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Введение
Часто именно ишемия является причиной нарушений функций мозга(1). В мире инсульт занимает 2-3 место в структуре общей смертности населения, а ишемический инсульт занимает 80% от всех инсультов (1). Не все выжившие после инсульта люди, приблизительно только 20%, могут вернуться к нормальной жизни, остальные же остаются инвалидами. Вопрос терапии ишемического инсульта до сих пор не решен, поэтому разработка новых препаратов, облегчающая состояние больных, актуальна.

Одним из таких препаратов является семакс (АКТГ 4-10). Он обладает нейропротективными свойствами: влияет на процессы отсроченной нейрональной гибели, включая локальное воспаление, снижает образование оксида азота, оксидантный стресс и дисфункцию трофических факторов. Так же улучшает адаптацию организма к гипоксии, церебральной ишемии, наркозу и другим повреждающим воздействиям (3).
Цели и задачи
Цель: изучить влияние пептида семакс на объем поражения мозга крыс при фокальном инсульте у самцов белых беспородных крыс.
Задачи:
· освоить операцию по моделированию инсульта головного мозга крыс путем необратимой коагуляции средней мозговой артерии;
· изучить влияние внутрибрюшинного введения пептида семакс на размер некроза головного мозга крыс, вызванного ишемией.
Обзор литературы
  События, происходящие в головном мозге в условиях ишемии:
Ишемия – это патофизиологическое состояние, при которой кровоснабжение мозга не обеспечивает его потребности. 
Степень повреждающего действия ишемии зависит от длительности и тяжести снижения кровотока, а так же от размеров и вида пораженного сосуда. Наиболее частые причины ишемии - тромбоз, то есть образование тромба, в сосуде и эмболия, закупорка сосуда оторвавшейся частью тромба. Так же  причиной ишемии является атеросклероз. Атеросклероз - хроническое заболевание артерий, возникающее вследствие нарушения липидного обмена и сопровождающееся отложением холестерина и некоторых фракций липопротеидов в сосудах. Отложения формируются в виде бляшек. Последующее разрастание в них соединительной ткани (склероз), и кальциноз стенки сосуда приводят к деформации и сужению просвета сосуда.  При кровоснабжении мозга 55мл на 100г/мин происходит торможение синтеза белков в клетках мозга. Ниже 35мл на 100г/мин активируется анаэробный гликолиз. Это зона динамических изменений метаболизма, зона полутени (пенумбры, от лат.penumbra- полутень) (2).
 В зоне пенумбры наблюдаются физиологические изменения, но отсутствуют морфологические, здесь не обеспечиваются метаболические запросы ткани, но сохранен ионный гомеостаз, поэтому клетки остаются жизнеспособными. Зона пенумбры, как и большая часть инфаркта, формируется 3-6 часов после появления первых клинических симптомов инсульта, что позволяет ограничить распространенность инфаркта. Эта область очень восприимчива к изменениям перфузионного давления, вызванного, к примеру, резким вставанием больного. Зону полутени можно спасти возобновив адекватную перфузию и применением нейропротекторных средств. Именно зона ишемической полутени и является мишенью терапии в первые часы и дни после инсульта. Гибель клеток в зоне полутени приводит к расширению зоны инфаркта. Современные иммуногистамические и нейровизуализирующие методы позволили показать, что клетки пенумбры способны выживать в течении как минимум 48-72 часов после инсульта, а возможно и дольше. Данный факт имеет крайне важное практическое значение, так как он позволяет предположить, что нет четких временных границ «терапевтического окна», поэтому оправданы поиски новых методов защиты.
 В зонах, где перфузия ниже, чем в зоне ишемической полутени происходят сильные метаболические изенения - возникает «роскошная перфузия» (постишемическая гиперемия) и следующая за ней постишемическая гипоперфузия. В зоне гиперемии, даже при избытке кислорода, кровоток не обеспечивает метаболические потребности клеток. Переход от гиперемии к гипоперфузии является результатом отсроченных метаболических изменений в ишемизированной ткани, вызванных активацией микроглии и синтезом большого количества провоспалительных факторов, как следствие – увеличение проницаемости эндотелия сосудов и образование отеков. Отеки, в свою очередь, опасны тем, что набухшие клетки могут перекрывать просветы капилляров и затруднять по ним кровоток, что может усугубить ишемию и некроз (1). 
 Там где кровоснабжение ниже 20мл на 100г/мин находится ядро ишемии, оно образуется за 7-8 минут. В этом месте клетки теряют ионные градиенты, инактивируются ионные каналы, происходит деполяризация мембран клеток, что является критерием необратимого повреждения клеток. Из-за уменьшения мозгового кровотока наблюдается значительное ограничение поступления в клетки мозга кислорода. Больше всего от этого страдает в центральной зоне ишемизированной территории головного мозга. В центральй области полностью заторможен синтез и иРНК, и белков, в то время, на периферии синтез иРНК сохранен, хотя белковая продукция угнетается. Даже после восстановления кровотока, дефицит белкового синтеза может сохраняться в течение многих часов.

Считается, что дефицит белка имеет только отрицательную функцию, но он также затормаживает апоптоз. Апоптоз включается клетками, когда вредное воздействие недостаточно чтобы вызвать некроз и организм понимает, что есть опасность массовой гибели всех клеток и активирует апоптоз. При апоптозе задействована АТФ, белковый синтез  и содержимое клетки не вытекает из клетки наружу. При апоптозе не возникает воспаление (1).
 Исследования показали, что при параллельной активации процессов некроза и апоптоза в ишемизированной ткани, выбор механизма (некроза или апоптоза) зависит от многих факторов, таких как: тяжесть ишемии, зрелость нейронов, доступность трофического обеспечения и концентрация свободных внутриклеточных ионов кальция (1).
Действие семакса:
Семакс - отечественный ноотропный препарат неистощающего типа из группы нейропептидов, имеющий ряд преимуществ перед известными аналогами: отсутствие токсических и побочных влияний, отсутствие гормональной активности, продолжительность действия препарата увеличена в 24 раза по сравнению с природным аналогом (терапевтическое действие препарата семакс 20-24 часа при одноразовом введении). Такое время терапевтического действия обусловлено тем, что данный нейропептид последовательно распадается, а продукты распада имеют большинство функций исходного препарата и сами являются устойчивыми нейропептидами. Семакс получил своё название благодаря тому, что состоит из семи аминокислот. Семакс (semax) – это метионил-глутамил-гистидил-фенилаланил-пролил-глицил-пролин (Methionyl-glutamyl-histidil-phenylalanyl-prolyl-glycyl-proline), что является частью АКТГ 4-10. В экспериментах на животных установили, что даже в малых дозах семакс увеличивает адаптационные возможности мозга, повышая его устойчивость к стрессам, повреждениям, гипоксии и ишемии. Более высокие дозы, не являясь токсичными и сохраняя ноотропные свойства малых доз, обладают антиоксидантными, антигипоксическими, ангиопротекторными и нейротрофическими свойствами. Клинические испытания препарата на здоровых людях подтвердили, что препарат не токсичен и не имеет гормональной активности. Экспериментальные исследования показали, что семакс оказывает положительный эффект на больных ишемией, уменьшая выраженность неврологического дефицита. Клинические исследования подтвердили безопасность использования семакса для больных с разными другими заболеваниями (сахарным диабетом и тому подобное). Семакс вызывает цепочку метаболических превращений, что приводит к угнетению локальной воспалительной функции и к улучшению трофического обеспечения мозга (1).
Методы исследования:

Описание животных:

Работу выполняли на крысах популяции Wistar весом в 300-350 грамм. Животных содержали в условиях вивария по 5 штук в клетке со свободным доступом к воде и пище. Световой режим: 12 часов - день, 12 часов - ночь.

Операция по моделированию окклюзии средней мозговой артерии:

Для моделирования ишемического инсульта головного мозга использовали методику, разработанную в 1986 году Chen. Повреждение создавали необратимой окклюзией левой ветви средней мозговой артерии и подходящей к ней вены. Также перевязывали сонную артерию с той же стороны (ипсилатерально). 
Коагуляцию средней мозговой артерии проводили под общей анестезией (хлоралгидрат 400мг/кг внутрибрюшинно). Трепанация осуществлялась на латеральной стороне лобной кости с левой стороны в зоне расположения центрального ствола средней мозговой артерии. Место коагуляции выбрано таким образом, чтобы поражение не затрагивало подкорковые структуры, а преимущественно локализовалось в лобно-теменной части коры. После эксперимента для определения объёма некроза животных декапитировали.
Для препарования сонной артерии операционное поле организовали на передней поверхности шеи. Кожу разрезали, отпрепаровывали соединительную ткань и жировую прослойку. Под грудино-сосцевидной мышцей находили нервно-сосудистый пучок, в состав которого входят блуждающий нерв, пограничный ствол симпатической нервной системы и общая сонная артерия, хорошо различимая благодаря сильной пульсации. Артерию отпрепаровали и перевязывали необратимо.
 Порядок введения пептида семакс:

  Препарат животным вводили внутрибрюшинно в день операции 2 раза в однократной дозе 150 мкг/кг через 15 минут и через 2 часа 15 минут после ишемии. Контрольные крысы получали физиологический раствор. 

Через 72 часа после операции крыс наркотизировали хлоралгидратом (400 мг/кг), декапитировали, мозг доставали и замораживали.

Оценка размера некроза:
Для определения размера некроза, срезы мозга, предварительно замороженного, толщиной примерно 2- 2,5мм окрашивали 2,3,5-Tripheniltetrazolium chloride (ТТХ). Живые клетки окрашивались им в красный цвет, а мертвые не окрашивались. На срезах некроз – мертвые клетки выглядят белёсыми. Срезы сканировали и размер инфаркта измеряли планиметрически при помощи программы Auc7. Для этого подсчитывали площади поражения коры головного мозга с двух сторон каждого среза и общую площадь коры этого полушария. Объём поражения рассчитывали, как процент умершей ткани от общей площади коры этого полушария всего мозга. Предварительные расчеты показали, что результат, рассчитанный планиметрически, то есть по площадям, и результат, пересчитанный в кубические миллиметры,  в одинаковой степени отражают степень поражения мозга. Поэтому данный подход применять можно.

Результаты:
Объем некроза, вызванного необратимой окклюзией средней мозговой артерии, составлял 18,00±6,29% от объема коры данного полушария. Использование семакса привело к уменьшению некроза ткани головного мозга в 2,1 раза, в этом случае некроз составил 8,60±5,09% коры этого полушария (p˂0,001 по критерию Манна-Уитни) (Рис.1).
 


Рисунок 1.Влияние семакса на размер некроза
[image: image1.jpg]KOHTpONL CemaKc

©
&

¥ o © o~ © ~ [
J 5 2 g

uudemAvou 1adox ewgago 013mgo 10 suHaedou ewaago %




Обсуждение результатов:
В литературе описаны нейропротективные свойства пептида семакс, в частности, он облегчает адаптацию головного мозга к повреждающим действиям, таким как ишемия.  Так же семакс снижает некроз и воспаление. Результаты подтверждают, что данный препарат уменьшает объем некроза при ишемическом инсульте.
Выводы

1. Освоена операция по моделированию инсульта головного мозга крыс путем необратимой коагуляции средней мозговой артерии.
2. Применение семакса при ишемии, вызванной необратимой окклюзией средней мозговой артерии уменьшило некроз в 2.1 раза, то есть на 52,2%.
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