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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы исследования
На сегодняшний день из–за значительной распространенности и тяжелых последствий для состояния здоровья населения сосудистые заболевания головного мозга (ГМ) являются одной из важнейших медико–социальных проблем в большинстве экономически развитых и развивающихся стран мира. В частности, инсульт, по данным ВОЗ, ежегодно поражает 16 млн. и является причиной смерти у 5,7 млн. человек, что составляет около 10% в общей структуре смертности во всем мире (Ларина Н.В. с соавт., 2012; Meyers J.L. et al., 2011). Цереброваскулярные заболевания (ЦВЗ) – одна из основных причин заболеваемости, смертности и инвалидизации и в Российской Федерации. Смертность от нарушений мозгового кровообращения (НМК) в России занимает 2–е место, уступая лишь кардиоваскулярной патологии и составляя в острой стадии инсульта около 35% случаев (Котова О.В., 2012). Важно отметить, что именно основные последствия ишемии головного мозга (ИГМ) – ишемический инсульт (ИИ) и сосудистая деменция являются ведущей причиной первичной инвалидизации населения. Таким образом, инсульт ложится тяжелым социально–экономическим бременем на общество в целом (Довгун С.С., 2011; Ларина Н.В. с соавт., 2012; Одинак М.М. с соавт., 2012).
С целью оптимизации тактики лечения в каждом конкретном случае значимым представляется установление основной причины и механизма развития ЦВЗ (Скворцова В.И. с соавт., 2006). На практике разграничение роли острых и хронических нарушений в патогенезе прогрессирующего сосудистого поражения ГМ не всегда возможно, а с точки зрения терапии – целесообразно. Острые и хронические формы НМК могут переходить одна в другую, являясь стадиями ЦВЗ (Захаров В.В. с соавт., 2012; Чуканова Е.И. с соавт., 2012).
В связи с перечисленными особенностями распространенности и последствий острых НМК (ОНМК) поиск новых путей первичной и вторичной профилактики ИГМ, совершенствование системы квалифицированной медицинской помощи больным с ЦВЗ справедливо считаются одними из приоритетных задач современной медицины в общем и клинической фармакологии, в частности (Суслина З.А. с соавт., 2008; Стаховская Л.В. с совт., 2009; Котова О.В., 2012).
Важным направлением специфической терапии ИИ является нейропротекция. Нейропротекторная терапия сложна и вариабельна, так как отражает разнообразие механизмов ишемического повреждения тканей ГМ (Хеннериици М.Дж. с соавт., 2008; Беленичев И.Ф. с соавт., 2009). Основываясь на многокомпонентности «ишемического каскада» (НМК, глутаматная «эксайтотоксичность», индукция различных форм клеточной гибели, активация свободнорадикальных процессов (СРП) и др.), при лечении ИГМ следует обращать особое внимание на целесообразность совместного применения лекарственных препаратов (ЛП), способных потенцировать действие друг друга. Исходя из этого, дальнейшие перспективы и задачи в развитии нейропротекции связаны с поиском новых и расширением возможностей существующих терапевтических стратегий (Верткин А.Л. с соавт., 2007; Исайкин А.И., 2010; Ваизова О.Е. с соавт., 2011; Луцкий М.А. с соавт., 2011; Шмырев В.И. с соавт., 2011; Goldstein L.B., 2007). Одним из путей реализации этой задачи, наряду с созданием новых средств, является разработка новых схем применения уже испытанных и хорошо зарекомендовавших себя в клинике ЛП с разным механизмом действия. Среди большого арсенала нейропротекторов значимое место сейчас занимают ноотропы («истинные» и ноотропные ЛП смешанного, в том числе антиоксидантного (АО), действия).

Особый интерес для лечения ЦВЗ, на наш взгляд, представляет гормон эпифиза мелатонин (МТ), обладающий помимо всего прочего и выраженным АО потенциалом (Арушанян Э.Б., 2010; Reiter R.J. et al., 2007; Tan D.-X. et al., 2007; Srinivasan V. et al., 2008; Watson R.R., 2012). У нас в стране клиническое применение МТ стало возможным после поступления несколько лет назад на фармацевтический рынок МТ–содержащего ЛП «Мелаксен» («Unipharm», США).
Цель и задачи исследования
На основании изложенного цель нашего исследования состояла в комплексной фармакологической оценке нейропротекторной активности ноотропов различного механизма действия, применяемых самостоятельно и в комбинации с мелаксеном при экспериментальной ИГМ (ЭИГМ) у крыс.

В соответствии с целью работы были поставлены следующие задачи:

1. Изучить нейропротекторные эффекты ноотропов пирацетама, винпоцетина и мелаксена, а также их комбинаций по показателю 24–часовой выживаемости крыс после ЭИГМ.

2. Провести сравнительный анализ биоэлектрической активности ГМ крыс в контроле и на фоне применения изучаемых ЛП; выявить информативные параметры спектров мощности электроэнцефалограмм (ЭЭГ) крыс до и в различные периоды времени после моделирования неполной глобальной ИГМ.

3. Оценить влияние превентивного курсового введения изучаемых ЛП и их комбинаций на биохимические показатели активности СРП как маркеров развития окислительного стресса в крови крыс через 24 ч после ЭИГМ.
4. Провести сравнительный морфологический анализ структуры коры ГМ и гиппокампа крыс, подвергшихся ЭИГМ, в контроле, а также на фоне введения мелаксена и его комбинаций с пирацетамом и винпоцетином.

Научная новизна исследования
Впервые изучено нейропротекторное действие МТ-содержащего ЛП – мелаксена самостоятельно и в комбинациях с ноотропами различного механизма действия  на модели неполной ЭИГМ.

Проведен сравнительный анализ выживаемости крыс, получавших пирацетам, винпоцетин, мелаксен и их сочетания, при церебральной ишемии.

Впервые изучена эффективность курсового 2х-недельного превентивного введения мелаксена и его комбинаций с пирацетамом и винпоцетином при ЭИГМ, вызванной необратимой перевязкой общих сонных артерий (ОСА) у крыс. При этом произведена комплексная оценка влияния исследуемых ЛП, в том числе в сочетаниях, на биоэлектрическую активность ГМ крыс, биохимические показатели активности СРП в крови животных, а также структуру фронтальной коры больших полушарий ГМ и гиппокампа.

Впервые показано, что по своей нейропротекторной активности в условиях НМК по ишемическому типу комбинация мелаксена с винпоцетином превосходит как пирацетам, винпоцетин и мелаксен по отдельности, так и пирацетам в сочетании с мелаксеном.

Теоретическая и практическая значимость работы

Диссертационная работа выполнялась в рамках плановой тематики НИР кафедры фармакологии и клинической фармакологии РостГМУ и утверждена на заседании Ученого совета педиатрического факультета РостГМУ (протокол №8 от 23.12.2008 г).

В ходе диссертационного исследования проведена комплексная сравнительная фармакологическая оценка нейропротекторного действия ноотропов различного механизма действия и их комбинаций с МТ-содержащим ЛП мелаксеном в условиях их курсового профилактического применения. Установлено, что сочетание мелаксена с винпоцетином оказывает бóльшее защитное действие при НМК по ишемическому типу, чем каждый из названных компонентов по отдельности, а также пирацетам, в том числе в сочетании с мелаксеном.

Полученные результаты сравнительного анализа эффективности превентивного использования различных ноотропов и их комбинаций с мелаксеном указывают на потенциальную значимость применения ЛП нейрогормона МТ для расширения возможностей нейропротекции при ИГМ. Это является обоснованием для углубленного клинического изучения и оценки возможности и целесообразности включения ЛП нейрогормона МТ в состав комплексной фармакотерапии и фармакопрофилактики НМК и других неврологических заболеваний.

Полученные в работе данные могут использоваться в учебном процессе на кафедрах фармакологии и клинической фармакологии, гистологии, патологической физиологии, неврологии медицинских вузов при изучении лекарственных средств, обладающих антиишемическим, нейропротекторным действием, а также патогенеза и последствий ИГМ.

Основные положения, выносимые на защиту
1. Ноотропные ЛП различного механизма действия (пирацетам, винпоцетин) при превентивном самостоятельном применении, а также в комбинации с мелаксеном оказывают разной степени выраженности нейропротекторное действие при неполной ИГМ, вызванной необратимой окклюзией ОСА.
2. Из всех изученных ЛП наиболее эффективной является комбинация винпоцетина с мелаксеном, которая при неполной ИГМ оказывает выраженное нейропротекторное действие, превосходящее таковое у мелаксена и винпоцетина по отдельности, а также у пирацетама и его сочетания с мелаксеном.

3. Курсовое профилактическое введение комбинации винпоцетина с мелаксеном при неполной ЭИГМ у крыс значительно увеличивает число выживших животных, улучшает функциональное состояние ГМ, уменьшает степень выраженности СРП и масштабы постишемического повреждения тканевых элементов ГМ.

4. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности дальнейшей разработки мелаксена в качестве средства коррекции НМК и необходимости экспертной оценки возможности и целесообразности включения ЛП мелатонина в состав комплексной фармакотерапии и фармакопрофилактики ИГМ.

Внедрение результатов исследований
Полученные в ходе исследования данные используются в ходе чтения лекций и проведения семинаров со студентами, интернами и ординаторами на кафедрах фармакологии и клинической фармакологии, гистологии, патологической физиологии, неврологии и нейрохирургии ГБОУ ВПО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ; кафедре фармакологии ГБОУ ВПО «Астраханская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ.
Новые подходы к оценке эффективности нейроропротекторов внедрены в практику выполнения экспериментальных работ на кафедре фармакологии и клинической фармакологии ГБОУ ВПО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ. Соответствующие акты внедрения прилагаются.

Апробация работы

Материалы диссертации были представлены на 63-67-ой Итоговых научных конференциях молодых ученых и специалистов РостГМУ (Ростов-на-Дону, 2009-2013), V Научной сессии РостГМУ, посвященной 95–летию высшего медицинского образования на Дону и 80–летию РостГМУ (Ростов-на-Дону, 2010), XIV Международной научной конференции «Здоровье семьи – XXI век» (Римини, 2010), VI Конференции врачей общей практики (семейных врачей) Юга России (Ростов-на-Дону, 2010), ХVII Международном конгрессе по реабилитации в медицине и иммунореабилитации (Нью-Йорк, 2012), IV Съезде фармакологов России «Инновации в современной фармакологии» (Казань, 2012), XV международном конгрессе «Здоровье и образование в XXI веке» (Москва, 2013).
По материалам диссертации опубликовано 22 научных статьи, в том числе 9 – в рецензируемых изданиях.
Структура и объем работы

Диссертация изложена на 264 страницах машинописного текста и включает следующие разделы: введение, обзор литературы, описание материалов и методов исследования, три главы собственных исследований, обсуждение результатов, научно-практические рекомендации, выводы, список литературы, содержащий 363 источника, из них 182 – отечественных и 181 – зарубежный. Диссертация иллюстрирована 52 рисунками, 54 микрофотографиями и 20 таблицами.
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
Материалы и методы исследования
Объект исследования: 286 белых нелинейных крыс–самцов массой 250–300 г, распределенных на 12 групп по 16 – 46 животных в каждой.
В соответствии с дизайном исследования за 14 дней до моделирования ЭИГМ животные были разделены на 2 контрольные и 10 опытных групп:

1) контрольные: I уровня (ЛО) (16 крыс), которым в/б в течение 14 дней вводился 0,9% изотонический раствор NaCl в дозе 0,2 мл/сут, а затем воспроизводили все этапы операции без перевязки ОСА; II уровня (ИШ) (46 крыс) – им вводился физ. раствор в режиме и объеме, аналогичном группе ЛО, а затем моделировали острую неполную глобальную ИГМ путем необратимого одномоментного лигирования на 24 ч левой и правой ОСА (Мирзоян Р.С. с соавт., 2005; Farkas Е. et al., 2004; Li Z. et al., 2011; Bhattacharjee А.К. et al., 2012).

2) основные, которым в течение 14 дней вводились изучаемые ЛП: пирацетам в дозе 300 мг/кг/сут в/б (группы Пло и Пиш (16 и 36 крыс)); мелаксен в дозе 0,25 мг/кг/сут в/б (группы Мло и Миш (16 и 32 крысы)); винпоцетин в дозе 4 мг/кг/сут в/б (группы Вло и Виш (16 и 26 крыс)); пирацетам в сочетании с мелаксеном в вышеуказанных дозах (группы ПМло и ПМиш (16 и 30 крыс)) и винпоцетин с мелаксеном (группы ВМло и ВМиш (16 и 20 крыс)), а затем производили, либо ложную операцию, либо моделировали ИГМ вышеописанным способом. Исходное число животных подбиралось с тем расчетом, чтобы после ЭИГМ во всех группах количество выживших крыс было одинаковым.
Все хирургические процедуры проводились в стерильных условиях под общим наркозом (тиопентал натрия в дозе 120 мг/кг в/б). 24 ч спустя после моделирования неполной глобальной ИГМ фиксировали количество выживших крыс во всех группах, производили их декапитацию под эфирным наркозом и забор необходимого биологического материала (Holsen R.R., 1992).

Нейропротекторную активность изучаемых ЛП оценивали комплексно посредством использования 3х типовых методов:
1. Изучение биоэлектрической активности ГМ при ЭИГМ у крыс.
1) Количественный анализ ЭЭГ.

2) Анализ частотно-пространственной организации ЭЭГ.
Для ЭЭГ–анализа по стереотаксическим координатам в соответствии с атласом Paxinos G. et al. (2007) имплантировали 4 активных электрода: в область соматосенсорной коры и зону СА1 гиппокампа симметрично справа и слева, а также 1 заземляющий электрод – в лобную пазуху. ЭЭГ регистрировалась монополярно на 8–канальном электроэнцефалографе-анализаторе ЭЭГА–21/26 «Энцефалан 131–03» («Медиком–МТД», Россия). Исследовались показатели относительных значений мощности (ОЗМ, %) для Δ–(1–4 Гц), θ–(5–7 Гц), α–(8–12 Гц) и β–(13–30 Гц) частотных диапазонов ЭЭГ крыс, а также значения биспектрального индекса (BIS), рассчитываемого как соотношение (Δ+θ)/(α+β), и индекса IDT, равного соотношению представительств Δ– и θ–диапазонов ЭЭГ, на фоне применения изучаемых ЛП и их комбинаций (Zhang Sh. et al., 2006; 2013). Показатели ОЗМ, BIS и IDT регистрировались во всех группах крыс до, через 6 ч и 24 ч после ЭИГМ (либо ложной операции); также проводилось их сравнение относительно таковых в группах контроля I и II уровней.
2. Биохимический анализ показателей плазмы крови при ЭИГМ у крыс.
1) Определение радикальных продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) методом Н2О2- индуцированной люминол-зависимой хемолюминесценции (ХЛ) проводили в первые часы после взятия проб на хемилюминометре ХЛ–003 (Россия) по Шестакову В.А. с соавт., 1979.
2) Определение содержания диеновых конъюгатов (ДК) осуществляли спектрофотометрически на спектрофотометре DU-800 (Beckman Coulter, США) по методу Стальной И.Д. (1977а).
3) Определение содержания малонового диальдегида (МДА) производили спектрофотометрически на спектрофотометре DU-800 (Beckman Coulter, США) по методу Стальной И.Д., Гаришвили Т.Г. (1977б).
4) Определение содержания оснований Шиффа (ШО) осуществляли спектрофлуориметрически на спектрофлуориметре Shimadzu RF-5301PC (Япония) по методу Bidlack W.R., Tappel A.T. (1973).
5) Определение активности супероксиддисмутазы (СОД) и супероксидустраняющей активности (СУА) плазмы крови производили посредством спектрофотометрического анализа (Сирота Т.В., 1999) с использованием спектрофотометра DU-800 (Beckman Coulter, США).
6) Активность каталазы в эритроцитах и скорость утилизации H2O2 плазмой крови крыс определяли по методике Королюк М.А. с соавт., 1988. Оптическую плотность контрольных и опытных проб измеряли на спектрофотометре DU-800 (Beckman Coulter, США).
7) Определение оксидазной активности церулоплазмина (ЦП) осуществляли фотометрически на спектрофотометре DU-800 (Beckman Coulter, США) по методу Камышникова В.С. (2000).
3. Морфологический анализ изменений в ГМ, свойственных картине формирующейся ЭИГМ, и влияния на нее применявшихся ЛП производился посредством светооптической и электронной микроскопии образцов фронтальной коры ГМ и гиппокампа крыс.

1) Светооптический микроскопический анализ. Изучаемые фрагменты фиксировали в жидкости Карнуа и после стандартной гистологической проводки с использованием спиртов восходящей концентрации заливали в парафин. Изготовленные срезы толщиной 3–6 мкм окрашивали гематоксилином–эозином (г-э). Помимо качественной выполняли также и количественную морфометрическую оценку состояния нервной ткани. Для определения соотношения количества нейронов к глиоцитам проводили подсчет количества глиоцитов из расчета на 300 нейронов (коэффициент Н/Г).
2) Электронно-микроскопический анализ. Для ультраструктурного анализа забирали кусочки (размером 1–2 мм) ткани соматосенсорной коры ГМ и гиппокампа крыс из каждой группы. Извлеченный материал промывали в холодном 0,1 моль/л буферном растворе фосфата натрия (pH=7,4). Далее образцы ткани в форме кусочков размером 1×1 мм фиксировали в холодном 2,5% растворе глутаральдегида на 0,1 М фосфатном буфере (рН=7,4) с последующей постфиксацией 1% раствором тетраокиси осмия (Palade G.E., 1952). Материал промывали в холодном растворе фосфатного буфера, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации и заливали в аралдит по методике Glauert А.М., Glauert R.H. (1958). Полимеризацию блоков производили ступенчато при tо=48°С, 59°С, 80°С. Полутонкие срезы толщиной 1 мкм, изготовленные на ультратоме УМТП–2, окрашивали 0,1% раствором толуидинового синего. После прицельной заточки блоков на ультрамикротомах УМТП–3М и LKB–8800 изготавливали ультратонкие срезы (50–90 нм), которые последовательно контрастировали в 2,5% спиртовом растворе уранил–ацетата (Watson M.L., 1958; 1986) и растворе цитрата свинца по Reynolds E.S. (1963), а затем просматривали в просвечивающем электронном микроскопе Tecnai G2 Spirit Bio TWIN с системой фотосъемки Tecnai Plate Camera System и цифровой видеокамерой высокого разрешения SIS MegaView III.
Статистическая обработка результатов исследования проводилась на персональном компьютере с ОС «Windows». Достоверность различий между группами определяли в электронных таблицах (MS Excel) с использованием параметрического t–критерия Стьюдента (при р≤0,05) для сравнения средних независимых выборок. Применялся также пакет компьютерных программ STATISTIСA 6.0 (многофакторный дисперсионный анализ MANOVA и сравнительный post-hoc анализ по критерию Фишера). Результаты представлены в виде M ± m, где M – среднее, m – стандартная ошибка среднего. Критический уровень значимости при проверке статистических гипотез принимался равным р=0,05 (Р=95%).
Результаты исследования и их обсуждение
На первом этапе исследования изучалась суточная выживаемость крыс при моделировании у них неполной глобальной ИГМ путем двухсторонней окклюзии ОСА. Через 24 ч после операции нами была зафиксирована гибель более, чем половины крыс контрольной группы ИШ, получавших физ. р-р. Зарегистрированные нами показатели выживаемости животных в опытных группах представлены в табл. 1.
Таблица 1.

Влияние изучаемых ЛП на выживаемость крыс при ЭИГМ

	Группы крыс
	Количество проопериро-ванных животных
	Количество животных, переживших окклюзию ОСА
	Количество животных, умерших после

окклюзии ОСА
	Выживаемость, %

	ИШ
	46
	16
	30
	34,8

	Пиш
	36
	16
	20
	44,4*

	Миш
	32
	16
	16
	50,0*

	Виш
	26
	16
	10
	61,5**

	ПМиш
	30
	16
	14
	53,3**

	ВМиш
	20
	16
	4
	80,0**


Примечание: * – при р<0,05 по сравнению с контролем II (группа ИШ); ** – при р<0,01 по сравнению с контролем II (группа ИШ) (t–критерий Стьюдента).
Таким образом, профилактическое курсовое применение изучаемых ЛП в разной степени повышало выживаемость крыс. При этом комбинация винпоцетин+мелаксен оказалась наиболее эффективной, обусловливая в 3,2 раза более низкую (при р<0,01) летальность, чем у животных группы контроля ИШ, что, на наш взгляд, явно свидетельствовало о повышении устойчивости нервной ткани к циркуляторной гипоксии. Этот предварительный вывод в полной мере подтвердился при проведении последующих разделов нашего исследования.

Ввиду того, что, согласно литературным данным, ИГМ всегда сопряжена с модуляцией его функционального состояния, далее мы исследовали влияние курсового применения изучаемых ЛП и их комбинаций на церебральную биоэлектрическую активность крыс до окклюзии ОСА и в различные периоды времени после нее. Данные, зарегистрированные при сравнительном количественном анализе ЭЭГ крыс до, а также в различный периоды после ЭИГМ, представлены на рис. 1-3.
Так, в фоновых ЭЭГ животных (рис. 1), получавших физ. р-р (контроль I и II), во всех отведениях колебания в диапазоне θ–ритма доминировали над остальными осцилляциями, но максимальный его показатель ОЗМ наблюдался в гиппокампе. 
[image: image1.emf]ОЗМ до ЭИГМ
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Рис. 1. Распределение ОЗМ частотных диапазонов ЭЭГ до проведения ЭИГМ.
Примечание: по оси ординат – ОЗМ (%), по оси абсцисс – группы крыс и диапазоны спектра ЭЭГ; * – статистически значимые отличия по сравнению с группой ЛО при р<0,05; ** – статистически значимые отличия по сравнению с группой ЛО при р<0,01; # – статистически значимые отличия по сравнению с группой ИШ при р<0,05; ## – статистически значимые отличия по сравнению с группой ИШ при р<0,01 (MANOVA).
Что касается корковых отведений, то в них фиксировалось выраженное представительство быстроволновой β–активности. Нужно подчеркнуть, однако, что спектральная мощность Δ–ритма в группах контроля оказалась ниже, чем θ–диапазона, но превышала таковую у высокочастотных ритмов. Подобное распределение ритмов в целом соответствовало литературным данным (Алиев О.И., 1997; Плотников М.Б., 2000; Аристов А.В., 2010; Xu Х. et al., 2012).
В ходе сравнительного анализа распределения ОЗМ частотных диапазонов фоновых ЭЭГ крыс, получавших ЛП, нами был зафиксирован специфический комплекс характерных изменений представительства частотных диапазонов по сравнению с контрольными группами.

Наиболее выраженное влияние на исходные ЭЭГ крыс в условиях поставленного эксперимента проявил пирацетам. Так, он уменьшал представительство Δ–активности и способствовал увеличению во всех регистрируемых отведениях ОЗМ α–частотного диапазона, а также β–ритма – в соматосенсорной коре с обеих сторон, демонстрируя тем самым присущие ему свойства «эталонного» ноотропа.

Винпоцетин в наибольшей степени способствовал уменьшению мощности Δ–ритма в области гиппокампа и соматосенсорной коры, но увеличению θ–ритма в гиппокампе с обеих сторон.

Необходимо отметить, что минимальное влияние на показатели фоновой ЭЭГ крыс в нашем исследовании оказывал мелаксен: было зафиксировано некоторое уменьшение Δ–ритма в гиппокампе справа и увеличение θ–ритма в соматосенсорной коре с обеих сторон, а для быстроволновых α– и β–ритмов отличия от групп контроля даже носили статистически незначимый характер.
При использовании мелаксена в комбинации с пирацетамом и винпоцетином в наибольшей степени проявились ЭЭГ-эффекты винпоцетина и пирацетама, соответственно.
Таким образом, в целом, все исследуемые нами ЛП, применяемые как самостоятельно, так и в комбинациях, способствовали увеличению общей спектральной мощности ЭЭГ, снижению ОЗМ Δ–активности (особенно в случае использования пирацетама и комбинации пирацетам+мелаксен), а также повышению ОЗМ θ– (максимальные значения которого отмечались в группе винпоцетина) и β–ритмов (его представительство было наиболее выражено при использования пирацетама и пи-рацетама+мелаксена).

В совокупности подобное распределение частотных диапазонов в ЭЭГ крыс опытных групп соответствует повышению уровня бодрствования, улучшению организации ритмической активности ГМ животных и согласуется с количественным фармако-ЭЭГ(КФЭЭГ)–паттерном ноотропных средств (Каркищенко Н.Н., 1993; Saletu В.et al., 1980; Zhang Y.Y. et al., 2003). Данные о способности снижать ОЗМ Δ–диапазона на фоне повышения представительства высокочастотных ритмов ЭЭГ хорошо известны как в отношении пирацетама (Крапивин С.В., 1993; Vorobyov V. et al., 2011), так и винпоцетина (Notvest R.R. et al., 1988). Что касается МТ, то в доступной нам литературе сведения о его ЭЭГ-профиле единичны, известно лишь о влиянии МТ на медленноволновую активность (а именно о некотором подавлении Δ–ритма при потенцировании мощности θ–активности) при незначительном воздействии на быстроволновые диапазоны ЭЭГ (Авакян Г.Н., 2008; Ибрахим М.А. с соавт., 2012).
Далее важным для нас было исследовать показатели ЭЭГ крыс опытных групп после ЭИГМ или ложной операции, сравнив их с таковыми у животных контроля I и II уровней и определив ЭЭГ-признаки церебральной ишемии, а также проследить динамику зарегистрированных нами в ходе анализа исходных электрограмм ГМ коррелятов действия применяемых ЛП.

Стоит отметить тот факт, что спустя 6 ч после ЭИГМ (рис. 2) во всех группах крыс наблюдались однонаправленные изменения в распределении частотных диапазонов ЭЭГ, являющиеся коррелятами действия общего наркоза, реакции на стресс (оперативное вмешательство).
Происходило увеличение мощности Δ–активности, ее доминирование над θ–ритмом, уменьшение представительства α– и β– частотных диапазонов и снижение общей спектральной мощности ЭЭГ. Зафиксированное нами преобладание представительства Δ–ритма над остальными частотными диапазонами ЭЭГ у крыс в течение анестезии и состояния дремоты после наркоза вполне коррелирует с литературными данными (Аристов А.В., 2010; Xu J. et al., 2005). Однако у животных с двухсторонней перевязкой ОСА вышеописанная картина ЭЭГ была выраженнее, являясь, помимо прочего, маркером развития ИГМ, что также подтверждается научными данными (Алиев О.И., 1997; Mariucci G. et al., 2003; Zhang Sh., 2006; 2013; Gu Q.  et al., 2012; Paul S. et. al., 2012).
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Рис. 2                                                                  Рис. 3
Рис. 2-3. Распределение ОЗМ частотных диапазонов ЭЭГ через 6 ч (рис. 2) и 24 ч (рис. 3) после проведения ЭИГМ.

Примечание: по оси ординат – ОЗМ (%), по оси абсцисс – группы крыс и диапазоны спектра ЭЭГ; * – статистически значимые отличия по сравнению с группой ЛО при р<0,05; ** – статистически значимые отличия по сравнению с группой ЛО при р<0,01; # – статистически значимые отличия по сравнению с группой ИШ при р<0,05; ## – статистически значимые отличия по сравнению с группой ИШ при р<0,01 (MANOVA).
Через 24 ч после операции (рис. 3) показатели биоэлектрической активности ГМ у крыс, подвергшихся ЭИГМ и ложной операции, напротив, существенно различались. В группах ЛО животных показатели ОЗМ всех частотных диапазонов практически возвращались к исходным, а некоторые расхождения с таковыми (незначительное увеличение мощности Δ– на фоне уменьшения мощности θ– и α–частотных диапазонов) можно объяснить неполным восстановлением животных после перенесенных наркоза и оперативного вмешательства. При этом у ишемизированных крыс сутки спустя после ЭИГМ ЭЭГ-нарушения, наоборот, продолжали нарастать. Об этом свидетельствовало неуклонное снижение суммарной мощности ЭЭГ и ОЗМ θ–частотного диапазона, а также тот факт, что несмотря на некоторое снижение представительства Δ–диапазона, оно значительно превышало таковое у основной θ–активности.
Проведенный нами post hoc–анализ (по критерию Фишера) выявил ряд феноменов, служащих критериями увеличения межполушарной асимметрии при ЭИГМ: более выраженное повышение Δ–ритма в левом полушарии, угнетение доминирующего в норме θ–ритма, преимущественно в гиппокампе, уменьшение представительства быстроволновых диапазонов в корковых отведениях. Все приведенные выше сдвиги, вне всяких сомнений, представляют собой маркеры гипоксии и подтверждают развитие ИГМ сутки спустя после перевязки ОСА, коррелируя с многочисленными данными литературы (Алиев О.И., 1997; Плотников М.Б. с соавт., 2000; Mariucci G. et al., 2003; Marosi М. et al., 2006; Farkas Е., 2007; Kara I. et al., 2011; Xu Х. et al., 2012). В целом такой характер динамики ЭЭГ является важным предиктором непродуктивности проводимой перед окклюзией ОСА фармакопрофилактики.

Исключение в нашем исследовании составляла лишь группа крыс, получавших винпоцетин в комбинации с мелаксеном. Для нее была свойственна позитивная модуляция функционального состояния ГМ, выражавшаяся, прежде всего, в возрастании суммарной мощности спектра ЭЭГ. Только в группе крыс, получавших эту комбинацию ЛП, отмечалось распределение частотных диапазонов, близкое к фоновому: хотя ОЗМ θ–, α– и β–ритмов и были несколько ниже своих первоначальных значений, но θ–частотный диапазон, как и подобает, доминировал над Δ–активностью, свидетельствуя о бодрствующем состоянии ГМ крыс. У животных этой группы 24 часа спустя после операции нами было отмечено увеличение мощности β–частотного диапазона в области соматосенсорной коры справа (22,07± 26,54 при p=0,01) и слева (20,72 ± 25,92 при p=0,0014) по сравнению с группами ЛО и ИШ (рис. 4). Кроме того, в группе ВМиш в сравнении с группой ИШ было зафиксировано также увеличение мощности θ–частотного диапазона в области гиппокампа справа (36,92 ± 29,83) при p=0,0011 и слева (35,87 ± 28,70) при p=0,0015.
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Рис. 4. Сравнительный анализ показателей ОЗМ ЭЭГ через 24 ч после операции у крыс групп ВМло и ВМиш по сравнению с крысами групп контроля ЛО и ИШ по частотным диапазонам (все результаты статистически достоверны, p <0,01).

Примечание: Р4 – отведение в гиппокампе справа; Р3 – отведение в гиппокампе слева; С4 – отведение в соматосенсорной коре справа; С3 – отведение в соматосенсорной коре слева; [image: image5.png]


 – увеличение ОЗМ; [image: image6.png]


– уменьшение ОЗМ.

А, Б (ВМиш по сравнению с ИШ) – увеличение ОЗМ θ–частотного диапазона в отведениях Р4 (А) и Р3 (Б);

В, Г (ВМло и ВМиш по сравнению с ЛО и ИШ) – увеличение ОЗМ β–частотного диапазона в отведениях С4 (В) и С3 (Г);

Д, Е (ВМло и ВМиш по сравнению с ЛО и ИШ) – уменьшение ОЗМ Δ–частотного диапазона в отведениях С4 (Д) и С3 (Е).
Сделанные ранее выводы подтвердились и при расчете индекса BIS, отражающего общую мощность спектра ЭЭГ. Известно, что увеличение BIS является свидетельством замедления ЭЭГ, а снижение – наоборот, ее десинхронизации/ускорения.

На рис. 5, 6 представлена динамика показателя BIS до, через 6 ч и 24 ч после моделирования ИГМ у крыс контрольных и опытных групп.
Очевидно, что исходные (до проведения оперативного вмешательства) величины BIS на фоне применения исследуемых ЛП отличались от таковых в группах контроля. В большинстве случаев вводимые ЛП способствовали уменьшению этого параметра по сравнению с группами ЛО и ИШ: на фоне пирацетама – в 1,8 раза (р<0,01), винпоцетина – в 1,12 раза (р<0,05), сочетания пирацетама с мелаксеном – в 1,4 раза (р<0,01), комбинации винпоцетина с мелаксеном – в 1,26 раза (р<0,05). Исключение составлял вводимый самостоятельно мелаксен, достоверно не изменявший величины BIS.
[image: image7.emf]Динамика BIS при ложной операции
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Рис. 5                                                                Рис. 6

Рис. 5–6. Динамика показателя BIS до, через 6 ч и 24 ч после ложной операции (рис. 5) и моделирования ЭИГМ (рис. 6) в контрольных и опытных группах крыс.

Примечание: по оси ординат – значение BIS, по оси абсцисс – группы крыс и время регистрации ЭЭГ; * – статистически значимые отличия по сравнению с группой ЛО при p<0,05; ** – статистически значимые отличия по сравнению с группой ЛО при p<0,01; # – статистически значимые отличия по сравнению с группой ИШ при p<0,05; ## – статистически значимые отличия по сравнению с группой ИШ при p<0,01 (MANOVA).
Вышеприведенные результаты свидетельствуют в пользу того, что винпоцетин, являясь нейропротектором смешанного действия, способствует параллельному увеличению как доминирующей в норме медленноволновой θ–, так и быстроволновой (α– и β–) активности. Пирацетам, рассматриваемый как «эталонный» ноотроп, прежде всего, существенно изменяет быстроволновую ритмику ГМ, увеличивая представительство α– и β–диапазонов и обусловливая значение BIS, близкое к 1. Мелаксен, будучи адаптогеном, нормализующим цикл «сон–бодрствование», в свою очередь, практически не оказывает модулирующего действия ни на медленно–, ни на быстроволновую ЭЭГ–активность ГМ крыс.
Через 6 ч после операции во всех группах животных фиксировалось увеличение BIS, прежде всего, за счет преобладания Δ–активности. При этом значения BIS у ишемизированных и ЛО крыс, получавших тот или иной ЛП (либо их комбинацию), достоверно не отличались.
Сутки спустя после ложной операции показатели BIS во всех группах животных снижались и практически достигали исходных значений. В группах, подвергшихся ЭИГМ, BIS, напротив, был достоверно выше своего фонового уровня: в группе пирацетама – в 1,3 раза; мелаксена – в 1,15 раза; винпоцетина – в 1,12 раза; пирацетам+мелаксен – в 1,2 раза; винпоцетин+мелаксен – в 1,17 раза. Следует подчеркнуть, что во всех экспериментальных группах, получавших исследуемые ЛП, за исключением мелаксена, значение BIS сутки спустя после ИГМ, в противоположность контрольной группе ИШ, было меньше 2, что свидетельствовало о все же меньшей перестройке ЭЭГ–ритмов в сторону Δ–активности, а, следовательно, о наличии у вышеуказанных ЛП и их комбинаций нейропротекторной активности.
Таким образом, можно смело констатировать, что зафиксированные нами ЭЭГ-сдвиги стоит расценивать в качестве важного нейрофизиологического индикатора высокой эффективности профилактического применения комбинации винпоцетин+мелаксен с точки зрения нейропротекции при ИГМ.
С другой стороны, этот раздел нашей работы продемонстрировал и подтвердил большую значимость ЭЭГ и КФЭЭГ для анализа функционального состояния ГМ при его ишемическом повреждении, широко освещенную во многих литературных публикациях (Незнамов Г.Г. с соавт., 2000; Плотников М.Б. с соавт., 2000; Кербиков О.Б., 2009; Burghaus L. et al., 2007; Knyazev G.G., 2012; Aminoff М.J., 2012; Zhang Sh., 2013). Нами было отмечено, что мониторинг показателей церебральной биоэлектрической активности, в частности, динамики Δ–активности, в течение первых 24 ч после воздействия на ГМ потенциально важен для отслеживания прогрессирования ИГМ, с одной стороны, и контроля нейропротекторной эффективности фармакопрофилактики, с другой.
Исходя из поставленных задач, следующим этапом нашего исследования было изучение биохимических параметров плазмы крови, характеризующих активность отдельных звеньев СРП при ЭИГМ у крыс всех групп, а также оценка влияния на этот процесс изучавшихся ЛП и их комбинаций. В качестве индикаторных тестов были выбраны показатели ХЛ, ПОЛ и антиоксидантной системы (АОС).

В ходе анализа параметров ХЛ максимальные их значения были зарегистрированы в группе крыс, предварительно получавших физ. р-р и впоследствии перенесших 24-часовую окклюзию ОСА, что свидетельствует о высокой степени готовности к распространению СРП с вовлечением новых субстратов окисления.

В последующем наш исследовательский интерес был направлен на изучение уровня и емкости звена специфической АО защиты и интенсивность СРО, о которой судили по накоплению продуктов ПОЛ в плазме крови крыс при ЭИГМ: первичных – ДК, вторичных (обладающих наибольшим мембранотоксическим действием) – МДА, а также конечных (полностью нерастворимых поперечно сшитых соединений, не разрушающихся лизосомами и остающихся в виде инертных тел) – ШО, свидетельствующих об обрыве цепей пероксидации. Результаты, полученные нами в этой части исследования, представлены на рис. 7-9.
И снова наиболее неблагоприятная ситуация сложилась в группе контроля II. Результаты данного раздела нашего исследования подтвердили, что НМК, наступающее при ишемическом повреждении ГМ, вызывает повышенную генерацию активных форм кислорода (АФК), и, как следствие, активацию ПОЛ. Так, при анализе содержания продуктов ПОЛ в группе крыс ИШ нами было выявлено увеличение по сравнению с контрольной группой ЛО концентрации МДА в 1,3 раза (р<0,05) и ШО – в 1,6 раза (р<0,01).
Что касается изучаемых ЛП и их комбинаций, то пирацетам в значительно меньшей степени относительно других подавлял ПОЛ (возможно, ввиду своей способности повышать метаболическую активность клеток поврежденного ГМ и тем самым приводить к дополнительной продукции прооксидантных субстратов), а самой эффективной в плане ингибирования реакций ПОЛ оказалась комбинация винпоцетина и мелаксена.

У животных этой группы отмечалось выраженное ограничение ПОЛ, проявляющееся в усилении терминации процессов СРО, что способствовало снижению уровня мембранотоксичных промежуточных (ДК) и конечных (МДА) продуктов ПОЛ. По всей видимости, винпоцетин с мелаксеном способны усиливать эффекты друг друга, восстанавливая не только окислительный баланс клетки, но и клеточный гомеостаз в целом. Таким образом, совместное введение винпоцетина и мелаксена приводит к синергичному ограничению распространения ПОЛ при ЭИГМ.
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Рис. 7
              Рис. 8
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                                      Рис. 9
Рис. 7-9. Содержание ДК (нМоль/мл) (рис. 7), МДА (нМоль/мл) (рис. 8) и ШО (ед.фл./мл) (рис. 9) в плазме крови крыс после ложной операции или ЭИГМ в контрольных и опытных группах.
Примечание: * – статистически значимые отличия по сравнению с ЛО при р<0,05; ** – статистически значимые отличия по сравнению с ЛО при р<0,01; # – статистически значимые отличия по сравнению с ИШ при р<0,05; ## – статистически значимые отличия по сравнению с ИШ при р<0,01 (t–критерий Стьюдента).
В связи с тем, что нами были установлены индивидуальные различия в характере влияния изучаемых ЛП на СРО в крови животных на модели ЭИГМ, целесообразным, на наш взгляд, стало и изучение ключевых показателей АОС, таких как содержание в плазме крови СОД, ЦП (рис. 10-11).

Как и следовало ожидать, в ответ на повреждение нервной ткани, вызванное ишемией, на уровне системы АО защиты срабатывают адаптивно–компенсаторные механизмы, направленные на приспособление к новому режиму функционирования ГМ. Так, развитие окислительного стресса у крыс с ЭИГМ сопровождалось повышением емкости АОС, что проявлялось, в частности, достоверно (р<0,05) более высокой активностью СОД в группе ИШ по сравнению с животными группы ЛО (1,15 и 0,98 у.е./мин∙мг Hb, соответственно).
Полученные в ходе данного раздела исследования результаты свидетельствовали о том, что фармакологические свойства пирацетама не связаны с повышением емкости АОС, однако, данный ЛП повышает функциональное напряжение АОС. Что касается винпоцетина, то в условиях ложной операции он показал существенное влияние на АОС, которое, однако, в значительной мере угнеталось при последующей окклюзии ОСА. Влияние на параметры АО защиты мелаксена, напротив, было зарегистрировано и у ЛО, и у подвергшихся ЭИГМ животных. При этом действие на АОС проявилось как в случае использования мелаксена самостоятельно, так и в сочетании с винпоцетином. Кроме того, следует отметить значительное повышение активности СОД и ЦП при обоих вариантах введения мелаксена, что может выступать в качестве одного из важных механизмов его фармакологического действия в условиях оксидантного повреждения клеток ГМ. Наиболее существенные изменения в активности и емкости АОС были зафиксированы нами у крыс с ЭИГМ при сочетанном применении винпоцетина с мелаксеном, но в этом случае в большей степени проявились эффекты мелаксена.
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Рис. 10
                  Рис. 11

Рис. 10-11. Содержание СОД (усл.ед./мин∙мг Hb) (рис. 10) и ЦП (мкМоль/л) (рис. 11) в плазме крови крыс после ложной операции или ЭИГМ в контрольных и опытных группах.
Примечание: * – статистически значимые отличия по сравнению с ЛО при р<0,05; ** – статистически значимые отличия по сравнению с ЛО при р<0,01; # – статистически значимые отличия по сравнению с ИШ при р<0,05; ## – статистически значимые отличия по сравнению с ИШ при р<0,01 (t–критерий Стьюдента).
Резюмируя все полученные нами данные, можно констатировать, что между терапевтической эффективностью (в частности, повышением выживаемости, положительным влиянием на биоэлектрическую активность ГМ крыс при ИГМ) и возможностью подавлять СРП винпоцетина, равно как и мелаксена, существует определенная взаимосвязь. В литературе существуют аналогичные данные о способности МТ подавлять развитие оксидантного стресса, в частности, ограничивать СРО путем стимуляции активности АО ферментов (СОД, глутатионпероксидазы), уменьшения образования Н2О2 и продуктов ПОЛ (МДА) (Анисимов В.Н., 2007; Benot S. et al., 1999; Reiter R.J. et al., 2003), в том числе при различных формах НМК (Reiter R.J. et al., 2006; 2007; Ozacmak V.H. et al., 2009; Lapi D. et al., 2011).

Таким образом, детальный анализ показателей ХЛ, ПОЛ, АОС позволил нам выявить выраженность, характер и направленность влияния на СРП различных ЛП и их комбинаций в условиях ИГМ, индуцированной двухсторонней необратимой окклюзией ОСА у крыс. С другой стороны, результаты этого раздела исследования, безусловно, подтвердили существенную роль СРП, как универсального механизма повреждения тканей, в развитии ишемического повреждения ГМ. Данный тезис полностью согласуется с многочисленными литературными сведениями о сложном каскаде патобиохимических реакций, лежащих в основе патогенеза церебральной ишемии. Оксидантный стресс, включающий избыточную продукцию АФК, индуцирующих ПОЛ и цепь других функциональных и метаболических нарушений, истощение и неадекватное восполнение запасов естественных антиоксидантов, приводит к нарушению механизмов АО защиты и выступает в качестве одного из ведущих факторов повреждения нервной ткани при ишемии (Соловьева Э.Ю. с соавт., 2008; Луцкий М.А. с соавт., 2009; 2011; Madamanchi N.R. et al., 2005; Smith Е.Е. et al., 2010; Bhattacharjee А.К. et al., 2012). Следовательно, способность тех или иных потенциальных нейропротекторов снижать окислительный потенциал системы СРП является значимым показателем эффективности их применения в клинике.
Завершающим этапом нашей работы, целью которого явилась верификация степени нейронального повреждения при церебральной ишемии, а также сравнительный анализ влияния изучамых ЛП на стуктурно-функциональное состояние нервной ткани ГМ в условиях нормы и при ЭИГМ, стало морфологическое исследование.

Результаты светооптического и электронно–микроскопического анализа тканевых элементов ГМ крыс через 24 ч после окклюзии ОСА (рис. 12) свидетельствовали об отчетливых изменениях, присущих острому гипоксически-ишемическому состоянию нервных клеток и, прежде всего, о четкой их дифференциации на «светлые» и «темные». 
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Рис. 12. Кора ГМ и гиппокамп. Контроль II – 24-часовая ИГМ (группа ИШ)

а – Св. микроскопия, окраска г-э. Ув. х 400. Гиперхроматоз нейронов поля СА3 гиппокампа;

б, в, г – Ультраструктура. Эл. микроскопия. Ув. б) 4.200 («темный» нейрон); в) 6.500 (деструктивные изменения в кариоплазме нейрона); г) 4.200 (астроцит и структура ГЭБ).

Градация нейронов на гиперхромные («темные»), гипо- и нормохромные («светлые») объяснялась их выраженным полиморфизмом по составу, характеру распределения и количеству структурных компонентов белок-синтезирующей системы. Будучи универсальной и наиболее тяжелой формой реактивности и патологии нейрона при гипоксии (Боголепов Н.Н., 1979), именно гиперхромные нейроциты, находящиеся, скорее всего, в стадии функционального напряжения и гибели, в больших количествах встречались и в коре ГМ, и в гиппокампе крыс с ЭИГМ.
Другими наиболее очевидными морфологическими проявлениями ИГМ явились хроматолиз нейронов, вакуолизация цитоплазмы, набухание и сморщивание тел и отростков нейроцитов, активация фагоцитоза, о которой свидетельствовало повышенное содержание лизосом и крупных аутофагосом.

Несомненными были изменения структурно-функционального состояния ядра нейронов - модификация его формы; величины, структуры и топологии ядрышка; возрастание количества конденсатов хроматина в эухроматизированном ядре; выявление множества пор в фестончатой (извилистой) кариотеке. Они были сопряжены с очевидными изменениями ультраструктур цитоплазмы – с развитием элементов гранулярной эндоплазматической сети (ЭПС), комплекса Гольджи, повышением содержания свободных рибосом и распределением последних в различных локусах нейроплазмы.

Нарушалось при ИГМ и структурно-функциональное состояние гематоэнцефалического барьера (ГЭБ). Наиболее типичными были выраженные явления отека и снижение электронной плотности цитоплазмы астроцитов, в том числе за счет обеднения последних органеллами – митохондриями, элементами аппарата Гольджи и гранулярной ЭПС. Для ядер астроцитов, как и для нейронов, были свойственны признаки конденсации хроматина. Наблюдаемый отек эндотелиоцитов капилляров сопровождался набуханием митохондрий, деструкцией полирибосомальных розеток и распылением рибосом с их отделением от мембран элементов ЭПС. В целом, в сосудах микроциркуляторного русла преобладали признаки замедления и даже полного выключения кровотока. 
Таким образом, при светооптическом и электронно-микроскопическом анализе ГМ ишемизированных животных группы контроля были отмечены выраженные дистрофические и дегенераторные изменения нервных клеток, и наиболее чувствительными к ишемии оказались пирамидные клетки 3-го слоя коры ГМ и СА1-поля гиппокампа, поскольку именно среди этих клеток регистрировалось не только бóльшее число поврежденных нейронов, но и более глубокая степень их повреждения. Пролиферация глиоцитов приводила к снижению соотношения Н/Г до 1,31 по сравнению с 2,0 в норме (табл. 2).

Следует отметить, что все вышеуказанные особенности постишемических нарушений в нервной ткани ГМ крыс после окклюзии ОСА находились в полном соответствии с многочисленными литературными данными (Плотников М.Б. с соавт., 2000; Онищенко Л.С. с соавт., 2006; Шулятникова Т.В., 2010; Волкова Д.А., 2012; Данилова Т.Г., 2013; Mariucci G. et al., 2003; Marosi М. et al., 2006; Farkas Е., 2007; Ozacmak V.H. et al., 2009; Bhattacharjee А.К. et al., 2012).
Более того, возникающие при ЭИГМ отек, активация фагоцитоза, деструктивные изменения и гибель нейронов, а также прочие зафиксированные нами морфологические изменения четко коррелируют с выраженными нарушениями функциональной активности ГМ по данным ЭЭГ, в частности, с увеличением мощности Δ–ритма, что согласуется с данными литературы (Волкова Д.А. с соавт., 2012; Mariucci G. et al., 2003). С точки зрения Д.А. Волковой с соавт., усиление мощности Δ–активности определяется морфологическими перестройками, связанными, в основном, с отечными изменениями в дистальных дендритах, в то время как снижение мощности ритмов ЭЭГ при сильном ишемическом воздействии коррелирует с появлением пикнотических нейронов. Структурные изменения, вызванные локальной ишемизацией поверхностных слоев коры на раннем этапе развития нейродегенеративных процессов, направлены, по-видимому, на усиление тормозных, восстановительных процессов. Аналогичным образом ОНМК сопровождалось и описанными ранее биохимическими нарушениями, соответствующими морфологическим изменениям, что также коррелирует с публикациями в литературе (Плотников М.Б. с соавт., 2000; Ozacmak V.H. et al., 2009).

Проведенный сравнительный морфологический анализ эффектов исследуемых ЛП показал определенные особенности их влияния на тканевые элементы нервной ткани в условиях нормы и при ишемии ГМ.
Так, применявшиеся у ЛО животных по отдельности пирацетам, винпоцетин и мелаксен не вызывали каких-либо видимых морфо-функциональных изменений нейроцитов исследуемых отделов ГМ, за исключением легкого набухания ядер нейронов коры на фоне мелаксена.

В то же время на основании документированного уменьшения числа «темных» нейроцитов в лобной коре и гиппокампе при ЭИГМ по сравнению с контролем (группа ИШ) можно было констатировать наличие у перечисленных ЛП (особенно у винпоцетина и мелаксена, прежде всего – в комбинации) нейропротекторных свойств.

Системное превентивное введение мелаксена перед окклюзией ОСА и моделированием ЭИГМ улучшало морфо-функциональное состояние глиоцитов и нейронов гиппокампа (рис. 13), хотя и не было лишено ряда негативных проявлений влияния на ГМ, к которым можно было отнести набухание ядер нейроцитов (особенно выраженное в гиппокампе), поскольку свидетельствовало о нарастании гидрофильности кариоплазмы в связи с повышением проницаемости мембран ядерной оболочки и говорило в пользу способности мелаксена в условиях гипоксии усиливать проницаемость клеточных мембран, базальной мембраны тонкостенных сосудов (рис. 13г).
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Рис. 13. Кора ГМ и гиппокамп. 24-часовая ИГМ, мелаксен (группа Миш).

а – Св. микроскопия, окраска г-э. Ув. х 400. Гиперхромные нейроны поля СА1;

б, в – Ультраструктура. Эл. микроскопия. Ув. б) 4.200 («темный» нейрон (на ранних стадиях «потемнения»)); в) 6.000 («светлый» нейрон); г) 8.200 (ультраструктура сосуда микроциркуляторного русла с прилегающим астроцитом).
Подобная активность мелаксена в отношении эндотелия церебральных артерий отмечалась и другими исследователями (Ozacmak V.H. et al., 2009). Можно также указать на соответствующие контролю ультраструктурные взаимоотношения нейронов с олигодендроглиоцитами и астроцитами. Ядра и «светлых», и «темных» глиоцитов (особенно астроцитов) были гетерохроматизированы, в них относительно развитыми оказались органеллы цитоплазмы.
Минимальное повреждение тканей ГМ после ишемии отмечалось нами на фоне регулярного введения винпоцетина с мелаксеном (рис. 14). Использование для профилактики ишемических поражений ЦНС комбинации этих ЛП повышало толерантность нейронов к ишемическому повреждению. 

Основными составляющими нейропротекторного эффекта данной комбинации ЛП в условиях используемой модели ИГМ (и, по всей видимости, при гипоксически-ишемических состояниях в целом), являлись уменьшение выраженности гиперхроматоза и цитолиза нейронов со стимуляцией их функциональной активности и увеличением количества и/или объема ядрышек (рис. 14б). Применение винпоцетина и мелаксена предохраняло структуру основных мембранных органелл нейронов (ядра, митохондрий, ЭПС, комплекса Гольджи) от повреждения, а также предотвращало изменения структуры ядра, в частности, присущие апоптозу.
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Рис. 14. Кора ГМ и гиппокамп. 24-часовая ишемия ГМ, винпоцетин+мелаксен (группа ВМиш).
а – Св. микроскопия, окраска г-э. Ув. х 400. «Светлые» и гиперхромные нейроны коры.

б, в – Ультраструктура. Эл. микроскопия. Ув. б) 4.200 (4 «светлых» нейрона – обзорная микрофотография); в) 9.900 («светлый» нейрон и капилляр); г) 20.500 (синапсы).

Безусловны были и коррективы в структуре ГЭБ. Наблюдавшиеся субмикроскопические изменения в микроциркуляторном русле исследовавшихся отделов нервной системы при применении вышеназванных ЛП прежде всего характеризовались спецификой морфологической реакции выстилающего кровеносные сосуды эндотелия (рис. 14в). Именно следствием явного протективного эффекта винпоцетина с мелаксеном следует считать менее выраженную гетероморфность эндотелиоцитов, обусловленную явным снижением количества их, пребывавших в состоянии внутриклеточного отёка (как и значительное нивелирование проявлений перикапиллярного отёка); гелизацию и уплотнение цитоплазматического матрикса, увеличенное количество микроворсинок на люминальной поверхности, проявления микро- и, изредка, макроклазматоза, выраженного пиноцитозного транспорта; наличие в цитоплазме крупных овальных или округлых по форме и плотных по содержанию мономорфных или пластинчатых телец (иногда обнаруживаемых в перицитах и в адвентициальных клетках). Соответствовала представлениям нормы ультраструктура базальной мембраны, в листках которой обнаруживались перициты, структура гладких миоцитов, выявляемых в стенках венул и артериол.

Наконец, регулярное введение винпоцетина и мелаксена способствовало улучшению кровоснабжения ГМ, в основе которого лежало увеличение количества функционирующих тонкостенных сосудов, и реологических свойств крови.
Для детализации характера структурно-функционального состояния ГМ в исследуемых группах экспериментальных животных нами проводился т.н. морфометрический анализ с определением соотношения числа нейронов к глиоцитам – коэффициент нейроциты/глиоциты (Н/Г).

Таблица 2.

Результаты морфометрического анализа

	№№
	Группа (маркировка)
	Коэффициент Н/Г

	1
	ЛО
	2

	2
	ИШ
	1,31

	3
	Мло
	1,95

	4
	Миш
	2

	5
	ПМло
	1,35

	6
	ПМиш
	2

	7
	ВМло
	1,47

	8
	ВМиш
	2,08


Из табл. 2 видно, что минимальным относительное содержание нейронов было при ИГМ. Использование мелаксена у крыс группы Миш обеспечивало поддержание коэффициента Н/Г на уровне, соответствовавшем  контролю ЛО, и свидетельствовало в пользу наличия у этого ЛП нейропротекторных свойств. Относительное уменьшение количества глиоцитов и увеличение коэффициента Н/Г до 2 – 2,08 в группах ишемизированных животных (группы ПМиш и ВМиш), получавших мелаксен в комбинации с пирацетамом и винпоцетином, соответственно, подтверждало вывод об их благоприятном влиянии (и особенно комбинации винпоцетин + мелаксен) на выживаемость нейронов в условиях ИГМ и коррелировало с аналогичным заключением, сделанным нами по итогам светооптического и ультраструктурного анализов.

Резюмируя все вышесказанное, на основании результатов проведенного нами комплексного сравнительного анализа можно заключить, что максимальной среди всех изученных вариантов применения ЛП нейропротекторной активностью обладает комбинация ноотропа винпоцетина и препарата МТ мелаксена. Это позволяет утверждать о целесообразности их потенциального использования в качестве средств фармакопрофилактики и, возможно, фармакотерапии НМК.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выводы

1. Профилактическое введение нейропротекторных ЛП значительно снижает летальность животных при ЭИГМ, и наиболее эффективным из изученных вариантов их применения является комбинация винпоцетина и мелаксена, приводящая к повышению выживаемости крыс до 80% – более, чем в 2 раза по сравнению с контролем.

2. Курсовое введение винпоцетина и мелаксена наиболее способствует сохранности распределения ритмов в ЭЭГ после ЭИГМ, что выражается в представительстве частотных диапазонов, близком к фоновому и, прежде всего, в доминировании θ–частотного над Δ–диапазоном с повышением значения IDT почти в 1,5 раза и снижением уровня BIS на 30% по сравнению с контролем.

3. Биспектральный индекс BIS и спектральный индекс IDT целесообразно использовать в качестве маркеров изменения функционального состояния ГМ крыс в ходе мониторинга динамики церебральной ишемии и контроля нейропротекторной активности лекарственных средств.
4. Комбинация винпоцетина с мелаксеном обладает выраженной способностью ограничивать развитие СРП при ЭИГМ у крыс и существенно уменьшать показатели содержания в плазме крови продуктов ПОЛ на фоне повышения активности отдельных звеньев АОС, о чем свидетельствует, в частности, снижение уровня ШО на 55% и повышение – ЦП на 66% по сравнению с контролем.

5. Сравнительный морфологический анализ исследованного материала убеждает в наличии у ноотропных средств и мелаксена нейропротекторного влияния на тканевые элементы коры ГМ и гиппокампа при моделировании ЭИГМ, более всего выраженного у комбинации винпоцетина с мелаксеном. Свидетельством этому была не только сохранность структурных характеристик тканевых элементов нервной системы, но и заметное снижение гетероморфности нейронов (изменение выраженности гиперхроматоза их ядер и цитолиза) с сопутствующей стимуляцией их функциональной активности, увеличением количества или объема ядрышек, улучшение кровоснабжения ГМ за счет увеличения количества функционирующих тонкостенных сосудов и улучшения гемореологии.

6. На основании результатов морфометрического анализа у комбинации винпоцетина с мелаксеном можно констатировать наличие способности при ИГМ сохранять в норме соотношение между основными клеточными элементами нервной ткани – нейро- и глиоцитами и предотвращать снижение коэффициента нейроциты/глиоциты – ключевого интегративного показателя, характеризующего тип структурно-функциональных взаимоотношений в ЦНС. Результаты всего комплекса морфологических методов исследования в целом позволяют позиционировать выраженность нейропротекторной активности изучавшихся ЛП и их комбинаций в соответствии с вектором: пирацетам < мелаксен < пирацетам+мелаксен < винпоцетин < винпоцетин+мелаксен.
Научно-практические рекомендации
1. Полученные в ходе работы данные о наличии у комбинации винпоцетина с мелаксеном выраженной нейропротекторной активности в условиях экспериментального НМК позволяют рекомендовать включение мелаксена в схему фармакотерапии больных с ЦВЗ.
2. Целесообразно рекомендовать к дальнейшему изучению применение препаратов мелатонина самостоятельно и в комбинации с другими лекарственными средствами при неврологической патологии как ишемического, так и неишемического генеза.
3. Результаты диссертационной работы рекомендуются к использованию в учебном процессе и практике НИР, а также при написании учебно-методических пособий и рекомендаций на кафедрах фармакологии и клинической фармакологии, гистологии, цитологии, неврологии и нейрохирургии, анестезиологии и реаниматологии.
СПИСОК РАБОТ, ОПУБЛИКОВАННЫХ 
ПО ТЕМЕ ДИССЕРТАЦИИ:
1. Куделина О.М., Макляков Ю.С., Хоронько В.В., Соколов О.Ю., Ганцгорн Е.В., Александров А.А., Карнушина Н.В. Электрофизиологические корреляты действия пропофола при различных путях введения // Мат. XVI Российского национального конгресса «Человек и Лекарство» (6–10 апреля 2009 г., Москва). – М., 2009. – С. 685–686.
2. Куделина О.М., Хоронько В.В., Ганцгорн Е.В., Карнушина Н.В. Анализ особенностей действия некоторых психотропных средств с помощью количественной ЭЭГ // Мат. 63-й Итоговой научной конференции молодых ученых РостГМУ. – Р-н-Д, 2009. – С. 99–100.
3. Соколов О.Ю., Морозов Н.М., Ганцгорн Е.В., Куделина О.М., Хоронько В.В. Использование би- и полиспектральных индексов при разработке методов мониторинга средств центрального действия на ЭЭГ // Мат. V Научной сессии РостГМУ, посвященной 95–летию высшего медицинского образования на Дону и 80–летию РостГМУ. – Р-н-Д, 2010. – С. 150–153.
4. Морозов Н.М., Куделина О.М., Ганцгорн Е.В., Хоронько В.В., Фишман Т.А., Соколов О.Ю., Землякова И.В. Статистические модели при оценке биоэквивалентности средств центрального действия с помощью количественной ЭЭГ // Мат. V Научной сессии РостГМУ, посвященной 95–летию высшего медицинского образования на Дону и 80–летию РостГМУ. – Р-н-Д, 2010. – С. 145–147.
5. Макляков Ю.С., Морозов Н.М., Куделина О.М., Ганцгорн Е.В., Соколов О.Ю., Хоронько В.В., Биоэквивалентность и ее статистические модели при анализе количественной ЭЭГ // Мат. XIV международной научной конференции «Здоровье семьи – XXI век» (28 апреля – 5 мая 2010 г., Римини, Италия). – Пермь: ОТ и ДО, 2010. – С. 271–273.
6. Куделина О.М., Ганцгорн Е.В., Хоронько В.В., Вдовин В.И. Возможности дифференциации состояний мозга при коррекции нарушений функций ЦНС психотропными средствами с помощью количественной ЭЭГ // Мат. 64-й Итоговой научной конференции молодых ученых РостГМУ. – Р-н-Д, 2010. – С. 465.
7. Ганцгорн Е.В., Куделина О.М., Хоронько В.В. Возможности ЭЭГ мониторинга действия ноотропных препаратов с помощью би- и полиспектральных индексов // Мат. 64-й Итоговой научной конференции молодых ученых РостГМУ. – Р-н-Д, 2010. – С. 465–466.
8. Кушнарева В.В., Ефремов В.В., Сизякина Л.П., Сергиенко В.С., Ганцгорн Е.В. Новый подход к реабилитации больных хронической ишемией головного мозга // Журнал «Цитокины и воспаление». – 2010. – Т. 9. – № 4. – С. 92-94.

9. Хоронько В.В., Ганцгорн Е.В. Параметры количественной ЭЭГ как информативные показатели действия ноотропных препаратов // Сб. статей I Конгресса врачей первичного звена здравоохранения Юга России, VI Конференции врачей общей практики (семейных врачей) Юга России. – Р-н-Д, 2010. – С. 277-280.
10. Ганцгорн Е.В. Метод количественной ЭЭГ для оценки действия церебропротективных средств при острой ишемии головного мозга в эксперименте // Мат. 65-й Итоговой научной конференции молодых учёных РостГМУ с международным участием. Р-н-Д, 2011. - С. 411-412.
11. Ганцгорн Е.В., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П., Матухно А.Е., Куделина О.М., Каркищенко Н.Н. Церебропротекторные эффекты пирацетама и его комбинации с мелаксеном при глобальной ишемии головного мозга у крыс // Биомедицина. – 2012. – № 1. – С. 60-66.

12. Куделина О.М., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П., Матухно А.Е., Ганцгорн Е.В. Анализ ЭЭГ крыс при введении флуоксетина и его комбинации с мелатонином // Биомедицина. – 2012. – № 1. – С. 93-98.
13. Ганцгорн Е.В., Колмакова Т.С., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П. Оценка действия церебропротекторных средств методом хемилюминесцентного анализа антиоксидантных свойств крови на модели глобальной ишемии головного мозга // Биофармацевтический журн. – 2012. – Т. 4. – № 2. – С. 14-20.

14. Ганцгорн Е.В., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П., Пушкин А.А., Куделина О.М. Мониторинг церебропротекторных эффектов винпоцетина и его комбинации с мелаксеном на модели глобальной ишемии головного мозга у крыс // Журн. «Аллергология и иммунология» (Тезисы ХVII Международного конгресса по реабилитации в медицине и иммунореабилитации (Нью-Йорк, США, 20-26 апреля 2012 г.)). – М., 2012. – Т. 13. – № 1. – С. 121.
15. Куделина О.М., Ганцгорн Е.В., Хлопонин Д.П., Макляков Ю.С. Оценка поведения животных на фоне депрессии при длительном приеме антидепрессантов и их комбинации с мелатонином // Журн. «Аллергология и иммунология» (Тезисы ХVII Международного конгресса по реабилитации в медицине и иммунореабилитации (Нью-Йорк, США, 20-26 апреля 2012 г.)). – М., 2012. – Т. 13. – № 1. – С. 125-126.
16. Ганцгорн Е.В., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П. Показатели хемолюминесценции и  ЭЭГ в оценке действия церебропротективных средств при острой ишемии головного мозга в эксперименте // Мат. 66-й Итоговой научной конференции молодых учёных РостГМУ с международным участием. – Р-н-Д, 2012 – С. 406-407.
17. Ганцгорн Е.В., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П. Анализ действия церебропротекторных лекарственных препаратов на модели глобальной ишемии головного мозга у крыс // Сб. мат. IV съезда фармакологов России «Инновации в современной фармакологии». – Казань, 2012. – С. 44.
18. Ганцгорн Е.В., Хлопонин Д.П., Макляков Ю.С. Патофизиологические основы современной фармакотерапии острой ишемии головного мозга. Место ноотропов и антиоксидантов в нейропротекции. // Медицинский Вестник Юга России. – 2013. – № 2. – С. 4-12.
19. Ганцгорн Е.В., Колмакова Т.С., Хлопонин Д.П., Макляков Ю.С. Влияние церебропротекторных средств на развитие окислительного стресса при экспериментальной ишемии головного мозга у крыс // Вестник ИвГМА. – 2013. – Т. 18. – № 1. – С. 10–13.
20. Ганцгорн Е.В., Макляков Ю.С., Хлопонин Д.П. ЭЭГ–корреляты и морфологический анализ в оценке потенциала церебропротекторов при острой ишемии головного мозга в эксперименте // Мат. 67-й Итоговой научной конференции молодых учёных РостГМУ с международным участием. – Р-н-Д, 2013.

21 Ганцгорн Е.В. Влияние мелаксена и его комбинаций с ноотропами на показатели антиоксидантной системы крови при экспериментальной ишемии головного мозга у крыс // [Электронный ресурс] Мат. XV международного конгресса «Здоровье и образование в XXI веке» («Health & education millennium») (27–30 ноября 2013 г., Москва). – Электронный научно-образовательный Вестник «Здоровье и образование в XXI веке» 2013. – Т. 15. – № 12. – URL: http://www.e-pubmed.org/isu15-12.html: DOI 20131512_9OL.

22. Ганцгорн Е.В., Хлопонин Д.П., Макляков Ю.С. Показатели количественной фармако–ЭЭГ при острой ишемии головного мозга и их динамика в условиях применения ноотропов // Медицинский Вестник Юга России. – 2014. – №1.
Примечание: жирным шрифтом выделены публикации в изданиях, рецензируемых ВАК.
СПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

	АО 
	– антиоксидантный (ые)

	АОС 
	– антиоксидантная (ые) система (ы)

	АФК 
	– активная (ые) форма (ы) кислорода

	ГМ 
	– головной мозг

	ГЭБ 
	– гематоэнцефалический барьер

	Г-Э

ДК 
	– гематоксилин-эозин

– диеновый (ые) конъюгат (ы)

	ИИ 
	– ишемический инсульт

	ИГМ 
	– ишемия головного мозга

	ЛО 
	– ложнооперированнный (ые)

	ЛП 
	– лекарственный (ые) препарат (ы)

	МДА 
	– малоновый (ые) диальдегид (ы)

	МТ 
	– мелатонин

	Н/Г

НМК 
	– соотношение нейроцитов к глиоцитам

– нарушение (я) мозгового кровообращения

	ОЗМ 
	– относительное (ые) значение (я) мощности

	ОНМК 
	– острое (ые) нарушение (я) мозгового кровообращения

	ОСА 
	– общая (ие) сонная (ые) артерия (и)

	ПОЛ 
	– перекисное окисление липидов

	СОД 
	– супероксиддисмутаза

	СРП 
	– свободно–радикальный процесс (ы)

	СУА 
	– супероксидустраняющая активность

	ХЛ 
	– хемолюминесценция

	ЦВЗ 
	– цереброваскулярное (ые) заболевание (я)

	ЦП 
	– церулоплазмин

	ШО 
	– Шиффовое (ые) основание (я)

	ЭИГМ 
	– экспериментальная ишемия головного мозга

	ЭЭГ 
	– электроэнцефалография

	BIS 
	– биспектральный индекс

	Hb  
	– гемоглобин

	H2O2 
	– перекись водорода

	IDT 
	– спектральный индекс соотношения Δ– к θ–диапазону
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