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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми: Хвороба Паркінсона (ХП) належить до числа найбільш розповсюджених нейродегенеративних захворювань у людей похилого віку [Т.С. Міщенко, 2008; Ё.Н. Маджидова и соавт., 2011]. ХП вважається хронічним прогресуючим захворюванням екстрапірамідної системи головного мозку, яке переважно пов’язане з дегенерацією його нігростріопаллідарних структур. Наряду з відомими руховими порушеннями (акінезія, ригідність, постуральна нестійкість та тремор), клінічна картина ХП включає різноманітні нерухові розлади – сенсорні (відчуття болю), дисомнічні, нервово-психічні (когнітивні, емоційно-афективні, поведінкові) та вегетативно-вісцеральні зміни [В.Н. Шток и соавт., 2002; Протокол ведения больных. Болезнь Паркинсона, Россия, 2006; Н.Н. Яхно, 2008]. В залежності від переваги тієї чи іншої основної симптоматики у клініці виділяють акінетичну, акінетико-ригідну, ригідно-тремтливу та тремтливу форми ХП. Змішана форма виявляється у 60-70% випадків ХП, акінетико-ригідна – у 15-20% випадків ХП, тремтлива – у 5-10%. По мірі прогресування захворювання його форма може змінюватись [Г.Н. Крыжановский, И.Н. Карабань и соавт., 2002]. 

Вважається, що важливу патогенетичну роль у процесі дегенерації нейронів відіграють порушення функцій мітохондрій та надмірне утворення активних форм кисню (окислювальний стрес), збільшення внутрішньоклітинної концентрації кальцію внаслідок дії надмірної кількості збуджувальних амінокислот (феномен ексайтотоксичності) та хронічна запальна реакція мікроглії [R. M. Villalba, Y. Smith, 2011]. Супутня судинна патологія при ХП також може мати значення для прогресування нейродегенеративного процесу. Встановлено, що збільшення продукції гомоцистеїну (гіпергомоцистеїнемія (ГГЦ)) є фактором ризику судинних захворювань та деменції. Є дані щодо здатності гомоцистеїну викликати тонічну стимуляцію NMDA-глутаматних рецепторів головного мозку та запуск всього патологічного глутамат-кальцієвого каскаду [И.В. Литвиненко и соавт., 2008; M. Bialecka et al. 2009; T. Müller, 2011]. Відомо, що у пацієнтів на ХП доволі часто виявляють підвищений рівень гомоцистеїну [S. Zoccolella et al, 2009; A.A. Abdin, N.I. Sarhan, 2011]. Проте на сьогодні немає чітких уявлень про патогенетичне значення ГГЦ в прогресуванні рухових розладів, когнітивних та сенсорних порушень при ХП. 
Як зазначається рядом авторів [E.G. Silva et al., 2008; G.H. Letro et al., 2009], розвиток психоневрологічної патології, зокрема, ХП, досить часто супроводжується проявом алгічних синдромів різної тривалості та інтенсивності. При цьому, біль у хворих на паркінсонізм може проявитися як самостійний синдром (головний і зубний біль, мігрень, запальна реакція, спазм тощо). Чільне місце у структурі больових синдромів за умов паркінсонізму займає міофасціальний больовий синдром до 30% [Г.Н. Байрамова, 2005]. Також больовий синдром є супутнім у хворих на пізніх стадіях хвороби, коли спостерігаються ускладнення на фоні леводопотерапії у вигляді діскінезій та моторних флуктуацій [Г.Н. Крыжановский, И.Н. Карабань и соавт., 2002, G. Fénelon et al., 2011].

Традиційно для усунення або ж ослаблення проявів алгічного синдрому малої і середньої вираженості застосовують болетамуючі засоби ненаркотичного типу дії. На фармацевтичному ринку широко представлені ряд болетамуючих препаратів, насамперед – групою нестероїдних протизапальних лікарських засобів (НПЗЛЗ) [О.П. Вікторов та співав., 2005, 2011]. Саме тому при наявності у хворих на паркінсонізм супутнього больового синдрому набуває актуальності питання щодо раціонального та безпечного знеболення з урахуванням базової патогенетичної антипаркінсонічної фармакотерапії та клінічних форм захворювання. Зазначене буде сприяти підтримці до максимального рівня якості життя пацієнтів з ХП, в залежності від дебюту та стадії захворювання розрізняють різні напрямки антипаркінсонічної терапії [И.Н. Карабань, 2006]. В останні роки експериментальні та клінічні дослідження пройшли декілька десятків таких засобів, але фармакотерапію ХП проводять, традиційно орієнтуючись на симптоматичний ефект препаратів. До числа антипаркінсонічних відносять 6 основних груп лікарських засобів: 1) засоби, котрі вміщують леводопу; 2) агоністи дофамінових рецепторів; 3) інгібітори моноамінооксидази типу В (МАО-В); 4) препарати амантадину; 5) інгібітори катехол-О-метилтрансферази; 6) центральні холінолітики (антихолінергічні засоби) [Р.А. Садеков, 2001; И.Н. Карабань, 2007]. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконувалася згідно з планом науково-дослідної роботи кафедри фармакології, клінічної фармакології та фармакоекономіки Дніпропетровської державної медичної академії (ДДМА) та є фрагментом НДР «Фармакологічний аналіз адаптивних функцій мозку та його структурно-функціональної організації в умовах експериментальної патології мозку» (№ держреєстрації 0104U005740) та «Експериментально-теоретичне обґрунтування особливостей болетамуючої та нейропротекторної медикаментозної терапії в умовах експериментальної патології ЦНС» (№ держреєстрації 0104U006269).


Мета роботи: Експериментально-теоретичне обґрунтування раціонального та безпечного застосування болетамуючих засобів у залежності від больового синдрому та експериментальних еквівалентів паркінсонізму на тлі відповідної антипаркінсонічної терапії. 
Для досягнення поставленої мети були визначені наступні задачі дослідження:
1. Встановити наявність потенційного центрального та/або периферичного компоненту знеболюючої активності антипаркінсонічних засобів та їх комбінацій з анальгетиками у інтактних тварин і за умов змін нейросинаптичної передачі по типу каталепсії та тремору.

2. Проаналізувати вплив тривалого використання знеболюючих засобів та їх комбінацій з антипаркінсонічними препаратами на неврологічну симптоматику тварин за умов паркінсонічного синдрому («дофамінова патологія»).

3. Провести порівняльний аналіз найбільш раціональних комбінацій антипаркінсонічних засобів з анальгетиками в якості препаратів знеболюючої терапії у мишей лінії С57/ВL6 (швидкостаріючі миші з генетично обумовленим ослабленим функціональним станом ЦНС).

4. Оцінити антипаркінсонічну та знеболюючу активність комбінацій-лідерів за умов МФТП-індукованого паркінсонізму (експериментальний еквівалент акінетико-ригідно-тремтливої форми ХП).

5. Визначити механізми лікувального впливу сумісного введення леводопи з целекоксибом на тлі експериментальних еквівалентів паркінсонізму. 
6. Провести аналіз фізико-хімічної сумісності комбінації - лідер за умов сумісного використання.

7. Обґрунтувати раціональне та безпечне використання знеболюючих засобів за умов експериментальних еквівалентів ХП з урахуванням базової протипаркінсонічної терапії. 

Об’єкт дослідження: больовий синдром за умов експериментальних еквівалентів паркінсонізму.

Предмет дослідження: фармакологічна активність нестероїдних протизапальних лікарських засобів, ненаркотичних анальгетиків і антипаркінсонічних засобів та їх сумісного використання при експериментальних еквівалентах паркінсонізму. 

Методи дослідження - експериментальні еквіваленти паркінсонізму та больового синдрому, поведінкові реакції, нейрохімічні, гістоморфологічні та методи математичної статистики. 

Наукова новизна отриманих результатів полягає в тому, що вперше проведено порівняльний аналіз активності знеболюючих засобів за умов експериментальних еквівалентів паркінсонізму на тлі різних фармакотерапевтичних підходів щодо корекції екстрапірамідних розладів. Принципових змін антиноцицептивного потенціалу знеболюючих засобів за умом експериментальних еквівалентів паркінсонізму не спостерігалось. Фармакологічними методами доведено, що характерний для ХП церебральний дофамінергічний дефіцит змінює стан ноцицептивної системи, що спричиняє зниження порогу больової чутливості.

На основі комплексного дослідження встановлено, що з метою знеболення на фоні леводопотерапії недоцільно використовувати анальгетики з центральним компонентом болетамуючої дії (метамізол, парацетамол та кеторолак), так як при цьому спостерігається зниження антипаркінсонічної дії леводоповмісних засобів. Ці дані оприлюднені у Інформаційному листі про нововведення в системі охорони здоров’я України «Особливості застосування анальгетиків-антипіретиків та НПЗЗ при паркінсонізмі за умов леводопотерапії (експериментальні дані)» № 195-2009.

На підставі дослідження активності ферментів, що каталізують метаболізм гомоцистеїну в організмі у щурів при сумісному використанні леводопи з целекоксибом, вперше встановлено, що за умов експериментального паркінсонізму знижується активність цистатіонін-β-синтази, що призводить до збільшення рівня гомоцистеїну та цистеїну в головному мозку щурів. На фоні призначення леводопи з целекоксибом, активність цього фермента збільшується, що є позитивним напрямком корекції підвищеного рівня гомоцистеїну в тканинах мозку. Ці дані відображені в Інформаційному листі про нововведення в системі охорони здоров’я України «Корекція целекоксибом гіпергомоцистеїнемії при паркінсонічному синдромі за умов леводопотерапії (експериментальні дані)» № 74-2010.

Вперше показано, що при спільному використанні НПЗЛЗ (мелоксикаму, целекоксибу, парекоксибу) з леводопою та амантадином спостерігається посилення протипаркінсонічної дії леводопи та амантадину щодо відновлення рухового дефіциту та посилюється знеболююча активність самих анальгетиків. Отримані дані свідчать про ефективність створеної комбінованої форми, яка вміщує леводопу з целекоксибом, її доцільність підтверджена дослідженням відсутності фармацевтичної взаємодії. 
Практичне значення і впровадження роботи в практику. На підставі фармакологічного аналізу особливостей аналгетичної дії досліджуваних болетамуючих препаратів на фоні базової антипаркінсонічної терапії обґрунтовані шляхи щодо раціональної фармакотерапії больового синдрому за умов експериментальних еквівалентів паркінсонізму. 

Оцінка особливостей антипаркінсонічної дії досліджуваних засобів та аналіз методичних підходів до формування експериментальних еквівалентів паркінсонізму відображені в методичних рекомендаціях «Алгоритм доклінічної оцінки (загальна фармакологія, специфічна активність) антипаркінсонічних засобів» (Київ, ДФЦ України, 2009).
Запропоновані підходи ступеню інформованості лікарів та пацієнтів щодо фармакотерапії болю й відповідальності за результати лікування та освітлені в методичних рекомендаціях «Алгоритми клінічного використання болетамуючих засобів (наркотичних та ненаркотичних анальгетиків) при гострому та хронічному больовому синдромі» (Київ, ДЕЦ України, 2011). 

Експериментально обґрунтована можливість клінічних випробувань комбінованої форми препарату, що вміщує леводопу/карбідопу та целекоксиб (Інформаційні листи № 195-2009 та № 74-2010)
Результати проведених досліджень впроваджено в науково-педагогічну діяльність кафедр фармакології ДЗ «Дніпропетровська медична академія», Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Луганського державного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету, Вінницького Національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, Національного фармацевтичного університету (м. Харків), Буковинського державного медичного університету, ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (м. Полтава). 

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. За участю консультанта проведено вибір напрямку, сформульовані мета, завдання та проведено планування і підбір методичних підходів дослідження. Особисто автором проведений патентно-інформаційний пошук, узагальнений світовий досвід науковців за темою дисертації, виконані експериментальні дослідження, аналіз і систематизація отриманих результатів, їх наукова інтерпретація, сформульовані висновки роботи та практичні рекомендації. У наукових публікаціях дисертантом наведені результати власних експериментальних досліджень.

Проведення морфологічних досліджень зразків тканини мозку експериментальних тварин виконано за консультативною допомогою завід. кафедри нормальної анатомії Запорізького державного медичного університету д. мед. н., професора М.А. Волошина.

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи були представлені: на ІV Міжнародної наукової конференції «Молодь та перспективи сучасної медичної науки» (м. Вінниця, 2007), ІV Міжнародній медико-фармацевтичній конференції студентів та молодих вчених  (м. Чернівці, 2007), ІІІ з’їзді фармакологів Росії «Фармакология практическому здравоохранению» (м. Санки-Петербург, 2007), VІІ Міжнародній конференції «Новини і перспективи медичної науки» (м. Дніпропетровськ, 2007), ХХV та ХХVІ науково-практичній конференціях з міжнародною участю «Ліки-людині. Сучасні проблеми створення, дослідження та апробації лікарських засобів» (м. Харків, 2008, 2009), І науково-практичній конференції «Фармакоэкономика в Украине: состояние и перспективы развития» (м. Харків, 2008), І національному конгресі «Болезнь Паркинсона и расстройства движений» (м. Москва, 2008), VІІІ науково-практичній конференції «Клінічна фармація в Україні» (м. Харків, 2008), V міжнародній науково-практичній конференції «Наукові дослідження – теорія та експеримент» (м. Полтава, 2009), V Міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні проблеми сучасної науки» (Польща, м. Пшемисль, 2009), ІІІ українській науково-практичній конференції «Екстрапірамідні захворювання та вік» (м. Київ, 2009), ІІІ науково-практичній конференції «Науково-технічний прогрес і оптимізація технологічних процесів створення лікарських препаратів» (м. Тернопіль, 2009), V науково-практичній конференції «Науковий потенціал європейського континенту» (Чехія, м. Прага, 2009), VІ міжнародній науково-практичній конференції «Перспективні наукові дослідження» (Болгарія, м. Софія, 2010), ІІ міжнародній науково-практичній конференції «Дні науки» (Чехія, м. Прага, 2010), Всеукраинской практической конференции «Церебральная недостаточность: морфогенез, нейропротекция и интенсивная терапия» (м. Запоріжжя, 2010), 16th World Congress of Basis and Clinical Pharmacology (Dania, Copenhagen, 2010), VІІ Національного з’їзду фармацевтів України (м. Харків, 2010), ХІІІ Конгресі Світової федерації українських лікарських товариств (м. Львів, 2010), VІ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю з клінічної фармакології (м. Вінниця, 2010), X International Congress of Medical Sciences (Bulgaria, Sofia, 2011), ІV Національному з’їзд фармакологів України (м. Київ, 2011). 
Публікації. За темою дисертації опубліковано: 56 наукових робіт, які повною мірою відображають її зміст, з них 2 методичні рекомендації, 2 інформаційних листа про нововведення в охорону здоров’я України, 29 статей у наукових фахових журналах, рекомендованих ВАК України (15 статей одноосібних), 23 тез у матеріалах з’їздів, конгресів, науково-практичних конференцій та симпозіумів.

Обсяг та структура дисертації. Дисертація викладена на 355 сторінках машинописного тексту і складається з огляду літератури, опису матеріалів і методів досліджень, аналізу результатів досліджень, висновків, списку використаної літератури. Робота містить 76 рисунків, 63 таблиць. Бібліографія включає 381 джерел інформації, з них 139 кирилицею та 242 латиницею, що складає 41 сторінки. 
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали та методи дослідження. Експериментальні дослідження виконані на 1136 білих щурах – самцях масою 230-320 г; 660 білих мишах масою 18 –25 г; 90 мишах лінії C57/BL6 масою 19-22 г (вік 7-8 міс.). Догляд, утримання та годівля тварин здійснювалися відповідно до вимог нормативних документів [Доклінічні дослідження лікарських засобів (методичні рекомендації), 2002; И.П. Западнюк, 1983; Ю.М. Кожем’якін, 2002] в стандартних умовах віварію ДДМА. Всі досліди виконані згідно правил етичного поводження з тваринами, затверджених у «European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes» (Страсбург, 1986), а також вимог комісії з біоетики ДДМА (протокол № 7 від 27 квітня 2011 р.).

В експериментальних дослідженнях використані наступні лікарські засоби, які вивчались в терапевтичних дозах для тварин згідно літературних даних: 

1) протипаркінсонічні засоби: леводопа/карбідопа, в подальшому леводопа (Л) в дозі 50 мг/кг («Фармастар») [K.B. Dupre, 2008], бромкриптин (Б) в дозі 5 мг/кг («БРОМКРИПТИН-К®») [П.Д. Шабанов, 1994], селегілін (С) в дозі 2 мг/кг («Segan») [Е.В. Сорокина, 2003], амантадин гідрохлорид, в подальшому амантадин (А) в дозі 50 мг/кг (Неомідантан «ОЛФА») [F. Bibbiani, 2005]; 

2) нестероїдні протизапальні лікарські засоби: диклофенак натрію (10 мг/кг) (капс. 0,05 г, ВАТ ХФЗ «Червона зірка») [Н.И. Волощук, 2005], німесулід (40 мг/кг) (табл. 0,1 г, “ФАРМАК®”) [Н.И. Волощук, 2005; C. Tassorelli, 2003], мелоксикам (10 мг/кг) (табл. по 15 мг «Моваліс®») [C. Justus, 1997, Н.И. Волощук, 2005;], целекоксиб (25 мг/кг) (капсули по 100 мг «Ранселек») [E.A. Koçkaya, 2010], рофекоксиб (1,5 мг/кг) (табл. 12,5 мг «РОФІКА») [R.L. Wynn, 2000], парекоксиб (2,0 мг/кг) (пор. д/п ін. р-на фл. 40 мг «Династат») [P.J. Desjardins, 2001]; 

3) ненаркотичні анальгетики: парацетамол в дозі 150 мг/кг (капс. 325 мг, ВАТ «Концерн Стирол») [Т.А. Воронина, 2005; R.M. Rezende, 2008], метамізол в дозі 200 мг/кг (табл. 0,5 г, ВАТ «Лубнифарм») [J.M. Laird, 1998; О.О. Нефьодов, 2010], кеторолак в дозі 5 мг/кг (табл. 10 мг «Кеторол») [V. Granados-Soto, 1995] та опіоїдний анальгетик трамадол в дозі 20 мг/кг (р-н для ін. 1 мл/ 50 мг ) [F.J. López-Muñoz, 2004]. 

Всі препарати у вказаних дозах вводились тваринам експериментальних груп – перорально щурам та мишам, окрім парекоксибу та трамадолу, які вводили внутрішньоочеревинно. Розчинення таблеток проводили з використанням ТВІНу-80 та фізіологічного розчину, який також вводився в об’ємі 0,1 мл/ 100 г (у щурів) та 0,1 мл/ 10 г (у мишей) тваринам контрольної групи.
Дослідження знеболюючої активності. Для оцінки антиноцицептивної активності болетамуючих та протипаркінсонічних засобів використаний метод електричного подразнення кореня хвоста щура [M.N. Caroll et al., 1960], моделі оцтовокислих «корчів» [Ю.Н. Васильев, 1978]; моделі «hot plate» (у мишей) та «tail-flick» (у щурів) [Доклінічні дослідження лікарських засобів (методичні рекомендації), 2002]. 

Моделі експериментальних еквівалентів паркінсонізму. В роботі використано низку моделей паркінсонізму: каталепсії у щурів, викликаної трифтазіном (2 мг/кг) [B. Costall, 1972]; ареколіновий тремор у мишей, викликаний підшкірним введенням цієї сполуки (25 мг/кг) [В.Э. Колла, 1973]; «дофамінової патології» (30-денне введення галоперідолу (0,5 мг/кг) [Н.Н. Боголепов и соавт., 2004] та МФТП (N-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридином) - індукованого паркінсонізму у щурів (30 мг/кг) [J. Donaldson et al., 1982] 
Вивчення рухово-дослідницької активності та емоційного реагування проводили за допомогою тесту «відкрите поле» та у бліц-тесті – підвішування за хвіст у щурів за умов експериментальних еквівалентів паркінсонізму [А.В. Калуев, 1998].

Визначення ферментів антиоксидативного захисту каталази та супероксиддисмутази у структурах мозку у щурів. Визначення активності СОД проводили  методом, який заснований на конкуренції з нітросинім тетразолієм за супероксидрадикали, що утворюються в системі аеробної взаємодії НАДН і фенозинметансульфату [С. Чевари, 1988]. Активність СОД виражали в у.од./мг білку/хв. Активність каталази визначали спектрофотометрично і виражали в мкат/мг білку/хв. Вміст дієнових кон’югатів (ДК) визначали спектрофотометрично та виражали в мкмоль/г тканини. Вміст ТБК-залежних продуктів (МДА) визначали спектрофотометрично по реакції з тіобарбітуровою кислотою і виражали в мкмоль/г тканини [Р. Досон, Д. Эллиот и др., 1991]. 

Показники окисної модифікації білка в тканинах головного мозку визначали за методом B. Halliwell [B.Halliwell, 1988]: при взаємодії окиснених амінокислотних залишків з 2,4-дінітрофенілгідразином утворюються 2,4-дінітрофенілгідразони – альдегідні та карбоксильні угруповання амінокислотних залишків. Для альдегідфенілгідразонів (АФГ) спектр поглинання зареєстровано при довжині хвилі 274 нм, а для карбоксифенілгідразонів (КФГ) – при 363 нм. 
Визначення стабільних метаболітів оксиду азоту в біологічному матеріалі проводили за Грисом [Н.В. Горбунов, 1995]. Активність простагландин-ендопероксидсинтази (PGH-синтази) в гомогенатах тканин мозку та тромбоцитарній масі щурів визначали спектрофотометричним методом за накопиченням окисленої форми донору електронів адреналіну [А.Т. Мевх и др., 1982]. 
Показників обміну гомоцистеїну в гомогенатах печінки та мозку. Десульфуразну активність цистатіонін-β-синтази (КФ 4.2.1.22), цистатіонін-γ-ліази (КФ 4.4.1.1) та активність тіосульфатдитіолсульфуртрансферази (КФ 2.8.1.5) оцінювали за утворенням H2S, який визначали за реакцією з N,N-диметил-парафенілендіаміном [M.H. Stipanuk, P.W. Beck, 1982]. Активність сульфітоксидази (КФ 1.8.3.1) визначали за швидкістю окислення сульфіт-аніону в присутності гексоціаноферрату калію [H.J. Cohen, 1971]. S-аденозилметіонінсинтетази (КФ 2.5.1.6) визначали як описано [P.K. Chiang, G.L. Cantoni, 1977]. Активність 5΄-нуклеотидази та апірази визначали за кількістю неорганічного фосфату, який утворився при гідролізі АМP або ADP, відповідно [S.S. Frassetto et al., 1993].

Вміст гідрогенсульфіду в сироватці крові визначали адаптованим нами методом за реакцією з пара-фенілендіаміном [Н.В. Заічко та ін., 2009]. Оцінку впливу модуляторів шляхів трансметилювання та транссульфування на індукцію проявів МФТП- індукованого паркінсонізму у щурів проводили загрузкою попереднього введення гідрогенсульфіду (NaНS*9H2O) в дозі 3 мг/кг в/очеревино та тіолактону гомоцистеїну – 100 мг/кг за 1 годину до моделювання експериментального паркінсонізму на 5% глюкозі [О.О. Пентюк та ін., 2007]. 

Оцінка морфологічних змін нейронів гіпокампу проводилась на гістологічних препаратах, пофарбованих гематоксиліном та еозином. Розрахунок кількісних показників та оптичних характеристик нейронів здійснювався за допомогою комп’ютерної системи аналізу зображень KS 200 (Kontron Elektronik, Німеччина) [Л.С.Агроскин, 1977].
Дані експериментів обробляли методами біостатистики за допомогою програми STATISTICA 6.1 (серійний номер AGAR 909 E415822FA). Математична обробка включала розрахунки середніх арифметичних значень (М), їх похибок (±m). Встановлення достовірності міжгрупових відмінностей по значеннях показника порогу больового реагування проводилося за допомогою параметричного t-критерію Ст’юдента, критерію рангових сум Вілкоксона (Wilcoxon  Rank-Sum test), критерію Манна-Уітні та методу однофакторного дисперсійного аналізу (ANOVA) [С.Н. Лапач та співав. 2001]. Відмінності вважали статистично достовірними при рівні р≤0,05. Перед застосуванням параметричних критеріїв проводилася перевірка гіпотези про нормальний закон розподілу випадкових величин [Р.Б. Стрелков, 1986]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ. 
Дослідження знеболюючої активності антипаркінсонічних засобів та їх комбінацій з анальгетиками у інтактних тварин та у тварин зі змінами нейросинаптичної передачі по типу каталепсії та тремору. 
У інтактних тварин проведено експериментальні дослідження болетамуючого профілю комбінацій основних протипаркінсонічних засобів з неселективними (диклофенак натрію), переважними (німесулід та мелоксикам) та селективними інгібіторами ЦОГ-2 (целекоксиб, рофекоксиб, парекоксиб), знеболюючими засобами з центральним болетамуючим компонентом механізму дії (парацетамол, метамізол та кеторолак), а також наркотичним анальгетиком (трамадол). 

Результати вивчення потенційних антиноцицептивних властивостей стандарту антипаркінсонічної терапії – леводопи (Л) та її комбінацій з низкою знеболюючих засобів у інтактних тварин представлені на рис. 1. Нами встановлено, що всі досліджувані комбінації леводопи та анальгетиків здатні впливати на формування периферичного компоненту ноцицептивної відповіді за умов «оцтовокислих» корчів. 
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	Рис. 1. Анальгетична активність леводопи та її комбінацій з аналгетичними засобами за умов «оцтовокислих» корчів

Примітка: * - р ≤ 0,05 – по відношенню до контролю


Схожі результати реєструвались за умов сумісного введення бромкриптину зі знеболюючими засобами. Найменша кількість корчів спостерігалась під впливом комбінацій Б + диклофенак, Б + мелоксикам, Б + кеторолак та Б + трамадол, що у порівнянні з показниками групи контролю відповідало аналгетичній активності у 85,7, 77,2, 84,3 та 86,8% (р≤0,05) відповідно. При використанні селегіліну та амантадину найбільш виражені показники антиноцицептивної активності реєструвались при їх сумісному введені з селективними інгібіторами ЦОГ-2 (целекоксибом, рофекоксибом та парекоксибом). 

На моделі електрошкірного подразнення кореня хвоста за умов застосування леводопи максимальну знеболюючу активність у інтактних щурів виявили трамадол, мелоксикам, німесулід та рофекоксиб (рис. 2). 
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	Рис. 2. Динаміка змін порогу больового реагування  при електроподразненні кореня хвоста інтактних щурів під впливом леводопи та її комбінацій  з анальгетиками

Примітка: * - р ≤ 0,05   по відношенню до порогу больової чутливості у вихідному стані (ВС)


За зазначених умов, при сумісному використанні бромкриптину з анальгетиками по інтенсивності знеболюючої дії серед досліджуваних комбінацій на перше місце виходять Б + трамадол, Б + диклофенак, Б + мелоксикам та Б + парекоксиб. При введенні селегіліну та амантадину найбільш виражена антиноцицептивна відповідь спостерігалась при їх використанні з центральними анальгетиками (трамадол, кеторолак, метамізол).
Як вже вище було зазначено, в клініці виділяють акінетико-ригідну, тремтливу та акінетико-ригідно-тремтливу (змішану) форми паркінсонізму. Акінетико-ригідна форма паркінсонізму виражається в значному обмеженні рухової активності (гіпокінезії), повільних рухах (брадікінезія), коротких кроках та уповільненої реакції. Експериментальним еквівалентом даних змін у доклінічних дослідженнях нами використана модель каталепсії у щурів, котра викликана трифтазіном (2 мг/кг).

На першому етапі дослідження знеболюючої та антипаркінсонічної активності вивчені комбінації класичного антипаркінсонічного засобу – леводопи з анальгетиками за умов каталепсії. Деякі з них досягали піку розвитку знеболюючих властивостей на 60 хвилині експерименту. Зокрема, Л + целекоксиб, Л + парацетамол та Л + трамадол викликали підвищення показників порогу ноцицепції на 76,2, 98,2 та 159% (р≤0,05) відповідно у порівнянні з показниками вихідного стану. Деякі інші комбінації виявили максимальну болезаспокійливу дію на 90 хвилині експерименту. Так, за умов каталептогеного стану показники больового порогу у порівнянні з групою контролю підвищувались у 1,8 разів для Л + диклофенак натрію, у 2,0 рази для Л + рофекоксиб, у 1,9 рази для Л + парекоксиб, у 2,3 рази для групи Л + метамізол та у 2,4 рази для Л + кеторолак (рис. 3). 
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	Рис. 3. Динаміка змін порогу больового реагування при електрошкірному подразненні за умов пригнічення дофамінергічної передачі (каталепсія) під впливом леводопи та комбінацій леводопи з анальгетиками

Примітка: * р≤0,05 – достовірно з показниками вихідного стану.


Заслуговують уваги зміни щодо проявів ригідності та стану каталепсії під впливом досліджуваних комбінацій. Так, тільки під впливом Л з целекоксибом, рофекоксибом прояви каталепсії через 30 хвилин не реєструвались взагалі, а через 120 хвилин спостерігались лише у 25% – 50% тварин цих дослідних груп, причому характеризувались низькою оцінкою (від 1,66 до 3,0 балів при максимально можливих 6 балах).

При цьому зовсім протилежні зміни фіксувались під впливом комбінацій Л з диклофенаком натрію, німесулідом, парацетамолом та метамізолом: поряд з високими показниками знеболюючої активності ці комбінації майже не зменшували прояви каталепсії у щурів (табл. 1). 

Наступним етапом експериментальних досліджень була оцінка знеболюючого потенціалу бромкриптину (Б) – агоніста дофамінових рецепторів та його комбінацій з болетамуючими засобами за умов каталепсії. На фоні введення більшості дослідних комбінацій розвиток знеболюючої дії спостерігався на 90 хвилині: однак при використанні Б + парекоксибу аналгетичний потенціал складав 169,2% (р≤0,05) у порівнянні з показниками вихідного стану вже на 30 хвилині досліду. Встановлено, що максимум анальгетичної дії композицій Б + мелоксикам, Б + рофекоксиб, Б + парацетамол, Б + кеторолак та Б + трамадол реєструвався лише на 90 хвилині, що відповідало збільшенню порогу ноцицепції у 2,1; 2,1; 2,1; 2,6 та 3,3 (р≤0,05) рази відповідно у порівнянні з показниками групи контролю.

Заслуговують уваги зміни щодо проявів ригідності та стану каталепсії під впливом досліджуваних комбінацій. Так, на фоні отримання Б та Б сумісно з мелоксикамом, целекоксибом, рофекоксибом, парекоксибом та парацетамолом прояви каталепсії через 30 хвилин не реєструвались взагалі, а через 120 хвилин спостерігались у 62,5-75% тварин цих дослідних груп, причому характеризувались низькою оцінкою: від 1,33 до 2,57 балів.

Таблиця 1

Показники стану каталепсії на фоні отримання леводопи та її комбінацій з болетамуючими засобами

	Дослід. засоби
	Показники
	Час, хвилини
	Дослід. засоби
	Показники


	Час, хвилини

	
	
	30
	60
	90
	
	
	30
	60
	90

	Контроль
	% тварин з каталеп-сією
	50
	100
	100
	Л+

Рофекок-сиб
	% тварин з каталепсією
	-
	25
	50


	
	бали
	3,0
	3,25
	5,25
	
	бали
	0
	3,0
	2,75

	Леводопа
	% тварин з каталеп-сією
	25
	25
	62,5
	Л+

Парекок-сиб
	% тварин з каталеп-сією
	25
	37,5
	62,5

	
	бали
	2,5
	3,0
	2,4
	
	бали
	2,0
	2,66
	2,4

	Л+

Дикло-фенак
	% тварин з каталеп-сією
	50
	75
	75
	Л+

Параце-тамол
	% тварин з каталеп-сією
	50
	75
	75

	
	бали
	1,75
	2,33
	4,0
	
	бали
	2,75
	4,5
	4,66

	Л+

Німесулід
	% тварин з каталеп-сією
	75
	75
	62,5
	Л+

Метамізол
	% тварин з каталеп-сією
	50
	62,5
	87,5

	
	бали
	2,5
	3,33
	4,4
	
	бали
	1,75
	2,6
	4,0

	Л+

Мелоксикам
	% тварин з каталеп-сією
	25
	50
	75
	Л+

Кеторолак
	% тварин з каталеп-сією
	50
	62,5
	100

	
	бали
	2,0
	1,75
	2,5
	
	бали
	1,75
	2,0
	2,25

	Л+

Целекоксиб
	% тварин з каталеп-сією
	-
	37,5
	50
	Л+

Трамадол
	% тварин з каталеп-сією
	-
	25
	75

	
	бали
	0
	1,66
	2,0
	
	бали
	0
	1,0
	1,5


За умов каталепсії схожі результати були зареєстровані на тлі введення селегіліну (С) - високоселективного інгібітора МАО-В та його комбінацій з болетамуючими засобами. В тому випадку, коли було використані комбінації С з парекоксибом, мелоксикамом, німесулідом, диклофенаком натрію, кеторолаком та трамадолом на 90 хв. реєструвався максимальний знеболюючий ефект, що у порівнянні з показниками групи контролю за даних умов експерименту відповідало достовірному підвищенню порогу ноцицепції у 2,03 рази (С + парекоксиб та С + німесулід), у 2,0 рази (С + мелоксикам), у 1,6 рази (С + диклофенак натрію), у 2,5 рази (С + кеторолак) та у 3,5 рази (С + трамадол). 

Щодо змін проявів ригідності та стану каталепсії на фоні отримання С з диклофенаком натрію, німесулідом, целекоксибом, рофекоксибом, парацетамолом, метамізолом та кеторолаком прояви каталепсії через 30 хвилин не реєструвались взагалі, а через 120 хвилин спостерігались лише у 12,5-62,5% тварин цих дослідних груп, причому характеризувались низькою оцінкою (від 1,0 до 2,5 балів ). 

При вивченні формування центрального компоненту ноцицептивної відповіді за умов пригнічення дофамінергічної передачі на фоні отримання амантадину (А) – інгібітора NMDA-рецепторів з болетамуючими засобами встановлено, що комбінації А + диклофенак натрію, А + парекоксиб та А + трамадол пік розвитку знеболюючих властивостей мав місце на 60 хвилині експерименту. Збільшення порогу ноцицепції складало 158,6, 123,4 та 225,9% (р≤0,05) відповідно у порівнянні з показниками вихідного стану. Найбільш суттєві результати за умов каталепсії реєструвались в групах, що отримували композиції амантадину з мелоксикамом, целекоксибом, рофекоксибом та кеторолаком, де рівень больового порогу у порівнянні з показниками групи контролю збільшувався у  2,44, 2,58, 2,26 та 3,51 (р≤0,05) рази відповідно (рис. 4).
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	Рис. 4. Динаміка змін порогу больового реагування при електрошкірному подразненні за умов пригнічення дофамінергічної передачі (каталепсія) під впливом амантадину та комбінацій амантадину з НПЗЛЗ

Примітка: * р≤0,05 – достовірно з показниками вихідного стану


За умов отримання А, А+ целекоксибу, А + рофекоксибу на 30 хвилині експерименту, проявів каталепсії не спостерігалось взагалі, а через 120 хвилин реєструвались лише у 50% - 62,5% тварин в зазначених групах та оцінювались у 1,2-2,5 бали. У випадку введення А + парекоксибу та А + кеторолаку відмічався найменший процент тварин з проявами каталепсії на протязі 120 хвилин (12,5-62,5%), оцінка якої коливалася в межах від 1,0 до 2,0 балів (табл. 2).
Таблиця 2

Показники стану каталепсії на фоні отримання амантадину та його комбінацій з болетамуючими засобами

	Дослід. засоби
	Показники
	Час, хвилини
	Дослід. засоби
	Показники


	
	Час, хвилини

	
	
	30
	60
	90
	
	
	30
	60
	90

	Контроль
	% тварин з каталеп-сією
	50
	100
	100
	А+

Рофекок-сиб
	% тварин з каталеп-сією
	-
	37,5
	37,5

	
	бали
	3,0
	3,25
	5,25
	
	бали
	-
	2,33
	2,5

	Амантадин
	% тварин з каталеп-сією
	-
	37,5
	37,5
	А+

Парекок-сиб
	% тварин з каталеп-сією
	12,5
	37,5
	25

	
	бали
	-
	1,33
	1,66
	
	бали
	1,0
	1,0
	2,0

	А+

Дикло-фенак
	% тварин з каталеп-сією
	37,5
	62,5
	62,5
	А+

Параце-тамол
	% тварин з каталеп-сією
	37,5
	50
	50

	
	бали
	1,66
	1,8
	2,4
	
	бали
	1,66
	1,75
	3,0

	А+

Німесулід
	% тварин з каталеп-сією
	37,5
	37,5
	50
	А+

Метамі-зол
	% тварин з каталеп-сією
	50
	37,5
	37,5

	
	бали
	2,0
	2,0
	2,0
	
	бали
	1,5
	3,33
	2,33

	А+

Мелок-сикам
	% тварин з каталеп-сією
	25
	37,5
	50
	А+

Кеторо-лак
	% тварин з каталеп-сією
	37,5
	37,5
	50

	
	бали
	1,0
	2,0
	2,0
	
	бали
	1,66
	2,0
	2,0

	А+

Целекок-сиб
	% тварин з каталеп-сією
	-
	25
	50
	А+

Трамадол
	% тварин з каталеп-сією
	37,5
	75
	100

	
	бали
	-
	2,0
	1,5
	
	бали
	1,33
	1,83
	3,0


Отже, на основі отриманих результатів і проведеного порівняльного аналізу знеболюючої активності та показників антипаркінсонічної дії досліджуваних комбінацій лікарських засобів за умов експериментального еквіваленту акінетико-ригідної форми паркінсонізму спостерігається збереження знеболюючого потенціалу анальгетичних засобів, проте знижується антипаркінсонічна дія леводопи. Можна вважати недоцільним призначення аналгетичних засобів з переважно центральним компонентом болетамуючої дії (парацетамолу, метамізолу та кеторолаку) на тлі фармакотерапії леводопою. Так як,. За даних умов препаратами знеболюючої терапії можуть бути рекомендовані переважно селективні інгібітори ЦОГ-2: мелоксикам, целекоксиб, парекоксиб тощо. Крім того, показано, що найбільш ефективними болетамуючими засобами при сумісному введенні з бромкриптином є мелоксикам, рофекоксиб та парацетамол. На тлі введення селегіліну з анальгетиками суттєвих змін антипаркінсонічної та аналгетичної активності нами не зареєстровано. За умов пригнічення дофамінергічної передачі оптимальні показники антипаркінсонічної та знеболюючої активності виявили   диклофенак натрію, мелоксикам, целекоксиб, рофекоксиб та кеторолак на тлі введення амантадину. 

Визначення фармакодінамічної взаємодії антипаркінсонічних засобів з анальгетиками за умов тремтливої форми паркінсонізма.  Відомо, що тремтлива форма захворювання проявляється спазмом м'язів, супроводжуються мимовільними рухами в стані спокою та характеризується ритмічними коливаннями якоїсь частини тіла. Експериментальним еквівалентом даної форми паркінсонізму нами використана модель ареколінового тремору (25 мг/кг).
За умов експериментального тремору знеболюючий потенціал анальгетиків на фоні введення леводопи характеризувався різнонаправленою зміною. В групі Л + мелоксикам максимальна антиноцицептивна дія реєструвалась лише на 60 хвилині, 114,4% (р≤0,05) у порівнянні з показниками вихідного стану. При цьому знеболюючий потенціал поступово слабшав протягом першої години спостережень, а на 90 хвилині експерименту реєструвався на рівні показників вихідного стану. Проте, в групах Л + парекоксиб, Л + метамізол, Л + кеторолак, Л + трамадол знеболююча активність залишалась достатньою та складала 69,7, 113,0, 74,6 та 193,5% (р≤0,05) відповідно у порівнянні з показниками вихідного стану.

Оцінкою антитреморної дії досліджуваних комбінацій нами встановлено (рис. 5), що на фоні введення леводопи зі знеболюючими засобами збільшувався латентний період тремору, що особливо спостерігалося в групах Л, Л + мелоксикам, Л + целекоксиб, Л + парекоксиб та Л + трамадол: цей показник достовірно збільшувався у 2,9, у 2,6, у 3,1, у 3,3 та у 2,5 рази у порівнянні з показниками групи контролю.
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	Рис. 5. Оцінка інтенсивності тремору (у балах) за умов введення Л та Л сумісно зі знеболюючими засобами.

Примітка: * р≤0,05 – достовірно з показниками групи контроль.


Наступним етапом даного дослідження була оцінка аналгетичної та антитреморної дії болетамуючих засобів на фоні використання амантадину. Показано, що за умов отримання А сумісно з мелоксикамом, целекоксибом, парацетамолом та метамізолом пік болетамуючої дії комбінацій реєструвався на 60 хвилині. У зазначених групах тварин поріг больового реагування збільшувався у 2,9, 2,3, 2,5 та 2,0 рази (р≤0,05) відповідно у порівнянні з показниками вихідного стану. 

Оцінкою результатів антитреморної активності досліджуваних композицій встановлено, що всі вони сприяли зниженню інтенсивності тремору та змінювали його якісні характеристики. Зокрема, показано, що мінімальна вираженість тремору спостерігалась на фоні отримання А + диклофенак (1,66 бали), А + мелоксикам (1,66 бали), А + парекоксиб (1,50 бали) та А + трамадол (1,66 бала), що практично відповідало двократному зменшенню цього показника щодо групи контролю.

Отже, з урахуванням отриманих результатів та проведеного порівняльного аналізу знеболюючої активності та показників антитреморної дії, ми вважаємо призначення мелоксикаму, парекоксибу та кеторолаку більш доцільним для гальмування больового синдрому на фоні базової антипаркінсонічної терапії амантадином. Декілька суперечливі дані зареєстровані на тлі використання леводопи, а саме, збереження антиноцицептивного потенціалу всіх дослідних анальгетиків, проте зниження антитреморної активності леводопи сумісно з парацетамолом (2,0 бали), метамізолом (1,66 бали) та кеторолаком (2,25 бали). Але, нами встановлено, що ряд анальгетиків сприяють оптимізації антитреморної дії леводопи, що виражається у збільшенні латентного періоду тремору, зменшенні його тривалості та ослабленні інтенсивності. Такими лідерами виявились мелоксикам, целекоксиб, парекоксиб та трамадол.

Вплив анальгетиків та їх комбінацій з антипаркінсонічними засобами на безумовно-рефлекторну активність за умов «дофамінової патології». «Дофамінова патологія» («ДП») є однією з моделей формування екстрапірамідних порушень у щурів по паркінсонічному типу, яка викликається тривалим введенням галоперідолу. В цьому випадку у 85% піддослідних тварин спостерігалась загальна гіподинамія, реєструвалась «поза лектора» - стан вираженої брадикінезії з піднятою передньою лапкою та слабким тремором нижньої щелепи, що свідчить про наявність змін рухово-орієнтовної поведінки у щурів по типу гіпокінезії, які відповідають експериментальному еквіваленту акінетико-ригідного стану при паркінсонізмі.

В групі контролю за умов 30-денного введення галоперідолу у щурів зареєстровано стан повної акінезії. У 100% тварин групи контролю спостерігався дрібноамплітудний тремор м’язів нижньої щелепи та передніх кінцівок, а також «поза лектора» (рис. 6). 
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	Рис. 6. Зміни поведінкових реакцій у щурів в тесті «відкрите поле» за умов «дофамінової патології» («ДП») (група контролю – 0,9% фізіологічний розчин)

Примітка: * р≤0,05 – вірогідно з показниками вихідного стану.


Наступним етапом дослідження нами проведена оцінка змін моторно-орієнтовної активності за умов отримання леводопи та леводопи зі знеболюючими засобами за умов «ДП». Особливої уваги заслуговують зміни рухово-дослідної активності на фоні 10-денного введення леводопи з целекоксибом та мелоксикамом. У вказаних групах спостерігалось, насамперед, посилення рухової активності: кількість перетнутих квадратів була на 71,6% (р≤0,05) та 112,0% (р≤0,05) більшою у порівнянні з показниками 20-го дня експерименту, коли реєструвались показники сформованого експериментального еквіваленту паркінсонічного синдрому. При цьому кількість заглядань у нірки практично відповідала показникам вихідного стану, а число вертикальних підйомів підтверджувало позитивну динаміку змін безумовно-рефлекторної активності і було у 2,2 (р≤0,05) та 1,9 (р≤0,05) рази вищим у порівнянні з показниками групи леводопи на 30-й день експерименту (рис. 8). 
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	Рис. 8. Зміни поведінкових реакцій у щурів в тесті «відкрите поле» за умов «дофамінової патології» (а – група Леводопи; б – група Л+мелоксикам; в – група Л+целекоксиб)


При оцінки м’язового тонусу за умов «ДП» на фоні 10-денного отримання досліджуваних комбінацій спостерігалось мінімальне зниження м’язової сили на 58,4% (р≤005) для групи Л + мелоксикам та максимальне - на 72,9% (р≤0,05) - для групи Л + целекоксиб у порівнянні з показниками групи контролю. При цьому у контрольній групі м’язовий тонус на 30 день введення галоперідолу збільшився у 2,1 рази (р≤0,05) у порівнянні з показниками вихідного стану (рис. 8). 
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	Рис. 8. Зміни м’язового тонусу на фоні введення леводопи та комбінацій леводопи зі знеболюючими засобами за умов «ДП».
Примітка: * р≤0,05 – вірогідно з показниками групи контроль


Враховуючи той факт, що за умовах експериментальних еквівалентів ХП можуть генеруватися активні форми кисню, що може впливати на перебіг хвороби, нами проаналізовані показники вільно-радикального окислення за умов 10-денного введення леводопи сумісно зі знеболюючими засобами. Показано, що при введенні леводопи в середньотерапевтичній дозі активність супероксиддисмутази (СОД) у корі зростає 254% (р≤0,05), у мозочку 386% (р≤0,05) у порівнянні з показниками групи інтактних тварин. За даних умов експерименту рівень малонового діальдегіду (МДА) був вищим у всіх досліджуваних структурах у порівнянні з показниками відповідної групи контролю («дофамінова патологія»). Не виключена можливість, що при біотрансформації леводопи чи дофаміну, продукуються перекис водню, хінони та інші активні форми кисню, котрі можуть провокувати процеси перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) і тим самим прискорювати дегенеративний процес в мозку.

Встановлено, що на фоні введення леводопи з анальгетичними засобами спостерігалася активація процесів антиоксидантного (АО) - захисту мозку: так, збільшення активності СОД у мозочку складало для композицій Л+німесулід 352,1% (р≤0,05), Л + мелоксикам 133,3% (р≤0,05), Л + целекоксиб 259,4% (р≤0,05), Л + парекоксиб +462,5% (р≤0,05) та Л + метамізол +311,5% (р≤0,05). Односпрямований характер змін рівня СОД у стовбурі мозку спостерігався на фоні введення Л + целекоксибу (+80,3% (р≤0,05)), Л + рофекоксибу (+91,1% (р≤0,05)), Л + парекоксиб (+196,7% (р≤0,05)) та Л + метамізол (+179,8% (р≤0,05)) у порівнянні з показниками групи контролю. При цьому реєструвалася позитивна динаміка змін активності АО - захисту в корі головного мозку на фоні введення леводопи зі всіма досліджуваними знеболюючими засобами.

Отже, при додаванні до леводопи селективних інгібіторів ЦОГ-2 (целекоксибу, рофекоксибу та парекоксибу) спостерігається відновлення рухового дефіцити, зберігається м’язова сила та реєструється підвищений рівень антиоксидантного захисту досліджуваних структур головного мозку щурів, однак при цьому  рівень продуктів ПОЛ залишається майже на рівні показників групи контролю у тварин з експериментальним еквівалентом паркінсонізму – «дофамінова патологія».
При аналізі результатів застосування селегіліну за умов «ДП», нами зареєстровано, що 10-денне введення селегіліну сумісно зі знеболюючими засобами викликало помірне відновлення рухового дефіциту. Найбільш виражені зміни по кількості перетнутих квадратів зареєстровані в дослідних групах С+мелоксикам, С+целекоксиб, С+рофекоксиб та С+метамізол: при порівнянні показників 20 та 30 дня  експерименту збільшення складало 2,1, 3,2, 1,8 та 2,3 (р≤0,05) рази відповідно для зазначених груп. Аналізом рухово-дослідницької активності за умов призначення селегіліну та його комбінацій із анальгетиками при експериментальному паркінсонізмі встановлено, що використання целекоксибу та парацетамолу сумісно з селегіліном сприяє максимальному відновленню рухової та дослідницької активності тварин. 

На 30 день експерименту відмічено статистично значиме зменшення м’язової напруги у всіх досліджуваних групах. При цьому по нормалізації м’язової сили виявилось, що використання селегіліну сумісно зі знеболюючими засобами сприяло відновленню м’язової напруги до 70% у порівнянні з показниками групи контролю. 
Як відомо, селегілін сприяє гальмуванню окисного дезамінування дофаміну та інгібує його зворотній захват, тим самим збільшуючи вміст нейромедіатора у стріатумі. Крім того, є дані щодо потенційних нейропротекторних властивостей селегіліну, які пов’язують з його антиоксидантними характеристиками. За умов експериментального паркінсонізму, обумовленого дофаміновим дефіцитом, нами підтверджена наявність антиоксидативних властивостей селегіліну: зокрема, в корі головного мозку активність СОД була вищою у 2,4 рази (р≤0,05), а рівень МДА - у 2,1 рази (р≤0,05) нижчим у порівнянні з показниками групи контролю (табл. 3).

Таблиця 3

Нейрохімічні зміни у структурах мозку під впливом комбінованого призначення селегіліну з болетамуючими засобами за умов «дофамінової патології»

	Досліджувані групи
	СОД, 

акт. умов. од./ мг білка, (M±m)
	МДА,

нмоль / мг білка, 

(M±m)

	
	кора
	стовбур
	мозочок
	кора
	стовбур
	мозочок

	Контроль (чиста “ДП”)
	0,261±

0,01
	0,213±

0,06
	0,096±

0,03
	0,748±

0,09
	0,939±

0,24
	0,701±

0,11

	Селегілін (С)
	0,627*±

0,05
	0,256±

0,01
	0,136±

0,05
	0,362*±

0,10
	0,540±

0,10
	0,526±

0,23

	С+Диклофенак натрія
	0,320±

0,08
	0,144±

0,04
	0,138±

0,04
	0,345*±

0,08
	0,538±

0,17
	0,727±

0,11

	С+Німесулід
	0,316±

0,15
	0,468*±

0,04
	0,242*±

0,09
	0,446*±

0,12
	0,579*±

0,05
	0,508±

0,11

	С+Мелоксикам
	0,360±

0,02
	0,441*±

0,01
	0,289*±

0,01
	0,632±

0,01
	0,518±

0,02
	0,764±

0,02

	С+Целекоксиб
	0,392*±

0,10
	0,586*±

0,25
	0,388*±

0,03
	0,606±

0,06
	0,353*±

0,06
	0,207*±

0,03


	С+Рофекоксиб
	0,077±

0,02
	0,111±

0,04
	0,093±

0,02
	0,732±

0,20
	0,509±

0,13
	0,931±

0,19

	С+Парекоксиб
	0,535*±

0,13
	0,816*±

0,18
	0,615*±

0,14
	0,503±

0,08
	0,603±

0,15
	0,341*±

0,03

	С+Парацетамол
	0,188±

0,06
	0,173±

0,05
	0,349*±

0,09
	0,297*±

0,04
	0,731±

0,07
	0,787±

0,21

	С+Метамізол
	0,200±

0,01
	0,200±

0,01
	0,265*±

0,01
	0,402±

0,02
	0,661±

0,01
	0,738±

0,01

	С+Кеторолак
	0,712*±

0,07
	0,654*±

0,09
	0,427*±

0,10
	0,824±

0,05
	0,489±

0,05
	0,641±

0,14

	С+Трамадол
	0,551±

0,11
	0,229±

0,08
	0,411*±

0,08
	1,031*±

0,07
	0,583±

0,07
	0,933±

0,10

	Інтактні тварини
	0,725*±

0,03
	0,488*±

0,01
	0,526*±

0,32
	0,189*±

0,02
	0,222*±

0,01
	0,200*±

0,01


Примітка: * р<0,05 – по відношенню до групи контролю

Показано, що за умов «дофамінової патології» селегілін та його комбінації з анальгетичними засобами також мали антиоксидантні властивості. Найбільш виражені зміни спостерігались на фоні введення С з целекоксибом, парекоксибом та кеторолаком. В корі показники АО-захисту збільшувались на 50,2, 104,9 та 172,7% (р≤0,05) відповідно; в стовбурі на 175,1, 283,0 та 207,0% (р≤0,05) відповідно; в мозочку на  304,2, 540,6 та 444,8% (р≤0,05) відповідно порівняно з показниками групи контролю. 

Отже, аналізом результатів проведених нами досліджень встановлено, що селегілін та його комбінації з болетамуючими засобами у тварин з експериментальним паркінсонізмом виявляють відновлення рухового дефіциту та проявляють достатньо виражені антиоксидантні властивості, про що свідчить їх спроможність знижувати в корі, стовбурі та мозочку рівень продуктів ПОЛ при одночасному підвищенні активності ферментів антиоксидантного захисту мозку. При цьому композиції С з целекоксибом, парекоксибом та кеторолаком діють найбільш ефективно. Аналогічні дослідження впливу аналгетичних засобів на стан в тварин в умовах «дофамінової патології» на фоні введення бромкриптину та амантадину. Аналізом особливостей знеболюючої дії та протипаркінсонічної активності за умов експериментальних еквівалентів паркінсонічного синдрому нами визначені наступні лідируючі комбінації: Л+целекоксиб, Л+парекоксиб, Б+диклофенак, Б+парацетамол, С+кеторолак, А+мелоксикам та А+кеторолак.

Порівняльний аналіз болетамуючої активності та рівень простагландинсинтетази у мишей C57/BL6 (швидкостаріючі миші) в тканинах мозку та тромбоцитарній масі на фоні отримання досліджуваних комбінацій лідерів

Фармакотерапія у осіб похилого та старечого віку характеризується рядом специфічних рис, котрі обумовлені морфологічними та метаболітичними змінами, які виникають в організмі при старінні, та пов’язаними з цим віковими особливостями розвитку та протікання хвороби. Звідси певний інтерес представляє аналіз механізмів знеболення комбінацій-лідерів за умов ослабленого функціонального стану центральної нервової системи, зокрема, у мишей лінії C57/BL6 (швидкостаріючі миші з генетично обумовленим ослабленим функціональним станом ЦНС), віком 7-8 міс., що відповідає 1,5 рокам.  Дослідження болетамуючої активності на моделі «hot plate» у мишей C57/BL6 показало, що в вихідному стані поріг больової перцепції складав від 9,33±0,3 с. (А+мелоксикам) до 11,66±0,8 с. (контроль). При цьому в групі контролю (0,9% фізіол. розчин) зазначений показник практично не відрізнявся від аналогічних параметрів вихідного стану. 

Композиція леводопи з целекоксибом та парекоксибом сприяло розвитку максимального знеболюючого потенціалу на 60 хвилині, що відповідало збільшенню часу відповіді на термоподразнення на 69,6% (р≤0,05) та 90,9% (р≤0,05) відповідно у порівнянні з показниками групи контролю. На фоні введення селегіліну з кеторолаком реєструвалося збільшення порогу больового реагування у 1,5 рази (р≤0,5) на 30 хвилині та у 1,9 рази (р≤0,05) на 60 хвилині експерименту (рис. 9).
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	Рис. 9. Динаміка знеболюючого потенціалу на фоні отримання досліджуваних комбінацій за умов термічного подразнення («hot plate»).

Примітка: * - р<0,05 – у порівнянні з показниками вихідного стану 


При цьому композиції Л з целекоксибом та парекоксибом сприяли розвитку максимального знеболюючого потенціалу на 60-й хвилині, що відповідало збільшенню часу відповіді на термоподразнення на 69,6% (р≤0,05) та 90,9% (р≤0,05) відповідно у порівнянні з показниками групи контролю. На фоні введення С з кеторолаком реєструвалося збільшення порогу больового реагування у 1,5 рази (р≤0,5) на 30-й хвилині та у 1,9 рази (р≤0,05) на 60-й хвилині експерименту. 

Таким чином, аналіз можливостей знеболюючої активності сумісного призначення анальгетичних засобів з антипаркінсонічними препаратами за умов старіння організму підтвердив збереження антиноцицептивного потенціалу у досліджуваних комбінацій.

Активація циклооксигенази (ЦОГ) є універсальним механізмом патогенезу болю обох типів – як невропатичного, так і запального. Зрозумілим є той факт, що використання препаратів, які здатні інгібувати активність даного ферменту, є високоефективним при купуванні болю різної етіології та патогенезу. Тому на цьому етапі метою дослідження було визначення активності ЦОГ в тканинах центральної нервової системи та тромбоцитарній масі у мишей С57/ВL6. Результати змін активності ЦОГ в тканинах мозку та тромбоцитарній масі у мишей С57/ВL6 представлені в табл. 4. 

Як відомо, ЦОГ-1 - конституціональний ензим, який є наявним в клітинах крові, слизовій оболонці шлунка, нирок; ЦОГ-2 - індуцибельна ізоформа, яка активується в периферичних тканинах при запаленні та в умовах фізіологічної норми ідентифікується в тканинах мозку та нирок [J. Gierse et al., 2008]. З пригніченням ЦОГ-2 пов’язують основні фармакодінамічні терапевтичні ефекти НПЗЛЗ; в свою чергу, більшість побічних реакцій при їх застосуванні пов’язують з пригніченням ЦОГ-1 [A.L. Frelinger, 2009]. Тому визначення співвідношення користь/ризик на доклінічному етапі є оцінкою селективності НПЗЛЗ по відношенню ЦОГ-1 та ЦОГ-2. Первинним орієнтиром у порівнянні активності ЦОГ є дані, які отримані в групі контролю (інтактні тварини). 

Таблиця 4

Зміни PGH – синтетазної активності у мишей СВ57/ВL6 за умов введення досліджуваних комбінацій (M±m, n=6)

	Досліджувані комбінації
	Активність ЦОГ, мкмоль/г

	
	Тромбоцитарна 

маса
	Мозок



	Контроль (інтактні тварин)
	41,56±2,3
	4,58±0,3

	Л+целекоксиб
	45,38±3,4
	4,96±0,7

	Л+парекоксиб
	46,75±3,2
	2,75*±0,3

	Б+диклофенак натрію
	17,06*±1,7
	3,98±0,7

	Б+парацетамол
	27,65*±2,9
	2,81*±0,3

	С+кеторалак
	28,58*±1,2
	5,80±0,6

	А+мелоксикам
	15,56*±1,5
	2,40*±0,3

	А+кеторолак
	29,15*±1,1
	6,30±0,32


Примітка: * - р<0,05 – у порівнянні з показниками групи контролю (інтактні тварини)

З літературних даних [Van Hecken A. et al., 2000] відомо, що у тканинах мозку переважає ЦОГ-2, а в тромбоцитарній масі знаходиться ЦОГ-1. В наших дослідженнях використаний метод визначення сумарної активності ЦОГ, тому активність PGH–синтетази, яка досліджувалась в тканинах мозку, умовно визначена як умовна ЦОГ-2, а в тромбоцитарній масі – умовна-ЦОГ-1.

В якості показника безпеки за (умовну) одиницю нами прийнято співвідношення умовної-ЦОГ-2 (користь) та умовної-ЦОГ-1 (ризик) в групі інтактних тварин: отриманий коефіцієнт становив 4,58:41,56 = 0,1 (рис. 10).
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	Рис. 10. Коефіцієнт співвідношення умовної ЦОГ-2 (користь) до умовної-ЦОГ-1 (ризик) досліджуваних комбінацій у мишей С57/ВL6.


Коефіцієнт безпеки «користь/ризик» на фоні введення даних композицій дозволяє розташувати зазначені комбінації у наступному порядку: Л + парекоксиб (0,6) ≤ Л + целекоксиб (0,1) = група контролю (0,1) ≤ Б + парацетамол (0,1) ≤ А + мелоксикам (0,15) ≤ С + кеторолак (0,2) = А + кеторолак (0,2) ≤ Б + диклофенак натрію (0,23).

Таким чином, в подальшому доклінічному дослідженні вивчали комбінації леводопи з целекоксибом, бромкриптину з парацетамолом та амантадину з мелоксикамом на моделі експериментального паркінсонізму, викликаного нейротоксином - МФТП, який є еквівалентом змішаної форми ХП. Дані комбінації виявили максимальний знеболюючий ефект при достатньому збереженні їх протипаркінсонічної дії, а також виявились найбільш безпечними щодо показників співвідношення користь/ризик. 

Оцінка протипаркінсонічної та болезаспокійливої дії комбінацій-лідерів за умов експериментального МФТП - індукованого паркінсонізму. За деякими спостереженнями [С.Н. Иллариошкин, 2004], при першому зверненні до лікаря тремтливо-ригідна форма реєструється в 37% випадків, акінетико-ригідна – в 32%, ригідно-тремтлива – в 21% та акінетична – в 2% випадків. Таким чином, найчастіше діагностується «змішана» клінічна форма паркінсонізму. Експериментальною моделлю, що відповідає «змішаній» формі ХП, є МФТП-індукований паркінсонізм (МФТП – нейротоксин в дозі 30 мг/кг). 

Показано, що у вихідному стані поведінка тварин оцінювалась як активна; по мірі введення нейротоксину у тварин розвивалася гіпокінезія та симптом згорбленості. Найбільш виражені зміни реєструвались в групі контролю: так, стан ригідності (розвиток згорбленості) оцінювався у середньому в 1,62 балів (при максимально можливих 2,0 балах) та спостерігався у 100% тварин. Встановлено, що на фоні введення антипаркінсонічних засобів спостерігалось ослаблення проявів згорбленості - у 2,6 рази на фоні введення Л та у 1,62 рази на фоні введення А. При цьому кількість тварин з даними проявами в обох групах знизилась до 75%. При додаванні до Л целекоксибу, а до А мелоксикаму зниження проявів ригідності до 0,5 та 0,62 балів реєструвалось у 50% та 62,5% тварин відповідно. Комбінація бромкриптину з парацетамолом має більш виражений вплив на феномен ригідності (1,25 бала), котрий спостерігався у 87,5% тварин групи при монотерапії бромкриптином показник становив 1,37 бали у 100% тварин.

Крім стану згорбленості, у тварин в середньому перші 30-40 хвилин реєструвались прояви тремору та вегетативні порушення (птоз та салівація). Зокрема, у всіх щурів групи контролю спостерігалось тремтіння голови, хвоста, кінцівок та всього тулуба з оцінкою у 2,25 бали. Крім того, у 87,5% контрольних щурів зареєстровані прояви вегетативних порушень: птоз - 2,4 бали, салівація (волога пляма на шиї) - 2,6 бали при максимально можливих 3,0. 

Показано, що фоні введення антипаркінсонічних засобів прояви тремору були нижчими, ніж в групі контролю. Так, для групи Л його інтенсивність оцінювалась у 1,25 (р≤0,05) бали при повній відсутності вегетативних порушень. За умов отримання Б феномен тремору з вегетативними порушеннями спостерігався у 62,5% тварин з оцінкою у 0,62 балів; вираженість птозу  склала 1,4 бали, салівації - 1,6 бали. Співставні результати реєструвались і в групі А: тремор - 1,5 бали у 75% тварин, птоз та салівація - 1,3 бали.

Встановлено, що додавання до антипаркінсонічних засобів анальгетиків сприяло більш вираженому ослабленню феноменології еквівалентів експериментального паркінсонізму; зокрема, комбінація Л+целекоксиб характеризувалась найнижчим рівнем проявів тремору - 0,5 балів без вегетативних розладів. При введенні Б+парацетамол тремор реєструвався у 62,5% тварин з оцінкою у 0,87 білів та незначні вегетативні порушення (птоз та салівація з оцінкою в 1,0 бал). 5-денне призначення А+мелоксикаму сприяло зниженню проявів тремору у 2,6 рази (р≤0,05), а вегетативні порушення реєструвались у 12,5% (птоз і салівація з оцінкою у 1,0 бал). 

Отже, за умов нейротоксичної дії МФТП всі досліджувані комбінації та монопрепарати сприяли зниженню проявів ригідності, тремору та вегетативних порушень. При цьому найбільш позитивні зміни проявилися на фоні 5-денного введення комбінації Л+целекоксиб. 

Оксидативний стрес сприяє каскаду розпаду ДА, що призводить до дегенерації клітин чорної субстанції при ХП. Він тісно пов’язаний з іншими компонентами дегенеративного процесу, зокрема, мітохондріальною дисфункцією, ексайтотоксичністю, утворенням окиси азоту та токсичними проявами запалення. Тому необхідно було визначити, чи призводить оксидативний стрес до процесу дегенерації, чи є наслідком цих явищ при ХП. Нами показано, що при моделюванні паркінсонічного синдрому 5-деним введенням МФТП в тканині мозку спостерігалися наступні зміни: значно підвищувався рівень продуктів ПОЛ (дієнові кон’югати (ДК) - у 4,13 рази (р≤0,05), МДА - у 10,4 рази (р≤0,05) у порівнянні з показниками інтактних тварин). При цьому реєструвалося зниження активності ферментів СОД та каталази. Їх рівень зменшувався на 97% та 58,6% (р≤0,05) відповідно за даних умов експерименту (табл. 5).

На 90-й хвилині, після останнього введення досліджуваних комбінацій та МФТП  тварин виводили з експерименту. Надалі в гомогенатах тканин головного мозку визначали ступінь активності ферментів АО захисту -  показників СОД та каталази, а також продуктів ПОЛ – ДК та МДА.

Встановлено, що фоні 5-денного курсу леводопи та амантадину мало місце статистично значиме зниження рівня вторинних продуктів ПОЛ (зокрема, МДА), на 35,15% та 41,89% (р≤0,05). При цьому суттєво зростала активність ферментів АО захисту - СОД (137,0% і 96,0% (р≤0,05)) та каталази (86,9% і 121,6% (р≤0,05)) відповідно у порівнянні з показниками групи контролю (табл. 5).

Заслуговують уваги результати сумісного використання антипаркінсонічних засобів з НПЗЗ. Так, зазначені композиції виявили більш виражений, порівняно з монозастосуванням препаратів антиоксидантний ефект: рівень активності СОД був збільшений у 2,5 рази (р≤0,05) для Л+целекоксиб та у 2,7 рази (р≤0,05) для А+мелоксикам відносно контролю. Також зареєстровано статистично достовірне зниження вмісту цитотоксичних продуктів ПОЛ: ДК - у 2,6 рази і у 1,6 рази та МДА - у 2,52 рази і у 2,3 рази для Л+целекоксиб та Б+парацетамол відповідно у порівнянні з показниками контрольної групи.

Таблиця 5

Вплив досліджуваних комбінацій на вміст продуктів ПОЛ та активність антиоксидантних ферментів в головному мозку щурів з МФТП-індукованим паркінсонізмом (M±m, n=8)

	Досліджувані

групи
	ДК, мкм/ г тканини
	МДА, мкм/г тканини
	Каталаза, мкат/мг білку/хв.
	СОД, у.од./мг білку/хв.

	Контроль

МФТП-індукований паркінсонізм
	0,550±0,05
	1,826±0,16
	12,34±2,6
	0,127±0,03

	Леводопа

(Л)
	0,343*±0,05
	1,184*±0,12
	23,06*±2,7
	0,301*±0,02

	Л + целекоксиб
	0,212*±0,03
	0,722*±0,21
	24,41*±3,4
	0,322*±0,03

	Бромкриптин

(Б)
	0,260*±0,07
	1,095*±0,06
	31,36*±4,0
	0,210*±0,04

	Б + парацетамол
	0,252±0,04
	0,688*±0,12
	32,0*±1,0
	0,187±0,03

	Амантадин

(А)
	0,388±0,06
	1,061*±0,18
	27,35*±2,6
	0,249*±0,03

	А + мелоксикам
	0,349*±0,04
	0,802*±0,19
	31,0*±4,8
	0,350*±0,04

	Інтактні


	0,133*±0,03
	0,176±0,05
	41,2*±7,5
	0,307±0,04


Примітка: * - р≤0,05 у порівнянні з показниками групи контролю 

Відомо, що при введенні нейротоксину МФТП реєструється гіперпродукція активних форм кисню. Вони в умовах антиоксидантної недостатності окислювально модифікують білки (ОМБ), ліпіди, ДНК мембран [Ю.И. Губский, и соавт., 2005]. Аналізом концентрації альдегідних та карбоксильних груп амінокислотних залишків – альдегідфенілгідразонів (АФГ) та кетонфенілгідразонів (КФГ) - у щурів встановлено зростання цих показників ОМБ –АФГ у 1,62 рази (р≤0,05) та КФГ у 1,72 рази (р≤0,05) у порівнянні з показниками інтактних тварин (рис. 11). 
За умов 5-ти денного введення досліджуваних комбінацій у щурів спостерігалося пригнічення процесів ОМБ різного ступеню виразності. Так, при монотерапії антипаркінсонічними засобами - леводопою та амантадином  - зареєстровано статистично значиме зниження КФГ на 37,0% та 13,6% відповідно. Композиція Л + целекоксиб виявила свій антиоксидантний ефект зниженням найбільш нейротоксичного продукту ОМБ – КФГ на 30,3% (р≤0,05), а А сумісно з мелоксикамом на 21,0% (р≤0,05).
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	Рис. 11. Зміни показників окисної модифікації білків (ОМБ) на фоні введення досліджуваних комбінацій щурам з МФТП-індукованим паркінсонізмом.

Примітка: * - р≤0,05 у порівнянні з показниками групи контролю



Знеболюючу активність оцінювали за методикою термоподразнення хвоста у щурів  у вихідному стані та на 90 хвилині після введення досліджуваних засобів та їх комбінацій за умов модельованої патології. За умов сформованого експериментального паркінсонізму відповідна реакція на термоподразнення (вода 60°С) в групі контроль знизилась до 2,25±0,26 сек (р≤0,05) та на фоні отримання монотерапії антипаркінсонічними засобами (Б та А) майже не змінилась. На фоні введення Л спостерігалось збільшення часу на відповідну реакцію при термоподразненні хвоста щура на 27,7% (р≥0,05) у порівнянні з показниками вихідного стану.

Анальгетичний потенціал комбінацій Л з целекоксибом та А з мелоксикамом був у  4,5 та 6,6 рази вищим (р≤0,05) у порівнянні з показниками групи контролю на 90-й хвилині експерименту. При цьому призначення антипаркінсонічного засобу Б сприяло пролонгації у 1,27 рази (р≤0,05) зазначеного показника у порівнянні з параметрами вихідного стану. Додавання ж до Б парацетамолу викликало зростання больового порогу у 2,24 рази (р≤0,05) щодо показників вихідного стану. 

Незаперечний інтерес представляє визначення особливостей механізму болетамуючої дії анальгетиків, зокрема, таких показників, як активність PGH - синтетази та вміст NO у сироватці крові за умов експериментальної патології ЦНС у щурів (табл. 6).
За умов експериментального паркінсонізму показано зниження рівня NО в сироватці крові у 1,78 (р≤0,05) рази, а також відмічено, що при введенні антипаркінсонічних засобів також спостерігалось статистично значиме зниження рівня NО на 28,4% (леводопа), на 41,9% (бромкриптину) та на 39,2% (амантадину) у порівнянні з показниками інтактних тварин. При додаванні до антипаркінсонічних засобів анальгетиків зафіксовано збільшення вмісту стабільних метаболітів оксиду азота на 22,2% (р≥0,05) та на 52,1% (р≤0,05) для груп Б+парацетамол і А+мелоксикам у порівнянні з показниками групи контролю. Найбільш виразне зростання вмісту NO в у сироватці крові зареєстроване на фоні введення Л+целекоксиб: +112,8% (р≤0,05) у порівнянні з показниками групи контролю.

Таблиця 6

Вплив досліджуваних комбінацій на рівень стабільних метаболітів оксиду азоту у сироватці крові та на активність PGH-синтетази у мозку та тромбоцитарній масі у щурів з МФТП-індукованим паркінсонізмом 

	Досліджувані групи
	NO
 в сироватці крові, мкмоль/л
	PGH-синтетаза, мкмоль/кг

	
	
	Мозок
	Тромбоци-

тарна маса

	Контроль
	8,48±0,7¤
	16,91±2,1
	35,13±1,5¤

	Леводопа (Л)
	10,83±1,1
	12,76±1,2
	30,05±2,2

	Л+целекоксиб
	18,05*±1,7
	2,10*±0,2
	28,26*±1,2

	Бромкриптин (Б)
	8,78±1,0
	15,31±2,9
	34,11±2,2

	Б+парацетамол
	10,36±0,6
	11,16*±0,7
	31,28±1,2

	Амантадин (А)
	9,20±1,6
	12,8±1,1
	30,63±1,8

	А+мелоксикам
	12,9*±0,4
	6,50*±1,2
	31,16±1,9

	Інактні
	15,13±0,9
	3,95±0,5
	18,40±2,34


Примітка: * - р≤0,05 у порівнянні з показниками групи контроль

                   ¤ - р≤0,05 у порівнянні з показниками інтактних тварин
При додаванні до протипаркінсонічних засобів анальгетиків відмічено достовірне зниження активності PGH-синтази на 34% для Б+парацетамол та на 61,5% для А+мелоксикам у порівнянні з показниками групи контролю. Найбільш виражене зниження активності умовної ЦОГ-2 спостерігалось на фоні отримання леводопи сумісно з целекоксибом. Приймаючи до уваги зазначене, цілком ймовірно, що болетамуюча активність зазначених комбінацій опосередковується, за рахунок інгібування ЦОГ-2 у мозку. 

Впливу досліджуваних комбінацій на активність PGH-синтази у тромбоцитарній масі практично не зареєстровано. Проте на фоні введення леводопи сумісно з целекоксибом відмічено гальмування активності умовної ЦОГ-1 у тромбоцитарній масі на 19,5% (р≤0,05) у порівнянні з показниками групи контролю. 

Отже, всі досліджувані комбінації протипаркінсонічних препаратів з болетамуючими засобами проявили антипаркінсонічну дію: на фоні нейротоксичної дії МФТП вони сприяли відновленню рухового дефіциту, зменшували прояви тремору та ригідності До того ж, за умов експериментального еквіваленту «змішаної форми» ХП досліджувані композиції сприяли нормалізації вільно-радикальних процесів у головному мозку та викликали підвищення рівня стабільних метаболітів оксиду азоту у сироватці крові. При цьому, наряду зі збереженням анальгетичних властивостей досліджувані комбінації сприяли зменшенню активності умовної ЦОГ-2 (прозапальної) у тканинах мозку; лідируючі позиції виявила комбінація леводопи сумісно з целекоксибом.

Рядом авторів зазначається [Dufouil C. et al., 2003], що з моменту відкриття фізіологічної ролі оксиду азоту ендотеліальну дисфункцію традиційно пов’язують з його дефіцитом, який виникає внаслідок гальмування відповідної синтази. Однак спектр вазоактивних молекул є значно ширшим й включає як активні форми кисню так і газові молекули, зокрема гідрогенсульфід (Н2S). На відміну від гомоцистеїну, який є основним джерелом гідрогенсульфіду в організмі, він є потужним вазодилятатором, антиагрегантом та нейромодулятором. Порівнюючи біологічну дію сірковмісних амінокислот та гідрогенсульфіду ми вважаємо за можливе їх участь в перебігу ХП. З цією метою нами досліджено вплив леводопи та комбінації леводопи з целекоксибом на активність ферментів метаболізму сірковмісних сполук в печінці та головному мозку щурів в умовах експериментального паркінсонізму, викликаного введенням нейротоксину - МФТП. 

Доведено, що вміст сірководню Н2S в сироватці крові інтактних щурів складає 85,1(9,81 мкмоль/л. Безпосереднє введення нейротоксину (МФТП) приводить до порушення процесів синтезу Н2S в крові експериментальних тварин (48,21(12,46 мкмоль/л). На фоні введення леводопи та леводопи з целекоксибом за умов експериментального паркінсонізму ці показники становили 54,8(7,44 та 78,0(4,61 мкмоль/л відповідно, що є достовірною (р≤0,05) відмінністю по відношенню показників групи контролю. 

Введення нейротоксину супроводжується достовірним зниженням десульфуразної активності цистатіонін-β-синтази (на 38-49%) та тіосульфатдитіолсульфідтрансферази (на 14-28%) в мозку та печінці, тоді як десульфуразна активність цистатіонін-γ-ліази змінюється на рівні тенденції (табл. 7). 
Таблиця 7. 

Активність ензимів, що каталізують синтез Н2S в печінці 

та головному мозку щурів (M(m, n=6) 
	Ферменти
	Групи щурів
	Активність ферментів, нмоль/хв. на 1 мг білка

	
	
	Печінка
	Мозок

	Цистатіонін-γ-ліаза, десульфуразна активність
	Інтактні
	3,11(0,47
	0,33(0,05

	
	МФТП (контроль)
	2,99(028
	0,21(0,04

	
	МФТП Леводопа
	2,94(0,311
	0,23(0,03

	
	МФТП, Л + целекоксиб
	3,03(0,06
	0,31(0,04

	Цистатіонін-β-синтаза, десульфуразна активність
	Інтактні
	2,62(0,28
	0,37(0,03

	
	МФТП (контроль)
	1,63(0,16*
	0,19(0,05*

	
	МФТП Леводопа
	1,85(0,18*
	0,17(0,04*

	
	МФТП, Л + целекоксиб
	2,34(0,22#
	0,31(0,03#

	Тіосульфатдитіол-сульфуртрансфераза
	Інтактні
	9,13(0,53
	1,06(0,06

	
	МФТП (контроль)
	7,87(0,21*
	0,76(0,08*

	
	МФТП Леводопа
	8,21(0,27
	0,95(0,10

	
	МФТП, Л + целекоксиб
	8,65(0,24#
	1,01(0,06#

	Сульфітоксидаза
	Інтактні
	9,45(0,50
	2,11(0,17

	
	МФТП (контроль)
	7,78(0,24*
	1,55(0,13*

	
	МФТП Леводопа
	8,02(0,47
	1,70(0,38

	
	МФТП, Л + целекоксиб
	8,83(0,37#
	2,04(0,10#


Примітка: * - р(0,05 – відносно активності ферментів у контрольних щурів (інтактні тварини), #- р(0,05 – відносно активності ферментів у щурів з МФТП (експериментальний паркінсонізм).
Введення леводопи тваринам з експериментальним еквівалентом паркінсонізму не впливає на активність вказаних Н2S-продукуючих ензимів. Натомість застосування леводопи разом з целекоксибом достовірно підвищує активність  цистатіонін-β-синтази (на 43-63%) і тіосульфатдитіолсульфідтрансферази (на 10-33%) в мозку й печінці щурів з МФТП та практично не впливає на активність цистатіонін-γ-ліази. За цих умов активність Н2S-продукуючих ензимів в печінці та мозку тварин наближається до таких показників у інтактних тварин. 
Отже, на основі багатобічного експериментального аналізу особливостей застосування НПЗЛЗ в умовах модельованих еквівалентів паркінсонізму та антипаркінсонічної терапії , а також впливу різних комбінацій антипаркінсонічних засобів з анальгетиками, найбільш раціональним виявлено одночасне застосування леводопи з целекоксибом, яка зменшує прояви паркінсонічного синдрому, володіє потужною анальгетичною дією, а також позитивно впливає на біохімічні зміни в структурах мозку. 

З метою визначення можливої хімічної взаємодії запропонованої комбінації леводопа/карбідопа та целекоксиб нами проведений відповідний аналіз з використанням літературних даних та комп’ютерного моделювання. По-перше, розраховані можливі протолітичні форми цих сполук. При аналізі кислотно-основних властивостей досліджуваних препаратів була встановлена наявність чотирьох протолітичних форм для леводопи, п’яти - для карбідопи та трьох - для целекоксибу. Целекоксиб, як і леводопа/карбідопа, не мають відповідних реакційно-здатних груп у своїх молекулах, які створювали б можливість спонтанно реагувати між собою з утворенням нових речовин. По-друге, всмоктування сполук відбувається, в основному, звичайною дифузією та за допомогою переносників, тому конкуренції між целекоксибом та леводопою/карбідопою на цьому етапі не спостерігається. По-третє, біомішенями леводопи є дофамінові рецептори, карбідопи –L -амінокислотна декарбоксилаза, а целекоксибу – ЦОГ-2, що дає можливість констатувати відсутність фармацевтичної взаємодії досліджуваних засобів. 
Таким чином, хімічні та фармацевтичні властивості досліджуваних засобів свідчать про відсутність взаємодії між леводопою/карбідопою та целекоксибом, що може бути передумовою безпечного використання препаратів при їх одночасному прийомі, або рекомендацією створення відповідної лікарської форми з трьома субстанціями. 

ВИСНОВКИ

Дисертаційна робота присвячена проблемі болетамуючої терапії за умов експериментальних еквівалентів паркінсонізму на тлі різних підходів антипаркінсонічної корекції. Встановлений фармакодінамічний антагонізм між знеболюючими засобами (ненаркотичними анальгетиками, переважно з центральним механізмом болетамуючої дії) і леводоповмісними препаратами та експериментально обґрунтована оптимізація знеболення використанням переважно селективних антиЦОГ-2 НПЗЛЗ.
1. Доведено, що за умов модельованих еквівалентів паркінсонізму знижується поріг больової чутливості у тварин, але антиноцицептивний профіль болетамуючих засобів (диклофенак натрію, німесулід, мелоксикам, целекоксиб, рофекоксиб, парекоксиб, парацетамол, метамізол, кеторолак та трамадол) не змінюється.

2. Знеболюючі засоби при сумісному введенні з антипаркінсонічними препаратами (леводопа/карбідопа, бромкриптин, селегілін та амантадин) зберігають свою болетамуючу активність у щурів з експериментальними еквівалентами паркінсонізму. При  цьому комбіноване призначення центральних анальгетиків (парацетамол, метамізол та кеторолак) з леводопою за умов змін нейросинаптичної передачі по типу каталепсії та тремору не впливає на антиноцицептивний потенціал болетамуючих засобів, проте ослабляє антипаркінсонічну дію леводопи.

3. За умов «дофамінової патології» досліджувані комбінації протипаркінсонічних та знеболюючих засобів відновлюють руховий дефіцит, показники м’язової сили та сприяють гальмуванню вільно-радикального окислення у утвореннях мозку (кора, стовбур та мозочок) щурів. 

4. Найбільш ефективними комбінаціями антипаркінсонічний засіб + анальгетик є леводопа/карбідопа (Л) +целекоксиб, Л+парекоксиб, бромкриптин (Б) + диклофенак, Б + парацетамол, селегілін (С) + кеторолак, амантадин (А) + мелоксикам та А+кеторолак, які виявляють достатню антиноцицептивну відповідь у мишей лінії С57/ВL6 (швидкостаріючі) та пригнічують активність PGH-синтетази у тканинах мозку (переважна антиЦОГ-2) та тромбоцитарній масі (переважна антиЦОГ-1), що підтверджено математичним обґрунтування коефіцієнту «користь/ризик». 
5. За умов експериментального еквіваленту змішаної форми хвороби Паркінсона (ХП) – МФТП-індукованого паркінсонізму комбінації-лідери знижують прояви ригідності  та тремору, відновлюють руховий дефіцит в тесті «відкрите поле»; при цьому  найбільш виражену протипаркінсонічну дії зареєстровано на фоні введення Л + целекоксиб. 

6. Сумісне використання антипаркінсонічних засобів та НПЗЛЗ (Л + целекоксиб та А + мелоксикам) вірогідно збільшує активність антиоксидантних ферментів (супероксиддисмутази (СОД)) у 2,75 рази та у 2,5 рази відповідно та знижує рівень накопичення продуктів ПОЛ (малонового діальдегіду (МДА)) у 2,5 рази  та 2,3 рази  відповідно у мозку гризунів з МФТП-індукованим паркінсонізмом. Крім того, дані композиції сприяють зниженню нейротоксичних продуктів окисної модифікації білка (ОМБ) – КФГ у тканинах мозку на 30,3% (р≤0,05) та на 21,0% (р≤0,05) відповідно, та вірогідно підвищують вміст стабільних метаболітів NО на 112,8% та 52,12% відповідно у сироватці крові.

7. Застосування композиції Л + целекоксибу проводжується збільшенням вмісту Н2S у сироватці крові на 61,8% (р≤0,05), а також посиленням активності ферментів-продуцентів гідрогенсульфіду - тіосульфатдитіолсульфуртрансферази (у 1,3 рази) та цистатіон-β-синтази (у 1,6 рази) у тканинах мозку. 

8. Фармакологічний аналіз антиноцицептивної та протипаркінсонічної активності сумісного застосування анальгетиків та  антипаркінсонічних засобів за умов експериментальних еквівалентів паркінсонізму дозволило встановити ефективні та раціональні напрямки фармакотерапії больового синдрому завдяки запропонованій комбінації леводопа/карбідопа+целекоксиб, котра сприяє збереженню аналгетичного потенціалу целекоксибу, посиленню протипаркісонічної дії леводопи/карбідопи. 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Для лікування больового синдрому у хворих на паркінсонізм може бути  рекомендоване призначення НПЗЛЗ, особливо селективних інгібіторів ЦОГ-2.

2. Анальгетичні засоби з переважним центральним антиноцептивним компонентом дії (парацетамол, метамізол і кеторолак) при сумісному введенні з леводоповмісними засобами сприяють зниженню протипакінсонічної активності останньої.
3. Комбінація Леводопа/карбідопа та целекоксиб може підвищувати ефективність лікування больового синдрому, а також поліпшувати фармакотерапію паркінсонізму.
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Макаренко О.В. Фармакологія знеболення за умов експериментального паркінсонізму. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. ДУ «Інститут фармакології та токсикології АМН України», Київ – 2011.

В дисертації наведено результати досліджень деяких аспектів взаємодії дофамінергічної (використання агоністів та анатагонистів дофаміна) та ноцицептивної (застосування анальгетиків) систем за умов експериментальних еквівалентів хвороби Паркінсона на тлі різних підходів антипаркінсонічної терапії. Фармакологічним аналізом доведено, що характерний для хвороби церебральний дофамінергічний дефіцит змінює стан ноцицептивної системи, що спричиняє зниження порогу больової чутливості. 

На основі комплексного дослідження встановлено, що з метою знеболення при паркінсонізмі за умов леводопотерапії недоцільно використовувати анальгетики переважно з наявністю центрального компоненту болетамуючої дії (метамізол, парацетамол та кеторолак), так як при цьому спостерігається зниження антипаркінсонічної дії леводоповмісних засобів. Встановлено, що спільне використання леводопи/карбідопи з целекоксибом і амантадину з мелоксикамом сприяє зниженню в тканинах головного мозку рівня продуктів ПОЛ (ДК і МДА) при одночасній активізації ферментів антиоксиданого захисту (СОДИ і каталаза). Представлена порівняльна характеристика впливу цих комбінацій на процеси окислювальної модифікації білку. Показано, що в цих умовах експерименту композиція леводопи з целекоксибом має найбільш виражені антиоксидантні властивості. Аналізом впливу сумісного використання леводопи/карбідопа з целекоксибом на активність ферментів, які каталізують метаболізм гомоцистеїну в організмі у щурів. Вперше встановлено, що за умов експериментального еквіваленту «змішаної» форми паркінсонізму активність тіосульфатдитіолсульфуртрансферази та цистатіонін-β-синтази посилюється, що призводить до збільшення рівня гідрогенсульфіду в головному мозку щурів та є позитивним напрямком в антипаркінсонічній дії леводопи/карбідопи.

Вперше показано, що при сумісному використанні НПЗЛЗ (мелоксикаму, целекоксибу, парекоксибу) з антипаркісонічними засобами леводопою/карбідопою та амантадином спостерігається потенціювання протипаркінсонічної дії леводопи та амантадину по відновленню рухового дефіциту та посилюється знеболююча активність самих НПЗЛЗ. Отримані дані стали теоретичним та експериментальним обґрунтуванням доцільності створення нової фармацевтичної композиції леводопи/карбідопи з целекоксибом. Показана відсутність хімічної та фармацевтичної взаємодії між окремими складовими запропонованої комбінації.  

Ключові слова: анальгетичні засоби, біль, експериментальні еквіваленти паркінсонізму, антипаркінсонічна терапія, леводопа, целекоксиб, гідрогенсульфід. 
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Макаренко О.В. Фармакология обезболивания в условиях экспериментального паркинсонизма. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени доктора медицинских наук по специальности 14.03.05 – фармакология. ДУ «Институт фармакологии и токсикологии АМН Украины», Киев – 2011.

В диссертационной работе представлены результаты сравнительного анализа болеутоляющей терапии при паркинсоническом синдроме различного генеза на фоне использования антипаркинсонических средств. В работе изучались наиболее распространенные нестероидные противовоспалительные лекарственные средства (диклофенак натрия, мелоксикам, целекоксиб, рофекоксиб и парекоксиб), ненаркотические анальгетики (парацетамол, метамизол и кеторолак) и трамадол. Противопаркинсонические средства: леводопа/карбидопа (в дальнейшем - леводопа), бромкриптин, селегилин и амантадин выбраны как основные препараты в терапии болезни Паркинсона. 

Установлено, что между анальгетиками и противопаркинсоническими препаратами наблюдается фармакодинамический антагонизм, который проявляется ослаблением противопаркинсонической активности препаратов леводопы и сохранением антиноцицептивного потенциала анальгетиков преимущественно с центральным компонентом болеутоляющего действия (парацетамол, метамизол и кеторолак). Впервые отмечен фармакодинамический синергизм, который проявляется усилением противопаркинсонического и болеутоляющего действия леводопы и амантадина при совместном использовании с селективными ингибиторами ЦОГ-2 (мелоксикам, целекоксиб и парекоксиб). 

В условиях дофаминергического дефицита, вызванного 20-ти дневным введением галоперидола (0,5 мг/кг), показана позитивная динамика использования селективных ингибиторов ЦОГ-2 совместно с леводопой, которые нивелируют токсическое действие последней по показателям свободно-радикальных изменений в образованиях мозга (кора, ствол и мозжечок). Отмечено повышение уровня МДА в коре в условиях моделируемой патологии, а при введении леводопы совместно с парекоксибом зарегистрировано снижение в 2 раза (р≤0,05) и при совместном введении с целекоксибом - в 1,2 (р≤0,05). 

В работе проанализированы возможности коррекции нарушений функциональной активности системы антиоксидантной защиты головного мозга в условиях нейротоксического действия МФТП (экспериментальная модель паркинсонизма – «смешанная форма»). Установлено, что совместное использование леводопы с целекоксибом и амантадина с мелоксикамом способствует снижению в тканях головного мозга уровня продуктов ПОЛ (ДК и МДА) при одновременной активизации ферментов антиоксиданной зашиты (СОД и каталаза). Представлена сравнительная характеристика влияния данных комбинаций на процессы окислительной модификации белка (ОМБ). Показано, что в данных условиях эксперимента композиция леводопы с целекоксибом обладает наиболее выраженными нейропротекторными свойствами. Также показано, что введение нейротоксина МФТП в мозге крыс вызывает достоверное уменьшение синтеза гидрогенсульфида в реакциях восстановления тиосульфата при участии тиосульфатдитиолсульфуртрансферазы и в реакции конденсации цистеина с гомоцистеином, катализируемой цистатионин-β-синтазой. Депримирующее влияние нейротоксина на активность Н2S-продуцирующих энзимов сопровождается формированием дефицита гидрогенсульфида в сыворотке крови. Введение леводопы/карбидопы вместе с целекоксибом практически полностью восстанавливает активность Н2S -продуцирующих ферментов в мозге крыс, улучшает процессы окисления метаболитов гидрогенсульфида, а также восстанавливает уровень этого вазоактивного медиатора в сыворотке крови. 
На основании фармакологических, физиологических, биохимических исследований доказана эффективность и безопасность совместного применения леводопы/карбидопы с целекоксибом в условиях различных эквивалентов экспериментального паркинсонизма. 
Ключевые слова: паркинсонический синдром, болеутоляющая активность, анальгетики, гидрогенсульфид.

SUMMARY
Makarenko O.V. Pharmacology of analgesia in the case of experimental parkinsonism. – Manuscript. 
Dissertation assigned for scientific degree of doctor of medical science in the field 14.03.05 – pharmacology. SI “Institute of pharmacology and toxicology of AMS of Ukraine”, Kyiv – 2011.
In dissertation research results of some aspects of dopaminergic (usage of dopamin agonist and antsgonist) and nociceptive (usage of analgesics) systems interaction while experimental equivalent of Parkinson’s disease in the case of different antiparkinsonic therapeutic approaches. It was proved by pharmacological analysis that dopaminergic deficiency alters state of nociceptive system that causes decrease of pain sensitivity threshold.
Depending on complex study results it was estimated that due to have analgesia in the case of Parkinsonism while levodopatherapy it’s inappropriate to use analgesics with predominant central component of analgesic activity (Methamizole, Paracetamol and Ketorolac) because in this case fall in antyparkinsonic activity of Levodopa-containing drugs is observed. It was estimated that simultaneous usage of the Levodopa/carbedopa with Celecoxib and Amantadine with Meloxicam promote the decrease of lipid peroxidation products (DC and MDA) with activation of enzymes of antioxidant protection (SOD ans catalase) at the same time in the brain tissues. The comparative description of the impact of these combinations on the processes of oxidative protein modification was described. It was shown that in experimental conditions combination of Levodopa with Celecoxib has the most antioxidant activity that was shown by analysis of impact of Levodopa/carbidopa with Celecoxib on the activity of enzymes that catalyze metabolism of homocystein in the rat organism. It was originally defined that in the case of experimental “mixed” form of parkinsonism equivalent the activity of thiosulphatdithiolsulphattrasferase and cystationin-β-synthase is enforced that leads to increased level of hydrogen sulphide in the rats brain and is positive pathway in antiparkinsonik activity of Levodopa/carbidopa.
It was shown originally that in the case of simultaneous introduction of NSAID (Meloxicam, Celecoxib, Parecoxib) with antiparkinsonic medications Levodopa/carbedopa and Amantadine the potentiating of antiparkinsonic activity of Levodopa/carbidopa and amantadine was observed concerning the restoring of movement deficiency and enforcement of analgesic activity of NSAID. The obtained data are theoretical and experimental background of appropriate usage of new pharmaceutical combination Levodopa/carbidopa with Celecoxib. The absence of chemical and pharmaceutical interactions between different components of combination was shown. 

Key words: analgesic medications, pain, experimental equivalent of Parkinsonism,  antyparkinsonic therapy, Levodopa, Celecoxib, hydrogensulphide.

