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Т.С. Сахарова 

загальна характеристика роботи
Актуальність теми. Останнім часом зростає увага до ендогенних імуно​мо​дуляторів, які здійснюють взаємозв`язок імунної, нейроендокринної та нер​вової систем і беруть участь у формуванні та регуляції захисних реак​цій організму (Фрейд​лин И.С., 2001, Donath M.Y., 2008). Такими модуляторами є цитокіни.
Як відомо, зміни продукції цитокінів відіграють важливу роль у патогенезі значної кількості захворювань. Тому постає питання щодо використання цитокінів або їх антагоністів із терапевтичною метою. Завдяки ши​рокому спектру фармакологічної активності цей новий клас регуляторних молекул має великі перспективи для застосування їх як лікарські препарати (Черешнев В.А, Гусев Е.Ю., 2001, Симбирцев А.С., 2002).
До цитокінів належать насамперед інтерлейкіни (ІЛ). Вони мають важ​ливе значення як терапевтичні агенти та мішені для специфічних антагонистів при імунних і запальних захворюваннях. ІЛ є регуляторами замісного та індуктивного типу дії, забезпечують запуск каскадної активації клітин-ефек​торів і процесів запалення і регенерації на всіх стадіях (Dinarello C.A., 2005).
Сьогодні в клінічній практиці використовуються рекомбінантні ІЛ-1 (беталейкін), ІЛ-2 (пролейкін, ронколейкін), ІЛ-3, лейкінферон, антагоністи рецепторів ІЛ-1 (анакінра, аркаліст) тощо. Останні використовуються пере​важно при ревматоїдному артриті, остеоартриті. Клінічні випробування проходять препарати на основі ІЛ-4, ІЛ-10 та ІЛ-12. Інтерлейкінові засоби є необхідним компонентом комплексних схем терапії багатьох захворювань та застосовуються при онкологічних захворюваннях, хворобах сполучної тканини і суглобів, при сепсисі, перитоніті, панкреа​титі, остеомієліті, абсцесах, флегмонах, піодерміях, ендометритах, бешиховому запаленні, туберкульозі, гепатиті, ієрсиніозах, ВІЛ-інфекції, герпесі, хламідіозі, при лікуванні ран, трофічних виразок, фронтитів, тонзилітів, уражень слизових оболонок тощо (Arend W.P., 2000, Кетлинский С.А., Симбирцев А.С., 2008). Але дотепер систематизовані дані щодо порівняльної ефективності антицитокінової терапії при захворюваннях різних органів відсутні. 
Провідне місце серед прозапальних ІЛ посідає інтерлейкін-1 (ІЛ-1), який є одним із найважливіших ендогенних регуляторів різноманітних захисних реакцій організму – специфічних (імунологічних) і неспецифічних (запалення та стрес). ІЛ-1 викликає екзоцитоз лізосомальних ферментів і вільних радикалів фагоцитами; посилює проліферацію фібробластів, підвищує синтез колагену; стимулює дегрануляцію тучних клітин із вивільненням медіаторів запалення; активує продукцію простацикліну; індукує синтез колагеназ і активатора плазміну в тканинах; стимулює утворення білків гострої фази гепатоцитами, виявляє прозапальну та пірогенну дію. Також ІЛ-1 активує кістково-мозкову продукцію остеокластів і їх функціональну активність, зокрема  стимулює остеокластичну резорбцію. З іншого боку, ІЛ-1 стимулює проліферацію остеобластів і їх диференціацію до остеоцитів, а можливо, й змінює продукцію глікозаміногліканів і, таким чином, втручається у регуляцію стану кісткової тканини. Участь ІЛ-1 у реалізації стрес-реакції обумовлена його впливом на рівень глюкокортикоїдів і центральні структури мозку, що дозволяє вважати його медіатором нейроімунних взаємодій (Dinarello C.A., 2006). Отже, ІЛ-1 бере участь в усіх етапах імунної відповіді та спри​яє активації клітин в осередку запалення.  

Оскільки дія ІЛ-1 є універсальною відповіддю організму на пошкод​ження, потенційно антагоніст рецепторів ІЛ-1 може бути використано для лікування захво​рювань, у патогенезі яких ІЛ-1 відіграє важливу роль. 
Тому подальша розробка і впровадження препаратів на основі ІЛ та їх антагоністів є одним з перспективних напрямків розвитку фармакології та медицини. Все вищенаведене обґрунтовує актуальність експериментального вивчення органотропної дії оригінального рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1).

Робота присвячена фармакологічному вивченню органотропної дії АРІЛ-1, що дозволить розширити фармакодинаміку та показа​ння до застосування препарату і перевести терапію багатьох захворювань на новий якісний рівень.
Зв`язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертацію виконано за планом науково-дослідних робіт Національного фармацевтичного університету з проблеми МОЗ «Фармакологічні дослідження біологічно-активних речовин і лікарських засобів синтетичного та природного поход​ження, їх застосування в медичній практиці», номер держреєстру 0103U000478. 
Мета і завдання дослідження. Метою дослідження є експериментальне обґрунтування застосування АРІЛ-1 в лікуванні порушень мозкового кровообігу, захворювань центральної нервової та серцево-судинної систем, печінки, нирок, запальних захворю​вань, гіперліпідемії та гіперурикемії, гострої хо​лодової травми.  
Для досягнення зазначеної мети необхідно було вирішити такі завдання: 
· провести вивчення церебропротекторного та антигіпоксичного ефектів АРІЛ-1 на моделях ураження головного мозку різного генезу; 
· дослідити психотропні  властивості АРІЛ-1 (визначити вплив АРІЛ-1 на поведінку експериментальних тварин, з`ясувати антидепресивну, анксіолітич​ну, ан​ти​амнестичну дії);

· визначити можливості підвищення стійкості головного мозку до нейротоксичних чинників за допомогою АРІЛ-1;

· з`ясувати наявність та провести фармакологічне вивчення фрігопротек​торної активності АРІЛ-1;

· провести поглиблене вивчення та аналіз особливостей протизапальної, хон​дропротекторної та імунотропної дії АРІЛ-1;

· провести дослідження органотропних властивостей АРІЛ-1 з боку вісцераль​них систем  (кардіопротекторної, нефропротекторної, гепатопро​тек​тор​ної, гастропротекторної дії);

· з`ясувати вплив АРІЛ-1 на обмін сечової кислоти та холестеролу;

· проаналізувати нові аспекти механізмів дії та застосування АРІЛ-1.

Результати досліджень ляжуть в основу обґрунтування доцільності розширення показань для застосування АРІЛ-1 в клініці.

Об`єкт дослідження – фармакологічна регуляція функцій організму шляхом блокади рецепторів ІЛ-1. 

Предмет дослідження – церебропротекторна, антигіпоксична, психо- та нейротропна, фрігопротекторна, протизапальна, хондро-, кардіо-, нефро-, гепатопротекторна, гіполіпі​демічна, антиоксидантна та гіпоурикемічна активність АРІЛ-1 при лікуванні відповідних модельних патологій та його вплив на видільну функцію нирок (ВФН), стан печінки та слизову оболонку ШКТ. 

Методи дослідження. При виконанні дисертаційної роботи вико​ри​стано фармакологічні, фізіологічні, фізичні, фізико-хімічні, електро​фізіо​логічні, біохімічні, гематологічні, морфологічні, мікроскопічні методи дослідження та методи математичної статистики. Усього використано 36 методів та 28 експериментальних моделей дослідження.
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше визначено анксіолітичну, антиамнестичну, антидепресивну, алкопротекторну та проти​судомну дію АРІЛ-1; проведено всебічний аналіз церебропротекторних, протизапальних, хондропротекторних та імунотропних властивостей АРІЛ-1; вперше доведено антиоксидантну, гіполіпідемічну та гіпоурикемічну дію АРІЛ-1; уперше виявлено та досліджено фрігопротекторні властивості АРІЛ-1, а також проведено поглиблений аналіз механізмів реалізації фармаколо​гічних ефектів АРІЛ-1. Таким чином, вперше систематизовано спектр фармакодинаміки АРІЛ-1 та оцінено можливості та напрямки його застосування в медицині.
Наукову новизну роботи підтверджено 5 патентами України на корисну мо​​​дель: № 50825 «Застосування рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в якості засобу з гіпоурикемічною дією» від 25.06.2010 р., № 50733 «Застосування рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в якості засобу антиалкогольної дії» від 25.06.2010 р., №50734 «Застосування рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в якості засобу антиамнестичної, протисудомної та анксіолітичної дії» від 25.06.2010 р., № 51902 «Застосування рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в якості фрігопротекторного засобу» від 10.08.2010 р., № 54879 «Застосування рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в якості засобу антиоксидантної дії» від 25.11.2010 р.
Практичне значення отриманих результатів. Результати проведених досліджень експериментально обґрунтовують перспективність нового напрямку в ме​дицині – антицитокінової тера​пії.

За одержаними даними обґрунтована доцільність застосування АРІЛ-1 у те​рапії порушень мозкового кровообігу, запальних захворювань, захворювань ЦНС, нирок, печінки, міокарда, атеросклерозу та подагри, а також доведена ефективність використання АРІЛ-1 при гострій холодовій травмі.

Результати роботи увійшли у звіт з доклінічного вивчення фармако​ло​гічної активності АРІЛ-1, який подано до Державного експертного цент​ру з метою розширення показань до застосування. 
За матеріалами дисертації видано методичні рекомендації “Інноваційні перспективи раціонального вибору церебропротекторів при ураженнях головного мозку” та 3 інфор​маційних листи: «Нові критерії використання церебропротекторів при ураженнях головного мозку», «Інноваційні перспективи використання рекомбінант​ного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в якості нефропротектора», «Інноваційні перспективи використання рекомбінант​ного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1) в яко​сті фрігоропротектора», які затверджено МОЗ України.

Результати дисертаційної роботи впроваджено в навчальний і науко​вий про​цес на кафедрі фармакології Буковинського державного медичного університету, кафедрі фармакології з клінічною фармакологією та фармакотерапією Тернопільського державного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, кафедрі фармакології та медичної рецептури Харківського національного медичного університету, кафедрі експериментальної та клінічної фармакології Української медичної стоматологічної академії, кафедрі фармакології Національного фармацевтичного університету,  кафедрі фармакології Івано-Франківського національного медичного університету, в Інституті неврології, психіатрії та наркології АМН України.
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. Здобувачем особисто здійснено патентно-інфор​ма​цій​ний пошук, експериментальні дослідження, проведено статистичну обробку та ана​ліз отриманих результатів, сформульовано висновки дисертації. Разом із науковим консультантом розроблена програма, визначені мета і завдання досліджен​ня, методичні підходи до експериментального вивчення фармакодинаміки та механізмів дії АРІЛ-1. У працях, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал і основний творчий доробок: результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі та узагальненні отриманих даних, підготовлено статті до друку. Вивчення впливу АРІЛ-1 на мозковий і нирковий кровобіг в умовах ішемії-реперфузії, на перебіг діатермокоагуляційного інфаркту міокарда (ІМ) проведено на базі ВНМУ, на вміст нейромедіаторів у головному мозку і рівень ІЛ-1 у крові експериментальних тварин, мікроскопічні дослідження  головного мозку, нирок, печінки та суглобів – на ба​зі ХНМУ за консультації доцента каф. гістології та ембріології ХНМУ Дєєвої Т.В., на базі ЦНДЛ НФаУ за консультативної допомоги ст. н. с. Лар`я​нов​ської Ю.Б. 

Апробація результатів дисертації. Результати досліджень оприлюднено на науково-практичних конферен​ціях, з`їздах і симпозіумах: VI-й Міжнародній научно-практичній конференції «Фармацевтическое право, судебная фармация и доказательная фармация в усовершенствовании системы национальной безопасности в медико-фармацевтическом кластере Еврорегиона «Слобожанщина» (Харків, 20-21 листопада 2009 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання створення лікарських засобів» (Харків, 21-22 квітня 2010 р.); VII Національному з`їзду фармацевтів України (Харків, 15-17 вересня 2010 р.); VI Всеукраїнській науково-практичній конференції з клінічної фармакології з міжнародною участю, присвяченій 90-річчю професора О.О. Столярчука (Вінниця, 10-11 листопада 2010 р.); наукових засіданнях ЦНДЛ та кафедр медико-біоло​гічного циклу НФаУ.

Публікації. За матеріалами дисертації надруковано 45 робіт, зокрема 28 статей (з них 25 у фахових журналах, рекомендованих ВАК України), 5 патентів України, 1 методичні рекомендації, 3 інформаційних листи, 8 тез доповідей.
Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота викладена на 425 сторінках машинописного тексту і складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів досліджень, шести розділів власних досліджень, аналізу і узагальнення  результатів, висновків, списку використаних джерел. Робота містить 86 таблиць і 118  рисунків. Бібліографія містить 617 посилань на наукові праці, з них 208 – кирилицею, 409 – латиницею.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали і методи дослідження. Об`єктом досліджень обрано АРІЛ-1 виробництва ВАТ «РЭСБИО» (м. Санкт-Петербург, РФ). Субстанцію АРІЛ-1 отримано в Державному науково-дослідному інституті особливо чистих біопрепаратів Федерального медико-біологічного агентства Росії «ДНДІ ОЧБ» (м. Санкт-Пе​тербург) на підставі договорів про науково-технічне співробітництво від 18.03.2003 та 11.01.2010 р. 

Субстанція АРІЛ-1 складається з 153 амінокислот, отримана за допомогою генно-інженерних технологій та є ліофільно висушеним білком ІЛ-1ра, який продукується рекомбінантним штамом E. coli BL21.  

Як препарати порівняння при вивченні різних видів фармакологічної активності використовували пірацетам виробництва «Дарниця» (Україна), розчин для ін`єкцій 20%;  іміпрамін – «Меліпрамін», Egis (Угорщина), розчин для ін’єкцій 12,5 мг/мл; мексидол  виробництва НВК Фармасофт (РФ), розчин для ін'єкцій 100 мг/кг; вінпоцетин – «Кавінтон», Richter Gedeon Ltd (Угорщина), розчин для ін'єкцій 5 мг/мл; діазепам – «Реланіум», Polfa (Польща), розчин для ін'єкцій 5 мг/мл;  гліцин – субстанція, Sigma (США); вальпроат натрію – «Депакін», Sanofi-Aventis (Франція), сироп 5,764 г/100 мл;  диклофенак натрію  – «Наклофен», KRKA (Чехія), розчин для ін`єкцій 25 мг/мл; ацетилсаліцилова кислота – «Аспірин», Bayer (Німеччина), таблетки 100 мг; генно-інженерний (рекомбі​нантний) препарат супероксид​дисмутази «Рексод», ВАТ «РЭСБИО» (РФ), розчин для ін'єкцій 1 мг/мл; глюкозаміну гідрохлорид – субстанція, Protein Chemicals (Японія); хофітол – Lab. Rosa-Phytopharma (Франція), екстракт; алопуринол – ЗАТ «Борщагівський ХФЗ», таблетки 100 мг; ліпін – Біолік (Україна), порошок ліофілізований для ін`єкцій 100 мг; силімарин – «Силібор» ФК «Здоров`я» (Україна), таблетки, вкриті оболонкою, 35 мг; корвітин – ЗАТ «Борщагівський ХФЗ, порошок ліофілізований для ін'єкцій 0,5 г.
Вивчення органотропної дії АРІЛ-1 полягало у дослідженні церебропротекторної, антигіпоксичної, анксіолітичної, антидепресивної, антиамнестичної, протисудомної, антиалкогольної, фрігопротекторної, протизапальної, хондро-, кардіо-, нефро-, гепато-, гастропротекторної, гіпоурикеміч​ної, гіполіпідемічної та антиоксидантної дії (Доклінічні дослідження лікарських засобів: методичні рекомендації, 2001; Руководство по експериментальному (доклиническому) изучению новых фармакологических веществ, 2005; Головенко М.Я., 2001). 
Досліди проводили на лабораторних тваринах, які були вирощені у розпліднику ЦНДЛ НФаУ. Їх утримання відповідало чинним правилам щодо пристроїв, обладнання та утримання віваріїв. Тварини отримували стандарт​не харчування відповідно до чинних норм (Кожем’якін Ю.М. і співавт., 2002). 

АРІЛ-1 уводили підшкірно: при вивченні церебропротекторної, антигіпо​ксичної, антидепресивної, антиалкогольної, протисудомної активності – в дозі 15 мг/кг маси тіла експери​менталь​них тварин (Штриголь С.Ю., 2007), при вивченні анксіолітичної, антиамнестичної активності – в дозах 5 та 15 мг/кг, при вивченні протизапальної, хондропротекторної, кардіопротек​тор​ної, нефропротекторної, ге​патопротекторної, гіпоурикемічної та гіполіпі​де​міч​ної дії – в дозі 3 мг/кг (Коваленко Є.М., 2009); при з’ясуванні фрігопротекторної дії – в дозах 3 мг/кг та 15 мг/кг; при вивченні гастропротекторної дії – в дозах 0,1; 0,5 та 3 мг/кг. Референс-препарати уводили: пірацетам внутрішньом`язово в дозах 200 та 500 мг/кг (Штри​голь С.Ю., 2008); іміпрамін – внутрішньоочеревинно в дозі 25 мг/кг, вінпоцетин – внутрішньоочеревинно в дозі 5 мг/кг та діазепам – внутрішньоочеревинно в дозі 100 мг/кг (Руководство по експериментальному (доклиническому) изучению новых фармакологических веществ, 2005); мексидол – внутрішньоочеревинно в дозі 100 мг/кг (Воронина Т.А., 2002); вальпроат натрію –  внутрішньоочеревинно в дозах 150 і 300 мг/кг (Тюренков И.Н., 2004); гліцин – внутрішньоочеревинно в дозі 50 мг/кг (Штриголь Д.В., Штриголь С.Ю., 1998); ацетилсаліцилова кислота – внутрішньошлунково в дозі 25 мг/кг (Назаренко Н.А., 2001); диклофенак натрію – внутрішньом`язово в дозі 15,4 мг/кг  (Доклінічні дослідження лікарських засобів: методичні рекомендації, 2001); глюкозаміну гідрохлорид – внутрішньо​шлунково у дозі 50 мг/кг (Зупанець І.А., 1991); рексод – внут​рішньоочеревинно в умовно-ефективній дозі 0,02 мг/кг (Деримедвідь Л.В., 2004); ліпін – внутрішньоочеревинно в дозі 50 мг/кг (Кудіна О.В., 2010);  корвітин – внутрішньом`язово в дозі 50 мг/кг (Белік Г.В., 2006); хофітол – внутрішньошлунково в дозі 5 мл/кг (Товчига О.В., 2009); силібор – внутрішньо​шлунково у дозі EД30 – 25 мг/кг (Місюрьова С.В., 2001); алопуринол – внутрішньошлунково в дозі 10 мг/кг (Товчига О.В., 2008). 

Дослідження виконано на 507 статевозрілих білих рандомбредних щурах масою 180-280 г, 560 мишах-самцях масою 15-24 г, вирощених у розпліднику віварію ЦНДЛ НФаУ, відповідно до вимог GLP, згідно з методичними рекомендаціями ДФЦ МОЗ України (Доклінічні дослідження лікарських засобів: методичні рекомендації, 2001), Національними «Загальними етичними принципами експериментів на тваринах» (Україна, 2001), «Європейською конвенцією про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» (Страс​бург, 1985) та ухвалою Першого національного конгресу з біоетики (Київ, 2001). Процедури, що супроводжуються болем (хірургічні втручання, евтаназія, вилучення органів), виконували під наркозом (тіопентал натрію в дозі 80 мг/кг або етамінал натрію в дозі 40 мг/кг внутрішньоочеревинно). Дотримання етичних норм підтверджено комісією з біоетики НФаУ (протокол № 3 від 16.03.2011 р.). Дослідження проводили у ЦНДЛ НФаУ, яка сертифікована ДФЦ МОЗ України (посвідчення № 21 від 30.04.2009 р.).
Етапи фармакологічного дослідження органотропної дії АРІЛ-1 та експериментальні моделі наведено на рис. 1.
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          Продовження рис. 1.
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На моделі білатеральної каротидної оклюзії (БКО) визначали вплив АРІЛ-1 на летальність, неврологічний дефіцит, показники кислотно-лужного балансу, активність нейронспецифічної енолази (NSE), гліонейрональний індекс, рівень ІЛ-1; проводили морфологічні дослідження мозку. Вміст NSE визначали методом твердофазного імуноферментного аналізу з використанням набору NSE EIA KIT (DAI, США). Кровобіг у внутрішній сонній артерії вивчали методом ультразвукової флоуметрії на моделі церебральної ішемії-реперфузії. Вміст ІЛ-1 у сироватці крові в цьому та по​дальших дослідженнях визначали методом імуноферментного аналізу з використанням набору виробництва «Біоконтур» (Санкт-Петер​бург, Росія) на імуноферментному аналізаторі STATE FAX (США). Для морфологічного аналізу використано уніфіковані методи світлової мікроскопії. Гравітаційну церебральну ішемію в мишей моделювали шляхом перевантаження 6g у кранокаудаль​ному векторі (Штриголь С.Ю. зі співавт., 2009), закриту черепно-мозкову травму (ЗЧМТ) у щурів – шляхом дозованого удару по тім’яно-потилич​ній ділянці під ефірним наркозом (Ельский В.Н., Зяблицев С.В., 2008). 

При вивченні психотропних властивостей АРІЛ-1 визначали вміст серотоніну, дофаміну, норадреналіну та адреналіну в гомогенатах головного моз​ку методом імуноферментного аналізу за допомогою стандартних наборів Serotonin-ELISA та TriCat-ELISA (IBL International, Німеччина). 

При дослідженні фрігопротекторної та нефропротекторної активності АРІЛ-1 вміст креатиніну визначали фотоколориметрично за реакцією Яффе, сечовини – з діацетилмонооксимом, білка в сечі – з сульфосаліциловою кислотою (Камышников В.С., 2002), глюкози – глюкозооксидазним методом (набори ВТ «Реагент», Україна). Вміст ТБК-АП на моделі фенолового вагініту та в інших дослідах визна​чали за реакцією з 2-тіобарбітуро​вою кислотою спектрофотометрично за методом І.Д. Стальної, Т.Г. Гарішвілі (1977). Активність АсАТ вимірювали за методом Райтмана-Френкеля (1971). На моделі ад`ювантного артриту гематологічні та імунологічні показники визначали за загальноприйнятими методами (Меньшиков В.В., 1987), рівень С-РБ – імунотурбідиметричним ме​тодом за допомогою тест-наборів «La​chema» (Чехія). Для морфологічного аналізу суглобів використано уніфіковані методи світлової мікроскопії.
При дослідженні хондропротекторної активності АРІЛ-1 визначали вміст сіалових кислот (СК) у сироватці крові за методом Гесса (Камышников В.С., 2002), вміст глікопротеїнів (ГП) у сироватці крові – за реакцією з молібденово-сульфатокислим реактивом за методом Штейнберга-Доценко (2002), вміст хондроїтинсульфатів (ХС) у сироватці крові – за Л.І. Слуцьким (2004), вміст загальної суми і фракцій глікозаміногліканів (ГАГ) у сироватці крові – за реакцією осадження з розчином резохіму за модифікованим методом М.Р. Штерна і співавт. (1982), вміст ендогенного N-ацетилглюкозаміну (N-ацГА) у сироватці крові (загальну, вільну і зв'язану фракції) і тканинах суглобового хряща – за реакцією з ацетилацетоном та реактивом Ерліха в спиртовому середовищі (Зупанець І.А., 2005). Дослідження уль​траструктури суглобового хряща проводили за допомогою стандартних мето​дів електрон​ної мікроскопії в електронному мікроскопі «ЕМ-125» (Сумське ВО «Електрон», Україна). Ідентифікацію апоптотичних клітин у тканинах суглобового хря​ща проводили імуногістохімічно на напівтонких парафінових зрізах методом TUNEL-реакції (TdT-mediated X-dUTP nick end labeling) за допомогою наборів «In Situ Cell Death Detection Kit, АР» виробництва «Roche Diagno​stics» (Німеччина).
Ефективність експериментальної фармакотерапії АРІЛ-1 та мексидолом на моделі діатермокоагуляційного ІМ за методом Ю.Й. Гумінського (1991) оцінювали за динамікою летальності тварин протягом 72 год (для аналізу взято показники окремих синхронних серій дослідів) та змін ЕКГ. Стан серцево-судинної системи щурів та кардіопротекторну дію АРІЛ-1 і ліпіну на моделі іммобілізаційного стресу визначали за змінами ЕКГ, активністю лактатдегідрогенази (ЛДГ) за допомогою діагностичного набору фірми «Lachema» (Чехія), глюкози в сироватці крові, рівнем ТБК-АП та відновленого глутатіону (ВГ) за методом Beutler E.D. et al. (1972) у гомогенаті міокарду щурів. На моделі адреналінового міокардиту оцінювали виживаність тварин, масовий коефіцієнт серця, показники ЕКГ; активність процесів ВРО визначали за вміс​том ТБК-АП, а інтенсивність цитолітичних процесів – за рівнем АсАТ у сироватці крові.

В умовах ішемічної гострої ниркової недостатності (ГНН) нефропротекторну дію АРІЛ-1 та хофітолу оцінювали за вмістом креатиніну, сечовини, білка в плазмі крові та сечі. Концентрацію білка в сечі визначали сульфосаліци​ловим методом, у плазмі крові – біуретовим методом, церулоплазміну – за методом Равіна (Колб В.Г., Камышников В.С., 1982). Ефективність досліджуваних препаратів підтверджували гістологічно за допомогою уніфікованих методів світлової мікроскопії. При оцінці ренальних ефектів АРІЛ-1 в інтактних тварин у плазмі крові та сечі визначали вміст креатиніну, сечової кислоти (СК) за реакцією з фосфорно-воль​фра​мовим реактивом), в плазмі крові – вміст церулоплаз​міну та актив​ність АлАТ за методом Райтмана-Френкеля (1971), в сечі – активність (-глутамілтранс​пеп​тидази із субстратом L-(-глутаміл-p-нітроані​лідом (набори НВП «Філісіт-Діагно​стика», Україна). У плазмі крові визначали вміст загального білка і альбуміну – після висадження інших білків 3% розчином ТХУ в 96% етанолі. 

На моделі тетрахлометанового гепатиту стан печінки під впливом АРІЛ-1 і силібору оцінювали за такими показниками: виживаність тварин, масовий коефіцієнт печінки; активність маркерного ферменту цитолізу АлАт у сироватці крові; активність лужної фосфатази (ЛФ) – маркера холестазу; вміст загального білка (стан білоксинтетичної функції); вміст у крові сечовини (антитоксична функція) та холестеролу (стан обміну ліпідів). У гомогенаті печінки визначали інтенсивність ПОЛ за рівнем ТБК-АП і дієнових кон`югатів (ДК); стан антиоксидантної системи (АОС) – за вмістом відновленого глутатіону (ВГ) та активністю каталази; ступінь енергозабезпечення печінки – за рівнем глікогену; жовчоутворювальну функцію  печінки – за швид​кістю секреції жовчі, вмістом жовч​них кислот і холестеролу в жовчі. Активність ЛФ у сироватці крові визначали за методом Бесселя-Лоурі-Брока, вміст загального білка – за буре​то​вою реакцією, холестеролу – за методом Ілька, сечовини – за методом В.В. Мен​шикова, глікогену у печінці – за методом Кемпа і Кітца (1995), активність каталази – за методом М.О. Королюк і співавт. (Колб В.Г., Камышников В.С., 1982), швидкість виділення жовчі – за мето​дом С.М. Дроговоз (2001), вміст жовчних кислот і холестеролу в жовчі – за методом В.П. Мірошніченка та співавт. (1978). Рівень ДК визначали спектрофотометрично за методом і.Д. Стальної (1977).

Гіпоурикемічну дію за оксонат-індукованої гіперурикемії оцінювали за рівнем СК у крові та сечі, екскрецією СК. Для визначення стану ВФН визначали діурез за 2 год, екскрецію креатиніну та інтенсивність виведення водного навантаження.

Вплив АРІЛ-1 на перебіг гіперліпідемії визначали за такими показниками: динаміка маси тіла щурів; масові коефіцієнти серця та печінки; вміст загальних ліпідів (ЗЛ), холестеролу (ХС), тригліцеридів (ТГ), ліпопротеїдів низької (ЛПНЩ) та високої (ЛПВЩ) щільності; активність АсАТ і АлАТ в сироватці кро​ві. Антиоксидантну активність і інтенсивність ПОЛ оцінювали за вмістом ТБК-АП, стан антиоксидантної системи тварин – за рівнем  ВГ у гомоне​наті печінки. Вміст ЗЛ, ХС, ТГ, ЛПНЩ, ЛПВЩ визначали за допомогою тест-наборів «Lachema» (Чехія) на напівавтоматичному біохімічному аналізаторі ФП-901.

Кількісні дані обробляли за допомогою програми статистичної обробки StatPlus 2009: за критерієм t Стьюдента – у разі нормального розподілу, за критерієм W Уайта – у разі його відсутності; внутрішньогрупові відмінності аналізували за парним критерієм T̃ Вілкоксона, альтернативні (виживаність, наявність/відсутність певної ознаки) – за  кутовим перетворенням Фішера (за необхідності – із поправкою Єйтса); для аналізу закономірностей зв’язку між окремими показниками використовували коефіцієнт кореляції Спірмена (Иванов Ю.И., Погорелюк Р.Н., 1990; Глянц С.В., 1998). 

Результати досліджень та їх обговорення
Дослідження церебропротекторних властивостей АРІЛ-1 (розділ 3). 
Доведено, що ІЛ-1 індукує більшість органних порушень. Його синтез починається у відповідь на пошкодження тканин, що необхідно для комплексу захисних реакцій, пов'язаних з активацією гострофазової відповіді на рівні організму і стимуляцією різних органів і систем. Цитокінові механізми долучаються до розвитку ішемічного пошкодження головного мозку. Також відомо, що ІЛ-1 збільшує синтез деяких нейромедіаторів у голов​ному мозку. Швидка експресія ІЛ-1 зумовлює лейкоцитарну інфільтрацію, нейротоксичність, індукує апоптоз. Існує чимало свідоцтв ролі рецепторних антагоністів ІЛ-1 у корекції цереброваскулярних порушень (Simi A., 2007; Banwell V., 2009). Тому першим етапом роботи було дослідження церебропротекторних та антигіпоксичних властивостей АРІЛ-1 на моделях церебральних порушень різного ґенезу.
При вивченні церебропротекторних властивостей АРІЛ-1 на моделях уш​кодження головного мозку різного ґенезу (БКО, ЗЧМТ, гравітаційна ішемія, гіпобарична гіпоксія) встановлено, що при всіх модельних патологіях АРІЛ-1 збільшував виживаність тварин, редукував прояви цереброкардіального синдрому, покращував стійкість до гіпоксії та мозковий кровобіг, зменшував ступінь травматичного і токсичного пошкодження головного мозку. Визначено, що АРІЛ-1 не впливав на мозковий кровобіг у здорових тварин, але при ішемії-реперфузії сприяв посиленню кровопостачання головного мозку після усунення судинної оклюзії майже на рів​ні вінпоцетину (табл. 1). Очевидно, цей механізм церебропротекції при ішемії головного мозку можна вважати первинним, оскільки порушення енергетичного метаболізму  індуковано саме ішемією. АРІЛ-1 покращував також стійкість до гіпоксії неішемічного ґенезу. АРІЛ-1 усував порушення кислотно-лужного балансу (метаболічний ацидоз) на рівні мексидолу, що узгоджується з даними щодо властивості АРІЛ-1 зменшувати накопичення лактату при церебральній ішемії (Супрун Е.В., 2010).

У щурів групи контрольної патології через 1 добу БКО рівень NSE зростав у середньому в 11,2 рази – з 0,61 нг/мл до 6,86 нг/мл, що є маркером масивного руйнування нейронів. На тлі АРІЛ-1 цей показник збільшувався лише до 3,43 нг/мл, тобто вдвічі менше. Отже, АРІЛ-1 зменшував деструкцію нейронів, лише незначно поступаючись мексидолу (рис. 2).
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Рис. 2. Вплив АРІЛ-1 (15 мг/кг) на вміст нейронспецифічної енолази (NSE) в крові через 1 добу білатеральної каротидної оклюзії у щурів: * – статистично значущі відмінності з інтактним контролем; ** – із контрольною патологією, р < 0,05
Таблиця 1
Вплив АРІЛ-1 (15 мг/кг) на кровобіг у внутрішній сонній артерії за умов ішемії-реперфузії 
головного мозку в щурів, M ± m 

	Час 

спосте-реження
	Контроль (n = 7)
	АРІЛ-1, 15 мг/кг (n = 7)
	Вінпоцетин, 5 мг/кг (n = 7)

	
	мл/хв
	зміни, %
	мл/хв
	зміни, %
	мл/хв
	зміни, %

	Вихідний стан



	Перший 

вимір
	6,80 ± 0,25
	–
	6,34 ± 0,15
	–
	6,46 ± 0,22
	–

	5 хв
	6,77 ± 0,22
	–
	6,39 ± 0,15
	–
	6,46 ± 0,17
	–

	10 хв
	6,83 ± 0,22
	базальний (100%)
	6,43 ± 0,17
	базальний (100%)
	6,36 ± 0,22
	базальний (100%)

	Ішемія 40 хв із подальшою реперфузією



	5 хв
	3,33 ± 0,11*
	–51,2 ± 0,7
	5,26 ± 0,17*#
	–17,7 ± 0,6#
	5,81 ± 0,27*
	–8,7 ± 1,68#^

	10 хв
	3,21 ± 0,08*
	–52,8 ± 0,8
	5,23 ± 0,14*#
	–18,1 ± 0,9#
	5,67 ± 0,26*
	–11,0 ± 1,33#^

	20 хв
	3,20 ± 0,12*
	–53,0 ± 1,4
	5,21 ± 0,13*#
	–18,3 ± 1,2#
	5,67 ± 0,21*
	–10,9 ± 1,48#^

	30 хв
	3,11 ± 0,07*
	–53,6 ± 1,2
	5,23 ± 0,15*#
	–18,1 ± 0,8#
	5,69 ± 0,20*
	–10,6 ± 1,70#^

	40 хв
	3,10 ± 0,11*
	–54,2 ± 0,9
	5,19 ± 0,18*#
	–18,8 ± 0,9#
	5,72 ± 0,22*
	–9,9 ± 1,26#^

	60 хв
	3,19 ± 0,11*
	–53,3 ± 0,4
	5,16 ± 0,18*#
	–19,2 ± 0,8#
	5,64 ± 0,26*
	–11,4 ± 1,90#^


Примітка. Статистично значущі відмінності (p < 0,05): * – з вихідним станом усередині групи (за парним критерієм Вілкоксона); # – із синхронним показником контрольної групи; ^ – із синхронним показником групи, що отримувала АРІЛ-1

Через 24 год БКО рівень ІЛ-1 у сироватці крові експериментальних тварин достовірно збільшився в 1,9 раза, тобто  ІЛ-1 відіграє важливу роль у розвит​ку по​рушень мозкового кровообігу. АРІЛ-1, на відміну від препарату порівняння пірацетаму, достовірно знижував рівень ІЛ-1 в крові майже до рівня інтактних тварин. На моделі БКО АРІЛ-1 у 2-2,2 раза збільшив виживаність тварин порівняно з групою контрольної патології, а також сприяв усуванню неврологічного дефіциту: в 2-4 рази покращував м`язовий тонус та координацію рухів за тестом стрижня, що обертається, та в 2,3-4,3 раза відновлював локомоторну та дослідницьку активність, вегетативний супровід емоційних реакцій за тестом відкритого поля в постішемічному періоді.

На моделі ЗЧМТ середньої тяжкості у щурів АРІЛ-1 при профілактичному введенні поліпшував перебіг відновного періоду краще за пірацетам. На тлі АРІЛ-1 значно швидше відновлювалася рухова активність через 1 добу після трав​​ми, мен​ше пригнічувалася рухова та дослідницька активність і не порушувались емоційні реак​​ції у тесті відкритого поля. Крім того, АРІЛ-1 на відміну від пі​ра​цетаму дещо покращував м’язовий тонус і координацію рухів за тестом стри​ж​ня, що обертається. 
На моделі глобальної гравітаційної церебральної ішемії АРІЛ-1 вірогідно збільшував виживаність мишей і забезпечував більш сприятливий перебіг реабілітаційного періоду.

На моделі гіпобаричної гіпоксії АРІЛ-1 чинив дозозалежну антигіпо​ксичну дію, за вираженістю якої не поступався пірацетаму в дозі 500 мг/кг. Ця властивість АРІЛ-1 є важливою складовою церебропротекторної дії, що доповнює здатність покращувати кровопостачання ішемізованого головного мозку. На відмі​ну від моделей гіперкапничної та гемічної гіпоксії за умов гіпобаричної гіпоксії максимальна дія АРІЛ-1 виявилась у дозі 5 мг/кг.
Церебропротекторна дія АРІЛ-1, імовірно, може відбуватися за рахунок по​кращання кровопостачання головного мозку та його енергетичного і пластич​но​го метаболізму, впливу на нейромедіаторні процеси, протинабрякової активності, гальмування деструкції нейронів.
Результати досліджень свідчать про перспективність блокади рецепторів ІЛ-1 як механізму церебропротекції при порушенні кровообігу головного мозку різного генезу. 

Вивчення психотропних властивостей АРІЛ-1 (розділ 4). Церебропротекторна дія тісно пов’язана з психотропними ефектами, тому важливо з`я​сува​ти вплив АРІЛ-1 на тривожність, депресивні порушення, амнезію, а також поведінку, м`язовий тонус і координацію рухів інтактних тварин. 
За тестами піднесеного хрестоподібного лабіринту та відкритого поля АРІЛ-1, хоча й поступався діазепаму за протитривожною активністю, на відміну від останнього виявляв селективну анксіолітичну дію без пригнічення ЦНС. Це підтверджено в тесті стрижня, що обертається, де АРІЛ-1 на противагу діазепаму не погіршував м’язовий тонус і координацію рухів. Отже, дію препарату можна вважати достатньо анксіоселективною. Що стосується анти​депресивних властивостей, то на моделі резерпінової депресії АРІЛ-1 не по​ступався іміпраміну за впливом на блефароптоз та достовірно переважав йо​го за впливом на гіпотермію, тобто діяв на рівні референс-препарату (табл. 2).

На моделі скополамінової амнезії АРІЛ-1 виявляв значний антиамнестичний ефект, що переважав дію пірацетаму (табл. 2). На відміну від церебропротекторної дії на моделі БКО, де доза 5 мг/кг була значно менш ефективною, ніж 15 мг/кг, антиамнестична дія АРІЛ-1 є дозонезалежною. Оскільки амнезію викликано м-холіноблокатором, можна вважати, що АРІЛ-1 має холінопозитивні властивості, притаманні більшості сучасних ноотропів.

Таблиця 2

Порівняння психотропних властивостей АРІЛ-1 та референс-препаратів 
	Показники
	АРІЛ-1
	Діазепам
	Іміпрамін
	Пірацетам

	Тест відкритого поля

	Сума всіх активностей 
	( 1,2*
	–
	–
	–

	Тест хрестоподібного піднесеного лабіринту

	Латентний період входу до темної камери
	( 3,0*
	( 15,8*/**
	–
	–

	Час перебування у світлих відсіках
	( 1,6*
	( 1,6*
	–
	–

	Час перебування в темних відсіках
	( 1,2*
	( 2,5*/**
	–
	–

	Кількість переходів
	( 1,7
	( 4,4*/**
	–
	–

	Тест стрижня, що обертається

	Кількість тварин, що впали зі стрижня до 30 с
	0
	( 5,1*/**
	–
	–

	Тест резерпінової депресії

	Температура тіла
	( 0,9оС*
	–
	( 0,4оС*/**
	–

	Блефароптоз
	( 1,4*
	–
	( 1,8*
	–

	Тест холінолітичної (скополамінової) амнезії

	Латентний період входу 

до темної камери
	( 2,7*
	–
	–
	( 1,9

	Кількість тварин, що досягли критерію навченості
	( 9,5*
	–
	–
	( 2,7*/**


Примітка. Статистично значущі відмінності (p < 0,05): * – з контролем, ** – з показником групи, що отримувала АРІЛ-1; ( – збільшення, ( – зменшення показника; цифри – кратність змін (крім температури тіла).
АРІЛ-1 чинить потужну протизапальну дію (Коваленко Є.М., 2009). По​єднання антиамнестичної та протизапальної активностей є привабливою ознакою фармакодинаміки АРІЛ-1, оскільки дає підставу очікувати його ефективність при лікуванні хвороби Альцгеймера, в патогенезі якої імунне запалення віді​грає значну роль, а в лікуванні використо​вуються НПЗЗ.

Відомо, що до механізмів психотропної активності багатьох препаратів долучається вплив на обмін  нейромедіаторів і/або нейромодуляторів головного мозку. 

Встановлено, що АРІЛ-1 подібно до іміпраміну збільшує в голов​ному мозку вміст адреналіну і норадреналіну, виявляючи слабку тенденцію до збільшен​​ня рівня серотоніну (рис. 3). На відміну від іміпраміну АРІЛ-1 не змінює вмі​с​ту церебрального дофаміну. На тлі АРІЛ-1, який виявляє стреспротекторну та антидепресивну активність, спрямованість змін рівня цере​браль​них моноамінів і кореляційних зв’язків між вмістом окремих катехоламінів (але не серотоніну і катехоламінів) наближається до змін під впливом іміпраміну. Так, коефіцієнт кореляції Спірмена між рівнями дофаміну і норадреналіну дорівнював: 0,44 (контроль), 0,64 (пірацетам), 0,80 (АРІЛ-1), 0,90 (іміпрамін). У парі норадреналін–адреналін коефіцієнт кореляції складав: 0,83 (контроль), 0,99 (пірацетам), 0,80 (АРІЛ-1), 0,80 (іміпрамін).
Встановлена здатність АРІЛ-1 підвищувати церебральний вміст катехоламінів, а саме норадреналіну і адреналіну, а спряженість катехол​амінер​гіч​них процесів свідчить про його адренотропну активність.
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Рис. 3. Вплив АРІЛ-1 (15 мг/кг) на рівень моноамінів – серотоніну (С), до​фа​міну (Д), норадреналіну (НА) та адреналіну (А) головного мозку мишей. * – статистично значущі відмінності з інтактним контролем, р < 0,05
Накопичення двох зазначених катехоламінів, які стимулюють адренергічну нейротрансмісію, відповідає стимулювальному характеру впливу АРІЛ-1 на ЦНС. Спільні ознаки характеру змін вмісту цих медіаторів на тлі класичного ноотропного засобу пірацетаму і антидепресанта іміпраміну, ймовірно, поясню​ють співпадіння відповідних ефектів цих препаратів з антиамнестичною та антидепресивною дією АРІЛ-1. Отже, збільшення рівня адреналіну і норадреналіну, збільшення співвідношення норадреналін/дофамін та спряженості катехоламінергічних процесів у головному мозку можна вважати однією з ланок механізму психотропної дії АРІЛ-1. Але за характером спряженості серотонін- та катехоламінергічних процесів АРІЛ-1 відрізняється від класичних аналогів за психотропними ефектами іміпраміну та пірацетаму. Це свідчить про специфічне втручання АРІЛ-1 у спряженість нейрохімічних процесів.   

Дослідження впливу АРІЛ-1 на резистентність мозку тварин до нейротоксичних чинників (розділ 5). До складових церебропротекторної та ноотропної дії належить підвищення стійкості головного мозку до різних ней​роток​сичних чинників. Тому було доцільно з`ясувати вплив АРІЛ-1 на ефек​ти алкоголю (пригнічує ЦНС) та судомних отрут (збуджують ЦНС), наприклад, коразолу, тіосемікарбазиду і стрихніну.

АРІЛ-1 утричі зменшує тривалість алкогольного наркозу в мишей і значно перевершує за антиалкогольною активністю пірацетам (рис. 4). Це дозво​лило припустити взаємозв`язок між впливом етилового спирту та рівнем ІЛ.
Тому було доцільно дослідити цитокіновий механізм алкогольного ураження ЦНС. Результати свідчать, що при етаноловому наркозі вміст ІЛ-1  у сироватці крові зростав майже вдвічі (р < 0,05), тобто ІЛ-1 відіграє важливу патогенетичну роль в алкогольному ураженні ЦНС. На тлі АРІЛ-1 вміст ІЛ-1 перебільшував показник інтактних мишей лише на 23,9%, не сягаючи значущого рівня, а на тлі пірацетаму – на 49,7%. Отже, пірацетам, на відміну від АРІЛ-1, суттєво не впливає на активацію цитокінових механізмів алкогольного ураження ЦНС.

Перспективними є подальше вивчення АРІЛ-1 як алкопротекторного засобу та розробка нових підходів до терапії алкогольної інтоксикації, а можливо, й оптимізації лікування алкогольної залежності. 


   Рис. 4. Вплив АРІЛ-1 (15 мг/кг) на перебіг алкогольного наркотичного сну у мишей: * – статистично значущі відмінності з контрольною патологією, # – із групою пірацетаму, р < 0,05
Здатність АРІЛ-1 зменшувати пригнічувальний вплив етанолу на ЦНС важлива в контексті позитивного впливу АРІЛ-1 на перебіг ЗЧМТ у щурів, адже більшість випадків нейротравми трапляється в стані алкогольного сп’яніння.

Результати вивчення впливу АРІЛ-1 на судоми наведено в табл. 3.
Зіставляючи ефективність АРІЛ-1 на різних моделях судом, можна припу​стити механізм його дії, який, імовірно, пов`язано з посиленням ГАМК-ер​гічних процесів, оскільки антиконвульсивна активність АРІЛ-1 виявляється на моделях судом, викликаних коразолом або тіосемікарбазидом. Гліцинергічного впливу АРІЛ-1, очевидно, не виявляє, оскільки не чинить за​хисної дії на стрихніновій моделі (табл. 3). Проведені дослідження свідчать на користь ГАМК-по​зитивних властивостей АРІЛ-1 та доводять перспек​тивність його подальшого вивчення як протисудомного засобу. 

Отже, результати досліджень доводять наявність у АРІЛ-1 церебропро​текторних, антигіпоксичних, психотропних (анксіолітичних, антидепресивних, ноотропних), алкопротекторних, протисудомних властивостей.
Таблиця 3
Зміни перебігу судом під впливом АРІЛ-1 (15 мг/кг)
	Показники протисудомної дії
	Моделі судом, викликані

	
	коразолом
	тіосемікарбазидом
	стрихніном

	
	АРІЛ-1
	діазепам 
	АРІЛ-1
	депакін, 
150 мг/кг
	АРІЛ-1
	гліцин 

	ЛП
	( 3,3*
	( 2,1*
	( 1,3*
	( 1,3
	( 1,4
	( 1,6*

	ТС
	( 1,5*
	( 1,3*
	( 1,1
	( 1,1*
	0
	0

	КТКТС
	( 1,3*
	( 1,1*
	0
	0
	0
	0

	Час життя
	( 1,1
	( 1,2
	( 1,4*
	( 1,2*
	( 1,1
	( 2,4

	Летальність
	( 2,7*
	( 2,4*
	0
	0
	0
	0


Примітка. * – статистично значущі відмінності (р < 0,05) із контрольною  патологією; ЛП – латентний період клоніко-тонічних судом; ТС – тяжкість судом; КТКТС – кількість тварин із клоніко-тонічними судомами; ( – збільшення, ( – зменшення показника; цифри – кратність змін
Поглиблене вивчення  протизапальної, хондропротекторної та фрігопротекторної дії АРІЛ-1 (розділ 6). Активація системи цитокінів є одним із пускових механізмів запального процесу. Цитокіни індукують вивільнення лізосомальних ферментів та біо​ло​гічно активних речовин із прооксидантною дією, спри​яють роз`єд​нанню процесів окиснювального фосфорилювання і тканинного дихання, що призводить до дисбалансу клітинного метаболізму та деструкції клітин. Також вони інтенсифікують каскад перетворень арахідонової кислоти та синтезу ейкозаноїдів – медіаторів запалення, які, у свою чергу, сприяють подальшо​му утворенню цитокінів і вільних радикалів. Таким чином, виникає замкнене коло, розірвати яке можна за допомогою пригнічення впливу цитокінів, особливо ІЛ-1, шляхом блокади їх рецепторів. 

Альтерація являє собою початкову фазу запалення, коли на місці дії пошкод​жувального фактора виникають різноманітні біохімічні та морфологічні змі​ни, спрямовані на залучення в запальний процес інтегральних регуляторних систем всього організму. Найбільш застосовувані протизапальні засоби (НПЗЗ) впливають переважно на ексудативну фазу запалення, рідко – на про​ліферативну та майже не виявляють впливу на альтерацію. Тому для потенційного протизапального засобу дуже важливою є антиальтеративна активність. Доведено протизапальну активність АРІЛ-1 (Коваленко Є.М., 2009), але його антиальтеративні властивості залишалися нез’ясованими.

На моделі фенолового вагініту АРІЛ-1 порівняно з контрольною патологією зменшував площу ураження вульви у 2,2 раза, кількість крововиливів – у 1,9 рази, знижував інтенсивність ураження в 1,8 рази, температуру тіла – в середньому на 1,3оС, рівень маркера цитолізу АсАТ – в 1,6 рази, вміст ТБК-АП – в  1,3 рази, лейкоцитів – у 1,5 рази, ШОЕ – в 1,4 рази. Тобто, досліджуваний препарат пригнічував цитодеструк​тивні процеси у вульві експеримент​тальних тварин, чинив достовірну антиальтеративну, антиексуда​тивну, антиоксидантну та жарознижувальну дію, що вигідно відрізняє його від  НПЗЗ. 

Механізм антиальтеративної дії АРІЛ-1 пов`язаний із блокуванням специ​фічних рецепторів до ІЛ-1 шляхом їх конкурентного зв'язування, тому цей препа​рат знижує пошкоджувальну дію ІЛ-1 на клітинні мембрани, а також сприяє галь​​муванню ВРО та накопиченню вільних радикалів, оскільки одним із системних ефектів ІЛ-1 є саме стимуляція процесів ВРО. До того ж, АРІЛ-1 достовірно знижував температуру тіла тварин, що свідчить про послаблення запального процесу, а також підтверджує механізм дії АРІЛ-1, який полягає в пригнічен​ні взаємодії ІЛ-1 – потужного пірогену – з рецепторами нейронів центру тер​мо​регуляції в гіпоталамусі, зменшенні теплопродукції і посиленні тепловіддання. 

Серед запальних захворювань одне з провідних місць посідають патології суглобів, перш за все ревматоїдний артрит, який має складний автоімунний патогенез (Балабанова Р.М., 2005). На моделі ад’ювантного артриту встановлено, що за антиексудативною активністю, впливом на рівень лейкоцитів та час згортання крові АРІЛ-1 наближається до диклофенаку натрію (табл. 4). 

Таблиця 4 
Зміни функціональних і біохімічних показників на 22-й день 
при ад`ювантному артриті у щурів під впливом АРІЛ-1 
та диклофенаку натрію порівняно з контрольною патологією

	Показники
	АРІЛ-1, 3 мг/кг
	Диклофенак натрію, 15,4 мг/кг

	Набряк кінцівок
	         (1,4*
	                    ( 1,5*

	Рівень лейкоцитів
	         ( 1,5*
	                    ( 1,4*

	ШОЕ
	         ( 1,2*/**
	                    ( 1,6*

	Час згортання крові
	         ( 1,6*
	                    ( 1,9*

	С-РБ
	         ( 1,7*
	                    ( 1,5*

	ТБК-АП
	         ( 1,2*/**
	                    ( 1,1

	Активність фагоцитозу (за 90 хв.)
	         ( 1,1*
	                    ( 1,1

	Загальний комплемент
	         ( 1,4*/**
	                    ( 1,2*

	Низькомолекулярні ЦІК
	         ( 1,5*/**
	                    ( 1,2

	Високомолекулярні ЦІК
	         ( 1,4*/**
	                    ( 1,2


Примітка. Статистично значущі відмінності (р < 0,05): * – із контроль​ною  патологією; ** – із групою диклофенаку натрію. С-РБ – С-реактивний білок: ТБК-АП – тіобарбітурової кислоти активні продукти; ШОЕ – швидкість осідання еритроцитів; ЦІК – циркулюючі імунні комплекси; ( – збільшення, ( – зменшення показника; цифри – кратність змін.
Референс-препарат достовірно переважає АРІЛ-1 за впливом на ШОЕ, але поступається йому за антиоксидантною дією і впливом  на імунологічні по​казники – загальний комплемент та вміст низько​- і високомолекулярних ЦІК. За інтегральним показником антиартритної активності на моделі ад`ю​вант​ного артриту АРІЛ-1 знаходиться на рівні диклофенаку натрію. 

Отримані результати підтверджують дані літератури щодо ключової ро​​лі цитокінів, зокрема ІЛ-1, у патогенезі ревматичних захворювань (Lovell D., 2004). Блокуючи специфічні рецептори ІЛ-1, АРІЛ-1 послаблює перебіг гострої фази за​хворювання, знижує синтез медіаторів запалення, обмежує по​шкодження клітин​них мембран, пригнічує активність ферментів (колагеназ, стромелізинів, желатиназ), які беруть участь в ушкодженні хряща і кісток; зменшує ПОЛ, імовірно, за рахунок пригнічення гранулоцитарно-макро​фа​галь​ного колонієстиму​люваль​ного фактора, що гальмує міграцію в порожнину суглоба лейкоцитів та зменшує фагоцитоз (Lovell D., 2004). 

При лікуванні захворювань суглобів поряд із протизапальною активністю важлива наявність у препарату хондропротекторних властивостей. Більшість най​​ужи​ваніших у ревматології НПЗЗ виявляє хондротоксичну дію (індометацин, диклофенак натрію тощо) і тільки деякі НПЗЗ (ібупрофен, целекоксиб та ін.) є хондронейтральними (Зупанець І.А., 2002). Значна хондротоксичність притаманна й глюкокортикоїдам, що головним чином пов`язано з їх катаболічною та імунодепресивною дією. Все це обмежує використання НПЗЗ і глюкокортикоїдів при остеоартритах, оскільки поряд із гальмуванням запалення та бо​лю вони здатні активувати руйнування суглобових хрящів. Протеоліз у м'язовій тканині відбувається під впли​вом ІЛ-1, клітини сполучної тканини збільшують синтез одночасно колагену і колагенази, нейтральної протеази і металопротеїнази (Weise S., 2008). За рахунок змін функціональної активності остеобластів і остеокластів ІЛ-1 може сприяти резорбції хряща і кістки (Mane​iro E., 2001). Ви​щезазначене визначило доцільність вивчення хондропротекторних властивостей АРІЛ-1 на моделі стероїдного остеоартриту. Як видно з табл. 5, АРІЛ-1 дещо поступається глю​​козаміну гідрохлориду за хондропротекторною дією, про що свідчить вплив препаратів на вміст ХС у сироватці крові експериментальних тварин.
Але АРІЛ-1 переважає референс-препарат за протизапальними властивостями (зміни вмісту СК і ГП – основних метаболітів сполучної тканини). Про це свідчить і вплив АРІЛ-1, за яким він дещо поступається глюкозаміну гідрохлориду, на загальну суму та фракції ГАГ – важливі біо​хімічні показники інтенсивності патологічних змін у суглобових тканинах при остео​артриті. Ці дані підтверджують, що ІЛ-1 посилює проліферацію синовіальних фібробластів, підви​щує їх диференціацію в остео​цити та стимулює синтез сполучної тканини (Maneiro E., 2001). 

Дослідження ультраструктури хрящової тканини щурів із стероїдним остеоартритом підтверджує помірні хондропротекторні властивості АРІЛ-1, а також доводить вагому роль антиапоптотичної складової в механізмі його дії на дистрофічно змінену хрящову тканину.

В умовах модельної патології цей препарат інгібує проапоптотичний ефект дексаметазону, не поступаючись ре​фе​ренс-препарату глюкозаміну гід​ро​​хлориду (рис. 5). 
Таблиця 5 
Зміни маси тіла та біохімічних показників у щурів 

на 56-й день при стероїдному остеоартриті під впливом АРІЛ-1 
та глюкозаміну гідрохлориду порівняно з контрольною патологією

	Показники
	АРІЛ-1 
(3 мг/кг)
	Глюкозаміну гідрохлорид (50 мг/кг)

	Маса тіла
	     ( 1,1*
	             ( 1,1*

	Хондроїтин-сульфати
	     ( 1,2*
	             ( 1,3*


	Глікопротеїни
	     ( 1,3
	             ( 1,2

	Сіалові кислоти
	     ( 1,2*
	             ( 1,1

	Гіалуронати та хондроїтин-6-сульфати
	     ( 1,2
	             ( 1,1

	Хондроїтин-4-сульфат
	     ( 1,3*
	             ( 1,5*/**

	Високосульфатовані ГАГ
	         0
	             ( 1,3*

	Сумарний вміст ГАГ
	     ( 1,2*
	             ( 1,3*

	Загальний ендогенний N-ацетилГА в крові
	         0
	              0

	Зв’язаний N-ацетилГА в крові
	    ( 1,1
	              ( 1,2

	Вільний ендогенний N-ацетилГА в крові
	    ( 1,6*
	              ( 1,7*

	Ендогенний N-ацетилГА в хрящовій тканині
	    ( 1,4*
	              ( 1,4*


Примітка. Статистично значущі відмінності (р < 0,05): * – із конт​роль​ною патологією; ** – із групою глюкозаміну гідрохлориду; ( – збільшення, ( – зменшення показника; цифри – кратність змін.

Як фріго​протектори найчастіше застосовують НПЗЗ, які впливають на основні ланки патогенезу холодової травми (Назаренко Н.А., 2001). Відомим фрігопротектором є ацетилсаліцилова кислота (АСК). Доведено, що ІЛ-1 не тіль​ки регулює функції ЦНС і володіє прозапальною активністю, але є також потужним пірогеном. Тому можна припустити, що АРІЛ-1 здатний підвищувати холодову резистентність. Фрігопротекторні властивості АРІЛ-1 вивчали на моделі гострої холодової травми. 

АРІЛ-1 (3 і 15 мг/кг) на моделі гострого загального охолодження  достовірно збільшував час життя порівняно з АСК (рис. 6). Одноразове лікувальне або профілактичне застосування АРІЛ-1 у дозі 3 мг/кг при холодовій травмі підвищувало пригнічені показники локомоторної, дослідницької активності та емоційності тварин, покращувало тонус скелетних м`язів, координацію рухів і фізичну витривалість, стимулювало ВФН у відновлювальному періоді та поліпшувало здатність нирок до концентрування сечі.
Оскільки АРІЛ-1 збільшував холодову резистентність, було доцільно ви​значити зв`язок між його фрігопротекторним ефектом і змінами вмісту ІЛ-1. Після гострого загального охолодження вміст ІЛ-1 у крові тварин групи контрольної патології збільшився на 66,3%, на тлі АРІЛ-1 він нормалізувався і перевершував рівень інтактних тварин лише на 9,4% (рис. 6).
	[image: image4.jpg]



	[image: image5.jpg]




	Суглобний хрящ колінного суглоба ін​тактних тварин. Апоптотичні мітки відсутні. TUNEL-реакція. x 250
	Суглобний хрящ колінного суглоба щурів з остеоартритом. Висока щіль​ність клітин з апоптотичними мітками в поверхневому та проміжному шарах (стрілки). TUNEL-реакція. x 400
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	Суглобний хрящ колінного суглоба щурів з остеоартритом під впливом АРІЛ-1, 3 мг/кг. Нормальна цитоар​хітектоніка та по​зиційна специфічність хон​д​роцитів. TU​NEL-позитивні кліти​ни в гли​боких шарах хряща. TUNEL-реакція. x 250
	Суглобний хрящ колінного суглоба щурів з остеоартритом під впливом глю​козаміну гідрохлориду, 50 мг/кг. Апоптотичні  клітини в поверхневій і проміжній зонах. Нор​мальна цитоархі​тектоніка тканини. TU​NEL-реакція. x 250


Рис. 5. Вплив АРІЛ-1 (3 мг/кг) та глюкозаміну гідрохлориду (50 мг/кг) на процеси апоптозу в хрящовій тканині щурів при стероїдному остеоартриті
Рис. 6. Вплив АРІЛ-1 і ацетилсаліцилової кислоти на час життя мишей в умовах гострого охолодження (–18оС), фрігопротекторна активність препаратів і вміст ІЛ-1 у крові мишей при холодовій травмі: пунктир – вміст ІЛ-1 у крові інтактних мишей. * – статистично значущі відмінності з контрольною патологією, # – з інтактним контролем, р < 0,05
АСК, на відміну від АРІЛ-1, майже не впливала на вміст ІЛ-1, який залишався збільшеним на 41,4%. Таким чином, АРІЛ-1 є потужним фрігопротектором, тому його використання може значно покращити результати профілактики та лікування холодової травми (загального охолодження). Імовірно, до механізмів фрі​гопротекторної дії можуть долучатися як антицитокінові, протизапальні, так і нейропротекторні властивості. Це свідчить про роль збільшення ІЛ-1 у патогенезі гострої холодової травми та висвітлює антицитокінову складову механізму фрігопротекторної дії АРІЛ-1.
Вивчення органотропних властивостей АРІЛ-1 з боку вісцеральних систем (розділ 7). Дані літератури свідчать про активну участь ІЛ-1 у розвитку більшості органних порушень, тому було доцільно визначити вплив АРІЛ-1 на перебіг ушкоджень міокарду нирок, печінки і шлунка.

Останнім часом значну роль у патогенезі ішемічної хвороби серця (ІХС), зокрема ІМ, відводять імунозапальним реакціям. При ІХС порушуються механізми регуляції цитокінової сітки, розвивається дисбаланс між про- та протизапальними цитокінами, що супроводжується гіперекспресією ІЛ-1, ІЛ-6, ФНПα, які виявляють кардіодепресивну дію та посилюють ішемію міокарду ІЛ-1 є головним медіатором, який відповідає за розвиток запальної реакції та гострофазову відповідь. У літературі є відомості, що порушення коронарного кровобігу та ішемія міокарду пов`язані зі збільшенням рівня ІЛ-1 в крові (Blum A., 1998; Abbate A., 2008). Тому одним з перспективних напрямків фармакологічної корекції ІХС та інших порушень міокарду може бути застосування рецепторних антагоністів ІЛ-1.

Результати вивчення кардіопротекторних властивостей АРІЛ-1 на трьох мо​делях ураження міокарда різного ґенезу свідчать, що досліджуваний препарат здатний знижувати летальність тварин у середньому в 1,5-2 рази, виявляти антици​толітичну дію, поліпшувати антиоксидантний статус, нормалізувати показ​ники ЕКГ (табл. 6). 
Різна спрямованість змін електрокардіографічних показників відбиває різну етіологію і патогенез ушкоджень серця. Визначено, що АРІЛ-1 здатний нормалізувати ЧСС: знижувати при іммобілізаційному стресі та міокардиті або підвищувати на моделі ІМ. Під впливом АРІЛ-1 спостерігався синусовий ритм у 60% випадків, тоді як у контрольній патології у 100% тварин мав місце ритм атріовентрикулярного з’єднання. Кардіопротекторну активність АРІЛ-1 на моделі іммобілізаційного стресу можна пояснити не тільки здатністю препарату блокувати рецептори ІЛ-1, але й встановленою в попередніх розділах його анксіолітичною дією. 
Отримані результати підтверджують дані літератури (Hallegua D.S., 2002; Кетлинский С.А., Симбирцев А.С., 2008) про плейотроп​ність дії ІЛ-1 та доводять наявність у АРІЛ-1 виражених кардіопротекторних властивостей.

Однією з центральних у нефрології залишається проблема лікування та попередження ГНН. Увагу привертають імунологічні аспекти патогенезу ГНН. Патологічні  зміни в паренхімі  нирок пов`язані з активацією прозапальних цитокінів, а саме ІЛ-1 (Luis-Ortega M., 2010). 

Таблиця 6 
Зміни ЕКГ щурів під дією АРІЛ-1 при ураженнях міокарда різного ґенезу

	Показники ЕКГ
	Моделі ураження міокарда

	
	Інфаркт 
міокарда
	Іммобілізаційний стрес
	Адреналіновий 
міокардит

	
	АРІЛ-1, 3 мг/кг
	мексидол, 

100 мг/кг
	АРІЛ-1,
3 мг/кг
	ліпін,
50 мг/кг
	АРІЛ-1,
3 мг/кг
	рексод,
0,02 мг/кг

	ЧСС, уд/хв
	( 1,4
	( 1,2
	( 1,2*/**
	( 1,1
	( 1,4*
	( 1,3*

	Q-S, c
	–
	–
	( 1,8*/**
	( 1,2
	( 2,2*
	( 2,2*

	Q-T, c
	( 1,4*
	( 1,3
	( 2,1*
	( 2,1*
	( 1,3*
	( 1,2*

	P-Q, c
	( 1,1
	–
	( 2,9*
	( 2,9*
	( 1,9*
	( 1,8*

	R, мВ
	( 1,2
	( 1,3
	( 1,2
	0
	( 1,2
	( 1,5

	Р, мВ
	–
	–
	( 2,0*
	( 1,5
	( 1,3
	( 1,3

	Т, мВ
	( 5,0*
	( 1,3
	( 2,1
	( 2,3
	( 1,2
	( 1,3

	ST, мм
	–
	–
	( 2,1*
	( 2,3*
	( 2,1*
	( 2,5*

	СП, %
	( 1,1
	–
	( 2,3*
	( 2,1*
	( 1,7*
	( 1,5*


Примітка. Статистично значущі відмінності (р < 0,05): * – з контрольною патологією, ** – з групою ліпіну; СП – систолічний показник; ( – збільшення, ( – зменшення показника; цифри – кратність змін
Ос​тан​ній є вирішальним фактором запальних процесів та ішемічно-репер​фу​зійних пошкоджень і спричиняє метаболічні та гемодинамічні порушення при ГНН. Можна припустити, що антицитокінова  терапія  здатна ефективно попереджувати  розвиток  системної  запальної відповіді  та ГНН. Тому було доцільно з’ясувати вплив АРІЛ-1 на перебіг ГНН різного ґенезу (ішемічної і токсичної).

Цей вплив виявився неоднозначним. З одного боку, АРІЛ-1 демонстрував певні нефропротекторні властивості, тобто виявляв тенденцію до зменшення ранньої летальності тварин, попереджав анурію, запобігав зниженню ШКФ та підтримував екскрецію сечовини у першу добу ішемічної ГНН, зберігав концентраційну функцію нирок, зменшував набряк нирок, печінки і головного мозку. Ці результати збігаються з даними попередніх досліджень, що доводять протизапальну дію АРІЛ-1. АРІЛ-1 також позитивно впливав на стан судин, відновлюючи нирковий кровобіг після усунення оклюзії краще за антиоксидант мексидол. Відновлення кровопостачання нирок в умовах реперфузії при ішемічній ГНН можна вважати складовою механізму нефропротекторної дії АРІЛ-1. З іншого боку, АРІЛ-1 збіль​шував протеїнурію порівняно з показником контрольної патології на другу–третю добу ГНН. Зміни біохімічних та функціональних показників при ГНН на тлі АРІЛ-1 узгоджуються з морфологічними даними. Досліджуваний препарат не протидіяв білковій інфільтрації канальців, хоча й чинив сприятливий вплив на епітелій клубочків. На перебіг токсичної (етиленгліколевої) ГНН і летальність через неї АРІЛ-1 не вплинув.
Оскільки в ході цих досліджень виникло питання щодо можливої неф​ротоксичності АРІЛ-1, було доцільно дослідити вплив його курсового вве​дення на ВФН інтактних тварин у динаміці (одразу після закінчення та через 2 тижні після закінчення введення препарату). Визначено, що АРІЛ-1 при курсовому введенні не порушував кровопостачання нирок, проте при спон​тан​ному сечовиділенні негативно впливав на ВФН інтакт​них тварин: змен​шував ШКФ, затримував кре​атинін у крові, підвищував масовий коефі​цієнт ни​рок. Це підтверджується резуль​татами морфологічних досліджень, які виявили лімфоцитарну інфільтрацію в ін.​тер​стиції, локальну пролі​ферацію сполучної тканини та епітелію канальців. Кон​центраційна функція нирок при цьому не порушувалась. Результати цього дослід​ження дозволя​ють стверджувати, що окремі негативні зміни стану нирок при ГНН під дією АРІЛ-1 зумовлені не зниженням кровопостачання нирок, а безпосереднім  по​дразливим впливом на структури нефрон​у.  Незначні тимчасові нега​тивні зміни стану нирок під дією АРІЛ-1, очевидно, можна пояснити білко​вою природою пре​парату та його імунотропними властиво​стями. Через 2 тижні жод​них пору​шень з боку ВФН і гістоструктури нирок не було, тобто ці зміни були оборот​ними. Отже, при динамічному контролі АРІЛ-1 не вия​вив неф​ротоксичних вла​сти​востей, але на тлі захворювань нирок його слід викори​стовувати з обереж​ні​стю.
Відомо, що прозапальні ІЛ, як-от ІЛ-1, відіграють провідну роль у патогенезі запальних реакцій при різних захворюваннях печінки. Саме він бере участь у розвитку гострої запальної відповіді у ділянці пошкодження, що призводить до загибелі гепатоцитів. Більшість клітин печінки, зокрема купферовські, сателітні, гепатоцити, або самі синтезують ІЛ-1 та інші прозапальні цитокіни, або відповідають на їх стимули (Нейко Є.М., 2001; Ивашкин В.Т., 2001). Оскільки доведена важлива роль ІЛ-1 у розвитку печінкових порушень, доцільно було дослідити гепатозахисні властивості АРІЛ-1 на моделі тетрахлорметанового гепатиту. Результати дослідів наведено в табл. 7.
У щурів із тетрахлорметановим гепатитом АРІЛ-1 позитивно впливав  на стан печінки, сприяв нормалізації масового коефіцієнту печінки, зниженню активності маркера цитолізу АлАТ та відновленню активності антиоксидантної системи. Досліджуваний препарат вірогідно нормалізував білковосинтетичну і глікогенутворювальну функції печінки, про що свідчить підвищення рівня загального білка в сироватці крові та вмісту глікогену в органі. Також відзначали позитивну тенденцію з боку жовчоутворення, а саме: відновлення процесів холато- і холестерологенезу, швидкості секреції жовчі, зниження активності лужної фосфатази, нормалізацію вмісту холестеролу в жовчі майже до рівня інтактних тварин. Всі щури в групі, що отримували АРІЛ-1, вижили (табл. 7). 

Отже, АРІЛ-1 володіє вираженою гепато​захисною дією, за якою не поступається силібору і навіть переважає його за протизапальною та антиоксидантною активністю. Варто зазначити, що за впливом на інтенсивність процесів ВРО та нор​малізацію стану АОС гепатоцитів ефективність АРІЛ-1 у середньому на 20% вища, ніж у референс-препарату. Силібор, що містить флаволігнани, сприяє стабілізації мембран гепатоцитів та лімітує в них швидкість процесів ВРО. Крім того, за даними літератури, силібор здатний пригнічувати продукцію ІЛ-1 (Коваленко Є.М., 2009). 
Гепатозахисна дія АРІЛ-1, на наш погляд, зумовлена тим, що АРІЛ-1 за рахунок блокування рецепторів ІЛ-1 зменшує його прооксидантний вплив, тобто контролює швидкість процесів ВРО та сприяє відновленню активності компонентів АОС, що, у свою чергу, пригнічує розвиток запалення в гепатоцитах. На нашу думку, АРІЛ-1 також здатний стимулювати пригнічену тетрахлор​метаном монооксигеназну систему печінки та поліпшувати тканинне дихання, що прияє його гепатозахисній дії. Поліпшення жовчоутворення на тлі АРІЛ-1, імовірно, зу​мовлено зменшенням негативного впливу ІЛ-1 на ферментні системи, які забезпечують цю функцію печінки. Це підтверджується даними літератури про те, що деякі цитокіни порушують систему АТФ-аз, яка відіграє ключову роль у жовчоутворенні (Бунятян Н.Д., 1999). 

Таблиця 7 
 Зміни функціонально-біохімічних показників стану печінки 

при тетрахлорметановому гепатиті у щурів під впливом АРІЛ-1 

	Показники 
	АРІЛ-1 (3 мг/кг)
	Силібор (25 мг/кг)

	Виживаність
	         ( 1,4
	              ( 1,1

	Масовий коефіцієнт печінки
	         ( 1,4*
	              ( 1,3*

	АлАТ у сироватці крові
	         ( 1,5*/**
	              ( 1,2

	Лужна фосфатаза у сироватці крові
	         ( 1,4*
	              ( 1,4*

	Сечовина у сироватці крові
	         ( 1,3*/**
	              ( 1,2*

	Загальний білок у сироватці крові
	         ( 1,3*/**
	              ( 1,1*

	Холестерол у сироватці крові
	         ( 1,2*/**
	              ( 1,3*

	Дієнові кон`югати в печінці
	         ( 1,4*/**
	              ( 1,2*

	ТБК-АП в уечінці
	         ( 1,3*/**
	              ( 1,1

	Відновлений глутатіон у печінці
	         ( 1,9*
	              ( 1,8*

	Каталаза у печінці
	         ( 1,9*
	              ( 2,0*

	Глікоген у печінці
	         ( 2,0*
	              ( 2,1*

	Швидкість секреції жовчі
	         ( 1,9*/**
	              ( 2,5*

	Жовчні кислоти у жовчі
	         ( 1,2*
	              ( 1,3*

	Холестерол у жовчі
	         ( 1,4
	              ( 1.5*


Примітка. Статистично значущі відмінності (р < 0,05): * – із конт​рольною патологією, ** – із групою силі бору; АлАТ – аланінамінотрасфераза; ТБК-АП – тіобарбітурової кислоти активні продукти; ( – збільшення, ( – зменшення показника; цифри – кратність змін.

Гістоструктура печінки інтактних щурів під впливом АРІЛ-1, як і у ви​падку нирок, зазнавала скороминущих змін (переважно лімфоцитарна інфіль​трація), які за 2 тижні зникали. 
Відомо, що ІЛ-1 є індуцибельним білком, синтез якого починається у відпо​відь на пошкодження тканин, тобто він є пусковим механізмом будь-якого запаль​ного захворювання, зокрема порушень слизових оболонок ШКТ. Слід зазначити, що гостре виразкове ураження ШКТ є моделлю запа​лення з перевагою цитодест​руктивних (альтератив​них) про​цесів. Оскільки в поперед​ніх досліджен​нях доведе​но антиальтеративну активність АРІЛ-1, було до​ціль​но з`ясувати, чи притаманні дослід​жуваному препарату противираз​кові вла​сти​вості. 
На моделі гострого виразкового ураження шлунка АРІЛ-1 у викори​станих дозах не виявив достовірної противиразкової активності. АРІЛ-1 у дозах 0,5 і 3 мг/кг діяв тільки на рівні тенденції, а близькість цих значень свідчить про по​стійність ефекту АРІЛ-1 у використаному діапазоні доз. Дані літератури щодо впли​ву рецепторних антагоністів ІЛ-1 на розвиток вираз​кового ураження ШКТ також неодно​знач​ні. З одного боку, зниження актив​ності ІЛ-1 гальмує шлункову секрецію, що важливо при гіперсекретор​них станах. З іншого боку, зниження шлун​кової секреції створює умови для розвитку Helicobacter pylori, що є одним з етіопатогене​тичних чинників вираз​кової хвороби шлунка (Gatti LL, 2004; Bloom P.D., 2003). Але навіть наявність тенденції противиразкової дії має певне значення при викори​станні АРІЛ-1 при запальних станах, оскільки дозволяє в процесі ліку​вання уникнути ульцерогенності, притаманної традиційним НПЗЗ.

Вплив АРІЛ-1 на обмін холестеролу та сечової кислоти (розділ 8). ІЛ здійснюють зв`язок між імунною, ендокринною та нервовою системами, і логічно припустити вплив ІЛ-1 і антагоніста його рецепторів на обмін речовин. Оскільки існують відомості про вплив ІЛ-1 на пуриновий обмін (Harris M.D., 1999), можна передбачити наявність у АРІЛ-1 гіпоурикемічних властивостей. Тому на останньому етапі дослідження було проведене визначення впливу АРІЛ-1 на ліпідний обмін та обмін СК.

Визначено, що АРІЛ-1 у дозі 3 мг/кг на моделі оксонат-індукованої гіперурикемії чинить гіпоурикемічну дію, за якою перевершує алопуринол в дозі 10 мг/кг (рис. 7). Також АРІЛ-1 чинить діуретичну дію, до механізму дії якої долучається збільшення клубочкової фільтрації, та урикозуричну дію. Протиподагрична дія АРІЛ-1, на відміну від алопуринолу,  виявляється в гіпоурикемічному та урикозуричному ефектах.
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Рис. 7. Вплив АРІЛ-1 на вміст сечової кислоти в плазмі крові та її ниркову екскрецію  при оксонат-індукованій гіперурикемії у щурів: * – статистично значущі відмінності з контрольною патологією, р < 0,05; по осі ординат – кратність змін, рази
У попередніх дослідженнях встановлено, що АРІЛ-1 чинить потужну протизапальну дію. Поєднання гіпоурикемічної, урикозуричної та протизапальної активностей у АРІЛ-1 є корисним при подагрі, в патогенезі якої запалення відіграє значну роль, а в лікуванні переважно використовуються препарати з великою кількістю побічних ефектів – НПЗЗ і кортикостероїди. 

Aтеросклероз, який раніше вважали порушенням тільки ліпідного обміну з відкладенням ліпідів у судинній стінці, має ознаки хронічного запалення в інтимі артерій з імунними реакціями, виділенням клітинами ендотелію і периферичної крові цитокінів та інших прозапальних факторів. ІЛ-1 збільшує експресію генів факторів згортання крові та інгібіторів фібринолізу, бере участь у процесі міграції клітинних елементів крізь ендотелій, збільшує синтез молекул ендотеліальної адгезії, стимулює синтез оксиду нітрогену, простагландинів, фактора агрегації тромбоцитів, гострофазових запальних білків та сироваткового амілоїду А (Akama K.T., 2000). Таким чином, гіперліпідемія та атеросклероз є поліетіологічними захворюваннями, основу яких складають два взаємопов`язаних процеси: порушення метаболізму ліпідів та запалення судинної стінки. Оскільки ІЛ-1 є індуктором запалення, збільшує число циркулюючих нейтрофілів, підсилює хемотаксис, дегрануляцію та індукцію прооксидантів, було доцільно дослідити вплив АРІЛ-1 порівняно з ангіопротектором і антиоксидантом корвітином на перебіг модельної гіперліпідемії. 

Блокада рецепторів ІЛ-1 за допомогою його рекомбінантного антагоніста в умовах модельної гіперліпідемії, на відміну від корвітину, сприяла нормалізації динаміки маси тіла і показників обміну ліпідів (рис. 8). 
Рис. 8. Вплив АРІЛ-1 на рівень загальних ліпідів (ЗЛ), холестеролу (ХС), тригліцеридів (ТГ) у сироватці крові щурів із моделлю гіперліпідемії. Ста​тистично значущі відмінності, p < 0,05: * – із групою інтактного контролю; # – із групою контрольної патології; ^ – із групою корвітину 
АРІЛ-1 приблизно однаково знижував масу тіла та масові коефіцієнти органів (печінки і серця) експериментальних тварин і гальмував активність маркерів цитолізу АлАТ і АсАТ у сироватці крові, що свідчить про гальмування запалення та деструктивних процесів (рис. 9).
Рис. 9. Вплив АРІЛ-1 на вміст АлАТ і АсАТ у сироватці крові  тварин із моделлю гіперліпідемії. Статистично значущі відмінності, p < 0,05: * – із групою інтактного контролю; # – із групою контрольної патології; ^ – із групою корвітину 
Головна роль у гіполіпідемічній дії АРІЛ-1 полягає у підвищенні ЛПВЩ, що відрізняє його від класичних гіполіпідемічних засобів. АРІЛ-1 виявляв також антиоксидантний ефект, що доводиться зниженням ТБК-АП. Механізм гіполіпідемічної дії АРІЛ-1 пов`язаний із гальмуванням активності ІЛ-1 та запальних процесів у судинній стінці. Поєднання в АРІЛ-1 протизапальних, антиоксидант​них та потужних гіполіпідемічних властивостей має високу цінність та обґрунтовує доцільність його застосування при атеросклерозі і дисліпідеміях як патогенетичного засобу, що одночасно впливає на всі провідні ланки патогенезу цього захворювання. 

Таким чином, результати експериментів дозволили оцінити спектр фармакодинаміки АРІЛ-1. Хоча відомо, що механізм дії препарату пов`язаний з блокадою рецепторів ІЛ-1 у відповідних органах і тканинах, доцільно було узагальнити вираженість кожного фармакологічного ефекту препарату, що дозволяє визначити основні перспективні напрямки подальшого вивчення і клінічного застосування АРІЛ-1. 

У результаті проведених досліджень органотропної дії АРІЛ-1 встановлено, що АРІЛ-1 володіє вираженою церебропротекторною активністю, яка супроводжується психо- та нейротропними ефектами, що дає змогу вважати доцільним використання препарату в терапії церебральних порушень різного генезу. Також АРІЛ-1 притаманна виражена ноотропна активність, що виявляється в антиамне​стичному, цитопротекторному ефектах і підвищенні стійкості головного мозку до нейротоксичних чинників різного генезу, за вираженістю якої він переважає еталонний ноотропний засіб пірацетам. Це дозволяє припустити ефективність АРІЛ-1 при лікуванні хвороби Альцгеймера та інших когнітивних порушень. Таке припущення також випливає з доведеної гіполіпідемічної дії препарату, оскільки когнітивні порушення часто є наслідками атеросклеротичних змін церебральних судин. Цінними складовими психотропної дії АРІЛ-1 є анксіоселективний і антидепресивний ефекти. Доведено, що АРІЛ-1 чинить виражену фрігопротекторну, протизапальну, імунотропну та помірну хондропротекторну дію. До складових протизапальної активності препарату належить вплив на всі фази запального процесу (альтерацію, ексудацію і проліферацію), що відрізняє АРІЛ-1 від більшості існуючих протизапальних засобів. Поєднання протизапального, хондропротекторного, гіпоурикемічного і урикозуричного ефектів робить АРІЛ-1 універсальним препаратом комплексної дії для лікування подагричних артритів. Визначено, що АРІЛ-1 володіє вираженою кардіопротекторною, гепатозахисною та помірною нефропротекторною активністю, що свідчить про ефективність застосування препарату в лікуванні захворювань внутрішніх органів. Хоча АРІЛ-1 у вивчених дозах і не притаманні гастропротекторні властивості, доведено, що він, на відміну від НПЗЗ і глюкокортикостероїдів, не виявляє ульцерогенної, нефро- і гепатотоксичної дії. Результати проведених досліджень є підставою для визначення перспективних напрямків поглибленого вивчення першого в Україні антицитокінового препарату.

Спектр фармакологічних ефектів АРІЛ-1 узагальнено в табл. 8.
Відомо, що АРІЛ-1 успішно пройшов клінічні випробування як ревматологічний та антиалергійний засіб та отримав дозвіл на медичне застосування в Росії під назвою «Ралейкін». Результати цієї роботи дозволяють розшири​ти фармакодинаміку і спектр показань до застосування препарату.

Таблиця 8
Оцінка складових фармакодинаміки та перспектив застосування АРІЛ-1

	Ефект
	Вираженість ефекту
	Перспективні показання

	Церебропротектор-

ний
	+++
	Черепно-мозкова травма, ішемічний ін​сульт, гірська хвороба та інші церебральні порушення

	Психотропний 
(анксіолітичний, 
антидепресивний)
	+++
	Неврози, депресія

	Ноотропний
	+++
	Хвороба Альцгеймера, деменція, порушення пам`яті та інші когнітивні розлади

	Антиалкоголь​ний
	+++
	Профілактика та лікування алкогольних отруєнь

	Протисудомний
	++
	Судоми, епілепсія

	Фрігопротек​торний
	+++
	Профілактика і лікування холодової травми, загального переохолодження 

	Протизапаль​ний
	+++
	Ревматологічні захворювання, вагініти

	Хондропротек​торний
	++
	Артроз, остеоартрит

	Кардіопротек​торний
	+++
	Ішемічна хвороба серця, інфаркт міокарда, міокардит, серцева недостатність

	Нефропротек​торний
	++
	Гостра ниркова недостатність, запальні захворювання нирок

	Гепатопротек​торний
	+++
	Гепатит, гепатохолецистит, алкогольна дистрофія печінки

	Гастропротекторний
	–
	–

	Гіпоурикемічний
	+++
	Подагричні артрити, гіперурикемія

	Гіполіпідемі​чний
	++
	Атеросклероз, гіперліпідемія

	Нефротоксичний
	–
	–

	Гепатотоксичний
	–
	–

	Гастротоксичний
	–
	–


Примітка. «+++» – виражений ефект; «++» – помірний ефект; «–» – відсутність ефекту.
Це обґрунтовує поліпшення якості лікування широко розповсюджених захворювань (табл. 8), зокрема при комбінованій патології, що важливо з огляду на плейотропність ефектів антицитокінової терапії із використанням АРІЛ-1. 
ВИСНОВКИ 
У дисертаційній роботі наведено науково-експериментальне уза​галь​нення спектра фармакодинаміки та особливостей механізму дії оригінального рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1), що обґрунтовує перспективні напрямки подальшого  дослідження та розширення показань до застосування антицитокінового препарату.

1. Встановлено, що АРІЛ-1 чинить виражену церебропротекторну та антигіпоксичну дію на моделях ушкодження головного мозку як ішемічного, гіпоксичного, так і травматичного ґенезу, за якою не посту​пається референс-препаратам (вінпоцетин, мексидол), та навіть переважає їх (пірацетам). Механізм церебропротекторної дії АРІЛ-1 полягає у поліпшенні кровопостачання головного мозку при ішемії-реперфузії, поліпшенні церебрального метаболізму та зменшенні деструкції нейронів за вмістом ней​ронспецифіч​ної енолази в крові – 3,43 ± 0,10 нг/мг на противагу 6,86 ± 0,21 нг/мл у контрольній патології (р ( 0,001) та даних гістологічних досліджень.

2. АРІЛ-1 притаманні психотропні властивості, а саме анксіоселективна протитривожна та психоаналептична (антидепресивна та антиамнестична) дія, що підтверджується схожістю ефектів АРІЛ-1 та діазепаму, іміпраміну та пірацетаму відповідно. Особливістю нейромедіаторного забезпечення психотропної дії АРІЛ-1 є збільшення вмісту норадреналіну і адреналіну в головному мозку та спряженості катехоламінергічних процесів.

3. АРІЛ-1 здатний підвищувати стійкість головного мозку до нейротоксичних чинників, які пригнічують (етанол) та стимулюють (судомні отрути) ЦНС. Механізм протисудомного ефекту, імовірно, пов`язаний із посиленням ГАМК-ергічних гальмівних процесів, оскільки АРІЛ-1 виявляє антагонізм із коразолом та тіосемікарбазидом, але не зі стрихніном.

4. АРІЛ-1 чинить потужну фрігопротекторну активність, за якою переважає ацетилсаліцилову кислоту, тобто подовжує час життя тварин в умовах гострої холодової травми на 91,7%; при профілактичному та лікувальному режимах уведення сприяє відновленню пригнічених показників локомоторної, дослідницької активності та емоційності тварин; покращує тонус скелетних м`язів, координацію рухів та фізичну витривалість; стимулює видільну функцію нирок у відновлювальному періоді після переохолодження. До механізмів фрігопротекторної дії АРІЛ-1 можуть долучатися як протизапальні, так і нейропротекторні властивості.

5. За ефективністю на моделі ад`ювантного артриту АРІЛ-1 не поступається диклофенаку натрію за протизапальною дією і переважає його за антиокси​дантною та імунотропною активністю, тобто виявляє потужну протиартритну дію. На моделі стероїдного остеоартриту АРІЛ-1 поступається глюкозаміну гідрохлориду за хондропротекторною активністю, але переважає його за протизапальною дією. Високий хондропротекторний потенціал АРІЛ-1 підтверджується даними світлової та електронної мікроскопії, а також результатами вивчення його впливу на апоптоз хондроцитів в умовах цієї моделі.

6. АРІЛ-1 виявляє  виражені кардіопротекторні властивості на моделях ушкодження міокарда різного ґенезу, за якими не поступається препаратам порівняння (мексидол, рексод) або перевершує їх (ліпін). При ішемічній гострій нирковій недостатності АРІЛ-1 відновлює нирковий кровобіг після усунення оклюзії краще за мексидол та виявляє нефропротекторні властивості. За гепатозахисною та антиоксидантною дією на моделі хронічного тетрахлорметанового гепатиту АРІЛ-1 переважає силібор. Певні негативні зміни гістоструктури нирок і печінки під впливом АРІЛ є оборотними, що підтверджено морфологічними дослідженнями. АРІЛ-1 в обраному діапазоні доз не чинить гастропротекторної дії на моделі гострого виразкового ураження шлунка, але й не виявляє гастротоксичного ефекту, що важливо при застосуванні препарату в складі протизапальної терапії.

7. На моделі оксонат-індукованої гіперурикемії АРІЛ-1 чинить потужну гіпоурикемічну дію, за якою перевершує алопуринол, і, на відміну від нього, чинить ще й урикозуричну дію. Поєднання протизапальних і хондропротек​тор​них властивостей АРІЛ-1 з гіпоурикемічною та урикозуричною дією є перспективним для лікування подагричного артриту. На моделі індукованої холестеролом гіперліпідемії АРІЛ-1 виявляє достовірну гіполіпідемічну та антиоксидантну дію, за якою переважає препарат порів​няння  корвітин. До особливостей гіполіпідемічної дії АРІЛ-1 належить його переважний вплив на вміст ЛПВЩ. У  механізмі антиоксидантного ефекту АРІЛ-1 головним є гальмування ПОЛ.

8. Наявність у АРІЛ-1 потужних церебропротекторних, анксіолітичних, антидепресивних і ноотропних властивостей, фрігопротекторної, протизапальної, хондропротекторної, кардіо-, нефро- та гепатопротек​торної активностей, а також гіпоурикемічної та гіполіпідемічної дії експериментально обґрунтовує доцільність розширення показань до застосування АРІЛ-1, особливо при поліорганній патології.
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АНОТАЦІЯ


Щокіна К.Г. Органотропні ефекти рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (експериментальне дослідження). – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора фармацевтичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – Національний фармацевтичний університет, Харків, 2011.


Робота присвячена фармакологічному вивченню органотропних ефектів нового оригінального рекомбінантного антагоніста рецепторів інтерлейкіну-1 (АРІЛ-1). Результати роботи є експериментальним обґрунтуванням доцільністі розширення фармакодинаміки та показань до застосування АРІЛ-1, особливо при поліорганній патології.


Встановлено наявність у АРІЛ-1 вираженої церебропротекторної активності, яка супроводжується психотропними ефектами, що дає змогу вважати доцільним використання препарату в терапії церебральних порушень різного генезу. Також АРІЛ-1 притаманна виражена  ноотропна активність, що виявляється з антиамнестичною, цитопротекторною дією та підвищенням стійкості головного мозку до нейротоксичних чинників різного генезу, за вираженістю якої він переважає еталонний ноотропний засіб пірацетам. Це дозволяє припустити ефективність АРІЛ-1 при лікуванні хвороби Альцгеймера та інших когнитивних порушень. Таке припущення також випливає за доведеної гіполіпідемічної дії препарату. Цінними складовими психотропної дії АРІЛ-1 є анксіоселективний анксіолітичний та антидепресивний ефекти. Доведено, що АРІЛ-1 чинить виражену фрігопротекторну, протизапальну, імунотропну та помірну хондропротекторну дію. Визначено, що АРІЛ-1 володіє вираженою кардіопротекторною, гепатозахисною та помірною нефропротекторною активністю, що свідчить про ефективність застосування препарату в терапії органних порушень. 


Ключові слова: фармакологічне дослідження, АРІЛ-1, церебропротекторна, психотропна, протизапальна, хондропротекторна,  фрігопротекторна, органотропна дія.
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Щекина Е.Г. Органотропные эффекты рекомбинантного антагониста рецепторов интерлейкина-1 (экспериментальное исследование). – Рукопись.


Диссертация на соискание научной степени доктора фармацевтических наук по специальности 14.03.05 – фармакология. – Национальный фармацевтический университет, Харьков, 2011.


Работа посвящена фармакологическому изучению органотропных эффектов нового оригинального рекомбинантного антагониста рецепторов интерлейкина-1 (АРИЛ-1). Результаты работы являются экспериментальным обоснованием целесообразности расширения фармакодинамики и показаний к применению АРИЛ-1, особенно при полиорганной патологии.

Установлено, что АРИЛ-1 проявляет выраженное церебропротекторное и антигипоксическое действие на моделях повреждения головного мозга как ишемического, гипоксического, так и травматического генеза, по выраженности которого не уступает референс-препаратам (винпоцетин, мексидол) и даже превосходит их (пирацетам). Механизм церебропротекторного действия АРИЛ-1 заключается в улучшении кровоснабжения головного мозга в условиях ишемии-реперфузии, улучшении церебрального метаболизма и уменьшении деструкции нейронов (по уровню нейронспецифической енолазы и данным гистологических исследований). АРИЛ-1 характерны психотропные свойства, а именно анксиоселективное противотревожное и психоаналептическое (антидепрессивное и антиамнестическое) действие, что подтверждается сходством эффектов АРИЛ-1 и соответственно диазепама (кроме ухудшения координации движений), имипрамина и пирацетама. Особенностью нейромедиаторного обеспечения психотропного действия АРИЛ-1 является увеличение содержания норадреналина и адреналина в головном мозге и сопряженности катехоламинергических процессов.

Доказано, что АРИЛ-1 способен повышать устойчивость головного мозга к нейротоксическим факторам, угнетающим (этанол) и стимулирующим (судорожные яды) ЦНС. Механизм противосудорожного эффекта, вероятно, связан с усилением ГАМК-ергических тормозных процессов, поскольку АРИЛ-1 проявляет антагонизм с коразолом и тиосемикарбазидом, но не со стрихнином. Установлено, что АРИЛ-1 обладает мощным фригопротекторным эффектом, превыщающим эффект ацетилсалициловой кислоты, а именно увеличивает время жизни животных в условиях острого переохлаждения, при профилактическом и лечебном режимах введения способствует восстановлению угнетенных показателей локомоторной, исследовательской активности и эмоциональности животных; улучшает тонус скелетных мышц, координацию движений и физическую выносливость; стимулирует выделительную функцию почек в восстановительном периоде после переохлаждения. В механизмы фригопротекторного действия АРИЛ-1 могут вовлекаться как противовоспалительные, так и нейропротекторные свойства. По эффективности на модели адъювантного артрита АРИЛ-1 не уступает диклофенаку натрия по противовоспалительному действию и превосходит его по антиоксидантной и иммунотропной активности, то есть проявляет мощное противоартритное действие. На модели стероидного остеоартрита АРИЛ-1 уступает глюкозамина гидрохлориду по хондропротекторной активности, но превосходит его по противовоспалительному действию. Высокий хондропротекторный потенциал АРИЛ-1 подтверждают данные световой и электронной микроскопии, а также результаты изучения его влияния на апоптоз хондроцитов в условиях данной модели. Установлено, что АРИЛ-1 про​являет выраженные кардиопротекторные свойства на моделях повреждения миокарда разного генеза, не уступая препаратам сравнения (мексидол, рексод) или превосходя их (липин). При ишемической ОПН АРИЛ-1 восстанавливает почечный кровоток после устранения окклюзии лучше мексидола и проявляет нефропротекторные свойства. По гепатозащитному и антиоксидантному действию на модели хронического тетрахлорметанового гепатита АРИЛ-1 превосходит силибор. Определенные отрицательные изменения гистоструктуры почек и печени под влиянием АРИЛ полностью обратимы, что подтверждено морфологическими исследованиями. АРИЛ-1 в выбранном диапазоне доз не проявляет гастропротекторного действия на модели острого язвенного поражения желудка, но и не обладает гастротоксическими свойствами, что важно при использовании препарата в составе противовоспалительной терапии. На модели оксонат-инду​ци​рованной гиперурикемии АРИЛ-1 проявляет мощное гипоурикемическое действие, превосходящее действие аллопуринола, и, в отличие от него, обладает урикозурическим эффектом. Сочетание противовоспалительных и хондропротекторных свойств АРИЛ-1 с гипоурикемическим и урикозурическим действием перспективно для лечения подагрического артрита. На модели индуцированной холестеролом гиперлипидемии АРИЛ-1 проявляет достоверное гиполипидемическое и антиоксидантное действие, по которому превышает препарат сравнения  корвитин. Особенностью гиполипидемической активности АРИЛ-1 является его преимущественное влияние на содержание  ЛПВП. В  механизме антиоксидантного эффекта АРИЛ-1 главная роль принадлежит торможению ПОЛ.

Наличие у АРИЛ-1 мощных церебропротекторных, анксиолитических, антидепрессивных и ноотропных свойств, фригопротекторной, противовоспалительной, хондро-, кардио-, нефро- и гепатопротекторной активностей, а также гипоурикемического и гиполипидемического действия экспериментально подтверждает целесообразность расширения фармакодинамики и показаний к применению АРИЛ-1.


Ключевые слова: фармакологическое исследование, АРИЛ-1, церебропротекторное, психотропное, противовоспалительное, хондропротекторное,  фригопротекторное, органотропное действие.
SUMMARY

Shchokina K.G. Organotropic effects of recombinant receptor antagonist of interleukin-1 (experimental researh). – Manuscript.

The thesis for the scientific degree of the doctor in pharmaceutical science in spe​ciality 14.03.05 – Pharmacology. – National University of Pharmacy, Kharkiv, 2011.

The work is dedicated to the pharmachological research of the organotropic effects of a new recombinant receptor antagonist of interleukin-1 (ARIL-1). The results of the work are the experimental justification of the reasonable expansion of the pharmacodynamics and indications for ARIL-1 use, especially in multi-organ pathology.


There was determinated the presence of the expressed cerebroprotective activity in ARIL-1, accompanied by psycho- and neurotropic effects, that allows to consider the use of the drug in the treatment of cerebral disorders of various origins appropriated. Also ARIL-1 is characterized by the expressed nootropic activity, which consists of the antiamnestic, cytoprotective effects and the increase of the brain ability to neurotoxic factors of various origins, by the intensity of which it dominates the reference nootropic drug piracetam. It allows to suppose the effectiveness of ARIL-1 in the treatment of Alzheimer's disease and the other cognitive disorders. The hypolipidemic influence of the drug also proved this supposition. The anxioselective, anxiolytic and antidepressant effects are the valuable components of psychotropic activity of ARIL-1. It`s proved that ARIL-1 has the expressed frigoprotective, anti-inflammatory, immunotropic and moderate chondroprotective influences. It`s determined that ARIL-1 has the expressed cardioprotective, hepatoprotective and moderate nephroprotective activity, indicating the effectiveness of the drug`s use in the treatment of organ disorders.

Keywords: pharmacological research, ARIL-1, cerebroprotective, psychotropic, anti-inflammatory, chondroprotective, frigoprotective, organotropic action. 
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I етап:


вивчення 


церебропротекторної та антигіпоксичної дії АРІЛ-1











Оцінка церебропротекторної дії АРІЛ-1 (моделі білатеральної каротидної оклюзії (ішемія-реперфузія, необоротна), гравітаційної церебральної ішемії, закритої черепно-мозкової травми)





Вивчення антигіпоксичної дії (модель гіпобаричної гіпоксії)














II етап:


вивчення 


психотропних ефектів АРІЛ-1








Оцінка впливу на тривожність, координацію рухів, орієнтовно-дослідницькі та емоційні реакції (моделі хрестоподібного піднесеного лабіринту, стрижня, що обертається, відкритого поля)





Оцінка антидепресивної дії (модель резерпінової депресії)








Вивчення антиамнестичної дії АРІЛ-1  (модель скополамінової амнезії) 








Дослідження впливу на рівень нейромедіаторів-моноамі-нів у головному мозку





III етап:


вивчення  впливу 


АРІЛ-1 на резистентність мозку тварин до нейротоксичних чинників








Вивчення антиалкогольної дії (модель етанолового наркозу)





Вивчення протисудомної дії АРІЛ-1 (моделі коразолових, стрихнінових та тіосемікарбазидових судом)





IV етап:


вивчення протизапальної, хондро-протекторної та фрігопротекторної дії АРІЛ-1








Модель фенолового вульвовагініту





Оцінка протизапальних властивостей АРІЛ-1 (моделі фенолового вагініту, ад`ювантного артриту)





Вивчення хондропротекторної дії (модель стероїдного остеоартриту)





Вивчення фрігопротекторної дії (модель гострої холодової травми – необоротної та оборотної)

















V етап:


вивчення впливу 


АРІЛ-1 на 


вісцеральні системи








Вивчення кардіопротекторної дії (моделі діатермокоагуляційного інфаркту міокарда, іммобілізаційного стресу, адреналінового міокардиту)





Вивчення гепатопротекторної дії (модель хронічного тетрахлорметанового гепатиту) та впливу на печінку інтактних тварин





Оцінка нефропротекторної дії (моделі ішемічної та токсичної гострої ниркової недостатності) та впливу на видільну функцію нирок інтактних тварин





Вивчення гастропротекторної дії АРІЛ-1 на моделі спиртопреднізолонової виразки





VI етап:


вивчення впливу 


АРІЛ-1 на метаболічні процеси








Вивчення гіпоурикемічної дії на моделі  оксонат-індуко-ваної гіперурикемії





Вивчення гіполіпідемічної та антиоксидантної дії на моделі холестеролової гіперліпідемії





Рис. 1. Схема I-VI етапів фармакологічного вивчення органотропної дії АРІЛ-1
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