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Ученый секретарь 

диссертационного совета,

кандидат биологических   наук, доцент                                    З. Э. Эсенбекова 
ОБЩАЯ  ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы диссертации. В современной  концепции  возникновения состояний дизадаптации в горах весьма  значимую роль отводят нарушению окислительного гомеостаза (Карагезян  К.Г. c соавт., 1998; Ильина Л.Л., 2000; Федин А.И. и соавт., 2007; Короткевич И.Г., 2008;  Kulikov V.Y. et al., 2006). Следовательно, поиск физиологически активных веществ (ФАВ), способствующих устранению или уменьшению тяжести нарушений, вызванных оксидантным стрессом, представляет большой интерес, поскольку он позволит расширить границы условий, при которых  человек может осуществлять свою производственную деятельность без ущерба для здоровья. К такого рода   ФАВ, обладающих  широким спектром метаболических проявлений относится  α-липоевая кислота (α-LA). Вместе с тем необходимо заметить,  что антиоксидантная значимость этого эндогенного соединения в адаптационном процессе до последнего времени недооценивается (Балаболкин М.И. и соавт., 2005; Волчегорский И.А. и соавт., 2009). 

В ряде последних исследований получены данные, в которых  продемонстрирован ряд регуляторных эффектов α-LA физиологического и фармакологического характера (Подымова С.Д., 2005; Овсепян Л.М. и соавт., 2006;  Кузина И.В. и соавт., 2008; Anandakumar P.P. et al., 2007; Abdel-Zaher A.O. et al., 2008).   В то же время, не все данные, полученные этими авторами, поддаются убедительной физиологической интерпретации,  а прикладное значение ряда функциональных проявлений  α-LA пока исследовано недостаточно (Карлович Т.И. и соавт., 2008). 

Поскольку, именно бислой клеточных мембран является основной мишенью свободнорадикального окисления,  то логично выяснить мембранные эффекты использованной в данном исследовании  α-LA  и других ФАВ и разработать экспериментальное обоснование для использования α-LA как средства управления адаптационным процессом в условиях  воздействия комплекса физических факторов   высокогорья.  В этой связи,  представляется перспективным проведение исследований, определяющих целесообразность применения препаратов α-LA  в недостаточно разработанном “горном” аспекте.     


Связь темы диссертации с крупными научными программами и с основными научно-исследовательскими работами. Диссертационная работа выполнена в рамках темы НИР кафедры зоологии, физиологии человека и животных КНУ им. Ж.Баласагына «Физиологические и биохимические механизмы поддержания гомеостатического состояния организма при различных экстремальных воздействиях»,  регистрационный № 00000118  и проекта НИР Института горной физиологии НАН КР «Механизмы оптимизации иммунного и окислительного гомеостаза в условиях высокогорной среды», регистрационный № 0006170. 
 
Цель исследования - оценка состояния окислительного гомеостаза, функциональных показателей поведения и физической работоспособности у крыс в условиях низко- и высокогорья  при  коррекции  α-липоевой кислотой.

Задачи исследования: 

1. Изучить влияние α-липоевой кислоты и других ФАВ  на оксидативный статус, показатели   работоспособности и выносливости крыс при физических нагрузках в условиях низкогорья (760 м).

2. Исследовать динамику изменений оксидативного статуса, мембранного бислоя, показателей поведения и физической работоспособности     крыс     при  применении α-липоевой кислоты и других ФАВ  в различные сроки адаптации к  высокогорью.

3.   Изучить влияние α-липоевой кислоты и других ФАВ на показатели красной крови  у  крыс в условиях низко- и высокогорья.

       4.  Экспериментально    обосновать   целесообразность    использования  α-липоевой кислоты, как средства управления длительным адаптационным процессом в высокогорье.
Научная новизна полученных результатов   
Установлено,  что  в  условиях  низкогорья,  предварительное введение 
α-LA значительно   повышает показатель выносливости экспериментальных животных при интенсивной физической нагрузке. Улучшение функциональных возможностей организма  животных при введении α-LA сопровождается стабилизацией окислительного гомеостаза, снижением  уровня мембранных лизоформ фосфолипидов и первичных продуктов ПОЛ. 
Впервые выявлены новые оксидативные, мембранные, гематологические и функциональные эффекты α-LA  в динамике длительного адаптационного процесса в высокогорье.  

При введении α-LA  выявлена отрицательная корреляционная связь между функциональными показателями организма животных,  уровнем  продуктов ПОЛ и мембранных lyso-PL. 

Обнаруженные в процессе исследования функциональные эффекты α-LA    свидетельствуют о её эффективности   предупреждать развитие оксидантного стресса в горах, а также о перспективности использования   α-LA для повышения функциональных возможностей организма в условиях воздействия экстремальных факторов внешней среды.

Практическая значимость полученных результатов 
      Основные положения диссертации целесообразно учитывать при   профилактике дизадаптационных и предпатологических состояний в экологически неблагоприятных условиях среды. 
Теоретические построения и выводы диссертации  могут найти применение при организации  специальных курсов в высших учебных заведениях биологического и медицинского профиля. 
Результаты работы и методические подходы в оценке функциональных состояний организма внедрены в учебный процесс – акт о реализации научных результатов утвержден на заседании кафедры зоологии, физиологии человека и животных КНУ им. Ж. Баласагына, протокол № 10 от 24 апреля 2012 г.
Основные положения диссертации,  выносимые на защиту
1. Важнейшим механизмом действия α-липоевой кислоты, обеспечивающим нормализацию окислительного гомеостаза и мембранопротективных процессов, значительное повышение показателя выносливости и улучшение функциональных характеристик при интенсивных    физических   нагрузках в низкогорье  и   в   высокогорье  является       lyso-PL-ограничивающий эффект  данного ФАВ.

2. Применение α-липоевой кислоты как средства оптимизации приспособительных возможностей организма в условиях действия  физических факторов высокогорной среды демонстрирует  благоприятный эффект, способствуя нормализации показателей поведения и повышению физической работоспособности в данных природно-климатических условиях.  

Личный вклад соискателя. Автором самостоятельно проведен информационный поиск,  выполнены серии экспериментальных работ, статистическая обработка и обобщение полученных результатов, написание статей и оформление диссертационной работы.

Апробация результатов диссертации 

Основные результаты исследований доложены и обсуждены на  XII Международном симпозиуме «Эколого-физиологические проблемы адаптации» (Москва, 2007 г.); на 3-й и 4-й Всероссийских конференциях с международным участием «Медико-физиологические проблемы экологии человека» (Ульяновск,   2007   и  2009 гг.); ежегодной Научной конференции Кыргызско-Российского  Славянского  университета (Бишкек, 2008 г.); на 1-й конференции молодых ученых Национальной академии наук Кыргызской Республики (Бишкек, 2009 г.); на ежегодной конференции молодых ученых КНУ им. Ж. Балаласагына «Молодежь в науке» (Бишкек, 2009 г.  и  2010 г); на VII Международном симпозиуме «Актуальные проблемы биофизической медицины» (Киев, 2012 г.).

Полнота отражения результатов диссертации в публикациях. 
По материалам диссертации опубликовано 12 основных работ.

Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа изложена на 134 страницах электронного набора, шрифтом Times New Roman, Кириллица (размер 14; интервал 1,5). Состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов исследований, 4-х глав собственных исследований, заключения, выводов и практических рекомендаций. Библиография включает 217 литературных  источников, из них 85 работ авторов дальнего зарубежья. Диссертация иллюстрирована 15 таблицами,  20 рисунками и 1 схемой.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДИССЕРТАЦИИ
В главе 1.1 «Состояние окислительного гомеостаза в норме и при дизадаптации» представлены данные научной литературы о гомеостазе и  роли свободных радикалов  в функционировании организма в норме и патологии.     
В глава 1.2. «Сравнительный анализ способности антиоксидантов и антигипоскантов предупреждать развитие окислительного стресса» обобщены сведения об антиоксидантах и антигипоксантах различной природы и их антирадикальной активности. 

В главе 1.3. «Лизоформы мембранных фосфолипидов как ранние индикаторы оксидантного стресса в высокогорье» представлены  данные о функциональной роли лизофосфолипидов при окислительном стрессе.

В главе 1.4. «Влияние физических факторов высокогорья на показатели поведения и физической работоспособности» представлены сведения о патогенном влиянии высокогорья на показатели умственной и физической работоспособности организма. 

В главе 1.5. «Коррекция дизадаптационных и патологических состояний препаратами α-липоевой кислоты» представлены данные научной литературы об основных  биологических и фармакологических свойствах  α-липоевой кислоты и ее лекарственных препаратов.
В главе 2 «Материалы и методы исследования» представлены характеристика объектов исследования, описание методов исследования.    Объектами исследования служили животные, у которых изучали состояние окислительного гомеостаза, показатели поведения, физической работоспособности и выносливости. 
Исследование влияния α-липоевой кислоты и других ФАВ на оксидативные и функциональные показатели животных  в условиях низкогорья проводились в г. Бишкек  (760 м.н.ур.м.).

Исследование влияния α-липоевой кислоты и других ФАВ на оксидативный статус и функциональные показатели животных  в условиях высокогорья проводились на п.Туя-Ашуу (3200м.н.ур.м.).

Для решения поставленных задач экспериментальные работы выполнены на половозрелых белых лабораторных крысах обоего пола массой 140-160 г в количестве  177 особей.  Все животные были разделены на 19 групп, входящих в следующие 4-е серии экспериментов:

Таблица 2.1- Распределение экспериментальных групп животных по сериям

	№
серии
	Название серии
	Название группы

и вводимый препарат
	Доза препарата

	I
	Влияние α-липоевой кислоты на
оксидативный
статус и
функциональные показатели организма
животных в условиях низкогорья


	1-я группа - контрольная
(интактные животные)

2-я группа - «плацебо» 
      с введением 0,9 % NaCl
3-я группа с введением α-LA
4-я группа 
      с введением  милдроната
5-я группа 
      с введением винпоцетина
	-

0,02 мл

1,5мг/кг  веса

5 мг/кг веса

1,6 мг/кг веса

	I
	Влияние

α-липоевой кислоты на функциональные показатели организма животных в начальный период адаптации к высокогорью
(1-е, 7-е сутки)
	1-я группа - контрольная
(интактные животные)

2-я группа - «плацебо» 

      с введением 0,9% NaCl
3-я группа с введением α-LA
4-я группа 
      с введением милдроната

	-

0,02 мл

1,5 мг/кг веса

5 мг/кг веса



	III
	Влияние

α-липоевой кислоты на оксидативный статус и функциональные показатели организма животных в переходный период адаптации к высокогорью

(14-е сутки)
	1-я группа - контрольная
(интактные животные)

2-я группа - «плацебо» 

      с введением 0,9% NaCl
3-я группа с введением α-LA
4-я группа
      с введением милдроната
5-я группа 
      с введением винпоцетина

6-я группа 
      с введением α-токоферола

	-

0,02 мл

1,5 мг/кг веса

5 мг/кг веса

1,6 мг/кг веса

15 мг/100 г веса 

	IV
	Влияние

α-липоевой кислоты на оксидативный статус и функциональные показатели организма животных в период длительной адаптации к высокогорью

(45-е сутки)
	1-я группа - контрольная
(интактные животные)

2-я группа - «плацебо» 

      с введением 0,9% NaCl
3-я группа с введением α-LA
4-я группа 

      с введением милдроната

	-

0,02 мл

1,5 мг/кг веса

5 мг/кг веса





Уровень  лизоформ фосфолипидов (lyso-PL) в эритроцитарных  мембранах и в ткани мозга определяли после экстракции липидов из бислоя с разделением на пластинах для тонкослойной хроматографии и последующей количественной оценкой по содержанию липидного фосфора (Финдлей Дж. и соавт., 1990).      

Состояние перекисного окисления липидов (ПОЛ) определяли по концентрации диеновых конъюгатов (ДК) и малонового диальдегида (МДА) в тканях головного мозга и крови (Ильина Л.Л., 2000). 
Молекулярно-структурный статус клеточных мембран эритроцитов оценивали методом инфракрасной (ИК) спектроскопии.  Метод основан на анализе спектров поглощения электромагнитных волн инфракрасного диапазона химическими связями фосфолипидных компонентов клеточных мембран и позволяет получать интегральную количественную информацию о состоянии липидного бислоя (Рыскулова С.Т., 1986; Hidetoshi S. et al., 1996).

Функциональное состояние животных определяли по показателям поведения крыс в тесте «открытое поле»  (Волчегорский И.А. и соавт., 2003; Виленский В.А. и соавт., 2007).

Физическая работоспособность животных - поднятие и удержание груза оценивалась по методике С.В. Сперанского (Короткевич И.Г., 2008). 

        Показатель физической выносливости испытуемых животных оценивался по способности животных (длительность по времени в минутах) держаться на воде с грузом в 10 % от массы тела (Рудницкий А.П., 2007).  

Определение количества эритроцитов проводилось ручным пробирочным методом Н.М.Николаева (1954).


Уровень гемоглобина в крови крыс определялся  гематиновым  методом (метод Сали, 1895).
        
Статистическая обработка материала проводилась методом вариационной статистики с помощью компьютерных программных пакетов  Microsoft Excel. Вычислялось среднее значение (М), ошибка средней величины (m). Разницу средних величин оценивали по t-критерию Стьюдента и вероятности  p, которую признавали статистически значимой при  Р<0,05. Корреляционный анализ параметров выполняли при помощи программы Statlab (Терновой В.М., 1992).

В главе 3.1 «Влияние α-липоевой кислоты на оксидативный статус и функциональные показатели организма животных в условиях низкогорья» приводятся собственные данные о значительном повышении показателя выносливости (длительности плавания с грузом) испытуемых животных при интенсивной физической нагрузке, обусловленное предварительным введением α-LA. В частности, при одноразовом  введении препарата отмечено повышение (по времени) способности животных держаться на воде с грузом практически в два раза: с 57,2+0,8 сек в группе плацебо до 113,0+11,1 сек в группе с  введением α-LA (p<0,01). При 3-х кратном   применении  α-LA  длительность  плавания с грузом увеличилась с 382,8+56,3 сек в группе  плацебо до 815,4+81,3 сек в опытной группе (p<0,01).  Функциональные эффекты второго препарата – милдроната, традиционного антиоксиданта, взятого для сравнения, уступали α-LA  по показателю выносливости  практически в 2 раза (p<0,01). Для винпоцетина не обнаружено существенных различий по сравнению с группой плацебо. Вероятно, что для функциональных проявлений  последнего  ФАВ требуется более значительный временной период  (рис. 3.1).

Как показали наши исследования  предварительное введение антиоксидантов и винпоцетина способствовало снижению уровня первичных продуктов ПОЛ. При этом, α-LA и милдронат оказались наиболее действенными в значении возврата ДК к норме, которое было статистически достоверным (рис. 3.2).   

      Вторым, но не менее важным  последствием применения  α-LA явился lyso-PL-ограничивающий эффект этого биорегулятора. Из данных, представленных на рисунке 3.3, видно, что при  введении α-LA в условиях интенсивных физических нагрузок нормализуется содержание лизоформ мембранных фосфолипидов  в плазматических мембранах мозга  крыс.  Снижение накопления lyso-PL под влиянием α-LA и винпоцетина было статистически достоверным (p<0,05) в отличие от милдроната.  

     α-LA, обладающая полифункциональными свойствами, оказала влияние  на эмоциональное состояние и двигательную активность испытуемых животных. В пользу последнего утверждения говорят данные представленные в таблице 3. 1. Из  таблицы видно, что у   животных после 3-х дневных физических нагрузок, произошли изменения в поведенческой активности крыс. Это проявилось в достоверном усилении локомоции, зафиксированное в группе плацебо при тестировании в “открытом поле”. Для этой группы выявлена значительная разница в показателе груминга, нарушение которого считается одним из критериев тревожности (Лосева Е.В. и соавт., 2007). Данный тип поведенческих расстройств (“генерализованное”  двигательное возбуждение и повышенная тревожность) может рассматриваться как следствие тканевой гипоксии и ацидоза, возникших в результате оксидантного  стресса (Мищенко И.В., 2003).
Применение   α-LA и винпоцетина привело к стабилизации показателя локомоции, ориентировочно-исследовательской активности и  в том числе к умеренному снижению тревожности. В  то же время, не наблюдался возврат к норме таких показателей поведения как ориентировочная активность и груминг в группе, прошедшей курс с введением милдроната.
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Рис. 3.1. Изменение показателя выносливости крыс при интенсивной физической нагрузке (плавание в воде с грузом) после 5-дневного введения биорегуляторов. Обозначения: по оси ординат -  время плавания в воде в минутах;  (t воды=+24-260 С); по оси абсцисс – дни курсового введения ФАВ;  n=10;  * - р<0,05;  **- р<0,02;  
***- р<0,01(достоверное отличие от группы «плацебо»). 
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Рис. 3.2. Содержание диеновых коньюгатов (ДК) в крови крыс при интенсивной физической нагрузке (плавание в воде с грузом) после 5-дневного введения антиоксидантов в условиях низкогорья (760 м.н.ур.м). Обозначения: по оси ординат - уровень диеновых коньюгатов(нмоль/г); по оси абсцисс-исследуемые биорегуляторы; К -контроль; П -плацебо; В - винпоцетин; α-Л- α–липоевая кислота;   М –милдронат;  n=10;   * - р<0,05 (достоверное отличие от группы «плацебо»).
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Рис. 3.3. Содержание лизофосфолипидов (lyso-PL) в ткани мозга крыс при интенсивных физических нагрузках после 5-дневного введения антиоксидантов в условиях низкогорья (760 м.н.ур.м.). Обозначения: по оси ординат - уровень лизофосфолипидов дан в микрограммах фосфора на грамм ткани мозга (мкгР/г); по оси абсцисс-исследуемые антиоксиданты: К -контроль; П - плацебо; В - винпоцетин; α-Л -    α–липоевая кислота; М – милдронат; n=10; * - статистически достоверное отличие от группы «плацебо» (р<0,05).

Таблица 3.1- Влияние (-липоевой кислоты,   милдроната и винпоцетина   на поведение крыс в “открытом поле” , прошедших  3-х  дневный курс интенсивных физических нагрузок (плавание с грузом)
	Показатель                                    I                 II                    III                 IV                 V

	Локомоция                                 34,5(4,0   43,7(5,1*     40,3(6,8       42,0(8,0       39,7(7,1

(смена квадратов)

Ориентировочная                       8,2(3,0     8,5(3,4         9,0(2,6       15,5(5,5**    9,2(1,6

реакция (верти-

кальные стойки)

Исследовательское                      6,3(1,7    5,0(1,2         5,3(0,2        8,0(1,2           4,0(1,8

поведение (выглядывание

через отверстия) 

Груминг                                       5,4(2,0    10,0(1,3**    6,4(0,8        3,4(0,8*       6,9(3,0

Дефекация                                   1,3(0,8     1,5(0,3         2,8(1,0**    1,8(0,9         3,2(1,3**


       Обозначения: I - контрольная (интактная) группа крыс; II - плацебо; III – 5-ти дневный курс α–липоевой кислоты; IV - 5-ти дневный курс милдроната; V - 5-ти дневный курс винпоцетина; n=12; *- р<0,05; ** - р<0,02  (по сравнению с контролем). 
Таким образом,  анализ результатов данной серии экспериментов  позволяет  сделать заключение о том, что предварительное введение α-LA обуславливает значительное повышение показателя выносливости испытуемых животных, способствует снижению уровня lyso-PL и первичных продуктов ПОЛ. Необходимо   также отметить, что α-LA превосходит  два других ФАВ по темпу корригирующего действия в отношении стресс-индуцированных нарушений поведения животных. 


В главе 3.2 «Влияние α-липоевой кислоты на оксидативный статус  и функциональные показатели организма животных в начальный и переходный период адаптации к  высокогорью (1-е; 7-е и 14-е сутки)» приводятся  результаты исследований, в которых показаны изменения в поведенческой активности крыс в условиях высокогорья. Это   проявились статистически достоверным изменением показателей локомоции, ориентировочной реакции и исследовательского поведения животных при тестировании в «открытом поле», обусловленное генерализованной тканевой гипоксией мозга (Мищенко И.В., 2003). В этот период зафиксирована значительная разница в показателе груминга - критерия тревожности (табл. 3.2 и 3.3). 
Первое соприкосновение организма с измененными условиями или отдельными факторами вызывает ориентировочную реакцию, которое может перейти в общее возбуждение. Именно эта реакция была зафиксирована нами в 1-ю фазу адаптации в группе «плацебо». Применение   α-LA в последующие дни привело к стабилизации ориентировочно-исследовательских показателей, в том числе к умеренному снижению тревожности (табл.3.4).
Таблица 3.2- Влияние (-липоевой кислоты  и  милдроната    на поведение крыс в «открытом поле» в условиях высокогорья (3200 м.; +15 ºС; 1-е сутки)
	Показатель                                    I                   II                    III                 IV


	Локомоция                              34,5(4,0      118,2(8,9***    33,0(12,0     67,2(4,7**

(смена квадратов)

Ориентировочная                     8,2(3,0     49,3(0,9***       6,4(0,9        36,0(3,0***

реакция (верти-

кальные стойки)

Исследовательское                   6,3(1,7     18,2(4,0***     7,8(4,1          8,5(1,9

поведение (выглядывание

через отверстия)
 Груминг                                     5,4(2,0       1,6(0,5          3,0(0,7           6,6(1,8

Дефекация                                 1,3(0,3        3,7(0,8**      6,4(0,9***     4,2(1,3**

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



      Обозначения: I -контрольная  группа крыс (низкогорье – 760 м над ур. м); II -плацебо, экспозиция в высокогорье (3200 м над ур.м.;+ 15 С; 14 суток); III -14-суток экспозиции в высокогорье + милдронат  IV -14-суток экспозиции в высокогорье+(-липоевая кислота; 
*- р<0,05; ** - р<0,02; *** - р<0,01  (по сравнению с контролем); n=12.        
Таблица 3.3- Влияние  (-липоевой  кислоты  и  милдроната   на поведение крыс  в  «открытом поле»  в  условиях  высокогорья  (3200 м.; +15ºС; 7 суток)
	Показатель                                I                 II                     III                       IV               

	Локомоция                          34,5(4,0     66,4(11,3**        63,8(14,1**     18,7(7,1

(смена квадратов) 
Ориентировочная              8,2(3,0       20,7(5,2                38,4(8,6***       12,2(3,6

реакция (верти-

кальные стойки)

Исследовательское              6,3(1,7       6,2(1,6               8,2(2,4               2,0(0,8*
поведение (выглядывание

через отверстия)
 Груминг                              5,4(2,0       3,6(0,8               3,2(0,7             6,6(2,5

Дефекаци                             1,3(0,3       3,2(1,4*             1,2(0,5             4,7(1,0**

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
  


       Обозначения: I -контрольная  группа крыс (низкогорье – 760 м над ур. м); II -плацебо, экспозиция в высокогорье (3200 м над ур.м.;+ 15 С; 14 суток); III - 14-суток экспозиции в высокогорье +милдронат; IV -14-суток экспозиции в высокогорье+(-липоевая кислота; 
*- р<0,05; ** - р<0,02; *** - р<0,01  (по сравнению с контролем); n=12. 
Таблица 3.4- Влияние (-липоевой кислоты   и  милдроната    на поведение крыс в «открытом  поле» в условиях высокогорья (3200 м.; +15 ºС; 14 суток)
	Показатель                                    I                 II                    III                   IV                 

	Локомоция                                   34,5(4,0     22,7(8,9      52,0(10,0     39,7(7,1

(смена квадратов)

Ориентировочная                        8,2(3,0        8,5(3,4         29,5(5,5***    9,2(1,6

реакция (верти-

кальные стойки)

Исследовательское                      6,3(1,7       3,0(1,2          8,0(1,2         4,0(1,8

поведение (выглядывание

через отверстия)

 Груминг                                       5,4(2,0       4,0(1,3          3,4(0,8         6,3(3,0

Дефекация                                    1,3(0,3       0,5(0,3*         1,8(0,9         4,2(1,3**

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



       Обозначения: I -контрольная  группа крыс (низкогорье – 760 м над ур. м); II -плацебо, экспозиция в высокогорье (3200 м над ур.м.;+ 15 С; 14 суток); III-14-суток экспозиции в высокогорье+ милдронат; IV -14-суток экспозиции в высокогорье+(-липоевая кислота;  
*- р<0,05; ** - р<0,02; *** - р<0,01  (по сравнению с контролем); n=12. 
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Рис.  3.4. Содержание лизофосфолипидов (lyso-PL) в ткани мозга крыс после 7-дневного   введения    антиоксидантов   и   винпоцетина  в  условиях высокогорья 
(3200 м.н.ур.м.; 14 дней экспозиции). 
По оси ординат - уровень лизофосфолипидов дан в микрограммах фосфора на грамм ткани мозга (мкгР/г); по оси абсцисс-исследуемые антиоксиданты:  К-контроль;     П - плацебо;       В - винпоцетин;     α-Т - α-токоферол; α-Л - α-липоевая кислота;    М - милдронат;  * -  р<0,05 (статистически достоверное отличие от «плацебо»); n=10.
       Курсы α-LA, винпоцетина и милдроната (за исключением курса с α-токоферолом) способствовали приближению структуры бислоя к  исходным параметрам. Об этом свидетельствовали спектральные характеристики эритроцитарных мембран крыс после введения ФАВ.  Мембранопротекторные    свойства α-LA и винпоцетина  очевидно обусловлены  lyso-PL–ограничивающим эффектом этих биорегуляторов    (рис. 3.4). 
Таким образом, в данной серии экспериментов  продемонстрирован  lyso-PL-ограничивающий эффект α-LA, который   проявляется в нормализации липидно-белковой организации бислоя. О функциональных последствиях указанных событий можно судить по улучшению показателей поведения крыс и физической работоспособности, которое в случае с  α-LA оказалось   значительным. Необходимо также отметить положительное влияние второго регулятора-милдроната, а также  lyso-PL–ограничивающий и мембранопротекторный эффект винпоцетина. Выявленные факты указывают на необходимость использования α-LA и винпоцетина как средств минимизации проявлений оксидантного стресса в первую и вторую фазы адаптации в высокогорье.

В главе  3.3 «Влияние α-липоевой кислоты на оксидативный статус и функциональные показатели организма животных в период длительной адаптации к высокогорью (45-е сутки)» приводятся собственные результаты, свидетельствующие о том, что к третьей фазе адаптации в высокогорье (45-е сутки), которая рассматривается как фаза “устойчивой” адаптации, все еще сохраняется повышенный фон продуктов перекисной деградации липидов и лизоформ мембранных фосфолипидов (табл. 3.5). Поэтому представлялось логичным провести нивелирование повышенного содержания указанных веществ  при помощи биорегуляторов-антиоксидантов.   

      Нами было выявлено, что выраженный оксидантный стресс к 45-м суткам пребывания в высокогорье в группе «плацебо» сопровождался нарушением показателя груминга в “открытом поле”. По показателям двигательной активности в этой группе тревожность была выражена двояко – в виде резкого увеличения актов груминга и в виде активации локомоции (эквивалент реакции бегства). Поэтому, опираясь на результаты теста  «открытое поле», можно сделать однозначный вывод о высоком уровне тревожности животных к этому сроку пребывания в высокогорье.   Кроме того, отмечено нарастание латентного периода (время выхода крыс из центра поля) и  отличие от контроля по показателям норковых реакций (исследовательское поведение), вертикальных стоек  (ориентировочная реакция) и анксиогенной дефекации.  В целом, для группы плацебо наблюдался «возбуждающий»  тип поведения (табл. 3.6). Нами отмечено, что изначально высокий уровень двигательной активности (общее число пересеченных квадратов) у контрольных крыс и особенно в группе плацебо, снижался после 6-ти дневного введения α-LA и  милдроната.  Оба антиоксиданта  не вызывали у крыс “возбуждающего” поведения, что было характерно при введении физиологического раствора. Наблюдался возврат к норме.  Различия  поведения в «открытом поле»  двух групп крыс,  которым вводили α-LA  и милдронат, отмечены по показателю тревожности – грумингу (p<0,02) и исследовательскому поведению (p<0,01).  Умеренная тревожность зафиксирована в группе с введением милдроната.
Введение  α-LA и милдроната в течение 6-ти дней продемонстрировало значительный  lyso-PL-органичивающий потенциал (рис. 3.5).  Скорее всего полученные результаты отражают снижение активности фосфолипазы  А2, которая, по-видимому, оказалась одной из мишеней  α-LA и милдроната.  В то же время,  ПОЛ-ограничивающий эффект, судя по содержанию ДК в ткани мозга,  и для α-LA  и для милдроната не оказался существенным, хотя и наблюдалась некоторая, не имеющая характера статистической достоверности,  тенденция к снижению уровня  первичных продуктов ПОЛ.
         Результаты коррекции окислительного гомеостаза  в третью фазу адаптации позволяют констатировать тот факт, что  α-LA превосходит милдронат  по темпу развития корригирующего эффекта в отношении расстройств поведения у крыс.  В то же время  оба биорегулятора в равной степени способствовали значительному повышению физической работоспособности к 45-м суткам адаптации (рис. 3.6), что является, наряду со стабилизацией ориентировочно-исследовательских показателей , одним из критериев успешной адаптации организма в горах (Агаджанян  Н.А. 2002). 
      При этом не исключено, что α-LA является полифункциональным мембранопротектором, обладающим способностью нормализовать и другие аспекты метаболизма. В пользу последнего утверждения говорят данные представленные в табл. 3.7. По данным таблицы видно, что у животных прошедших курс α-LA произошли достоверные изменения в количестве эритроцитов и уровне гемоглобина в крови. Ответить на вопрос, какие именно механизмы обусловили подобные сдвиги в крови под влиянием α-LA, в рамках данного исследования не представляется возможным. Очевидно, что для прояснения данных метаболических проявлений α-LA необходимы исследования с поставленными в данном аспекте целями. Тем не менее, факт остается фактом - α-LA  не только нормализует окислительный гомеостаз,  но и значительно усиливает транспортные функции крови. 

Таблица 3.5 - Содержание продуктов перекисной деградации мембранных липидов  в  тканях  крыс в разные периоды  адаптации  к  высокогорью  
	Показатели


	Сроки адаптации

	
	Контроль
	7 суток
	14 суток
	45 суток

	Малоновый диальдегид (кровь; М/мл)

Гидроперекиси

(E/ml,  233 нм, мозг)
	0,43±0,03

0,24±0,01     
	0,56±0,04*

0,86±0,14*
	0,49±0,04

1,00±0,07*
	0,99±0,05*

1,56±0,13*

	Диеновые коньюгаты (кровь % от контроля)


	100,0
	108,5±10,0
	126,4±10,8*
	118,1±9,9

	Диеновые коньюгаты 

(нмоль/г  ткани мозга)
	0,18±0,03                  
	0,61±0,05*          
	  0,65±0,07*
	0,88±0,04*

	Lyso-PL  (эритроцитарные мембраны; мкгР/г)
	следы

	3,4±1,5
	3,0±1,2
	-

	Lyso-PL  (полушария мозга; мкгР/г)
	5,9±1,4
	7,1±1,7
	6,6±1,5
	11,8±1,4*


Примечание: Lyso-PL – лизофосфолипиды, даны в микрограммах липидного фосфора на грамм сырой ткани; * - статистически достоверное отличие от контроля; n=12 (малоновый диальдегид); n=8 (ДК); n=10 (lyso-PL).
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Рис. 3.5. Содержание лизофосфолипидов (lyso-PL) в ткани мозга крыс после 6-ти дневного введения антиоксидантов в условиях высокогорья (3200 м.н.ур.м.; 45 дней экспозиции). По оси ординат - уровень лизофосфолипидов дан в микрограммах фосфора на грамм ткани мозга (мкгР/г); по оси абсцисс-исследуемые антиоксиданты:   К- контроль; П - плацебо; α-Л - α-липоевая кислота; 

М - милдронат n=10; ***- статистически достоверное отклонение от группы «плацебо» (р<0,01).

Таблица 3.6 - Влияние 6-и дневного курса (-липоевой кислоты   и  милдроната    на поведение крыс в “открытом поле” в условиях высокогорья  (3200 м.; +15 ºС; 45 суток).
	Показатель                                    I                    II                      III                       IV          



	Локомоция                              34,5(4,0         
42,5±3,8*         28,0±2,6*          28,7±6,4

(смена квадратов)

Ориентировочная                     8,2(3,0         13,6±0,8*           9,3±1,7            3,3±0,8 ***
реакция (верти- 

кальные стойки)

Исследовательское                   6,3(1,7          14,3±3,1*         13,2±1,6*         8,0 ±1,7

поведение (выглядывание

через отверстия)

Груминг                                     5,4(2,0           7,2±0,9          2,8±0,7              4,0±0,4 
Дефекация                                 1,3(0,3           0,4±0,2*        3,8±0,9 **         5,3 ± 0,8***
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



      Обозначения: I-контрольная  группа крыс (низкогорье – 760 м над ур. м); II-плацебо, экспозиция в высокогорье (3200 м над ур.м.;+ 15 С; 45суток); III-45-суток экспозиции в высокогорье+милдронат; IV- 45-суток экспозиции в высокогорье+(-липоевая кислота; *- р<0,05; ** - р<0,02; *** - р<0,01  (по сравнению с контролем); n=12. 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	


Таблица 3.7- Влияние α-липоевой кислоты и милдроната на количество эритроцитов и содержание гемоглобина в крови крыс в условиях низкогорья и  на 45 –е сутки пребывании  в  условиях  высокогорья  
	Биорегуляторы
	Низкогорье
(г. Бишкек, 760 м.н.ур.м.)                       
	Высокогорье
(п.Туя-Ашуу, 3200 м.н.ур.м)

	
	эритроциты

(х1012 /л)
	Hb, (г/л)
	эритроциты

(х1012 /л)
	Hb, (г/л)

	контроль
	4,3±0,1
	126±0,1
	4,3±0,1
	126±0,1

	«плацебо»
	4,4±0,3
	141±0,2
	6,2±0,3
	157±0,4

	α-липоевая кислота
	4,2±0,1
	145±0,1
	      8,3±0,3  ***
	162±0,1

	милдронат
	4,3±0,4
	141±0,4
	      8,3±0,2 ***
	165±0,2


Примечание -***-р<0,01; n=12.
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 Рис. 3.6. Изменение показателя физической работоспособности крыс при действии биорегуляторов в условиях низко- и высокогорья. Обозначения: по оси ординат – вес груза в граммах, поднятого крысой; по оси абсцисс – сроки пребывания в высокогорье; К – контроль (низкогорье); * - р<0,05; ** - р<0,02 (по сравнению с контролем); n= 10.
Таким образом,  анализ полученных  результатов данной серии экспериментов   показал, что α-LA превосходит милдронат  по темпу развития корригирующего эффекта в отношении расстройств поведения у крыс и снижения тревожности  45-м суткам адаптации. 6-ти дневные курсы  α-LA и милдроната  продемонстрировали значительный  lyso-PL-органичивающий потенциал. Помимо этого и α-LA и милдронат  в равной степени способствовали значительному повышению физической работоспособности  животных в условиях длительной адаптации к высокогорью. 

Выводы
1. Предварительное 3-х кратное введение α-липоевой кислоты в условиях низкогорья обуславливает значительное повышение показателя выносливости испытуемых животных на 113,8%  и способствует снижению уровня первичных продуктов ПОЛ на 48,1%  . 
2. Антиоксидантные и мембранные проявления  α-липоевой кислоты, милдроната, винпоцетина и  α-токоферола  в начальный и переходный периоды адаптации к высокогорью   имеют различия:  действие α-липоевой кислоты и винпоцетина связано с  lyso-PL-ограничивающим влиянием этих ФАВ на 29,4% и 37,7%  соответственно, а  α-токоферола     и     милдроната  с   ПОЛ-ограничивающим эффектом на 36,7% и 31,8% соответственно. α-Липоевая кислота и винпоцетин являются функциональными мембранопротекторами, обладающими способностью нормализовать структурный статус бислоя.                       

3. Курс α-липоевой кислоты  на 14-е сутки экспозиции в высокогорье сокращает длительность латентного периода (время до начала двигательной активности) у крыс при тестировании в “открытом поле” на 27,5%, приводит к стабилизации показателей поведения (локомоция, ориентировочная и исследовательская активность) и  достоверно снижает уровень  тревожности животных.
4. На 45-е  сутки пребывания в высокогорье  в крови и мозге крыс сохраняется повышенный фон продуктов ПОЛ (диеновые конъюгаты в крови выше контроля на 18,5%, диеновые конъюгаты мозга — в 4,6 раза,  малоновый диальдегид в крови на 130,4% и лизоформы фосфолипидов мозга в 1,9 раза выше контроля. Выраженный оксидантный стресс и накопление lyso-PL сопровождается расстройствами поведения животных в “открытом поле” и высокой тревожностью. 

5. Применение  α-липоевой кислоты и милдроната  в  период длительного пребывания  в  высокогорье  интенсифицирует  тканевые  перестройки 

в виде  повышения  количества эритроцитов и содержания гемоглобина в крови крыс на 33,4% и  9,6% соответственно. α-Липоевая кислота превосходит милдронат  по темпу развития корригирующего эффекта в отношении расстройств поведения у крыс и снижения тревожности.  В то же время,  оба биорегулятора в равной степени способствовали значительному повышению физической работоспособности  животных к 45-м суткам адаптации.  
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
1. Результаты диссертации могут быть использованы для разработки практических рекомендаций при выборе антиоксидантов и мембранопротекторных средств, с целью отыскания максимально эффективного соотношения «доза-ответ».

2. Выбор препаратов α-липоевой кислоты – один из наиболее оптимальных путей повышения работоспособности и выносливости  при интенсивных физических нагрузках в условиях низкогорья, а также эффективного средства управления длительным адаптационным процессом в горах.
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Джантаева Гульмира Алимовнанын 03.03.01 – физиология адистиги боюнча «Бийик жана жапыз тоолордун шартында α-липоиддик кислотанын оксидативдїї жана функционалдык эффектилери» деген темада биология илимдеринин кандидаты даражасына жазылган диссертациясынын
КОРУТУНДУСУ
      Негизги сєздєр: α-липоиддик кислотасы, лизофосфолипиддер, кычкылдандыруучу гомеостаз, бийик тоо шартына ыўгайланышуу, жїрїм-турум реакциялары, оор жумушка иш жєндємдїїлїгї. 

      Изилдєє объектиси: кычкылдандыруучу гомеостаздын абалы, эксперименталдык жаныбарлардын жїрїм-турумунун, иш жєндємдїїлїгїнїн жана чыдамдуулугунун кєрсєкїчтєрї. Тажрыйбалар лабораториялык келемиштерде жїргїзїлгєн.
      Иштин максаты: α-липоиддик кислотанын жапыз жана бийик тоо шартында кычкылданданыруучу гомеостаздын абалына, оор жумуш иштєє жєндємдїїлїгїнє жана жїрїм-турумдун функционалдык кєрсєткїчтєрїнє баа берї.

      Изилдєє ыкмалары: «ачык талаа» функционалдык тести, липиддердин перекисдик кычкылдануусунун (ЛПК) продуктуларын,

мембрандык фосфолипиддерди биохимиялык методдор менен аныктоо.

      Изилдєєнїн жыйынтыктары: α-липоиддик кислотасын алдына алып тажрыйбалар жїргїзїлгєн жаныбарларга терапевтикалык ченем менен киргизилсе алардын интенсивдїї оор жумушка болгон чыдамдуулук кєрсєткїчїн жогорулатууга жана ЛПК-нун продуктуларынын тємєндєшїнє кємєк берет. α-Липоиддик кислотасы лизофосфочектелїїчї эффектисин тїзєт, ал болсо мембрананын биологиялык катмарынын липиддик-белоктук тїзїлїшїнїн туруктуулугуна кємєк берет. α-Липоиддик кислотасын колдонууда тажрыйбага алынган  жаныбарлардын кыймылдуулук активдїїлїгунє жана эмоциялык абалына таасирин тийгизет. Мунун натыйжасында локомоциянын кєрсєткїчїнїн туруктуулугуна жана менталдык жєндємдїїлїгїнє, ошондой эле тынчсыздандыруунун басаўдашына алып келет.
     Илимий жанылчылдык: Бийик тоого узак убакыт ыўгайланышуу процессинде α-липоиддик кислотаны куюуда жаўы оксидативдик, мембрандык, гематологиялык жана функционалдык эффектилер кєрсєтїлдї. α-Липоиддик кислотаны куюуда функционалдык кєрсєткїчї, ЛПК-нун продуктуларынын деўгээли жана мембраналык лизофосфолипиддердин ортосунда терс корреляциялык байланыш кєрсєтїлдї, бул бийик тоого эффективдїї ыўгайланып єзгєргєнїн кїбєлєндїрєт. 
      Иштин жїрїшїндє жапыз тоо шартында тажрыйба жїргїзїлгєн жаныбарларга алгач  α-липоиддик кислотасын куюуп анан интенсивдїї оор иш берїїдє чыдамдуулуктун жогорку кєрсєткїчтєрї жєнїндє жаўы маалыматтар алынды.

      Колдонуу боюнча сунуштар: чєйрєнїн экологиялык жагымсыз шарттарында ыўгайланышпаган жана патологияга-чейинки абалды алдын алууда (профилактика) бул иштен алынган маалыматтарды, негизги абалдарды эске алуу керек, анткени экстремалдык шарттарда организмдин функционалдык мїмкїнчїлїтєрїнїн жогорку болушуна α-липоиддик кислота маанилїї эффект берет.

      Пайдалануу тармагы: физиология, тоолуу медицина. 
РЕЗЮМЕ
диссертации Джантаевой Гульмиры Алимовны на тему «Оксидативные и функциональные эффекты α-липоевой кислоты в условиях низко - и высокогорья» на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.03.01 – физиология
      Ключевые слова: α-липоевая кислота, лизофосфолипиды, окислительный гомеостаз, адаптация в высокогорье, поведенческие реакции, физическая работоспособность.

      Объект исследования: состояние окислительного гомеостаза, показатели поведения, физической работоспособности и выносливости у экспериментальных животных.  Эксперименты проводились на половозрелых лабораторных крысах  обоего пола.

         В качестве основного маркера структурных изменений клеточных мембран  выбраны лизоформы мембранных фосфолипидов и показатели перекисного окисления липидов.

      Цель исследования: оценка состояния окислительного гомеостаза, функциональных показателей поведения и физической работоспособности в условиях низко- и высокогорья  при  коррекции  α-липоевой кислотой.

      Методы исследования: функциональный тест «открытое поле», биохимические методы определения мембранных фосфолипидов, продуктов ПОЛ.
      Полученные результаты. Предварительное введение α-липоевой кислоты в терапевтической дозе значительно повышает показатель выносливости испытуемых животных при интенсивных физических нагрузках и способствует снижению продуктов ПОЛ. α-Липоевая кислота проявляет lyso-PL-ограничивающий эффект  способствующий нормализации липидно-белковой организации  бислоя мембран. Применение α-липоевой кислоты оказало влияние на эмоциональное состояние и двигательную активность испытуемых животных, что привело к стабилизации показателя локомоции и ментальных способностей, в том числе к умеренному снижению тревожности.
      Научная новизна. Показаны новые оксидативные, мембранные, гематологические и функциональные эффекты α-LA  в динамике длительного адаптационного процесса в высокогорье. Продемонстрирована  отрицательная корреляционная  связь между функциональными показателями,  уровнем  продуктов ПОЛ и мембранных lyso-PL при введении α-LA, что является свидетельством эффективных адаптивных преобразований в высокогорье.

 В ходе работы получены новые данные о значительном   повышении показателя выносливости испытуемых животных при интенсивной физической нагрузке в условиях низкогорья, обусловленное предварительным введением α-LA. 

      Рекомендация по использованию: основные положения, развиваемые в данной работе целесообразно учитывать при   профилактике дизадаптационных и предпатологических состояний в экологически неблагоприятных условиях среды, поскольку α-LA продемонстрировала значительный эффект в значении повышения функциональных возможностей организма в экстремальных условиях.

      Область применения: физиология, горная медицина.
SUMMARY

thesis Dzhantaeva G. A. on "Oxidative and functional effects of α-lipoic acid in low - and high mountains" for the degree of candidate of biological sciences in specialty 03.03.01 – physiology
Key words: α-lipoic acid, lysophospholipids, oxidative homeostasis, adaptation to high mountains, behavioral responses, physical performance.
        The object of study: the state of oxidative homeostasis, indicators of behavior, physical performance and endurance in animal models. Experiments were carried out on the female laboratory rats of both sexes.
The main marker of structural changes of cell membranes selected Lizoform membrane phospholipids and lipid peroxidation.
      Purpose: assessment of oxidative homeostasis, functional indicators of behavior and physical activity in low-and high mountains  in  the  correction of 
α-lipoicacid.
      Methods: a functional test of "open field", biochemical methods for the determination of membrane phospholipids, products of lipid peroxidation.
      Results. Pretreatment with the α-lipoic acid significantly increases the therapeutic dose of stamina test animals during intense exercise, and reduces lipid peroxidation products. α-Lipoic Acid exhibits lyso-PL-limiting effect of promoting normalization of lipid-protein bilayer organization. The use of α-lipoic acid had an effect on the emotional state and the motor activity of the test animals, leading to a stabilization in locomotion and mental abilities, including a moderate decrease anxiety.
      Scientific novelty. Shows the new oxidative, membrane, hematological and functional effects α-LA in the dynamics of a long process of adaptation to high mountains. Demonstrated a negative correlation between the functional performance, the  level  products of  lipid  peroxidation and membrane lyso-PL with the introduction of  α-LA, which is a testament to the effectiveness of adaptive changes in the high mountains.  During the new data on the significant increase of stamina test animals in intensive physical activity in low mountains, caused by prior administration of  α-LA.
      The recommendation for use: main provisions, which are developed in this work should be considered in prevention and disadaptation prepathological states in ecologically unfavorable environmental conditions, since the α-LA showed a significant effect in the sense of improving the functionality of the body in extreme conditions.
      Scope: physiology, mountain medicine.
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