейронів (мкм2);
· концентрацію РНК в нейронах (одиниці оптичної щільності – ООЩ, які розраховували як логарифм співвідношення оптичної щільності тіла клітини до оптичної щільності міжклітинної речовини); 
· індекс відношення кількості нейронів, що вижили, до кількості апоптотичних та деструктивно-змінених нейронів.

Про функціональний стан нейронів, що вижили, говорили, керуючись показниками зміни площі ядер і ядерець нейронів, вмісту в них нуклеїнових кислот, ядерно-цитоплазматичного співвідношення і кількості багатоядерцевих клітин [167,266].
2.7. Статистичні методи дослідження

Статистичну обробку результатів здійснювали методами математичної статистики із застосуванням пакетів прикладних програм «Біостатистика для Windows, версія 4.03», «Microsoft Excel 2002» ліцензійної «STATISTICA® for Windows 6.0» (StatSoft Inc., № AXXR712D833214FAN5) [18,25]. Для кожної досліджуваної ознаки визначали показники середнього арифметичного (М) і стандартної похибки репрезентативності середнього арифметичного (m). Нормальність розподілу перевіряли з використанням тесту Колмогорова-Смирнова. Статистичну обробку даних здійснювали з використанням параметричного критерію t-Стьюдента, непараметричного критерію Уітні-Манна в рамках програми MS Excell. Вірогідними вважали різниці з рівнем значимості більше 95 % (p<0,05). Порівняльний аналіз в групах проводили за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA [18,25,61,68].

Системний аналіз ефективності досліджуваних препаратів проведений за допомогою методу кореляційних структур та кластерного методу [43]. 

РОЗДІЛ 3
ВИВЧЕННЯ ЕНДОТЕЛІОПРОТЕКТИВНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ РАІЛ-1 
ТА ІЛ-2 В УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ

Церебральна мікроангіопатія є частиною генералізованих судинних ускладнень, що спостерігаються при діабеті, і більш частий несприятливий результат у цих хворих може бути обумовлений системним характером судинного ураження. У виникненні церебральної ангіопатії найважливішу роль відіграють зміни місцевого гемостазу в судинах головного мозку, яке розпочинається з порушень внутрішнього шару судинної стінки – ендотелію. 

При ЦД ендотеліальні клітини першими піддаються впливу високої концентрації глюкози крові, окислених ліпопротеїдів плазми, високого гідростатичного тиску всередині вистилають ними судин і інших пошкоджуючих факторів. Вплив цих чинників призводить до розвитку ендотеліальної дисфункції і в кінцевому результаті – до розвитку судинних ускладнень при ЦД. Тому для аналізу особливостей динаміки прогресування постішемічних церебральних змін при ЦД було потрібно вивчити вплив інтерлейкінових препаратів РАІЛ-1 та ІЛ-2 на параметри ендотелію в мозковій тканині щурів з експериментальним аллоксан-індукованим цукровим діабетом у порівнянні з церебропротекторами Тіоцетам, Мілдронат, Мексидол та Кортексин. Розвиток ендотеліальної дисфункції та ендотеліопротективну активність РАІЛ-1 та ІЛ-2 оцінювали по морфофункціональним характеристикам ендотеліоцитів капілярної мережі кори головного мозку і судинної стінки судин головного мозку щурів на 18 добу експериментальної гіперглікемії – визначали такі показники як щільність та площа ядра, середній діаметр ядра, концентрація РНК в ядрі (одиниці оптичної щільності, ООЩ), експресія фактору росту ендотелію судин (VEGF).

3.1. Ендотеліопротективна активність РАІЛ-1 та ІЛ-2 на моделі аллоксан-індукованого ЦД

Вивчення судинного компонента кори головного мозку, представленого капілярною мережею, свідчить, що розвиток експериментальної гіперглікемії супроводжувався порушенням функціональної активності ендотелію – спостерігалось значне зниження площи ядер (18%), діаметру ядер (31%) та щільності ядер ендотеліоцитів капілярів (21%) на одиницю площі зрізу кори головного мозку в порівнянні з інтактними тваринами (табл. 3.1). 

Таблиця 3.1

Характеристики ендотеліоцитів капілярів IV-V шарів кори

головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	Щільність ядер, мкм2 
	Площа ядер на 1 мм2 кори
	Діаметр ядер, мкм2

	Інтактні тварини 
	884,00±13,70
	8,43±0,13
	2,93±0,12

	Контроль – тварини з ЦД 
	694,40±11,92*
	6,89±0,16*
	2,03±0,07*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	789,80±11,84*К
	7,46±0,18*
	2,74±0,02К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	705,6±6,45*
	7,02±0,12*
	2,18±0,19*

	Тварини з ЦД + Мексидол
	744,3±31,28*К
	7,26±0,19*К
	2,31±0,25*

	Тварини з ЦД + Кортексин
	808,45±26,09К
	7,43±0,24*
	2,42±0,22*К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	824,09±25,87*КММкРа
	8,38±0,36КТММкКр
	2,44±0,30*КМРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	878,20±10,69КТР
	8,14±0,10КММк
	2,83±0,06КММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Це відображає формування ендотеліальної дисфункції, яка призводить до закриття капілярів і зменшення щільності функціонуючих судин, тобто до процесу прогресуючої ішемізації кори мозку. Моделювання АЕЦД супроводжувалося також падінням концентрації РНК в ядрах ендотеліоцитів капілярів на 27% в порівнянні з інтактними тваринами (рис. 3.1).
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Рис.3.1. Концентрація РНК у головному мозку щурів з ЦД. Примітки (для всіх рисунків): ІК – група інтактних тварин; ЦД –цукровий діабет; ЦД+Т – цукровий діабет+Тіоцетам; ЦД+М – цукровий діабет+Мілдронат; ЦД+Мк – цукровий діабет+Мексидол; ЦД+Кр – цукровий діабет+Кортексин; ЦД+Р – цукровий діабет+Ронколейкін; ЦД+РАІЛ – цукровий діабет+РАІЛ-1. Статистично достовірні відмінності (р<0,05) відносно інтактних тварин позначено знаками «*», відносно тварин контрольної групи позначено знаком «К», відносно тварин групи Тіоцетаму позначено знаком «Т», відносно тварин групи Мілдронат позначено знаком «М», відносно тварин групи Мексидолу позначено знаком «Мк», відносно тварин групи Кортексину позначено знаком «Кр», відносно тварин групи Ронколейкіну позначено знаком «Р», відносно тварин групи РАІЛ-1 позначено знаком «Ра».
Введення Ронколейкіну надавало ендотеліопротективний ефект щодо ендотеліоцитів капілярів, що проявлялося достовірним збільшенням щільності ядер ендотеліоцитів (19%) на одиницю площі зрізу кори, гіпертрофією ядер (22%) і підвищенням в них концентрації РНК на 40%. 

Також виразний ефект відзначали при введенні РАІЛ-1, що проявлялося практично повним відновленням щільності ендотеліоцитів капілярів на одиницю площі зрізу кори, підвищенням вмісту РНК до інтактного рівня. Даний факт може свідчити про активну реваскуляризацію і відновлення капілярної мережі в корі головного мозку тварин з експериментальною гіперглікемією, які отримували РАІЛ-1 та Ронколейкін. 

Призначення тваринам з ЦД референс-препаратів Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу та Кортексину виявило подібну, але менш виразну протективну дію щодо ендотелію капілярів кори мозку. На тлі ведення цих препаратів відзначено збільшення щільності ядер ендотеліоцитів капілярів на одиницю площі зрізу кори до 80-90% відносно інтактних тварин, збільшення площі ядер та їх діаметру на 14-35% відносно контролю та підвищенням в них концентрації РНК до 80% від рівней інтакту. 

Максимальний вплив на щільність ядер ендотеліоцитів капілярів та їх площу відзначено у РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, на діаметр ядер та вміст в них РНК – у РАІЛ-1, Тіоцетаму та Ронколейкіну.

Вивчення стінки судин судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій (далі по тексту: судин головного мозку) показало, що щільність ядер ендотеліоцитів тут на порядок перевищує аналогічний показник капілярної мережі кори головного мозку. В результаті моделювання АЕЦД на 18 добу експерименту спостерігається зниження щільності ядер ендотеліоцитів на 50% на одиницю площі стінки судин, зменшення концентрації РНК на 38% у порівнянні з інтактними тваринами (табл. 3.2). 

Це свідчить про пошкодження судин м'язового типу внаслідок гіперглікемії, що невідворотно впливає на функціональний стан мікроциркуляторного русла мозку і формування ендотеліальної дисфункції. 

На тлі введення препаратів порівняння Тіоцетам,у Мілдронату, Мексидолу та Кортексину спостерігається часткове відновлення судинної мережі за рахунок реваскуляризації ішемізованих відділів. Проте, щільність ядер ендотеліоцитів залишаються на 35-38% менше ніж у інтактних щурів. 

Курсове введення Ронколейкіну тваринам з ЦД призводить до підвищення щільності ядер ендотеліоцитів судинної стінки судин головного мозку на 43%, достовірного підвищення пулу РНК і практично повного відновлення щільності ендотеліоцитів. Аналогічною була дія РАІЛ-1, який збільшив практично рівнозначно такі показники ендотеліоцитів стінки судин мозку як щільність ядер і діаметр ядер (на 62% і 64% відповідно) та підвищив концентрацію РНК в 3 рази в порівнянні з нелікованими тваринами. 

Таблиця 3.2

Характеристики ендотеліоцитів стінки судин

головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	Щільність ядер, мкм2 
	Площа ядер на 1 мм2 кори
	Діаметр ядер, мкм2

	Інтактні тварини 
	14373,80±471,18
	7,13±0,14
	2,96±0,07

	Контроль – тварини з ЦД 
	7202,10±270,32*
	6,00±0,09*
	2,00±0,03*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	8902,80±161,61*К
	6,90±0,13К
	2,20±0,08*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	8062,60±58,00*К
	6,12±0,10*
	2,05±0,11*

	Тварини з ЦД + Мексидол
	8804,00±130,50*К
	6,73±0,20 *К
	2,25±0,20*

	Тварини з ЦД + Кортексин
	9299,00±120,95*К
	6,79±0,18 К
	2,34±0,10 *К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	10298,83±125,58*КТММк
	7,94±0,23КТ
	2,52±0,10КММкРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	11617,80±124,18*ТК
	7,35±0,06КМ
	3,28±0,04*КТММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Максимальний вплив на щільність ядер ендотеліоцитів стінки судин та їх площу, діаметр ядер та вміст в них РНК відзначено у РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину. 

Для більш детальної характеристики процесів реваскуляризації було вивчено ступінь зв'язування VEGF ендотеліоцитів капілярів та стінки судин головного мозку щурів з ЦД (рис. 3.2). VEGF діє ауто- і паракринним шляхами, що вибірково стимулює проліферацію та міграцію ендотеліальних клітин і їх попередників, збільшує судинну проникність, сприяє вазодилатації через посилення продукції оксиду азоту (NO). 

Встановлено, що на 18-ту добу експериментальної гіперглікемії спостерігалося достовірне зменшення зв'язування VEGF з судинним ендотелієм капілярної мережі кори на 41% та ендотелієм судин мозку на 50%. VEGF індукує в мозку зростання нових судин, а також пригнічує запальну реакцію, тому його дефіцит вказує на формування дисфункції ендотелію. Ці результати підтверджують, що порушення системної експресії VEGF може бути одним з етіологічних факторів розвитку ендотеліальної дисфункції при цукровому діабеті. 
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Рис.3.2. Концентрація VEGF ендотеліоцитів капілярів (VEGF кап) та VEGF ендотеліоцитів стінки судин головного мозку (VEGF суд) у головному мозку щурів з ЦД. 
Введення Ронколейкіну позитивно вплинуло на цей процес, про що свідчить підвищення концентрації фактору росту ендотелію капілярної мережі кори в 1,5 рази та ендотелію судин мозку в 2,3 рази в порівнянні з нелікованими тваринами на 18-ту добу спостереження. Застосування тваринам з ЦД протягом 18 діб РАІЛ-1 інтенсифікувало зв'язування VEGF з ендотелієм капілярної мережі кори на 85% та ендотелієм судин мозку в 3 рази в порівнянні з групою контролю, що достовірно перевищило ефект Ронколейкіну. 

Призначення тваринам з ЦД Кортексину виявило подібну протективну дію щодо процес зв'язування VEGF з ендотелієм капілярів та судин мозку. За впливом на концентрацію фактору росту ендотелію капілярної мережі кори Кортексин був максимально активним з усіх досліджених препаратів – відзначено підвищення рівня VEGF практично до показників інтактних тварин. Вплив Кортексину на концентрацію фактору росту ендотелію судин мозку був більш виразним за групи Тіоцетаму, Мілдронату та Мексидолу, але поступався за силою ефекту Ронколейкіну та РАІЛ-1.

Введення Тіоцетаму, Мілдронату та Мексидолу впливало на процес зв'язування VEGF з ендотелієм капілярів та судин мозку менш виразно та достовірно відрізнялося від ефектів Ронколейкіну та IL-1ra.

3.2. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на оригінальні параметри ендотеліальної дисфункції в умовах моделювання ЦД 
Попередніми дослідженнями встановлено наявність у РАІЛ-1 та ІЛ-2 стабілізуючої активності відносно показників ендотелію капілярів та судин мозку при експериментальній гіперглікемії. Нами не знайдено даних літератури відносно інтегральних показників, які б дозволяли аналізувати вплив препаратів на всі вказані параметри одночасно, але ця задача є важливою з теоретичної та практичної точки зору. Тому однією з задач дослідження було розробка таких коефіцієнтів.

Для поглибленого аналізу стану окремих ланок ЕД при постішемічних порушеннях в тканинах головного мозку щурів з ЦД провели вивчення додаткових параметрів ендотеліальної дисфункції, а саме запропонованих нами коефіцієнтів: індексу реактивності капілярів (ІРК), індексу реактивності судин головного мозку (ІРС) та коефіцієнту ендотеліальної чутливості (КЕЧ). Ці показники обчислювались наступним чином:
ІРК = Площа ядер ендотеліоцитів капілярів / VEGF капілярів;
ІРС = Площа ядер ендотеліоцитів судин / VEGF судин;

КЕЧ = ІРК / ІРС.

Індекс реактивності капілярів (ІРК) відображає співвідношення площі ядер ендотеліоцитів капілярів до концентрації в них VEGF. Відомо, що VEGF забезпечує виживання і структурну цілісність епітелію судин головного мозку, надає антинейродегенеративний ефект і перешкоджає апоптозу нейрональних клітин в умовах ішемії-гіпоксії. На нашу думку, ІРК відображає активність процесів нормалізації ендотелію капілярів, а саме збільшення площі ядер ендотеліоцитів в залежності від експресії VEGF під дією досліджуваних препаратів, тобто здатність цих препаратів коригувати ЕД. 

Результати проведеного дослідження виявили зміни показнику ІРК в головному мозку щурів з алоксаніндукованим ЦД (рис. 3.3). Так, у щурів з експериментальною гіперглікемією ІРК був підвищений на 39% (р<0,01) відносно інтактних тварин, що відображає зниження експресії захисного VEGF. На тлі експериментальної терапії Тіоцетамом, Мексидолом та Ронколейкіном цей показник знизився на 12-21%, що було на 10-20% вищим за показники інтактних тварин. Мінімальний вплив на показник ІРК відзначено в групі Мілдронату – зниження лише на 2% відносно контрольних значень.
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Рис.3.3. Показник індексу реактивності капілярів (ІРК) в головному мозку щурів з ЦД.

В групі Кортексину відзначено максимальні зміни показнику ІРК – зниження на 41% (р<0,01), що було нижчим за показники інтактних тварин на 18%. Курсове введення експериментальним тваринам РАІЛ-1 призвело до аналогічного впливу на показник ІРК, який знизився на 37% і був на меншим за показники інтактних тварин на 12%. Це відображає максимальний вплив цих препаратів на експресію проективного VEGF в ендотеліоцитах капілярів головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією. Третім за впливом на цей показник визнано Тіоцетам. 

Індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) відображає аналогічне співвідношення площі ядер ендотеліоцитів судин до концентрації в них VEGF, тобто потенційну здатність до стабілізації стану ендотелію судин головного мозку в умовах ушкоджуючої дії гіперглікемії. 

Аналіз отриманих в дослідженні результатів свідчить, що показник ІРС підвищився більш активно за попередній показник ІРК – на 70% від інтактних значень (р<0,001)(рис. 3.4), що підтверджує значні зміни концентрації VEGF ендотелію судин головного мозку щурів на моделі ЦД.
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Рис.3.4. Показник індексу реактивності судин (ІРС) в головному мозку щурів з ЦД.

Введення щурам з експериментальною гіперглікемією Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 неоднозначно відобразилось на значенні показнику ІРС. На тлі введення експериментальним щурам Мілдронату впливу на показник ІРС практично не відзначено. 

Максимальні зміни показнику ІРС відзначено в групі РАІЛ-1 – зниження відносно контролю на 70% (р<0,001), що було нижчим за показники інтактних тварин в 2 рази, та віддзеркалює активні зміни стану ендотелію судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією на тлі зменшення ступеня зв'язування ендотеліального фактору росту. Дещо менш активним був вплив Кортексину – виявлено зниження показнику ІРС на 65% (р<0,01) відносно контрольних показників. Курсове введення експериментальним тваринам Тіоцетаму, Мексидолу та Ронколейкіну призвело до подібного впливу на показник ІРС, який знизився на 59-60% (р<0,01) і був меншим за показники інтактних тварин на 31-32%.

Третій з запропонованих інтегративних показників – коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ), який демонструє взаємний зв’язок індексів реактивності капілярів та судин, а саме їх співвідношення. КЕЧ може служити інтегральним показником адаптивних можливостей ендотелію або показником неспецифічної резистентності організму (рис. 3.5).
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Рис.3.5. Показник коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) в головному мозку щурів з ЦД.

В контрольній групі показник КЕЧ був нижче показників інтактних тварин на 18% (р<0,05), що свідчить про значні зміни співвідношення показників ендотелію капілярів та судин головного мозку щурів на тлі експериментальної гіперглікемії. 

На тлі застосування Мілдронату не відзначено змін показнику КЕЧ від рівней інтакту, що свідчить про відсутність впливу препарату на взаємообумовлені зміни стану ендотелію капілярної та судинної ланок мікроциркуляції головного мозку.
В групі Ронколейкіну відзначено максимальні зміни показнику КЕЧ – підвищення на 118% (р<0,001), що було вищим за показники інтактних тварин на 80%. Це відображає максимальний вплив Ронколейкіну на співвідношення експресії проективного VEGF в ендотеліоцитах капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією. 

Курсове введення експериментальним тваринам РАІЛ-1 та Мексидолу призвело до подібного впливу на показник КЕЧ, який збільшився відносно контролю відповідно на 110 та 112% і перевищив показники інтактних тварин на 72 та 74%. Третім за впливом на цей показник визнано Тіоцетам. 

При введенні Кортексину та Тіоцетаму щурам з ЦД показнику КЕЧ збільшився відповідно на 83 та 96% відносно контрольних показників та практично в півтора рази відносно інтакту, що підтверджує стабілізацію стану ендотелію та корекцію ендотеліальної дисфункції в головному мозку щурів з ЦД. 

Таким чином, моделювання експериментальної гіперглікемії супроводжувалось зменшенням таких параметрів ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку як середній діаметр, площа та щільність ядер, а також до зниження концентрації в них РНК та ступеня зв'язування ендотеліального фактора росту. Курсове введення досліджених препаратів тваринам з ЦД призводить до підвищення щільності ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку, підвищення пулу РНК і активації трансляційної активності клітин відносно VEGF на 18-ту добу дослідження. 

Більш активним за впливом на середній діаметр, площу, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку визнано РАІЛ-1, максимальний ефект на вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку виявив Ронколейкін.

Також відзначено корегуючий вплив Ронколейкіну та РАІЛ-1 на показники додаткових коефіцієнтів ендотеліальної дисфункції. Для встановлення ступеню віддзеркалення цими показниками змін окремих ланок ЕД в загальній системи функціональних показників клітин головного мозку при ЦД потрібно провести в подальшому системний статистичний аналіз та встановити кореляційну значимість кожного з параметрів, що дозволить провести порівняння ефективності запропонованих нами коефіцієнтів з обранням найбільш значимого з них.

Аналіз результатів, отриманих в нашому дослідженні та описаних в цьому розділі, дозволяє зробити наступні висновки:

1. Моделювання алоксан-індукованого цукрового діабету у білих безпородних щурів призводило до формування ендотеліальної дисфункції капілярної мережі IV-V шарів кори і судин судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій (зниження середнього діаметру, площи та щільності ядер ендотеліоцитів, зменшення в них концентрації РНК та VEGF).

2. Вперше доведено, що Ронколейкін та РАІЛ мають ендотеліопротекторну дію. Курсове введення Ронколейкіну та РАІЛ-1 попереджало розвиток ендотеліальної дисфункції в мозку щурів з ЕАЦД, а саме призвело до підвищення щільності ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку, підвищення пулу РНК і активації трансляційної активності клітин відносно VEGF. Більш виразною визнано ендотеліопротективну дію РАІЛ-1 (за впливом на середній діаметр, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку, вміст РНК ендотеліоцитів капілярів) та Ронколейкіну (за впливом на площу ядер ендотеліоцитів та вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку).

3. Доведено, що показник ІРК максимально знизився в групах Кортексину (на 41%) та РАІЛ-1 (на 37%), показник ІРК – в групах РАІЛ-1 (на 70%), Кортексину (на 65%) та Ронколейкіну (60%), що віддзеркалює активні зміни стану ендотелію капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією на тлі зменшення ступеня зв'язування ендотеліального фактору росту. Максимальне підвищення показнику КЕЧ відзначено в групі Ронколейкіну (на 118%), Мексидолу (на 112%) та РАІЛ-1 (на 110%), що відображає вплив на співвідношення експресії проективного VEGF в ендотеліоцитах капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією.
РОЗДІЛ 4

ВПЛИВ РАІЛ-1ТА ІЛ-2 НА ПОКАЗНИКИ АКТИВНОСТІ
ВІЛЬНО-РАДИКАЛЬНОГО ПОШКОДЖЕННЯ 
ТА СИСТЕМИ ОКСИДУ АЗОТУ В УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ

У формуванні ендотеліальної дисфункції при експериментальному ЦД в ланцюгу молекулярних патохімічних змін на фоні енергетичного дефіциту та лактат-ацидозу важливе значення має активація процесів вільно-радикального окиснення з утворенням високореактивних радикалів кисню та надлишкових рівней NO і його дериватів, які в умовах розвитку гіперглікемії «атакують» білки, ліпіди і нуклеїнові кислоти клітин, що призводить до їх окислювальної модифікації та може викликати необоротні пошкодження і загибель клітин органів і систем.

Доведено, що активація вільнорадикальних процесів відбувається на тлі пригнічення активності антиоксидантної системи (АОС). При цьому регуляція окислювально-відновної рівноваги в клітинах і тканинах організму залежить від стану зворотньої тіол-дисульфідної системи (ТДС). Інтермедіати ТДС володіють транспортними властивостями щодо оксиду азоту (NO), тим самим підвищуючи його біодоступність, крім того частина тіолів – глутатіон, цистенін, метіонін – здатні значно обмежувати цитотоксичність надлишкових рівней NO і його дериватів, збільшуючи шанс нейрону вижити при ішемії. 

Для визначення особливостей ендотеліопротективної дії Ронколейкіну та РАІЛ-1 шляхом впливу на активність нітрозилюючого та окислювального стресів при цукровому діабеті було потрібно дослідити динаміку показників системи оксиду азоту, окислювальної модифікації білків та стан ТДС в тканині головного мозку експериментальних тварин.

4.1.Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на показники вільно-радикального ушкодження на моделі ЦД

Розвиток нейродегенеративних змін і тяжкість стану пацієнтів з цереброваскулярними порушеннями залежить від шкідливої дії ішемії. Це призводить до зниження надходження молекулярного кисню в нейрони та стимулює утворення АФК, які ініціюють процеси вільно-радикального окиснення – перекисного окиснення ліпідів, окислювальної модифікації білка (ОМБ) і активізації системи NO – на тлі зниження активності АОС. 

Для визначення активності процеси вільно-радикального окиснення було проаналізовано значення ранніх та пізніх маркерів ОМБ – альдегідфенілгідразонів (АФГ) та кетонфенілгідразонів (КФГ), які утворюються в умовах оксидативного та нітрозилюючого стресів, а також нітротирозину (НТЗ) в якості маркеру оксидантного стресу.

Ішемічне ураження тканин головного мозку експериментальних тварин на моделі ЦД (табл. 4.1) супроводжувалося збільшенням в гомогенаті мозку АФГ і КФГ відповідно в 2,3 та 2,2 разів (р<0,001).
Таблиця 4.1

Вміст альдегідних (АФГ) і карбоксильних (КФГ) продуктів в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	АФГ, у.о./мг білка
	КФГ, у.о./мг/білка

	Інтактні тварини 
	1,44±0,16
	1,01±0,09

	Контроль – тварини з ЦД 
	3,44±0,49*
	2,26±0,15*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	2,48±0,22*К
	1,44±0,23*

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	2,65±0,18*К
	1,83±0,12*К

	Тварини з ЦД + Мексидол
	1,79±0,11К
	1,43±0,04*К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	2,08 ±0,08*К
	1,23±0,08К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	1,84±0,19*КТМ
	1,47±0,06*КМКрРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	1,67±0,22КТМКр
	0,98±0,18КТМКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

На тлі введення препаратів порівняння Мілдронату, Тіоцетаму та Кортексину у експериментальних тварин з ЦД встановлено достовірне зниження рівнів АФГ як раннього маркеру ОМБ відповідно на 23, 28 та 40% щодо контрольних показників, але зберігається підвищення маркерів ОМБ порівняно з інтактними показниками практично в 1,5 рази. 
Застосування Ронколейкіну та Мексидолу на моделі ЦД призвело до істотного зниження рівня АФГ до 120-123% від рівня інтактних тварин, що практично вдвічі нижче за контрольні показники (р<0,01) та вірогідно перевищує ефект Мілдронату і Тіоцетаму. 

Відносно впливу на рівні пізнього маркеру ОМБ результати експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином і Ронколейкіном мають відмінності в порівнянні з активністю відносно АФК. Так, мінімальний вплив на КФГ відзначено в групі Мілдронату (зниження на 19%), більш виразний у Тіоцетаму, Мексидолу та Ронколейкіну – зниження до 142-145% від рівня інтактних тварин. Експериментальна терапія Кортексином має подібні, але більш виразні характеристики – показник КФК знизився практично в 2 рази та досягає120% від показників інтактних тварин.

Курсове введення РАІЛ-1 експериментальним тваринам з ЦД сприяло нормалізації ОМБ і рівнозначному зниженню рівней їх маркерів в тканинах головного мозку більш на 52-56%, тобто практично до показників інтакту. Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на рівні ранніх та пізніх маркерів ОМБ в головному мозку щурів з ЦД перевищує такий у Тіоцетаму та Мілдронату на 33-46% (р<0,01). 

Аналогічні результати отримано відносно рівней нітротирозину (НТЗ) в якості маркеру пероксинітриту в гомогенаті головного мозку щурів на моделі ЦД. При ішемії пероксинітрит як активний дериват NO активує перекисне окислення фосфоліпідів мембран та незворотно пригнічує мітохондріальне дихання, безпосередньо взаємодіючи з залізом активних центрів ключових ензимів, а також нітрозуючи по S-, N-, O-елементам тіольні, фенольні, гідроксильні та аміногрупи білкової частини цих ензимів, при більш вираженому прояві нітрозилюючого стресу окислює їх незвортньо. Придушення мітохондріального дихання призводить до подальшого падіння заряду мітохондрій, що може ініціювати загибель клітини шляхом апоптозу або некрозу. Пероксинітрит також нітрозилює в мітохондріях цитохром С, що призводить до зміни його функцій, а саме він втрачає здатність підтримувати перенесення електронів у дихальному ланцюзі та не відновлюється аскорбатом, що призводить до подальшої активації оксидативного стресу.

В експерименті відзначено виразне зростання показника НТЗ в контрольній групі в 6 разів від рівня інтактних тварин (р<0,001) (рис. 4.1). Це відображає активацію вільно-радикальних процесів та розвиток оксидативного стресу. 
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Рис. 4.1. Вміст нітротирозину (НТЗ) в тканинах головному мозку щурів з ЦД. 

Застосування Тіоцетаму, Мілдронату та Кортексину на тлі експериментального ЦД призвело до зниження показника НТЗ в гомогенаті головного мозку експериментальних тварин відносно контрольної групи на 61-64%, що становить від 238 до 216% від рівня інтакту. На тлі введення експериментальним тваринам з ЦД Кортексину та Мексидолу відзначено більш активний вплив на систему NO в умовах гіпоксичного ушкодження тканин мозку при ЦД – показник НТЗ вірогідно знизився на 68-70% (р<0,01).

В групі тварин, яким вводився Ронколейкін, відзначено більш активне зниження показника НТЗ при постішемічному ушкодженні тканини мозку на тлі ЦД – до 181% від рівня інтакту. В групі РАІЛ-1 відзначено максимальні зміни показнику НТЗ – зниження на 78% (р<0,01), що було вищим за показники інтактних тварин лише на 33%.

Аналіз отриманих даних доводить, що розвиток алоксанового діабету супроводжувався формуванням постгіпоксічних змін тканин – збільшенням в гомогенаті мозку маркерів окислювальної модифікації білків – АФГ і КФГ. Порівняння результатів експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на рівні АФГ як раннього маркеру ОМБ в головному мозку щурів з ЦД свідчить, що максимальний стабілізуючий вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Мексидолу та Ронколейкіну, на рівні КФГ як пізнього маркеру ОМБ більш активно вплинули РАІЛ-1, Кортексин та Ронколейкін. Більш ефективна корекція рівнів нейротоксичного НТЗ встановлена в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу.

4.2. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на показники системи оксиду азоту при ЦД

Важливою ланкою постішемічного ушкодження мозку є активація системи оксиду азоту. Оксид азоту в надмірних кількостях та його деривати грають багатогранну роль у розвитку нітрозилюючого стресу та формуванні при церебральній ішемії каскаду патогенетичних змін, ранніх і віддалених нейрональних втрат і клінічного прогнозу в цілому. Тому для оцінки змін системи NO у тканини мозку щурів з ЦД було потрібно оцінити як показники активності NO-синтаз, так і стан транспорту оксиду азоту на тлі фармакологічної корекції досліджуваними препаратами.

Оксид азоту утворюється шляхом п’ятиелектронного окислення термінальної гуанідинової групи L-аргініну, реакція каталізується ферментом NO-синтазою (NOS). Сімейство NOS включає три основні ізоформи, які кодуються різними генами, – нейрональну (nNOS), індуцибельну (iNOS) та ендотеліальну (eNOS). iNOS продукує набагато більші кількості NO (у мікро- і наномолярних концентраціях), за активністю в сотні разів перевищує еNOS, зберігається протягом декількох днів з моменту індукції. Доведено, що у процесах нейродеструкції основне значення має саме еNOS та iNOS. 

Для аналізу впливу цитокінового дисбалансу – гіперпродукції прозапального ІЛ-1, відносного дефіциту його рецепторного антагоніста та ростового фактору ІЛ-2 – на розвиток та активність нітрозилюючого стресу при церебральній ішемії була проаналізована динаміка показників системи оксиду азоту в тканини мозку щурів з алоксан-індукованим цукровим діабетом на фоні корекції цитокіновими препаратами інтерлейкінового ряду – РАІЛ-1 та ІЛ-2 (Ронколейкін). Для цього у гомогенаті тканини мозку експериментальних тварин визначали активність/експресію ендотеліальної та індицибельної ізоформ NO-синтази (eNOS та iNOS).

Результати дослідження підтверджують розвиток в тканини мозку в умовах церебральної ішемії значного дисбалансу активності NO-синтаз (табл. 4.2). 
Аналіз отриманих даних свідчить, що в гомогенаті головного мозку тварин контрольної групи відзначено різке зменшення активності eNOS на 70%, при цьому активність іNOS була збільшена відносно показників групи інтакту в 3,4 рази (р<0,001). 

На тлі введення препаратів порівняння Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу та Кортексину спостерігається часткове відновлення співвідношення ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз – відзначено зростання активності ендотеліальної ізоформи на 60-112% (практично до половини від значень інтакту) на тлі зниження на 32-40% активності іNOS. Проте, активність останньої залишається практично в 2 рази вищою ніж у інтактних щурів. 

Таблиця 4.2

Активність ендотеліальної NO-синтази (eNOS) та індуцибельної NO-синтази (iNOS) в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	eNOS,мкмоль/г тканини
	iNOS,мкмоль/гтканини

	Інтактні тварини 
	37,10±2,13*
	14,70±1,34*

	Контроль – тварини з ЦД 
	10,80±0,92*К
	49,90±3,07*К

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	21,10±2,92*К
	34,10±3,21*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	17,30±4,81*К
	33,80±3,94*К

	Тварини з ЦД + Мексидол
	20,50±3,50*К
	29,90±2,38*К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	22,87±3,38*К
	21,06±2,49*К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	24,70±2,67*КТММкРа
	28,40±3,24*КТМКрРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1
	30,40±2,37*КТММкКрР
	16,20±1,55КТММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Міл – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кор – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. n – кількість тварин в групі.

Курсове введення Ронколейкіну тваринам з ЦД призводить до підвищення активності eNOS на 128% і зниження активності індуцибельної ізоформи практично в 2 рази. Аналогічною була дія РАІЛ-1, який підвищив активність ендотеліальної ізоформи до 82% від рівней інтакту та знизив активності іNOS на 67% в порівнянні з нелікованими тваринами. 

Максимальний вплив на активність eNOS відзначено у РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, на активність іNOS – РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну. 

Для розширення уявлень про особливості формування нітрозилюючого стресу на тлі експериментальної гіперглікемії було проаналізовано безпосередньо показник співвідношення активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз (рис. 4.2).
В результаті проведених нами досліджень було встановлено зміни балансу активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз при формуванні алоксанового діабету на тлі фармакологічної корекції досліджуваними препаратами. Так, цей показник в групі контролю був на 90% нижчим за інтактних тварин, що відображає різке зростання експресії індуцибельної NO-синтази при стійкій гіперглікемії. 
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Рис. 4.2. Показник співвідношення активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз (eNOS/іNOS) у головному мозку щурів з ЦД. 

Курсове введення Тіоцетаму, Мілдронату та Мексидолу щурам з ЦД призвело до часткового відновлення співвідношення eNOS/іNOS – цей показник збільшився на 139-215%, але залишився нижчим за інтактні показники на 73-80%. 
У щурів з ЦД на тлі введення Ронколейкіну відзначено збільшення показника eNOS/іNOS в 4 рази (до 35% від показників інтакту). Введення Кортексину та РАІЛ-1 тваринам з експериментальним ЦД мало максимальний вплив на показник співвідношення eNOS/іNOS – він підвищився практично в 8 та 9 разів відповідно (до 66 та 75% від показників інтакту). 

Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник eNOS/іNOS в головному мозку щурів перевищує такий у Тіоцетама та Мілдроната в 3 та 3,7 рази відповідно (р<0,001), Мексидолу – на 176% (р<0,01).

Для розширення уявлень про NO-обумовлені механізми нейродеструкції при ЦД та вплив на них досліджуваних препаратів ми вирішили звернути особливу увагу на стан системи транспорту NO та ознаки порушень метаболізму NO в тканинах головного мозку щурів. Для вивчення стану системи транспорту NO в гомогенаті головного мозку щурів на моделі ЦД визначали вміст тіолвміщуючих амінокислот – рівні цистеіну (Cis) і метіонину (Met), для вивчення порушень метаболізму NO визначали рівень гомоцистеіну (Gcis) як маркеру порушень метаболізму метіонину. 

Аналіз результатів дослідження виявив, що в гомогенаті тканини мозку контрольних тварин розвиток постішемічних змін супроводжувався стабільним достовірним зниженням вмісту цистеіну та метіонину при ЦД відповідно на 64% та 60% відносно показників інтактних тварин (табл. 4.3), що підтверджує формування порушень в системі транспорту NO на тлі розвитку нітрозилюючого стресу. 

Таблиця 4.3

Вміст цистеіну (Cis) та метіонину (Met) в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	Cis,мкмоль/г тканини
	Met,мкмоль/гтканини

	Інтактні тварини 
	31,51±1,36
	30,64±2,40

	Контроль – тварини з ЦД 
	11,31±1,27*
	12,44±0,93*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	15,54±0,96*К
	16,49±1,18*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	13,72±1,06*К
	13,62±1,12*

	Тварини з ЦД + Мексидол
	23,47±1,23*К
	24,01±1,33*К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	29,62±2,27*К
	26,02±1,33*К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	23,04±2,39*КТМКрРа
	23,86±2,79*КТМРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1
	31,26±2,50 КТММкР
	28,12±1,93 КТММкР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

У тварин з ЦД на тлі введення Мілдронату відзначено тенденцію до стабілізації вмісту тіолвміщуючих амінокислот відносно контрольних показників та рівнозначного підвищення рівней метіонину і цистеіну на рівні 10-21%. У тканинах мозку тварин з ЦД, які отримували Тіоцетам, показники метіонину і цистеіну збільшились на 33-37% відносно контрольних показників. Застосування Ронколейкіну та Мексидолу на моделі ЦД призвело до істотного відновлення обміну тіолвміщуючих амінокислот в мозковій тканини. Про це свідчить рівнозначне підвищення рівней цистеіну та метіонину відповідно на 92-93 та 104-108% (р<0,01). На моделі ЦД експериментальна терапія Кортексином має подібні, але більш виразні характеристики – вміст метіонину і цистеіну підвищився в 2 та 2,7 разів та досяг 85-94% від показників інтактних тварин.

Введення РАІЛ-1 експериментальним тваринам з ЦД призвело до підвищення рівней цистеіну та метіонину відносно контрольних показників в 2,7 та 2,3 рази (р<0,01) практично до рівней інтактних тварин. Отже, це підтверджує той факт, що в цій групі розвиток нітрозилюючого стресу в тканинах головного мозку щурів з ЦД блокується. 

В проведеному дослідженні отримано результати, які підтверджують формування порушень метаболізму метіонину та накопичення гомоцистеіну в клітинах (рис. 4.3), рівні якого виросли в 5 разів (р<0,01). 
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Рис. 4.3. Вміст гомоцистеіну (Gcis) в тканинах головному мозку щурів з ЦД. 

Гомоцистеін – сірковміщуюча амінокислота, яка є проміжних продуктом обміну метіонину. Доведено, що висока концентрація гомоцистеіну спроможна ушкоджувати судини у молодих людей, а менш висока концентрація гомоцистеіну за тривалий час може сприяти виникненню серцево-судинних захворювань у дорослих та літніх людей. В випадку порушень метаболізму метіонину та накопичення гомоцистеіну в клітинах, включається механізм виділення його надлишкової кількості, що повинно захистити клітину від цитотоксичного та мутагенного впливу гомоцистеіну.

Результати проведеного дослідження свідчать, що введення експериментальним тваринам з ЦД Мілдронату і Тіоцетаму призвело до зниження вмісту гомоцистеіну відповідно на 34 та 43% відносно контрольних показників, але відносно показників інтактних тварин зберіглося підвищення гомоцистеіну в 3,3 та 2,9 рази (р<0,01).

Застосування Ронколейкіну та Мексидолу на моделі ЦД призвело до істотного відновлення метаболізму метіонину в мозковій тканини. Про це свідчить значне зниження рівня гомоцистеіну до 121-122% від рівня інтактних тварин, що на 56% нижче за контрольні показники (р<0,01) та вірогідно перевищує ефект Мілдронату і Тіоцетаму. У тканинах мозку тварин з ЦД, які отримували Кортексин, вмісту гомоцистеіну зменшився більш активно – на 71% відносно контрольних показників.
Введення РАІЛ-1 експериментальним тваринам з ЦД призвело до максимального зниження вмісту гомоцистеіну відносно контрольних показників на 75% (р<0,01), що свідчить про стабілізацію метаболізму метіонину та, відповідно, обміну оксиду азоту. Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник вмісту гомоцистеіну в головному мозку щурів перевищує такий у Мілдроната та Тіоцетама на 63 та 57% відповідно (р<0,001), Мексидолу – на 43% (р<0,01).

Таким чином, порівняння ефективності експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на вміст тіолвміщуючих амінокислот на моделі ЦД свідчить, що максимальний вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну. Більш ефективна корекція рівнів гомоцистеіну встановлена в групах РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну – відповідно до 125%, 144% та 221% від рівней інтактних тварин (р<0,01).

4.3. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на стан тіол-дисульфідної системи в головному мозку щурів при ЦД

Для розширення уявлень про особливості нітрозилюючого стресу в механізмах нейродеструкції в умовах експериментального ЦД при та вплив на них досліджених препаратів особливу увагу ми звернули на стан антиоксидантної тіол-дісульфідної системи клітин головного мозку щурів на моделі ЦД. Для цього визначали стан ферментативної та неферментативних ланок АОС. 

До першої неферментативної ланки ТДС відносять відновлені та окислені форми глутатіону, рівні яких ми визначали в гомогенаті головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією. В результаті проведених нами досліджень було встановлено зміни балансу відновлених та окислених форм глутатіону при формуванні алоксанового діабету. 

Формування цукрового діабету у експериментальних тварин супроводжувалось порушеннями системи глутатіону – зниженням його відновлених форм на 88% відносно показників інтактних тварин на тлі підвищення окислених форм в 2,7 разів (р<0,001), що підтверджує формування порушень внутрішньоклітинного пулу глутатіону (табл. 4.4).

Результати проведеного дослідження свідчать, що введення щурам з експериментальною гіперглікемією Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 неоднозначно відобразилось на співвідношення двох ланок системи глутатіону.
На тлі введення експериментальним щурам Мілдронату впливу на показник відновлених форм глутатіону практично не відзначено. Курсове введення експериментальним тваринам Тіоцетаму призвело до більш виразного впливу на рівні відновлених форм глутатіону, який збільшився на 27% (р<0,05). На фоні введення Мексидолу у тварин з експериментальною гіперглікемією відмічено достовірне підвищення рівнів відновлених форм глутатіону на 314%, але відносно інтактних тварин ці показники мають достовірні відмінності в 2 рази (р<0,01). 

Таблиця 4.4

Сумарні показники відновлених (GSH) іокислених (GSSG) форм глутатіону в тканинах головного мозку щурів з ЦД (М ± m)

	Група тварин
	Глутатіон відновл.

мкМ/г
	Глутатіон окисл.

мкМ/г

	Інтактні тварини 
	4,49±0,91
	0,27±0,05

	Контроль – тварини з ЦД 
	0,56±0,10
	0,75±0,15

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	0,71±0,11
	0,46±0,14

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	0,60±0,07
	0,59±0,08

	Тварини з ЦД + Мексидол
	2,31±0,31
	0,36±0,05

	Тварини з ЦД + Кортексин
	3,14±0,39
	0,32±0,04

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	2,45±0,41
	0,38±0,05

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	3,17±0,29
	0,33±0,04


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Введення Кортексину та Ронколейкіну щурам з експериментальною гіперглікемією призвело до значної корекції рівнів відновлених форм глутатіону, які збільшилися відносно контролю відповідно на 321 та 340%.

В групі РАІЛ-1 відзначено максимальні зміни показнику відновлених форм глутатіону – підвищення в 5,7 разів (р<0,001), що було нижче за показники інтактних тварин лише на 30%. Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на рівні відновлених форм глутатіону в головному мозку щурів з ЦД перевищує такий у Мілдронату в 5,3 рази та у Тіоцетама в 4,5 рази (р<0,001).

Аналіз впливу досліджених препаратів на рівні окисленого глутатіону виявив відмінності від вищезазначених результатів. Так, на фоні введення Мілдронату та Тіоцетаму у тварин з експериментальною гіперглікемією відмічено достовірне блокування утворення окислених форм глутатіону відповідно на 21 та 39% відносно контрольних показників, але відносно інтактних тварин ці показники мають достовірні відмінності в 2,2 та 1,7 разів (р<0,001). 

Введення Кортексину експериментальним тваринам призвело до більш активного зниження рівнів окислених форм глутатіону – на 48% порівняно з контрольними (р<0,01). 

На тлі введення Мексидолу, Ронколейкіну та РАІЛ-1 тваринам з ЦД відзначено найбільш виразний вплив на окислені форми глутатіону – вони активно знизилися відповідно на 50, 51 та 55% порівняно з контрольними (р<0,001). 

Формування дисбалансу між оксидантною та антиоксидантною системами супроводжується змінами другої неферментативної тіол-дисульфідної ланки, представленої відновленими (сульфгідрильними (SH–)) і окисленими (дисульфідними (SS–)) групами. Зрушення рівноваги між SH– і SS– групами призводять до перебудови режимів функції клітин. У зв'язку з цим нами проведена оцінка функціонального стану цієї ланки антиоксидантної системи при експериментальній гіперглікемії.

Результати дослідження підтверджують значні зміни рівней відновлених та окислених тіолів головному мозку щурів з ЦД. В головному мозку щурів з ЦД відзначено дискордантні порушення – зниження SH–груп на 77% та різке (в 5,7 рази) підвищення окислених тіолів, що підтверджує формування виразного дисбалансу між активністю оксидантної та антиоксидантної систем (табл. 4.5) на користь першої з них.

На тлі введення експериментальним щурам Мілдронату відзначено мінімальний вплив на показник відновлених тіолів, що співпадає з впливом на рівні відновленого глутатіону. Курсове введення експериментальним тваринам Тіоцетаму призвело до більш виразного впливу на показник відновлених тіолів, який збільшився на 43% (р<0,05), але був меншим за показники інтактних тварин на 67%. На фоні введення Мексидолу у тварин з експериментальною гіперглікемією відмічено достовірне підвищення рівнів відновлених тіолів на 94% (р<0,01). 

Таблиця 4.5

Сумарні показники відновлених (SH) і окислених (SS) тіолів в тканинах головного мозку щурів з ЦД (М ± m)

	Група тварин
	SH, мМ/г/білка
	SS, мМ/г/білка

	Інтактні тварини 
	20,41±2,17
	3,00±0,42

	Контроль – тварини з ЦД 
	4,77±0,36*
	17,18±3,79*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	6,81±1,71*К
	12,95±1,83*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	5,44±0,39*К
	15,20±0,94*К

	Тварини з ЦД + Мексидол
	9,25±0,61*К
	4,87±0,48*К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	10,23±1,16*К
	5,36±0,34*К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	10,04±1,51*КТМРа
	4,92±0,51*КТМРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	13,96±0,90*КТММкКрР
	3,75±0,26*КТММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Результати експериментальної терапії щурів з гіперглікемією Ронколейкіном та Кортексином свідчать про виразну корекцію рівнів відновлених тіолів, які збільшилися відносно контролю відповідно на 110 та 114% (р<0,01).

В групі РАІЛ-1 відзначено максимальні зміни показнику відновлених тіолів – підвищення в 2,6 разів (р<0,001), що було нижче за показники інтактних тварин лише на 32% та співпадало з впливом на рівні відновлених форм глутатіону. Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на рівні відновлених тіолів в головному мозку щурів з ЦД перевищує такий у Мілдронату в 2,5 рази та у Тіоцетама в 2 рази (р<0,01).

На фоні введення Мілдронату у експериментальних тварин з ЦД відмічено тенденцію до зниження окислених тіолів на 11% щодо контрольних показників, але порівняно з інтактними показниками зберігається підвищення окислених тіолів в 5 разів. Введення Тіоцетаму у тварин з експериментальною гіперглікемією призвело до достовірного блокування утворення окислених тіолів на 25% відносно контрольних показників, але відносно інтактних тварин ці показники мали достовірні відмінності в 4,3 разів (р<0,001). Введення Кортексину експериментальним тваринам призвело до більш активного зниження рівнів тіолів – на 69% порівняно з контрольними (р<0,01). 

Експериментальна терапія Ронколейкіном та Мексидолом на моделі алоксанового діабету є більш ефективною – рівні окислених тіолів знизились відповідно на 71 та 72%, що було вищим відносно інтактних тварин на 64 та 62% (р<0,01).
На фоні введення РАІЛ-1 тваринам з ЦД відзначено найбільш виразний вплив на рівні SS – вони активно знизилися на 78% порівняно з контрольними (р<0,001). 

Таким чином, порівняння ефективності впливу експериментальної терапії Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 на систему глутатіону та тіолів на моделі ЦД свідчить, що рівні відновлених форм глутатіону та тіолів  максимально відновились в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, максимальне блокування утворення окислених форм глутатіону та тіолів відзначено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. Потрібно зазначити, що корекція дисбалансу стану ТДС – співвідношення окислених та відновлених форм глутатіону та тіолів – в групі РАІЛ-1 та Ронколейкіну визначена найбільш рівномірною та сбалансованою з всіх експериментальних груп.

Для більш детального вивчення стану тіол-дісульфідної системи була досліджено стан ферментативної ланки АОС, а саме активність глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази в гомогенаті головного мозку щурів на моделі ЦД.

Глутатіонредуктаза (ГР) – локалізований в цитозоль NADPH-залежний фермент, який разом з глутатіонпероксидазою має найбільше значення для підтримання в організмі певного рівня активного глутатіону шляхом відновлення його дісульфідної форми за допомогою NADPH як донора водню. 

В гомогенаті мозку контрольних тварин розвиток експериментальної гіперглікемії супроводжувався стабільним достовірним зниженням активності ГР на 79% при ЦД (рис. 4.4).
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Рис. 4.4. Активність глутатіонредуктази (ГР) в тканині головного мозку щурів з ЦД.

Подібні зміни відзначено відносно активності глутатіонредуктази. Глутатіонпероксидаза (ГПР) є одним з найбільш важливих компонентів антипероксидної ферментної системи клітин, який функціонує головним чином в цитозолі клітини. Цей фермент попереджає накопичення гідропероксидів та ефективно її відновлює, разом з глутатіонтрансферазою попереджає подальше прогресування пероксидації, розвиток неферментних реакцій та накопичення вторинних метаболітів. 

В гомогенаті тканини мозку контрольних тварин розвиток постішемічних змін при ЦД супроводжувався стабільним достовірним зниженням активності ГПР при ЦД на 76% (рис. 4.5).
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Рис. 4.5. Активність глутатіонпероксидази (ГПР) в тканині головного мозку щурів з ЦД.

В групі тварин, що отримували Мілдронат, відзначається тенденція до відновлення активності ГП і ГПР – на 18 та 13%, але це становить лише 25% від рівня інтактних тварин. Застосування Тіоцетаму на тлі експериментального ЦД призвело до збільшення активності ГП і ГПР в гомогенаті головного мозку експериментальних тварин відносно контрольної групи на 32-37%, що становить від 68 до 71% від рівня інтакту. 

На фоні введення Мексидолу у експериментальних тварин з ЦД відмічено достовірне підвищення активності ГП і ГПР на 168 та 180% щодо контрольних показників, але відносно показників інтакту їх активність залишилась зниженою на 43 та 32% (р<0,01). Подібне відновлення активності ферментів ТДС відзначено в групі Кортексину – до 60-65% від рівнів інтакту.

Експериментальна терапія Ронколейкіном у щурів з ЦД сприяла більш значущому впливу на тіол-дисульфідну рівновагу – відновлюється стан ферментів ТДС, активність ГР та ГПР підвищується майже в 3 рази (р<0,001) відносно контрольних показників. 

На фоні введення РАІЛ-1 відзначено максимальне відновлення активності ГР та ГПР – їх показники збільшились відповідно в 3,9 та 4,1 рази і практично досягає інтактних показників Це достовірно перевищило вплив Мілдронату в 3,4 рази та у Тіоцетама в 3 рази (р<0,001).
Аналіз отриманих результатів доводить, що розвиток алоксанового діабету супроводжувався формуванням дисфункції тіол-дісульфідної системи – підвищенням вмісту окислених форм глутатіону, тіолів на тлі зниження рівней їх відновлених форм та активності глутатіонпероксидази, глутатіонредуктази. 
Порівняння ефективності експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на стан ферментативної ланки АОС в гомогенаті головного мозку щурів моделі ЦД свідчить, що максимальний вплив на активність глутатіонредуктази відзначено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, на активність глутатіонпероксидази – в групі РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу.

Аналіз результатів, отриманих в нашому дослідженні та описаних в цьому розділі, дозволяє зробити наступні висновки:

1. Цереброваскулярні порушення та нейродеструктивні зміни тканин мозку на моделі алоксаніндукованого ЦД характеризувались такими проявами нітрозилюючого стресу як виразним дисбалансом активності NO-синтаз (різке зростання експресії індуцибельної NO-синтази та зменшення активності ендотеліальної NO-синтази, а також зміни співвідношення eNOS/іNOS), порушеннями транспорту NO (зниження вмісту тіолвміщуючих амінокислот цистеіну та метіонину) та його метаболізму (зростання концентрації нейротоксичного гомоцистеіну).
2. Встановлено, що розвиток алоксанового діабету з формуванням постгіпоксічних змін тканин головного мозку щурів супроводжувався збільшенням в гомогенаті мозку маркерів оксидантного стресу (АФГ, КФГ та нітротирозину) та дискордантними зміщеннями компонентів тіол-дисульфідної системи (підвищення рівнів окислених форм глутатіону і тіолів на тлі різкого зниження їх відновлених форм та зниження активності ферментів ГР і ГПР).

3. Порівняльний аналіз активності Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 довів, що їх курсове введення тваринам з експериментальним ЦД сприяло стабілізації активності системи оксиду (зростання активності ендотеліальної NO-синтази на тлі зниження активності іNOS, збільшення вмісту тіолвміщуючих амінокислот та зниження рівнів гомоцистеіну) та оксидантного стресу (стабілізація рівней ОМБ та НТЗ), відновленню тіол-дисульфідної рівноваги (зниження рівнів окислених форм глутатіону і тіолів, підвищення рівнів їх відновлених форм та активності ферментів ТДС). Встановлено, що максимальне блокування токсичних проявів нітрозилюючого та оксидантного стресів (вплив на активність eNOS, глутатіонредуктази та глутатіонпероксидази, на рівні нейротоксичного НТЗ, та відновлених форм глутатіону) відзначено у РАІЛ-1 та Ронколейкіну.
РОЗДІЛ 5

ВИВЧЕННЯ НЕЙРОПРОТЕКТИВНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ РАІЛ-1 ТА ІЛ-2 В УМОВАХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ

Розвиток нейродегенеративних змін і тяжкість ускладнень ЦД залежить від локального зниження кровопостачання та характеризується на першому етапі порушеннями енергетично-вуглеводного обміну – формування енергетичного дефіциту та лактат-ацидозу, що призводить до множинних ушкоджень біомакромолекул та створює умови для відстроченої загибелі клітин мозку і визначає динаміку подальшого прогресування постішемічних змін. В умовах дефіциту кисню активуються строкові регуляторні компенсаторні механізми, які індукують експресію генів раннього реагування і активують механізми патологічної клітинної смерті (некроз) або програмованої загибелі клітин (апоптоз).

Виразність нейродеструктивних змін в ділянках мозку після ушкоджуючої дії ішемії внаслідок цереброваскулярних порушень має прямий вплив на стан клітин мозку та активність процесів апоптозу. Тому для аналізу особливостей динаміки прогресування постішемічних змін при ЦД та церебральній ішемії було потрібно вивчити стан енергозабезпечення та вуглеводного обміну клітин мозку, активність процесів апоптозу в них та вплив на ці показники РАІЛ-1 та ІЛ-2.
5.1. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на показники енергетичного обміну в головному мозку щурів в умовах моделювання ЦД 

Ендотеліальна дисфункція корелює з фазними змінами у змісті аденілових нуклеотидів – АТФ, АДФ і АМФ, які випереджають зміни інших функціонально-метаболічних показників життєдіяльності клітини і відіграють важливу роль у формуванні постгіпоксичного метаболічного дисбалансу. Стан енергетичного забезпечення клітин мозку визначали за рівнем макроергічних фосфатів – АТФ, АДФ, АМФ. 

Для більш детальної оцінки процесів енергетичного обміну в тканині мозку на підставі отриманих даних розраховували додаткові показники енергозабезпечення – індекс фосфорилювання (ІФ) та термодинамічний контроль дихання (ТдКД). 

5.1.1. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на вміст макроергічних сполук 

Розвиток алоксанового діабету та постгіпоксичних змін тканин призвели до дисбалансу пулу макроергічних фосфатів в тканині головного мозку контрольних тварин (табл. 5.1).

Таблиця 5.1

Вміст макроергічних сполук в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	АТФ,

мкмоль/г

тканин
	АДФ,

мкмоль/г тканин
	АМФ,

мкмоль/г тканин

	Інтактні тварини 
	3,62±0,17
	0,43±0,01
	0,10±0,02

	Контроль – тварини з ЦД 
	1,09±0,15*
	0,13±0,05*
	0,19±0,06*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	1,77±0,31*К
	0,16±0,07*
	0,13±0,02*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	1,62±0,27*К
	0,14±0,03*
	0,14±0,03*К

	Тварини з ЦД + Мексидол
	2,01±0,25*К
	0,29±0,05*К
	0,11±0,03К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	2,34±0,28*К
	0,31±0,06*К
	0,12±0,01К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	2,59±0,18*КТММк
	0,32±0,03*КТ
	0,11±0,01КТМРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	3,25±0,39*КТ
	0,37±0,05КМ
	0,09±0,01*КТММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Відзначено значне зниження рівнів АТФ і АДФ – відповідно на 70% і 71% (р<0,001). Рівень АМФ в контрольній групі достовірно відрізнявся від рівнів інтактних тварин – був вище на 89% (р<0,001). Це відповідає зниженню в ці періоди АТФ і, вірогідно, співпадає з його посиленим розпадом на тлі ішемічного ушкодження. Враховуючи, що АМФ є активним прооксидантом, таке зростання його кількостей додатково посилює агресивні наслідки оксидантного стресу в тканинах з постішемічними порушеннями.

Застосування Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу та Кортексину на тлі експериментального ЦД призвело до збільшення рівня АТФ в гомогенаті головного мозку експериментальних тварин відносно контрольної групи на 44-114%, що становить від 49 до 65% від рівня інтакту. Виявлено також рівнозначне (на 30-127% відносно контрольних показників) підвищення рівня АДФ на тлі зниження рівня АМФ. 
Результати експериментальної терапії Ронколейкіном у щурів з ЦД свідчать про корекцію енергетичного дисбалансу – рівень АТФ підвищився до 72% від рівня інтакту, що на 137% перевищує контрольні показники (р<0,001). Вміст АДФ збільшився відносно рівней контрольної групи на 158% до 75% від рівня інтактних тварин. В групі Ронколейкіну відзначено також зниження на 44% рівней АМФ відносно контрольних показників, що лише на 10% перевищувало рівні інтакту. 

Зміни енергозабезпечення тканин головного мозку щурів з ЦД в групі РАІЛ-1 мали відмінності від груп препаратів порівняння. На фоні введення РАІЛ-1 відзначено відновлення синтезу АТФ та АДФ – їх вміст збільшився практично в 3 рази відповідно до 90% та 87% від рівня інтактних тварин. Це достовірно перевищило вплив Ронколейкіну на рівні АТФ відповідно в 1,8 та 25%. Введення щурам з експериментальною гіперглікемією РАІЛ-1 також відзначилось на рівні АМФ, який знизився більш ніж в 2 рази – до 89% від рівня інтактних тварин. 

Порівняння ефективності експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на енергозабезпечення тканин мозку на моделі ЦД свідчить, що максимальний вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину – рівні АТФ збільшились відносно рівней контрольної групи відповідно на 197%, 137% та 114% (р<0,001). Більш ефективна корекція рівнів АМФ встановлена в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу – відповідно на 53%, 44% та 42% (р<0,01).

5.1.2. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на показники енергообміну в головному мозку щурів з ЦД 

Для поглибленого аналізу стану енергозабезпечення провели вивчення додаткових параметрів енергообміну – індекс фосфорилювання (ІФ) та термодинамічний контроль дихання (ТдКД). 

Інформативні зміни відзначено стосовно показника ІФ, який визначається як співвідношення АТФ до суми АДФ і АМФ (табл. 5.2).

Таблиця 5.2

Значення показників індексу фосфорилювання (ІФ) та показнику термодинамічного контролю дихання (ТдК) в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	ІФ
	ТКД

	Інтактні тварини 
	6,78±0,42
	4,40±0,90

	Контроль – тварини з ЦД 
	3,61±0,91*
	0,70±0,32*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	6,26±1,74 К
	1,25±0,47*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	5,71±1,25 К
	1,05±0,37*

	Тварини з ЦД + Мексидол
	5,18±1,01*К
	2,65±0,64*К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	6,82±1,13 К
	3,96±0,64 К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	6,34±2,62КМк
	3,12±0,98*КТМКрРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	7,13±1,34КММк
	4,17±0,81КТММкР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Величина ІФ у тканинах головного мозку щурів з ЦД була зниженою відповідно на 47% (р<0,01), що свідчить про порушення співвідношення між АТФ і пулом АДФ-АМФ. 

У тварин з ЦД на тлі введення Тіоцетаму, Мілдронату та Мексидолу відзначено зростання рівней ІФ відносно рівней контрольної групи – відповідно на 74, 59 та 44%, що відображає зміни дисбалансу співвідношення між АТФ та пулом АДФ-АМФ та підтверджує нормалізацію співвідношення окремих макроергічних фосфатів. 
У тканинах мозку тварин з ЦД, які отримували Кортексин, Ронколейкін та РАІЛ-1, показник ІФ збільшився на 89, 76 та 98% відносно контрольних показників та стабілізувався практично на рівні інтактих тварин, що підтверджує нормалізацію співвідношення окремих макроергічних фосфатів при церебральній ішемії. Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник ІФ був максимальний та достовірно перевищує такий у Тіоцетаму, Мілдронату та Мексидолу – на 14, 25 та 38% (р<0,05).

Показник ТдКД (табл. 3.4), що відображає залежність активності дихального ланцюга мітохондрій від концентрації окремих компонентів аденілнуклеотидної системи та інтенсивності фосфорилювання в цілому, був зниженим у тканинах головного мозку щурів з ЦД на 85% (р<0,001). 

На фоні введення Тіоцетаму та Мілдронату та Мексидолу у експериментальних тварин з ЦД відмічено достовірне підвищення ТдКД відповідно на 80, 51 та 280%, але порівняно з інтактними показниками зберігається його зниження на 72, 76 та 40%. На моделі ЦД експериментальна терапія Кортексином має подібні, але більш виразні характеристики – показник ТдКД підвищується в 5,5 разів та досягає 90% від показників інтактних тварин.

У щурів з ЦД на тлі введення Ронколейкіну відзначено збільшення показника ТдКД в 4,5 рази (до 76% від показників інтакту). Введення РАІЛ-1 тваринам з експериментальним ЦД мало максимальний вплив на показник ТдКД – він підвищився практично в 6 разів (до 95% від показників інтакту). 

Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник ТдКД в головному мозку щурів перевищує такий у Мілдроната  та Тіоцетама в 4 та 3,3 рази відповідно (р<0,001), Мексидолу – на 57% (р<0,01).

Аналіз отриманих результатів дозволяє зробити висновок, що на моделі експериментального ЦД відтворено зміни енергетичного забезпечення тканин мозку внаслідок ішемічного ушкодження – дисбаланс макроергічних фосфатів. При цьому зниження рівней АТФ та АДФ відбувається на тлі підвищення АМФ. Формування енергетичного дефіциту в постішемізованих тканинах мозку підтверджується також детальним аналізом додаткових параметрів енергозабезпечення – зниженням ІФ та ТдКД. 

Встановлено, що Ронколейкін та РАІЛ-1 стабілізують енергетичний стан клітин мозку на тлі експериментальної гіперглікемії, що підтверджується зростанням рівней АТФ та АДФ на тлі зниження вмісту АМФ. Аналіз додаткових параметрів енергозабезпечення свідчить, що Ронколейкін та РАІЛ-1 корегують дисбаланс співвідношення окремих макроергічних фосфатів (за збільшенням ІФ) та інтенсивність фосфорилювання аденілнуклеотидної системи в цілому (за збільшенням ТКД). 
Порівняльний аналіз активності Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 на відновлення енергозабезпечення тканин мозку на відновлення енергозабезпечення тканин мозку на моделі ЦД виявив, що більш ефективна корекція рівнів АТФ, АДФ та АМФ встановлена в групі РАІЛ-1 та Ронколейкіну. Отже, максимальний терапевтичний вплив на ендотеліальну дисфункцію шляхом стабілізації необхідного енергетичного забезпечення ендотеліоцитів капілярів та стінки судин головного мозку встановлено у Ронколейкіну та РАІЛ-1.

5.2. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на показники лактат-ацидозу в головному мозку щурів в умовах моделювання ЦД 

Формування при цереброваскулярних порушеннях постішемічних змін тканин головного мозку та енергетичного дисбалансу призводить до компенсаторної активації анаеробного гліколізу і посиленню утворення лактату та іонів водню, що зумовлює розвиток метаболічного ацидозу. Стан вуглеводного обміну визначали за рівнем лактату, пірувату, малату та ізоцитрату. 

Аналіз показників вуглеводного обміну на моделі експериментального ЦД у щурів підтвердив розвиток в умовах постішемічного ушкодження тканин мозку некомпенсованого ацидозу – відзначено підвищення лактату в 2,8 разів (р<0,001) (рис. 5.1).
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Рис.5.1. Концентрація лактату у головному мозку щурів з ЦД. 

Розвиток некомпенсованого ацидозу при цьому супроводжувався практично рівнозначним зниженням пірувату (на 62%), ізоцитрату (на 65%) та малату (на 66%)(р<0,01) (табл. 5.3). 

Застосування Тіоцетаму на моделі ЦД призвело до нормалізації вуглеводного обміну в мозкових тканинах. Про це свідчить підвищення рівня малату до 57% від рівня інтактних тварин, що на 67% перевищує контрольні показники (р<0,01). Рівень пірувату та ізоцитрату при цьому збільшився відносно контрольних показників відповідно на 18%  та 43%. Вміст лактату при цьому в відновлювальному періоді знижується відносно контрольних показників на 10%. На тлі введення експериментальним тваринам з ЦД Мілдронату, Мексидолу та Кортексину відзначено в 2-2,5 рази більше за групу Тіоцетаму зниження вмісту лактату відносно контрольних показників та рівнозначне підвищення рівней малату, пірувату та ізоцитрату.

Таблиця 5.3

Показники вуглеводного обміну в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин
	Піруват,

мкмоль/г тканин
	Малат,

мкмоль/г тканин
	Ізоцитрат,

мкмоль/г тканин

	Інтактні тварини 
	0,19±0,06
	0,75±0,08
	0,66±0,16

	Контроль – тварини з ЦД 
	0,07±0,02*
	0,26±0,07*
	0,24±0,06*

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	0,09±0,01*
	0,43±0,09*К
	0,34±0,05*К

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	0,10±0,01*
	0,29±0,05*
	0,40±0,04*К

	Тварини з ЦД + Мексидол
	0,10±0,02*
	0,48±0,06*К
	0,42±0,06*К

	Тварини з ЦД + Кортексин
	0,12±0,02*К
	0,47±0,06*К
	0,43±0,05*К

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	0,13±0,05*КТММкКрРа
	0,49±0,06*КМРа
	0,44±0,05*КТРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	0,16±0,07КТММкКрР
	0,64±0,09*КТММкКрР
	0,57±0,09КТММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

Курсове введення Ронколейкіну експериментальним тваринам з ЦД значно стабілізувало показники вуглеводного обміну – знизився рівень лактату на 43% від контрольних показників та підвищилися рівні пірувату, ізоцитрату та малату відповідно на 83, 86% та 91% (р<0,001).

Введення РАІЛ-1 експериментальним тваринам на тлі експериментального ЦД призвело до зниження вмісту лактату відносно контрольних показників на 58% (р<0,01). При цьому підвищився відносно контрольних показників рівень малату в 2,5 рази (р<0,001), пірувату на 118% та ізоцитрату на 144%, що свідчить також про збільшення синтезу АТФ за рахунок аеробного та анаеробного шляхів окиснення. 

Порівняльний аналіз активності Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 на динаміку показників вуглеводного стану на моделі ЦД свідчить, що РАІЛ-1 максимально ефективно блокував прояви лактат-ацидозу в головному мозку щурів за підвищення рівней пірувату та малату на тлі зниження вмісту лактату. 

5.3. Вплив РАІЛ-1 та ІЛ-2 на морфометричні характеристики клітин мозку в умовах моделювання ЦД 

Формування цереброваскулярних порушень та розвиток постішемічних змін в тканинах мозку при ЦД та ФІ має прямий вплив на стан клітин мозку та активність процесів апоптозу. Тому для аналізу впливу РАІЛ-1 та ІЛ-2 на динаміку прогресування постішемічних змін було потрібно вивчити зміни функціонального стану клітин мозку та активності процесів апоптозу експериментальних тварин на моделях експериментального ЦД та фокального інсульту. 

Для вивчення змін функціонального стану нейронів визначали наступні показники:

· щільність нейронів;

· площу нейронів;

· клітинний склад в області IV-V слоїв кори;

· концентрацію РНК в нейронах. 

Результати дослідження підтверджують, що формування цереброваскулярних порушень при ЦД супроводжується змінами функціонального стану нейронів у корі головного мозку щурів (табл. 5.4) – відзначено зниження показників щільності нейронів та площини їх тіл відповідно на 22% та 12% відносно інтактних показників (р<0,05). Це підтверджує активність нейродегенеративних постішемічних процесів в тканинах головного мозку при експериментальному ЦД.

Застосування Мілдронату та Кортексину на моделі ЦД практично не мало впливу на стан нейронів в зоні постішемічних змін. Це підтверджено невиразною тенденцією до збільшення показника щільності та площі тіл нейронів головного мозку щурів з експериментальним ЦД в цих групах. 

На тлі введення Тіоцетаму і Мексидолу у експериментальних тварин з ЦД встановлено незначне збільшення показника щільності нейронів головного мозку щурів щодо контрольних показників, але порівняно з інтактними показниками ці показники нижче відповідно на 17 та 18%. Подібним чином відреагував показник площі тіл нейронів – збільшився відповідно на 9 та 13% відносно контрольних показників. 

Таблиця 5.4

Характеристика нейронів III-V слоїв кори головного мозку 

щурів з АЕЦД (М ± m) (n=10)

	Група тварин ЦД
	Щільність нейронів, клітин/мм2
	Площа тіл нейронів, мкм2
	Вміст РНК в нейронах, ООщ

	Інтактні тварини 
	1250,20±25,54
	83,08±3,86
	9,52±0,34

	Контроль – тварини з ЦД 
	974,20±81,81
	73,64±9,65
	7,08±0,60

	Тварини з ЦД + Тіоцетам 
	1029,00±45,23
	80,11±4,64
	8,65±2,38

	Тварини з ЦД + Мілдронат
	1006,50±17,56
	76,99±5,01
	7,11±0,58

	Тварини з ЦД + Мексидол
	1036,60±16,39
	82,99±3,31
	7,86±0,50

	Тварини з ЦД + Кортексин
	979,46±27,09
	74,51±3,99
	7,63±1,11

	Тварини з ЦД + Ронколейкін 
	2055,70±3179,03*КТММкКрРа
	83,18±2,99 ККр
	8,67±1,34КМРа

	Тварини з ЦД + РАІЛ-1 
	1169,80±40,13КМКрР
	84,99±4,37ККр
	11,95±3,09*КТММкКрР


Примітки: 

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

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

3. Т – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Тіоцетаму;

4. М – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мілдронату;

5. Мк – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Мексидолу;

6. Кр – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Кортексину;

7. Р – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи Ронколейкіну;

8. Ра – достовірні (p<0,05) відмінності відносно групи РАІЛ-1;

9. n – кількість тварин в групі.

В групі Ронколейкіну відзначено максимальні зміни показнику щільності нейронів – підвищення на 211% (р<0,001), що було вищим за показники інтактних тварин на 64%. 

Курсове введення РАІЛ-1 експериментальним тваринам з ЦД сприяло нормалізації стану нейронів в зоні постішемічних змін – показники щільності нейронів та площи їх тіл збільшилися відповідно на 20% та 15%, тобто наблизились до рівней інтактних тварин. Стабілізуючий вплив РАІЛ-1 на показник площі тіл нейронів в головному мозку щурів з ЦД перевищує такий у Ронколейкіну.

Цереброваскулярні порушення при ЦД супроводжувався змінами білкового синтезу в нейронах головного мозку експериментальних щурів (табл. 5.4) – рівні РНК знизились відносно рівня інтактних тварин на 26% (р<0,01).

Аналіз результатів експериментальної терапії дослідженими препаратами виявив динаміку рівнів РНК аналогічну змінам показнику площі тіл нейронів. Застосування Мілдронату на моделі ЦД практично не мало позитивного впливу синтез РНК в зоні постішемічних змін. В групі Кортексину та Мексидолу відзначено позитивний вплив на білковий синтез – зростання показнику РНК до 80 та 83% від рівней інтактних тварин. 

Встановлено, що в групі Тіоцетаму стабілізувався синтез РНК в нейронах головного мозку при ЦД – вміст РНК був на 22% вищий за контрольні показники (р<0,05), але відносно інтактних тварин цей показник був нижчим на 10%.

Введення Ронколейкіну позитивно вплинуло на синтез РНК в нейронах головного мозку щурів з ЦД, який збільшився відносно контрольної групи на 22% (р<0,05). Максимальний ефект виявлено в групі РАІЛ-1 – вміст РНК збільшився відносно контрольної групи на 69% (р<0,01) та на 26% перевищив показники інтакту Це підтверджує наявність у РАІЛ-1 та Ронколейкіну активуючої дії на синтез РНК в нейронах головного мозку, який на моделі ЦД перевищує такий у Мілдронату відповідно на 22 та 68%.

Активність та виразність нейродеструктивних порушень тканин головного мозку щурів при ЦД характеризувались також змінами клітинного складу (рис. 5.2). 
В умовах експериментального ЦД в головному мозку щурів відмічено підвищення рівня апоптотичних клітин – показник частки апоптотичних клітин збільшився в 3,2 рази (р<0,001), що відображає поступову активізацію процесу апоптозу після розвитку постішемічних змін тканин головного мозку. 
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Рис.5.2. Показник апоптотичних та деструктивно змінених клітин (показник частки апоптотичних клітин) III-V слоїв кори головного мозку щурів з ЦД.

На тлі введення тваринам з експериментальним ЦД Мілдронату відзначено поступове зниження виразності апоптотичних процесів – показник частки апоптотичних клітин знизився на 38% та досяг 202% від показників інтакту. 

Введення експериментальним тваринам з ЦД Мексидолу та Тіоцетаму призвело до нормалізації апоптотичних процесів в нейронах головного мозку після ішемічного ушкодження – показник частки апоптотичних клітин знизився відносно контрольних показників відповідно на 47 та 48% (р<0,01), але при цьому на 68-70% (р<0,01) перевищував показники інтактних тварин. 

В групі Ронколейкіну також відзначено поступове зниження виразності апоптотичних процесів при експериментальній гіперглікемії, що підтверджено зниженням частки апоптотичних клітин на 55% відносно контрольних показників (до 54% від рівней інтакту). 
Введення Кортексину експериментальним тваринам призвело до виразного впливу на процеси апоптозу при постішемічному ушкодженні тканин мозку при ЦД – виявлено зниження частки апоптотичних клітин на 61% відносно показників контрольної групи. 

На фоні введення РАІЛ-1 у тварин з експериментальною гіперглікемією відмічено максимальну стабілізацію процесів апоптозу та зниження частки апоптотичних клітин на 72% відносно показників контрольної групи (р<0,001), яка досягла 92% від показників інтакту.

Для поглибленого аналізу стану окремих показників функціонального стану нейронів при постішемічних порушеннях в тканинах головного мозку щурів з ЦД провели вивчення додаткового запропонованого нами параметру – метаболічного коефіцієнту (МК). 

Цей показник обчислювали наступним чином:
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де РНКкап – концентрації РНК в ядрах ендотеліоцитів капілярів, РНКсуд – концентрації РНК в ядрах ендотеліоцитів судин головного мозку, РНКнейр – концентрації РНК в нейронах, АТФ – показник вмісту АТФ.

Запропонований нами показник метаболічного коефіцієнту (МК) характеризує співвідношення показників РНК в ендотеліоцитах капілярів і судин мозку та нейронах головного мозку в співвідношенні до рівней макроергічного фосфату АТФ та дозволяє оцінити залежність стану енергетичного забезпечення тканин головного мозку щурів з ЦД від активності білкового синтезу. Чим більше вихідна величина МК, тим вище рівень резистентності організму. МК може служити інтегральним показником адаптивних можливостей організму або показником його неспецифічної резистентності (рис. 5.3).

Показник МК у контрольній групі був знижений відносно інтактних показників на 82% (р<0,001), що відображає дефіцит ростових факторів та недостатню активність білкового синтезу ендотеліоцитів капілярів і судин мозку і нейронів та дефіциту АТФ на тлі формування постішемічних нейродеструктивних змін при ЦД. 

На тлі застосування Мілдронату відзначено зростання показнику МК вдвічі порівняно з контролем, але це становить лише 17% від рівней інтакту, що свідчить про невиразний впливу препарату на взаємообумовлені зміни стану білкового синтезу ендотелію капілярної та судинної ланок і нейронів головного мозку мікроциркуляції головного мозку. При введенні Мексидолу та Тіоцетаму щурам з ЦД показнику МК збільшився відповідно на 112 та 142% відносно контрольних показників та був практично в два рази нижчим за інтакт. 
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Рис.5.3. Показник метаболічного коефіцієнту (МК) в тканинах головного мозку щурів з ЦД.

Курсове введення експериментальним тваринам Ронколейкіну та Кортексину призвело до максимального впливу на показник МК, який збільшився відносно контролю відповідно на 644 та 798% (р<0,001) і перевищив показники інтактних тварин на 57 та 63%. Це відображає максимальний вплив препаратів на співвідношення білкового та енергетичного забезпечення нейронів та ендотеліоцитів капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією.

В групі РАІЛ-1 відзначено подібні максимальні зміни показнику МК – підвищення на 798% (р<0,001), що було вищим за показники інтактних тварин на 57% та підтверджує стабілізацію енергетичного стану ендотелію та корекцію дефіциту білкового синтезу в головному мозку щурів з ЦД. 
Проаналізована динаміка показників функціонального стану нейронів при формуванні постгіпоксичних ушкоджень тканин головного мозку щурів з ЦД доводить, що розвиток ЦД супроводжувався зміною основних характеристик нейронів сенсорно-моторної зони в тканинах головного мозку щурів – зниженням показників щільності нейронів та площин їх тіл, а також вмісту РНК на тлі збільшення частки апоптотичних клітин в головному мозку щурів з аллоксан-індуковним ЦД.

Порівняння ефективності експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку при експериментальній гіперглікемії та активність процесів апоптозу в них свідчить, що максимальна нормалізація щільності нейронів та площі їх тіл відзначена в групі Ронколейкіну, РАІЛ-1 та Мексидолу, стабілізація процесів апоптозу та зниження частки апоптотичних клітин – в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну. Більш активними за впливом на білковий синтез визнано РАІЛ-1, Ронколейкін та Тіоцетам. Максимальне підвищення показнику МК відзначено в групі Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1, що відображає їх стабілізуючий вплив на співвідношення білкового синтезу та енергетичного забезпечення в нейронах і ендотеліоцитах капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією.
Аналіз результатів, отриманих в нашому дослідженні та описаних в цьому розділі, дозволяє зробити наступні висновки:

1. Цереброваскулярні порушення та формування ендотеліальної дисфункції тканин мозку на моделі експериментального ЦД характеризувались енергетичним дефіцитом (зниження синтезу макроергічних фосфатів та показників енергозабезпечення – ІФ та ТдКД) та порушеннями вуглеводного обміну (формування лактат-ацидозу), що супроводжувались негативними змінами функціонального стану клітин головного мозку (зниження показників щільності та площин тіл нейронів, вмісту в них РНК) та активізацією процесів апоптозу (збільшення частки апоптотичних клітин).
2. Вперше порівняльний аналіз впливу Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 на відновлення енергозабезпечення тканин мозку на моделі ЦД виявив, що більш ефективна корекція рівнів АТФ, АДФ та АМФ встановлена в групах РАІЛ-1 та Ронколейкіну. Визначено, що експериментальна терапія Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 сприяла нормалізації вуглеводного обміну в клітинах головного мозку щурів – підвищенню рівней пірувату, малату та ізоцитрату на тлі зниження вмісту лактату, що попереджає розвиток лактат-ацидозу та негативні зміни ендотеліоцитів. Максимальне блокування розвитку ендотеліальної дисфункції шляхом стабілізації вуглеводно-енергетичного забезпечення ендотеліоцитів капілярів та стінки судин головного мозку встановлено у Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1.

3. Вперше доведено, що в умовах експериментальної гіперглікемії терапія Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на виразність негативних змін функціонального стану клітин головного мозку мала максимальний ефект в групі Ронколейкіну (нормалізація щільності нейронів) та РАІЛ-1 (стабілізація площі тіл нейронів та активності синтезу РНК в них, зниження показників щільності апоптотичних та деструктивно-змінених нейронів в складі клітин головного мозку). Максимальний вплив на оригінальний показник метаболічного коефіцієнту (МК) відзначено в групі Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1, що відображає їх стабілізуючий вплив на рівні РНК та АТФ в ендотеліоцитах капілярів і судин мозку та нейронах головного мозку.

РОЗДІЛ 6
СИСТЕМНИЙ АНАЛІЗ ЕНДОТЕЛІОПРОТЕКТИВНОЇ АКТИВНОСТІ РАІЛ-1 ТА ІЛ-2 В УМОВАХ МОДЕЛЮВАННЯ ЦУКРОВОГО ДІАБЕТУ
Проведене аналітичне дослідження виявило особливості впливу досліджених препаратів на окремі показники гомеостазу організму щурів з постішемічним пошкодженням мозку при цукровому діабеті. Але проаналізовані достовірні відмінності досліджених показників не демонструють ступінь цих відмінностей. Для вирішення цього питання був використаний нормований t-критерій (Генкін, Гублер, 1964). 

Використання середньоарифметичних групових значень t-критерію дозволяє провести комплексну оцінку ступеня відхилення від нормативу окремих компонент показників стану тканин мозку при експериментальній гіперглікемії. З цією метою всі досліджувані показники в залежності від їх участі в каскаді патофізіологічних змін при ЦД та формуванні ЕД були розподілені на дванадцять груп: в 1-шу групу увійшли показники, що характеризують стан судинного компонента кори головного мозку, представленого капілярною мережею – площа ядер (ПяЕкап), діаметр ядер (ДяЕкап), щільність ядер (ЩяЕкап) ендотеліоцитів капілярів, концентрації РНК (РНКЕкап) та VEGF (VEGFкап) в ядрах ендотеліоцитів капілярів; в 2-гу групу увійшли показники, що характеризують стан судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій (скорочено судин головного мозку) – площа ядер (ПяЕсм), діаметр ядер (ДяЕсм), щільність ядер (ЩяЕсм) ендотеліоцитів судин, концентрації РНК (РНКЕсм) та VEGF (VEGFсм) в ядрах ендотеліоцитів судин; в 3-ю групу увійшли показники, що характеризують стан енергетичного обміну (показник АТФ, АДФ, АМФ та додаткові показники енергозабезпечення –ІФ та ТдКД), в 4-у – показники, що характеризують стан та вуглеводного обміну (піруват, лактат, малат, ізоцитрат), в 5-ю групу увійшли показники, що відображають активність ендотеліальної NO-синтази (eNOS), індуцибельної NO-синтази (iNOS) та показник іх співвідношення (eNOS/іNOS), а також метаболізм та транспорт NO (Cis, Met); в 6-ю групу увійшли показники, що відображають ступінь виразності оксидативного стресу (АФГ, КФГ); в 7-у – маркери нейротоксичності, а саме гомоцистеін (Gcis) та нітротирозин (НТЗ); в 8-у – показники, що характеризують стан ензимів ТДС (ГР, ГП), в 9-у – показники, що відображають стан відновлених форм компонентів ТДС (SH, GSH), в 10-у – показники, що характеризують стан окислених форм компонентів ТДС (SS, GSSG), в 11-ю – показники, що дозволяють судити про морфофункціональний стан клітин головного мозку та активність процесів апоптозу (щільність нейронів, площа тіл нейронів, РНК, частка апоптотичних клітин). Також викреслили окрему 12-ту групу, яку склали додаткові оригінальні параметри ендотеліальної дисфункції – індекс реактивності капілярів (ІРК), індекс реактивності судин головного мозку (ІРС), коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) та метаболічний коефіцієнт (МК).
При аналізі ступеня відмінності показників у інтактних щурів були виділені три кластери відмінностей (табл. 6.1). У перший кластер з дуже вираженими відмінностями (t>60,0) увійшли 16 показників – 3, що характеризуюсь капілярний ендотелій (ПяЕ, ДяЕ, ЩяЕ), аналогічні параметри судинного ендотелію та концентрація в ньому РНК та VEGF, 3 показники морфофункціонального стану клітин головного мозку (щільність нейронів, площа їх тіл, вміст РНК), 2 показники енергозабезпечення (АДФ, АТФ) та лактат, рівень цистеїну та оригінальний параметр ІРС.

Другий кластер – кластер з виразними відмінностями (60,0>t>30,0) – склали такі десять параметрів: активність ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз, додатковий показники енергозабезпечення – ІФ, ензим ТДС ГПР, 2 оригінальні параметри (КЕЧ, ІРК), рівень метіоніну, концентрація РНК в капілярному ендотелію, рівні КФГ та малату. Третій кластер представив ознаки з помірними та незначними відхиленнями (30,0>t>7,22). До них відносяться: показники відновлених та окислених форм компонентів ТДС, АФГ, концентрація VEGF в капілярному ендотелію, показник співвідношення eNOS/іNOS, маркери нейротоксичності (НТЗ та Gcis), показники енерго-вуглеводного обміну (АМФ, ТКД, ізоцитрат, піруват), активності ГР та частки апоптотичних клітин. 

Таблиця 6.1

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку

 інтактних щурів 

	Показники
	t-критерій

	ПяЕ кап
	205,18

	ЩяЕ кап
	204,00

	РНК Е смс
	167,44

	ПяЕ смс
	164,60

	ЩН
	154,78

	ДяЕ смс
	140,52

	АДФ
	110,88

	ЩяЕ смс
	96,47

	VEGF смс
	94,97

	РНК Н
	89,44

	Лактат
	84,01

	ІРС
	82,18

	ДяЕ кап
	75,52

	Cis
	72,26

	ПтН
	68,07

	АТФ
	66,04

	eNOS
	55,03

	ІФ
	50,55

	ГПР
	45,84

	Met
	40,45

	РНК Е кап
	40,08

	Показники
	t-критерій

	КЕЧ
	38,00

	КФГ
	34,91

	iNOS
	34,76

	ІРК
	32,16

	Малат
	31,14

	SH
	29,81

	АФГ
	29,34

	VEGF кап
	27,32

	еNOS/iNOS
	26,95

	НТЗ
	26,72

	МК
	26,49

	SS
	22,80

	GS
	19,08

	Gcis
	17,79

	АМФ
	16,86

	GH
	15,62

	ТКД
	15,48

	Ізоцитрат
	13,40

	ГР
	10,65

	Піруват
	9,96

	Апопт.
	7,22


У перший кластер з дуже вираженими відмінностями (t>60,0) увійшли 16 показників – 3, що характеризуюсь капілярний ендотелій (ПяЕ, ДяЕ, ЩяЕ), аналогічні параметри судинного ендотелію та концентрація в ньому РНК та VEGF, 3 показники морфофункціонального стану клітин головного мозку (щільність нейронів, площа їх тіл, вміст РНК), 2 показники енергозабезпечення (АДФ, АТФ) та лактат, рівень цистеїну та оригінальний параметр ІРС.

Другий кластер – кластер з виразними відмінностями (60,0>t>30,0) – склали такі десять параметрів: активність ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз, додатковий показники енергозабезпечення – ІФ, ензим ТДС ГПР, 2 оригінальні параметри (КЕЧ, ІРК), рівень метіоніну, концентрація РНК в капілярному ендотелію, рівні КФГ та малату. Третій кластер представив ознаки з помірними та незначними відхиленнями (30,0>t>7,22). До них відносяться: показники відновлених та окислених форм компонентів ТДС, АФГ, концентрація VEGF в капілярному ендотелію, показник співвідношення eNOS/іNOS, маркери нейротоксичності (НТЗ та Gcis), показники енерго-вуглеводного обміну (АМФ, ТКД, ізоцитрат, піруват), активності ГР та частки апоптотичних клітин. 

Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції, доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку інтактних щурів були індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=82,18) та коефіцієнт ендотеліальної чутливості (t=38,0).
Аналіз середньоарифметичних групових значень t-критерію показників свідчить, що домінуючими показниками функціонального стану тканин мозку інтактних щурів є показники стану судин (t=132,8) і капілярів головного мозку (t=110,42). Значення цих параметрів настільки великі, що навіть у середньоарифметичному вираженні значно перевищують порогове значення достовірних відмінностей, наприклад, ПяЕкап – в 28 разів (tПяЕкап=205,18, tАпопт=7,22, р<0,001). Другими за ступенем відмінностей від порогових достовірних значень розташувалися показники, що відображають морфофункціональний стан клітин головного мозку та активність процесів апоптозу (t=79,88), стан енергетичного (t=37,52) та углеводного обміну (t=34,63), системи оксиду азоту (t=45,89), оригінальні інтеграційні показники (t=44,71) та показники, що відображають ступінь виразності оксидативного стресу (t=32,13). Найменше значущими виявилися показники, що характеризують стан відновлених (t=22,71) та окислених форм компонентів ТДС (t=20,94) і маркери нейротоксичності (t=22,26). Згідно з отриманими кореляціями для фізіологічного стану тканин мозку у щурів характерний стабільний стан ендотелію капілярної та судинної ланки судинного руслу головного мозку, стабільної активності ендотеліальної NO-синтази і транспорту NO (eNOS, іNOS, Cis, Met), що забезпечує стабільність енергетично-вуглеводного забезпечення клітин головного мозку та попереджає розвиток оксидативного стресу (АФГ, КФГ), поєднується з достатньою активністю ензимів ТДС (ГР, ГП) і необхідним співвідношенням відновлених форм (SH, GSH) компонентів ТДС та їх окислених форм (SS, GSSG) і забезпечує мінімальні прояви нейротоксичності (Gcis, НТЗ). 

Визначення ступеня відмінності досліджуваних показників у щурів алоксан-індукованим діабетом (табл. 6.2) відносно контрольних показало, що максимальне значення (222,24>t>61,76) при формуванні гіперглікемії мають 8 ендотеліальних характеристик, а саме ПяЕ, ДяЕ, ЩяЕ капілярів та судин головного мозку, концентрація VEGF судинного ендотелію, а також вміст РНК ендотелію капілярної ланки. 

Таблиця 6.2

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД

	Показники
	t-критерій

	ПяЕ смс
	222,24

	ЩяЕ кап
	184,25

	ДяЕ смс
	182,76

	ПяЕ кап
	134,03

	ДяЕ кап
	95,11

	ЩяЕ смс
	84,25

	РНК Е кап
	64,33

	VEGF смс
	61,76

	VEGF кап
	57,93

	ІРС
	57,02

	iNOS
	51,38

	КФГ
	47,81

	еNOS/iNOS
	43,79

	ІРК
	43,18

	SH
	42,41

	ЩН
	37,66

	РНК Н
	37,22

	eNOS
	37,17

	ГПР
	36,47

	КЕЧ
	30,64

	ГР
	24,76

	Показники
	t-критерій

	ПтН
	24,13

	РНК Е смс
	23,69

	АТФ
	22,79

	АФГ
	22,12

	Met
	21,91

	Cis
	21,60

	Лактат
	21,20

	Gcis
	17,95

	GH
	17,48

	GS
	15,81

	SS
	14,35

	Піруват
	13,95

	Ізоцитрат
	12,95

	МК
	12,89

	ІФ
	12,52

	НТЗ
	12,10

	Малат
	10,84

	Апопт.
	9,70

	АМФ
	9,62

	АДФ
	8,63

	ТКД
	6,86


Важливо відзначити, що перші сім показників співпадають з першим кластером групи інтакту, що підтверджує першочергову важливість цих параметрів в функціонуванні організму щурів як в звичайних умовах, так і при розвитку експериментального діабету. При цьому значимість ПяЕ та ДяЕ судин головного мозку перевищує аналогічні показники капілярів практично в два рази.

Далі за ступенем відхилення розташовуються показники, що характеризують концентрацію VEGF капілярного ендотелію, параметри системи оксиду азоту (активність eNOS та іNOS, іх співвідношення), пізній маркер ОМБ (КФГ), параметри ТДС (SH та ГПР), показники щільності нейронів та вмісту в них РНК, а також оригінальні параметри ІРК та КЕЧ. 

Менш значимими є показники, що характеризують стан ензимів ТДС (ГР), концентрацію РНК в капілярному ендотелію, енергетичного (tАТФ=22,79) та вуглеводного (tЛактат=21,20) обміну, маркери ОМБ (АФГ) та транспорту NO (Cis, Met), окислених форм компонентів ТДС (t=15,08) та відновленного глутатіону, Gcis, НТЗ та частки апоптотичних клітин.

Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції, доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку інтактних щурів були індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=57,02) та індекс реактивності капілярів (ІРК) (t=43,18).
Отримані кореляції дозволяють зробити висновок, що для ЦД характерною є порушення стану ендотелію судинного компонента кори головного мозку на тлі активізації нітрозилюючого стресу (зміни активності/експресії ендотеліальної та індицибельної ізоформ NO-синтази, іх співвідношення) та оксидативного (КФГ) стресу, що поєднується із змінами ТДС – зниженням активності ензимів (ГР, ГП) і рівнів відновлених форм тіолів і глутатіону, порушеннями вуглеводно-енергетичного метаболізму і функціонального стану клітин на тлі підвищення окислених форм компонентів ТДС.

Аналіз окремих параметрів ендотелію інтактних та експериментальних тварин свідчить, що у інтактних щурів значимість показників РНК Есм перевищує РНК Екап практично в 4 рази, а при експериментальній глікемії це співвідношення кардинально змінюється – значимість вмісту РНК ендотеліоцитів капілярів перевищує таку в судинах головного мозку в 2,7 разів. Отже, ці дані підтверджують активну реваскуляризацію і відновлення саме капілярної мережі в корі головного мозку тварин з експериментальною гіперглікемією.

Стосовно фактору росту судин ситуація дещо відрізняється. В групі інтакту значимість концентрації VEGF в судинному ендотелію є вищим за капілярну ланку в 3 рази, а у експериментальних щурів ці параметри практично співпадають. Отже, зміни зв'язування VEGF з судинним ендотелієм капілярної мережі кори та ендотелієм судин мозку мають аналогічну значимість для розвитку ендотеліальної дисфункції при цукровому діабеті. 

Потрібно відзначити, що серед показників енергозабезпечення АДФ займає найвищий ранг у інтактних щурів (t=110,88) та практично найнижчий в групі АЕЦД (t=8,63), аналогічно показник АТФ відноситься відповідно до першого та третього кластеру, що підтверджує значимість порушень обміну та вмісту аденілових нуклеотидів в формуванні постгіпоксичного метаболічного дисбалансу та ендотеліальної дисфункції при ЦД. Порівняння рангів оригінальних параметрів ендотеліальної дисфункції демонструє, що у інтактних тварин максимальне значення мали ІРС (t=82,18) та КЕЧ (t=38,00), а у щурів з алоксан-індукованим діабетом – ІРС (t=57,02) та ІРК (t=43,18).

Аналіз експериментальної терапії показав, що домінуючими показниками стану тканин мозку у щурів з ЦД на фоні введення Тіоцетаму (табл. 6.3) є показники, що характеризують ендотелій капілярної (t=223,79) та судинної (t=148,93) ланок, оригінальні параметри ендотеліальної дисфункції (t=49,25) та маркери нейротоксичності (t=46,18).

Таблиця 6.3

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД, які отримували Тіоцетам
	Показники
	t-критерій

	ДяЕ кап
	372,57

	РНК Е кап
	326,02

	РНК Е смс
	246,67

	ЩяЕ кап
	210,95

	ЩяЕ смс
	174,20

	ПяЕ смс
	171,98

	ПяЕ кап
	132,99

	ДяЕ смс
	83,01

	ІРК
	77,06

	VEGF кап
	76,43

	ЩН
	71,95

	VEGF смс
	68,80

	ІРС
	65,95

	ПтН
	54,60

	Cis
	51,09

	Gcis
	47,15

	Лактат
	46,70

	НТЗ
	45,22

	Met
	44,02

	КЕЧ
	41,99

	Піруват
	40,50

	Показники
	t-критерій

	ГПР
	38,10

	АФГ
	35,73

	iNOS
	33,56

	ГР
	23,69

	eNOS
	22,83

	SS
	22,36

	GH
	21,30

	Ізоцитрат
	20,72

	КФГ
	19,81

	АМФ
	18,15

	АТФ
	17,99

	еNOS/iNOS
	16,11

	Малат
	15,05

	Апопт.
	13,94

	SH
	12,58

	МК
	12,02

	РНК Н
	11,52

	ІФ
	11,40

	GS
	10,40

	ТКД
	8,37

	АДФ
	7,25


Наступними за ступенем відмінностей від порогових достовірних значень розташувалися показники, що характеризують стан морфофункціональної активності клітин мозку та процесів апоптозу (t=38,0), стану системи NO (t=33,52), ензимів ТДС (t =30,9) та вуглеводного обміну (t=30,74). Найменше значущими виявилися показники, що відображають ступінь виразності оксидативного стресу (t=27,77), стан відновлених (t=16,94) та окислених форм компонентів ТДС (t=16,38), енергетичного обміну (t=12,63). Ці співвідношення вивчених показників наближаються до структури вивчених показників у інтактних тварин, що, ймовірно, відображає особливості механізму дії Тіоцетаму (за рахунок антиоксиданту тіотриазоліну, що входить до його складу) – прояви захисної дії відносно транспорту NO, що тим самим підвищує його біодоступність за рахунок збереження достатньої кількості для захисту і транспорту NO-тіовміщуючих молекул. Отримані дані узгоджуються з результатами вивчення нейропротективної активності Тіоцетаму (Бєленічев та ін., 2009). 

Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції, доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку у щурів з ЦД на фоні введення Тіоцетаму були індекс реактивності капілярів (ІРК) (t=77,06) та індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=65,95).
Застосування Мілдронату також істотно змінило співвідношення вивчених параметрів в тканинах головного мозку у експериментальних тварин (табл. 6.4). Перше місце в структурі займають показники, які характеризують ПяЕ, ЩяЕ капілярного та судинного ендотелію, щільність нейронів та гомоцистеін як маркер нейротоксичності. 
Таблиця 6.4

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД, які отримували Мілдронат
	Показники
	t-критерій

	ЩяЕ смс
	439,57

	ЩяЕ кап
	345,95

	ПяЕ смс
	187,39

	ЩН
	181,21

	ПяЕ кап
	180,59

	Gcis
	63,65

	ДяЕ смс
	58,99

	ГР
	51,67

	SS
	50,97

	РНК Е кап
	50,54

	КФГ
	50,02

	ПтН
	48,61

	НТЗ
	48,15

	АФГ
	47,78

	SH
	43,97

	ГПР
	43,54

	РНК Е смс
	42,75

	Cis
	41,10

	РНК Н
	38,65

	Met
	38,30

	ДяЕ кап
	36,79

	Показники
	t-критерій

	Лактат
	30,78

	Ізоцитрат
	30,23

	ІРК
	27,96

	GH
	27,31

	iNOS
	27,14

	VEGF кап
	25,72

	Піруват
	25,51

	VEGF смс
	24,79

	GS
	24,36

	ІРС
	23,86

	АТФ
	19,23

	Малат
	19,13

	АДФ
	16,69

	МК
	15,89

	АМФ
	15,63

	Апопт.
	14,52

	КЕЧ
	14,48

	ІФ
	14,41

	eNOS
	11,38

	еNOS/iNOS
	10,32

	ТКД
	9,06


Наступними розташувалися показники, що відображають ступінь виразності оксидативного стресу (t=48,9), активності ензимів ТДС (t=47,61), стан окислених (t=37,67) і відновлених форм компонентів ТДС (t=35,64). Менш значимими є показники, що характеризують стан системи оксиду азоту (t=25,42), вуглеводного (t=26,42) та енергетичного (t=15,0) обміну, а також оригінальних параметрів ендотеліальної дисфункції (t=20,55).

Порівняння структури співвідношення значень t-критерію показників стану тканин мозку у щурів з ЦД на фоні введення Мілдронату та групи експериментальних тварин з ЦД показує значні розбіжності. Так, ранг показнику гомоцистеїну з третього кластеру в контролі (t=17,95) зростає до першого кластеру в терапевтичній группі Мілдронату (t=63,65). Протилежну тенденцію демонструють показники VEGF судинного та капілярного ендотелію, які з 8-го (t=61,76) та 9-го рангів (t=57,93) у контрольних щурів знижуються за значимістю до третього кластеру (відповідно t=24,79 та t=25,72) в групі Мілдронату. 

Також звертає на себе увагу значна різниця між значимістю показників активності ендотеліальної NO-синтази, яка у інтактних тварин практично в 5 разів перевищує таку у щурів, лікованих Мілдронатом. При цьому активність індуцибельної NO-синтази в групі Мілдронату є нижчою лише на 27%.

Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку щурів з ЦД на фоні введення Мілдронату були індекс реактивності капілярів (ІРК) (t=27,96) та індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=23,86).
Введення щурам з ЦД Мексидолу істотно не змінило співвідношення вивчених параметрів в тканинах головного мозку у експериментальних тварин (табл. 6.5) в порівнянні з попередньою групою. Так, більш значними є показники, які характеризують ПяЕ, ЩяЕ капілярного та судинного ендотелію, морфофункціональну активність клітин мозку та процеси апоптозу (t=84,92), ступінь виразності оксидативного стресу (t=75,18). та маркери нейротоксичності (t=48,57). 
Таблиця 6.5

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД, які отримували Мексидол
	Показники
	t-критерій

	ЩяЕ смс
	213,34

	ЩН
	199,97

	ПяЕ кап
	121,00

	ПяЕ смс
	106,26

	КФГ
	100,93

	ПтН
	79,24

	ЩяЕ кап
	75,25

	Gcis
	66,10

	Cis
	60,34

	Met
	57,11

	РНК Е смс
	57,02

	ГР
	54,49

	РНК Н
	50,14

	АФГ
	49,43

	SH
	48,18

	VEGF смс
	47,33

	ІРС
	44,38

	iNOS
	39,76

	VEGF кап
	39,10

	ІРК
	38,13

	ДяЕ смс
	36,33

	Показники
	t-критерій

	РНК Е кап
	34,19

	ГПР
	33,53

	SS
	32,19

	НТЗ
	31,05

	ДяЕ кап
	29,58

	еNOS/iNOS
	28,84

	КЕЧ
	26,73

	Малат
	26,36

	АТФ
	25,85

	Лактат
	25,69

	GH
	23,87

	МК
	22,23

	GS
	21,90

	Ізоцитрат
	20,53

	Піруват
	19,03

	eNOS
	18,50

	АДФ
	17,89

	ІФ
	16,29

	АМФ
	13,93

	ТКД
	13,03

	Апопт.
	10,33


Далі за ступенем відхилення розташовуються показники, що віддзеркалюють стан ензимів ТДС (t=44,01), параметри системи оксиду азоту (t=40,91), відновлених форм компонентів ТДС (t=36,02) та оригінальні параметри ендотеліальної дисфункції (t=32,86). Менш значимими є показники, що характеризують окислених форм компонентів ТДС (t=27,05), вуглеводного (t=22,9) та енергетичного (t=17,4) обміну. 

Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції, доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку щурів з ЦД на фоні введення Мексидолу були індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=44,38) та індекс реактивності капілярів (ІРК) (t=38,13).
Порівняльний аналіз структури співвідношення значень t-критерію параметрів стану тканин мозку у щурів з ЦД на фоні введення Мілдронату та Мексидолу свідчить, що подібні значення мають показники щільності нейронів, гомоцистеїну, активності ГР та ГПР, SH, АТФ, АДФ та АМФ, лактату. Але структури показників t-критерію в цих групах демонструють і суттєві відмінності. Так, значимість першого рангу – показнику щільності ядер ендотеліоцитів судин – в групі Мілдронату практично в 2 рази перевершує таку в групі Мексидолу. 

Зворотню залежність в цих групах виявляє показник пізнього маркеру ОМБ – КФГ, який в групі Мексидолу практично в 2 рази перевершує ідентичний в групі Мілдронату, при цьому показник раннього маркеру ОМБ (АФГ) в порівнюваних групах є практично ідентичним. Це свідчить про часткову подібність механізмів дії цих препаратів у щурів з експериментальною гіперглікемією за впливом на енергетичний дисбаланс та метаболічний ацидоз, а також на стан ензимів ТДС.
Аналіз структури показників значень t-критерію параметрів стану тканин мозку у щурів з ЦД на фоні введення Кортексину (табл. 6.6) показав першочергове значення показників, що характеризуюсь капілярний ендотелій (ПяЕ, ЩяЕ), аналогічні параметри судинного ендотелію та діаметр ядер і концентрація в них РНК, показники морфофункціонального стану клітин головного мозку (щільність нейронів, площа їх тіл), показники АФГ та рівень метіонину. Цей кластер на 80% віддзеркалює перший кластер групи інтактних тварин.

Наступними за ступенем відмінностей від порогових достовірних значень розташувалися показники, що дозволяють оцінити активність ензимів ТДС (t=38,07), стан системи NO (t=37,43) та маркери нейротоксичності (t=31,75). Менш значимими є показники, що характеризують стан відновлених (t=29,78) та окислених (t=29,71) форм компонентів ТДС, вуглеводного (t=29,31) та енергетичного (t=23,97) обмінів. 

Таблиця 6.6

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД, які отримували Кортексин
	Показники
	t-критерій

	ЩяЕ смс
	286,03

	ЩН
	134,52

	ПяЕ смс
	125,32

	ЩяЕ кап
	103,17

	ПяЕ кап
	101,33

	ДяЕ смс
	98,76

	РНК Е смс
	74,81

	ПтН
	67,61

	АФГ
	64,14

	Met
	62,06

	ГПР
	57,86

	VEGF кап
	46,40

	Cis
	41,26

	ІРК
	38,82

	ДяЕ кап
	36,14

	КФГ
	36,01

	SS
	35,86

	АТФ
	35,27

	НТЗ
	34,38

	SH
	34,29

	Ізоцитрат
	34,21

	Показники
	t-критерій

	Gcis
	29,13

	Лактат
	28,95

	Малат
	28,36

	Піруват
	25,70

	РНК Н
	25,47

	АМФ
	25,42

	GH
	25,27

	eNOS
	25,16

	РНК Е кап
	23,78

	GS
	23,55

	iNOS
	20,61

	АДФ
	20,47

	ІРС
	20,32

	ТКД
	19,64

	ІФ
	19,05

	VEGF смс
	18,57

	ГР
	18,27

	КЕЧ
	16,04

	МК
	13,80

	еNOS/iNOS
	13,08

	Апопт.
	12,39


Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку щурів з ЦД на фоні введення Кортексину індекс реактивності капілярів (ІРК) (t=38,82) та індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=20,32).
Порівняння структури співвідношення значень t-критерію показників стану тканин мозку у щурів з ЦД на фоні введення Кортексину та групи експериментальних тварин з ЦД показує значні розбіжності. Так, ранг показників щільності нейронів збільшився в групі Кортексину в порівнянні з контрольними щурами в 3,6 рази, показників активності ГПР, рівней АФГ та малату – практично в 2,5 рази, цистеїна та пірувата – практично в 2 рази, АТФ – на 150%. Відповідно відзначено зниження рангів індуцибельної NO-синтази в 2,5 рази та концентрації РНК ендотелію судин головного мозку в 3,3 рази. Дискордантні зміни відзначено при порівнянні значимості показнику вмісту РНК – він збільшився в ендотеліоцитах судин щурів, лікованих Кортексином, в порівнянні з контрольними тваринами практично в 3 рази та знизився в ендотеліоцитах капілярів в 2,7 рази. 

Аналіз експериментальної терапії Ронколейкіном показав, що домінуючими показниками стану тканин мозку у щурів цієї групі (табл. 6.7) є показники, що характеризуюсь капілярний ендотелій (ЩяЕ, ПяЕ), аналогічні параметри ендотеліоцитів судин головного мозку та концентрація в них РНК, КФГ та активності ензимів ТДС (t =44,69), особливо ГР (в 4 рази перевищує показник ГПР), показник площи тіл нейронів. 
Таблиця 6.7

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД, які отримували Ронколейкін
	Показники
	t-критерій

	ЩяЕ смс
	259,34

	ПяЕ смс
	109,10

	ЩяЕ кап
	100,74

	ПтН
	88,03

	ДяЕ смс
	79,09

	КФГ
	76,63

	ПяЕ кап
	74,19

	ГР
	71,48

	ІРС
	51,72

	VEGF смс
	46,37

	АФГ
	31,12

	Cis
	30,53

	Ізоцитрат
	30,30

	SS
	30,29

	eNOS
	29,27

	iNOS
	27,73

	Met
	27,02

	ДяЕ кап
	25,63

	GS
	25,58

	Малат
	24,77

	SH
	20,99

	Показники
	t-критерій

	Gcis
	20,93

	РНК Н
	20,48

	РНК Е кап
	19,91

	GH
	19,08

	Лактат
	18,36

	ГПР
	17,89

	еNOS/iNOS
	17,33

	Апопт.
	16,96

	VEGF кап
	13,88

	АМФ
	13,87

	АТФ
	13,36

	АДФ
	13,25

	КЕЧ
	12,84

	ІРК
	12,34

	НТЗ
	10,98

	ТКД
	10,07

	Піруват
	7,84

	ІФ
	7,65

	РНК Е смс
	2,12

	ЩН
	2,04

	МК
	2,03


Цей кластер на 75% співпадає зі структурою першого кластеру інтактних тварин та групи Кортексину, що підтверджує подібність терапевтичному впливу Кортексину.

На другому місці за ступенем відхилення розташовуються показники, що характеризують стан системи NO (t=26,38), стан окислених (t=27,93) та відновлених (t=20,04) форм компонентів ТДС, вуглеводного (t=20,32) обміну та оригінальних параметрів ендотеліальної дисфункції (t=19,73). Менш значимими є маркери нейротоксичності (t=15,96) та показники енергетичного (t=11,64) обміну. 
Аналіз значень t-критерію оригінальних інтеграційних параметрів ендотеліальної дисфункції доводить, що найбільш ефективним з них серед показників стану тканин мозку щурів з ЦД на фоні введення Ронколейкіну є індекс реактивності судин головного мозку (ІРС) (t=51,72).
Порівняльний аналіз структур співвідношення значень t-критерію показників стану тканин мозку у щурів з ЦД та групи експериментальних тварин на фоні введення Ронколейкіну демонструє значні відмінності. Так, ранг показнику активності ГР з третього кластеру в контролі (t=10,65) зростає до першого кластеру в терапевтичній группі Ронколейкіну (t=71,48), тобто в 2,9 рази. Аналогічну тенденцію демонструють ранги показників площи тіл нейронів та щільності ядер ендотеліоцитів судин, які в експериментальній групі збільшився в порівнянні з контрольними щурами відповідно в 3,7 та 3 рази, показників малата та ізоцитрата – в 2,3 рази, рівней КФГ та АФГ – відповідно на 160 та 140%. Також відзначено зниження в експериментальній групі відносно контролю рангів індуцибельної NO-синтази в 2 рази та співвідношення eNOS/іNOS – в 2,5 рази.

Звертає на себе увагу значна різниця між значимістю показників активності VEGF в ядрах ендотеліоцитів капілярів, яка у щурів, лікованих Ронколейкіном, є нижчою за показники контрольних тварин в 4,1 рази. При цьому активність VEGF в ядрах ендотеліоцитів судин в групі Ронколейкіну є нижчою за показники контрольних тварин лише на 30%. В той же час значимість показників активності VEGFсм та VEGFкап у інтактних тварин перевищує в 2 рази такі показники в групі Ронколейкіну.

Отримані кореляції дозволяють зробити висновок, що в умовах експериментальної гіперглікемії Ронколейкін має виразний вплив на відновлення функцій ендотелію судинного компонента кори головного мозку шляхом збільшення ступеню зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізації ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз. Це призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, а також нормалізує енергетично-вуглеводной метаболізм і процеси апоптозу, блокує наслідки оксидативного, нітрозилюючого стресів та прояви нейротоксичності. 

Важливе значення при формуванні алоксан-індукованого діабету в групі РАІЛ-1 (табл.6.8) займають всі 5 показників, що характеризуюсь судинний та капілярний ендотелій, а також показник щільності нейронів та 2 оригінальних параметра ендотеліальної дисфункції. 
Таблиця 6.8

Нормований показник t-критерію в тканинах головного мозку щурів з АЕЦД, які отримували РАІЛ-1

	Показники
	t-критерій

	ПяЕ смс
	331,95

	ЩяЕ смс
	273,84

	РНК Е кап
	270,61

	ЩяЕ кап
	251,84

	ПяЕ кап
	232,14

	ДяЕ смс
	219,50

	VEGF смс
	174,73

	ІРС
	158,39

	ДяЕ кап
	144,79

	РНК Е смс
	128,37

	ЩН
	83,48

	VEGF кап
	83,13

	ІРК
	63,80

	КЕЧ
	57,50

	ГПР
	56,47

	ПтН
	55,01

	SH
	44,00

	Met
	41,16

	SS
	41,01

	eNOS
	36,40

	Cis
	36,06

	Показники
	t-критерій

	НТЗ
	31,93

	АМФ
	31,31

	iNOS
	30,99

	GH
	30,67

	GS
	30,11

	еNOS/iNOS
	26,34

	Gcis
	25,55

	АТФ
	23,41

	Малат
	23,12

	АФГ
	21,97

	Лактат
	21,41

	ГР
	19,69

	АДФ
	19,47

	Ізоцитрат
	18,98

	КФГ
	15,58

	ІФ
	15,28

	МК
	14,97

	ТКД
	14,55

	РНК Н
	12,22

	Апопт.
	7,48

	Піруват
	6,79


Найбільш значимими з них є коефіцієнти, які дозволяють судити про активність процесів нормалізації ендотелію капілярів та судин – ІРС (8 місце) та ІРК (13 місце). Цей кластер на 77% віддзеркалює перший кластер групи інтактних тварин. Наступними розташувалися показники, що характеризують стан ТДС, а саме ензимів (t=38,08), відновлених (t=37,33) та окислених (t=35,56) форм компонентів ТДС, а також параметри системи NO (t=34,19). В цій структурі співвідношення значення t-критерію ГПР є значним (t=56,47) та перевищує ГР в 2,9 рази, що практично відповідає структурі показників контролю. Найменше значущими виявилися маркери нейротоксичності (t=28,74), показники стану енергетичного (t=20,8) та вуглеводного обміну (t=17,57) і виразності оксидативного стресу (t=18,78).

Порівняння структури співвідношення значень t-критерію показників стану тканин мозку контрольних тварин та щурів з ЦД на фоні введення РАІЛ-1 показує значні розбіжності. Так, ранг показників вмісту РНК в порівнянні з контрольними тваринами збільшився в ендотеліоцитах судин експериментальних щурів в 5,4 рази та в ендотеліоцитах капілярів в 4,2 рази. Аналогічна динаміка рангів показників концентрації VEGF, які збільшилися в ядрах ендотеліоцитів судин мозку щурів в групі РАІЛ-1 в порівнянні з контролем на 180% та в ядрах ендотеліоцитів капілярів – на 40%. Звертає на себе увагу значне підвищення рангу показнику АМФ та НТЗ в головному мозку щурів експериментальної групи – відповідно в 3,2 та 2,6 разів в порівнянні з контролем. Також відзначено зниження рангів індуцибельної NO-синтази в 1,7 разів та вмісту пізнього маркеру оксидативного стресу КФГ практично в 3 рази.
Отримані результати дозволяють зробити висновок, що в умовах експериментального ЦД РАІЛ-1 активно впливає на функціональний стан мікроциркуляторного русла мозку і блокування ендотеліальної дисфункції шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 

Отже, при ішемічному ураженні тканин мозку на моделі алоксан-індукованого діабету у щурів спостерігаються розвиток ендотеліальної дисфункції, активація вільно-радикальних процесів, а саме окисної модифікації білків і нітрозилюючого стресів, зрушення рівноваги ТДС за рахунок значного зниження активності ензимів ТДС (ГР і ГПР) та її відновлених інтермедіатів на тлі зростання окислених форм. 

Зниження рівня відновленого глутатіону в тканинах мозку, виявлене нами у щурів з алоксановим діабетом, може бути наслідком порушення його синтезу – пов'язаного з порушенням тканинного дихання, обумовленого як гіпоксією, так і цукровим діабетом. Це, в свою чергу, призводить до зменшення рівня АТФ, необхідного для синтезу глутатіону. Крім того, в умовах ішемії відзначено дефіцит рівню відновленого глутатіону, який не здатний блокувати взаємодію NO з супероксид-аніоном з подальшим утворенням пероксинітриту та активізаціює оксидативного стресу. Результати статистичного аналізу підтверджують, що зрушення рівноваги ТДС супроводжується порушеннями функціонального стану клітин та активізацією апоптозу. Подібні патобіохімічні зміни призводять до істотних функціональних змін в клітинах головного мозку і часто є незворотними, що клінічно проявляється неврологічними ускладненнями ЦД.

Підводячи підсумок отриманим в проведеному дослідженні даним, необхідно підкреслити, що цитокінові препарати (РАІЛ-1 та Ронколейкін), антиоксиданти (тіоцетам, мілдронат, мексидол) і нейропептид кортексин проявляли значну ендотелійпротективну активність. Дані ефекти досліджуваних препаратів однонаправлені, але різного ступеня вираженості. Підсумковий порівняльний аналіз цих ефектів проведено шляхом оцінки ввпливу цитокінових препаратів, антиоксидантів та нейропептиду на кожен параметр дослідження від 1 балу (максимальний ефект) до 6 балів (мінімальний ефект) та визначення середньоарифметичного показнику ендотелійпротективної активності  кожного препарату (табл. 6.9).

Таблиця 6.9

Порівняльна оцінка показнику ендотелійпротективної активності тіоцетаму, мексидолу, мілдронату, кортексину, РАІЛ-1 та Ронколейкіну (бали)
	Показники
	Групи тварин

	
	Група ЦД + Тіоцетам
	Група ЦД + Мілдронат
	Група ЦД + Мексидол
	Група ЦД + Кортексин
	Група ЦД + Ронколейкін
	Група ЦД + РАІЛ-1

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	ЩяЕ кап
	4
	6
	5
	3
	2
	1

	ПяЕ кап
	3
	6
	5
	4
	1
	2

	ДяЕ кап
	2
	6
	5
	4
	3
	1

	РНК Е кап
	2
	6
	5
	4
	3
	1

	VEGF кап
	4
	6
	5
	2
	3
	1

	ЩяЕ смс
	4
	6
	
	3
	2
	1

	ПяЕ смс
	3
	6
	4
	5
	1
	2

	ДяЕ смс
	5
	6
	4
	3
	2
	1

	РНК Е смс
	4
	6
	5
	3
	1
	2

	VEGF смс
	4
	6
	5
	3
	2
	1

	ІРК
	3
	6
	5
	1
	4
	2

	ІРС
	3
	6
	4
	2
	3
	1

	КЕЧ
	4
	6
	2
	5
	1
	3

	АТФ
	5
	6
	4
	3
	2
	1

	АДФ
	5
	6
	4
	3
	2
	1

	АМФ
	4
	5
	2
	3
	2
	1

	ІФ
	4
	5
	6
	2
	3
	1

	ТКД
	5
	6
	4
	2
	3
	1

	Лактат
	6
	5
	4
	2
	3
	1

	Малат
	4
	5
	3
	4
	2
	1

	Піруват
	5
	4
	4
	3
	2
	1

	Ізоцитрат
	6
	5
	3
	4
	2
	1

	eNOS
	4
	6
	5
	3
	2
	1

	iNOS
	6
	5
	4
	2
	3
	1

	еNOS/iNOS
	5
	6
	4
	2
	3
	1

	Cis
	4
	5
	3
	2
	3
	1

	Met
	5
	6
	4
	2
	3
	1

	Gcis
	5
	6
	4
	2
	3
	1

	АФГ
	5
	6
	2
	4
	3
	1

	КФГ
	5
	6
	4
	2
	3
	1

	НТЗ
	5
	6
	3
	4
	2
	1

	SH
	5
	6
	4
	2
	3
	1


Продовження таблиці 6.9

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	SS
	5
	6
	2
	4
	3
	1

	GH
	5
	6
	4
	3
	2
	1

	GS
	5
	6
	2
	4
	3
	1

	ГР
	5
	6
	4
	3
	2
	1

	ГПР
	5
	6
	3
	4
	2
	1

	ЩН
	4
	5
	3
	6
	1
	2

	ПтН
	4
	5
	3
	6
	2
	1

	РНК Н
	3
	6
	4
	5
	2
	1

	Апопт.
	4
	6
	5
	2
	3
	1

	МК
	4
	6
	6
	1
	2
	3

	Усереднений показник ендотелійпротективної активності
	4,33
	5,74
	3,95
	3,1
	2,36
	1,21


Аналіз отриманих даних свідчить, що за силою ендотеліопротективної дії (показник ендотелійпротективної активності), а саме нормалізацією параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів, РАІЛ-1 та ІЛ-2 (показник ендотелійпротективної активності відповідно 1,21 та 2,36) вірогідно перевершили референс-препарати. Слід зазначити, що їх ендотелійтропні властивості були обумовлені здатністю попереджати і обмежувати розвиток ендотеліальної дисфункції в умовах ішемії, однак дані ефекти у досліджуваних препаратів реалізовувалися різними молекулярно-біохімічними шляхами. 

Таким чином, проведений системний аналіз гомеостазу щурів з ЦД дозволяє зробити наступні висновки: 

1. При ішемічному ураженні тканин мозку на моделі алоксан-індукованого діабету у щурів відзначено формування дисфункції ендотелію, активацію вільно-радикальних процесів, а саме окисної модифікації білків, зрушення рівноваги ТДС за рахунок значного зниження активності ензимів ТДС (ГР і ГП) та її відновлених інтермедіатів на тлі зростання окислених форм. 
2. Аналіз кореляційних показників дозволяє зробити висновок, що в умовах експериментального ЦД всі досліджені препарати різною мірою впливали на відновлення функціонального стану мікроциркуляторного русла головного мозку експериментальних тварин. За силою ендотеліопротективної дії, а саме нормалізацією параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів, РАІЛ-1 та ІЛ-2 вірогідно перевершили референс-препарати. Ендотеліопротекторна дія Ронколейкіну пов’язана зі впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводной метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 

3. Системний аналіз оригінальних параметрів ендотеліальної дисфункції – індекс реактивності капілярів (ІРК), індекс реактивності судин головного мозку (ІРС), коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) та метаболічний коефіцієнт (МК) – свідчить, що максимальне значення усередненого показника системоутворення виявив індекс реактивності судин головного мозку ІРС, який характеризує потенційну здатність до стабілізації стану ендотелію судин головного мозку в умовах ушкоджуючої дії гіперглікемії. Як системоутворюючі показники всі запропоновані коефіцієнти перевищують за значимістю стандартний показник співвідношення eNOS/іNOS та можуть використовуватися як ранні маркери ендотеліальної дисфункції в тканинах головного мозку при ЦД та як інтегральні показники адаптивних можливостей ендотелію.
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Цукровий діабет (ЦД) є глобальною медико-соціальною проблемою, що входить до числа 7 головних причин смертності населення в більшості країн світу і займає серед безпосередніх причин смерті третє місце після серцево-судинних і онкологічних захворювань [1,28]. Висока частка ускладнень ЦД зумовлена порушеннями тканинного метаболізму з масштабним ушкодженням мікрокапілярного русла органів, що призводить до формування мультиорганної патології, в тому числі неврологічних ускладнень ЦД: мікро- і макроангіопатії, енцефалопатій, дистальних невропатій, інсульту [202,317]. При цьому формування ГПМК при ЦД відбувається за короткий термін часу та супроводжується прогресуючою когнітивною дисфункцією, клінічний. перебіг ішемічних уражень тканини головного мозку, в першу чергу формування інсульту, є більш тяжким та має тенденцію до рецидиву, рівні ранньої та відстроченої летальності перевищують такі у загальній популяції, інвалідності також. Тому ЦД розглядають як ранній предиктор когнітивних дисфункцій та виникнення ішемічного інсульту [84,104]. Отже, необхідно розробляти ефективні методи лікування та заходи профілактики саме цереброваскулярних уражень ЦД, які дозволять знизити показники летальності, інвалідизації та економічні витрати на медико-соціальне забезпечення таких пацієнтів [82,,217,294]. 

Дефіцит інсуліну, що призводить при ЦД до порушень вуглеводного, жирового і білкового обміну, провокує гіперглікемію, інсулінорезистентність і енергодефіцит, активацію синтезу АФК, вільних радикалів і продуктів ПОЛ та ОМБ, тобто формує патофізіологічну картину оксидантного стресу [316,328]. Оксидантний стрес, в свою чергу, призводить до підвищення адгезії лейкоцитів, агрегації тромбоцитів і формуванню ендотеліальної дисфункції. Метаболічна діабетична ендотеліальна дисфункція з порушенням ендотеліального синтезу біологічно активних речовин є провідним пусковим механізмом розвитку ангіопатій, що виникають практично в усіх відділах судинної мережі організму [65,107]. Розлади метаболізму при ЦД призводять до пошкодження та загибелі безпосередньо клітинних структур, а судинні механізми викликають гіпоксично/ішемічні тканинні розлади [118,154]. Обидва ці процеси взаємно потенціюють патофізіологічні дії кожного та замикають порочне коло ураження організму при ЦД, що прискорює процеси ураження судинної стінки і тканин з високим метаболізмом, зумовлюючи неминучий і ранній розвиток неврологічних ускладнень [153,258].

Судинна капілярна мережа найбільш розвинена в сірій та білій речовині ЦНС, а також в мієлінових оболонках периферичних нервів, тому метаболічні і судинні розлади при ЦД швидко ведуть до порушення нейронального і ендоневрального кровотоку, провокують розлади функціональної активності і структурно-морфологічної цілісності ЦНС і периферичної нервової системи [221,334]. Клінічно це реалізується розвитком неврологічних ускладнень ЦД: мікро- і макроангіопатій, енцефалопатій, порушень мозкового кровообігу та дистальних невропатій. Саме тому розірвати порочне коло взаємодії метаболічних і судинних механізмів прогресування ЦД – основне завдання лікування та профілактики як судинних ускладнень в цілому, так і залежних від них уражень тканин головного мозку зокрема.

Серед механізмів вторинного пошкодження тканин мозку особливе значення має різкий підйом рівнів прозапальних цитокінів. В осередку гіпоксії/ішемії активуються клітини ендотелію, лейкоцити, макрофаги, які продукують цитокіни, в першу чергу інтерлейкіни. Формується «цитокіновий каскад», при якому в залежності від терміну початку гіпоксії або реоксигенації змінюється співвідношення про- та протизапальних медіаторів, що визначає ступінь виразності запальної реакції, проліферацію та апоптоз клітин, умови для негайної або відстроченої загибелі клітин навколо первинного некрозу і розміри остаточного постішемічного дефекту мозку. За сучасними уявленнями, характер імунної відповіді та особливості розвитку запалення при цереброваскулярних ураженнях залежить від переважної активації субпопуляцій Т-лімфоцитів та синтезу ними цитокінів різних типів [185,286]. 

Актуальною тенденцією є включення в комплексну терапію ЦД не тільки гіпоглікемічних засобів, але і препаратів, що сприяють зменшенню активності вільно-радикальних процесів  та зниженню виразності гіпоксичних уражень тканин з відновленням порушених функцій ендотелію, тобто необхідно застосування нейропротективних препаратів з ендотеліопротекторною дією [76,286,343]. При цьому раціональна нейропротекція передбачає переривання патологічних каскадів, які визивають дисфункцію і загибель нейронів, на більш ранніх рівнях, тому одним із перспективних напрямків вторинної нейропротекції розглядають фармакологічну інтервенцію в нейродеструктивний каскад на рівні імунної системи, а саме регуляції дисбалансу цитокінів та модуляції їх про-/протизапальних ефектів [127,212].

Метою нашої роботи було підвищення ефективності патогенетичного лікування судинних церебральних ускладнень цукрового діабету шляхом обгрунтування можливості використання цитокінових препаратів рецепторного антагоністу інтерлейкіну-1 та інтерлейкіну-2 в якості ефективних нейропротективних засобів з ендотеліотропною дією. Препаратами порівняння стали антиоксидантні препарати Тіоцетам (ноотроп/антигіпоксант), Мексидол (ноотроп/мембраностабілізатор) та Мілдронат (протиішемічний енергозабезпечуючий препарат), а також нейропептидний ноотроп Кортексин (з тканиноспецифічною дією).

Для повноти уявлень про метаболічні порушення, що відбуваються в тканинах головного мозку тварин з експериментальною гіперглікемією, необхідно було дослідити динаміку параметрів ендотелію, активність процесів вільно-радикального ушкодження (стан окислюваної модифікації білків, системи оксиду азоту та тіол-дисульфідної системи), зміни вуглеводно-енергетичного стану клітин головного мозку та морфофункціональних характеристик нейронів сенсомоторної зони та порівняти вплив на ці параметри РАІЛ-1, ІЛ-2 і препаратів порівняння.

Аналіз результатів проведених нами досліджень свідчить, що при ендотеліальній дисфункції на фоні експериментальної гіперглікемії ендотеліопротективну активність виявили всі препарати, але за ступенем нормалізації параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів РАІЛ-1 та ІЛ-2 перевершили референт-препарати. Вплив всіх препаратів на досліджені ланки постішемічного нейродеструктивного пошкодження тканин мозку на моделі аллоксан-індукованого ЦД мав відмінності. Механізм цієї ендотеліопротективної нейропротекції є комплексним та складаються з багатьох компонентів, які буде проаналізовано окремо за впливом на зміни функціональної активності ендотелію при формуванні каскаду нейродеструкції.

Ендотеліальна дисфункція є ключовою проблемою ендотелію – високо спеціалізованої, метаболічноактивної системи, яка продукує значну кількість біологічно активних речовин, які є кінцевою ланкою нейрогенной і гуморальної регуляції, судинного тонусу, його антитромботичної, протизапальної та антипроліферативну функції. При ЦД ендотеліоцити реагують на зміни фізичних, метаболічних і гуморальних стимулів (рівень глікемії, ліпідів, окислювальний стрес тощо) продукцією біологічно активних речовин, тим самим визначають тонус гладком'язових клітин судин, підтримують неадгезівність інтими, впливають на клітинну проліферацію, запальні та імунні механізми в судинній стінці [331,335]. Ендотеліальні клітини першими піддаються впливу високої концентрації глюкози крові, окислених ліпопротеїдів плазми, високого гідростатичного тиску всередині судин, які вони вистилають, і інших пошкоджуючих факторів [47,292]. Вплив цих чинників призводить до розвитку ендотеліальної дисфункції і в кінцевому результаті – до розвитку судинних ускладнень при ЦД. 

Роль цитокінів інтерлейкінового ряду в змінах функціональної активності ендотелію при формуванні нейродеструктивного каскаду постішемічного ушкодження не вивчена, тому в експерименті оцінку морфофункціонального стану ендотеліоцитів капілярів IV-V шарів кори і ендотеліоцитів стінки судин головного мозку (судинної оболонки мозку, судинного сплетення шлуночків мозку, гілок центральної мозкової і очної артерій) визначали за такими показниками як площа і середній діаметр ядра, щільність ядер ендотеліоцитів і концентрацію в них РНК, а також експресією VEGF на 18 добу моделювання АЕЦД. Отримані результати свідчать, що моделювання експериментальної гіперглікемії супроводжувалось порушенням функціональної активності ендотелію капілярної мережі – встановлено зниження в порівнянні з інтактними тваринами на 31% діаметру ядер та на 21% щільності ядер ендотеліоцитів та падіння на 27% концентрації РНК в ядрах ендотеліоцитів капілярів. Зміни стану ендотеліоцитів стінки судин головного мозку були більш виразними – щільність ядер ендотеліоцитів на одиницю площі стінки судин знижено на 50% та на 38% зменшена концентрація РНК у порівнянні з інтактними тваринами. Також виявлено достовірне зменшення зв'язування VEGF з судинним ендотелієм капілярної мережі кори на 41% та ендотелієм судин мозку на 50%. Це відображає формування ендотеліальної дисфункції, яка призводить до закриття капілярів і зменшення щільності функціонуючих судин, тобто до процесу прогресуючої ішемізації кори мозку. Поглиблений аналіз стану окремих ланок ЕД при постішемічних порушеннях в тканинах головного мозку щурів з ЦД провели шляхом вивчення додаткових параметрів ендотеліальної дисфункції, а саме запропонованих оригінальних  коефіцієнтів: індексу реактивності капілярів (ІРК), індексу реактивності судин головного мозку (ІРС) та коефіцієнту ендотеліальної чутливості (КЕЧ). Доведено, що у експериментальних щурів ІРК був підвищений на 39%, ІРС – на 70% від інтактних значень, а КЕЧ був нижче показників інтактних тварин на 18%, що свідчить про значні зміни співвідношення показників ендотелію капілярів та судин головного мозку щурів на тлі експериментальної гіперглікемії.  

Курсове введення досліджених препаратів тваринам з ЦД призвело до підвищення щільності ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку, підвищення пулу РНК і активації трансляційної активності клітин відносно VEGF на 18-ту добу дослідження. Більш активним за впливом на середній діаметр, площу, щільність ядер та концентрацію VEGF ендотеліальних клітин капілярів кори та стінки судин головного мозку визнано РАІЛ-1, максимальний ефект на вміст РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку виявив Ронколейкін. Показник ІРК максимально знизився в групах Кортексину та РАІЛ-1, показник ІРК – в групах РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну, що віддзеркалює активні зміни стану ендотелію капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією на тлі зменшення ступеня зв'язування ендотеліального фактору росту. Максимальне підвищення показнику КЕЧ відзначено в групі Ронколейкіну, Мексидолу та РАІЛ-1, що відображає вплив на співвідношення експресії проективного VEGF в ендотеліоцитах капілярів та судин головного мозку щурів з експериментальною гіперглікемією.

Інсулінорезистентність і ендотеліальна дисфункція розглядаються як тісно асоційовані стани, які формують порочне коло, що призводить до метаболічних і мікроціркуляторних порушень, розвитку цереброваскулярних ускладнень [338]. Незважаючи на різноманіття механізмів розвитку, ключова роль в патогенезі ЕД, на думку більшості дослідників, належить внутрішньоклітинному оксидативному стресу [221,290,319].

Так, аналізуючи отримані дані, можна зробити висновок, що при розвитку екпериментальної гіперглікемії спостерігалося різке підвищення рівнів ранніх і пізніх показників окисного стресу (АФГ, КФГ відповідно в 2,3 та 2,2 разів) на тлі приросту основного маркера окисної деструкції білків – НТЗ (в 6 разів від рівня інтактних тварин). Крім того, реєструвалося істотне накопичення окисленої форми глутатіону (підвищення на 370% відносно інтактних тварин) паралельно з падінням концентрації його відновленої форми (на 88%), що пов'язано, на нашу думку, зі зривом клітинних резервно-адаптаційних пристосувальних реакцій. 

Відомо, що однією з важливих резервно-адаптаційних реакцій організму у відповідь на ішемію є активація системи глутатіону, яка бере участь в реалізації цілого ряду фізіологічних процесів: детоксикація і антиоксидантний захист; регуляція тіол-дисульфідної рівноваги; збереження оптимального стану і функцій біологічних мембран; в обміні ряду екзаноідов – простагландинів і лейкотрієнів. Глутатіон виступає в якості резерву цистеїну в клітці, впливає на синтез цитопротективних білків теплового шоку. Крім того, відомо, що глутатіон і ферменти його обміну грають важливу роль в толерантності головного мозку до ішемії. За даними ряду джерел, попередники відновленого глутатіону (GSH) – його моноетиловий ефір і N-ацетилцистеїн – здатні збільшувати концентрацію GSH в клітинах, зменшуючи розмір інфаркту і покращуючи результати інсульту. Експериментальними роботами показано, що попередня надекспресія ГПР захищає тварин від інсульту і набряку, а також послаблює прояви неврологічного дефіциту; і навпаки, дефіцит ГПР призводить до збільшення обсягу інфаркту мозку. Дослідницькими роботами показана здатність глутатіону в умовах ішемії модулювати рівень активності всіх ізоформ NO-синтази (зниження активності індуцибельної і нейрональної ізоформ на тлі підвищення ендотеліальної). Доведено, що дефіцит глутатіону призводить до генерації АФК і до неконтрольованого зростання концентрації NO+, який при взаємодії з аліфатичними та ароматичними амінами і утворює N-нітроаміни, про що свідчить підвищення вмісту нітротирозину.

В експерименті на тлі інтенсифікації процесів ВРО реєструвалося також падіння активності ферментів ТДС – ГР і ГПР (більш ніж на 40 і 50%). Паралельно зі зміною активності ферментів, реєструвалися патобіохімічні зміни глутатіонової ланки тіол-дисульфідної системи за рахунок зменшення її відновлених інтермедіатів (значне падіння концентрації відновленого глутатіону, цистеїну, метіоніну) на тлі підвищення вмісту окислених SS-груп, окисленого глутатіону і гомоцистеїну (в середньому на 80%). Зсув тіол-дисульфідної рівноваги в бік окислених тіолів призводив до гальмування активності метаболічних циклів метіоніну і цистеїну, що виражалося зменшенням їх вмісту в середньому на 70% по відношенню до контрольної групи тварин.

Відзначено позитивний вплив досліджуваних препаратів на стан антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, що проявлялося відновленням кількості відновленого глутатіону, цистеїну, і зменшенням кількості окислених дериватів тиол-дисульфідної системи – гомоцистеїну, окисленого глутатіону, а також НТЗ. Порівняння результатів експериментальної терапії цитокіновими препаратами, антиоксидантами та нейропептидом на рівні АФГ як раннього маркеру ОМБ в головному мозку щурів з ЦД свідчить, що максимальний стабілізуючий вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Мексидолу та Ронколейкіну, на рівні КФГ як пізнього маркеру ОМБ більш активно вплинули РАІЛ-1, Кортексин та Ронколейкін. Порівнювальний аналіз впливу експериментальної терапії Тіоцетаму, Мілдронату, Мексидолу, Кортексину, Ронколейкіну та РАІЛ-1 на систему глутатіону та тіолів на моделі ЦД свідчить, що рівні відновлених форм глутатіону та тіолів  максимально відновились в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, максимальне блокування утворення окислених форм глутатіону та тіолів відзначено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. Більш ефективна корекція рівнів нейротоксичного НТЗ встановлена в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. Потрібно зазначити, що корекція дисбалансу стану ТДС – співвідношення окислених та відновлених форм глутатіону та тіолів – в групі РАІЛ-1 та Ронколейкіну визначена найбільш рівномірною та сбалансованою з всіх експериментальних груп.
Відомо, що в умовах церебральної ішемії, зниження доставки необхідної кількості молекулярного кисню внаслідок порушення мозкового кровообігу на тлі перезбуджених глутаматних NMDA-рецепторів, активує індуцибельну та нейрональну ізоформи NOS, внаслідок чого синтез оксиду азоту різко підвищується. Концентрація NO починає збільшуватися з перших хвилин ішемії, досягаючи максимуму на 1-4 добу. Участь NO в пошкодженні і загибелі нейрона має свою специфіку і визначається ізоформами NOS. При ішемічному інсульті гіпоксія стимулює активність і експресію всіх ізоформ NOS. Гіперекспресія iNOS призводить до гіперпродукції NO і токсичних ефектів його надлишку. У початковому періоді ішемії NO бере участь в непрямих механізмах загибелі нейрона – активації фосфоліпаз, посиленому утворенні гідроксил-радикала, модуляції активності NMDA-рецепторів. У віддаленому постішемічному періоді реєструється гіперпродукція NO за участю iNOS гліальних клітин, макрофагів і нейтрофілів; розвивається нітрозуючий стрес з прямими цитотоксичними ефектами.

Вищенаведене підтвердилося нашими дослідженнями. Паралельно зі зміною стану антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, реєструвалась зміна характеру експресії вивчених ізоформ NO-синтази, а саме зменшення активності eNOS (на 70% відносно інтакту). Виявлене нами посилення експресії індуцібельної NOS (на 440% по відношенню до інтактної групи) пов'язано з повторною гіперпродукцією АФК при ішемії, яка пов'язана зі зміщенням ТДС, виснаженням едогенних запасів відновлених тіолів, гіперпродукцією NO і його токсичних дериватів.

Доведено, що глутатіон здатний підвищувати біодоступність NO і утилізувати його цитотоксичні деривати і стримувати розвиток нітрозилюючого стресу. В експерименті підвищення експресії індуцібельної NOS на тлі пригнічення глутатіонової ланки тіол-дисульфідній системи призводило до розвитку нітрозилюючого стресу, що виражалося збільшенням вмісту нітротирозину.

Курсове призначення досліджуваних препаратів приводило до зменшення експресії iNOS. Найбільша активність в цьому сенсі виявив РАІЛ-1, який зменшив експресію iNOS на 67%, Кортексин та Ронколейкін. Важливо відзначити, що призначення РАІЛ-1 та Ронколейкіну призводило до максимального паралельного підвищення експресії eNOS (відповідно на 181 та 128% відносно експериментальних тварин).

Для розширення уявлень про NO-обумовлені механізми нейродеструкції при ЦД особливу увагу звернули на стан системи транспорту NO (за вмістом тіолвміщуючих амінокислот цистеіну і метіонину) та ознаки порушень метаболізму NO в тканинах головного мозку щурів (за рівнем гомоцистеіну). Дані експерименту продемонстрували стабільне зниженням вмісту цистеіну та метіонину при ЦД (відповідно на 64% та 60% відносно показників інтактних тварин) та накопичення гомоцистеіну, рівні якого виросли в 5 разів. 

Порівняння ефективності експериментальної терапії Тіоцетамом, Мілдронатом, Мексидолом, Кортексином, Ронколейкіном та РАІЛ-1 на вміст тіолвміщуючих амінокислот на моделі ЦД свідчить, що максимальний вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну. Більш ефективна корекція рівнів гомоцистеіну встановлена в групах РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну.
Розвиток оксидативного і нітрозилюючого стресів на тлі різкого зсуву тіол-дисульфідної рівноваги, накопичення активних цитотоксичних дериватів оксиду азоту – пероксинітрита, нітроксила, нітрозонія призводить до окислювального інгібування ферментів дихального ланцюга мітохондрій, а також до прямої цитотоксичної модифікації їх білків і ліпідів мембран. Порушення електронного транспорту в мітохондріях викликає вторинну генерацію АФК, що ще більш активує одночасно і оксидантний і нітрозуючий стреси. Описана вище здатність цитокінових препаратів, антиоксидантів і нейропептиду обмежувати розвиток оксидативного і нітрозилюючого стресів, модулювати активність NOS, тим самим, зменшуючи надлишок NO, певною мірою пояснює їх ендотеліопротективну дію.
Енергозабезпечення клітин головного мозку залежить від рівня макроергічних фосфатів – АТФ, АДФ АМФ, функції кожного з яких мають важливе значення для клітинного гомеостазу. АМФ входить до складу всіх РНК, при приєднанні двох молекул фосфорної кислоти перетворюється в АТФ. АТФ відіграє центральну роль в енергетиці клітини як основна енергозберігаюча ланка. Основні процеси енергозабезпечення протікають в мітохондріях. В умовах гіпоксії розвивається мітохондріальна дисфункція, яка веде до фазних змін активності мітохондріальних ферментів, порушення іонного транспорту, пригнічення аеробного синтезу макроергів. Дана реакція необоротна і призводить до зниження внутрішньоклітинного вмісту АТФ.

В ході проведених нами експериментальних досліджень встановлено, що ішемія головного мозку супроводжувалася вираженими порушеннями енергетичного метаболізму в головному мозку, а саме дисбалансом аденілових нуклеотидів – різким зменшенням концентрації АТФ, АДФ і збільшенням вмісту АМФ. Слід зазначити, що дані патобіохімічні зміни протікали на тлі розвитку оксидативного і нітрозилюючого стресів, а також були наслідком зміни функціональних властивостей ендотелію капілярів та судин.
Позитивна модуляція енергетичного метаболізму досліджуваними препаратами, підтверджувалася нормалізацією основних та додаткових параметрів енергозабезпеченості клітини тканин мозку щурів на тлі експериментального ЦД – призвела до збільшення рівня АТФ та АДФ на тлі зниження рівня АМФ. Доведено, що максимальний вплив відзначено в групі РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину, більш ефективна корекція рівнів АМФ встановлена в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу. Так, їх курсове призначення призводило до корекції дисбалансу співвідношення окремих макроергічних фосфатів та значного збільшення індексу фосфорилювання. Паралельно з ІФ досліджувані препарати відновлювали ТКД, причому показники РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину статистично достовірно перевищували такі тіоцетаму, мілдронату і мексидолу.

Фундаментальними дослідженнями процесів енергопродукції в умовах ішемії встановлено, що отримання енергії здійснюється шляхом анаеробного гліколізу, реакції якого завершуються утворенням тільки 2 молекул АТФ і накопиченням лактату. На початковому етапі церебральної ішемії будь-якої етіології в мітохондріях знижується швидкість аеробного окислення. Це веде до зменшення кількості АТФ і зростання вмісту аденозиндифосфата (АДФ) і аденозинмонофосфата (АМФ) і, як наслідок, до зниження коефіцієнта АТФ / АДФ + АМФ. При низькому співвідношенні АТФ / АДФ + АМФ активується фермент гексокіназа, що дозволяє різко збільшити пропускну здатність реакцій гліколізу. Клітка в цих умовах витрачає глікоген, забезпечуючи себе енергією за рахунок безкисневого розпаду глюкози. На цьому етапі ще може йти адаптація до гіпоксії і стабілізація енергообміну. Однак така стабілізація зазвичай буває недовгою і супроводжується досить швидким виснаженням запасів глікогену і гліколіз не здатний тривалий час і в повному обсязі забезпечувати енергетичні потреби головного мозку. Кінцевим продуктом гліколізу є лактат, наростання якого провокує внутрішньоклітинний ацидоз. Посилене звільнення лактату при гіпоксії дає метаболічний лактат-ацидоз, який блокує активність генів, що лімітують адаптацію. На цій стадії гіпоксії в клітці формується справжній дефіцит АТФ, оскільки аеробний механізм не працює через кисневий дефіциту, а анаеробний – через ацидоз. У зв’язку з цим, стійкість до гіпоксії формується за рахунок перебудови енергетичних шляхів, яка передбачає мобілізацію механізмів поставки протонів для окисного фосфорилювання і економного використання відсутнього кисню.

Зниження внутрішньоклітинного вмісту АТФ в ішемізованих зонах призводить до компенсаторної активації анаеробного гліколізу і як наслідок, посилення утворення лактату, обумовлюючи формування метаболічного лактат-ацидозу. Істотний приріст концентрації лактату в перші години розвитку ішемічного інсульту викликає зниження pH до 6,4-6,7, що є несприятливим прогностичним ознакою. Тканинний ацидоз пригнічує метаболічні реакції і іонний транспорт, ще більше посилюючи ендотеліальну дисфункцію, і крім того, грає важливу роль в переході нейронального некрозу в інфаркт мозку. Внутрішньоклітинний ацидоз призводить до подальшого накопичення внутрішньоклітинних іонів Ca2+ і додаткової активації патогенетичних механізмів – посилення окисного стресу, надмірного синтезу оксиду азоту. Зниження pH внутрішньо- і позаклітинного простору призводить до цитотоксичного ефекту, викликаючи пошкодження клітинних і мітохондріальних мембран, змінюючи їх фізико-хімічні властивості. Таким чином, лактат-ацидоз проявляє комплексну цитотоксичну дію і є важливою ланкою нейродеструктівного каскаду в умовах ішемічного пошкодження клітин головного мозку.

Результати проведених нами досліджень підтверджують розвиток некомпенсованого ацидозу в умовах постішемічного ушкодження тканин мозку. Порівняльний аналіз впливу цитокінових препаратів, антиоксидантів та нейропептиду на формування лактат-ацидозу як складової частини комплексу патобіохімічних зрушень у розвитку ендотеліальної дисфункції в умовах церебральної ішемії свідчить, що стабілізація показників вуглеводного обміну під дією досліджуваних препаратів підтверджена достовірним підвищенням кількості пірувату і малата на тлі паралельного зниження концентрації молочної кислоти, обмежуючи тим самим, розвиток лактат-ацидозу. Слід зазначити, що найбільш виражену активність продемонстрували РАІЛ-1, Кортексин та Ронколейкін, знижуючи рівень лактату на 58%; 44% і 43% відповідно, і підвищуючи, практично до рівня інтакту концентрацію пірувату і малата. Крім того, звертає на себе увагу, здатність досліджених препаратів інтенсифікувати окислювальні процеси циклу Кребса. Так, все препарати статистично достовірно підвищували вміст в головному мозку ізоцитрату, максимальну активність проявили РАІЛ-1, Ронколейкін та Мексидол.

Результатом формування в умовах церебральної ішемії всіх ланок багаторівневого каскаду патобіохімічних зрушень – активація оксидативного і нітрозилюючого стресів, розвиток ендотеліальної дисфункції, і як наслідок, енергетичного дефіциту з розвитком лактат-ацидозу – є порушення стану клітин головного мозку в зоні гіпоксично/ішемічного ушкодження. У клітинах мозку відбуваються комплексні патологічні зміни – дестабілізація мембран, порушення процесів підтримки внутрішньоклітинного гомеостазу і процесів репарації, розвиток цитотоксического набряку тканини мозку. У разі неможливості відновити функціональний гомеостаз, в клітинах активізуються танатогенні сигнали, запускаються процеси некрозу. Погіршення функціонального стану клітин головного мозку, а також загибелі функціонально важливих нейронів призводить до розвитку стійких неврологічних порушень, що призводять до інвалідизації пацієнтів з ЦД. Незворотність пошкодження тканини мозку при церебральній ішемії залежить від вираженості агресивних наслідків каскаду нейродеструкції та ініціювання некротичного шляху загибелі нейрональних і гліальних клітин.

Виразність і інтенсивність постішемічних змін в головному мозку в умовах експериментальної гіперглікемії має прямий вплив на морфофункціональний стан клітин головного мозку, а також активність процесів клітинної загибелі. Важливе значення в прогресуванні постішемічного пошкодження тканини мозку при ішемії відіграє недостатність трофіки. Відомо, що в умовах ішемії вираженість енергетичного дефіциту визначається ступенем функціональних порушень мітохондрій. У зв'язку з цим, важливим моментом в перші хвилини після ішемії, забезпечення необхідного рівня РНК і трофічних факторів. При швидкій і активній експресії генів, що кодують фактори росту, постішемічне пошкодження може довгий час не приводити до прогресування некторичних змін. У разі недостатнього синтезу РНК, а також трофічних факторів, в клітинах активізується формування морфологічного дефекту і віддалених неврологічних порушень.

Для аналізу впливу цитокінових препаратів, антиоксидантів та нейропептиду на динаміку постішемічних змін, були вивчені наступні морфофункціональні характеристики: щільність нейронів і площа їх тіл, зміст РНК, а також індекс виживання нейронів, що дозволяє оцінити ефективність експериментальної терапії. Отримані результати свідчать, що розвиток ЦД супроводжувався зміною основних характеристик нейронів сенсорно-моторної зони в тканинах головного мозку щурів – зниженням показників щільності нейронів та площин їх тіл, а також вмісту РНК на тлі збільшення частки апоптотичних клітин в головному мозку щурів з аллоксан-індуковним ЦД.
Доведено, що в умовах експериментальної гіперглікемії максимальна нормалізація щільності нейронів та площі їх тіл відзначена в групі Ронколейкіну, РАІЛ-1 та Мексидолу, стабілізацію процесів апоптозу та зниження частки апоптотичних клітин – в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну. Більш активними за впливом на білковий синтез визнано РАІЛ-1, Ронколейкін та Тіоцетам. Дані ефекти досліджуваних препаратів можна розглядати як відображення нейрональної пластичності, спрямованої на подолання наслідків ішемічного пошкодження мозку. 

Встановлена нами здатність РАІЛ-1 та Ронколейкін впливати на процеси клітинної загибелі, є, на нашу думку одним з ключових моментів в їх нейропротективній дії. Широко відомо, що апоптична загибель нейронів є оптимальним, упорядкованим процесом припинення життєдіяльності деструктивно змінених нейронів, при якому стабілізуються клітинні мембрани, вміст клітин утилізується шляхом утворення апоптотичних тілець і їх фагоцитозу, без розвитку запальної реакції.

Підводячи підсумок отриманим даним в проведеному дослідженні, необхідно підкреслити, що цитокінові препарати (РАІЛ-1 та Ронколейкін), антиоксиданти (тіоцетам, мілдронат, мексидол) і нейропептид кортексин проявляли значну ендотелійпротективну активність. Дані ефекти досліджуваних препаратів однонаправлені, але різного ступеня вираженості. Слід зазначити, що їх ендотелійтропні властивості були обумовлені здатністю попереджати і обмежувати розвиток ендотеліальної дисфункції в умовах ішемії, однак дані ефекти у досліджуваних препаратів реалізовувалися різними молекулярно-біохімічними шляхами.

Статистичний аналіз показав, що серед цитокінових препаратів, антиоксидантів та нейропептиду найбільш вираженою ендотеліопротектівною дією володіли РАІЛ-1 (підвищення середнього діаметру та щільності ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку відповідно на 61% та 63%, підвищення пулу РНК ендотеліоцитів капілярів і активації трансляційної активності клітин відносно VEGF відповідно на 85% та 304%) та Ронколейкін (підвищення площі ядер ендотеліоцитів капілярної мережі кори і судинної стінки судин головного мозку, підвищення пулу РНК ендотеліоцитів стінки судин головного мозку на 22-33% і 66% відповідно).

Ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. Інактивація за допомогою РАІЛ-1 біологічних ефектів IL-1 як основного індуктора синтезу iNOS веде до зниження активності iNOS та відновлення еNOS, внаслідок цього блокується синтез при церебральній ішемії надлишкових рівней NO як важливого чинника нітрозилюючого стресу. Блокування ефектів оксидантного та нітрозилюючого стресів знижує активність процесів ендотеліальної дисфункції. 
Введення РАІЛ-1 щурам з АЕЦД стабілізує функціональний стан мітохондрій, веде до збільшення концентрацій макроергічних фосфатів та попередженню дефіциту АТФ, знижує прояви метаболічного ацидозу та стабілізує стан мембран ендотеліоцитів і клітин мозку. Стабілізація під впливом РАІЛ-1 мітохондріального окислювального фосфорилювання зменшує утворення АФК та активізацію оксидантного стресу, запобігає реакціям супероксиду з оксидом азоту та утворенню в клітинах-мішенях активних дериватів NO та розвитку нітрозилюючого стресу. РАІЛ-1 стабілізує ферменти тіол-дісульфідної та антиоксидантної систем, функціональну активність ендотеліоцитів і нейронів та синтез в них РНК, що попереджає ЕД та включення механізмів апоптозу. Стабілізація мембрани мітохондрій та інгібування формування патологічної РТ пори виключає можливість виходу через неї медіаторів апоптозу та розвитку мітохондрій-залежних процесів апоптозу.
На нашу думку, РАІЛ-1 має прямий ефект запобігання активації каспази-8 шляхом блокування адаптера TRADD та відсутності активації ядерних факторів транскрипції NF-kb і JNK/AP-1 як компонентів МАР-кіназного каскаду, що виключає активацію фактора транскрипції AP-1. Таким чином, ендотеліотропний нейропротекторний ефект РАІЛ-1 складається з прямого блокування ефектів iNOS та МАР-кіназного каскаду та репаративного впливу на синтез РНК в ендотеліоцитах і нейронах головного мозку щурів з АЕЦД, відновлення активності ензимів тіол-дисульфідної системи (значною мірою ГП), що стабілізує співвідношення рівнів глутатіону і відновлених та окислених тіолів, стан енергетично-вуглеводний обміну і блокує наслідки оксидативного та нітрозилюючого стресів і процеси апоптозу.
Ендотеліопротекторна дія Ронколейкіну пов’язана зі впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводной метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Пояснити вплив Ронколейкіну на вивчені ланки формування ендотеліальної дисфункції та нейродегенеративних порушень тканин головного мозку можливо реалізацією внутрішньоклітинних сигнальних шляхів IL-2 через МАР-кіназний каскад, шо веде до стабілізації енергозабезпечення клітин мозку та активності мітохондріальних ферментів, експресії антиапоптотичних молекул Bcl-2 та модуляції процесів апоптозу, блокування NFκB-залежних ефектів – синтезу прозапальних цитокінів, іNO-синтази, хемокінів та, відповідно, розвитку запальної і ексудативної реакцій, оксидативного та нітрозилюючого стресів, порушень мікроциркуляції. Також реалізація внутрішньоклітинних сигнальних шляхів IL-2 веде до формування ранньої клітинної імунної відповіді – шляхом формування петлі негативного оборотного зв’язку з активністю Т-регулюючих лімфоцитів (Трег) і Th-лімфоцитів на периферії IL-2 стабілізує гіперпродукцію лімфоцитів, їх Th- та Трег-залежну активацію, що знижує активність цитотоксичних реакцій аутоімунної агресії, прояви локального запалення та веде до стабілізації стану ендотеліальних клітин церебральних судин, блокує формування набряку мозку і нормалізує функціональний стан клітин мозку. 

Таким чином, РАІЛ-1 та Ронколейкін найбільш виразно серед інших досліджуваних препаратів сприяли нормалізації активності різних ізоформ NOS, забезпечували ефективність мітохондріального окисного фосфорилювання, відновлення синтезу АТФ і блокування розвитку лактат-ацидозу, відновлювали активність ферментів антиоксидантної та тіол-дисульфідної систем, що в свою чергу, посилювало інактивацію ними АФК і додатково сприяло стабілізації окислювальних та апоптотичних процесів клітин головного мозку. У комплексі всі ці механізми протекторної дії РАІЛ-1 та Ронколейкіну забезпечували відновлення функціональної активності активності ендотеліоцитів, нейронів, а також синтез в них РНК в постішемізованих ділянках головного мозку при експериментальній гіперглікемії.
ВИСНОВКИ

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

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

3. Під впливом РАІЛ-1, Ронколейкіну та Кортексину в умовах експериментального цукрового діабету у щурів відзначено максимальну стабілізацію енергозабезпечення тканин мозку за вірогідним підвищенням рівня АТФ (відносно рівней контрольної групи відповідно на 197, 137 та 114%, р<0,001) та відновлення балансу показників вуглеводного обміну (пірувату, малату, лактату), що блокує розвиток лактат-ацидозу. Більш ефективне зниження рівнів АМФ встановлено в групах РАІЛ-1, Ронколейкіну та Мексидолу (відносно рівней контрольної групи відповідно на 53, 44 та 42%, р<0,01). Максимальна нормалізація щільності нейронів та площі їх тіл відзначена в групі Ронколейкіну, РАІЛ-1 та Мексидолу, стабілізація процесів апоптозу та зниження частки апоптотичних клітин – в групі РАІЛ-1, Кортексину та Ронколейкіну (відносно рівней контрольної групи відповідно на 72, 61 та 55%, р<0,01). Більш активними за відновленням білкового синтезу в нейронах визнано РАІЛ-1, Ронколейкін та Тіоцетам (відносно рівней контрольної групи відповідно на 69, 22 та 21%, р<0,01).
4. Системний аналіз дозволив встановити достеменні кореляційні зв’язки поміж відповідних показників ендотеліальної дисфункції, окислювально-відновної рівноваги, метаболічних показників та морфофункціонального стану головного мозку експериментальних тварин, лікованих досліджуваними препаратами в умовах цукрового діабету. Аналіз додаткових параметрів ендотеліальної дисфункції, а саме запропонованих оригінальних  коефіцієнтів – індекс реактивності капілярів (ІРК), індекс реактивності судин головного мозку (ІРС), коефіцієнт ендотеліальної чутливості (КЕЧ) та метаболічний коефіцієнт (МК) – виявив максимальну значимість індексу реактивності судин головного мозку, що дозволяє використовувати його як ранній маркер ендотеліальної дисфункції в тканинах головного мозку при ЦД та як інтегральний показник адаптивних можливостей ендотелію.
5. За силою ендотеліопротективної дії, а саме нормалізацією параметрів ендотелію та інгібуванням активності вільно-радикальних процесів, РАІЛ-1 та ІЛ-2 вірогідно перевершили референс-препарати. Механізм ендотеліопротекторної дії Ронколейкіну, ймовірно, пов'язаний  зі впливом на ступінь зв'язування VEGF з ендотелієм судин мозку та капілярної мережі, активізацією ензимів ТДС (переважно ГР) та NO-синтаз, що призводить до стабілізації рівнів відновлених тіолів і глутатіону на тлі зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС, нормалізує енергетично-вуглеводной метаболізм і процеси апоптозу, блокує прояви нейротоксичності. Ендотеліопротекторна дія РАІЛ-1 здійснюється, ймовірно, шляхом стабілізації вмісту РНК та системної експресії VEGF в ендотеліоцитах, рівнів відновлених тіолів і глутатіону шляхом активізації ензимів ТДС (переважно ГПР) та активності індуцибельної NO-синтази, що призводить до зниження рівнів окислених інтермедіатів ТДС та маркерів нейротоксичності (НТЗ, Gcis), нормалізації енергетично-вуглеводного метаболізму та процесів апоптозу. 
6. Отримані результати обґрунтовують доцільність подальшого фармакологічного дослідження РАІЛ-1 та ІЛ-2 як перспективних нейропротективних препаратів вторинної церебропротекції ендотеліотропної дії. 
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: Deutschland: LAP LAMBERT Academic Publishing, 2017. 64 c. it
4. [le i xonm_BnpoBamkeno: B HaBYATHHHIA npouec Kadeipu ¢apmaxomori
Menarol penentypu 3[IMY '3, 2~y fic 2018p. ' R
5. PesynbTar BnpoBamkeHHs: orpumana injopmawis BHCBiTIIOE HOB] acl
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1) Ta inTepneiikiny-2 («POHKONEHKIH).

2. Ycranosa, ii aapeca, BukomaBmi: Harionamsuuii (apmanesTaanmii YHiBEpCHTeT,

61002, m. Xapxis, Byx. [Tymikincska, 53, 3106yBau Tepemenko Cepriii Bacuibosu.

3. Mxepena indopmaunii:

1) Cynpyn 3. B., Tepemenko C. B. Ponb sunotenuansuoit ey B (bopmupoBanun
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AHTArOHUCTOM UHTepJIeHKuNa-1. Bichuk nayxkosux docnidsicens. 2017. No 2. C. 5-12.

2) Suprun Elina, Tereshenko Sergei, Piminov Alexander, Velikiy Dmitriy. Tsubanova

Natalia, Lukienko Olga, Kornienko Valentina. IL-1RA stabilizes the thiol-disulfide system

in the brain tissues of rats with experimental diabetes. Medical Education. 2017, Iss. 12 (2),

Vol. 51. P. 1521-1530.

3) Cynpyn 3. B., Tepemenko C. B. IHTOKHHOTEPANHS HEBPOIOTMUECKHX OCTIOKHEHHiT

CaxXapHOro jiualera: pesylbTaThl M NEPCHIEKTUBBL: MOHOrpacdus. Saarbruken, Deutschland:

LAP LAMBERT Academic Publishing, 2017. 64 c.
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? 2018 p.
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1. Ha3Ba _npomo3muii a5l __BUPOBA/UKEHHS:  CHIOTENONPOTEKTHBHI  ebeKkTn
LMTOKIHOBUX MpenapariB iHTepIeHKiHOBOrO psioy — peLenTOpHOro AaHTaroHicTy
inTepieiikiny-1 (PAIJI-1) Ta inTepneiikiny-2 («PoHKONEHKiHY).

2. Ycranosa, ii aapeca, BukonaBui: Harionaneuuil hapManeBTHUHMi yHiBepcHTeT,
61002, M. Xapkis, Byx. ITymkinceka, 53, 3106yBau Tepemenko Cepriit Bacuisosuu.

3. Oxepena indopmanii:

1). Cynpyn 3. B., Tepemenko C. B. Poap osHuoTennanbHON JUCOYHKIHH B
(OpPMHUPOBAHMH OCIOKHEHHH CaXapHOro 1Mabera M NEpCIEeKTHBB €€ KOPPEKIMH
PeLENTOPHBIM aHTArOHACTOM MHTepIeiikuHa- 1. Bicnuk naykosux oocniodcens. 2017.
Ne2.C.5-12.

2). Suprun Elina, Tereshenko Sergei, Piminov Alexander, Velikiy Dmitriy, Tsubanova
Natalia, Lukienko Olga, Kornienko Valentina. IL-1RA stabilizes the thiol-disulfide
system in the brain tissues of rats with experimental diabetes. Medical Education.
2017.Iss. 12 (2), Vol. 51. P. 1521-1530.

3). Cynpyn 3. B., Tepemenko C. B. I{utokinnoTepans HEBPOJIOTHIECKUX OCIOKHCHII
caxapHoro juabera: pe3yibTaThl M IEPCIeKTHBHI: MoHorpadus. Saarbruken,
Deutschland: LAP LAMBERT Academic Publishing, 2017. 64 c.

4. Hde i KoaM BIPOBAJUKEHO: B HaByalbHUI mpouec kadenpu dapmakonorii ta
MeuHol petenTypu Xapkiscbkoro HMY 3,45 » % Tey 2018p.

5. Pe3yabTaT BOpOBAaKEHHS: OTpHMaHa iH(GOpMAllis BHCBITIIOE HOBI acmeKTH Y
PO3BUTKY MOCTIlIEMIYHOIO JIAHIOrY MaTo(hi3ioNorivHux 3MiH TKAaHMHM MO3KY IpH
(dopmysanHi ennoTenianbHoi guchynkuii npu LT, Brepie nopomuts Brums PAUI-1 ta IJI-2 na
GasvicHi MeXaHi3MH CHJIOTEJHONPOTEKIi Ta HeHpONpOTeKIl, MNOSCHIOE MeXaHivu iX jii Ta
eheKTMBHICTb B eKCTIEpUMEHTABHIN Tepartii (papmakoTeparii HeBPOJIOTiYHHX YCKNIaJHEHb
11/] B KOMILUIEKCHOMY JIiKyBaHHI TALi€HTIB 3 IIyKPOBHM [ia0eToM.

6. 3ayBajkeHHSl TA NPONO3HIIi: He BHOCHIHCS.

OO6roBopeHO Ta 3aTBep/DKEHO Ha 3acinmamui Kadenapu ¢apmakororii Ta MeanuHOT
penentypu Xapkiscskoro HMY, npotokon Ne /2 Bin ,, g Z?pé’/eu@ 2018 p.
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TepemeHko / YKpalHCBKHif sKypHan KIiHiYHOI Ta 1aGopaTopHOi MeauuuHn. — 2014, — Ne2,
Tom 9. - C. 17-22.

2. Cynpyn 3. B. MHsyuenwe 5HAOTeTHOTpONHOrO d3dpdexra PoHKonelknHa mnpu
SKCIIEPUMEHTANIBHOM HMIIEMUYECKOM HHCyIbTe y Kpbic / O. B. CympyH, C. B. TepemeHko,
A. @ ITumunoB // Marepuaisr XXII Poccuiickoro HanmoHansHoro Kourpecca «4enosex u
nexkapcTBo», T. Mocksa, 6—10 ampens 2015 r. — M.: OAO «lllepGuHckas THIOrpadus»,
2015. - C.265-266.

3. Tepemenko C. B. OcoGenHoctH 3¢GGHEKTHBHOCTH LMTOKAHOBOW Tepamud MNpu
9KCIIEPUMEHTAILHOM caxapHoM juabere / C .B. Tepemenko, 3. B. Cynpys / Marepuais
XI Beepoccuiickoli BypaeHkoBckoil cTyneHueckoil HayuHO# koHbepeHmuy, . Boponex,
24-25 anpens 2015 r. — Boponex: BTMA nm. H.H. Bypaenko, 2015. — C.115-116.

4. [le i KoaM BHpOBaMKEeHO: B HaBYaNbHMN mporec Kadeapu KrmiHigHO! apmakonorii
IMKC® HPaVY 3,,77 742 2017 p.

5. Pe3yIbTAT BNpPOBAKEHHH: OTpHMaHa iHQOpMAlis BHCBITIIOE HOBi acIeKTH y
PO3BHTKY IIOCTIlIEMiYHOTO JIAHIHOTY MaTo(di3ioNoriYyHUX 3MiH TKaHMHH MO3KY IpH
bopmyBanHi enoreniansHoi aucdynkuii npu LI, Brepie oo BrumB PAUL-1 ta UI-2 Ha
GasyicHi MeXaHI3MH eHIOTEJHONPOTEKIN Ta HeHPOIPOTEKLi, NIOSICHIOE MeXaHi3MH iX J1ii Ta e)eKTMBHICTS B
eKCTICpHMCHTIBHIM  Tepamii  dapMakoTepamii — HeBponoriunmx — yckiammens LIJI B
KOMIUIEKCHOMY JIiKyBaHHi TALli€HTiB 3 LlyKPOBHM 1iabeToM.
6. 3ayBaskeHHS Ta NPONMO3HNLII: HE BHOCUIMCS.

OO6roBOpeHO Ta 3aTBEp/DKEHO Ha 3aciganHi kadenpu wiiHiunoi dapmakomnorii IIMKCD
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i}f;napf{ril} imepneiixiﬂoaorc? psiay — PeLenTOpPHOro aHTaroHICTy iHTEepJICHKIHY~
) Plieiikiny-2 («POHKONEHKIHY). :

: Yc?anosa ii aapeca, BukonaBmi: Harionansuuii (papMaleBTHUHUI yHIBEPCUTCT, 61002, M.
XapKlB, Byx. ITymkinceka, 53, 3n106ysau Tepemenko Cepriit BacHabOBHM.

M : ZUKepesia indopmanii:

1) Cynpyn . B., Tepemenko C. B. Ponb sH10TeMaTbHOM AUCOYHKIMN B popmMupoBaHUH
OCJIOKHEHHM caxapHoro juaGera M [EpCHEKTUBHI €€ KOpPEKIHU penenTopHbIM

AHTArOHHCTOM HHTepIeHKuHa- 1. Bichuk naykosux docnioicens. 2017. Ne 2.. C.. 5-12.
2) Suprun Elina, Tereshenko Sergei, Piminov Alexander, Velikiy Dmitriy, Tsubanova

Natalia, Lukienko Olga, Kornienko Valentina. IL-1RA stabilizes the thiol-disulfide system
in the brain tissues of rats with experimental diabetes. Medical Education. 2017. Iss. 12 (2),

Vol. 51. P. 1521-1530.
3) Cympyr 3. B., Tepemenko C. B. LluroxkuHOTepanus HEBPOJIOTHICCKHUX OCJIO)KHEHUH

caxapHOTO Jmabera: pe3y/bTaThl U IEPCIIEKTUBE: MoHOrpadus. Saarbruken, Deutschland:
LAP LAMBERT Academic Publishing, 2017. 64 c.
4. Jle i KoJgH_ BHPOBAJXKEHO: B HAyKOBO-TIEJAroriynuii mporec Kadenpu ¢dapmaxoJorii

HanioHansHOro MeIHdHOTO yHiBepcuTety iMeri O.0. Boromonsiia «02» sororo 2018 p.

5. Pe3yabTaT BUPOBAKEHHN: OTpAMaHa iHhOpMallis BUCBITIIOE HOBI aCIEKTH Y PO3BUTKY
OCTIMIEMIYHOrO JIAHIIOTY IaTo(i3ioNoriuHkX 3MiH TKAaHMHH MO3Ky mOpu (opMyBaHHI
ernorenianbHoi mucdyrknii npu LI, Brepme mosoauts BmB PALJI-1 Ta IJI-2 Ha GasucHi
MEXaHi3MH EeHIOTEIIONpPOTEKIi Ta HEHPONPOTEKIii, NOACHIOE MEXaHI3MHU IX ol T8
e(eKTHBHICTh B EKCIIEpPAMEHTaJIbHI Teparil papMaxoTepanii HEBpOIOTiYHKX ycknaanenb LI/ B

KOMILICKCHOMY JIIKyBaHHI HAIli€HTiB 3 IyKPOBAM [1a0CTOM.

6. EdextuBHicTh BnpoBax:KeHHs: Pe3ynbTaTH HAyKOBHX JOCHIDKEHb BIPOBA/LKECHI B
yuboBuii mpomec kadenpu apmakosnorii. BHKOpHCTaHHS PO3POOKHM IIOKa3alo, IO

e)eKTHBHICT BIPOBAKEHHS Bi/IMOBiIae KPUTEPiAM, SIKi HABEIICHI Y JuKeperax iHdopMalrii.

7. 3ayBaKeHHs Ta NPONO3MLii: HE BHOCHUJIUCA.

O6roBopeHo Ta 3aTBepKEHO Ha 3acifanHi kadenpu dhapmakosorii HanioHaIbHOr0 MEIMYHOTO
yHiBepcutery iMeri O.0. Boromomnpiis, mpotokoa Nel9 sin «02» mrororo 2018 p.
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1. Hasea mnpono3unii /i BNPOBA/KeHHA: EHJOTENIONPOTEKTHBHI  e(eKTH
LUTOKIHOBHX IIpeNapaTiB iHTEpIEeHKIHOBOrO psifly — pELENTOPHOTO AaHTAaroHiCTy

inTepneiikiny-1 (PAIJI-1) ta inTepneiikiny-2 («PoHKONEHKIH).

2. YcraHosa, ii aapeca, Bukonapui: Hamionansauit papmaneBTiunuii yHiBepcuTeT,

61002, M. XapkiB, Byu. [TymkiHceka, 53, 3106yBay Tepemenko Cepriii Bacunbosud.

3. [xepena indopmanii:

1) Cynpyn 3. B., Tepemenko C. B. Pome sHporennansHOM auchyHKUEH B
(OpMHpPOBaHHK OCIOXHEHHH CaxapHOro Juabera M NMEPCIEKTHBHI €e KOPPEKLMH
PELENTOPHBIM aHTarOHUCTOM MHTEpIIeHKUHa- 1. Bicnuk Haykosux docnioscens. 2017.
Ne2.C.5-12.

2) Suprun Elina, Tereshenko Sergei, Piminov Alexander, Velikiy Dmitriy, Tsubanova
Natalia, Lukienko Olga, Kornienko Valentina. IL-1RA stabilizes the thiol-disulfide
system in the brain tissues of rats with experimental diabetes. Medical Education.
2017.Iss. 12 (2), Vol. 51. P. 1521-1530.

3) Cynpys 3. B., Tepemenxo C. B. LluTokHHOTEpanus HEBPOJIOTHYECKUX OCIOKHEHUH
caxapHoro nauabera: pe3ylbTaThl M NEpPCIeKTHBB: MoHorpadus. Saarbruken,
Deutschland: LAP LAMBERT Academic Publishing, 2017. 64 c.

4. Jle i koM BHpOBAaJKEHO: B HaBYalNbHHM mpouec kadenpu dapmakonorii ta

TOKCHKOJIOTii XapKiBChKOI ZIepikaBHOI 300BETEPHHAPHOI aKajieMil 3 ,J_Z” T/l /e

2018 p.

5. Pe3yJbTaT BHOPOBAXMKEHHS: OTPHMaHa iH(OpPMalis BHCBITIIIOE HOBi acIeKTH y

PO3BHTKY IMOCTIIIEMIYHOTO JIAHIOTY MaTOGi3ioNoriYHMX 3MiH TKAHMHH MO3KY IIPH

dopmyBaHHi epoTemiansHol aucdyrkuil npu LI/, Bnepiue nosomuts Bume PALI-1 ta

IJI-2 na OGasucHi MeXaHi3MH EHIOTENONPOTEKIii Ta HEHPONPOTEKIii, MOACHIOE

MexaHi3Mu 1x Aii Ta edeKTHBHICTH B eKCIepMMEHTaIbHIH Tepamii QapmakoTeparil

HEBPOJIOTIYHUX ycknamHeHp 1[J] B KOMILIEKCHOMY JiKyBaHHI IAIi€HTiB 3 IyKPOBHM

niabeTom.

6. 3ayBaxceHHs Ta NPONO3MLIl: HE BHOCHIIHCS.
O6roBopeHO Ta 3aTBepPKEHO Ha 3acimaHHi Kadenpu apMakonorii Ta TOKCHKOIOTIT

XapkiBobKoi JepxaBHOI 300BeTepHHApHOI aKajewii, mportokon Ne /7 Bin ./ 4>

TC p et 2018p.

BinnoBinansHuit 32 BIPOBaDKEHHS:

3aBifyBay Kadenpu hapMaKoorii Ta TOKCHKOIOTT

XapKiBChKOI ZIepiKaBHOI 300BETEPUHAPHOT akaieMii /

JoKTOp Gionmorivaux Hayk / B.I. Kopnienko




1

