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ПЕРЕЛІК СКОРОЧЕНЬ

АД – адреналін; 
АКТГ – адренокортикотропний гормон;

Асп – аспарагін;

АОС – антиоксидантна система;

АТФ – аденозинтрифосфорна кислота;

АФК – активні форми кисню;

АХ – ацетилхолін;

БАР – біологічно-активні речовини;

ВГ – відновлений глютатіон;

Глу – глутамін;

ГАМК – γ-аміномасляна кислота;

ГГАС – гіпоталамо-гіпофізарно-адренокортикальна система;

ГТ – гістамін;

ГТФ – гуанінтрифосфат; 

ДА – дофамін;

ДЛ – дихальний ланцюг;

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота;

ЕЗ – електричний заряд;

ЗАК – збуджуючі амінокислоти;
ЗАР – загальна адаптаційна реакція;
КА – катехоламіни;

КВП – кора великих півкуль;

КМНЗ – коефіцієнт маси надниркових залоз;

КМТ – коефіцієнт маси тимусу;

КФ – креатинфосфокіназа;
МВ – м’язові волокна; 
МК – молочна кислота;

МХ – мітохондрії;

НА – норадреналін;

НАД – нікотинаміддинуклеотид;

НЗ – наднирникові залози;

ОКС – оксикортикостероїди;

ОФ – окиснювальне фосфорилювання;

ПВК – піровиноградна кислота;

ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів;

РНК – рибонуклеїнова кислота; 
СВГМ – стволовий відділ головного мозку;
СДГ- сукцинатдегідрогеназа;

СНПО – стан неспецифічної підвищеної опірності;

СТ – серотонін;

ТБК- реактанти – продукти ПОЛ, що реагують з тіобарбітуровою кислотою;

ЦНС – центральна нервова система;

ЧВУ – частота виразкоутворення.

1. АДАПТИВНІ РЕАКЦІЇ ОРГАНІЗМУ, ЇХ ЗНАЧЕННЯ ТА                       ФАРМАКОДИНАМІЧНІ АСПЕКТИ АДАПТОГЕННИХ ЗАСОБІВ
1.1 Характеристика, значення та механізми                                             адаптивних реакцій організму


Організм на дію несприятливих факторів відповідає складною адаптивною реакцією. Основною регуляторною системою останньої є гіпоталамо-гіпофізарно-адреналова система (ГГАС), діяльність якої, зрештою, і перебудовує активність вегетативних систем організму таким чином, що зрушення гомеостазу усувається або завчасно припиняється. У центральній нервовій системі відбуваються зміни клітинного обміну, зокрема, підвищується метаболізм найважливіших біологічних макромолекул – РНК і білків. Після ліквідації порушень гомеостазу метаболізм макромолекул у нервових структурах, що беруть участь у процесі адаптації, все ще залишається зміненим. У цьому і полягає механізм адаптації: якщо загроза порушення гомеостазу повториться, вона протікатиме вже на тлі зміненого, адаптованого до стресової дії метаболізму клітинних структур [13, 44, 45, 50, 76].   

Екстремальні чинники за тривалістю дії на організм можуть бути короткочасними, дію яких організм компенсує за рахунок наявних резервів. і тривалими, які вимагають адаптаційної перебудови діяльності функціональних систем людини, іноді навіть несприятливої для здоров'я [22, 44]. При короткочасних діях екстремальних чинників на організм людини запускаються всі наявні резервні можливості, направлені на самозбереження, і лише після звільнення організму від екстремального впливу відбувається відновлення гомеостазу. При тривалих діях екстремальних чинників на організм людини функціональні перебудови визначаються своєчасним включенням процесів відновлення гомеостазу, їх силою і тривалістю.


Більшість адаптаційних реакцій людського організму здійснюються в два етапи: початковий етап термінової, але не завжди досконалої, адаптації, і подальший етап досконалої, довготривалої адаптації.

Терміновий етап адаптації виникає безпосередньо після початку дії подразника на організм і може бути реалізований лише на основі фізіологічних механізмів, що раніше сформувалися, наприклад зростання легеневої вентиляції і хвилинного об'єму кровообігу у відповідь на недостатність кисню. Найважливіша риса цього етапу адаптації полягає в тому, що діяльність організму протікає на межі його фізіологічних можливостей, при майже повній мобілізації функціонального резерву і далеко не повною мірою забезпечує необхідний адаптаційний ефект [44]. 

«Довготривалий» етап адаптації виникає поступово, в результаті тривалої або багатократної дії на організм чинників навколишнього середовища. Цей етап розвивається на основі багатократної реалізації «термінової» адаптації і характеризується тим, що у результаті поступового кількісного накопичення певних змін організм набуває нової якості - з неадаптованого перетворюється у адаптований. Адаптація забезпечує здійснення організмом раніше недосяжної по своїй інтенсивності фізичної роботи, розвиток стійкості організму  до холоду, тепла, великих доз отрут, до значної висотної гіпоксії, що раніше були несумісні з життям. Така якісно складна адаптація до навколишнього середовища розвивається в процесі навчання на основі пам'яті мозку і виявляється виникненням нових стійких тимчасових зв'язків і їх реалізацією у вигляді відповідних поведінкових реакцій [44].

Перехід від «термінового» етапу до «довготривалого» знаменує собою вузловий момент адаптаційного процесу, оскільки саме цей перехід робить можливим постійне життя організму в нових умовах, розширює сферу його проживання і свободу поведінки у зміненому біологічному і соціальному середовищі. Механізм даного переходу забезпечується не окремими органами, а організованими певним чином і супідрядними між собою системами. Реакція на будь-яку нову і достатньо сильну дію середовища - на будь-яке порушення гомеостазу – забезпечується системою, що специфічно реагує на даний подразник, і стрес-реалізуючими адренергічною та гіпоталамо-гіпофізарно-адреналовою системами, що неспецифічно реагують на різні зміни в середовищі існування [38, 44].   

При переході «термінової» адаптації в «довготривалу» наявність функціональної системи або її утворення само по собі ще не означає стійкої, ефективної адаптації. Для переходу «термінової» адаптації в гарантовану, «довготривалу», усередині утвореної функціональної системи повинен реалізуватися важливий процес, який забезпечує фіксацію адаптаційних систем, що склалися, і збільшення їх потужності до рівня, що диктується середовищем. Таким процесом є активація синтезу нуклеїнових кислот і білків, що виникає в клітинах, відповідальних за адаптацію систем та забезпечує формування там системного структурного «сліду» [44, 76]. Послідовність явищ у процесі формування довготривалої адаптації полягає в тому, що збільшення фізіологічної функції клітин систем, відповідальних за адаптацію, викликає, як першу зміну, збільшення швидкості транскрипції РНК на структурних генах ДНК в ядрах цих клітин. Зростання кількості інформаційної РНК приводить до збільшення програмованих цією РНК рибосом і полісом, на яких інтенсивно відбувається синтез клітинних білків. У результаті маса структур збільшується і відбувається збільшення функціональних можливостей клітини, складових основи «довготривалої» адаптації [11, 13, 27, 44, 76].   

Активуючий вплив збільшеної функції, опосередкований через механізми внутрішньоклітинної регуляції, адресований саме генетичному апарату клітини. Механізм, через який функція регулює кількісний показник активності генетичного апарату, – швидкість транскрипції, був визначений Ф.3. Меєрсоном як «взаємозв'язок між функцією і генетичним апаратом клітини» [44]. Важливо, що формування на основі цього взаємозв'язку структурних змін у домінуючій системі, відповідальній за адаптацію, завжди відбувається при вирішальній участі нейрогуморальних механізмів цілого організму, перш за все механізмів стрес-реакції, яку Г. Сельє визначив як загальний адаптаційний синдром (ЗАС) [68].


Ганс Сельє вперше показав неспецифічний характер адаптаційної реакції цілого організму: будь-які за якістю, але сильні подразники викликають в організмі розвиток однакового симптомокомплексу [68]. Специфічний, особливий вплив подразника зберігається, але при дії будь-якого сильного подразника через шість годин відбувається зменшення вилочкової залози, збільшення наднирників, наявність виразок і крововиливів у слизовій оболонці шлунково-кишкового тракту [68]. У крові спостерігається лейкоцитоз, лімфопенія, анеозинофілія [13, 68]. Сельє назвав загальну неспецифічну адаптаційну реакцію на сильний подразник – стресом, а її першу стадію – реакцією тривоги. Для цієї реакції характерні елементи пошкодження, пригнічення з однобокою різкою стимуляцією осі АКТГ – глюкокортикоїдних гормонів [13, 68, 86, 94, 99]. У відповідь на сильну дію необхідно швидко мобілізувати енергетичні ресурси організму. Це і відбувається при стресі, але вкрай неекономічним і руйнівним для організму шляхом. Після реакції тривоги наступає друга стадія стресу – стадія резистентності. У цій стадії неспецифічна резистентність організму підвищується. Якщо ж стресор надмірно сильний або його дія тривала, то розвивається стадія виснаження, яка може призвести до смерті  [30, 68]. 

Довгі роки стрес вважали єдиною адаптаційною реакцією і, разом з його негативними впливами, дослідників все більше цікавили позитивні – а саме, підвищення резистентності. Пізніші дослідження російських вчених Л.Х. Гаркави, О.Б. Квакіної, М.О. Уколової показали, що окрім стресу існують ще дві загальні неспецифічні адаптаційні реакції організму: на слабкі подразники – реакція тренування, на середні (проміжні між сильними і слабкими) – реакція активації. Існує кількісно-якісна закономірність розвитку загальних неспецифічних адаптаційних реакцій: залежно від сили, дози, біологічної активності чинників зовнішнього і внутрішнього середовища в організмі розвиваються якісно відмінні адаптаційні реакції (рис. 1) [13].

Зміни в організмі при реакції активації мають інший характер, ніж при стресі. Вже у першій стадії — стадії первинної активації замість зниження резистентності відбувається її підвищення, замість зменшення вилочкової залози – її значне збільшення з підвищенням функціональної активності лімфоїдних елементів в ендокринній системі – гармонійне і добре узгоджене  помірне підвищення секреції гормонів щитовидної, статевих залоз  і гормонів кори наднирникових залоз в основному за рахунок мінералокортикоїдів, але без зниження рівня глюкокортикоїдів [13]. Це пов'язано з переважанням в мозку, особливо в гіпоталамусі, де формуються адаптаційні реакції, фізіологічного збудження. У стадії стійкої активації, що розвивається при систематичному 
повторенні активаційних дій, підвищення резистентності набуває стійкого характеру. Функціональна активність ЦНС і ендокринних залоз достатньо висока, але не надмірна. Такий стан нейроендокринної регуляції створює сприятливі умови для життєдіяльності організму [13].
Для тривалої підтримки реакції тренування слабкі дії треба систематично, щодня повторювати, поступово підвищуючи навантаження. Ця реакція має ознаки схожості з реакцією активації і стресом, проте для неї характерний свій комплекс змін. У першій стадії реакції тренування – стадії орієнтації – тимус не пригнічений, як при стресі, але збільшений менше, ніж при реакції 
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Рис.1 – Комплекс змін в організмі при різних загальних адаптаційних реакціях (ЗАР) у залежності від сили подразника: А- при стресі: резистентність знижена в стадіях тривоги та виснаження, підвищена в стадії резистентності, енергетичні витрати високі; Б – при реакції тренування: пасивна резис-тентність підвищена в стадії орієнтації, активна резистентність значно підвищена в стадії тренованості, енергетичні витрати мінімальні; В – при реакції активації: резистентність значно підвищена в стадії спокійної активації і особливо –у стадії стійкої активації, енергетичні витрати помірні [13].

активації. Підвищення резистентності в цій стадії відбувається за рахунок зниження чутливості: у мозку переважає охоронне гальмування. Функція статевих органів, щитовидної залози не пригнічена, але активність їх не така висока, як при реакції активації. Секреція глюкокортикоїдів підвищена, але не так різко, як при стресі; секреція мінералокортикоїдів також підвищена, хоча і не так істотно, як при реакції активації [13].

Стан резистентності або стійкості (пристосування до чинника) приводить до підтримки нормального існування організму в нових умовах. При систематичному повторенні тренувальних дій формується метаболічна перебудова, що переходить потім у стадію тренованості, при якій резистентність організму значно підвищена за рахунок активності захисних систем організму, в першу чергу тиміко-лімфатичної [13].

Інший, м'якший шлях підвищення неспецифічної резистентності організму можна досягти за допомогою цілого ряду засобів, названих адаптогенами. Лазарєв М. В. викликав стан неспецифічної підвищеної опірності (СНПО), при якому резистентність організму зростала без елементів пошкодження. Це якісно інший шлях: певні засоби (адаптогени) викликають СНПО. Встановлено, що і адаптогени залежно від дози можуть викликати і СНПО, і інші комплекси змін, а у великих дозах – навіть стрес.

 
Таким чином, вищенаведене свідчить, що підвищення неспецифічної резистентності організму можливе як за допомогою тренувань (постійним тривалим впливом на організм певного чинника слабкої сили, наприклад, фізичного навантаження), а також за допомогою ряду адаптогенних засобів, характеристику яких ми наведемо далі.

1.2 Фармакологічна характеристика адаптогенних засобів                         та механізмів їх дії

У наш час існує чимало фармакологічних засобів адаптогенної спрямованості, що здатні стимулювати захисні сили організму, підвищуючи його працездатність і опірність до несприятливих факторів зовнішнього середовища. Відповідна фармакологічна корекція адаптогенами може здійснюватися на різних рівнях з метою попередження або зняття стомлення при важких фізичних і розумових навантаженнях, а також для прискорення процесів відновлення: підвищення активності адаптаційних процесів і працездатності в різних екстремальних умовах та при різних захворюваннях, спричинених антропогенними факторами [19, 75, 77].


Згідно з сучасними уявленнями, адаптогенами можна вважати тільки ті засоби, які здатні викликати стан неспецифічної підвищеної опірності (СНПО) організму. Такої точки зору дотримуються засновник вчення про адаптогени М.В. Лазарєв [38] і його послідовники (Брехман И.И., 1957; Русин В.Я., 1962; Дардымов И.В., 1957) [8, 18, 63]. Пізніше з'явилися висловлення, що розширюють уявлення про адаптогени (Каплан Е.Я., 1985; Бобков Ю.Г., 1987, Федоров В.Н., 1999) [26, 76, 77] і  дозволяють віднести до цієї групи засоби, що сприяють вузькоспецифічній адаптації до будь-якого впливу. Такими засобами є, зокрема, антигіпоксанти, радіопротектори, ноотропи та інші засоби метаболітної дії [16, 69, 76]. Останні сприяють синтезу й мобілізації енергетичних і пластичних ресурсів, оптимізації діяльності фізіологічних систем, прискоренню процесів відновлення, тобто формуванню універсального механізму пристосування клітини до умов існування, що змінюються.

Згідно з сучасними уявленнями за хімічною структурою класичні адаптогени можна розподілити на три групи [102]:

· засоби, що містять фенольні сполуки, такі як фенілпропаноїди, похідні фенілетану і лігнани (Eleutherococcus senticosus, Rodiola rosea, Schizandra chinensis), які структурно схожі на катехоламіни [102, 105];

· засоби, що містять тетрациклічні тритерпени (Bryonia alba, Withania somnifera), які структурно схожі на кортикостероїди [81, 102, 102];

· засоби, що містять оксиліпіни – ненасичені тригідрокси- або епокси- жирні кислоти (Bryonia alba, Glycyrriza. glabra), що структурно подібні до лейкотриєнів та ліпоксинів[102].

За даними М.В. Лазарева (1958); М.В. Лазарева, Є.І. Любліна, М.О. Розіна (1959), адаптогени повинні відповідати таким вимогам:
- дія їх повинна бути неспецифічна і універсальна, тобто під їх впливом повинна підвищуватись стійкість до дії основних природних і техногенних екстремальних чинників;
- позитивний ефект при їх дії повинен здійснюватись не за рахунок стимуляції процесів, а за рахунок оптимізації функцій і лімітації регулюючих   систем, економізації  обмінних процесів, захисту тканинних структур від виснаження;
- оптимум  дії  повинен виявлятися  при  зсуві гомеостазу і бути мінімальним у комфортних умовах;
- повторні введення повинні приводити до формування структурного сліду адаптації [37, 38].


У цілому адаптогени здатні викликати і підтримувати в організмі потрібну адаптивну реакцію, забезпечувати підвищення резистентності в кожному конкретному випадку. Адаптивна здатність організму та його систем залежить, перш за все, від швидкості мобілізації енергетичних та пластичних ресурсів, а також їх відновлення. 

У механізмі дії адаптогенів можна виділити декілька ключових ланок, позначених на рисунку 2 зірочками,: оптимізація енергетичного забезпечення функціонування важливих систем організму, пластичного обміну шляхом формування «структурного сліду»; моделювальний вплив на нейро-гуморальні системи регуляції [13, 37, 38, 77, 79, 81, 82, 83, 90, 95, 100, 102, 105]. 
Підвищення стійкості організму за допомогою адаптогенів обумовлене економнішим витрачанням енергетичних ресурсів, чим вищий коефіцієнт корисної дії працюючої системи, тим більше вона адаптована.
Відомо, що дія на організм достатньо сильного стресора супроводжується рядом реакцій, кінцевим результатом яких є запуск глікогенолізу і глюконеогенезу, тобто переключення метаболізму на автономне забезпечення енергією функціональної активності організму. Переключення енергетичного обміну на глікогеноліз і глюконеогенез при стресі є позитивною захисною реакцією. Для організму економічно вигіднішим є процес фосфорилювання глюкози. Встановлено, що адаптогени регулюють вуглеводний та ліпідний обміни, сприяючи більш економному витрачанню вуглеводного резерву та скорішому переходу на використання ліпідів як основного енергетичного субстрату [6, 55, 59]. Адаптогени підвищують активність енергетичновигідних аеробних процесів, активізують ключові ферментні системи енергетичного обміну та синтезу макроергів, глюконеогенез, регулюють активність транспортних АТФ-аз, прискорюють транспорт глюкози в клітини [9, 18, 24, 67, 85, 76].
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Рис. 2 - Провідні ланки розвитку дезадаптаційного стану та точки впливу 
адаптогенних засобів (позначені зірочками)  по В. М. Федорову, 1999 р. [77].

В реалізації позитивного впливу на енергетичний обмін, велике значення має їх здатність зменшувати проникність мембран, що підвищується під впливом продуктів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) [70]. Виявляючи пряму антиоксидантну дію [30, 35], тобто здатність перехоплювати вільні радикали, та, підвищуючи активність антиоксидантної системи [97], класичні адаптогени (екстракт елеутерококу) нормалізують порушені функції мембран [4, 103, 104].
Підвищення загальної неспецифічної резистентності організму на тлі адаптогенів реалізується при їх дії на пластичний обмін шляхом формування «структурного сліду». Так, І.В. Дардимов вважає, що адаптогени спочатку регулюють енергетичний обмін, що вже опосередковано відбивається на швидкості синтезу білків і нуклеїнових кислот [18].  Проте не виключається і пряма активація деяких біосинтетичних процесів [9, 18]. В різних органах адаптогени підвищують синтез ДНК, РНК та білка, стимулюють активність РНК- та ДНК-полімерази, підвищують мітотичний індекс і диференціювання клітин, кількість та розмір мітохондрій, рибосом, каналів та цистерн ендоплазматичного ретикулума [67]. Вважають, що адаптогени стимулюють синтез білків, не впливаючи на шляхи передачі генетичної інформації, а прискорюючи процес трансляції на базі генетично детермінованої індукції [49].

Фармакологічна активність адаптогенів не обмежується їх ефектами на метаболізм вуглеводів, ліпідів, виробку енергії, синтез білків, РНК та ДНК. Ці засоби виявляють моделювальний ефект і через нейро-гуморальні системи регуляції [77, 103]. ЦНС є ключовою ланкою в організації захисних реакцій організму. Адаптогени виявляють різну за вираженістю, переважно стимулюючу дію на ЦНС, але на відміну від психостимуляторів, не спричиняють істотних порушень засипання і сну. Всі адаптогени сприяють швидкому формуванню і відновленню умовних рефлексів [18, 28, 77]. Препарати адаптогенів нормалізують реактивність ЦНС, підвищуючи швидкість транскапілярного обміну в судинах мозку, перенесення амінокислот через гематоенцефалічний бар'єр, синтез білка і нуклеїнових кислот у нейронах, нормалізуючи клітинний метаболізм, активність транспортних АТФ-аз, іонний транспорт і обмін біогенних амінів [66]. Адаптогени запобігають розвитку медіаторно-гормонального дисбалансу в центральних та периферичних структурах, регулюючи активність ацетилхоліну, дофаміну, норадреналіну, серотонін-, ГАМК- і опіоїд-ергічної нейромедіаторних і нейромодуляторних систем, таким чином знижуючи напругу загального стрес-синдрому і усуваючи стадію виснаження [8, 18, 28, 31, 44, 77, 99] (рис. 2, позначено зірочкою). 

Різноманітність адаптогенів за хімічною структурою і механізмом дії визначає комплексність їх впливу, а також забезпечує не тільки активацію ключових ланок адаптації, але і зниження негативних наслідків такої активації [103]. Результати досліджень демонструють, що більшість адаптогенів, виявляючи широкий спектр дії, здатні диференційовано оптимізувати окремі ланки адаптивних реакцій. У зв'язку з цим, А. У. Лупандін виділив три групи класичних адаптогенів [42]: 1) з переважно нейротропною дією (лігнани лимонника, деякі глікозиди з аралієвих); 2) з переважно антиоксидантною дією (сполуки, які містять флавоноїди, аурони, катехіни, а також пантокрин, ранторин); 3) змішаної дії (глікозиди золотого кореня і ін.). Засоби першої групи активізують переважно перебіг термінової адаптації, другої – довготривалої. Третя група більш універсальна, проте, поступається адаптогенам з переважно нейротропною дією за здатністю оптимізувати термінову адаптацію [29, 42, 57]. 

Таким чином, позитивний ефект при застосуванні адаптогенів реалізується за рахунок оптимізації і лімітації функцій регулюючих систем і економізації обмінних процесів, захисту тканинних структур від ушкодження. Дія їх оптимальна при зсуві гомеостазу під впливом зовнішніх факторів, знижується в комфортних умовах і при збільшенні інтенсивності ушкоджуючого чинника не залежно від направленості його дії. Повторне їх введення на тлі екстремальної дії прискорює і оптимізує формування результату довготривалої адаптації - системного структурного сліду.
2. ЕТАПИ ДОСЛІДЖЕННЯ НОВИХ АДАПТОГЕННИХ ЗАСОБІВ
Досвід з експериментального вивчення адаптогенної дії засобів та аналіз даних літератури свідчить про значну кількість експериментальних моделей та їх варіацій, що можна використовувати для цього. З такої різноманітності дослідники часто вибирають ті, які їм доступні, проте не завжди найбільш інформативні та адекватні. Метою написання цих методичних рекомендацій є, по-перше, якомога більша оптимізація великого об'єму досліджень при вивченні адаптогенних засобів, та, по-друге, визначення тих моделей, які можна вважати адекватними при доклінічному вивченні нових адаптогенних засобів. Слід зауважити, що доклінічне вивчення адаптогенних засобів має деякі особливості. При оцінці багатогранної адаптогенної дії нових засобів використання тільки трьох моделей (вимоги ДФЦ України) є недостатнім, оскільки занадто складно поєднати вплив різноманітних чинників. 
Етапи дослідження нових адаптогенних засобів включають власне скринінг, коли проводиться первинна оцінка їх дії, та подальшого вивчення. На етапі скринінгових досліджень необхідно відокремити засоби, що виявляють адаптогенну дію, яка може представляти практичний інтерес, від тих, які не виявляють, та визначити ефективну або “умовнотерапевтичну” дозу за результатами усіх проведених дослідів (див рис. 3). На цьому етапі достатнім є випробування досліджуваних засобів хоча б на одній моделі фізичного навантаження і на одній моделі гіпоксії. 


Метою другого етапу дослідження є поглиблене вивчення та остаточний відбір засобів, перспективних для подальшого дослідження, уточнення ефективної або умовнотерапевтичної дози. Для цього використовують моделі, наведені на рис. 3 та описані в розділі 3. На другому етапі достатнім є оцінка дії досліджуваних засобів на одній з моделей ускладненого навантаження, або впливу альтернативних чинників, та  оцінка здатності засобів покращувати формування навичків навчання. Оцінку стресмодулювальної дії засобів можна сумістити з визначенням механізмів адаптогенної дії на моделі хронічного іммобілізаційного стресу, що проводиться на третьому етапі.   


Вибір початкових доз засобів при проведенні скринінгових досліджень адаптогенної дії може базуватись на попередньому досвіді дослідження лікарських засобів з аналогічною дією. Доцільним є використання для скринінгових досліджень доз кратних ЛД50 (1/10, 1/20, 1/40 і т.д. від ЛД50). За наявності даних щодо величини терапевтичної дози засобів близьких за складом чи хімічною будовою до існуючих препаратів, їх можна використовувати для вибору дози досліджуваного препарату. Прийнятним є емпіричний метод, що дозволяє знайти інтервал ефективних доз. Починають з низьких доз і поступово їх збільшують у кратну кількість разів.
Критеріями вибору референс-препарату при вивченні перспективного адаптогенного засобу можуть бути подібність фармакологічної активності, механізму дії, походження (синтетичний або природний).
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Рис. 3 – Основні етапи дослідження нових адаптогенних засобів.
Шлях введення засобу визначається видом лікарської форми останнього, що буде рекомендована для клінічного використання. Враховуючи, що біодоступність препарату та вираженість фармакологічного ефекту залежать від лікарської форми та шляху введення, бажано, щоб і референс-препарат використовувався аналогічно, якщо це можливо.

У випадках, коли ефективна доза препарату порівняння невідома, її розраховують з добової дози для людини на адекватну дозу для тварин, використовуючи коефіцієнт видової стійкості Ю.Р. Риболовлєва [64].


Досліджуючи адаптогенну дію засобів слід дотримуватись загальних методичних підходів до оцінки адаптогенної дії засобів: досліди бажано проводити в зимово-весняний період на самцях з метою виключення впливу на результати змін гормонального фону. У ряді дослідів слід визначати вихідний рівень стійкості тварин до несприятливого фактору, наприклад, висотної гіпоксії, адаптовувати тварин до плавання, бігу на тредбані, а потім формувати дослідні групи.

Схема дослідження та режим введення препаратів. Кожен дослід з визначення ефективності нових адаптогенних засобів передбачає наявність таких груп тварин (по 6-12 щурів):
- група інтактних тварин, які утримуються в умовах віварію, як і всі інші групи тварин, проте на них не моделюється вплив несприятливого чинника та вони не отримують розчинник чи препарати;
- контрольна патологія – група тварин, на яких моделюється вплив несприятливого чинника без наступного лікування, з уведенням відповідного розчинника чи дистильованої води в еквівалентному об’ємі до досліджуваного засобу та маси тіла тварин;

- дослідна група тварин з модельованим впливом несприятливого чинника, що одержує досліджуваний препарат;
- дослідна група тварин з модельованим впливом несприятливого чинника, що одержує препарат порівняння;
- дослідна група тварин, що не піддається впливу несприятливого чинника та  одержує досліджуваний препарат.

Досліджувані засоби можна використовувати в таких режимах введення: лікувально-профілактичному – засіб вводиться тваринам за сім-три дні до початку та весь час паралельно з впливом несприятливого чинника, що спричиняє дезадаптаційний стан; лікувальному – термін введення засобу відповідає часу відтворення моделі.


При оцінці впливу несприятливого чинника визначають вірогідні відхилення по відношенню до показників тварин інтактної групи (р<0,05). Критеріями адаптогенної дії нових засобів та референс-препаратів можуть бути тільки вірогідні позитивні зміни досліджуваних показників по відношенню до групи з контрольною патологією. Перевагами нових засобів над референс-препаратами слід вважати вірогідні відмінності порівнюваних показників.
Експериментальні дані обробляють методами варіаційної статистики з використанням коефіцієнта Ст’юдента та непараметричних методів аналізу [39].

3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ МОДЕЛІ ВИЗНАЧЕННЯ
АДАПТОГЕННОЇ ДІЇ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН 

ТА ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ

Для експериментального дослідження адаптогенної дії нових засобів, зокрема отриманих на основі природної сировини, використовують різні методи моделювання дії несприятливих чинників навколишнього середовища. Досить поширений метод іммобілізації тварин, дії гіпоксії, високих або низьких температур, а також фізичних навантажень. При цьому оцінюється гранична стійкість організму тварин до дії зовнішнього чинника на тлі як одноразового введення засобу, так і при курсовому його використанні. 
3.1. Моделі фізичного навантаження для тварин
Для визначення адаптогенних властивостей досліджуваних засобів часто використовують фізичне навантаження. Найчастіше оцінюється гранична тривалість виконання навантаження на тлі попереднього введення фармакологічного засобу в декількох дозах на  трьох моделях фізичного навантаження: бігу щурів на тредбані, примусового плавання (мишей, або щурів) та вису мишей на шесті з метою визначення  найбільш активної дози.

Модель бігу тварин на тредбані 

Для моделювання фізичного навантаження використовують тредбан, що дозволяє не тільки задавати навантаження певної інтенсивності, але і змінювати її в процесі експерименту, що не досягається при використанні плавальної проби. Існує декілька варіантів тредбанів, основними частинами будь-якого з них є рухома зі змінною швидкістю стрічка (бігова доріжка) і пристосування (сітка) для електростимуляції. Основні конструкції тредбанів приведені в роботах М.П. Рилової [65]. Найбільш оптимальним є тредбан конструкції В.В. Алексєєва зі співавт. [1]. У такій конструкції тредбана довжина рухомої доріжки для щурів складає 60 см, що позбавляє можливості тварин пасивно повертатися до стартової лінії (стимуляторної сітки), яка знаходиться під напругою (36 В перемінного струму).

Інтенсивність навантаження визначається швидкістю руху стрічки. Кут нахилу стрічки часто залишається незмінним і складає 10˚. Подібний кут нахилу, згідно з даними Ю.Г. Бобкова і співавт. [76], є найбільш оптимальним для моделювання м'язового навантаження на дрібних лабораторних тваринах.
При вивченні впливу нових засобів на витривалість щурів при фізичному навантаженні бігом на тредбані [76] використовують білих щурів самців масою 160-220 г. Тварин піддають процесу адаптації до бігу на тредбані в трикратному тренувальному циклі, під час якого вони через день бігають по 7-10 хв при куті нахилу доріжки 10( і швидкості руху стрічки 25 - 28 м/хв.  Після адаптації до бігу відбирають тварин, придатних до виконання вправ, і піддають тестуванню вихідного рівня працездатності (час бігу до повного стомлення). Критерієм повного стомлення вважають неспроможність тварин до подальшого бігу та втрату здатності реагувати на стимуляцію електричними розрядами на стартовій лінії бігової доріжки [76]. За підсумками визначення вихідної працездатності формують дослідні групи (по 9-10 тварин у кожній). 

Досліджувані засоби вводять відповідним шляхом 1 раз на день протягом 14 або 28 діб і більше (на розсуд дослідника) відповідним групам тварин. На тлі введення засобів тварин тренують через день бігом на тредбані протягом 10 хв. при куті нахилу доріжки 10( і швидкості руху стрічки 25 - 28 м/хв. для створення стабільного фону працездатності і адаптації до тривалих навантажень. В кінці досліду щурам дають навантаження бігом при швидкості руху стрічки 42±0,5 м/хв. і визначають тривалість бігу до повного стомлення. Визначення часу виконання вправи проводять з точністю до секунди. Визначають здатність засобів підвищувати працездатність у порівнянні з тваринами тренованого контролю. 
Модель статичного навантаження
Здатність засобів підвищувати силову витривалість тварин можна вивчати на моделі вису мишей масою 18 – 20 г на вертикальному стержні [26]. У попередніх дослідженнях встановлюють вихідний рівень витривалості тварин. Для цього мишей фіксують на вертикальному стержні за хвіст за допомогою еластичного шнура головою вниз. Тварини змушені утримувати тіло так, щоб голова не занурювалась у воду. Критерієм повного стомлення вважають неспроможність тварин до подальшого утримання тіла та занурення голови у воду протягом 10 сек. За результатами цього тестування формують дослідні групи із тварин з однаковим рівнем витривалості (термін утримання тіла в хвилинах або годинах). Засоби в досліджуваних дозах вводять відповідним шляхом дослідним групам тварин одноразово за годину, або не менше ніж протягом 7-14 діб до проведення тестування. У кінці терміну проводять повторне тестування витривалості. Визначення актопротекторного ефекту проводять у порівнянні з контрольною групою тварин. 
Модель примусового плавання з навантаженням
У досліді примусового плавання з навантаженням можна використовувати мишей та щурів.  Плавання здійснюють у ванні 90х90х70 см з товщиною шару води не менш 60 см при термонейтральній температурі води +32±2°С. Вода повинна бути прокип’ячена для усунення бульбашок повітря. Навантаження (набір металевих кілець) можна прикріплювати до хвоста тварини за допомогою еластичного гумового кільця (7,5% від маси тіла). Навантаження плаванням щурів здійснюють у посудинах більшого розміру. Кожного щура поміщають в окремий відсік. Критерієм повного стомлення є 10-тисекундне перебування тварини під водою [76].

Спочатку тварин піддають процесу адаптації до плавальної проби в трикратному тренувальному циклі, під час якого вони через день плавають з відповідним навантаженням до появи перших ознак стомлення. Після адаптації до плавання відбирають тварин, придатних до виконання вправ, і піддають тестуванню вихідного рівня працездатності (час плавання до повного стомлення). За підсумками визначення вихідної працездатності формують дослідні групи (по 9-10 тварин у кожній). 

Тривалість досліду складає 35 днів з тестуванням до початку введення (вихідні дані) та через 7, 14, 21 і 28 днів. Ще через 7 днів (35-ий день досліду) після закінчення курсу введення засобів тестують працездатність тварин, тобто ефект післядії застосування засобів (відстрочений ефект). Для підтримки адаптаційних пристосувальних реакцій до використовуваного в досліді навантаження плаванням, усі тварини через день виконують роботу, що складає 50% від тривалості плавання за результатами останнього тестування (з відповідним навантаженням). Визначення часу виконання вправи проводять з точністю до секунди. Визначення актопротекторного ефекту проводять у порівнянні з контрольною групою тварин. 
Модель для оцінки впливу засобів на швидкість розвитку стомлення 
Загальну витривалість експериментальних тварин оцінюють по здатності препарату знижувати стомлюваність у дослідних тварин порівняно з контрольними. Для проведення досліду необхідний металевий басейн розміром 180х60х30 см (з дотриманням параметрів доріжки для плавання: 150 см в довжину х 30 см у глибину х 10 см у ширину). Досліди виконують на мишах. Заздалегідь мишей тренують: за 48 і 24 години до основного плавання миші пропливають фіксовану відстань у 150 см по 5 запливів 3 рази з 30-хвилинними або 60- хвилинними перервами між серіями запливів. Протягом двох днів первинного тренування ("попереднього плавання") виробляється досить стійкий стереотип і миші легко навчаються плавати в потрібному напрямку, прагнучи вибратись на майданчик у кінці дистанції.
У день проведення досліду ("основного плавання") миші здійснюють 18 або 20 запливів без перерв між ними, виключаючи час, необхідний для перенесення тварин з фінішної на стартову лінію. В тому випадку, якщо тварина подолає цю відстань за 60 сек. і більше, її виключають з подальших запливів, а час її подальших спроб приймається рівним 60 сек. Досліджувані засоби вводять певним шляхом за 60 або 30 хвилин до запливів [93].
Результати дослідів обробляють за допомогою методу лінійної регресії, що дозволяє визначити достовірність відмінностей між контролем і дослідом і побудувати графік [93, 76]. При побудові графіка по осі абсцис відкладають квадрат середньої спроби, по осі ординат – середній час пропливання (х100). Ефективність препарату характеризується величиною tg ( кута нахилу лінії регресії, що менший для засобів, які ефективно запобігають розвитку стомлення [93, 76]. 
Можна також розраховувати активність засобів за різницею середньої величини часу 18 або 20 запливів контрольних мишей та мишей, які отримували досліджуваний засіб.
3.2. Моделі гіпоксії
Гіпоксія, як відомо, є супутнім чинником більшості патологічних процесів та дезадаптаційних станів, що розвиваються під впливом екстремальних зовнішніх факторів: інтоксикацій, стресу, психічних та фізичних навантажень [76, 69].

Виявлення антигіпоксичної активності засобів можливо проводити на різних моделях: гіпоксії „замкнутого простору”, гемічної, гістотоксичної та висотної гіпоксії.

Модель гіпоксії „замкнутого простору”

Модель  гіперкапнічної гіпоксії (гіпоксії „замкнутого простору”) є найбільш доступною та добре відтворюваною.
Для оцінки антигіпоксичної дії засобів на моделі гіперкапнічної гіпоксії використовують мишей масою 18-20 г [34]. Досліджувані засоби вводять відповідним групам тварин профілактично протягом 7, 15 або 30 діб та за годину до гіпоксії або одноразово за годину до гіпоксії. Тварини контрольної групи одержують відповідний розчинник в еквівалентному до засобів об'ємі. Тварин поміщають у герметичну камеру об′ємом 0,2 л та реєструють час життя тварин у секундах до першого агонального вдоху. Антигіпоксичну активність засобів визначають за тривалістю життя тварин у порівнянні з аналогічною у тварин контрольної групи. 

Моделі гемічної та гістотоксичної гіпоксії 

Вказані експериментальні моделі гіпоксії описані в чинних методичних рекомендаціях [74].

Для досліду з вивчення здатності засобів підвищувати витривалість до гіпоксії використовують білих нелінійних щурів або мишей  не менше, ніж по 8 тварин у кожній групі. Досліджувані засоби вводять профілактично відповідним шляхом введення в певних дозах протягом 7, 15 або 30 діб та за годину до гіпоксії, або одноразово за годину до гіпоксії. Тварини контрольної групи отримують протягом всього часу експерименту відповідний розчинник в об'ємі еквівалентному до об'єму  досліджуваних засобів.

Гемічну гіпоксію моделюють внутрішньоочеревинним введенням водного розчину натрію нітриту в летальній дозі 62,5 мг/кг маси тіла [74]. Натрія нітрит є донатором нітро-групи. Остання утворює стійку сполуку метгемоглобін, яка не здатна переносити кисень до тканин організму, що і призводить до розвитку гіпоксії. Ще одним чинником цієї експериментальної гіпоксії є зниження швидкості кровотоку та доставки кисню до тканин у результаті судинодилятаційної дії нітратів. 
Гістотоксичну гіпоксію викликають внутрішньоочеревинним введенням водного розчину натрію нітропрусиду в дозі 20 мг/кг маси тіла [76]. Методика базується на здатності засобів запобігати порушенням клітинного метаболізму та гіпоксії тканин, спричинених нітропрусидом натрію.
Антигіпоксичну активність засобів визначають за тривалістю життя тварин у порівнянні з аналогічним показником у тварин контрольної групи. 
Модель висотної гіпоксії

Висотну гіпоксію моделюють за допомогою барокамери.
3.3. Модель гострого іммобілізаційного стресу

Для дослідження стреспротективного компоненту адаптогенної дії нових засобів найбільш доступною є модель нервово-м'язового напруження за Сельє [74]. З метою усунення впливу коливань гормонального фону дослідження проводять на білих нелінійних щурах самцях масою 180-200 г. 
Стрес моделюють шляхом 3-х-годинної іммобілізації щурів на спині на операційному столику атравматичним фіксуванням за кінцівки. Враховуючи, що стадія тривоги припадає на перші 12 годин від початку дії стресорного фактора, оцінку стреспротективної дії препаратів проводять через дві години після завершення дії стресорного фактора, як запропоновано в чинних методичних рекомендаціях [74]. 

Загально-соматичними показниками стреспротективної дії препаратів є коефіцієнт маси наднирників і тимусу та ступінь виразкоутворення в шлунку. Тварин декапітують під легким ефірним наркозом. Для визначення коефіцієнтів маси надниркові залози та тимус звільняють від зайвої сполучної та жирової тканини, зважують на торсійних вагах ВТ-500. Коефіцієнт маси (КМ) органу обчислюють за формулою:
	КМ =


	маса органу, г
	 · 100                 

	
	маса тіла тварини, г
	


Для дослідження виразкоутворення шлунок розтинають поздовжнім розрізом вздовж малої кривизни, промивають проточною водою і досліджують слизову оболонку за допомогою збільшувального скла (х8). Звертають увагу на рельєф слизової оболонки, наявність виразок, ерозій, крововиливів, визначають розміри виразок, частоту виразкоутворення (ЧВ) – кількість тварин, які мають виразки, серед всіх тварин у групі.


Вплив препаратів на процеси перекисного окиснення ліпідів і антиоксидантного захисту можна оцінювати відповідно за показниками ТБК-реактантів та вмісту відновленого глютатіону в сироватці крові [3, 73].

Доцільним є дослідження ЕКГ-показників функції серцево-судинної системи, цитології лімфоїдних органів (кісткового мозку, тимусу, селезінки) та морфології тимусу, селезінки і наднирників [74].
3.4. Ускладнені моделі фізичного навантаження

та моделі впливу альтернативних чинників
Особливістю препаратів адаптогенної направленості є здатність підвищувати опірність та працездатність організму в ускладнених умовах [76, 77]. Тому на другому етапі дослідження доцільною є оцінка адаптогенної дії досліджуваних засобів на ускладнених моделях фізичного навантаження та моделях  впливу альтернативних факторів.

Модель фізичного навантаження тварин плаванням після іммобілізації
Дана модель модифікована нами [49], доступна та добре відтворюється.
У цьому досліді використовують білих мишей масою 20,0 - 22,0 г.  Спочатку тварини піддаються процесу адаптації до плавальної проби в трикратному тренувальному циклі, у ході якого вони через день плавають з відповідним навантаженням (7,5% від маси тіла) до появи перших ознак стомлення. Плавання здійснюють у ванні 90х90х70 см з товщиною шару води не менш 60 см при термонейтральній температурі води +32±2°С. Навантаження у вигляді металевих кілець (7,5% від маси тіла) прикріплюють до хвоста тварини за допомогою еластичного гумового кільця. Критерієм повного стомлення є 10-секундне перебування миші під водою.

Після адаптації до навантаження відбирають тварин, придатних до виконання вправ, і піддають тестуванню для визначення вихідного рівня працездатності. За результатами визначення вихідної працездатності формують дослідні групи (не менше, ніж по 8 тварин у кожній). Одна група тварин є контрольною. Тварини дослідних груп отримують досліджувані засоби щодня один раз на день протягом трьох тижнів у відповідних дозах. Тварини контрольної групи отримують відповідний розчинник. Для підтримки адаптаційних пристосувальних реакцій до використовуваного в досліді навантаження плаванням усі тварини через день виконують роботу, що складає 50% від тривалості вихідного плавання. Визначення часу виконання вправи проводять з точністю до секунди. На 22-й день досліду половину тварин піддають 100% навантаженню „до утоплення” та визначають час максимального плавання. Іншу половину мишей іммобілізують (як описано при оцінці стреспротективної дії) протягом трьох годин. Витривалість тварин до активного навантаження тестують через годину після іммобілізації. Розраховують величину адаптогенного ефекту за здатністю засобів підвищувати витривалість тварин у порівнянні з контрольними тваринами після іммобілізації.
Модель плавання в умовах гіпоксії відтворюють шляхом вільного плавання щурів в термокамері з об’ємом повітря 1,5 л. Показником є тривалість плавання до утоплення у хв. [63, 77].
Модель плавання після гіпокінезії 
Для досліду відбирають мишей за попереднім тестуванням здатності до плавання.
Для створення умов гіпокінезії мишей поміщають у спеціально виготовлені пенали (9х3х6 см), головна частина яких розташована під кутом 30° до горизонтальної площини. На задній стінці пеналу є вертикальний розріз, в який виводиться хвіст тварини для закріплення його на горизонтальному стержні позаду пенала. На дні пеналу у його задній стінці є отвір для вивільнення фекалій. Пенали встановлюють на піддон, передня частина якого є одночасно кормушкою та поїлкою. Воду тварини отримують разом з їжею ( їжа насичена водою). Утримання тварин в ізольованих пеналах, у положенні антиортостаза (нахил тулуба і голови вниз) в умовах гіпокінезії (хвіст закріплений і рухи тварини обмежені) імітує в деякій мірі стресовий вплив в умовах космічного польоту. Експозиція гіпокінезії може тривати 45 хв., 3, 8, 10, 21 або 28 діб (на вибір дослідника). Потім оцінюють фізичну працездатність тварин шляхом примусового плавання або шляхом швидкісного плавання після 20 чи 30 запливів у наповненому водою басейні (див. розділ 3.1, стор. 20). Оцінюють відповідно термін плавання або середню швидкість плавання 20 чи 30 запливів у хвилинах або секундах [1, 72].
Модель фізичного навантаження тварин бігом на тредбані на тлі гіпоксії

Вивчення впливу досліджуваних засобів на швидкісну витривалість щурів  самців на тлі гіпоксії проводять в умовах фізичного навантаження бігом на тредбані [76]. В досліді використовують білих щурів самців масою 200-220 г. На тлі введення препаратів тварин тренують бігом на третбані протягом 10 хв. при куті нахилу доріжки 10( і швидкості руху стрічки 28 -  35 м/хв для створення стабільного фону працездатності і адаптації до тривалих навантажень. На 28-й день одній половині щурів кожної групи дають навантаження бігом при швидкості руху стрічки 42±0,5 м/хв і визначають тривалість бігу до повного стомлення (до відмови). Іншій половині щурів кожної групи за півгодини до надання вказаного навантаження підшкірно вводять розчин натрію нітриту в дозі 20 мг/кг, тобто створюють умови легкої гемічної гіпоксії.  Критерієм повного стомлення вважають неспроможність тварин до подальшого бігу та втрату здатності реагувати на стимуляцію електричними розрядами (36 В перемінного струму) на стартовій лінії бігової доріжки [76]. Визначення часу виконання вправи проводять з точністю до секунди. Розраховують величину адаптогенного ефекту за здатністю засобів підвищувати витривалість тварин у порівнянні з контрольними тваринами після гіпоксії. 

Моделі впливу альтернативних факторів

Найбільш доступними несприятливими альтернативними факторами, які добре відтворювати в експерименті, є гіпотермія та гіпертермія.

Модель гострої гіпотермії 

Вплив гострої гіпотермії моделюють при плаванні щурів у воді з температурою 10° С. Показником дії засобу є підвищення опірності тварин, тобто збільшення часу плавання до «утоплення» у хв. [63, 77].
Модель гострої гіпертермії 

 Дію гострої гіпертермії моделюють, поміщаючи тварин у термокамеру з температурою 60° С. Показником дії засобу є збільшення часу до початку судом і тривалості життя тварин у порівнянні з контрольними [63, 77].
3.5. Моделі для оцінки впливу досліджуваних засобів на стан ЦНС,

функції пам’яті та навчання


Вивчення впливу досліджуваних засобів на стан ЦНС проводять з використанням загальноприйнятих тестів „відкритого поля” згідно з чинними рекомендаціями [74, 47].

Вивчення впливу досліджуваних засобів на формування умовного рефлексу пасивного уникання, у  тому числі і антиамнестичного ефекту
на тлі різних чинників
Вивчення впливу досліджуваних засобів на формування умовного рефлексу пасивного уникання проводять з використанням спеціальної установки [17, 43], яка складається з двох камер, що сполучені між собою. Одна з камер більша (40х40х30 см) і світла (освітлюється двома лампочками по 4 вт), друга – мала (15х15х23 см) і темна. У дно малої камери вмонтовується електродна підлога, на яку подається електричний струм з напругою 40-50 В. Камери сполучені напівкруглим каналом, який перекривається створкою. 
Тварини (гризуни) мають природжений рефлекс – надавати перевагу перебуванню у замкнутому темному просторі. У досліді щура поміщають на середину світлої камери хвостом до отвору в темний відсік. Після обстеження великої камери, щур швидко переходить до малої. Тварин, які не зайшли до темної камери протягом трьох хвилин, виключають з подальших досліджень. Після заходу тварини до темної камери створку закривають і на підлогу подають електричний струм. У результаті у тварин виробляється умовний рефлекс пасивного уникання (УРПУ) темного простору, що подавляє природжений рефлекс. Критерієм наявності умовного рефлексу вважають відсутність переходу тварин у темний відсік камери протягом трьох хвилин. Досліджувані за​соби вводять за годину до навчання. Після навчання у тварин тестують збереження УРПУ за тривалістю латентного періоду заходу тварини в темний відсік тієї ж камери на певний термін: через 24, 48 годин, або 7, 14, 21, 28 діб. 
При вивченні адаптогенних засобів дослід ускладнюють і визначають збереження УРПУ за тривалістю латентного періоду заходу тварини в темний відсік тієї ж камери на тлі антероградної амнезії [7, 87], спричиненої введенням м-холіноблокатору скополаміну в дозі 1,5 мг/кг, або на тлі ретроградної амнезії, спричиненої гіпоксією [7, 89]. З метою моделювання стану гіпоксичної гіпоксії відразу після навчання тварин поміщають у герметично закриті камери об’ємом 0,5 л і тримають до появ​и перших ознак агонії. Після чого тварин швидко звільняють з  гіпоксичної камери. Про збереження УРПУ судять за тривалістю латентного періоду до заходу в темний відсік камери через 24 години після навчання. Для визначення вираженості ефективності використовують препарати порівняння. Антиамнестичну активність розраховують як відсоток подовження латентного періоду до заходу в темну камеру у тварин на тлі препаратів по відношенню до такого показника у тварин з групи контрольної патології (модельованої амнезії).
3.6. Вивчення механізмів адаптогенної дії нових засобів

На попередніх етапах дослідження вже встановлена ефективна чи умовнотерапевтична доза перспективних для подальшого дослідження адаптогенних засобів, тому метою цього етапу є визначення можливих механізмів її реалізації, тобто оцінка ступеня адаптації під впливом нового засобу до можливих несприятливих факторів: м'язового навантаження, стресу та ін.

При оцінці ступеня адаптації до м'язової діяльності і впливу на ці процеси досліджуваних засобів важливий не тільки облік сумарного об'єму виконаної м'язової роботи, але і якою ціною виконана ця робота, тобто необхідне встановлення ступеня напруги основних адаптивних систем на тлі введення засобів. Оскільки граничне навантаження (біг „до відмови”, надмірний стрес) нівелює відмінності біохімічних показників активності адаптаційних процесів між тваринами, яким не вводили засоби, та на тлі застосування адаптогенів, ці показники слід визначати після дозованого навантаження, яке складає 20-30% гранично переносимого тваринами.

Дозовані навантаження достатньо широко використовуються в практичній медицині і спорті з метою визначення рівня фізичної підготовленості. При цьому добре адаптований організм виявляє три основні фізіологічні особливості:
- швидка, але менш виражена, ніж у нетренованих, активація функцій організму на початку дії подразника;
- раціональне використання енергетичних ресурсів організму;
- швидше, ніж у тварин з групи контрольної патології, відновлення гомеостатичних показників після виконання навантаження.

Моделі тренування та дозованого навантаження.


Для визначення показників адаптогенної дії нового засобу для дозованого навантаження можна використовувати модель бігу тварин на тредбані, що описана нами в підрозділі 3.1 з деякою модифікацією. В кінці експерименту щурам кожної групи дають навантаження при швидкості руху стрічки 42(0,5 м/хв. протягом часу, що складає 20-30% гранично переносимого тваринами (встановленого в попередніх дослідах). Після цього тварин декапітують під ефірним наркозом, вилучають органи для визначення досліджуваних показників.

З метою нівеляції впливу непередбачуваних факторів (метеофактора, вихідного рівня працездатності тварин та ін.) ці два досліди рекомендується проводити паралельно в два етапи, розподіляючи тварин у кінці експерименту на дві частини. У однієї частини тварин визначають тривалість бігу «до відмови» (визначають актопротекторний ефект). Іншій половині щурів кожної групи дають навантаження протягом часу, що становить 20-30% граничної витривалості при швидкості руху стрічки 41,5(0,5 м/хв. Після цього тварин декапітують під ефірним наркозом, вилучають органи для визначення біохімічних показників.

Моделі тренування тварин мікроциклами

Для формування стійкої адаптації тварин до м’язових навантажень можна використовувати біг на тредбані по схемі тренувальних мікроциклів, що розроблена Ю.П. Похоленчуком [60] (табл.1). Ця модель відрізняється від вищенаведеної різним навантаженням (швидкістю руху стрічки тредбана) протягом тренувань та в кінці досліду. Відомо, що виконання різної за  інтенсивністю м’язової роботи забезпечується різними метаболічними шляхами: аеробним, анаеробним або аеробно-анаеробним [76]. 
Таблиця 1
Схема тренування щурів мікроциклами протягом 9 тижнів
	       
	Швидкість руху стрічки

	                 

                    Т и ж н і

Дні тижня
	20 м/хв.
	20 м/хв.
	30 м/хв.
	20 м/хв.

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Понеділок, (хв.)
	1
	7
	3
	3
	3
	3
	27
	27
	3

	Вівторок, (хв.)
	2
	8
	13
	13
	13
	13
	13
	13
	4

	Середа, (хв.)
	3
	9
	13
	27
	3
	27
	27
	27
	5

	Четвер, (хв.)
	4
	10
	3
	27
	13
	27
	3
	3
	5

	П’ятниця, (хв.)
	5
	11
	27
	3
	3
	3
	27
	27
	5

	Субота, (хв.)
	6
	12
	13
	13
	13
	13
	3
	27
	6


Примітки: 1-4 тижні – швидкість бігу 20 м/хв., 5-6 тижні – швидкість бігу 20 м/хв., 7-8 тижні – швидкість бігу 30 м/хв., 9 тиждень – швидкість бігу 20 м/хв.


Відповідно до даної методики виділяють такі етапи тренування: 
I – підготовчий етап (1-4 тижні), II – розвантажувальний цикл (5-6 тижнів), III – період інтенсивного навантаження (7-8 тижні), IV – активний відпочинок (9 тиждень).


Використовуючи дану методику можна визначати досліджувані показники в динаміці кожні два тижні, наприклад, на 2, 4, 6 та 9 тижні.
 
У кінці досліду дозованим м’язовим навантаженням для тварин є біг на тредбані зі швидкістю 20 м/хв. протягом часу, який становить 20%-30% від максимальної працездатності щурів (вже встановленої на попередніх етапах) за аналогічних умов.
Модель тренування плаванням
 Згідно з даними багатьох авторів визначення біохімічних показників, які характеризують механізм адаптогенної дії засобу, доцільно проводити в тесті плавання щурів з навантаженням 7,5% на тлі тренувань по 50 хв. щодня протягом 30 днів. Введення досліджуваного засобу слід комбінувати з тренуванням. Біохімічні показники визначають на тридцятий день після 2 годин плавання (фаза адаптації) та після 5 годин плавання (фаза стомлення) [77] .
Модель  хронічного іммобілізаційного стресу

Вказана методика добре описана в чинних методичних рекомендаціях [20]. Оцінюючи механізми стреспротективної дії нового адаптогенного засобу доцільно також визначати показники, що наведені нижче в розділі 4.
4. ДОСЛІДЖУВАНІ ПОКАЗНИКИ

З метою з’ясування можливих механізмів адаптогенної дії на моделях фізичного навантаження проводять визначення динаміки маси тіла та литкового м’язу, оскільки зміни цих показників опосередковано відображають ефективність адаптаційних процесів у організмі.

Про ефективність препаратів може свідчити клінічний аналіз крові, в який включають такі показники, як загальний гемоглобін, кількість лейкоцитів, еритроцитів, підраховують лейкоцитарну формулу за загальноприйнятими методами [13]. 
Оцінку адаптогенної дії досліджуваних препаратів проводять за такими критеріями:

- динаміка масових коефіцієнтів (МК) органів (тимусу, селезінки, наднирникових залоз, серця) за формулою 3;
- морфофункціональний стан тканин тимусу, селезінки, надниркових залоз, скелетних м’язів та серця.


Одним з важливих особливостей існування живих систем є єдність метаболізму, структури та функції. В основі будь-якої реакції організму лежать біохімічні перетворення, що набувають особливого значення при реалізації адаптивної перебудови [80]. Для визначення механізмів дії адаптогенних засобів важливим є з’ясування впливу засобу на нейро-гормональний гомеостаз, стан енергетичного, вуглеводного, ліпідного, білкового обмінів та макроелементів (кальцію), для чого визначають показники, які наведені в табл. 2.


З метою оптимізації великого об’єму досліджень обов’язковим  є визначення показників, які в таблиці зазначені зірочками хоча б в одному органі або сироватці крові. 
У комплексі біохімічних змін, які відбуваються при дії на організм несприятливих факторів, роль медіаторних та гормональних механізмів є однією з найбільш важливих [78].

Таблиця 2
Показники, що характеризують адаптогенну дію засобів
	Досліджувані

показники
	Периферична ланка адаптації
	Центральна ланка

адаптації
	Посилання на методику визначення

	
	Сиро-ватка

крові
	Печінка
	Серце
	Ске-

летні

м’язи
	СВГМ
	КВП
	

	Нейро-гормональний баланс

	Адреналін* 
(АД)
	+*
	+
	+
	+
	+
	+
	[53, 56]

	Норадреналін 
(НА)
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	[53,56]

	Дофамін (ДА)
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	[53]

	Серотонін (СТ)
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	[62]

	Ацетилхолін (АХ)
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	[ІФА]

	Ацетилхолін-естераза
	
	+
	+
	+
	+
	+
	[23]

	11-ОКС*
	+
	наднирники
	
	
	
	
	[25]

	Аскорбінова

кислота
	
	наднирники
	
	
	
	
	[84]

	Обмін вуглеводів

	Лактат*
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[36]

	Піруват*
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[32]

	Глюкоза
	+
	
	
	
	
	
	набір 
„Філіст -Діагностика”

	Глікоген*
	
	+
	+
	+
	
	+
	[48]

	Лактат-дегідрогеназа
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[61]

	Обмін енергії

	Сукцинат-дегідрогеназа
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	[61]

	Цитохром-оксидаза
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	[61]

	Неорганічний фосфор
	
	+
	+
	
	+
	
	[36]

	АТФ*
	
	+
	+
	+
	
	
	[61, 14]

	АДФ
	
	+
	+
	+
	
	
	[14]

	АМФ
	
	+
	+
	+
	
	
	[14]

	КрФ
	
	+
	+
	+
	
	
	[61]


Продовження  табл. 2

Показники, що характеризують адаптогенну дію засобів
	
	Периферична ланка адаптації
	Центральна 
ланка

адаптації
	Посилання на методику визначення

	Досліджувані

показники
	Сироватка

крові
	Печінка
	Серце
	Скелетні

м’язи
	СВГМ
	КВП
	

	Обмін білків, пластичні процеси

	Білок*
	+
	+
	+
	+
	
	
	[96, 98]

	РНК
	
	+
	+
	+
	
	
	[71]

	ДНК
	
	+
	+
	+
	
	
	[71]

	Обмін ліпідів

	Тригліцериди*
	+
	
	
	
	
	
	набір 
Lachema 
Biotest

	Неетерифіковані
жирні

кислоти
	+
	
	
	
	
	
	[91]

	ЛПНЩ
	+
	
	
	
	
	
	набір 
Lachema 
Biotest

	ЛПВП
	+
	
	
	
	
	
	набір 
Lachema 
Biotest

	Стан ПОЛ/АОС

	ТБК-реактанти*
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[3, 73]

	ДК
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[3]

	Гідропере-киси
	​+
	​+
	​+
	​+
	
	​+
	 [3]

	ВГ*
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[3]

	Глютатіон-редуктаза
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[3]

	Глютатіонтрансфераза
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[3]

	Каталаза
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[33]

	СОД
	+
	+
	+
	+
	
	+
	[12]

	Обмін кальцію

	Кальцій
	+
	
	+
	+
	
	
	набір 
Pliva Lachema


Примітка: + - вказує на доцільність визначення показника в органах та тканинах.
Катехоламіни ( адреналін (АД), норадреналін (НА), дофамін (ДА)) відіграють значну роль в адаптації організму. Взаємодіючи з адренорецепторами, КА сприяють швидкому переходу організму зі спокійного стану до стану збудження. КА підвищують потребу тканин у кисні, активують окиснення вільних жирних кислот, прискорюють розпад глікогену, збуджують ЦНС, підвищують працездатність серця та скелетних м'язів, сприяють перерозподілу крові, тобто є пусковими факторами адаптаційних процесів. Визначення вмісту цих медіаторів у зазначених органах та тканинах дає можливість судити про їх активність під впливом нових досліджуваних засобів. Відношення АД/НА є показником співвідношення активності симпатико-адреналової системи (САС) та наднирників. Підвищення цього показника свідчить про зниження гормональної ланки та підвищення ативності медіаторної ланки САС.

Показники вмісту ацетилхоліну (АХ) та серотоніну (СТ) у зазначених у таблиці органах свідчать про рівень активності антистресових систем ЦНС: холінергічної та серотонінергічної. Холінергічна система відіграє роль пускового фактора в адаптаційній перебудові, при цьому зміни вмісту ацетилхоліну є первинними, поряд зі змінами активності інших медіаторних систем, таких як катехол- та серотонінергічних. Активність ацетилхолінестерази відбиває стан холінергічної системи.
Визначення вмісту 11-ОКС (11-оксикортикостероїдів) у крові та наднирниках дає можливість судити про стан системи гіпофіз-наднирники. Підвищення рівня 11-ОКС – необхідна умова для формування адаптивних механізмів тварин, які тренуються, та їх готовності до виконання більш значних навантажень [10]. Визначення рівня 11-ОКС можна проводити флюоресцентним методом [25]. Вміст аскорбінової кислоти в наднирниках свідчить про їх функціональну активність [84].
З метою визначення впливу досліджуваного препарату на активність білоксинтетичних процесів у тканинах вищеперелічених органів і литкового м`язу та в сироватці крові визначають вміст білка [96, 98]. Як відомо, біосинтез білка безпосередньо регулюється рибонуклеїновими кислотами (РНК та ДНК). Спочатку синтезується РНК в ядрі клітини під контролем ДНК, а потім РНК надходить у цитоплазму, де виконує роль матриці в синтезі білка. Тому для встановлення впливу лікарських засобів на білоксинтетичну функцію клітин доцільно досліджувати вміст нуклеїнових кислот – РНК і ДНК [71]. 

Про направленість (аеробний чи анаеробних шлях метаболізму) гліколітичних процесів можна судити за показниками вмісту пірувату [32], лактату [36] та їх співвідношенням.

При оцінці рівня енергетичних процесів доцільним є визначення макроергів аденозинтрифосфату (АТФ) [61], креатинфосфату (КрФ) [61], а також АДФ, АМФ [61]  та неорганічного фосфору [36], співвідношення яких свідчить про активність процесів окисного фосфорилювання. Рівень сукцинатдегідрогенази [61] відбиває активність циклу Кребса [41]. Рівень цитохромоксидази свідчить про пропускну здатність дихального ланцюга в мітохондріях [41, 66].

Концентрація легкомобілізуємих субстратів ліпідного обміну тригліцеридів (ТГ) та неетерифікованих жирних кислот (НЖК) свідчить про ступінь переходу організму в процесі адаптації на „ліпідну енергетику”, в якій основну роль у забезпеченні енергією клітин має мітохондріальне окиснення вільних жирних кислот (ВЖК) [41].  
Значне підвищення транспортних форм ліпідів: ліпопротеїнів низької щільності (ЛПНЩ)  та ліпопротеїнів дуже низької щільності (ЛПДНЩ) є показниками напруги організму та можуть призводити до гальмування утилізації глюкози в печінці та скелетних м’язах. 
На тлі різкого падіння вуглеводного резерву органів підвищення концентрації ВЖК може призвести до роз’єднання окиснення і фосфорилювання, підвищення проникності мембран, гальмування іонних насосів, посилення активності ПОЛ [77].
Інтенсивність ПОЛ оцінюють за вмістом ТБК-реактантів [3, 73], дієнових кон′югатів (ДК) [3], гідроперекисів (ГП) в гомогенаті органу та в сироватці крові [3].

Активність антиоксидантної системи (АОС) органів та крові оцінюють за показниками рівня відновленого глютатіону (ВГ) [3] або ферментних систем – глютатіонпероксидази, глютатіонредуктази [3], а також ферментів АОС – каталази [33] та супероксиддисмутази (СОД) [12]. Узагальнюючим підсумком антиоксидантного захисту є збереження цілісності мембранних структур, тобто встановлення мембранотропного ефекту, який визначають за активністю цитохрому Р450 [40, 92].

Визначення вмісту кальцію при оцінці адаптогенної дії засобів базується на його важливій ролі у процесі м’язового скорочення,  нервової імпульсації, секреції гормонів, у тому числі гормонів адаптаційних систем симпатико-адреналової та гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової [21].

Після закінчення дослідження тварин знеживлюють методом декапітації під ефірним наркозом, проводять їх розтин, вилучають та зважують внутрішні органи. 
Морфофункціональні дослідження.

Відповіддю наднирників на стрес є гіпертрофія їх кори. Показниками структурно-функціонального стану коркової речовини наднирників є морфологічний стан адренокортикоцитів (розмір клітин, ядер, рівень ліпідизації цитоплазми), збереженість їх цитоархітектоніки, розмір всіх облігатних зон кори, виразність суданофобного шару, стан кровоносних капілярів. 

Критеріями оцінки стану литкового м'язу щурів служать: величина поперекового діаметру МВ, чисельність та розмір ядер у волокні у полі зору мікроскопа, кількість ядерець у ядрі, визначення долі деструктивно змінених ділянок у м'язі, чіткість поперекової та подовженої окресленості МВ, спроможність тканини нормально сприймати фарбу, стан судин, активність окиснювально-відновних показників циклу Кребса, стан мітохондрій, цистерн саркоплазматичної сітки, Т-систем. Бажано розрізняти зміни окремо у білих та червоних МВ. 
Критеріями оцінки змін білої пульпи селезінки служать: розмір та виразність периартеріальних зон лімфатичних вузликів та периваскулярних муфт артерій та артеріол, що йдуть до вузлика, розмір маргінальних зон вузликів та муфт, чисельність лімфатичних вузликів на зрізі; розташування лімфоцитів у різних зонах вузлика, чіткість межі між білою та червоною пульпою, зміна у клітинному вмісті червоної пульпи. 

Критеріями оцінки стану міокарду є: виразність контрактури волокон, наявність ділянок з міоцитолізисом, кількість, розмір та клітинний склад гранульом, поява ШИК-позитивного фарбування саркоплазми міокардіальних клітин, ступінь ушкодження мітохондрій.
Статистичну обробку результатів проводять з використанням параметричних чи непараметричних методів аналізу, за допомогою критеріїв Н‘юмена-Кейлса або Фішера (Манна-Уїтні) [39, 54]. 

Забір  матеріалу та підготовка зразків для гістологічного дослідження.

Для мікроскопічних досліджень тимусу вилучають обидві частки залози разом (або залишки часток) і не розрізають. З селезінки вирізають поперечну пластинку приблизно посередині органу. При розрізі наднирників роблять подовжений розріз через увесь орган. Литковий м'яз вирізають повністю, перерізавши його голівки (від латерального та медіального виростка стегнової кістки) та п'ятковий сухожилок. Зразки серця вирізають у вигляді поперечної пластинки через весь орган на рівні середини обох шлуночків. Зразки печінки вирізають з правої латеральної частки. 

Для оглядового гістологічного дослідження тканинний матеріал фіксують у 10% розчині формаліну, зневоднюють у спиртах зростаючої міцності (в 70° спирті витримують зразки не менш 2-5 днів), заливають у целоїдин-парафін чи парафін. Зрізи товщиною не більше 3-5 мкм фарбують гематоксиліном та еозином (тимус, селезінка, литковий м'яз). Для отримання більш об'єктивної інформації, ставлять реакцію на РНК (печінка, серце, литковий м'яз) – тест на потужність синтезу білка (метод Браше з контролем РНКазою), ШИК-реакцію (печінка, серце, литковий м'яз) – для виявлення глікогену (метод Шабадаша); реакцію на ліпіди (роблять додаткові зрізи печінки, серця, нирок на мікротомі, що заморожує, після фіксації у формаліні; зрізи фарбують суданом 3-4, суданом чорним) [46, 58]. Крім того, бажано проводити гістоензимологічне та електронно-мікроскопічне дослідження серця, печінки та литкового м'яза [52]. Проводять морфометрію, застосовуючи окуляр-мікрометр, а також стандартну окулярну планіметричну сітку. Бальну оцінку проводять за прийнятим стандартом, який забезпечує порівняльну характеристику вибраних ознак (наприклад: 0 балів – ознака відсутня, 1 бал – ознака слабка, 2-а бали – ознака помірна, 3-и бали – ознака виразна, 4-и бали – ознака дуже виразна).

Слід зазначити, що для дослідження тонких, інтимних механізмів адаптогенної дії нових засобів дослідники можуть використовувати й інші показники in vivo та in vitro.
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Моделі дозованого


 довготривалого впливу чинника


(дозованого фізичного навантаження (біг на тредбані або плавання); або дозованої гіпоксії,


або хронічного іммобілізаційного стресу)








III етап





Встановлення механізмів


адаптогенної дії засобу





Модель оцінки формування 


умовних рефлексів ( умовної реакції пасивного уникання, УРПУ)





Модель гострого 


іммобілізаційного стресу





I етап


Відбір засобів, які виявляють адаптогенну дію, вибір ефективної або умовнотерапевтичної дози





II етап


Остаточний відбір засобів, 


перспективних для подальшого дослідження, уточнення ефективної або умовнотерапевтичної дози та вивчення їх адаптогенної дії








Ускладнені моделі навантаження та моделі впливу 


альтернативних чинників





Моделі гіпоксії 


(замкнутого простору, гемічної, гісто-гемічної та висотної гіпоксії)








Моделі фізичного навантаження:


(примусового плавання, 


швидкісного плавання,


вису на шесті, бігу на тредбані)
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селезінка:


гіперплазія, висока  активність





Наднир-


ники


(кора):


ГК – N; 


МК 











Тимус:


значне


збіль-шення








Лімфоїдна тканина,


селезінка:


помірна проліферація
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пригнічення
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залози:
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Щитоподібна залоза:


пригнічення








ШКТ:


крово-виливи





ШКТ:


норма





Щитоподібна залоза:


норма








Статеві залози: помірна активація 








Статеві залози:


підвищена активність








Щитоподібна залоза:
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ШКТ:


норма
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Реакція тренування (стадії: орієнтації, перебу-дови, тренованості) – ЗАР на слабкі подраз-ники





В





А





Реакція активації (стадіїї: спокійна та стійка активація) – ЗАР на подразники середньої сили








Реакція стресу (стадії: тривоги, резистентності, виснаження) – ЗАР на сильні подразники
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